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1. GIiRiS

Kafein, hemen hepimizin her giin diizenli olarak tiikettigi, merkezi sinir sistemini
uyaran, uyaniklik hali, enerji ve konsantre olma yetenegi kazandiran, asir1 tiiketimi halinde ise
kiside uyku bozuklugu ve uykusuzluk hali, sinirlilik, endigse ve kaygi hallerine sebep olabilen
bir piirin alkoloiddir '®. Kafeinin; bronsial diiz kaslarm gevsemesine olan etkisi °'% bazi agri

3,1

kesicilerin igeriginde bulunusu > ve yeni doganlarda apne tedavisine olan etkisi * gibi

sebeplerle, gliniimiizde bircok amag i¢in kullanilmaktadir.

Insan metabolizmasinda kafeinin belli basli etkileri: lokomotor aktiviteyi arttirmas,
psikouyarici 6zellik gostererek dopaminerjik sistemi aktive etmesi, kardiyak kast uyarmasi ve

diiiretik etki gostermesidir %',

Bizim c¢alisma konumuzun esasint olusturan kafein, gerek beyin metabolizmasi
iizerine olan etkileri ve gerekse antioksidan ozellik gostermesi nedeniyle bugiin birgcok
caligmada yerini almigtir. Biz ¢alismamizin temel hedefi olarak kafeinin, beyinde L-Arginin

metabolizmasi lizerine olan etkilerini arastirmaya calistik.

Calismamizda, esas olarak kafein verilen ratlarin beyin dokularinda L-Arginin
metabolizmasinda 6nemli rolii olan arginaz enzim aktivitesini, nitrik oksit (NO) seviyelerini
ve aralarindaki iligkiyi ayrica, ratlarin serumlarinda NO ve TNF-a diizeylerini gdstermeyi
amagladik ve bunlarin yaninda kafeinin olas1 antioksidan 6zelligini incelemek i¢in serum ve

beyin dokusunda lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehid (MDA) diizeylerini 6l¢tiik.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. KAFEIN

Kafein (1,3,7 trimetilksantin) bir piirin alkoloid olarak bir¢ok yiyecek ve igeceklerin
iceriginde bulunur '. Kafein, hemen hepimizin her giin diizenli olarak titkettigi bir maddedir,

merkezi sinir sistemini uyarir ve kahve, ¢ay, cikolata, kola ve baz1 gazli igecekler kafein ihtiva

eder >,

Sekil 1. Kafeinin Kimyasal Yapis: .

Yapilan aragtirmalarda giiniimiizde insanlarin giinde ortalama 300 mg dan daha fazla
kafein tiikettigi belirtilmistir ° . Bir kupa kahvede yaklasik olarak 30-175 mg kafein bulunur '.
Eger giin igerisinde, kisiden kisiye degismekle birlikte alinan kafein miktar1 hesaplanirsa hig

farkinda olmadan giinde 1gramdan fazla kafein tiiketildigi goriilecektir.

Bazi yiyecek ve iceceklerde ne kadar kafein var?®®

Filtre kahve 150 ml 60-180 mg kafein
Hazir kahve 150 ml 40-180 mg kafein
Kafeinsiz kahve 150 ml 2-8 mg kafein
Poset ¢cay 150 ml 24-50 mg kafein
Yesil cay 150 ml 30-48 mg kafein
Kakao 150 ml 2-7 mg kafein
Siitlii ¢ikolata 28¢g 1-15 mg kafein
Bitter gikolata 28¢g 5-35 mg kafein
Kola 180 ml 15-24 mg kafein
Diet kola 180 ml 13-29 mg kafein
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Kafeinin giinliik normal doz araliginda (yaklasik 50-300 mg) tiiketimi kisiye uyaniklik
hali, enerji ve konsantre olma yetenegi kazandirmakla birlikte agir1 tiiketimi halinde (300-800
ve Ustii) kiside uyku bozuklugu ve uykusuzluk hali, sinirlilik, endise, panik atak ve kaygi

hallerine sebep oldugu belirtilmektedir. Asir1 dozlarda istemsiz kasiimalar da goriilebilir *”.

Kafein, astim hastalarinda bronsial diiz kaslarin gevsemesine etki gosterir 12 ye bazi
agr1 kesicilerin (aspirin,asetaminopen gibi) igeriginde bulunur *". Yeni doganlarda apnea

tedavisinde de viicuda ilag formatinda girer *.

Kahve yliksek miktarlarda tanen de ( ¢ay katesin analogu) icerir. Tanenin antioksidan,
anti-mutasyon, anjiogenez, antibiyotik etki, anti-hiperkolesterolemi, antihipertansiyon ve anti-

inflamatuvar etkisi oldugu bildirilmistir "*.

Arastirmacilara gore kafein, psikouyaricidir ve amfetamin ve kokain gibi bagimlilik

yaparak dopaminerjik sistemi aktive eder .

Teobromin (3,7 dimetilksantin) ve ksantin, kafeinin katabolik iiriinleridir ve hem
antioksidan hem de prooksidan 6zellige sahiptirler. Bu iiriinler, antioksidan olan {irik asit ile

yapisal benzerlik gosterirler .

2.1.1. Kafein Metabolizmasi

Oral yolla kafein alinimidan sonra kafein, hizla ve hemen hemen tamamen (%99)
gastrointestinal sistemden emilerek 30-120 dakika sonrasinda, doza bagimli olarak plazmada
en yiiksek diizeyine ulasir. Hidrofobik 6zelliginden dolay biitiin biyolojik zarlardan gegerek
hiicrelere ulasir. Kafeinin % 5 den daha az iirine gevrilmeden kalir. insanda normal plazma

seviyesi kafein igin 5-20 puM olarak belirtilmistir **'°

. Kafein plazmada en yiiksek
konsantrasyona ulastiktan sonra, beyinde en az bir saat kafein konsantrasyonu degismeden

kalir'”.
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Insanda 300 mg (yaklasik 4 kupa kahve; Smg/kg) kafein alimmindan 1-2 saat sonrasi
plazma kafein pik seviyesi yaklasik 7,5-9,0 pg/ml (39-46 pmol/L) dir. 5,30 mg/kg (agir igici)
kafein alinimi sonrasinda plazma seviyesi yaklasik olarak 50 pmol/L olacaktir. Normal i¢im

2,40 mg/kg olarak kabul edilir '®.

Yetiskinlerde kafein i¢in kan-beyin bariyeri ve plasental bariyer bulunmamaktadir. Bu
nedenle agir kafein tiiketen hamile bayanlarin yeni dogan bebeklerinde yiiksek seviyelerde
kafein tespit edilmistir. Insanlarda kafein yar1 émrii 2,5-6 saat arasinda degismekle birlikte fare
ve siganlarda bu siire 0,7-1,2 saat arasinda degisir. Fakat fetal yasam ve yeni dogan
periyodunda kafeinin yar1 dmrii, kafeinin demetilasyonu icin gerekli enzimlerin noksan olmasi

nedeniyle yaklasik 32-149 saat arasinda degismektedir 68,

Insanda kafein, hepatik sitokrom P4501A, (CYP1A,) enzimi tarafindan demetilasyona
ugrayarak paraksantine (1,7 dimetilksantin) doniigiir. Daha az olarak ta teobromine (3,7
dimetilksantin) ve teofiline (1,3 dimetilksantin) doniisiir. Ayn1 enzim tarafindan 1,7
dimetilksantinin demetilasyonuyla 1-metilksantin ve 1-metiliirik asit olusur '*. Kafein,
oncelikli olarak CYP1A2 tarafindan metabolize edilir, fakat daha az olarak N-asetiltransferaz

(NAT-2) tarafindan ve ksantin oksidaz tarafindan da metabolize olur .

Ratlarda, kafein metabolitlerinin %40’ trimetil tiirevleri olusturur ki bu tiirevler
insanlarda %6 civarindadir. Insanlarda kafein metabolizmas1 miktar olarak en fazla paraksantin
(1,7 dimetilksantin) olusumuyla karakterizedir. Bu basamak kafein metabolizmasinin ilk
basamagini olusturmakla birlikte metabolizmanin 9%72-80’ini kapsar. Bazi kafein
metabolitlerinin farmakolojik aktiviteleri vardir; 6rnegin, teofilin ve paraksantin, kafein igeren
iceceklerde bulunur ve biyolojik aktiviteleri vardir. Kafein alinimindan sonra santral sinir
sisteminde teofilin ve paraksantin seviyeleri yiikselir, fakat teofilin, paraksantinden daha giicli

etki gostermektedir ®.
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2.1.2. Kafeinin Organizmaya Etkileri

Kafein ve teofilin, insan dolagiminda pM konsantrasyonlarda bulunarak diyetle alinir. Bu
metilksantinlerin belli baslh etkileri s0yle siralanabilir 2.

e Iskelet kaslarmin uyarilmasi

e anti- inflamatuar etki

e analjezik etki

e glukoz metabolizmasinin arttirilmasi

e insulinin lipogenez etkisinin azaltilmasi

e hiicresel cAMP diizeylerinin arttirilmasi

e adenozin reseptorlerinin antogonisti

sitozolik Ca"? seviyelerinin yiikseltilmesi

Kafein; lokomotor aktiviteyi arttirir, yag hiicrelerinde norepinefrin artistyla meydana
gelen lipoliz sonucu, doku yag seviyelerini ve viicut yag depolarint azaltir. Buna karsilik kas

kiitlesini arttirir 2'.

Cok yiiksek miktarlarda kafein tiiketen insanlarda dis hastaliklari, kemik
mineralizasyonu, osteoporoz, metal absorbsiyonu ve salinimi, bobrekten ve barsaktan geri
emilimi ile ilgili problemler, demir eksikligi anemisi gelistigine dair giiglii kanitlar mevcuttur
1920 Bazi epidemiyolojik calismalarda kafein tiketimiyle, barsak ve bobrekten mineral
salmimi ve emilimi arasinda negatif iliskisi gosterilmistir. Kafeinin bircok metal iyonlarini
bagladigindan ve insan viicut dengesini degistirdiginden siiphenilmektedir. Kalsiyum,
magnezyum, demir, ¢inko, manganez, kobalt, krom organizma i¢in yararli elementlerdir.

Kafein ve metal iyonlar1 arasindaki etkilesim, kafeinin oksijen ve nitrojen atomlar1 boyunca

olugsmaktadir. Kafein, metal iyonlarini oksijen atomlari ile baglar g
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Kafein, hiicreleri ve organizmayi radyasyondan koruyucu etkiye sahiptir. Ratlarda
yeni yapilan birgok ¢alismada, kafein varliginda radyasyon ve diger ajanlar tarafindan
arttiritlmis hasara karsi kafein 6nemli derecede korumayi saglar. 2mM kafeinin radyasyon
oncesi ya da radyasyon sonrast hemen hemen tamamen hiicrelerde radyasyonla indiiklenen
apoptosisi  Onledigi belirtilmistir. 1mM kafein rat karaciger mikrozomlarinda lipid
peroksidasyonunu diigiirdiigiini ve antioksidan olarak reaktif oksijen tiirleri tarafindan

olusturulmus hasara kars1 membranlari korudugu belirtilmistir >,

Farelerde, kafeinin oral alimmi tiimoér baskilayici genleri (p53 dahil) diizenledigi
gosterilmistir. Buna ek olarak kafeinin, mutasyonu hem baskilayici hem de arttiric1 etkisi de
belirtilmistir. Kafein ve katabolik {irlinleri olan teobramin ve ksantinin yliksek bakir
konsantrasyonlarinda, bakir iyonlarina baglanarak, Cu(Il) ‘nin Cu(I)’e doniismesini azaltarak,
prooksidan &zellik te gosterir ve oksijen radikallerine onciiliik eder. Ayrica antioksidan olarak,

DNA kiriklarim ve hidroksil radikallerini inhibe ettigi bildirilmistir .

Kafein hidroksil radikallerini ve singlet oksijeni temizler, lipid peroksidasyonunu
inhibe eder, LDL oksidasyonunu diisiiriir. Ayrica kafein protein oksidasyonuyla olusan protein
karbonillerinin seviyelerini de azaltmaktadir. Bu etkileriyle kafein, kardiyoprotektif olarak

diisiiniilmektedir 2.

Farelerin igme suyuna akut dozlarda (5-15 mg/kg) kafein eklenmis ve kemik iliginde
gama 1ginlariyla indiiklenen kromozomal hasarin 6nemli derecede ve hizli bir sekilde diistiigii
saptanmistir. Kafein, ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve peroksil radikallerini temizler. Giinde 2
kupa kahve igmenin bazi kanserli vakalarda ciddi gecikmis radyasyonla indiiklenen toksisiteyi
azalttig1 belirtilmistir. Ayrica kafeinin biyokimyasal etkilerinden biri; kimyasal ve UVB

indiiklii karsinogenezden korumasidir '*.
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Kafein ve diger metilksantinler, fosfodiesterazi inhibe ederler ve hiicre iginde
kalsiyum konsantrasyonun artmasina neden olurlar, adenozin reseptdrlerine antagonist etki
gosterir. Biitlin bunlar NO iiretimini arttiric etki yaparak, hiicresel siklik adenozin monofosfat

(cAMP) diizeylerini yiikseltir *°.

cAMP’nin hiicresel seviyeleri  adenilat siklaz ve
fosfodiesteraz aktivitelerine baglidir. cAMP; bir ¢cok hormonun (ACTH, katekolaminler,
glukagon, tiroksin gibi) ikinci habercisidir 3 Fosfodiesterazlar, cAMP ve siklik guanozin
monofosfati (¢cGMP) hidrolize ederler. cAMP ve cGMP, vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve

nitrik oksit igin hiicre i¢i ikinci haberci olarak rolleri vardir ''**%7.

Metilksantinler, piirin bazlarinin kimyasal yapisi ile benzerlik gostermektedir (iirik
asit, adenin, guanin, hipoksantin). Bu piirin molekiilleriyle ksantinlerin kimyasal benzerligi,

biyokimyasal diizenleyici cAMP ile etkilesime girmeleri bakimindan 6nem tagimaktadir *°.

Kafein ve teofilin, fosfoinositid-3-kinazlarin (PI3Ks) lipid kinaz aktivitesini ve
proteinkinaz aktivitelerini inhibe ederler. PI3Ks, bir grup aile enzimidir ve inositol dongiide
fosfoinositidleri fosforillerler. Bu enzim aktiviteleri hiicresel olaylarda yararli etki gostererek,
lipidkinaz aktivitelerini etkisi altina alirlar. Kafein ayrica insulin uyarimina bagl gelisen
glukoz transportunu da bloke eder. Yapilan ¢alismalarda rat soleus kasinda teofilin ve kafeinin,
insulinin  proteinkinaz B’yi uyarma yetenegini bloke ettigi gosterilmistir ki bu etki PI3K
aktivitesini inhibe etmesi ile benzerdir. Bununla birlikte metilksantinler serinkinaz aktivitesine

kars1 daha az etkilidirler *°.

