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OZET

Ratlarda Akrilamid ile Indiiklenen Endoplazmik Retikulum Stresi,
Néroinflamasyon ve Néronal Apoptozis Uzerine Melatoninin Etkileri

Amag: Endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan ACR bilesigi gidasal tiriinlerin
yiiksek sicakliklara maruz kalmasi sonucu olustugu bilinmektedir. ACR, ¢oklu organ
hasarma neden olan nérotoksik bir ajandir. Bu ¢alismada; ACR norotoksisitesinde
lokomotor aktivite, oksidatif stres, ER stresi, néroinflamasyon ve ndronal apoptozis
mekanizmalar1 tizerine MEL’in antioksidan, antiinflamatuar ve noroprotektif etkilerinin
incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Bu tez ¢alismasinda 220-250 g agirliginda 12 haftalik
yetiskin Sprague Dawley cinsi 50 adet erkek rat kullanildi. Her bir grupta 10 tane rat
kullanilarak 5 grup olusturuldu. Deney gruplart Grup 1: Kontrol, Grup 2: ACR, Grup 3:
MEL10+ACR, Grup 4: MEL20+ACR ve Grup 5: MEL20 olacak sekilde olusturuldu.
Deneysel uygulamalar MEL 10 ve 20 mg/kg 1.p. dozlar1 ile ACR’nin 50 mg/kg i.p., dozu
seklinde 14 giin siire ile uygulandi. ACR ve MEL enjeksiyonu yapildiktan sonra 15. giin
lokomotor aktivite 6lgtimleri yapilarak deneysel calisma sonlandirildi. Ratlardan alinan
beyin dokularinda biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik incelemeler yapildi.

Bulgular: Lokomotor aktivite diizeyleri ACR grubunda, kontrole gore bir azalma
gosterdi. Beyin dokularinda MDA ve GSH seviyelerinin ACR grubunda arttig1, SOD,
GPx ve KAT aktivitelerinin ise azaldig: tespit edildi. MEL20+ACR grubunda, lipit
peroksidasyonunun azaldig1 ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 belirlendi.
TNF-0, IL-1pB, IL-6 ve nNOS seviyelerinin ACR grubunda yiikseldigi ve MEL’in yliksek
dozunun bu artiglar1 6nledigi tespit edildi. Beyinde sinirsel aktivitelerde gorev alan
AChE-MAO seviyelerinin de ACR grubunda diger gruplara gore dnemli diizeyde arttigi
belirlendi. ACR grubunda ER stresinin olustugu ve beyin dokusunda GRP78, ATF4,
ATF6, sXBP1 ve CHOP gen ekspresyon seviyelerinin diger gruplara kiyasla anlaml
diizeyde arttig1 tespit edildi. Bax ve Cas-3 gen ekspresyon seviyelerinin ACR gruplarinda
arttig1, 6zellikle MEL’in yiiksek dozunun bu artiglar1 6nledigi goriildi. 8-OHdAG ve
GFAP ekspresyonlarinin ACR grubunda kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarina
gore 6nemli diizeyde arttig1 belirlendi.

Sonu¢: Bu calismanin sonucunda ratlara protektif amagla uygulanan MEL
bilesiginin ACR kaynakli nérotoksisiteyi onemli diizeyde 6nledigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Apoptozis, Endoplazmik retikulum stresi,
Lokomotor aktivite, Melatonin, Noroinflamasyon

VI



ABSTRACT

Effects of Melatonin on Acrylamide-Induced Endoplasmic
Reticulum Stress, Neuroinflammation and Neuronal Apoptosis in Rats

Aim: It is known that the ACR compound, which is widely used in the industrial
field, is formed as a result of exposure of food products to high temperatures. ACR is a
neurotoxic agent that causes multiple organ damage. In this study; it was aimed to
investigate the antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective effects of MEL on
locomotor activity, oxidative stress, ER stress, neuroinflammation and neuronal apoptosis
mechanisms in ACR neurotoxicity.

Material and method: In this thesis study, 50 male Sprague Dawley rats that is
12 weeks old and weight is 220-250 g were used. By using 10 rats for each group, 5
groups were formed. Experimental groups were formed as Group 1: Control, Group 2:
ACR, Group 3: MEL10+ACR, Group 4: MEL20+ACR and Group 5: MELZ20.
Experimental applications were applied as 10 and 20 mg/kg i.p. doses of MEL and 50
mg/kg i.p. dose of ACR for 14 days. Experimental study was terminated by measuring
locomotor activity on the 15th day after ACR and MEL injection. Biochemical, molecular
and histopathological examinations were performed on brain tissues that were taken from
rats.

Results: Locomotor activity levels showed a decrease in the ACR group compared
to the control group. It was determined that MDA and GSH levels in brain tissues
increased in the ACR group, while SOD, GPx and KAT activities were decreased. In the
MEL 20+ACR group, it was determined that lipid peroxidation decreased and the
activities of antioxidant enzymes increased. It was determined that TNF-a, IL-1p, 1L-6
and nNOS levels were increased in the ACR group and the high dose of MEL prevented
these increases. It was determined that AChE-MAO levels, which are involved in neural
activities in the brain, increased significantly in the ACR group compared to the other
groups. It was determined that ER stress occurred in the ACR group and GRP78, ATF4,
ATF6, sXBP1 and CHOP gene expression levels in the brain tissue increased
significantly compared to the other groups. It was observed that Bax and Cas-3 gene
expression levels increased in the ACR groups, especially the high dose of MEL
prevented these increases. It was determined that 8-OHdG and GFAP expressions were
significantly increased in the ACR group compared to the control, MEL20+ACR and
MEL20 groups.

Conclusion: As a result of this study, it was determined that MEL compound,
which was applied to rats for protective purposes, significantly prevented ACR-induced
neurotoxicity.

Key Words: Acrylamide, Apoptosis, Endoplasmic reticulum stress, Locomotor
activity, Melatonin, Neuroinflammation
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1. GiRiS

Akrilamid (ACR), endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan suda ¢oziiniir vinil
bir monomerdir. ACR 6zellikle atik sularin saflastirilmasinda, bazi ingaat malzemelerinin
tiretiminde, jel kromotografisi i¢cin molekiiler laboratuvarlarda, kalict pres kumaglarin
yapiminda, kagit ve kozmetik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.:? Ayrica sigara
filtrelerinin yapisinda da bulundugu bilinmektedir. Yaygin olarak kullanilmasindan
dolay1 ozellikle insaat ve diger sektorlerde calisan isgilerde de ACR’ye maruziyeti
goriilmektedir.? Isve¢’te yapilan bir arastirmada bir tiinel insaatinda calisan iscilerin ve
sigara igmeyen kontrol grubu kisilerin kanlarinda beklenmedik bir sekilde yiiksek
diizeyde ACR tespit edilmistir. Insanlarda ACR maruziyetine sanayi alanlar1 ve
tirtinlerinin tretiminde ¢alisanlarinin yani sira gidalarla da bulagsma riskinin olabildigi
belirlenmistir.>* Bilim insanlar1 yaptiklari calismalar sonucunda, karbonhidratca zengin
besinlerin 120°C ve iizeri sicakliklara maruz kalmasi sonucu ACR’nin ortaya ¢iktigini
belirtmislerdir.* ®> ACR cilde temas ya da solunum sonucu mukoza yoluyla emilerek
viicuda yayilabildigi gibi besinlerle gastrointestinal yolla da viicuda kolaylikla
gecebilmektedir. Ayrica plasental bariyeri gegerek fotiiste anomalilere sebep
olabilmektedir.® " ACR’nin kanserojen etkili oldugu 8 ve diyet ile alinan ACR’nin meme
kanserini indiikledigi belirlenmistir.® ACR’nin bdbrek, mesane ve prostat kanserini
tetikledigi'®, {ireme organlan iizerinde toksik etkiye!! ve noropatiye'? neden oldugu
aragtirmalarla rapor edilmistir. ACR kiiciik ve hidrofilik bir molekiiler yaprya sahiptir® ve
bu yilizden de tim dokulara kolayca gegebilmekte, bu sekilde tiim viicuda
yayilabilmektedir.!® Yine bu nedenle kan beyin bariyerini gecebilmekte ve beyin
dokusunda oksidatif stresi tetikleyerek ndrotoksik etki yapmaktadir.!* > ACR’nin hem
insanlarda hem de deney hayvanlarinda iskelet kasi zayifligi, kilo kaybi ve anormal

yiiriiyiis gibi bazi olumsuzluklar olusturabilecek néropatik etkileri vardir.'® *” Merkezi



sinir sisteminde astrositler ve mikroglia hiicreleri nérotrofik destek, tastyici regiilasyon
ve bagisiklik modiilasyonu gibi yapilarin olusumunu saglayarak beyin dokusunda temel
diizenleyici bir rol oynayabilmektedirler.!® Glial hiicrelerinin hasarlanmas1 beyin
dokusunda hasara ve nérotoksisiteye sebep olmaktadir.!® Nérodejenerasyon ya da beyin
dokusundaki herhangi bir toksik etki reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve sitokinleri de
aktiflestirir.  Pre-inflamatuar ~ onciilerin  salgilanmasim  saglar.’®  ACR’nin
norotoksisitesinin kimyasal ve biyokimyasal mekanizmalart kapsamli bir sekilde
incelenmesine ragmen® 2, ACR nérotoksisitesinin gelismesine yol agan hiicre ici stres
sinyal yollar1 belirsizligini korumaktadir.?!

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, katlanmasi, translasyon sonrasi
modifikasyon gibi cesitli biyolojik olaylarin kontroliinii yapan hiicre i¢i organeldir.??
Hiicreler ekstraseliilar strese maruz kaldiginda, katlanmamis proteinler ER liimeninde
birikmekte ve bu biriken proteinler ER’da strese neden olmaktadir. Daha sonra
katlanmamuis proteinler; hiicrede katlanmamis protein yanitt (Unfolding protein response:
UPR) ad1 verilen bir sinyal yolunu aktif hale getirir ve hiicreyi stresten kurtarmak i¢in bu
uyarlanabilir programi indiiklemektedir.?> UPR sinyal yollari; pankreatik ER kinaz
(PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive transkripsiyon faktér 6 (AFT6) ve inozitol
gerektiren enzim 1 (IRE1) olmak iizere ii¢ onemli ER stres sinyal yolagindan
olusmaktadir.?* Hiicre dinlenme halinde iken ER saperonlar1 ile baglantili oldugu
diisiiniilen bu ii¢ sinyal yolu temel olarak inaktiftir. Glukoz diizenleyici protein 78
(GRP78) bu yolaklarin inaktif halde tutulmasinda en 6nemli saperonlardan birisidir.
Katlanmamis proteinlerin birikmesi sonucu ER’da stres meydana gelirse GRP78 hizl1 bir
sekilde ER zarindan ayrilir ve ER stres reseptorlerinin aktivasyonunu saglayarak UPR
reaksiyonunu tetikler.?* UPR’nin temel amaci ise, hiicrelerde meydana gelen gevresel

degisikliklere adaptasyonu kolaylastirmak, ER’de protein sentezini azaltarak ER’ye daha



fazla katlanmamis proteinin girisine engel olarak normal ER fonksiyonlarinin yeniden
olusumunu ve devamini saglamaktir. Bununla birlikte UPR, ER’de asir1 katlanmamais
protein birikimini ¢6zemezse, bu ii¢ sinyal yolagindan ER saperonlarinin ekspresyonunda
artiga neden olarak hiicrede inflamasyon ve apoptotik yollar1 etkinlestirir.?®> UPR
olusturmada 6nemli bir sinyal yolu olan PERK-elF2a (6karyotik baslatic1 faktor 2o)
yolaginin transkripsiyon faktorii C/EBP homolog proteini (CHOP) ekspresyonunu
arttirmast hem in-vitro hem de in-vivo noronal apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol
oynamaktadir.?® Ayrica IRE1 yolagindan C-jun N-terminal kinaz (JNK)’nin aktivasyonu
ile inflamasyon uyarilir ve ATF6 yolagindan da CHOP aracili apoptozisi uyardigi
bilinmektedir.?’