Kronik kafein tiiketimi hamilelik sirasinda fetal gelisimi etkilemesine ragmen
embriyogenesis ilizerine kafeinin etkisi tam olarak anlagilamamistir. Asirt dozlarda kafein, gen
ekspresyonunu degistirebilir, diisiik agirlikta bebek dogumuna, infertiliteye, diisiik riskine ve
uterus i¢inde bebegin gelisme geriligine neden olabilir. Bebekte diisiik dogum agirligi ve uterus
icinde gelisme geriligi, yetiskin ¢agina geldiginde o kiside hipertansiyon ve kronik kalp

yetmezIligi riskini olusturabilir. Anjiotensin 1II, fetoplasental dolasimda giicli bir
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vazokonstriiktdrdiir ve reseptorleri olan AT, ve AT, ile iliskilidir. Hayvan modellerinde kafein

ile birlikte AT, reseptor ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir >*.

Kafein ; akut ve kronik olarak biiyiimii hormonu (GH), tiroksin (T,) ve tiroid uyarict
hormon (TSH) seviyelerinde degisiklige yol acabilir ve arttirabilir. Yapilan ¢aligmalarda
kafein tiikketiminin bening veya malign tiroid neoplazisine karst koruyucu rol oynayabilecegi
savunulmustur. Gegmisteki caligmalarda uzun siire igme suyuna kafein cklenen ratlarda,
neoplazinin artmadig1 goriilmiistiir, kafein tek basmma T, seviyelerini azaltmis ve TSH
seviyelerini ise yiikseltmistir. Ancak 1500 ppm (yaklasik 140 mg/kg/giin; yiiksek doz) kafein

dozlarinda tiroid folikiiler hiicre poliferasyonuna, karaciger hipertrofisine neden olmustur 2,

Insanda uzun siire kafein kullanimi plasma renin aktivitesini ve plasma katekolamin
seviyelerini  yiikseltir. Kafein renal fonksiyonlarin bozulmasina yol agarak renin
konsantrasyonlarini arttirir. Kronik kafein aliniminda, kreatinin klerensini diiser, iiriner protein
atilim artar ve bobrek agirliginda yiikselme goriiliir. Kafein, renal ven plazma norepinefrin

29-33

konsantrasyonlarinin artmasina neden olur . Yiiksek konsantrasyonlarda ve kronik olarak

tikketiminde kardiyak kasi uyarir, kalp hizini arttirir, kardiyak performans bozulur, kalp krizi

14,34

riski ytikselir

Kafein, histamin sekresyonunu diisiiriir. Yapilan arastirmalarda kafeinin 5-20 mM
dozlarda, rat peritonal mast hiicrelerinden histaminin salinmasini 6nemli derecede inhibe ettigi
gosterilmistir. Kafeinin in vitro ve in vivo olarak acil alerjik reaksiyonlar1 mast hiicrelerini
etkileyerek inhibe ettigi belirtilmistir *.

36

Kafein insanda, C- reaktif protein (CRP) artisina neden olabilir Asirt kafein

tiiketimi, bobrekte kalsiyum oksalat tas1 olusturur *’.
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Kafein, diabetik ratlarda glukoz homeostazini iyilestirmis, glukoziiriyi diiglirmiis ve
oral glukoz toleransim iyilestirmistir °'. Ayica tip 2 diabet riski kahve almmm ile diistiigii

belirtilmektedir 8.

Farelerde 20 mg/kg (30giin) kafein uygulamas: sonrasinda hepatik katalaz enzimi,

superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri yiikselmis, MDA ise diismiistiir *°.

Alkol tiiketimiyle, viral hepatitle, kilo artist ve glukoz metabolizmasinin
zayiflamasiyla olusabilecek karaciger hasari riski, 6zellikle kafein (giinde 2 kupa kahve) ile

azaldig1 belirtilmistir *.

Ratlarda uzun siire kafein uygulamasi (2-12 hafta) karaciger glukojen depolarini

azaltmus, vucut yag agirligii ve serum leptin seviyelerini diisiirmiistiir *'.

Ratlarda kafein, bazal lipolizi arttirir 42, notrofil aktivitesini arttirarak, superoksit

{iretimine etkisi olmadan myeloperoksidaz (MPO) enziminin salinmasini stimule eder **.

Insanda ve ratlarda yiiksek doz kafein alimmi kan basincimi yiikseltir, epinefrin
salinmasini arttirir. Kan basmcinin giinde tekrar tekrar artmasi kafein tiiketimine bagl olarak
stres reaksiyonlarinin yiikselmesine neden olur. Bu durum yetiskin populasyonunda kroner

kalp hastalig1 riskini arttirmaktadir '

Kafein (10-20mg/kg) ratlarda, dalakta ve timusta adenozin deaminaz (ADA)

aktivitesinde artmaya sebep olmustur. Doz yiikseldik¢e aktivite de artmigtir. Kafein, dalak ve

timusta ADA’y1 yiikselterek immiinitede rol oynadig: diisiiniilmektedir *.
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2.1.3. Kafeinin Santral Sinir Sistemine Etkileri

Lokal beyin metabolizmas1 sonucu olarak indiiklenen uyku, beyinde adenozin
seviyelerinin artigiyla iligkilidir. Adenozin, beyin i¢in endojen bir uyuma faktoriidiir, talamus
ve kortekste asetilkolin {izerinde gii¢lii kontrol edici ve arttirict etkisi vardir. Uzun siire uyanik

kalmak, bazal 6n beyin adenozin konsantrasyonlarinin artmasiyla iliskilidir *'.

Kafeinin, merkezi sinir sistemine uyarici etkileri adenozin A; ve A, reseptorlerine
olan inhibisyonudur *”**. Kafeinin uyaric1 olarak iki mekanizmasi mevcuttur ;
1. Katekolaminerjik sistemi aktive etmesi, 2. Bazal 6n beyin noronlarinda ilerleyen

uyaniklig1 saglayarak adenozin reseptorlerini ve ilk olarak A,’i inhibe etmesi .

Adenozin A;, biitiin beyin boélgelerinde bulunur, hipokampus, serebellum, serebral
korteks ve talamus bolgelerinde en yiiksek seviyelerdedir. A; reseptorler, sinaptik aktiviteyi
ayarlayarak, tlim noronlardan transmittdr salinimini inhibe ederler. Adenozin A,, reseptorleri

beynin dopaminden zengin bolgelerinde; striatum, niikleus acumbens, tuberculum bélgelerinde

16,53

olduk¢a fazla bulunurlar . Kafeinin adenozin reseptdrlerini inhibe etmesi sonucunda

uykusuzluk, lokomotor aktivitenin artmasi, ndrotransmittdr salinimi, iskelet kaslarinin

kasilmasi gibi etkiler ortaya gikar '®*,
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Tablo 1. Kafein ve Adenozin Etkilerinin Karsilastiriimasi >

*Pozitif
inotropik/kronotropik etki

*Qastrik sekresyonunun
Gastrointestinal Sistem  artmasi

Damar
Periferal *Genigleme
Santral *Daralma

*Negatif inotropik/kronotropik
etki

*Gastrik sekresyonunun
inhibisyonu

*Daralma
*Genigleme
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Adenozin; iskemi, hipoksi,epilepsi ve iskemik beyin hasarinda endojen ndroprotectif
ajan olarak salinir. Kafein ise iskemik hipoksik kosullarda adenozinin ndroprotektif etkileriyle
catisarak adenozin reseptdrlerine antogonist etki gdsterebilir. Yiiksek doz (150mg/kg) kafein
kafa travma iyilesme siirecini zayiflattifi, kan-beyin bariyerinde aksamaya yol actigi ve

travmatik kortekste notrofil infiltrasyonunu, demi daha kotii bir hale getirdigi gosterilmistir >.

Dopamin, motor davranislarinin diizenlenmesini saglayan norotransmittdr olarak
beyin i¢in son derece dnemlidir. Kafein tarafindan adenozin reseptorlerinin (A,,) inhibisyonu,
dopamin reseptdrlerini arttirir, dopamin salinimini indiikler ve korteksten asetilkolin salinimini
uyarir 147965 Kafein, dopamin agonistidir. Ciinki ¢cAMP yoluyla katekolaminlerin
salmimini arttirir™*. Fakat kronik tiiketim, lokomotor aktiviteye tolerans gelisimine neden olur
¥ asin doz kafein, serebral metabolizmay1 uyarmasina ragmen, serebral kan akisinda uzun
stireli diismeye neden olmaktadir. Akut kafein tiiketimi, beyin laktat seviyelerini yiikseltir.

Kafeinin indiikledigi vazokonstriiksiyon beyin laktat diizeylerini arttirir 17:59,

Kafein, endoplazmik retikulumdan kalsiyum salimimini uyararak, ndronlardan hiicre
ici kalsiyum salimmmini uyarir. Ciinkii artan hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlari

norotransmittorlerin salinmasi i¢in 6nemlidir **.

Ratlarda kafein, cesitli ndrotransmittdr sistemlerin fonksiyonunu degistirir, duygusal
bozukluk, korku, endise ve uyku bozukluguna neden olur. Kafein; serebral kortekste 25-
100mg/kg dozlarda noroaktif streoidlerin; pregnenolon, progesteron, allopregnanolon
konsantrasyonunu arttirmigtir. Kafein plazmada da beyin ile benzer sekilde doza bagimli
olarak, pregnenolon ve progesteron seviyelerini arttirmistir. Sonu¢ olarak kafein, plazmada
kortikosteron seviyesini arttirir *.

Metilksantinler, ditiretik ve solunum uyarici, agr1 kesici etkileri nedeniyle tipta bazi

ilaglarin bilesiminde kullanilir. Ayrica vaskuler bas agris1 ve Parkinson hastalig1 gibi beyinsel

rahatsizliklarin tedavisinde de ksantin ilaclar1 kullanilir ¢>6%6

Created by Neevia docuPrinter trial version



14

Ratlarda oral ya da intravendz kafein uygulamasi, beynin hipokampus ve striatum

bolgelerinde serotonin (5-hidroksi triptamin), dopamin ve asetilkolin salinimni arttirmustir .

Insanda uzun siireli kafein kullamminmin Alzheimer hastaligi riskini diisiirdiigii

belirtilmistir .

Kafein anne siitiine de gegmektedir ve anne siitiinden alinan kafein, yeni doganda yag
asitlerinin kompozisyonlarin1 degistirir, serebellumda doymus yag asiti ve tekli, c¢oklu

doymamus yag asitlerinin seviyelerini arttirmaktadir **.

2.2. OKSIDATIF STRES VE SERBEST RADIKALLER

Oksidatif stres, pro-oksidan (reaktif oksijen tiirleri (=ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri
(=RNY)) ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin, prooksidan ve oksidan

maddelerin lehine kaymasi olarak tanimlanmaktadir .

Oksidatif stres dogal bir siiregtir, oksijene ihtiya¢ duyan tiim canli sistemlerde, ¢esitli
basamaklarda olugsmaktadir. Biyolojik sistemler, bu stresi kontrol altinda tutan, spesifik
mekanizmalar icermektedir. Kontrol mekanizmalarinin yetersiz oldugu durumlarda oksidatif

hasar meydana gelmektedir .

Serbest radikal, orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron
bulunduran atom veya atom gruplaridir ©°. Bu eslesmemis elektron, serbest radikali
karasiz bir konuma getirir. Serbest radikalin kararli, stabil bir yapiyr tekrar kazanmasi
amaciyla elektronunu bir baska elektronla eslestirmesi gerektiginden bu durum serbest

radikale kimyasal olarak biiyiik bir aktivite kazandirir ®7".
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Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri insanlarda gesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda
olusurlar 7. Serbest radikallerin biiyiik gogunlugu invivo olarak iiretilir ve amino asitler, yag

asitleri, karbonhidratlar ve niikleotitler gibi birgok biyolojik molekiilii okside edebilirler ”°.
2. 2. 1. Serbest Radikal Kaynaklari

Insanlar aerobik metabolizmaya sahip olduklari i¢in hayatlar1 boyunca serbest radikal
iireticisi konumundadirlar. Birgok sistem ve metabolizma iizerine etkili olan serbest radikaller,
normal metabolik olaylar sirasinda ortaya ¢ikabildikleri gibi ¢ok c¢esitli dig etkenlere bagl

olarak da olusabilirler >777°.

Potansiyel hasarlayici tiirler (reaktif oksijen tiirleri, nitrojen tiirleri); metabolizma
tiriinleri, fizyolojik mediyatorler ve sinyal molekiilleri olarak ortaya ¢ikarlar. Hasara sebep olan
ROS iiretimi hem ekzojen hem de endojen kaynakli olabilmektedir. Ekzojen kaynaklar: hava
kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijenin yiiksek
konsantrasyonlar1), iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar, alkol, patojenik bakteri ve

viriisler #%!

. Endojen kaynaklar ise mitokondrial elektron transport sistemi, endoplazmik
retikulum, aragidonik asit metabolizmasi, redoks dongiisii, fagositik hiicreler (monosit ve
makrofajlar, nétrofil, eozinofil) ve endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar,
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir **.
Organizmanin yapisinda bulunan proteinler, serbest amino asitler, DNA, lipitler ve niikleik

asitler gibi makro molekiiller, bu sistemler tarafindan iretilen reaktif oksijen tiirlerinin

etkilerine maruz kaldiklarinda hasara ugrarlar®.

Created by Neevia docuPrinter trial version



2.2.2. Serbest Radikal Tiirevleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (

oksijen gereklidir ">*

16

ROS ) ve reaktif nitrojen tiirlerinin ( RNS ) olusumu i¢in

. Serbest oksijen radikallerine siiperoksit: O,", hidroksil radikali: OH -,

alkoksil radikali: RO", peroksil radikali: ROO" ve hidroperoksil radikali: OOH * 6rnek verilebilir

75,76

Nitrik oksit: NO", nitrojen dioksit: NO," radikalleri de RNS’ yi olusturur . Oksijen ve

nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit: H,O, , peroksinitrit: ONOQO-, hipoklorik asit:

HOCI, hipobromoz asit: HOBr, gibi diger reaktiflere doniisebilir.

Arginin

NADH + H* Ksantin =
(FADH,) paso ‘ NADPH + H
Mitokondrial ETS / ) Ksantin BH,| NO Sentaz

H,O.| R Oksidaz
NAD* 20, A . "
(FAD) Urik asit Sit NADP
Y
NADPH Oksidaz .4~ NO Sentaz
0, — O/ =g Bae 2 NO'<— NO
NADPH + H*  NADP* /
HOCI <7M£°T H,0,
-\ Fe? . o
H,0 H*+CI Okside ONO
/ cu* VitC  VvitC
0,+0OH" \ \ / NO' GlyK-l‘CHzO
ONOOH ¥ OH e H,0, SR Sarkozin
OH+ NO; k ) )
L H'LOH _ Asetil CoA Oksidaz
o . Otoksi| »0O, Urik Asit Oksidaz
i 2 LOOH—>LO  dasyon D-AA Oksidaz
Monaminler 0. +H.0
0,+H,0 LH & 2+ M2
IS Hemoglobin

Sekil 3.Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin meydana gelisi”®

(iR:Iyonize radyasyon, Sit :Sitriillin, D-AA :D-Amino asit, BH, : Tetrahidrobiopterin,

Gly:Glisin, L": Lipit radikali, SOD : Siiperoksit dismutaz, MPO : Myeloperoksidaz)
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Siiperoksit Radikali (0, ) :

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yapi olan siiperoksit

radikal anyonu meydana gelir.

O, +te —» Oy’

Siiperoksit radikali O, varliginda ksantin oksidaz’in ksantini veya hipoksantini
indirgemesiyle, NADPH’nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla, mitokondriyal elektron
transport sistemi ile NADH, ve FADH,’nin NAD ve FAD’ye doéniisiimii sirasinda, O,’nin
iyonize radyasyonla, Sit p-450 ile ve arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit

sentazla indirgenmesiyle olusur "*>**%_0," den siiperoksit dismutaz enzimi ile H,O, olusur.

Hidroksil Radikali (OH ") :

Yarilanma omri kisa ve oldukga giiglii bir serbest radikal olan hidroksil radikali asil

olarak Fe? molekiiliiniin de katildig1 Fenton reaksiyonu ile olugur ®" % .

Fe”? + H,0, —— Fe” + OH " +OH"
Ayrica demirin katalizledigi Haber - Weiss reaksiyonuyla da OH * olusur *’ .
Fe+2
0, + H,0, — 0O, +OH +OH"

Iyonize radyasyon etkisi ile de OH * olusur "> %,

IR

H,O, — H '+ OH"
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Perhidroksil radikali (OOH") :
O, radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak kendisinden daha
kuvvetli bir oksidan olan OOH ° radikalini olusturur ¢’.
pH~L

0O, +H" — » OOH"
Peroksil radikali (ROO" ) :

R’ radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek ROOyi olustururlar®’.

R+ O — ROO’

Singlet oksijen: ('0,)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmamasi sebebiyle serbest oksijen radikali
olmayip reaktif oksijen tiirleri grubunda yer alan bir molekiildiir. 'O,, oksijen elektronlarinin
disardan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin ters yoniindeki farkli bir yoriingeye gegmesi
ile olusabilecegi gibi, O," radikalinin dismutasyonu ve MPO’nun katalizledigi H,O, nin HOCl ile

89,90

reaksiyonu sonucunda da olusabilir . Singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin

baglamasia neden olmasi acisindan 6nem tagimaktadir. DNA, proteinler ve lipitlerle reaksiyona

girebilir 7 *%.

Hidrojen Peroksit ( H,O, ) :

Oksijen molekiiliiniin iki elektron alarak indirgenmesi veya yapiya iki hidrojen atomunun

eklenmesiyle olusur ©’ . Siiperoksit radikalinin yapisina bir elektron katilmasiyla da olusur.

0, +2¢ +2H — H,0,

0, +e +2H" — H,0,
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Hidrojen peroksit, O, den iki elektronun sit p-450, asetil CoA oksidaz, iirik asit oksidaz
veya D-amino asit oksidaz ile rediiksiyonu, monoaminler (dopamin,epinefrin, norepinefrin),
hemoglobinin otooksidasyonu ve glisin sentezinde de olusur ***. Fe'* veya Cu’ varhginda giiclii

bir radikal olan OH " ¢ indirgenir .
Hipoklorik Asit (HOCI ) :

Notrofiller, myeloperoksidaz enziminin katalizledigi reaksiyonla gii¢lii oksidatif bir yap:

olan hipokloridi olusturur *.

MPO
H,0,+Cl , HOCI'+OH’

Nitrik Oksit (NO" ) :

Memeli hiicrelerinde NO baslica NOS’un (NO-Sentaz) aktivitesi sonucu
sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden sitriillin ve NO’yu olusturur
%% Bu olay, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin mononiikleotit (FMN),
flavin adenin diniikleotit (FAD), tetrahidrobiopterin (BH;) ve kofaktor olarak bir tiyol

donériine ihtiyag duyar **°.

N2
Arginin
a>

NADPH+H" NADP

» Sitriillin + H,O
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Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal tiirii olarak ** bazi memeli
hiicre tiplerince Tiretilen NO; damar toniisiiniin kontroliinde, platelet agregasyonunda,
16kosit adezyonunda, hiicre aracili immiin sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal

molekiilii olarak énem tagimaktadir .
Peroksinitrit (ONOO"™ ) :

Stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitin NO" ile reaksiyona girmesi ile olusur’™.

0" + NO'——> ONOO®
H,O, + NO—» ONOO”

Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O," ve H,O, ye gore daha

yiiksektir’>*.

Oksidatif stresle analog olmak iizere NO’nun ve NO’dan tiireyen reaktif nitrojen
tiirlerinin (RNS) artan miktarlar1 organizmada nitrozatif stresi meydana getirir’'”. Nitrozatif
stres ile inflamasyon olaylari, ndrotoksisite ve iskemi gibi patolojik olaylarla baglantili

bulunmustur®. Her iki stresi ortaya ¢ikaran reaktif tiirler birbirleriyle etkilesim halindedir 95,101
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H,0, H,0

@2,@ + CF

Hipoklonik asit Singlet oksijen

MPO

2 el
0, 0, Fes* Fe H*

M @EESS @ o

Hidvojen peroksit H_()  Hidroksjl radikali

o,

Nitrojen
N m— JON(- m— HOON(Q  TOFS kA

Nitriloolesit Peroksimitrit anyonn Peroksmitrik asit

Sekil 4. ROS ve RNS’nin birbirleriyle etkilesimi "'

2.2.3. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Lipitler; biyolojik molekiiler iginde reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine en
fazla maruz kalan molekiillerdir. Hiicre membrani1 serbest oksijen radikalleri ile hizla
reaksiyona girebilen ¢coklu doymamis yag asitlerinden (fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler ve
steroller) oldukca zengindir. Bu yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle
reaksiyona girip peroksidasyona neden olur 2. Membran akigskanligi, membran lipitlerinin yan
zincirlerinde bulunan doymamis yag asitleri ile saglanir. Doymamis yag asitlerinin hasari,

membran akiskanhigin azaltic1 etki gosterir 2.

R
X0 N \MO
O o
OH
Akrolein Malondialdehid 4-Hidroksi -2-alkenal

Sekil 5. Lipit peroksidasyonu ile olusan aldehitler 103

Created by Neevia docuPrinter trial version



22

Lipit peroksidasyonu sirasinda olusan MDA, biyolojik 6rneklerde kolaylikla 6lgiilebilen

ve peroksidatif hasar1 gosteren nispeten dayanikli bir iiriindiir 7. Biyolojik sistemlerdeki

oksidatif stresin ol¢iilmesinde giiniimiizde en yaygin metod MDA Slgiimidiir’"'*>'*. MDA,

proteinlerin lizin rezidiileriyle ve fosfolipitlerin amin gruplariyla reaksiyona girer 10

kolaylikla difiize olabildiginden, DNA bazlariyla reaksiyona girerek hasara neden olabilir.

3. MDA,

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehitler serbest radikallere gore daha stabildirler

ve hiicre i¢inde veya hiicreden disariya ¢ikarak daha uzaktaki bolgelerdeki protein, DNA ve

fosfolipit gibi hedeflere ataklarda bulunabilirler. Bu ataklar sonucunda molekiil i¢i ve

molekiiller aras1 kovalent etkilesimler olusur. Ug karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal

metabolik sartlarda, once asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile

CO;’e indirgenerek atilir. Fakat asir1 lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve

dokulara hasar verir ',

2.2.4. Antioksidan Sistem

Organizmalardaki lipid, protein, niikleik asit ve karbohidratlar gibi molekiiller

oksidatif hasar i¢in hedef molekiillerdir. Antioksidanlar,

molekiilleri su prensipler dogrultusunda korurlar ®'% .

* Enzimlerin kullanilmas1 veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar yoluyla.

* Oksijenden tlireyen molekiillerin olusumunu en az diizeye indirerek.

* Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gegerek.

oksidatif hasara

kars1

bu

* Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az aktif ve toksik

olmayan {irlinlere doniisiimiinii saglayarak.

* Zayif reaktif tiirlerin daha zararh tiirlere doniisiimii i¢in gereksinim duyulan metal

iyonlarini baglayarak.

* Hedef molekiilde olusan hasari onarma yoluyla.

* Hasarmn ¢ok biiyiik oldugunda, hasara ugramis molekiilii uzaklastirarak.
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Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde yerleserek savunma mekanizmasinda rol
alan biyomolekiiller enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler
6997107 Enzimatik yapidaki antioksidanlar i¢inde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),

glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferaz sayilabilir ©’.

RSP Glukoz
L Besinlerin icerdigi
NADPH + H* NADP*
GSH konjugatlarn
hs kaynakh
GSH-R aktrfili GSH
GS-5G W 2GSH 4——<
R R NO%»NO;
I¢ kaynakh
GSH
- GSH-Px GSNO  Mem ROnne
¥ Hem-NO
Hzo + LOH Vit & . GSH sentaz

H,0 y ATP

A A ' 7-Glu-CySH

z?:li‘:ilrgﬁr.n;i:‘i?:g:ﬁ.Gasl:“a‘lilgnrifrﬁg.i Vit E! N Vit E ADP + Pi

Cit. Glw, Tau, His, Karn.BH4 = +-Glu-CySH

. zertaz
— "OH Sistein ATP

i saD ! Glutamat
2H* + 20, —T> H,0, LOOH NH,*
CytC 1 0, Cati Fos

H,0

0, H,0+0, Glutamin ?

Sekil 6. Memeli Hiicrelerinde Antioksidan Sistem ”.

Enzimatik yapida olmayanlar arasinda askorbik asit, tokoferoller, B-karoten gibi

69,97

vitamin yapiya katilan antioksidanlar sayilabilecegi gibi glutatyon, a-lipoik asit, ubikinol

699 irik asit’®, seriiloplazmin, transferrin, selenyum gibi antioksidan 6zellik gosteren maddeler
de sayilabilir®. Bunlardan glutatyon-redoks sistemi ilk akla gelen savunma mekanizmalarindan

birini olusturmaktadir. Diger antioksidanlarla birlikte bu sistem ve bu sistem igindeki enzimler

oksidatif hasara kars1 giiglii bir savunma hatti olustururlar "'’ (Sekil 6) .
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2.3. L-ARGININ METABOLIiZMASI

Beyinde L-Arginin metabolizmasi, beynin normal fonksiyonu i¢in olduk¢a dnemlidir.
Arginin, protein sentezi, lire liretimi, agmatin, nitrik oksit (NO), prolin, glutamat, kreatin fosfat
ve poliamin {iretimi i¢in 0onem tasimaktadir. Biitiin bu bilesikler beyin fonksiyonlari igin

gerekmektedir %°.

Polyamines Glu?mim:
Glutamate
Putrescine 3
| | =—= Proline
| ¥ Jrea
B5 [ Ornithine &m“
N_Hq.'.' ooy _+£ - — N
ocT ;
Arginase
Citrulline
— aslfra.mtc
NO 458 Oxaloacetate
v & pC
Argininosuccinate I
Pyruvate
NO Synthase (NOS) 48r  Malate v
| -[ ‘L\Oz 4 f\* Fumnarate

Agmatine «—=Arginine

N>

NIMMA, ADMA = Proteins Creatine

Sekil 7. Memeli Hiicrelerinde Arginin Metabolizmas: '*®
(CPS I; karbamoil fosfat sentetaz I, CP;karbamoil fosfat, PC;piriivat karboksilaz, OCT;
ornitin karbamoil transferaz, ASS; argininosiiksinat sentetaz, ASL; argininosiiksinat

liyaz, NMMA; NG-monometil-L-Arginin, ADMA; asimetrik N©, NG-dimetil-L-Arginin)

Poliaminlerin sentezi, arginin i¢in 6nemli metabolik bir yoldur. Arginaz aktivitesi ile

iiretilen ornitin, poliaminlerin sentezi igin prekiirsordiir *°.
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Arginin metabolizmasinin en biiylik boliimii karacigerde iire siklusunda meydana
gelir. Arginin, sitriillinden argininosiiksinat sentetaz (ASS) ve argininosiiksinat liyaz (ASL)
tarafindan sentezlenir ki bu enzimler {ire siklusunun 3. ve 4. enzimleridir. Metabolizmanin
diger boliimii bobrekte meydana gelir ve arginin sitriillinden olusarak kan dolasimina verilir.
Bunun yaninda birgok doku ve hiicre tiplerinde ASS ve ASL seviyeleri diisiiktiir. Striillin;
arginin sentezi i¢in bobrekten ve diger organlardan da temin edilir. Olusan arginin, nitrik oksit
sentaz (NOS) tarafindan tekrar sitriillin olusturabilir. Diger taraftan arginin, iire siklusunda
arginaz tarafindan hidrolize edilerek ornitin ve {ireye g¢evrilir. Sonug olarak NOS ve arginaz

enzimleri ortak substrat olarak arginini kullanirlar '**'*'"°,

Endojen arginin anologlari; agmatin, N¢monometil-L- Arginin (NMMA) ve

asimetrik N% NY-dimetil-L- Arginin (ADMA) NOS inhibitorleridir '*.