ER stresinin genellikle alzheimer, parkinson, amyotrofik lateral skleroz (ALS),
poli glutamin hastaliklari, iskemi, ateroskleroz, bipolar bozukluk, prion hastaliklari,
kanser, diyabet, otoimmun ve kardiyovaskiiler bozukluklar gibi hastaliklarda 6nemli bir
rol oynadig1 bildirilmistir.2834 Ayrica hiicresel enerji seviyesinde ki azalma, hiicredeki
redoks reaksiyon seviyesi ve kalsiyum (Ca?*) konsantrasyonun azalmasi da ER stresinin
olusumuna neden olmaktadir.

Norotoksik ajanlar, kemoterapik ilaglar ve gida kaynakli bir¢ok kimyasal bilesik
ER stresinin olugmasina sebep olurlar. Bu ajanlarin oksidatif stresi tetikleyip
ndrotoksisite olusturdugu®®, oksidadif stresin ise ER stresini indiikledigi® ve
inflamasyon®’  olusturarak hiicreyi apoptozise®’ gotiirdiigii yapilan ¢alismalarda
gosterilmigtir. Bu da ER stresi ile iliskili yukarida belirtilen birgok patofizyolojik
durumlarin olugsmasina neden olmaktadir. Hiicrede ER stresini uyararak inflamasyon ve
apoptozisi indiikleyen ajanlardan birisi de ACR’dir. Yapilan bazi arastirmalarda ACR ile
indiiklenen noronal ER stresi, noroinflamasyon ve noronal apoptozisin uyarildig: tespit

edilmistir.®® ACR ile indiiklenen norotoksisitede bazi antioksidan ve antiinflamatuar



bilesikler protektif amacl kullanilmaktadir.®® %° Farkli kimyasal bilesiklerle indiiklenen
organ toksisitesi c¢alismalarinda protektif veya terapotik amagli  antioksidan,
antiinflamatuar, hormon ve hormon benzeri bilesikler de kullanilmaktadir. Bu amagla
kullanilan hormon/bilesiklerden birisi de Melatonin (MEL)’dir.***

MEL baslangigta kurbaga ve balik melanositlerine etki eden cilt aydinlatic1 bir

molekiil olarak kesfedilmistir.*

Daha sonra, epifiz bezi tarafindan ritmik olarak
salgilanan, sirkadiyen ritminin diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir hormon oldugu
bulunmustur.*® MEL’in birgok omurgali canlida gériildiigii ve bakterilerden protozoalara,
bitkilerden mantarlara ve omurgasizlara kadar neredeyse her canlida sentezlendigi
bilinmektedir.*® MEL, uyku-uyamklik déngiisiinii diizenleyen bir immiinostimiilator ve
sitoprotektif ajan olarak islev gérmektedir. Ayrica MEL; T ve B lenfositlerin, natural
Killer hiicrelerinin ve monositlerin aktivasyonunu uyarmaktadir ve timosit
proliferasyonunu ve sitokinlerin salimimimi indiikklemektedir. Bununla birlikte
antioksidan, antiinflamatuar, antikanser ve antiapoptotik etkisi de bildirilmistir.*" 48 MEL
aym1 zamanda noroprotektif etkilere sahiptir ve oksidatif stres kaynakli ndronal
apoptoziste ve noronal dejenerasyonda protektif etkileri rapor edilmisgtir.*% %

Tim bu bilgiler 15181nda, yaptigimiz literatiir taramalarinda ACR uygulanan
ratlarin beyin dokularinda ER stresi, ndroinflmasyon ve ndronal apoptozis lizerine
MEL’in etkileri ile alakal1 herhangi bir arastirmaya rastlanilmamigtir. Buradan hareketle,

bu arastirmada ratlarda ACR ile indiiklenen norotoksisitede ER stresi, ndroinflmasyon ve

noronal apoptozis lizerine MEL’in etkilerinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Norodejeneratif bozukluklarm biiyiik bir boliimii toksisite ve protein agregasyonu
sonucunda meydana geldigi bilinmektedir. Bu noronal bozukluklar igin genler
tanimlandikga ve hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalar ile bu genlerdeki mutasyonlarin
onemli bir boliimiiniin etkisi, ndronal kapanimlar ve plaklardaki yanlis katlanmig
proteinlerin anormal islenmesi ve birikmesine bagli oldugu netlik kazanmistir. Anormal
proteinlerin atilmasina yonelik hiicresel mekanizmalarin ve toksik protein birikiminin
noronal hayatta kalma {izerindeki etkilerinin daha fazla anlasilmasi, bu bozukluklar i¢in
etkili ve hizli tedavi gelistirmesine olanak saglayacaktir.

Alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi, prion hastaliklari, huntington hastaligi,
frontotemporal demans ve motor noron hastaligi gibi c¢ok c¢esitli ndrodejeneratif
bozukluklar gibi tiim nérodejeneratif hastaliklar, anormal protein birikimi ve agregasyonu
gibi belirgin bir ortak 6zelligi paylasirlar. Yanlis katlanmaya karsi ilk savunma hatti
dogru katlanmay1 destekleyen, hiicrelerin hayatta kalmasi igin sinyal yolaklarin
aktiflestiren ve yanlis katlanmayi Onleyen molekiiler saperonlardir. Merkezi sinir
sistemindeki hiicresel mekanizmalar ve bu mekanizmalarin islevlerinin hasara ugramasi,
bunlarin tamiri ve diizeltilmesini daha 1yi anlamamiz i¢in 6ncelikle merkezi sinir sistemi,
boliimleri ve foknsiyonlar: hakkinda bilgi sahibi olmamiz gerekmektedir.>

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi (systema nervosum) diger sistemlere gére daha karmasik olup, sinir
hiicreleri ve sinir liflerinden olusan bir sistemdir. Viiciidun degisik duyu organlarindan
gelen binlerce bilgiyi, bu sistem ile tasir, isler ve bu uyarilara dogru cevaplar olustururlar.
Hiicrelerin ve organlarin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in, i¢ ortamin sicaklik ve
kimyasal igerigi siirekli olarak degismez tutulmasi1 gerekmektedir. Bu sekilde i¢ ortamin

dengesinin muhafaza edilmesine homeostasis denir.>2



Organizmada dolagim, bosaltim, sindirim ve solunum gibi sistemlerin
homeostasisi saglamak igin siirekli ¢alisir vaziyettedirler. Homeostasisin saglanmasi
amaci ile bu sistemlerin uyum iginde beraber ¢alismalar sarttir. Ayrica bu sistemlerin
aktiviteleri, organlarmn gereksinimi dogrultusunda farklilik ta gdstermesi gerekir. Ornegin
egzersizde solunum ve dolagimin hizinin artmasi, yemek yendikten sonra mide ve
bagirsak etkinliginin artmasi farklilik gosterebilir. Sinir sistemi, endokrin sistem ve diger
sistemler organizmada homeostasisin saglanmasinda i¢ ve dis ortamda olusan
degisikliklere karsi ¢ok fazla sayida diizenleyici olarak yanitlar olustururlar. Sinir sitemi
hem i¢ ortamda hemde dis ortamda olusan degisikliklere karsi ani yanit olusturrur. Bu
sistem iskelet kaslarina gonderdigi emirlerle organizmanin dis ortamda gelisen
degisikliklerini, diiz kas, kalp kasi ve salg1 bezlerine gonderdigi emirlerle de i¢ ortamda
olusan degisiklikleri diizenleyip kontrol etme kabiliyetine sahiptir. °> Ornegin aniden bir
kopek ile karsilastigimizda kagmak, elimizi yakacak derecede bir sicakliktan hizla
cekmek dis ortamda olusan degisiklere karsi yanit iken, kan basinci diistiigli zaman
damarlarin ¢aplariin daralip, ayn1 zamanda kalp atim hizinin artmasi, dokularda oksijen
azalmasina bagl olarak solunumun hizlanmasi ve kan sekerinin diisiisiine bagl olarak
aclhigin hissedelmesi i¢ ortamda olusan degisikliklere bir yanit olarak homeostasisin
diizenleyici fonksiyonudur. Endokrin sistem ise organizmadaki kimyasal degisikliklere
kars1 yavas baslayan ve uzun siiren yanitlari olusturur.>

Sinir sistemi viicudun elektiriksel ve kismyasal iltisim agidir. Beynin ¢esitli
bolgelerinde bulunan, basit ve karmasik olarak her tiirlii davranisi sinir hiicrelerinin
etkinligi ile olusturan birim ndron olarak adlanirilmaktadir. Bu noéronlardaki iletisim
sayesinde beyin ile viicut arasinda kontrol meydana gelmektedir. Noronlar arasinda
iletisim, aksiyon potansiyeli denilen kimyasal iletimin elektiriksel iletiye doniisiimii

sayesinde olusmaktadir. Bu aksiyon potansiyellerin olugabilmesi i¢in i¢ ve dis



ortamlardaki degisikliklerin bir reseptor araciligi ile algilanmasi gerekmektedir. Sinir
hiicreleri ile baglantilar1 olan bu reseptorler sayesinde c¢evresel degisiklikler ile olusan
enerji (1s1, 151k, mekanik gibi) tipleri, sinir hiicresinde aksiyon potansiyeline
doniistiirebilmektedir.

Sinir sisteminin 6zelliklerinde ise Uyarilabilme (irritabilite), organizmada i¢ ve
dis ortamda olusan degisiklikler duyu sinirlerinin uglarindaki reseptorler tarafindan
algilanir, reseptor fonksiyonudur. Iletilebilme (conductive), sinir uclardaki reseptdrler
tarafindan alinan uyarilar afferent sinirler vasitasi ile ilgili merkeze tasir, néron
fonksiyonudur. Merkeze gelen uyarmin degerlendirilmesi ve organizmanin kendisi ile
uyaran arasinda bir iligkinin kurulmasi yani duyulari algilama (correlation), sinir
merkezleri fonksiyonudur. Uyarilara cevap verilmesi (reaction), effektoér fonksiyonudur
yani motor sinirlerle kas ve bezlere uyarinin iletilmesi gibi fonksiyonlar yer almaktadir.>?
%3 Sinir sistemi morfolojik ve fonksiyonel olarak ikiye ayrilir. Merkezi sinir sistemi
(MSS) noral tiip, perifer sinir sistemi ise (PSS) crista neuralis olmak tizere farkli
kokenlerden gelisimlerini tamamlarlar. MSS beyin, beyincik, beyin koki ve omurilikten,
PSS ise somatik ve otonom sinir sistemini igeren sempatik, parasempatik sinirler
gangliyonlar, perifer sinirler, perifer sinir sonlanmalarindan meydana gelmektedir.>

2.1.1. Merkezi Sinir Sistemi

Merkezi sinir sistemi, sinir sisteminin en biiyiik bolimiinii olusturmakta, beyin ve
omurilikten meydana gelmektedir. Santaral sinir sistemi olarakta adlandirilmaktadir.
MSS gelisimi ise primer beyin vezikiillerinden gelisen sekonder vezikiillerden beynin
farkli béliimleri ve beyincik olugmaktadir (Telencephalon, diencephalon, mesencephalon
vb.). Bu boliimler onden arkaya dogru telencephalondan gelisen bulbus olfactorius,
cerebral corteks, hippocampus ve bazal gangliyonlar ile diencephalon’dan gelisen

epithalamus, thalamus, hypothalamus norohipofiz ve retina olarak sayilabilir.



Mesenchelon ise tectum ve tegmentuma farklilagmaktadir. Mesencephalon kismindan
pons ve beyincik farklilagirken, myelencephalon kismindan kismindan medulla oblongata
farklilagir ve onu da medulla spinalis (omurilik) izler. Mesencephalon, pons ve medulla
oblongata beyin sapi1 olarak ta adlandirilmaktadir.