Arginin, nitrogen dengenin temelini olusturan esansiyel bir amino asittir.
Yetiskinlerde arginin sentezinin ¢ogu renal proksimal tiibiillerde olusan sitriillinden
gerceklesir. Sitriillin; glutamin ve prolinden ince barsakta da sentezlenir. Arginin, néronlarda
NO sentezi i¢in gereklidir. Kisitli NO sentezi, sinapsisleri etkileyerek motor koordinasyonu ve

hafizay1 zayiflatir '

Santral sinir sisteminin arginin ihtiyacin1 beyin hiicrelerine kandan arginini transfer
eden oOzel spesifik tastyicilar karsilamaktadir. L- Arginin, 6zel katyonik amino asit
tastyicilartyla (CAT) hiicre zar1 boyunca transfer edilir. Merkezi sinir sisteminde ve noronal
hiicre kiiltiirlerinde bu tasiyici sistem, kan-beyin bariyerinde tanimlanmistir. Beyinde arginin
seviyeleri ve NO tiretimi hiperamonyanemik hastaliklarin patofizyolojisinde merkezi bir rol
oynar '%,

Bunun yaninda arginin, asiri aglikta, streste, hasarli kosullarda gerekli hale
gelmektedir. Arginin yaralarin iyilesmesinde, lenfositlere cevapta ve mitogenezde yararli

oldugu bildirilmistir '**.
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2.3.1. ARGINAZ

Arginaz ( L-arginin {ire amidino hidrolaz; EC 3.5.3.1), iire siklusunun son enzimi
olarak argininin, {ire ve ornitine hidrolizinden sorumludur ve konsantrasyon olarak en fazla
karacigerde bulunur. Metabolizmada bir¢ok yolda gorev alan anahtar enzimdir. Memelilerde
arginaz i¢in en az iki farkli genin varlig1 bulunmustur. 1996°da arginazin ikinci formu arginaz
II nin varhg: tespit edilmistir. Tki arginaz izoformu farkli subseliiler kompartmanlarda lokalize
olmuslardir. Arginaz II, oncelikle ekstrahepatik dokularda eksprese edilir, karacigerde ¢ok
diistiik konsantrasyonlardadir ya da hi¢ bulunmamaktadir. Fakat 6zellikle bobrek, beyin, ince
barsak, prostat olmak iizere diger organlarda bulunur. Arginaz I, sitozolik formudur ve
karacigerde ¢ok fazla eksprese edilir, liregenesis de rol oynar. Bunun aksine Arginaz II;
mitokondriyal formudur, ornitin kaynagi olarak glutamat ve prolin biyosentesinde, hiicre
biiytimesinde ve farklilasmasinda rol oynayan poliamin biyosentezinde, ¢esitli organlarda
ozellikle nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan nitrik oksit (NO) sentezinin diizenlenmesinde

gorev alir 25114-118

Prostat ve meme bezinde ; Arginaz II, ornitin dekarboksilaz (ODC) ve ornitin
aminotransferaz (OAT) ile birlikte eksprese edilirler, poliamin ve prolin sentezinde birlikte is

goriirler. Arginaz II, ince barsakta da bu iki enzim ile birlikte eksprese edilir ''°.

Arginaz, ndrotransmittdr glutamat olusumu i¢in ornitin kaynagidir. Olusan glutamat
daha sonra glutamik asit dekarboksilaz enzimi ile GABA’(gama amino biitirik asit) ya

cevrilir'” (Sekil 8).
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agenatine = prodine
o  w/ AR
arginine ghiaEenic-y- protain
/ \‘rﬂnm samialdahyde
UMR
A OA
ofee, U, omitine [
N S et 22 cra
citrudine m-eloghuiarale I
glutarming

Sekil 8. Ure Dongiisii ve GABA olusumu m
(AD;arginin  dekarboksilaz, OAT;ornitin aminotransferaz, GAD;glutamik asit

dekarboksilaz)

Diyet, hormonlar, sitokinlere yanit olarak arginaz izoenzimlerinin regulasyonundaki
farkliliklar ~ arginazin, argininin metabolik gelecegine diizenleyici etki yapacagini

gostermektedir®.

2.3.1.1. Arginazin Yapisal Ozellikleri

Arginaz I ve II'i  kodlayan iki gen arasinda farklilik olsa da orijin olarak ortaktirlar.
Immiinolojik 6zellikleri, molekiiler 6zellikleri ve ekspresyonlar1 farklilik gosterir. Yaklasik
olarak ayn1 biyiikliiktedirler, amino asit residiilerinin % 50 sinden fazlas1 aynidir ve enzimatik

fonksiyon i¢in aktif bolgeleri %100 homoloji gosterir ''>''*'2,

Arginaz izoenzimleri, her biri 35-40 kDa agirliginda olan subiiniteleri ile trimerik
kuaterner yap1 gosteren kristal bir yapiya sahiptir ve aktif merkezde iki tane Mn " cekirdegi
icerir. Mn" cekirdegi katalitik aktivitede kritik rol oynar. Mn"2- Mn*? arasindaki uzaklik 3.3 °

116,121-123
A’dur .
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Sekil 9. Rat Karaciger Arginaz1 Aktif Merkezinin Yapis1 '*

2.3.1.2 Metal Aktivasyonu ve Kinetik Ozellikleri

Arginazin maksimum aktivite gosterebilmesi i¢in bazi metal iyonlarina kofaktor
olarak ihtiyaci vardir. Enzimin, +2 degerlikli metal iyonlari; Mn"?, Ni*?, Co%, V2, Cd*, Fe*
dir. Bu kofaktorler ile 55 ° C’de preinkiibasyon sonucu aktivite elde edilmistir. Bu metal
iyonlar1 arasmda Mn" ile % 100 aktivite gosterdigi belirtilmistir. Arginaz aktivitesi igin
alkalin optimal pH 9.0-9.5 arasinda oldugu ve hidroliz sonucu olusan iiriinlerden ornitinin,
enzimi inhibe ettigi belirtilmistir. Rat karaciger arginazinin pK degeri 7.8-8.0 arasindayken,
insan karaciger arginazinin pK degeri ise 7.8-7.9 arasinda oldugu rapor edilmistir. Enzim;

lizin, izoldsin, ornitin, valin, 16sin, prolin amino asitleri tarafindan inhibe eldilir 120,123-125
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T ablo 2. Arginaz I ve Arginaz II izoformlarimn Karsilastirilmas: ''5'%

Arginaz 1 Arginaz IT
Bulundugu Doku Karaciger, kirmizi Bobrek,beyin,
kan hiicreleri Gastro-intestinal

sistem, prostat

Subiinite Molekiiler Agirlik 35.000 40.000
(Da)
pl Degeri 9.3 6.8
Mn"? ihtiyact (mmol/L) 20 2
Prolin ile inhibisyon + ++
[soldsin ile inhibisyon ++ +
Hiicresel bolgesi Sitozol Mitokondri

Yapilan ¢aligmalarda karacigerde baskin olarak arginaz I’in katyonik (pI 9,3) ve
anyonik (pI 7,7) formu kesfedilmistir. Bobrekte ise arginaz II’in anyonik (pI 7,1) formu
baskin olarak kesfedilmis ve bununla beraber bobrekte ikincil olarak katyonik formu da (pl
8,9) bulunmustur. Katyonik isoform aktivitesi ve seviyesi, kanserli dokuda daha yiiksek
bulunmustur. Bu form kan serumunda bulunmustur ve hasta kisilerde yiikselmistir. Anyonik
arginaz ise saglikli ve hasta kisilerin serumunda hi¢ saptanmamustir. Insan meme kanserinden
ve kolorektal kanserden elde edilen sonuglara gore, arginaz II’in  katyonik formunun

karsinogenez i¢in spesifik olabilecegi ne siiriilmektedir .
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2.3.1.3. Arginazin Biyokimyasal ve Patolojik Onemi

Arginaz, prolin ve poliamin sentezi igin ornitin saglarlar ki bu molekiiller hiicre
proliferasyonunu kontrol ederler ve kollagen {iretimini saglarlar 127.128 Dolayistyla normal yara
iyilesme siirecinde arginaz énemlidir '"*'%. Arginaz aktivitesi yaralanmalarda artar, bu artan
arginaz aktivitesi, argininin ¢ok fazla kullanilmasi, ornitinin ve poliaminin asir1 liretimi ile

iliskilidir ',

Immun sistemde Arginaz I ve II nin ekspresyonlarmin artisi, immiin sitokin cevabina
yol acar. Arginaz I ve II nin artig1, immiin yetersizlik ile ilgili hastaliklarin patofizyolojisinin

anlasilmasinda dnemli rol oynayabilir ',

Insan meme kanseri hiicrelerinde arginaz seviyeleri yiiksek bulunmustur. Arginaz
II’nin, 6zellikle kolon ve mide kanseri, akciger kanseri ve renal hiicre karsinoma hastalarinda
yiikseldigi belirtilmistir. Prostat kanseri de, arginaz calismalar1 i¢in hedef gosterilmistir.
Ciinkii arginaz bu dokuda da yiiksek seviyede eksprese edilmektedir ve bu dokunun fonksiyonu
icin rol oynamaktadir. Prostat kanserli hastalarin serumunda arginaz seviyeleri yiiksek
bulunmustur. Arginaz aktivitesi, skilamoz hiicrelerde ve insan derisinin bazal hiicre kanserinde
yiikseldigi belirtilmistir ve hiicre ornitin konsantrasyonu yiikselmistir. Bu durum malign deri
tiimdrlerinin gelismesine neden olabilecegi belirtilmis. Arginaz enziminin timor belirteci olup

olmadiginin a¢iklanmasi i¢in daha erken oldugu savunulmaktadir 115,119,123,129,130

T helper 2 (Th 2) sitokinleri (IL-4,5,9,10,13), arginaz ekspresyonlarini indiikler '*'.
Alerjik  inflamasyon swrasinda bu  sitokinlerin  ekspresyonlarmin  artisi, arginaz
ekspresyonlarinin artigina neden olur ve beraberinde NO {iretimi baskilanir, mukus ve kollagen
iretiminde artiy meydana gelir. Arginaz, astimda inflamasyona neden olur. Yapilan insan

calismalarinda, arginazin astimin patogenezine katkida bulundugu agiklanmugtir 713115,
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Ratlarda yasli beyinde arginaz diisik bulunmustur. Yashh beyinde arginazin
azalmasiyla NO firetiminin arttig1, bu durumun yaslanma siirecinde nérodejeneratif bozukluga

yol agtig1 agiklanmugtir **+'%7,

Yapilan rat calismalarinda, arginazin hipertansiyonda NO’nun bioyararliliginda kritik
bir faktdr oldugu aciklanmistir: Arginaz, ayrica endotelyal ve diiz kas hiicrelerinden de
eksprese edilir. Vaskuler arginaz aktivitesi hipertansiyonda artiy gosterir. Arginazin
inhibisyonu, endotelyal disfonksiyonu ve artmis kan basincini iyilestirir, hipertansiyon

geligimini nler. NO’nun bioyararliligim arttirir 2%,

Ratlarda yapilan diger calismalarda arginazin, hepatoseluler hasarin erken dénem
belirlenmesinde en yararli belirte¢ oldugu savunulmaktadir. Kupfer hiicrelerinin hepatoseluler

koruyucu fonksiyonu olarak karacigerde arginazin yikseldigi belirtilmigtir'*-'*!,

"2 Tikanma sarihginda karacigerde

Glomerulonefritte arginaz yiiksek bulunmustur
hepatositlerde morfolojik degisimler gelismekle birlikte arginaz enzimi de dahil iire siklusu

aktivitesi, onemli derecede artis gosterdigi aciklanmistir 143,

Cerrahi indiiklii travmalarda dahil, birgok travmalarda, insanda periferal mononiiklear
hiicrelerde arginaz aktivitesi yiiksek bulunmustur. Bu sonuca gore arginaz I, travmada
yiikseliyor, ornitin {iretimi artiyor, NO metabolitleri 6nemli derecede diigiiyor. Travmanin

sonucunda ve patofizyolojisinde arginazin 6énemli rol oynadig: diistiniiliiyor 128

Yapilan in vitro calismalarda, arginazin noronal oksidatif stres iizerinde ndronlari
koruyucu o6zellikleri agiklanmistir. Arginazin ndronlart koruma o6zelligi, ndrorejeneratif

136 : .
. Arginaz I’in,

etkileri, poliaminleri olusturmasiyla iligkili oldugu savunulmaktadir
néronlarda anti-apoptotik etki gosterdigi belirtilmistir '**. insanda, orak hiicre hastaliklarinda

eritrosit arginaz aktivitesi yiiksek bulunmustur '**.
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2.3.1.4. Arginaz Enzimi Eksikligi

Arginaz biitiin hiicreler i¢in 6nemlidir. Hiicrelerde bu enzim eksikliginde, biiylimede
azalma goriilir '*°. Arginaz eksikliginde kiside, klinik olarak néronal hasara bagli ilerleyen
mental zayiflik, psikomotor davranigta ve biiyiimede gecikme goriiliir 17127 - Arginaz 1 geni,

6q23°de lokalize olmustur. Arginaz enzimi eksikligi, otozomal resesif genetik bir hastaliktir ',

Ure siklusu enzimlerinin eksikligi dramatik sonuglar dogurur. Amonyak artisiyla
olusan ensepalopati, koma ve 6liim meydana gelebilir. Ure siklusunun son enzimi olan arginaz
eksikligi, bebekligin son donemlerinde ve nadiren de yetigskin cagda ortaya cikar. Gelisim
gecikligi ve kasilmalarla kendini gosterir. Cok nadir 6liimle sonuglanir. Ure siklusu krizi,
serebral 6deme yol acar. Fakat arginaz I eksikligi, diger iire siklusu enzimlerinin eksikligi ile
ortaya ¢ikan hastaliklara gore daha ilimhidir. Diger iire siklusu enzimlerinin eksikligi ciddi
sorunlara yol agabilir. Fakat Arginaz I eksikligi tedavi edilebilir. Bu enzimin eksikliginde,
hiperargininemiye bagli olarak ilerleyen bunama, kasilmalar, kortekste fonksiyon bozuklugu
gbriiliir 126147,
Arginaz 1 eksikligi tandem mass spektrometresiyle ortaya cikartilir. Yeni doganda
Arginaz 1 eksikligi tablosunda; 6zel, agir ve kiilfetli bir diyet ile bu hastaliga dogumdan
itibaren etkin ve sonug¢ verici tedavi uygulanir. Bu hastalarin ¢ogunda akut hiperamonyemi

riski ¢ok yiiksek degildir 115.198 * Arginaz 11 eksikligine simdiye kadar nadir rastlanilmstir ',

Arginaz 1 eksikliginde, arginaz II ekspresyonu artar. Bu hastalarda arginaz II artisi,
serebrospinal sivida beklenmedik glutamin artigina neden olur. Glutamin seviyelerinin asirt
yiikselmesi, hiperamonyemi ve hiicre i¢i osmolarite artis1 ile birlikte beyinde toksik &dem
meydana getirir. Ender olarak yaslilarda arginaz eksikligi serebral 6dem ve g¢abuk o&liimle

sonuclanir ',
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2.3.2. Nitrik Oksit (NO) ve Etkileri

Nitrik oksit olusumu; Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzim grubu tarafindan L-argininden
L- sitriillin olusumu sirasinda meydana gelir. Bu siiregte NOS, kofaktdr olarak nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin mononiikleotit (FMN), flavin adenin diniikleotit
(FAD) ve tetrahidrobiopterin (BH,)’e gereksim duyar. NC- Hidroksi-L-Arginin (NOHA) ; NO
iiretimi sirasinda olusan ara maddedir, reaksiyon sirasinda salinir, arginazi inhibe eder. Tam
kanda NO, hizlica nitrit (NO,) ve nitrata (NO53’) metabolize olur. Nitrat ve nitrit, tam kanda

NO iiretiminin 6nemli gostergesidir ''*''*'?!,

NO’nun hem pro-inflamasyonda hem de anti-inflamasyonda etkileri vardir. Diisiik
dozlan (pikomolar) koruyucu iken bunun aksine yiiksek (mikromolar) konsantrasyonlar1 pro-

inflamasyona ve hasara yol agar '*"'*,

NO; vazodilatasyonda, immiinitede, platelet ve 16kosit adezyonunun inhibisyonunda,
norotransmittdr olusumu gibi olaylarda haberci molekiil olarak fonsksiyon gosterir. Vaskiiler
hastaliklar, NO iiretiminin zayiflamasiyla iligkili olmasina karsin septik sok, serebral infarktiis,

diabet ve norodejeneratif hastaliklar NO iiretiminin artmastyla iliskili olmaktadur ',

NO, 16kosit adezyonu ve kemotaksisinde giiglii etkilere sahiptir. NO iiretimi, notrofil
ve endotelyal hiicreler {izerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonlarini diisiiriir. Bu etkiler
l6kosit adezyonunun azalmasina yol acar. NO, mast hiicreleri aktivasyonunu inhibe ederek
anti-inflamatuar etki gdsterir. NO, makrofaj sitokin tiretimini down regule edebilir. Oksidatif
stres kosullar1 altinda NO, serbest radikal temizleyicisidir, boylelikle hiicresel hasar1 onler.
Bununla birlikte NO’nun yiiksek seviyelerinin mutagenez ve diger DNA hasar ile iliskili
oldugu, ayrica demir-siilfiir igeren enzimlerin fonksiyonlarini degistirerek mitokondriyal

solunumu bozdugu bildirilmistir '*.
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NO, spinal kord, retina ve beyin de dahil olmak iizere merkezi sinir sistemi boyunca
da sentezlenir. Sinir sisteminde normal fizyolojik regiilasyonda dnemli olmasina karsin, asir1
miktarlar1 beyin i¢in norotoksik etki yaparak, iskemi ve beyin hasarina neden olur. NO, sinir
sisteminde hiicre-hiicre sinyallesmesinde énemli bir molekildir '®'"%. Fakat yash beyinde

artis gosterir ',

NO; difiizyonla noronlara girer, guanilat siklazi aktive ederek siklik guanozin mono
fosfat (¢cGMP) iiretimini ve siklooksijenaz 1’1 aktive ederek de prostaglandin iiretimini arttir,
beyinde noronal aktivitenin kontroliinde Snemli rol oynar. Her iki aktif ajan (cGMP ve
prostaglandin), NO’nun fizyolojik etkilerine aracilik ederler. Cesitli stres ve kortikoidler
noronal hiicre 6liimiine neden olurlar. Bu olay glutamik asitin N-metil-D- aspartat (NMDA)
reseptorii ile etkilesimi sonucu hiicre igi kalsiyum konsantrasyonlarinin artmasi ile artan NO
miktart ile iligkilidir. Hipotalamusta NO, kortikotropin-releasing hormon (CRP), prolaktin —
releasing faktor , biiyiime hormon releasing hormon (GHRH), somatostatin, luteinlestirici
hormon-RH (LHRH) salinimini uyarir. Hipotalamusta NO saliiminin artisiyla, ndronal hiicre

6liimii meydana gelebilir *.

2.3.2.1. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Enziminin Ozellikleri
NO iiretimi, ii¢ NOS isoformu tarafindan argininden meydana gelir:'*''>'"
e Noronal NOS ( nNOS)
e Endotelyal NOS (eNOS)
e Indiiklenebilir NOS (iNOS)
Bu isoformlardan, nNOS ve eNOS Ca™- kalmodulin bagimh formlaridir. Aksine

iNOS Ca**- kalmodulin bagimli degildir ve patolojik uyariya cevap olarak iiretilir ''*'".

nNOS ve eNOS az miktarlarda NO {retirken, iNOS ise gesitli uyarilara cevapta

yiliksek miktarda NO fiiretir. Boylece NO hem hiicrelerde koruyucu etki, hem de toksik etki

9

gdsterir. Bu olay bircok hiicre tipinde meydana gelir '"°. Beyinde patolojik uyariya cevapta
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iNOS artar. iNOS tarafindan iiretilen NO, beyinde diger serbest radikallerle (6rnegin siiperoksit
radikali ile) reaksiyona girerek reaktif nitrojen oksit tiirlerini; peroksinitriti (ONOO")
olusturabilir. Peroksinitrit ndronlarda, mitokondriyal kompleks 2,3,4 aktivitelerini inhibe

ederek hasara yol acar '’h151%

. Bu reaksiyonlar normal fizyolojik kosullarda kiigiik
miktarlarda meydana gelmesine ragmen, iNOS ekspresyonuyla patolojik kosullarda yiiksek
reaktif nitrojen oksit tiirlerinin (RNOS) meydana gelmesi, kimyasal strese neden olmaktadir.

Yiiksek RNOS, lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina, tirozin residiilerinin nitratlanmasina

113
neden olur .

Noronal NOS
Endotelyal NOS NO
(kalsiyum bagimli) == (kiiciik miktarda) ™) Guanilat Siklaz =) cGMP T
FiZYOLOJIK
indiiklenebilir NOS
(kalsiyum bagimsiz)
e Lipopolisakkarit NO Mitokondriyal solunum Jjj
e Bakteri mm) (yiiksek miktarlarda) mes) Apoptozis'
Sitokinler TOKSIK DNA hasant T

Sekil 10. Nitrik Oksit Sentaz isoformlari ve Etkileri '*°

eNOS, santral sinir sisteminde bir ¢ok néronda bulunur. Serebellum, cerebral kortex,
hipokampus, hipotalamusta yiiksek diizeyde eksprese edilir, vaskuler endotelyumda bulunur.
Hiicre ici kalsiyum artis1, bu enzimi aktive eder. Uretilen NO difiizyonla diiz kasa geger ve
guanilat siklazi uyarir, cGMP salinimi hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini diisiiriir. Boylelikle
damar diiz kaslar1 genisler. Ayrica eNOS, damar duvarma 16kosit adezyonunu, trombosit
agregasyonunu ve adezyonunu inhibe eder. nNOS, santral ve periferik sinir sisteminde sentez
edilerek norotransmisyon ve hafiza olusumunda gorevlidir. Bakterial ve sitokinlerle (IL-1,2,6,
TNF) ile uyaridan sonra dzellikle hepatositler, makrofajlar ve diger immiin sistem hiicreleri

iNOS sentezlerler. Bu enzimin kendisi kalsiyum ve kalmodulin igerdigi i¢in son derece aktiftir

152
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Kalsiyuma bagimli néronal ve endotelyal NOS ile iiretilen NO, cGMP {izerinden anti-
apoptotik etki gosterir. iNOS ile daha fazla iiretilen NO ise, patolojik kosullarda apoptozisi

155

indiikler . iNOS, Santral sinir sisteminin yaslanmasinda ve norodejeneratif siirece katkida

bulunur 2.

Kisa siireli tekrarlanan sistemik enfeksiyonlarda merkezi sinir sisteminde iNOS artisi,
norén Oliimiine neden olarak hipokampusta hafiza zayifligina neden olur, epifiz bezinde
degisiklige neden olarak antioksidan ve anti-aging hormon olan melatonin salinimim

diisiiriir'™?.

Asimetrik NY N¢dimetil-L-Arginin (ADMA); gii¢lii NOS inhibitoriidiir. ADMA
seviyeleri bazi patolojik kosullarda; hipertansiyon, ateroskleroz, hiperkolestrolemide artar.
Okside NO metabolitlerinin (nitrit, nitrat) iiriner atiliminda ve NO’nun ikincil mesajc1 oldugu
kosullarda ADMA’ni azaldig1 goriilmiistiir. Agmatin ve L-NAME ( N nitro-L-Arginin metil

ester), NOS inhibitoriidiir 119,149

2.3.2.2. NO Uretimi ve Arginazin Karsilikh Regiilasyonu
Arginazlar, NOS ile ayni substrati kullandigindan, NO iiretimi i¢in diizenleyicidirler
120 iNOS aktivitesini regiile ederler. NO iiretiminin artmasi, komsu hiicreler igin toksiktir ve

arginazlar daha fazla NO iretimini Onlerler. Buna karsilik NOHA tarafindan arginazlarin

113,142 109,153

inhibisyonu , aktive makrofajlarda NO {iretimi i¢in yeterli arginin saglamaktadir

Arginaz II, beyinde arginin seviyelerini regiile eder, NO f{iretimini baskilar, NOS
bagimli apoptozisi bloke eder. NOS ekspresyonunun azalisi, beyin hiicrelerinde argininin
birgok amag igin kullanildigini gosterir ''>'"*"*°. Arginaz 1 de apoptozisi onler. Sonug olarak
hem sitozolik arginaz I hem de mitokondriyal arginaz II, NO {iretiminin azalmasinda etkilidir

19 T helper 1 (Th 1) sitokinleri (interferon y), NO sentezini indiikler ve arginazi baskilar '’
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3. MATERYAL-YONTEM

Bu caligma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali

Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Deney Gruplari

Deney hayvanlari Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hayvan laboratuvarindan
saglanmistir. Bilimsel arastirma igin Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurul’'undan

izin alinmugtir.

Calismada toplam 30 adet Wistar cinsi disi rat (ortalama 250 gr) kullamildi ve

calismada hayvanlar 3 esit gruba ayrildi :

Grup I- Kontrol grubu

Grup II- Hayvanlara 14 giin boyunca oral yolla 30mg/kg viicut agirlig1 oraninda 1 ml distile

suya karigtirildi ve giinliik doz ikiye béliinerek kafein verildi.

Grup III- Hayvanlara 14 giin boyunca oral yolla 100mg/kg viicut agirligi oraninda 1 ml

distile suya karigtirild1 ve giinliik doz ikiye boliinerek kafein verildi.

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar feda edildi, kardiak kan 6rnekleri alindi, beyin
dokular1 ¢ikartildi. Dokular, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra derhal sivi azot iginde

donduruldu. Kan drneklerinden ayrilan serumlar ve beyin dokulari, analiz giiniine kadar
- 80°C’ de saklandi. Ratlarin beyin dokularinda lipid peroksidasyonu, nitrik oksit ve arginaz

aktivitesi, serumlarinda ise lipid peroksidasyonu, nitrik oksit ve TNF-o seviyeleri 6l¢iildii.
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3.2.Kullanmilan Aletler
Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )
Homojenizator (Virtis-Virtisheur)
Vorteks (Heidolf Reax 200)
Benmari (Heto)
Santrifuj (Hermle Z 380K )
Sogutmali santrifuj(Damon IEC,B-20A sogutmali,Hermle Z 323K
Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601 )
Tecan Eliza okuyucu ve yikayic1

pH metre (Jenway)

3.3.Yontemlerin Uygulanmasi

Beyin Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Beyin doku oOrneklerinde enzim aktivitesi Olciilecegi zaman dokular derin
dondurucudan ¢ikartildi ve 1/10 oraninda 0.01 M Tris-HCI (pH=7.4) tamponda, buz i¢inde,
sogukta homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde 15.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlardan arginaz aktivitesi, doku

malondialdehit, doku protein ve doku nitrit + nitrat tayini yapildi .
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3.3.1. Beyin Dokusu Arginaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Farkli tipteki doku orneklerinde arginaz aktivitesinin dl¢liimii igin bir ¢ok yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler i¢in 6l¢lim; arginin konsantrasyonundaki azalmanin veya lire
konsantrasyonundaki artmanin dl¢ililmesi esasina dayanir. Bu ¢aligmada beyin dokusu arginaz
aktivitesi Tiyosemikarbazid-Diasetilmonoksim-Ure (T.D.M.U) yéntemi ile ol¢iilmiistiir.

T.D.M.U yéntemi kolorimetrik olarak iire diizeyini 6lgen bir metotdur .

Kullanilan Reaktifler

1. Renk aywract : Bu aywrag 0.0036 M tiyosemikarbazid (TSC) ile 0.0617 M
diasetilmonoksimin (DAM) bir karigimini icermektedir. Bu amagla 0.623 g DAM ve 0.0328
TSC bir miktar distile suda ¢6ziiliip distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Renk ayiraci koyu

renkli sisede ve oda 1sisinda uzun siire saklanabilir.

2. Asit karisimi :

a)- 195 g FeCl; (0.12 M) bir miktar distile suda ¢oziildii, {izerine 66.7 ml % 85’lik (v/v)
H;PO, ilave edildi ve son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan Demir III
kloriir ¢ozeltisi oda 1sinda saklanir.

b)- % 20°1lik (v/v) H,SO4

Asit karisimi : 999 ml siilfiirik asit ¢ozeltisi (b) iizerine 1 ml demir III kloriir ¢6zeltisi (a) ilave

edilerek hazirlandi. Bu karisim oda 1sinda saklanir.

3. 2.5 mM Mangan II Kloriir Cézeltisi: 0.247 g MnCl,.4H,0 bir miktar distile suda ¢6ziildii ve

son hacim 500 ml’ye tamamlandi. Bu karigim buzdolabinda saklanir.
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4. 40 mM Arginin HCI (Substrat Cozeltisi ): 0.842 g L-Arginin HCI bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra NaOH ile pH 9.6’ya ayarland1 ve distile su ile son hacim 100 ml’ye

tamamlandi. Bu karigim buzdolabinda saklanir.

5. Karbonat Tamponu (40 mM Na,CO; / NaHCO; pH: 9,6): Bu tampon buzdolabinda

saklanir.

6. Ure Standart: (0.1 p M dire /ml ) : 3 mg {ire 100 ml 0.016 M benzoik asit icinde ¢oziildii.
Bu standart buzdolabinda saklanir Deney asamasinda 3 mg/dl olan iire ¢ozeltisi 1/5 oraninda
sulandirilarak 0.1 pmol /ml (0.6 mg/dl) iire standardi elde edildi. Daha sonra konsantrasyonlar1

0,3-3mg/dl arasinda degisen standartlar hazirlandi.

Arginaz Aktivitesinin Olclimii

Enzim aktivite tayini i¢in vida kapakli cam tiipler kullanilmistir. Deney tiipleri ; her
numuneye ait inkiibasyon tiipleri, her numuneye ait sifir zaman tiipleri, standart ve kor tiipleri

olmak iizere 4 gruba ayrilmigtir. Biitiin 6rnekler ¢ift olarak calisilmustir.
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Reaktifler
inkiibasyon Standart tiipler Kor Sifir
tiipleri Zaman tiipleri
Arjinin-HCI 0,4 mL - - 0,4 mL
Karbonat 0,4 mL - - 0,4 mL
Tamponu
Ure standarti - 0,2 mL - -
Distile su - 0,8mL 1 mL -

Beyin siipernatantlar1 oda 1sisina getirilmis 2.5 mM MnCl, ¢ozeltisi ile 1/3 oraninda diliie

edilerek enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Bu enzim kaynag 55°C su banyosunda 20

dakika preinkubasyona birakilmustir.