MSS’ne ait yapilar genelde iki ana madde igermektedir. Bunlardan ilki substantia
grisea olarak adlandirilan boz madde ya da gri cevher’dir. Digeri ise substantia alba olarak
adlanirilan ak madde ya da beyaz cevher’dir. Substantia grisea, sinir hiicrelerinin ve glial
hiicrelerinin yapisinda bulunan ayrica bunlarin uzantilari ile birlikte bol miktarda kan
kapilarlar1 tagimaktadir. MSS’de glia hiicrelerinin tiim tipleri bulunsada en yaygin olarak
astrositler ve oligodentrositler bulunmaktadir. Substansiya albada ise ¢ogunlugu miyelinli
sinir telleri ve bu sinir telleri arasinda ki glia hiicreleri ile bunlarin uzantilari yer
almaktadir.>® >

2.1.1.1. Tim Beyin (Encephalon)

Beyin billateral simetrik olarak iki loba sahip, yumusak, jelatimsi yapida olup,
bebeklerde yaklasik 400 gr yetiskinlerde ise 1250-1450 gram (gr) agirliginda viicudun
onemli bir orgamidir. Beyinde yaklasik olarak 100 milyar noron ve triliyonlarca glia
hiicreleri bulunmaktadir. Beyin, anatomik olarak fonksiyonlari ile alakali ¢esitli islevsel
alanlara ayrilmistir. 1800’11 yillarda anatomiye dayali karakterize edilen beyinin islevsel
alanlarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in ¢alisma yiiriiten ilk néroanatomist Franz Josef Gall’dir.
Daha sonra insanlar ve hayvanlar ilizerinde yapilan g¢alismalar ile beynin fizyolojik
islevselligi yani uyarilabilme ve cevap olusturabilme yetenekleri kesfedilmistir.

Beyin burusuk ve pembemsi gri renkli bir yapiya, lizerinde girinti ve ¢iktilardan
olusan yumasak bir dokuya sahiptir. Beyin sert bir kafatas1 kemigi ile gevrelenmistir, ayn

zamanda ii¢ ince membrandan (dura mater, arachnoid mater ve pia mater )olusan meninks



ve beyin omurilik sivisi tarafindan korunmaktadir. Meninks beynin kan damarlarini ve
vendz siniislerinin etrafini gevreyelen yapilari korur.>®

Sinir dokusu ndron adi verilen sinir tellerinden olusmustur. Noronlarin arasinda
destek gorevi goren ve ndronlarin iletisiminde rol alan glia veya ndrogliya adi verilen
sinir hiicreleri de bulunur. Merkezi sinir sisteminde ti¢ tip gliya hiicresi vardir:

1- Microglia: kandan sinir dokusuna gegen savunma hiicreleridir.

2- Oligodentroglia: sinir tellerinin myelin tabakasin1 meydana getirirler.

3- Astrositler: beyinde bol miktarda bulunurlar. Kan damarlarina birtakim

uzantilarla tutunurlar. Kan beyin bariyerinden de sorumludurlar.®?

2.1.1.1.1. Beyin Sapi (Truncus Encephali)

Beyin sap1 anatomik olarak medulla spinalisi beyne baglayan bir koprii gorevi
gormektedir. Beynin yiiksek merkezleri ile omurilik arasinda bilgi tasiyan sinir tellerinin
gectigi bolgedir. I ve 1. kraniyal sinirler disinda diger tiim sinirler bu merkezden ¢ikarlar.
Beyin sapt medulla oblongata, pons ve mezensefalon (orta beyin) olmak iizere ii¢
kisimdan olusur.

Birincisi Medulla oblangata, Bulbus ya da Soganilik olarak adlandirilir. Beyin
sapinin en alt kisminda medulla spinalisin devami niteliginde, birinci boyun atlasi 6n
kemerinden baslar pons ile biter. Medulla spinalisin iist kismi ile ponsun arasinda
beyincigin alt tarafinda bulunur. Medulla oblangata iizerinde medulla spinalise giden ve
gelen motor ve sensitif yollar vardir. IX, X, XI, XII. kraniyal sinirlerin ¢ekeridekleri
medulla oblangatada yer alir. Ayrica dolasim ve solunum gibi hayati merkezler, yutma
¢igneme, Okslirme, hapsirma, kan damarlarinin biiziilmesi ve kusma gibi refleksleride
kontrol eden merkezlerde burda bulunur.

Beyin sapinda bulunan bdéliimiin ikincisi olarak Koprii veya Pons vardir. Beyin

sapinin orta kisminda koprii gibi durmaktadir. Medulla oblangata ile orta beyni



birlestirdigi i¢in bu ismi almaktadir. V, VI, VII ve VIII. kraniyal sinirlerin ¢ekirdekleri
burada bulunmaktadir. Solunum merkezinin kontroliinde 6nemli roli vardir. Afferent ve
efferent sinir yollar1 ponstan gecerek merkezi sinir siteminin pacalarini birbirine baglar.

Son olarak mezensefalon veya orta beyin ise, pons ve ara beyin arasinda bulunan
beyin sapinin en kiigiik ve kisa boliimiinii olusturur. III ve IV. kraniyal sinirlerin
cekirdekleri burada yer alir. Burasi pupilla refleksi ile yiirlime ve canlinin yer degistirme
merkezini igerir. Beyin sapindan beynin daha iist merkezlerine uyarilari tagirlar. Ozellikle
dopamin salgilayan merkezlerde burada bulunur. Bu merkezin hasar1 sonucu dopamin
eksikligi olursa Parkinson hastaligi, fazlaliginda ise sizofreni goriilebilir. Orta beyinde
ayrica retikiiler formasyon alanida bulunur. Bu alan ayni zamanda omurilik ve
diencephalon i¢inde yayilmistir. Retikiiler formasyon alani hem duysal hemde motor
fonksiyonlar1 vardir. Iskelet kaslarmin tonusunun ayarlanmasinda ve uyku uyamklik
durumunun diizenlenmesinde, bilincin a¢ilmasi ve devamliligini saglayan 6nemli bir
merkezdir.>2->*

2.1.1.1.2. Beyin (Cerebrum)

Beyin, anatomik olarak {izerinde girinti ve ¢ikintilar bulunan kompleks bir
organdir. Beyin 6nden arkaya dogru derin bir yarikla iki hemisfere ayrilmigtir. Bu iki
hemisfer arasindaki yariga fissura longitudinalis cerebri denir. Her iki hemisferi birbirine
baglayan yapiya da corpus callosum adi verilir. Cerebrumun sag hemisferi bedenin sol
tarafini, sol hemisferi ise viiclidun sag tarafini kontrol eder.

Beynin gri cevherden olusan en dis tabakasina cerebral corteks denilir. Corteksin
yaklagik kalinlig1 2-6 mm arasindadir. Cerebral corteksin yiizeyi ¢ok fazla girinti ve
cikintilarla kaplidir. Bu ¢ikintilara gyrus, girintilere ise sulcus denilmektedir. Beynin en
yiiksek sinir aktivitesinin gerseklestigi yerdir. Cerebral cortekste motor alanlar1 ve duyu

merkezi bulunmaktadir. Beynin bu alanlar1 afferent sinirlerin son buldugu ve efferent
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sinirlerinin basladig1 yerleri olusturur. Sag ve sol hemisferlerin i¢ kisimlar1 beyaz
cevherden meydana gelmistir. Beyaz cevher i¢cinde miyelinli sinir tellerinden baska bazal
gangliyonlar adi1 verilen niikleuslar da bulunur. Bazan gangliyonlarin, beyincik ve corteks
ile birlikte iskelet kaslarimin motor fonksiyonlarinin diizenlenmesinde gorev aldigi
bilinmektedir. Bazal gangliyonlar genellikle istekle baslatilan bir kas hareketinin
otomotik olarak diizenlenmesinde ve devam etmesinde rol alan niikleuslardir.

Beyin hemisferlerinin dis ylizeyinde sulcus centralis, sulcus parieta-occipitalis,
sulcus calcarinus, sulcus lateralis, ve sulcus cinguli gibi 6nemli oluklar yer alir.
Hemisferler dort ana loba ayrilmistir. Frontal, paryetal, temporal ve oksipital olmak {izere
her lobun farkli iglevler yerine getirdigi ve bunlarin isimlerini bulundugu boélgenin komsu

kafa kemiklerinden aldig1 bilinmektedir.*
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Sekil 2.1. Beynin anatomik olarak boliimleri ve loblari

Frontal lob, Sekil.2.1°de® de goriildiigii gibi diger ii¢ loba gore en fazla alana sahip
beyin bolgesidir. Lobus frontalis iizerinde motor ve duyu merkezleri ile kKonusma alani

da bulunmaktadir. Frontal lobun 6. motor alanin da (premotor alan) karisik kas
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hareketlerinin koordine edilmesinde gorev alan sinir yollar1 bulunur. Ayrica frontal goz
alan1 heriki goziin koordineli ve ayni anda asag1 yukar1 saga sola hareketlerini saglar. Bu
alan istekle yapilan gz hareketlerini diizenleyen merkezleride tagimaktadir.

Paryetal lob, 6niinde sulcus centralis asagisinda sylvius, arkasinda ise sulcus
parietooccipitalis ile sinrlamr.  Ogrenme, mantik ve hafiza gibi duyularm
degerlendirildigi ve duysal merkezlerin bulundugu lobtur.

Temporal lob, sulcus lateralis ile paryetal lobdan ve occipital ¢entige inen yerden
siirlandirilir. Sulcus lateralis ve derinliklerinde ise insula ile komsudur. Gyri temporales
primer isitme merkezidir ve isitme merkezinin diizenlenmesi ile ilgili temel isitme
bolimleri de burada bulunur. Ayrica koku ve tat merkezleri de temporal lobda yer
almaktadir.

Oksipital lob, hemisferin arka kisminda bulunan cerebral corteksin dort lobundan
biri olan bu lob piramit seklinde bir yapiya sahip olup diger loblara gore kiigiik bir hacmi
vardir. Gorme ve farkli gorsel iglevleri olan alanlara ayrilir. Bu alanlarin hasar1 sonucu
gorme defektleri ortaya ¢ikmaktadir.>®

2.1.1.1.3. Ara Beyin (Diencephalon)

3. ventrikiil i¢inde yer alan ara beyin, orta beyin ile beyin yarim kiiresi arsindadir.
Ara beyin talamus, hipotalamus ve epitalamustan meydana gelir.

Talamus, beynin {iglincli ventrikulus duvart boyunca yer alan gri cevher
kitlesinden olusmus bir yapidir. Bu ventrikulus sag ve sol talamusun arasinda yer alip ve
massa intermedia iki talamusu birbirine baglamaktadir. Talamus biitiin duyu alanlarindan
gelen afferent sinirlerin toplandig1 yerdir. Istegimizle, idrak edilerek yapilan davranislar,
bu sistem araciligi ile yapilmaktadir. Otuz kadar olan talamus niikleuslarin1 dort ana grup
altinda inceleyebiliriz;

1- Spesifik talamus niikleuslar1
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2- Nonspesifik talamus niikleuslari

3- Motor fonksiyonlarla ilgili niikleuslar

4- Assosiyatif fonksiyonu olan niikleuslardir.

Hipotalamus, hem sinirsel aktivitelerde hem de hormonal islevlerde 6nemli bir
role sahiptir. Otonom sinir sistemi ve endokrin sistem ile iligkili oldugu kadar, somatik
reaksiyonlarin kontroliinde de gorev almaktadir. Kisaca biitlin organlarin veya organ
sistemlerinin fonksiyonlarinda diizenleyici gorevlerinin yani sira homeostasisin
saglanmasina yonelik gorevleride vardir. Kisaca hipotalamusun fonksiyonlarint soyle
siralayabiliriz;

v Somatomotor-visseromotor aktivitelerin koordinasyonunu,

v" Hipofiz bezinden hormonlarin salgilanmasini,

v Viicudun su dengesi ve susamanin kontroliinii,

v Aclik, tokluk merkezi ve istah ile ilgili reseptorler burada bulunur. Viicut
agirligimin kontroliini,

v’ Reprodiiksiyon ve seksiiel davranislarin kontroliinii,

v Viicut sicakhiginin diizenleyen merkezler burada bulunur. Ilgili
reseptorlerden gelen uyarilara gore sicaklik dengesinin kontroliinii,

v’ Retikiiler formasyondan gelen ve beyin corteksine giden sinir yollari
hipotalamustan gectigi i¢in uyku ve uyaniklik hallerinin diizenlenmesini,

v" Heyecan, korku, aci, agr1 ve kizginlik gibi hislerin kontroliinii saglar.

Epitalamus, burada epifiz (pineal) bezi bulunmaktadir. Epifiz bezi beynin 3.
ventrikulusun tavanina bir sap ile baglanmistir. Bu bezde sinir yapilar1 goziin retinesindan
baslar, buradan da hipotalamusta bulunan suprasiyazmatik niikleuslara, daha sonra
paraventriikiiler niikleuslara gelerek buradan mediyan Onbeyin demeti, retikiiler

formasyon, medulla spinalis yoluyla siiperiyor servikal gangliyona ve en son da sempatik
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impluslar pineal beze ulasirlar. Servikal gangliyonlardan ¢ikan sinirler kan damarlari ile
kafatasina ordan da beyine gelip dogrudan pineal bez hiicreleri ile baglanti kurarlar.