Preinkubasyon sonunda enzim kaynagi, inkiibasyon tiipleri ve sifir zaman tiipleri 37°C’de

3 dakika bekletilerek tiiplerin ayni1 1stya gelmesi saglanmistir.

inkiibasyon Standart tiipler Kor Sifir
tiipleri Zaman tiipleri
Enzim kaynagi 0,2 mL

Inkiibasyon tiipleri daha sonra 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu siire

icinde enzim kaynagindan sifir zaman tiiplerine de 0,2 mL pipetlenmistir.

Enzim kaynagi

0,2 mL

Enzim kaynagindan sifir zaman tiiplerine 0,2 mL eklendikden sonra {izerlerine hemen asit

karigimindan 3 mL pipetlenmistir.

37°C’de 30 dakika inkiibasyonun sonunda Inkiibasyon tiiplerine hemen 3 mL asit karisimi

eklenip reaksiyon durdurulmustur.

Created by Neevia docuPrinter trial version




42

Standart ve kor tiiplerine de 3 ml asit karisimi ilave edilmistir.

Biitiin tiiplere (inkiibasyon tiipleri, sifir zaman tiipleri, standart, kor) 2 ml renk ayiraci ilave

edilerek tiiplerin agz1 kapatilmig ve iyice karistirilmastir.

Biitiin tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda bekletilerek reaksiyonun tamamlanmasi

saglanmistir. Daha sonra biitiin tiipler 5 dakika buzlu su banyosunda bekletilmistir.

Bu siirenin sonunda 520 nm’de inkiibasyon tiipleri, sifir zaman tiipleri ve standart tiiplerin

absorbanslar1 kore kars1 okunmustur.

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Her inkiibasyon tiipiiniin absorbansindan o tiipe ait sifir zaman tiipiiniin absorbans1
cikarilarak net absorbanslar elde edilmistir. Orneklere ait protein degerleri Lowry yontemi ile

6l¢lilmiis ve mg/ml olarak hesaplanmustir.
Bu ¢alismada 1 iinite enzim aktivitesi ; 1 saatte 37°C’de L-Argininden 1uM iire

olusturan enzim aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesi 1 iinite enzim aktivitesi olarak

tanimlanmaistir.
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Enzim aktivitesi su sekilde hesaplanmigstir:

Numune Net Absorbans

x re standart konst (0,1pmol/ml) x EKD x DDx 2

Standart Absorbans

Protein Miktar1 (mg/ml)

EKD : Enzim Kaynagimi MnCl, ile diliisyonu

DD: Deney sirasinda standart ve 6rneklerin diliisyonu

* Deney sirasinda drnekler 37°C’de 30 dakika inkube edildikleri igin sonuglar 2 ile

carpilmig ve enzim aktivitesi; Unite/ mg protein /saat ( umol iire / mg protein / saat) olarak

hesaplanmistir.
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3.3.2. Lowry Protein Tayini (Doku protein tayini) '**

Kullanilan Reaktifler

% 2’lik Na2COs3 iginde 0,1 N’lik NaOH (A1)

%?2’lik Na-K tartarat (B1)

%1’lik CuSO, (B2)

Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

Standart olarak 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) kullanild.

C soliisyonu; 0,5 ml B;+ 0,5 ml B,+ 16,5 ml A

Folin reaktifi (F.c); 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su

Deneyin yapihst :

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

Deney tiipleri vortekslendikten sonra, 15 dakika bekletildi. Daha sonra deney tiiplerine
200 pl folin reaktifi eklenerek iyice vortekslendi ve 1 saat karanlikta bekletildi. Tiipler 750

nm’de kore karst okundu.

Hesaplama:

. Numune Abs

Protein miktar : xstandart konsantrasyonu.
Standart Abs

Sonuglar mg/ml olarak hesaplandi.
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3.3.3. Beyin Dokusu Malondialdehit (MDA) Analizi

Doku MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslarimin '’ tarif ettigi yonteme gbre tayin
edildi. Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum dodesil siilfat (SDS) ile
baglanmasindan sonra Ornekte bulunan MDA’nin ortam pH’st 3,5 oldugu kosullarda
tiobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu komplekse bagli kirmizi rengin spektrofotometrik

Ol¢limiine dayanir.

Kullanilan Reaktifler

% 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ; distile su i¢cinde hazirland1

% 0.8 Tiobarbitiirik asit (TBA) ; distile su i¢inde hazirlandi

% 20 Asetik asit ; distile su i¢ginde hazirlandi (NaOH ile pH=3,5’a ayarlandi)

n-butanol/ piridin (15:1 v/v)

Deneyin yapilist ;

NUMUNE STANDART
TUPLERI TUPLERI
Standartlar - 50 uL
(5-20 nmol/mL)
Distile su 150 uL 150 pL
Doku 50 uL -
stipernatani
SDS 50 uL 50 pL
TBA 375 uL 375 uL
Asetik asit 375 uL 375 uL
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Elde edilen karisim 60 dakika, 95 °C’de su banyosunda kaynatildi ve hemen
sogutularak tiim tiiplere 250 ul distile su ve 1,250 ml n-butanol/ piridin (15/1 v/v) karigim
eklendi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip iist faz 532 nm.’de n-butanole kars1

okundu.

MDA standart olarak 1,1,3,3 tetrametoksi propan kullanilarak standart grafik elde
edildi ve orneklerin absorbans degerlerinin nmol cinsinden MDA miktar1 saptandi. Sonuglar

“nmol/g yas doku” cinsinden belirlendi.

3.3.4. Serum (Malondialdehit) MDA Analizi:

Serum MDA diizeyleri Yoshioka ve arkadaslarimin tarifledikleri yonteme gore analiz
edildi. Yontemin temel ilkesi serumdaki proteinlerin trikloroasetikasit (TCA) ile
coktiirilmesinden sonra MDA’nin TBA ile olusturdugu kompleksin kolorimetrik olarak

dl¢iimiine dayanir '

Kullanilan Reaktifler
% 20 TCA ; distile su i¢inde hazirlandi
% 0,67 TBA ; distile su i¢inde hazirlandi

n-butanol

MDA standardi olarak 1,1,3,3 tetrametoksi propan (5-20 nmol / ml arasindaki

konsantrasyonlarda hazirlandi) kullanildi.
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Deneyin yapihs: ;

NUMUNE STANDART
TUPLERI TUPLERI
Standartlar - 250 uL
(5-20 nmol/mL)
Serum 250 uL -
ornekleri
TCA 1,250 mL 1,250 mL
TBA 500 puL 500 uL

Elde edilen karisim 30 dakika, 95 °C’de su banyosunda kaynatildi ve

hemen sogutuldu.

Tiim tiiplere 2 ml n-butanol eklendi ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz
532 nm’de n-butanole karsi okundu. MDA standartlarindan standart grafik elde edildi ve

numunelerin absorbans degerlerinin “nmol/ml” cinsinden MDA miktari tespit edildi.

3.3.5. Serumda Nitrit + Nitrat Analizi (NOy)

Serum orneklerdeki nitratin varligi nitrat rediiktaz ile (NADPH ve FAD ile birlikte)
nitrite ¢evrilir. Nitrit ise griess reaktifi (Sulfanilamid ve N- naftiletilendiamin-di HCI) ile

reaksiyona girerek pembe renk olusturur '*'* .
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100mM Fosfat tampon (KH,PO4/ K,HPO,. pH 7.5)

2 mM NADPH

50 uM FAD

Aspergillus nitrat rediiktaz ( 1 unit/ml)

0.2 M ZnSO,

2 M NaOH

% 1 Sulfanilamid

% 1 N- naftiletilendiamin-di HCI

Sodyum nitrit standart1 (100 uM)

Deneyin yapihst ;

NUMUNE | STANDART KOR
TUPLERI | TUPLERI
Standartlar - 300 uL -
Distile su - - 300 uL
Serum 300 uL - -
ornekleri
Fosfat 300 uL 300 uL 300 uL
tamponu
NADPH 50 uL 50 uL 50 uL
FAD 50 uL 50 uL 50 uL
Aspergillus 50 uL 50 uL 50 uL
Nitrat
rediiktaz
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Elde edilen karisim oda sicakliginda 1 saat inkubasyona birakildi. inkiibasyonun
sonunda proteinleri ¢oktiirmek amaciyla tiiplerin tizerlerine 500 ul 0.2 M ZnSO, ve 70 ul 2
M NaOH eklenerek iyice karistirildi ve 3000 x g ‘de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra lstteki berrak sividan 0.75 ml alinarak tizerlerine 1 ml % 1 siilfanilamid ilave edildi ve
10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Ardindan 0.75 ml % 1 N- naftiletilendiamin-di HCI ilave
edildi. Serum oOrnekleri, olusan pembe rengin siddetine gore kolorimetrik olarak 550 nm’de

kore karsi okundu.

Serum NOx hesabi igin, sodyum nitrit standartlarindan standart grafik elde edildi ve

orneklerin sonuglart ‘umol/L’ cinsinden tespit edildi.
3.3.6. Beyin Dokusunda Nitrit + Nitrat Analizi (NOy)

Nitrojen monoksit, dokularda nitrit yolu ile meydana getirilir. Orneklerdeki nitratin
varligi nitrat rediiktaz ile (NADPH ve FAD ile birlikte) nitrite cevrilir '®*. Nitrit ise griess
reaktifi (Sulfanilamid ve N- naftiletilendiamin-di HCI ) ile reaksiyona girerek pembe renk
olugturur 16163164
Doku NOx tayini i¢in siipernatantlardan 300 pl alinarak serum nitrit + nitrat yontemi

gibi ¢alisildi. Doku NOx hesabi i¢in, sodyum nitrit standartlarindan standart grafik elde edildi

ve orneklerin sonuglar1 “umol/g doku” cinsinden tespit edildi.
3.3.7. Serumda TNF- o Tayini

Serumda TNF- a tayini, Biosource Elisa ( Biosource International, USA) kiti ile

gerceklestirilmigtir. Sonuglar pg/ml olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 11.0 istatistik paket programi ile

yapilmistir. Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans analizi, Mann-Whitney U testi ve

spearman korelasyon testi kullanilmistir. P<0.001, p<0,005 ve p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. Tiim gruplara ait doku arginaz aktivesi (U/mg protein/saat), doku

MDA (nmol/g doku), serum MDA (nmol/ml), doku NO (umol/g doku), serum NO (umol/L)

diizeylerinin istatistiksel sonuglar1 (ortalama+standart hata) tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Tiim gruplara ait istatistiksel sonuclar ortalamazstandart hata olarak verilmistir.

Arginaz Doku MDA Serum
(U/mg protein  nmol/g doku MDA

/saat) (nmol/ml)

Grup I
Kontrol
b 10,61+1,04 59,00+13,67  8,86+2,38

N=10

Grup II

30mg/kg

I 8,55+1,56 40,99+6,04 6,28+1,05
Grubu

N=10

Grup I1I

100mg/kg

34,73+6,24
kafein 7,72+1,06 5,93+0,82
Grubu

N=10
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Doku NO
(umol/g doku)

9,80+1,75

15,40+3,34

14,20+3,04

Serum NO
(umol/L)

28,54+3,42

35,30+6,13

37,564,386
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4.1. Beyin Dokusu Arginaz Aktiviteleri
Beyin dokusu arginaz aktivitesi igin kontrol grubu (grup I) ile 30mg/kg doz kafein grubu

(grup II) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,014; p<0,05).
Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup III) ile karsilastirdigimizda ise aralarinda
(p=0,00; p<0,001) istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ancak grup II ile grup III arasinda

anlamli istatistiksel fark yoktu (p>0,05).

Doku Arginaz (U/mg protein/saat)

12

10

Grup | Grup Il Grup 1l

Grafik 1. Tiim gruplara ait doku arginaz aktivite (U/mg protein/saat) diizeyleri ortalama olarak

verilmistir

Tablo 4. Gruplar aras1 doku arginaz aktivitesine ait istatistiksel sonuglar

Grup n Arginazg P degeri
Ort+SD
median
Grup [ 10 10,61£1,04 0,014°
10,20
Grup II 10 8,55+1,56 0,325°
8,65
Grup III 10 7,72+1,06 0,000 ¢
7,65

p=0,014" grup I ile grup II karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,325 b grup II ve grup III karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degil
p=0,000 ¢ grup III ve grup I karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
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4.2. Beyin Dokusu MDA Diizeyleri

Beyin dokusu MDA diizeyleri i¢in kontrol grubu (grup I) ile 30mg/kg doz kafein grubu
(grup II) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,001;
p<0,005). Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup III) ile karsilastirdigimizda
aralarinda (p=0,00; p<0,001) istatistiksel olarak onemli fark bulundu. Grup II ile grup III arasinda

da anlaml istatistiksel fark tespit edildi (p=0,037; p<0,05).

Doku MDA (nmol/ g doku)

70
60
50
40 -
30
20 A
10

Grup | Grup Il Grup Il

Grafik 2. Tiim gruplara ait doku MDA (nmol/g doku) diizeyleri ortalama olarak verilmistir

Tablo 5. Gruplar aras1 doku MDA diizeylerine ait istatistiksel sonuglar

Grup n Doku MDA P degeri
Ort £ SD
median
Grup I 10 0,001 *
59,00+13,67
55,90
Grup II 10 40,99+6,04 0,037°
41,70
Grup I1I 10 34,7346,24 0,000 °
33,20

p=0,001* grup Iile grup II karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,037" grup II ve grup III karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,000 ° grup III ve grup I karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
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4.3. Beyin Dokusu NO Diizeyleri

Beyin dokusu NO diizeyleri incelendiginde kontrol grubu (grup I) ile 30mg/kg doz kafein
grubu (grup II) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,001; p<0,005). Kontrol
grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup III) ile karsilastirdigimizda aralarinda (p=0,002;
p<0,005) istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ancak grup II ile grup III karsilastirildiginda,

aralarinda anlaml istatistiksel fark tespit edilemedi ( p>0,05).

Doku NO (mikromol/ g doku)

Grup | Grup Il Grup Il

Grafik 3. Tiim gruplara ait doku NO (umol /g doku) diizeyleri ortalama olarak verilmistir

Tablo 6. Gruplar aras1 doku NO diizeylerine ait istatistiksel sonuglar

Grup n Doku NO P degeri
Ort £ SD
median
Grup I 10 9,80+1,75 0,001 *
9,65
Grup II 10 15,40+3,34 0,447°
15,80
Grup 111 10 14,20+3,04 0,002 °
14,00

p=0,001" grup I ile grup II karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,447" grup II ve grup III karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml1 degil
p=0,002 ¢ grup III ve grup I karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
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4.4. Serum MDA Diizeyleri

Aragtirmamizdaki ratlarin serum MDA diizeyleri ele alindiginda kontrol grubu (grup I)
ile 30mg/kg doz kafein grubu (grup II) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,011;
p<0,05). Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup III) ile karsilastirdigimizda ise
aralarinda (p=0,003; p<0,005) istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ancak grup II ile grup III

karsilastirildiginda, aralarinda anlaml istatistiksel fark yoktu ( p>0,05).