Epifiz bezi hiicreleri MEL hormonu salgilarlar. MEL, memelilerde reprodiiksiyon
olaylarini kordine eden bir sinyal araci olarak gorev yapar. Bu hormon iki tane enzimin
etkisi ile seratoninden sentezlenmektedir. Pineal bezde seratonin miktar1 glizdiiz artarken
gece ise MEL sentezi artmaktadir. Bunun nedeni ise 1s1k siiresi ve miktarina bagli olarak
MEL salgilanmasidir.

MEL’in salgilanmasi ise, gece gozii etkileyen 1s1ik enerjisi miktar1 degistikge
sempatik sinirler aktive olmaktadir. Sempatik sinir uglarindan norepinefrin salinarak
pineal bez hiicrelerini etkilemektedir. Bu hiicreler beta adrenerjik reseptorler yolu ile
MEL’in sentezini baslatmaktadir. Gece karanlikta melatonin seviyesi giderek
artmaktadir.>?

2.1.1.1.4. Beyincik (Cerebellum)

Beynin ikinci biiyiik pargasini cerebellum olusturmaktadir. ki yarim kiireden
olusmakta ve dis kismi gri madde i¢ kisminda ise ak madde igermektedir. Cerebelluma
gelen sinir telleri talamusa oradan da cerebral cortekse ge¢mektedir. Motor
fonksiyonlariin diizenlenmesi ile ilgili gorevleri vardir. Eklem, kas-tendon mekigi ve
kas reseptorlerinden gelen bilgiler dogrultusunda motor koordinasyonlarin1 ayarlarlar.
Ozellikle corteks cerebri ve bazal gangliyonlarla beraber kas hareketlerini diizenler.
Kosma, yaz1 yazma, klavye kullanma ve piyano ¢alma gibi hizli kas aktivitelerini kontrol
eder. Ayrica i¢ kulaktaki denge merkezinden de sinirler alarak viicudun antigravite kas
koordinasyonunda ve dengenin muhafazasinda gérev alir.>*

2.1.1.1.5. Limbik Sistem

Beyin kabugunun hemen altinda diensefelonu halka seklinde saran bir yapidir.

Limbik sistem daha ¢ok i¢giidii ile alakali davranislari, heyecan olaylari, sahsin hayatini
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devam ettirebilmesi icin gerekli davranislart ve seksiiel diirtiileri kontrol eder. Kisaca
limbik sistem;

v' Sahsin hayatini siirdiirebilmesi igin gerekli olan davraniglari, yeme igme, diismani
ile karsilastiginda kizma, hiddet, kavga veya kagma gibi reaksiyonlari,

v" Sahsin ve tiirliniin devamini saglamasi i¢in ¢iftlesme, yavru yapma ve yavrularin
bakimi ve biiyiitiilmesi ile ilgili davraniglari,

v Bu davransslar ile ilgibi olarak i¢ organlarin aktivitelerini ayarlar ve ozellikle
bunlar1 hipotalamus ile gergeklestirir. Kizma ve hiddet sirasinda tagikardi ve kan
basincinin yiikselmesi gibi visseral aktivitenin diizenlenmesini de limbik sistem
kontrol eder.*
2.1.1.2. Omurilik (Medulla spinalis)

Omurilik gri ve beyaz cevherden olugmaktadir. Omurilik pia meter adi verilen kan
damarlarinca zengin bir zar ile ¢cevrelenmistir. Reseptorlerden gelen tiim afferent sinirler
gri cevherin posterior (dorsal) kolonuna girerler. Bu sinir hiicrelerinin govdeleri ise
medulla spinalis disinda posterior gangliyonu i¢inde bulunurlar. Anterior ve lateral
kolondaki motor ndronlarin akzonlart anterior (ventral) kokten omuriligini terkederler.
Omuriliginin esas iki fonksiyonu vardir: birincisi govde ve ekstremite kaslarini kontrol
eden refleks merkezi olarak islev yapmakta, ikincisi ise bu refleks merezleri ile beyinin
ve daha yiiksek merkezleri arasinda koordineli baglantiy1 saglayan yollar olarak gorev
almaktadir.>® ¢
2.1.2. Perifer Sinir Sistemi
Periferik sinir sistemi 12 ¢ift kraniyal kafa siniri ve 31 ¢ift omurilik sinirlerinden

meydana gelmektedir. Perifer sinirler merkezi sinir sistemi ile duyu organlari, kas sistemi,

bezler ve diger organlar arasinda baglantilari saglayan yapilardir. Bu organlardan merkezi
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sinir sistemine impluslar1 tagtyan sensorik ve duysal sinirlerdir. Merkezi sinir sisteminden
organlara implus ileten sinirlere ise motor sinirler denilmektedir.>®

2.1.2.1. Oniki Cift Kraniyal Sinirler

Kraniyal sinirler veya kafa sinirleri 12 ¢ifttir. ilk ikisi disinda hepsinin niikeuslar
yani merkezleri beyin kokiinde bulunmaktadir. Bu sinirlerin numaralandirilmas: beyin
kokiine baglanis sirasina gére numaralandirilmistir. I. N. Olfactorius koku alma siniridir.
II. N. Opticus gorme siniridir. 11I. N. Occulomotorius, 1V. N. Trochlearis ve VI. N.
Abdunces g6z kaslarina giderler ve goziin ritmik olarak hareketinden sorumludur. V. N.
Trigeminus yiizdeki ve agiz boslugundaki agri, 1s1, temas ve basing duyularin1 ponsa
ileten sinirlerdir. VII. N. Facialis motorik ve sensorik kisimlar1 vardir. Yiiziin mimik
hareketlerini kontrol eden ve yiiziin ter bezlerini innerve eden sinirdir. VIII. N. Acusticus
isitme ve denge merkezi ile ilgili siniridir. IX. N. Glossopharyngeus farinks ve yutma
bolgesini sinirlendirir. Parotis bezini ve dilin gerisindeki lezzet reseptorlerini sinirlendirir.
X. N. Vagus vejetatif fonksiyonlarda ¢ok énemli bir sinirdir. Mide bagirsak kaslarminin
hareketini arttir, kalp hareketlerini inhibe eder, mide bezleri ve pankreas salgisini da arttir.
XI. N. Accesorius bu sinirin eksternal kollar1 basin one, arkaya, geriye ve yana c¢eken
kaslarini innerve ederler. internal kollar1 ise n.vagus ile birleserek motor sinirlerini
olustururlar. XII. N. Hypoglossusun tiim sinirleri motoriktir. Dilin i¢ kaslarimi
sinirlendirir.%2

2.1.2.2. Omurilik Sinirleri

Merkezi sinir sisteminin omurilik boliimiinden 31 ¢ift sinir ¢ikmaktadir. Bu
sinirler medulla spinalisten ¢ikan radiks anterior (6n kok) ve radiks posterior (arka kok)
omurlar arasi delikler hizasinda birlesmesinden olusmaktadir. Radiks anterior kokiinden
duyu, radiks posteriordan ise motor sinireler ¢ikar. Bu spinal sinirler omurlararasi

yerlerinden ¢ikinca 6n ve arka iki dala ayrilmaktadir. Arka dallara giden sinirler viicudun
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sirt derisine duyu sinirlerini, kaslara ise motor sinirleri tagimaktadir. Spinal sinirlerin 6n
dallar1 ise birbirlerine baglanarak pleksuslar olusturmaktadir. >3
2.1.2.3. Otonom Sinir Sistemi
Viicutta diiz kaslar, kan damarlari, kalp ve bezlerin aktivitelerini kontrol eden sinir
sistemine otonom ya da vejetatif sinir sistemi denilmektedir. Ozellikle homeostasisin
saglanmasi, strese karst viicudun reaksiyonunun ayarlanmasi, adaptasyon
mekanizmalarini saglarlar. Genel olarak sinir sistteminde motorik aktivitelerde gorevli
iki farkli bolimii vardir. Somatik sinir sistemi ve otonom sinir sistemi olarak ikiye ayrilir.
Otonom sinir sistemi sempatik ve parasempatik sistemlerden olusmaktadir. Bu sempatik
ve parasempatik sistemler bir birlerinin antagonisti olarak gorev yaparlar. Bazi refleksler
vardir ki her iki sistemde de gorev alir. Bazi refleks merkezleri ve yollari bu iki sistemin
aktivitelerinin birbirine uygun bicimde yapilmasini kontrol eder.>®
2.1.2.3.1. Sempatik Sinir Sistemi
Sempatik sinir sisteminin sinirleri medulla spinalisin ilk torasik segmentinden
ticlincii lumbar segmentine kadar olan sinir koklerinden ¢ikarlar. Genellikle duyularla
hareketi saglayan kisim sempatik sinir sistemidir. Stres, korku ve {liziintiide aktiviteleri
artar, kalp atiglar1 hizlanir ve sindirim aktiviteleri de yavaglar. Sempatik sistemin
aktivasyonu ile kisaca;
v Goz bebekleri ya da pupillalarda genisleme gozlenir.
v" Kan basincini yiikseltir ve kalp atim sayisinin artar.
v Dolagim sistemindeki kanin hayati organlara gitmesini saglar.
v" Tikiriik sekresyonunun azalmasina neden olur.
v" Solunumu hizlandirir ve solunum yollarini agarak genisletir.
v" Kan glikoz diizeyini artirir.

v" Mide hareketlerini azaltir.
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v Sindirim ve iiriner sistemdeki sfinkterleri kapatir.>’
2.1.2.3.2. Parasempatik Sinir Sistemi
Bu sistemin sinirlerinden bir kism1 beyin kokiinden ¢ikan kraniyal sinirlerden (N.
Oculamatorius, N. Glossopharyngeus, N. Facialis ve N. Vagus) diger bir kismi ise
medulla spinalisin ikinci, ti¢lincii ve dordiincii sakral segmentlerinden ¢ikarak, anterior
kokler i¢inde omuriligini terkederler. N. Pelvicus adi altinda kolon, rektum, aniis ve idrar
kesesine girerek bu organlarin aktivitesini artirict motorik etkili bir sinirdir. Parasempatik
sistemin organlar lizerinde ekileri ise kisaca,
v' Kalp atim hizin1 yavaglatirlar.
v" Solunum yollarinda daralma ve solunumun yavaslamasini saglarlar.
v Goz pupillalarini daraltirlar.
v' Tiikiiriik sekresyonunu arttirirlar.
v Mide hareketlerinde artisa neden olurlar.
v’ Bagirsak salgilarini ve bagirsak hareketlerini arttirirlar.
v' Kalbi besleyen croner damarlari daraltirlar.®’
2.2. Norotoksisite
Genellikle belirli bir noral sinir grubunu (6rn. dopaminerjik sinirler) veya ortak
ozelliklere sahip néronlarin alt kiimesini (reseptorleri) lezyona ugratmak i¢in uygulanan
eksojen maddelere noérotoksinler denilmektedir. Bu terim daha sonra noronal hiicre
Olimiine yol acan apoptotik ve nekrotik olaylar1 baslatabilen endojen maddeleri ve
metabolitleri de kapsayacak sekilde genisletilmistir. Noronal hiicre dliimiinii veya hiicre
hasarmi tetikleyebilen birgok farkli asama ve yol vardir. Bu sekilde olusan hasar normal
hiicresel siireclerin bozulmasina neden olarak anormal sinir fonksiyonuna yol agmaktadir.
Fonksiyonel sinirlerde olusan lezyonlar ise cesitli ndrodejeneratif hastaliklarin

olusmasina neden olmaktadir. Alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi ve prion
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hastaliklar1 gibi ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklar sinir sisteminde olusan bu lezyonlarin
tamir edilememesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.®

Fizyolojik olarak hiicre 6liimii; dokularin organ boyutlarini ve islevlerini korumak
icin gerekli olan oldukc¢a diizenlenmis ve programlanmis 6nemli bir homeostatik
mekanizmadir. Sinir sisteminde asirt ¢ogalan ndronlarin uzaklastirilmasi: fonksiyonel
devre olusumu igin gerekliyken, anormal néron 6liimii, akut ve kronik nérodejeneratif
hastaligin temel nedenlerinden biridir. Norotoksinler hiicrelerde 6liim ya da hayatta kalim
yolaklarin1 aktiflestirerek norodejeneratif hastaliklara karst bir koruma reaksiyonu
sekillendirirler. Noronal hiicrelerde biriken norotoksinler, katlanmamis protein
agregasyonu ve yanlis katlanmis proteinlerin  birikmesi sonucu hiicrelerde
noroinflamasyon ve apoptozisi Uyararak hayatta kalim ya da 6liim kaskadlarini aktif hale
getirmektedir. Bu yolaklarin aktivasyonu ile glial hiicreler, astrositler ya da farkli sinir
hiicrelerinin etkilesimi ile mitokondriyal yolaklarin aktivasyonu ve en son olarak da
apoptsozis ile hiicre ortadan kaldirilir. Eger ndrotoksinler, katlanmamis proteinler ya da
yanlis katlanmis proteinler hiicresel mekanizmalar ile uzaklastirilamazsa sinir sisteminde
hasar olusarak cesitli nérodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan calismalarda
sinir sisteminde hasara neden olan, inflamasyonu ve apoptozisi uyaran birgok bilesik
gosterilmistir.>® Yapilan bu calismada ise pekgok organda hasara neden olan dzellikle
sinir sistemini etkiledigi bilinen ACR bilesigi ele alinmustir.

2.2.1. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)

Astroglialarda bulunan Tip Il ara filament olarak bilinen bir proteindir. Ara
filament proteinleri, okaryotlarda bulunan 8-10 nm’lik siki fibréz proteinlerdir. Bu
proteinler hiicre iskeletinin olusmasi, mitoz, sitoplazmik alan diizenlenmesi ve hiicre
hareketinin saglanmasinda énemli rol oynar. insanlarda onyedinci kromozomun uzun

kolu tizerinde eksprese edilir, kiigiik ve asidik bir proteindir. Hiicrelerin sekil ve mekanik
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dayanikliligin1 saglamaktadir.?® Beyinde astrositler disinda da bulunmaktadir. Gozde
Miiller hiicresinde, testikiiler leydig hiicresinde, pankreas ve karacigerdeki stellat
hiicrelerde, podosit, kondrosit ve mezengial hiicrelerde de bir kisim farkli izoformlarda
sentezlendigi saptanmistir.%! Hiicrelerde yapi iskeletini ve hareketi, sinyal iletimini, mitoz
olaylarini, kan-beyin bariyerinin islevlerinin fonksiyonel olmasi gibi bir¢ok hiicresel
olayda gorevlidir. Bu asidik proteinler astrositlerin sekil ve mekanik olarak
dayanikliklarin1 saglamaktadir. Olgunlagmis hiicrelerde gen knockout caligmalarinda
GFAP’1n foksiyonlari ortaya konmustur. Bu tip farelerde spinal kord ve hipocampusta
beyaz madde olusmamaktadir. Astrositlerin fonksiyonlar1 dejeneredir, miyelinizasyon
anormal derecede ve kan-beyin bariyeri bozulmustur.®? Bazi RNA calismalarinda GFAP
icermeyen astrositlerin néronlar ile baglant1 olusturmadiklar1 ve GFAP’1n purkinje hiicre
iletiminin devamliliginda énemli oldugu bildirilmistir.%®

Santral sinir sisteminde travma, hastalik, genetik bozukluklar veya ¢esitli kimyasal
bilesiklerin hasar1 sonucu astrositler reaktif hale gelir. Mikroglia ve astrositlerin aktive
fenotipleri yaralanmaya veya hasara bagli transformasyonu genellikle reaktif gliosis veya
basitce gliosis olarak adlandirilir. Gliosis olustugunda hiicre ¢ekirdeginde bulunan
DNA’dan GFAP gen eksperesyonunun arttigi ve hiicrede hasar sonucu olim
kaskadlarinin  aktiflestigi  bilinmektedir. Bu ylizden hasarli hiicrelerde yikim
gerceklesmektedir. Noronal hiicrelerde hasar sonucunda GFAP regiilasyonunda
bozulmalar meydana gelmektedir. Akut cerebral hasar sonrasi kan-beyin bariyerinde
hasar olusmakta ve buna bagl olarak GFAP’1n arttig1 da bilinmektedir. Travma, iskemi,
bulasict ve norolojik hastaliklar ve kimyasal bilesiklere maruziyetlerin hepsinin gliozise

neden oldugu bilinmektedir.5
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2.2.2. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Monoamin Oksidaz (MAO)

Asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolinin ve nérotransmitter olarak islev goren
diger bazi kolin esterlerinin parcalanmasini katalize eden bir enzimdir. AChE esas olarak
néromiiskiiler kavsaklarda sinaptik iletimi sonlandirmaya hizmet ettigi kolinerjik tipteki
kimyasal sinapslarda bulunur. Norotransmisyon sirasinda, ACh presinaptik nérondan
sinaptik araliga salinir ve sinaptik sonrasi zardaki ACh reseptdrlerine baglanarak sinirden
gelen sinyali iletir. Post-sinaptik zarda da bulunan AChE, ACh’1 hidrolize ederek sinyal
iletimini sonlandirir. Serbest kalan kolin tekrar pre-sinaptik noron tarafindan alinir ve
kolin asetiltransferazin etkisiyle asetil-CoA ile birleserek ACh sentezlenir.®

Monoamin oksidazlar (MAO), amin gruplarin1 kesmek icin oksijen kullanarak
monoaminlerin oksidasyonunu katalize eden enzimdir. Seratonin, dopamin ve
norepinefrin gibi monoamninlerin par¢alanmasini saglar. Viicudun ¢ogu hiicre tipinde

mitokondrinin dis zarmna bagli olarak bulunurlar.%®

MAQ’lar, flavin igeren amin
oksidorediiktazlarin protein ailesine aittir. Monoamin oksidazlar, monoaminlerin
oksidatif deaminasyonunu katalize eder.®” Oksijen, bir molekiilden bir amin grubunu (art:
bitisik hidrojen atomunu) ¢ikarmak i¢in kullanilir, bu da karsilik gelen keton (veya
aldehit) ve amonyak ile sonuglanir. Monoamin oksidazlar, kovalent olarak bagli kofaktor
flavin adenin diniikleotidi (FAD) igerir ve bu nedenle flavoproteinler olarak
siniflandirilir.®®

2.3. Akrilamid (ACR)

2.3.1. ACR’nin Genel Ozellikleri

Akrilamid (ACR), ya da akrilik amid olarak adlandirilan bu bilesik 6zellikle oda
sicakliginda beyaz kiristalli, kokusuz ve kat1 bir maddedir. ACR’nin agik kimyasal

formiilii Sekil 2.2.5%°de goriildiigii gibidir. Molekiiler formu ve agirhig: ise C3HsNO/71,08

olarak bilinmektedir. ACR 125°C, 25 mm Hg kaynama noktasina, 84.5°C erime
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noktasina ve 1.27 g/ml (25 °C) yogunluga sahiptir. ACR oda sicakliginda suda kolaylikla
¢Oziiniir ayrica aseton, metanol ve etanol gibi diger polar ¢oziiclilerde de ¢oziinmektedir.
Karbon tetrakloriir gibi polar olmayan ¢oziiciilerde ise neredeyse ¢oziinmez. ACR ilk defa
1893 yilinda Almanya’da Christian Moureau tarafindan kimyasal bir bilesik olarak
bulunmustur. ACR, kimyasal olarak sentezlenebilen olduk¢a toksik, doymamuis cift bag
igeren bir amid olup; tekstil, kagit, kozmetik tiretimi, igme sularmin iyilestirilmesi gibi ¢ok
farkli endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. ACR endiistriyel olarak
iiretilmis konjuge reaktif bir bilesik olup, poliakrilamid sentezlemek i¢in diinya ¢apinda

yaygin olarak kullanilmaktadir.”
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Sekil 2.2. Akrilamidin yapisal formiilii

2.3.2. ACR’nin Kullamim Alanlari ve Besinlerde Bulunusu

ACR birgok endiistriyel alanda kullanilan suda ¢6ziiniir vinil bir monomerdir.
ACR’nin birincil kullanimi, polimerlerin ve kopolimerlerin iiretimidir. Poliakrilamidin
en fazla kanalizasyon ve atik su aritma tesislerinde topaklastirict olarak kullanilmaktadir.
Ayn1 zamanda i¢gme suyunun pihtilagtirict olarak aritilmasinda da kullanilir. Ayrica kagit
ve karton {rlinlerinin Kkalitesini giiclendirmek ve iyilestirmek icin poliakrilamid
kullanilmaktadir. Suda ¢6ziiniir poliakrilamid petrol endiistrisi tarafindan petrol geri
kazanimini artirmak i¢in bir katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. Son yillarda ise

ACR, insaat sektorii, kozmetik, tekstil endiistrisi, molekiiler laboratuvarlarda elektroforez
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ve jel kromotografilerinde, deneysel arastirmalarda proteinlerin ayrilmasi i¢in kati bir
destek olarak ¢ok sayida uygulama alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.”® 7
Ayrica sigara filtrelerinin yapisinda ve sigara iiriinlerinde de bulundugu bilinmektedir.
Yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 6zellikle insaat sektoriinde ve diger sektorlerde
calisan iscilerde de ACR’ye maruziyet goriilmektedir. Isveg’te yapilan bir arastirmada bir
tiinel ingaatinda calisan isgilerde ve sigara igmeyen kontrol grubu kisilerin kanlarinda da
beklenmedik bir sekilde yliksek diizeyde ACR tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda
yapilan calismalarda ACR’nin sadece dis faktorlere bagli olarak degil ayni zamanda
gidasal triinler ile de viicuda bulasabildigi fikri ortaya ¢ikmistir. Yapilan bir ¢calismada
besinlerin yliksek sicakliklara maruz kalmasi sonucu ACR’nin olustugu gézlemlenmistir.
Genel olarak 120 °C ve iizerinde yiiksek 1s1ya maruz kalan ekmek, kizartma, patates cipsi,
kavrulmus kahve, biskiivi, kraker ve 1zgara gibi besinlerde ACR meydana
gelebilmektedir. Bu olusum hizi ve miktar1 ¢esitli faktorlere bagl olmakla birlikte 1s1
miktarina gore sicaklik arttikca logaritmik olarak artmaktadir. Ozellikle karbonhidrat
bakimindan zengin besinlerde, asparajin aminoasitlerince zengin besinlerde daha fazla
miktarda toksik ACR bilesigi olustugu bilinmektedir.!

2.3.3. ACR’nin Kimyasal Olarak Olusumu

Pisirme sirasinda cesitli gidalardaki potansiyel kansere neden olan ajan ACR’nin
kesfi biiyiik bir ilgi uyandirmistir. Gida kaynakli ACR 6zellikle 120 °C ve fizeri
sicakliklarda glikoz ve fruktoz gibi indirgeyici sekerlerden ve cesitli aminoasitlerden
Ornegin; asparajin aminoasiti arasinda olusan Maillard esmerlesme reaksiyonu sonucu
yapilarindaki reaktif karbonillerden spontan olarak olustugu bilinmektedir. ACR
olusumu Sekil 2.3.’de® gosterildigi gibi Maillard reaksiyonu sonucu olusmaktadir.’