Serum MDA (nmol/ ml)

Grup | Grup Il Grup Il

Grafik 4. Tiim gruplara ait serum MDA (nmol / ml) diizeyleri ortalama olarak verilmistir

Tablo 7. Gruplar aras1 Serum MDA diizeylerine ait istatistiksel sonuclar

Grup n Serum MDA P degeri
Ort +SD
median
Grup | 10 8,86+2,38 0,011 *°
8,95
Grup II 10 6,28+1,05 0,363°
6,40
Grup 111 10 5,93+0,82 0,003 ©
5,90

p=0,011" grup I ile grup II karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,363 ° grup II ve grup III karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degil
p=0,003 © grup III ve grup I karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
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4.5. Serum NO Diizeyleri

Ratlarin serum NO diizeyleri incelendiginde kontrol grubu (grup I) ile 30 mg/kg doz
kafein grubu (grup II) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,014; p<0,05). Kontrol
grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup III) ile karsilastirdigimizda ise aralarinda (p=0,001;
p<0,005) istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ancak grup II ile grup III karsilastirildiginda,

aralarinda anlaml istatistiksel fark yoktu ( p>0,05).

Serum NO (mikromol/L)

40
35
30 A
25
20 A
15
10

Grup | Grup Il Grup Il

Grafik 5. Tiim gruplara ait serum NO (umol / L) diizeyleri ortalama olarak verilmistir

Tablo 8. Gruplar aras1 Serum NO diizeylerine ait istatistiksel sonuclar

Grup n Serum NO P degeri
Ort+=SD
median
Grup I 10 28,54+3,42 0,014°
27,90
Grup II 10 35,30+6,13 0,226°
36,70
Grup 111 10 37,56+4,86 0,001 °©
38,95

p=0,014* grup I ile grup II karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml
p=0,226 ° grup II ve grup III karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degil
p=0,001 ° grup III ve grup I karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
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4.6. Serum TNF- o Diizeyleri

Aragtirmamizda ratlarin serum TNF-o degerleri de incelendi ve TNF-a diizeylerine
bakildiginda gruplar arasinda 6nemli istatistiksel fark bulunmadi (p=0.052; p>0,05). Tiim gruplara

ait serum TNF-a diizeylerinin ortalama deger ve standart hatalar1 tablo 9’ da belirtilmistir.

Tablo 9. Tiim gruplara ait serum TNF- o diizeyleri, ortalamaz= standart hata olarak verilmistir.

Gruplar Serum TNF- o (pg/ml)
Ort + SD
Grup I ‘ 38,10+ 18,70
Grup II ‘ 2530+ 18,10
Grup 111 47,78 20,25

4.7. Spearman Korelasyon Analizi

Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla yaptigimiz spearman korelasyon

analizi tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Spearman korelasyon analizi sonug¢lar:

Parametreler r ve p degerleri
Arginaz Doku MDA Doku NO Serum MDA  Serum NO
Arginaz r:0,578" r:-0,489 r: 0,417 r:-0,387"
P: 0,001 P: 0,006 P: 0,022 P: 0,034
Doku MDA r: 0,578 r:-0,507" r: 0,592 r:-0,614"
P: 0,001 P: 0,004 P: 0,001 P: 0,000
Doku NO r: -0,489" r:-0,507" r:-0,314 r: 0,400
P: 0,006 P: 0,004 P: 0,091 P: 0,028
Serum MDA I 0,417* I: 0,592** r: -0,314 - r: -0,550**
P:0,022 P: 0,001 P: 0,091 P: 0,002
Serum NO r: 0,387 r:-0,614" r: 0,400 r:-0,550"
P: 0,034 P: 0,000 P: 0,028 P: 0,002

** oficlii korelasyon

" zay1f korelasyon
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Spearman korelasyon analizi sonuglarina gére Arginaz aktivitesi ile Doku MDA diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Arginaz aktivitesi azalirken doku MDA diizeyleri de

korele bir sekilde azalmustir.

100

90

801

70+

DOKU MDA

ARGINAZ
Grafik 6. Arginaz aktivitesi ile Doku MDA diizeyleri arasindaki korelasyon

r: 0,578**
P: 0,001
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Arginaz aktivitesi ile Doku NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur.

Arginaz aktivitesi azalirken doku NO diizeyleri ise artmistir.

20

DOKU NO

ARGINAZ
Grafik 7. Arginaz aktivitesi ile Doku NO diizeyleri arasindaki korelasyon

r:-0,489 7
P: 0,006
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Doku MDA ile Doku NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Doku MDA

diizeyleri azalirken doku NO diizeyleri artig gostermistir.

20

181 o

DOKU NO

20 3 40 5 60 70 80 90 100
DOKU MDA

Grafik 8. Doku MDA diizeyleri ile Doku NO diizeyleri arasindaki korelasyon

r:-0,507
P: 0,004
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Serum MDA ile serum NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Serum

MDA diizeyleri azalirken serum NO diizeyleri artmistir.

50

SERUM NO

16

SERUM MDA

Grafik 9. Serum MDA diizeyleri ile serum NO diizeyleri arasindaki korelasyon

r:-0,550""
P: 0,002
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Doku MDA ile serum NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Doku

MDA diizeyleri azalirken serum NO diizeyleri artmistr.

50
o [u]
[u]
u]
409 ob
[u]
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=
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i
o 20

20 30 40 50 60 70 80 90 100

DOKU MDA
Grafik 10. Doku MDA diizeyleri ile serum NO diizeyleri arasindaki korelasyon

r:-0,614"
P: 0,000
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Doku MDA ile serum MDA diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Doku

MDA diizeyleri azalirken serum MDA diizeyleri de korele bir sekilde azalmustir.

16

144 o

SERUM MDA

20 30 40 50 60 70 80 90 100

DOKU MDA

Grafik 11. Doku MDA diizeyleri ile serum MDA diizeyleri arasindaki korelasyon

r: 0,592
P: 0,001
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5. TARTISMA

Kafein, dogal olarak metilksantin bilesiminden olusur ve diyetle alinarak, insan
dolasgiminda pM konsantrasyonlarda bulunur ?. Santral sinir sistemini uyaran kafein ve diger
metilksantinler, cogunlukla iceceklerde ve yiyeceklerde, bazi ilag preparatlarinda, adale gevseticisi

ve agr1 kesici etkiyi giiclendirici olarak da kullanilirlar .

Kafeinin baslica etkileri : lokomotor aktiviteyi arttirir, yag hiicrelerinde norepinefrin
artistyla indiiklenen lipoliz sonucu doku yag seviyelerini ve viicut yag depolarim azaltir, kas

21

kiitlesini arttirir ', hiicresel cAMP diizeylerini arttirir, beyinde adenozin reseptorlerinin

20

antogonistidir, sitozolik Ca' seviyelerinin yilkseltilmesinde etkilidir *°, ayrica kardiyak kasi

uyarr, diiiretiktir '*.

Kafeinin, normal dozlarda kendini k&tii hissetmeyi ve bas donmesini azaltti1, zihinsel
uyaniklik verdigi bildirilmistir. Yiiksek dozlarda sinirliligi indiikledigi ve uykusuzluk yaptigi, asir1
dozlarda ise kasilmalar goriilebilecegi agiklanmistir *. Yiiksek miktarlarda kafein tiiketen
insanlarda osteoporoz, metal absorbsiyonu, salinimi, bobrekten ve barsaktan geri emilimi ile ilgili

problemler, demir eksikligi anemisi gelistigi belirtilmektedir '

Oral yolla alimmindan sonra kafein, hizla ve hemen hemen tamamen gastrointestinal
sistemden emilerek 30-120 dakika sonrasinda, plazmada en yiiksek diizeyine ulasir. Yetigkinlerde
kafein i¢in kan-beyin bariyeri bulunmamaktadir ve plazmada en yiiksek konsantrasyona ulastiktan

sonra, beyinde en az bir saat kafein konsantrasyonu degigsmeden kalir 6817

Diisiik doz etanol ve kafein (10mg/kg) bilesiminin (kafeinol), ratlarda distal fokal
iskemiden sonra olusan hasara karsi, beynin kortikal bolgelerini korudugu belirtilmistir. Etanoliin
tek basina felci daha kotii etkilemesine karsin, kafein ile birlikte kortikal noronlara koruma

sagladig1 bildirilmistir '*>'%,
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Kronik diisiik doz (10 mg/kg) kafein tedavisinin ratlarda iskemik beyin hasarini ve global
iskemiyi azalttig1 belirtilmistir. Kronik kafeinin bu ndroprotektif etkisinin nedeni ; onun adenozin
reseptor yolundaki inhibitdr etkisi ve adapte etme yetenegi oldugu diislinilmektedir. Akut diisiik
doz teofilin ratlarda, serebral hipoksi-iskemiden sonraki beyin hasarini azaltir. Kafein ve onun
metabolitlerinin iskemi tedavisinde doza ve uygulamaya, iskeminin modeline bagl olarak farkl

etkileri olabilecegi gosterilmistir °.

Beyinde L- Arginin metabolizmasi, beyinin normal fonksiyonlar1 i¢in olduk¢a 6nem
tasimaktadir.  Arginin metabolizmas1 arginaz aktivitesine, argininosiiksinat sentetaz, arginin
dekarboksilaz ve nitrik oksit sentaz aktivitesine bagimlidir. Bu enzimlerin aktivitelerinin

degismesi hiicrelerdeki argininin metabolik gelecegini etkiler *°.

Calismamizda, kafein verilen gruplarin beyin dokusu arginaz aktivitelerinin, kafein
verilmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gosterdigini tespit ettik.
Kafein verilen gruplar1 da kendi aralarinda karsilastirdigimizda ise grup III’iin (100mg/kg doz
kafein grubu) degerleri, grup II’den (30mg/kg doz kafein grubu) daha diisiik bulunmasina ragmen,

grup II ile grup III arasinda anlamli istatistiksel fark bulunamadi.

Kafein ve arginaz arasindaki iligkiyi arastiran ¢alismalarda, beyinde arginazin dnemli

derecede diistiigii *'*" belirtilmektedir.

Nikolic ve ark. ** kafeinin beyinde L-arginin metabolizmasini etkiledigini agiklamuslardir.
Calismada ratlara igme suyuna (3 giin, 2mg/ml) kafein eklenmis ve sonrasinda ise ayni ratlara
doz arttirilarak (7 giin, 4mg/ml) igme suyuna kafein eklenmistir. Kafeinin, beyinde arginaz

aktivitesini ve MDA seviyelerini diisiirdiigiinii belirtmiglerdir.
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Colombatto ve ark.'” uzun siire kafein uygulanan ratlarda karaciger ornitin
karbamiltransferaz aktivitesinin arttigimi agiklamiglardir. Sonugta arginaz aktivitesinin 10 giin

sonra beyin ve bobrekte diistiiglinii, 17 giin sonra da karacigerde diistiiglinii géstermislerdir.

Calismamizda, kafein verilen gruplarin beyin dokusu ve serum MDA seviyeleri, kafein
verilmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gostermistir. Doku
MDA diizeyleri igin grup II ile grup III karsilagtirdigimizda ise aralarinda anlamli istatistiksel fark

tespit edildi.

Calismamizdaki ratlarin serum MDA diizeyleri ele alindiginda ise serum MDA
diizeylerinin de kafein ile birlikte azaldigin tespit ettik. Ancak grup III’iin degerleri, grup II’den
daha diisiik bulunmasina ragmen, grup II ile grup III karsilagtirdigimizda, aralarinda anlamh

istatistiksel fark bulunamadi.

Kafein ve lipid peroksidasyonu arasindaki iligkiyi arastiran ¢aligmalarin bir kisminda,
kafein uygulamasiyla. MDA’ 6nemli derecede diistigii "%’ belirtilmis, fakat yapilan

calismalarin bir kisminda ise yiikseldigi 35168 pelirtilmistir.

Lee ve ark. '® kafeinin, fenton reaksiyonuyla (Fe*>/ H,0, ) olusan hidroksil radikallerini
temizledigini belirtmislerdir. Buna ek olarak kafeinin milimolar konsantrasyonlarda, rat karaciger
mikrozomlarinda lipid hidroperoksitleri azaltarak, lipid perksidasyonunu inhibe ettigini ve kafeinin
mikrozomal lipid peroksidasyonuna karsi olan bu koruyucu 0Ozelliginin, aynt milimolar
konsantrasyondaki askorbik asidin etkisinden daha giicli oldugunu ac¢iklamislardir. Ayni
arastirmacilar ayrica farelerin igme suyuna (5-15 mg/kg) kafein eklenmesinin, kemik iliginde

gama 1ginlariyla indiiklenen kromozomal hasart 6nemli derecede diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.
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Devasagayam ve ark.” da yaymnladiklari bir makalede, ImM kafeinin rat karaciger
mikrozomlarinda lipid peroksidasyonunu disiirdiigiinii ve antioksidan olarak reaktif oksijen tiirleri

tarafindan olusturulmus hasara karsi membranlari korudugunu belirtmislerdir.

Yukawa ve ark. > insanda, 7 giin boyunca giinde 3 kez ve 150 ml (8 g Arabik kahve)
kahve tiiketiminin, serum total kolesterol, LDL kolesterol, MDA seviyelerini diisiirdiigiinii, Lp(a),

HDL kolesterol ve trigliserid seviyelerini ise degistirmedigini agiklamigslardir.

Moutaery ve ark. > deneysel kafa travmas: olusturulan ratlara intraperitonel yiiksek doz
(100-150 mg/kg) kafein uygulamasinin, kortekste doza bagimli olarak, lipid peroksidasyonunu

arttirdigin1 ve oksidatif strese neden oldugunu agiklamiglardir.

Karas ve ark. '® yaptiklar1 bir ¢alismada, allil-alkol ile diisiik hepatotoksisite olusturulan
ratlara kafein (150 mg/kg, oral) verilmesinin karacigerde MDA diizeylerini yiikselttigini

bildirmislerdir.

Mukhopadhyay ve ark. ** farelerde (30 giin, 20 mg/kg,) kafein uygulamasi sonrasinda
hepatik katalaz enzimi, superoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin yiikseldigini, MDA

seviyelerinin ise azaldigini agiklamislardir.

Kisa siireli kafein uygulamasit beyin arginaz aktivitesinin azalmasina, beyin MDA
diizeylerinin diismesine neden olur. Kafein tiiketiminden sonra beyinde arginaz aktivitesinin
zayiflamasi, kafeinin cAMP seviyeleri {izerine etkisinin bir sonucu olabilir. Kafein beyinde L-
arginin metabolizmasini degistirir, bunun sonucu olarak poliamin katabolizmasi da etkilenir,

diamin oksidaz aktivitesinde diismeye bagli olarak poliamin katabolizmasim azaltir »°.
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Caligmamizda beyin dokusu NO diizeyleri incelendiginde, doku NO diizeyleri kafein ile
birlikte yiikselmistir. Ancak grup II ile grup III karsilastirildiginda, aralarinda anlamli istatistiksel

fark bulunamamustir.

Ratlarin serum NO diizeylerini inceledigimizde ise, serum NO diizeyleri de kafein verilen
gruplarda artmugtir. Grup II ile grup III karsilastirildiginda, grup IIT’iin degerleri, grup II’den daha

yiiksek bulunmasina ragmen, aralarinda anlaml istatistiksel fark bulunamamastir.

Kafein ve NO arasindaki iligkiyi aragtiran ¢alismalarda ise, kafein uygulamasiyla NO’nun

onemli derecede yiikseldigi *'® """ belirtilmektedir.

Lee ve ark. ' ratlarin igme suyuna kafein eklenmesinin (1giin, 40mg/kg), bobrekte a 1
ve B 1 Na'/ K" -ATP az aktivitelerini diisiirdiigiinii, endotelyal NOS ekspresyonu arttirarak
bobrekte NOx (nitrit + nitrat) seviyelerinin yiikselmesine neden oldugunu belirtmislerdir. Kafein
iceren icecekler, natriiire ve diiire ile iligkili olarak, proksimal tiibulden sodyum geri emilimini
inhibe ederler. Sodyum geri emiliminin tiibuler epitelyal hiicrelerdeki esas komponenti bazolateral
zardaki Na'/ K" -ATP az’dir. Na'/ K" -ATP az, sodyum iyonlarini transport eder. Kafein; Na'/ K"
-ATP az regulasyonunu degistirerek natriiirenin artmasina neden olur, atrial natriliretik peptit
(ANP) mRNA ekspresyonunu yiikselterek, bobrekte ANP aktivitesini arttirir. ANP, parakrin ve
otokrin olarak bobrekten sodyum ve su ¢ikisinda 6nemli rol oynar. Kafein, uriner olarak sodyum,
potasyum, inorganik fosfat, magnezyum ve kalsiyum atilimini arttirir. Natrilireye ve ve dilireye
sebep olur. Tubuler sodyum geri emilimi 2 asamada meydana gelmektedir: bazolateral
membrandaki Na'/ K" -ATP az aktivitesiyle ve luminal membrandaki Na“ /H' degisimiyle. Kafein

ile birlikte hem Na'/ K' -ATP az aktivitesi diiser hem de Na" /H" degisimi azalir.
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Hashiguchi ve ark.”’ kafeinin beyinde NO fiiretimini etkiledigini agiklamuslardir.
Calismada farelerin igme suyuna kafein (1-3 hafta, 0.6 mg/ml) eklenmesinin, beyin NO

seviyelerinde yiikselmeye neden oldugunu belirtmislerdir.

Kayir ve ark. '”° Santral sinir sisteminde haberci molekiil olarak sentezlenen NO’nun
kafeinin lokomotor aktiviteyi arttiric1 etkisine katkida bulunuyor olabilecegini savunmaktadir.
Calismada farelere kafein enjeksiyonundan sonra (0.5-16mg/kg) artan lokomotor aktivitenin, L-

NAME (30mg/kg) ile bloke edildigi belirtilmistir.

Alasehirli ve ark. """ 2005 yilinda hamile ratlarda yaptiklari bir ¢alismada, intraperitonel
kafein verilmesinin (21 giin, 25-50-100 mg/kg), artan dozlara uyumlu olarak plasentada NO

iiretiminde korele bir artis oldugunu belirtmiglerdir.

Nikolic ve ark. * yaymladiklar alismada, NO’nun vazodilatér ve antioksidan etkileri
oldugunu ayrica beyin fonksiyonu iizerinde 6nemli modiilator olarak etki ettigini belirtmislerdir.
Arginin, adenozin ve NO’nun, antioksidan yapida olmalarinin yani sira lipid peroksidasyon

seviyelerinin, kafeininin kendisinden de etkilenebildigini agiklamislardir .

Calismamizin bulgularin1 spearman korelasyon analizi yaparak degerlendirdigimizde;
doku arginaz aktivitesi ile doku MDA diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Arginaz
aktivitesi azalirken doku MDA diizeyleri de korele bir sekilde azalmistir. Arginaz aktivitesi ile
Doku NO diizeyleri arasinda ise negatif korelasyon bulunmustur. Arginaz aktivitesi azalirken doku

NO diizeyleri ise artmustir.
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Doku MDA ile Doku NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Doku MDA
diizeyleri azalirken doku NO diizeyleri artis gostermistir. Doku MDA ile serum NO diizeyleri
arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Doku MDA diizeyleri azalirken serum NO diizeyleri

artmustir.

Serum MDA ile serum NO diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Serum
MDA diizeyleri azalirken serum NO diizeyleri artmistir. Doku MDA ile serum MDA diizeyleri
arasinda ise pozitif korelasyon bulunmustur. Doku MDA diizeyleri azalirken serum MDA

diizeyleri de korele bir sekilde azalmistir.

Calismamizin spearman korelasyon analizi sonuglarina gore, doku arginaz aktivitelerinin
azalmasiyla doku ve serum MDA seviyeleri diismiis, buna karsilik doku ve serum NO seviyeleri

yiikselmistir.

Arginazin diisme sebebini yorumlayan arastirmacilara gore kafein, beyinde adenozini
reseptorlerinden uzaklagtirarak, serbest adenozin seviyelerini yiikseltir. Adenozin; adenin, inosin

ve arginazin kompetatif inhibitdridiir 2.

Calismamizdaki ratlarin serum TNF-o diizeyleri incelendiginde ise kontrol grubuyla
kafein verilen gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamustir. Arastirilan literatiir
bilgilerinde, sadece kafein verilerek TNF-o seviyelerini inceleyen c¢aligmalara rastlanilamamistir
ancak asagidaki calismalarda goriilecegi iizere, lipopolisakkarit (LPS) vs. gibi uyaricilarla

injeksiyon sonrasi kafein verilmesinin, serum TNF-a diizeylerine etkisi ¢aligilmistir.
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Sakamato ve ark. 2000 ' ve 2005 yilindaki '” cahismalarinda, ratlarda LPS
injeksiyonuyla artig gosteren TNF-a ve IL-6 diizeylerinin kafeinden (140 giin, % 0.62 ve % 1.36

kafein diyeti) etkilenmedigini a¢iklamiglardir.

Sakamato ve ark. 2001 yilindaki '* ¢alismalarinda ise ayni siire ve aym kafein diyeti
uyguladiklar1 ratlarin ve kontrol gruplarinin serumlarinda 6lgiilebilir TNF-o ve IL-6 diizeyi tespit
edememiglerdir. Bunun yaninda LPS injeksiyonu yaptiklar1 kafein gruplarinda ise TNF-a ve IL-6

diizeylerinde herhangi bir istatistiksel fark bulamamiglardir.

He ve ark. '™ ratlarda LPS injeksiyonuyla artan TNF-o ve IL-6 diizeylerinin, 2 g/kg

kafein diyeti ile (14 gilin) baskilandigini belirtmislerdir.

Shin ve ark.”” anti-dinitrofenil (anti-DNP) IgE ile rat peritonel mast hiicrelerinden

indiiklenen TNF-a iiretimine, kafeinin (ip,1-20mM) inhibitér etki yaptigini belirtmislerdir.

Ritter ve ark. ' farelerde yaptiklar1 bir ¢alismada, kafeinin (3.75-10mM), concanavalin
A (ConA, 5ug/ml) ile stimule edilmis splenositlerde, artan TNF-o iiretimini inhibe ettigini

aciklamiglardir.
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6. SONUC

Caligmamizin bulgulari, kisa siireli diisiik doz (30mg/kg) ve toksik olmayan yiiksek doz
(100mg/kg) kafein uygulamasinin beyin arginaz aktivitesini azalttigin1 gostermektedir. Kafein
almimiyla, beyinde artan serbest adenozin diizeylerinin, arginazin aktivitesini azalttigin1 ve azalan
arginaz aktivitesini takiben, arginin seviyelerinin arttigni, bunun sonucunda da argininin

organizmada NO iiretimi i¢in yonlendigini diislinmekteyiz.

Kafeinin bizim ¢alismamizda lipid peroksidasyonunu azaltmasi, yapilan ¢aligmalarin da

151¢1nda, antioksidan olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Created by Neevia docuPrinter trial version



72

7. OZET

Metilksantin (1,3,7 trimetilksantin) olarak bilinen, insanlar tarafindan genis capta g¢esitli
yiyecek ve iceceklerin (kahve, cay, ¢ikolata gibi) bilesiminde tiiketilen kafein, merkezi sinir
sistemini uyarir. Arastirmacilara gore kafein, psikomotor uyaricidir ve bagimlilik yaparak
dopaminerjik sistemi aktive eder. Oral yolla alinimindan sonra kafein, hizla ve hemen hemen
tamamen (%99) gastrointestinal sistem tarafindan emilir ve kafeinin hidrofobik 6zelligi, onun

biitiin biyolojik zarlardan hiicrelere gegmesine imkan verir.

Ratlarda yapilan ¢alismalarda, kafeinin oksidan ajanlar tarafindan olusturulmus hasara
kars1, membranlar1 korudugu ve lipid peroksidasyonunu diistirdiigii belirtilmistir. Ancak insanda
ve ratlarda yapilan diger bazi arastirmalarda, kafein almiminin kan basincini yiikselttigi,
epinefrin salinmasini arttirdigt 6ne siiriilmiis. Kan basmcinin da giinde tekrar tekrar artmasinin
kafein tiikketimine bagli olarak stres reaksiyonlarinin yiikselmesine ve lipid peroksidasyonunun da

artisa neden oldugu ac¢iklanmustir.

Biz ¢alismamizda, kafeinin rat beyninde L-arginin metabolizmasina olan etkilerini kisa
stireli ve oral yolla 30mg/kg ve 100 mg/kg (toksik olmayan yiiksek doz) olmak {izere iki farkli
dozda inceledik. Calismamizda, kafein verilen gruplarin beyin dokusu arginaz aktivitelerinin,
kafein verilmeyen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gosterdigini tespit
ettik. Kafein verilen gruplarini da kendi aralarinda karsilagtirdigimizda ise 100 mg/kg kafein grubu
degerleri, 30mg/kg kafein grubu degerlerinden daha diisiik goriilmesine ragmen, aralarinda

istatistiksel 6nemli fark bulunmadi.

Kafein verilen gruplarin beyin dokusu ve serum MDA seviyeleri, kafein verilmeyen
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gostermistir. Kafein gruplari arasinda
doku MDA diizeyleri karsilastirildiginda; 100 mg/kg kafein grubu degerleri, 30mg/kg kafein grubu
degerlerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmalar gostermistir. Ancak serum MDA

diizeyleri i¢in kafein gruplar1 arasinda anlamli istatistiksel fark tespit edilmemistir.
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Caligmamizda beyin dokusu ve serum NO diizeyleri incelendiginde, doku ve serum NO
diizeyleri kafein ile birlikte yiikselmistir. Ancak kafein gruplart karsilastirildiginda, 100 mg/kg
kafein grubu degerleri, 30mg/kg kafein grubu degerlerinden daha yiiksek goriilmesine ragmen,

aralarinda anlamli istatistiksel fark bulunamamustir.

Spearman korelasyon analizi sonuglarina gore, doku arginaz aktivitelerinin azalmasiyla
doku ve serum MDA seviyeleri diigmiis, buna karsilik doku ve serum NO seviyeleri

yiikselmistir.

Calismamizdaki ratlarin serum TNF-a diizeyleri incelendiginde ise kontrol grubuyla

kafein verilen gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamustir.

Sonug olarak ¢aligmamiz, kisa siireli 30mg/kg ve 100mg/kg kafein uygulamasinin beyin
arginaz aktivitesini azalttigin1 gostermektedir. Kafein alimimiyla, arginaz aktivitesinin azaldig1 ve
azalan arginaz aktivitesiyle, arginin seviyelerinin arttigt ve bunun sonucunda da argininin
organizmada NO iiretimi i¢in yonlendigini soyleyebiliriz. Calismamizin sonuglari, kafeinin olasi

antioksidan etkilerine dair gii¢lii kanitlar sunmaktadir.
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8. SUMMARY

Caffeine, known as methylxanthines (1,3,7 trimethylxantine), is widely consumed by
people as a component of many beverages and food (such as coffee, tea, chocolate), stimulates
central nervous system. According to researchers, caffeine is a psychomotor stimulant and it
enhances dopaminergenic activity which causes addiction. After oral administration caffeine is
quickly and almost completely (99 %) absorbed by the gastrointestinal system and the

hydrophobic proporties of caffeine allow its passage through all biological membranes into cells.

Previous studies in rats have shown that caffeine, protects membranes against oxidative
damage induced by oxidant agents and reduces lipid peroxidation. On the other hand, some
researchs in rats and human have suggested that caffeine ingestion increases blood pressure and
causes secretion of epinephrine. Repeated daily blood pressure elevations increase stress reactions

caused by caffeine consumption and also cause an increase in lipid peroxidation.

In our study, effects of caffeine on L- arginine metabolism in short-term and orally
given two different doses of caffeine as 30 mg/kg and 100 mg/kg (high non-toxic dose) in rat brain
were investigated. Brain tissue arginase activity in caffeine groups decreased significantly
compared by the control group. Although 100 mg/kg dose caffeine group levels were lower than
30 mg/kg dose caffeine group levels, there was no statistically significant change in the arginase

activities between the caffeine groups.

The MDA levels of brain tissue and serum in the caffeine groups decreased significantly
compared by the control group. There was a statistically significant decrease in tissue MDA levels
between 30 mg/kg and 100 mg/kg dose caffeine groups. But there was no statistical significancy

between the changes in serum MDA levels of caffeine groups.
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Brain tissue and serum NO levels increased significantly with caffeine administration
Although 100 mg/kg dose caffeine group levels were higher than 30 mg/kg dose caffeine group
levels, there was no statistical significancy in the change of NO levels between brain tissue and

serum of caffeine groups.

According to the results of Spearman correlation analysis; tissue arginase activity
decreased together with tissue and serum MDA levels. Consequently; tissue and serum NO levels

increased.

TNF-a levels were also investigated in rat serum. There was no statistical significancy in

the difference of TNF-a levels between caffeine groups and control group.

In conclusion; our study indicates that brain arginase activity decreases with 30 mg/kg
dose and 100 mg/kg dose of caffeine administrations. Arginase activity decreases with caffeine
administration and arginine levels increase with decreased arginase activity. As a result, we can
say that arginine induces to produce NO in the organism. Our findings provide strong evidences

for possible antioxidant effects of caffeine.
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