Proteinlerin yapisinda bulunan 20 aminoasitten biri olan Asparajin’in yiiksek 1s1

ile ACR olusturma yetenegi, diger aminoasitlerden veya glikoz ve friikktozdan daha fazla
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etkili oldugu bilinmektedir. Asparajin aminoasitinin yanisira alanin, arginin, aspartik asit,
sistein, glutamin, metiyonin, treonin ve valininde yiiksek sicakliklarda ACR olusturdugu

bilinmektedir. %72
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Sekil 2.3. Maillard reaksiyonu sonucu ACR olusumu

2.3.4. ACR’nin Metabolizmasi

Insaat ve kozmetik sektdrii gibi alanlarda ¢alisanlarda yiiksek diizeyde ACR
maruziyeti goriilmektedir. ACR maruziyetinin gidalar araciligiyla da gergeklesebildigi
bilinmektedir. Daha 6nceki toksikinetik ¢alismalar ACR’nin hizli bir sekilde yan etkisinin
ortaya ¢iktig1 ve ACR’ye maruz kalan dokuda hasar meydana geldigi gézlemlenmistir.
Bu sekilde hizli etkisinin olmasi metabolizmasindan ileri gelmektedir. Yapilan
calismalarda intraperitonal (i.p.) ve intragastrik (i.g.) uygulamalardan sonra emilen ACR,
kanda 6zellikle hemoglobine bagli olarak, kas dokusunda, karacigerde, beyin ve testis

4 ACR’nin absorbsiyonu ve
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metabolizmas1 sonucu viicutta oksidasyon enzimleri vasitasiyla metabolize oldugu
bildirilmektedir. Sitoktrom P450 2E1 (CYP2El) viicutta biriken birgok toksik,
kanserojen ve yabanci bilesiklerin pargalanmasindan sorumlu oksidaz sisteminin bir
tiyesidir. Ayn1 zamanda CYP2E1 yag asitlerinin oksidasyonlar1 gibi temel metabolik
reaksiyonlarda da gorev almaktadir. CYP2EI, o6zellikle yogun olarak karacigerde
eksprese edilen bir membran proteinidir. Bu yiizden karacigerde CYP2E1 aracilig ile
viicuda giren yabanc1 toksinlerin deaktivasyonu saglanarak uzaklastirildig yerdir.’® ' 7

Yapilan ¢alismalarda ACR’nin absorbsiyonundan sonra metabolizmasi igin
ozellikle iki yol oldugu gosterilmistir. Birincisi glutatyon-S-transferaz (GST) enziminin
aktivitesi ile glutatyon (GSH) birleserek metabolize olmaktadir. ikinci yol olarak ta
CYP2E!’in oksidasyonu ile Glycidamid bilesigine doniistiigi gozlemlenmistir (Sekil
2.4.5). Daha sonra glycidamid yine transferaz enziminin aktivitesi sonucunda GSH ile
birleserek veya epoksi hidrolaz enzimleri ile N-asetil-S sistein konjuge tiirevine
doniistiiriilerek viicud disina atilmaktadir. Bu olay en ¢ok hemoglobin, karaciger, bobrek
ve beyin gibi organlarda ger¢eklesmektedir. Yapilan baska ¢alismalarda ise ACR’nin
GST enzimini inhibe ettigi ve bunun sonucu olarak CYP2EL yolu ile glycidamid
metabolizmasmin arttig1 gozlemlenmistir. ACR en c¢ok karacigerde glycidamide
metabolize olmaktadir. Glycidamid bilesigi ACR gibi toksik etkili ve ayni zamanda
DNA’ya baglanarak genotoksisiteye neden olmaktadir. ACR’nin metabolizmasi kisaca
Sekil 2.4°de gosterilmigtir.”> 78

Hem ACR hem de glycidamid siilthidril ve amino gruplar1 gibi niikleofilik
bolgelere karsi reaktiftirler. Bu bilesiklerin 6zellikle ACR’nin farkli organlarda
mikroniikleuslar1 indiikleyerek kanserojen etki yaptigi, plasental bariyeri gecerek
anomalilere neden oldugu, yiiksek dozlarda genetik mutasyonlara ve ozellikle sinirsel

noropatilere sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica ACR maruziyetinin germ hiicre
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mutajenitesinden dolay1 reprodiiktif toksisiteye, gelisim bozukluklarina ve farkli organlar

tizerinde etkili oldugu ve diyet ile ACR maruziyetinin meme kanserini indiikledigi rapor
edilmistir.”-2
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Sekil 2.4. CYP2E1 oksidasyonu sonucu ACR’nin Glycidamide metabolize olmasi

2.3.5. ACR Norotoksisitesi

ACR monomerlerinin endiistrilerde yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 maruz
kalan kisilerde ataksi (a¢ik alanda yiiriime anormallikleri), iskelet kas1 zayiflig1 (6n ve
arka bacak kavrama giiclinde azalma), hind limb paralizis (arka bacak felci), bilissel
bozukluk ve ekstremitelerde uyusma ile karakterize benzer norotoksik belirtilerin

goriildiigiic ve mesleki maruziyetin sonucunda olustugu kanisina varilmistir. ACR
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monomerleri ile yapilan deneysel ¢aligsmalar sonucu laboratuvar hayvanlarinda goriilen
belirtilerin insanlar ile ayn1 nérotoksik septomlara sahip oldugu bildirilmistir.'? ™
Yapilan morfolojik caligmalar sonucunda ACR ndrotoksisitesinin cerebellar
purkinje hiicre 6liimii, distal akzonlarin ve sinir terminallerinin dejenerasyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir. ACR bilesiginin hasara neden olan birinci bolgesi sinir terminalleri
oldugunu, norotoksisitenin MSS ve PSS’de bozulmus sinaptik iletimin bir sonucu olarak
gelistigi bilinmektedir. Ayrica yapilan ¢calismalarda ACR’nin spesifik proteinler tizerinde
sistein kalintilar ile segici eklentiler olusturarak presinaptik ndrotransmitter salinimin,
membrana yeniden alimini ve vezikiiler depolamay1 bozdugu gosterilmistir.?l > ACR,
birgok kimyasal veya kimyasallarin metabolitleri gibi, biyolojik makromolekiiller
(6rnegin enzimler, DNA) iizerinde elektronca zengin (niikleofilik) kalintilarla kovalent

baglar olusturarak sitotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir.®®

ACR ile yapilan
elektrofizyolojik calismalar sonucunda deney hayvanlarinin omurilik birincil afferent
sinir terminallerinde, perifer noromiiskiiler baglantilarinda ve otonom sinapslarinda
nérotransmisyonun bozludugu gosterilmistir.* 8 Ozellikle ACR norotoksisitesinin
olusumuna neden olan iki yol oldugu c¢alismalarda bildirilmektedir. Birincisi, kinesin
bazli hizli akzonal transportun inhibisyonu, ikincisi ise norotransmisyonun dogrudan
inhibisyonudur.® ACR nérotoksisitesinin mekanizmalari hala arastirma konusudur. Beyin
hiicrelerinde gelisen sitotoksisitenin ve hiicresel hasarin mekanizmalar1 iizerine bir¢cok
calisma ele alinmistir. Ozellikle gidalardan kaynaklanan ACR’nin toksik ve kanserojen
etkili olmasi nedeniyle bu konu iizerinde calisilmasi daha da 6nem kazanmaktadir.
ACR’nin ilk klinik septomlar1 el ve ayaklarda uyusma, yorgunluk, kas zay1flig1 ve motor
hareketlerde diizensizlik ile iliskili oldugu i¢in davranissal, lokomotor aktivite ve agik

alan testleri de ACR maruziyeti sonucu yapilan analizler arasindadir. Aragtirmacilar agik

alan degerlendirmelerinde, ylirlime analizinde, kavrama kuvvetinde, arka bacaklarda
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oynamada ve koordinasyonda ataksiyi oOl¢mek i¢in davranig analizlerini
kullanmaktadirlar.®® 8  Aragtirmamizda, ACR uygulanmasi sonucu gelisen motor
aktivitelerindeki degisimin lokomotor aktivite iizerindeki etkisi, ayrica ndrotransmitter
diizenleyici enzimler olan AChE, MAO enzimlerindeki artis, 6zellikle MSS’de hasar
sonucu artan GFAP ekspresyonlari arastirildi. Noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve ROS
artist ile gelisen oksidatif stres parametrelerinin artisi, ayrica DNA hasar ile iligkili
mekanizmalar lizerindeki etkileri de ele alindi. Oksidatif stres, néroinflamasyon ve ER’de
gelisen stress sonucu olusan apoptozisin; ACR’nin hiicresel mekanizmalar1 tizerinde ne
denli etkili oldugu ve bu hasar1 azaltmak i¢in MEL hormonunun etkileri incelendi.

2.4. Lokomotor Aktivite (LMA)

Metodolojik farkliliklara gore Dbelirlenmis anksiyete ve norodejeneratif
bozukluklarinin kiiresel yayginligi olduk¢a yiiksektir. Diinya c¢apinda ¢alisma
yontemlerinde onemli farkliliklar olmasina ragmen, anksiyete benzeri bozukluklarin
yayginligr Afrika'da en diisilk ve Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Asya ve Bati
Pasifik'te daha yiiksektir. Tiim bolgelerde kadinlarda erkeklere gore prevalans yaklagik
1,75 kat daha ytiksektir. Anksiyete bozukluklari, diinya ¢apinda 6liimciil olmayan saglik
kayiplarina en ¢ok katkida bulunan hastalik grubu arasindadir. Bu nedenle yeni ve etkili
terapotiklerin gelistirilmesi ve norodejeneratif hastaliklar ile iligkili calismalar da
artmaktadir.® Deneysel calismalarda gdzlemlenen stresin, beyin islevi iizerinde giiglii bir
etkiye sahip oldugu ve hem kisa hem de uzun vadeli davranmig degisikliklerine yol
acabildigi bilinmektedir.®® Bu sekilde gelisen streslere hiicresel ve davranissal yamit her
zaman igerige baghdir ve cesitli cevresel faktorler bireyin strese tepkisini
sekillendirebilir.” Deney hayvanlarinda en sik kullanilan davranissal testlerden biri, yeni
cevreleri kesfetmeye ve parlak/acik alanlardan korkuyla kapali koyu alanlara kagmak ve

sinme seklinde olan agik alan testidir. Agik alan testi ilk olarak Calvin Hall tarafindan
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1930’larda kemirgenlerde bir hastalik indeksi olarak diskilamay1r 6lgmek igin
gelistirilmistir.

Acik alan testi, kemirgenlerde hareket, kaygi ve timarlama ve yetistirme gibi
onemli davraniglar1 analiz etmek i¢in kullanilir. Ratlar igin, test alan1 normalde 42x42
cm? bir polivinil kloriir (PVC) kutusundan olusur ve kutunun merkezi ve cevresel
alanlarmin i¢ini ve etrafindaki hareketi izlemek icin bir kamera kullanilir. Hareketteki
degisiklikler, degisen norolojik siireglerin gostergesi olabilir ve bu nedenle anormal beyin
islevini yansitabilir. Ek olarak, bu test bir hayvanin genel sagligini ve refahin
degerlendirmek i¢in de kullanilabilir. Saglikli olmayan hayvanlar bolge iginde daha az
hareket etme egilimindedir. Stresli ratlar agik alanda daha az aktivite ve artmis stereotipik
davranig gosterir. Bu tiir davraniglar, tekrarlayan, degismeyen ve goriinliste amagsiz
olanlar1 icerebilir. Duvarlara yakin durmay1 ve ¢evrede daha ¢ok seyahat etmeyi tercih
eden ratlar, anksiyete benzeri davranis belirtileri gosteren tigmotaksi (kati bir nesneye
dogru hareket) olarak tanimlanabilir. Daha diisiik kaygili ratlar, kutunun merkezi, agik
alaninda daha fazla zaman gecirme egiliminde oldugu sekilde de gosterilmistir. Sekil
2.5°te%8 gosterildigi gibi sol taraftaki kafeste bulunan rat daha ¢ok strese maruz kaldig
icin kat1 bir nesneye dogru yonelerek zaman gecirmistir. Sag kafesteki rat ise agik alanda
daha fazla zaman gecirmektedir. Bu gostergeler bize hayvanlarda genel motor aktivite ya

da lokomotor aktivite hakkinda énemli bilgiler vermektedir.%® %1

Sekil 2.5. Lokomotor aktivite ve anksiyete benzeri davraniglari 6lgmek i¢in kullanilan
acik alan testi
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Genel motor aktivite ve davranig lizerindeki etkilerinin analizi, bilimsel ¢alisma
alanlarinin merkezinde yer almistir. Aslinda, belirli agilardan motor aktivite ¢alismalari,
ilaglarin veya bilesiklerin davranig tizerindeki etkilerine iliskin bilginin temelini
olusturur. Son yirmi yilda uyaricilar, opiatlar, benzodiazepinler ve diger ilag siniflari
hakkindaki bilgilerin ¢ogu, bu tekniklerin kullanimiyla elde edilmistir. Motor aktivite
veya kesif aragtirmasinin bazen basit veya bilgilendirici olmadigi diisiiniilse de, bu
davraniglardaki degisiklikler, 6grenme ve hafiza, 6diil veya korku tepkileri gibi daha
spesifik siiregleri incelemeyi amaglayan paradigmalar i¢in Onemli sonuglara sahip
olabilir. Bunedenle, incelenen bilesigin genel motor aktiviteyi nasil etkilediginin farkinda
olunmasi zorunludur. Kemirgenlerin spontan motor aktivitesini ve kesfini etkileyen
birgok faktor vardir ve bu davranislari 6l¢menin bir¢ok yolu vardir. Lokomotor terimi,
bir konumdan digerine hareket anlamina gelir. Kemirgenlerde, uzaysal arastirmanin
onemli bir bileseni harekettir (ambulasyon olarak da adlandirilir) ve agikca bu aktivite,
ratlarin spontan davranig repertuarinda en belirgin olanlardan biridir. Bununla birlikte
hareketin, bir hayvanin gevresinin kesfi ile iliskilendirilebilmesine ragmen, bu davranigin
mutlaka ger¢ek kesfi yansitmayabilecegini belirtmek Onemlidir. Bagka bir deyisle,
lokomotor aktivite, kesfetme diirtlisiiniin yan1 sira ¢esitli faktorlerden de etkilenebilir.
Bilesiklerin veya ilaglarin spontan motor davranislar tizerindeki etkilerini test ederken,
bu ilk noktanin farkinda olmak onemlidir. Kesif, duyusal siirecleri, arastirmay1 ve yeni
uyaranlara yanit vermeyi ve bilgi toplamay1 igeren karmasik bir biligsel siirectir. Ornegin,
merakli bir hayvan olan rat aktivite monitoriine ilk kez yerlestirildiginde, ¢evresini
kesfedecektir. Hayvanin ¢evresel uyaranlarla temasa gegmesine hizmet eden hareket,
yetistirme, koklama ve kafay1 diirtiicii tepkilerle mesgul olacaktir. Motor aktivite kesif
diirtiisii, donma veya diger korkuyla ilgili davraniglar, hastalik, sirkadiyen dongiideki

goreceli zamandan ve diger bircok degiskenden etkilenebilir. Acik alan testi ayrica
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bilesiklerin yatistirici, toksik veya uyarict etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilan ¢ok
yaygin bir testtir.?" 92

Genis endiistriyel, farmasotik ve tarimsal uygulamalart olan bircok kimyasal
bilesik, insanlarda ve deney hayvanlarinda kilo kaybi, iskelet kas1 zay1flig1 ve ataksi (agik
alanda yliriime anormallikleri) gibi bir ¢ok norotoksik sendrom olusturmaktadir. Cok
yaygin olarak kullanilan bir bilesik olan ACR maruziyetinde, ataksi, iskelet kas1 zay1fligi
(6n ve arka bacak kavrama giiclinde azalma), hind limb paralizis (arka bacak felci),
biligsel bozukluk ve ekstremitelerde uyusma ile karakterize benzer nérotoksik belirtiler
goriiliir. ACR’nin sinirlerde distal akson yaralanmasi, merkezi ve perifer sinir sistemleri
ile iligkili hasar olusturdugu bilinmektedir. Bu tip toksik noropatiler, distal akson
bolgelerinin ¢ok odakli sismesi ve daha proksimal bdliimlerin dejenerasyonu ile
karakterize edilir. Ataksi ve iskelet kas1 zay1fligi, aksonopatilere neden olan kimyasallarin
irettigi ayirt edici norolojik kusurlar gibi goriinmektedir. ACR, distal aksonopati iireten
kimyasallar arasinda prototipik olarak kabul edilir.8® % % Calismamizda ACR’den
kaynakl1 néropatinin biyokimyasal ve molekiiler parametrelerdeki degisiklikler ile iligkili
norolojik dejenerasyonun, lokomotor aktivite iizerindeki etkileri ve bu parametreler
tizerine MEL’nin uygulamasinin olasi protektif etkileri aragtirildi.

2.5. Oksidatif Stres ve 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG)

Biyolojik sistemler i¢in hem olumlu yararlar1 hem de potansiyel olarak zararli yan
etkileri oldugu i¢in oksijen genellikle Janus gazi olarak adlandirilir. Reaktivite, oksijenin
yiiksek enerjili elektron transferlerine katilmasina izin verir ve dolayisiyla oksidatif
fosforilasyon yoluyla biiyiik miktarlarda Adenozin trifosfat (ATP) olusumunu destekler.
Cok hiicreli organizmalarda gerceklesen bu reaktivite protein, lipid veya DNA gibi
herhangi bir biyolojik molekiile saldirmay1 da yatkin hale getirir. DNA’ya saldirmasi

sonucu 8-OHdG miktarinda artisa neden olmaktadir. Sonug olarak, viicudumuz ROS’un
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stirekli oksidatif saldiris1 altindadir. Bu saldiriy1 genellikle dengede tutan karmasik bir
antioksidan savunma sistemi gelismistir. Ancak bazi durumlarda bu denge bozulabilir ve
oksidatif strese neden olabilir. Bu antioksidan sisteminin iiyeleri siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), glutatyon (GSH) enzimleri olabildigi
gibi endojen ve ekzojen molekiiller (E vitamini, glutatyon, iirat, bilirubin) de
olabilmektedir. Oksijen toksisitesinin olusturdugu oksidatif stres, prooksidan-antioksidan
dengesinde bir bozulma ile potansiyel hasara yol agan degisiklik olarak tanimlanir.
Oksidatif stresin bircok doku hasarinda, pekcok farkli bozuklugun patofizyolojisinde
merkezi bir rol oynadig1 artik kabul edilmektedir.®®

Oksidatif stresin anlagilmasinda prooksidan-antioksidan dengesi kavrami g¢ok
onemlidir. Bu dengenin her iki tarafindaki degisiklikler sonucu oksidatif stresin olustugu
yani anormal derecede yiiksek ROS {iretimi veya antioksidan savunmasindaki eksiklikler
sonucun da gelistigi bildirilmektedir. ROS, aerobik metabolizmanin potansiyel olarak
zararl yan triinleri olarak ilk kez dikkatleri ¢gekmis olsa da, artik bir¢ok hiicre i¢i sinyal
yolaginda ikincil haberciler olarak 6nemli roller oynadiklar1 kabul edilmektedir. Bu
nedenle prooksidan-antioksidan dengesindeki kiiglik degisiklikler hiicreigi veya
hiicredisinda degisikliklere yanit olarak homeostatik adaptasyonlara yol agabilir. Eger
daha biiyiik degisimler gézlemlenirse ve hasar onarilamaz ise fizyolojik olarak hiicrenin
oliimiine yol agabilir.%

2.5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren tiirler olarak
tanimlanir ve yiliksek reaktivitelerini veren bu eksik elektron kabugudur. Serbest
radikaller bir¢ok elementten tiretilebilir, ancak biyolojik sistemlerde en 6nemlileri oksijen
ve nitrojen igerenlerdir. Fizyolojik kosullar altinda, en yaygimn oksijensiz radikal

stiperoksit anyondur (O2" ) ve mitokondri ana kaynagi olarak kabul edilmektedir. Olusum
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hiz1, zincirde bulunan elektronlarin sayisi ile belirlenir ve bu nedenle, diyabette oldugu
gibi hiperoksi ve yiiksek glikoz kosullar1 altinda yiikselir. Normal kosullar altinda,
tiiketilen oksijenin % 2’si suya indirgenmek yerine mitokondride O;’ye donistiirtiliir.
Yiikiinden dolay1 O2” membran gegirimsizdir ve bu nedenle mitokondriyal matriks iginde
kalir.®” ROS miktar1 nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimleri,
sitokrom P450 ve diger oksido-rediiktazlar yoluyla da artabilir. Bu nedenle, ¢esitli
biiyiime faktorleri, ilaglar ve toksinler artan ROS olusumuna neden olur.%

SOD enzimleri ile hidrojen peroksit (H202) detoksifiye edilmektedir. H2O2 serbest
bir radikal degildir ve dolayisiyla O radikalinden daha az reaktiftir. Polar olmadigindan,
hiicre ve organel zarlarindan gegebilir ve bu nedenle sinyal iletim yollarinda ikinci bir
haberci olarak genis ¢apta hareket eder. Hidrojen peroksit, KAT ve GPx enzimleri
tarafindan suya detoksifiye edilir. Oz radikali ve H>O konsantrasyonlarindaki bir
dengesizlik ¢ok daha tehlikeli hidroksil iyonunun (OH™ radikali) olusumuna neden
olabileceginden, antioksidan enzimlerin birlikte hareket etmesi 6nemlidir. Bu reaksiyon,
Fenton reaksiyonunda serbest demir iyonlar1 tarafindan katalize edilir. Hidroksil
iyonunun tahmini émrii 10~° saniyedir ve hemen yakimindaki herhangi bir biyolojik
molekiille diflizyonla sinirli bir sekilde reaksiyona girer. Cok reaktif oldugu i¢in, OH"
radikalinin bilinen bir siipiiriiciisii yoktur.%°

2.5.2. Antioksidan Sistemi

Antioksidan sistem, enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sisteminin oksidan
saldirisin1 engeller. Enzimatik savunmalarin hepsinin ¢ekirdeginde, detoksifikasyon
islemi sirasinda elektronlar1 aktarirken farkli degerler alabilen bir gecis metali vardir.
SOD’un iki izoformu, O> radikalini H202, mitokondri ile sinirli manganez formuna ve
sitozolde bulunan bakir ve ¢inko formuna dondstiirtir. H2O» daha sonra, tetramerik bir

selenoprotein olan KAT veya GPx hareketleriyle suya parcalanir. Enzimatik olmayan
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savunmalar arasinda askorbat (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) bulunur.
Seruloplazmin ve transferrin ayrica serbest demir iyonlarini tutup, bdylece Fenton
reaksiyonunu ve OH" radikali {iretimini inhibe ederek nemli roller oynar. 1%

2.5.2.1. Enzim Yapisinda Olan Antioksidanlar

GPx, hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumludur. Molekiil agirliklart 85000
daltondur. Genellikle H202’in rediiksiyonu ile meydana gelen GSSG, glutatyon
reduktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a dontsiir. SOD, iki siiperoksid
radikalini hidrojen perokside doniistirmektedir. SOD’un sitozolik ve mitokondriyal
olmak iizere iki formu vardir. KAT, dort adet hem grubuna sahip hemoproteindir. KAT,
H202’1 oksijen ve H2O’ya ayirmaktadir. Bunlarin yani sira Glutatyon-S-Transferanslar
(GST) ve Mitokondrial Sitokrom Oksidazlar’da bulunmaktadir. GST sitozolde bulunan
yabanci maddelerin biyotransformasyonunda ¢ok onemli rolleri vardir. Mitokondriyal
sitokrom oksidazlar ise solunum zincilerinin en son enzimi goérevini yaparak buradaki
reaksiyonlar1 katalize eder.1%

2.5.2.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

GSH glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir¢ok 6nemli fonksiyona sahip
diisiik molekiil agirhginda bir tripeptittir. Birgok organizmada bulunan GSH sitozolde
bulunur ve en c¢oguda tiyoldur. GSH hiicrelerde ROS temizleyici olarak gorev
yaptigindan giiglii bir antioksidandir. Genellikle detoksifikasyon reaksiyonlarinda GST
icin kofaktdr ve ayrica gamaglutamil transpeptidazlar i¢in substrat olma o6zelligine
sahiptir. Bunun yaninda askorbik asit (vitamin C), E vitamini, karotenoidler, MEL ve
cesitli flanovoidler de enzim yapisinda olmayan antioksidanlar simifinda yer

almaktadirlar. 1%
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2.5.3. Lipid Peroksidasyon

Lipid peroksidasyonu redoks homeostasisindeki bozulmalar, ROS un asir1 iiretimi
veya hiicresel yanit olarak azaltma kabiliyetinin kayb1 nedeniyle oksitleyici molekiillerin
birikmesinden kaynaklanir. Her iki durumda da, biriken oksitleyici maddeler DNA'y1,
proteinleri ve lipidleri oksitleyebilir, bdylece yapilarini, aktivitelerini ve fiziksel
Ozelliklerini degistirebilirler.

Lipitler, hiicresel yapiy1 koruyan ve hiicrelerin islevini kontrol eden hiicre
zarlarinin temel bilesenleridir. Oksijen serbest radikalleri gibi ROS saldirisinin birincil
hedefleridir ve lipidin oksidasyonu cesitli patolojik durumlarla iliskilidir. Lipitler,
hiicresel zarlarin biitiinliigiiniin korunmasindan sorumlu olduklarindan, lipidlerin yogun
peroksidasyonu, lipid zarlarin birlesimini, yapisini ve dinamiklerini degistirir. Oldukga
reaktif bilesikler olarak, lipid peroksitler ayrica daha fazla ROS’u arttirabilirler.X Lipid
peroksidasyonu, lipidlerin pargalanmasi ile konjuge dienler ve lipid hidroperoksitler gibi
cok ¢esitli birincil oksidasyon {iriinlerinin olusumuna neden olur. Ayrica malondialdehit
(MDA), F2-izoprostan gibi ikincil oksidasyon iiriinlerinin olusmasina da yol agar. 101102

ACR toksisitesi hem deney hayvanlarinda hem de insanlarda kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Serbest radikallerin ve ROS’un iiretimi ve uzaklastirilmasi arasindaki
dengesizlik, bazi ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynayan oksidatif stresi
artirir. Ayrica ACR ile indiiklenen norotoksisite ¢aligmalarinda, sinir sisteminde lipid
peroksidasyonunu indiikledigi ve antioksidan kapasiteyi diislirdiigii bildirilmistir. Bu
nedenle oksidatif stres, ACR ile indiiklenen toksisitede 6nemli rol oynar. ACR’nin in
vitro nérotoksisite modellerinde de ROS iiretimini indiikledigi gosterilmistir,103-15
2.5.4. 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG)

Genetik materyalin molekiiler yapisinda meydana gelen her tiirlii degisikliklere

DNA hasar1 adi verilmektedir. Bu DNA hasr1 ya endojen ya da ekzojen kaynakli
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gelisebilmektedir. Bu yiizden DNA siirekli ¢evresel olarak bir tehtit altindadir. Hiicresel
yasam dongiisiinde meydana gelen mutasyonlar, yaslanma ve kanser gibi etkiler hiicre
oliimlerine neden olmaktadir. Ozellikle ROS tan kaynakli DNA hasarida olusmaktadir.
ROS kaynakli 20°den fazla bazin hasar1 sonucu DNA hasar1 olusmaktadir. Bu bazlarin en
onemlisi 8-OHdG, oldukga hassas ve oksidatif stres artigi sonucu paralel olarak artan ve
yartlanma Omrii olduk¢a kisa olan oksidatif DNA hasar1 parametresidir. Guanin bazi
DNA bazlari igerisinde yapisal olarak zayif ve oksidasyona egilimli baz tipidir. 8-OHdG,
DNA yapisinda ROS’un olusturdugu 20°den fazla oksidatif baz hasarlanma tiriinlerinden
bir tanesi olup; guanine ait sekizinci karbon atomuna bagli hidroksil radikalinin yaptig1
indiiksayonlar sonucu meydana gelen oksidatif DNA hasarmin en Onemli
belirteclerindendir. Hidroksil radikeli ile reaksiyona girerek DNA {iriin radikali olan 8-
OHdG’e okside olmaktadir. DNA replikasyonlar1 meydana geldiginde baz degisimleri
sirasinda mutasyon olasihigini arttirmaktadir.2%1% By yiizden DNA’da meydana gelen
hasarin belirlenmesinde en ¢ok calisilan yontemlerden biri olmustur. Cesitli kimyasal
maddelerin 8-OHdG seviyelerinde artisa neden oldugu da bilinmektedir. Etil alkol,
asbest, sigara ve kadmiyum gibi maddelerinde deneysel olarak uygulanmasi 8-OHdG
diizeyinde artisa neden olmaktadir.1%

2.6. Noroinflamasyon ve Neuronal Nitrik Oksit Sentaz

Mikroglialar, bir organizmanin savunmasinda ve doku onariminda kritik bir rol
oynayan Yyerlesik beyin makrofajlaridir. Beyin inflamasyonunda ve inflamasyonlu
norodejeneratif hastaliklarda anahtar hiicrelerdir. Noroinflamasyon, multipl skleroz,
alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi ve narkolepsi gibi bir¢ok ndrodejeneratif
hastaligin  6nemli bir o6zelligidir. Noroinflamasyonun ilk belirtisi mikroglia
aktivasyonudur. Mikroglia patojenler, doku hasari, anormal stimiilasyon, norotoksinler,

enfeksiyon veya yaralanma varliginda aktive olurlar. Bu durumda, saglikli néronlara

36



fiziksel olarak, fagositoz yoluyla veya salgilanan apoptoz faktorleri yoluyla bile
saldirabilirler. Aktive olduktan sonra mikroglialar toplanir, cogalir, goc ederler.
Interleukin 1-beta (IL-1B), tiimor nekroz faktdr alfa (TNF-a), interleukin-6 (IL-6),
siklooksijenaz-1 (COX-1), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve ROS potansiyel olarak noronal
disfonksiyona, hiicre 6liimlerine neden olan norotoksik bilesikler gibi gesitli oksidanlari
indiiklemektedir. Aktive olmus bir mikroglia hiicresi ndronlart 6ldiirebilir
(norodejeneratif rol), ayn1 zamanda patojenleride Oldiirebilir veya ortadan kaldirabilir
(noroprotektif rol). Tiim okaryotik hiicrelerde enfeksiyonlar, enflamatuar sitokinler ve
coklu stres durumlari dahil olmak iizere hiicre dis1 sinyallerin ¢ogu niikleer faktor kappa
B (NF-xB)’yi aktive edebilir. NF-xB, inflamasyon, apoptoz, immiinite, hiicre sagkalimi
ve kanser dahil olmak iizere bir¢ok siireci kontrol eder. Immiin ve inflamatuar yanit
genlerinin indiiklenebilir ekspresyonunu diizenler. Noronlarda NF-kB’nin aktivasyonu,
hiicrelerin hayatta kalmasini desteklemektedir. Ote yandan, glial hiicreleride NF-«xB
aktivasyonu ve nérodejeneratif olan inflamatuar siireclerde énemli bir rol oynar.*'!

Ayni hiicrede bulunan bir sitokin, hem poliferasyonu saglayabilirken hemde
hiicrenin 6lim yolaklarint ve hayatta kalma sinyallerini verebilir. Mikroglialar TNF-o
sinyallesmesi ve bunun hem inflamasyon hemde apoptozisin diizenlenmesi ile iliskilidir.
Hipokampal néron apoptozunun derecesinin TNF-a mRNA seviyeleri ile iliskili oldugu
ve apoptotik yolaklarin baslamasi i¢cin TNF-a konsantrasyonu i¢in bir esik gerekmesi
thtimali oldugu bilinmektedir. Noronal hasar olustugunda IL-1B ve TNF-a seviyelerinde
bir artisa neden olmaktadir. Baslangicta inflamasyon genellikle TNF-a, IL-1p ve IL-6
gibi proinflamatuar sitokinler ve ayrica adezyon molekiillerinin salinmasiyla
baglamaktadir. Buda kan beyin bariyerinde bozulma ile adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu diiziinleme ve nitrok oksit (NO) gibi toksik maddelerin diifiizyonunu

arttirabilmektedir. TNF-a, hiicre i¢i bir 6lim kaskadmi tanimlayan homolog bir

37



sitoplazmik sekans igeren reseptorlerin aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikleyebilen ¢ok
potansiyelli, enflamatuar bir sitokindir. IL-1p i¢in ise IL-1p reseptorii olan IL-1R1
aracilik etmektedir. TNFR1 aktivasyonu, molekiiler bir mekanizma saglayarak, kaspaz 3
(Cas-3) aracili bir yolla ndronlarin hizli apoptozuna neden olabilir. Noronal 6limde yer
alan apoptozun membran reseptér mekanizmalari, ER stresi yolaklari, NF-xB ve
kaspazlar gibi hiicre i¢i 6lim sinyali komplekslerini i¢ceren kompleks bir mekanizmaya
sahiptir. Beyindeki protein yiikiiniin homeostatik dengesini  korumak ve
norodejenerasyon gelisimini 6nlemek i¢in fagositoz ve anormal veya fazla proteinlerin
temizlenmesi icin etkili, aktif bir islem gereklidir. Bir¢ok proapoptotik yolla,
noroinflamasyon sirasinda asirt miktarda iiretilen sinyal molekiilleri aracilik eder, bu da
noroinflamasyonun ndronal apoptozu dogrudan etkileyebilecegini ve mikrogliay1
etkinlestirebilecegini diisiindiiriir.!111°

Serbest gaz halindeki bir sinyal molekiilii olan nirtik oksit (NO), sinir ve bagigiklik
sistemini diizenler. NO oncii L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan
sentezlenmektedir. NOS’un ii¢ izoformu vardir; NO firetimini agiklayan NOS, yani
noronal nitrik oksit sentaz (NNOS), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) dir. Noroinflamasyonun, néronal apoptozu
dogrudan etkilemesinin bagka bir yolu da NO reaksiyonunu katalize eden iNOS
tarafindan indiiklenmesidir. Artan NO seviyeleri alzheimer, parkinson ve ALS dahil
olmak tizere norodejeneratif hastaliklara neden olan proteinlerin nitrasyonu sonucu
gelisebilmektedir. Patolojik kosullar altinda ve nérotoksik ajanlara maruz kaldiktan
sonra, artan miktarlarda siiperoksit anyonu ve NO gortilebilir. Bu da beyinde nitroksidatif
strese neden olur. NO ve siiperoksit anyonun bir arada bulunmasi, ndronal hiicre

Olimiinin daha fazla gerceklestigi ve sitotoksik ajanlarin buna neden oldugu

bilinmektedir,116-118
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2.7. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Noronal Apoptozis

2.7.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER) hiicrede bulunan, ag benzeri bir yapiya sahip, tiipler,
vezikiiller ve sisternalardan olugmus bir organeldir. Bu organelin ¢esitli fonksiyonlar
vardir. Membran proteinlerinin veya bir membran i¢inden gegerek salgilanacak olan
proteinlerin ¢evrimi yani islenmesi, katlanmas1 ve tasinmasi gibi; kalsiyum, bazi lipit ve
makromolekiillerin depolanmasi seklinde ¢ok énemli gorevleri vardir. Keith R. Porter,
Albert Claude ve Ernest F. Fullam tarafindan 1945 yilinda elektron mikroskobu ile
yaptiklar1 ¢aligmalarda hiicrenin sitoplazmasinda dantel goriiniimiinde bir ag yapisina
sahip oldugunu saptamislardir. Bu yapinin hiicrede ektoplazmada goziikmediginden
dolay1 buna aragritmacilar ER adimi vermislerdir. ER iizerinde tasidiklari ribozom
yapilarina gore isimlendirilmektedir. Ribozom tasiyan ER’ye graniilli ER, robozom
tastimayan ER ise graniilsiiz ER ad1 verilmektedir.!*°

Hiicre c¢ekirdeginden gelen genetik sifre ile ER {izerinde bulunan ribozomlarda
iiretilen proteinler sentezlendikten sonra bircok amag i¢in kullanilirlar. Proteinler
ribozomlarda sentezlendikten sonra fonksiyon kazanabilmeleri i¢in ER’da ii¢ boyutlu
yapilara katlanmasi gerekmektedir. Fakat hiicre igerisinde yeni sentezlenen proteinler
potansiyel olarak toksik olabilecek anormal katlanma ve agregasyon riski tasimaktadirlar.
Bu yanlis katlanmay: Onlemek ve agregasyonu azaltmak icin c¢esitli mekanizmalar
gelistirilmistir. ER’da bulunan saperonlarin artis1 ve {i¢ sinyal yolaginin aktivasyonu
yoluyla yanlis katlanmig veya katlanmamis proteinler ortadan kaldirilmaya ¢alisilir. Eger
bu dnlenemezse ER’da stres meydana gelerek bu saperonlar yardimiyla hiicre apoptazise
gotiiriilir. Bu seklide siirekli bir denetim mekazimst ile protein homeostasisi saglanmaya

calisiimaktadir.'%
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Optimum protein katlanmasi i¢in ATP, Ca®* ve disiilfit bag1 olusumuna izin veren
oksitleyici bir ortam dahil olmak iizere ¢esitli faktorler gereklidir. Bu 6zel ortamin bir
sonucu olarak, ER hiicresel enerji seviyelerini, redoks durumunu veya Ca®
konsantrasyonunu bozan streslere kars1 oldukga hassastir. Bu tiir stresler, ER stresi olarak
adlandirillan katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine neden olurlar.
Bu nedenle ER’nin protein katlama kapasitesinde bir azalma meydana gelir. Protein
agregasyonu hiicreler icin toksiktir ve sonug olarak iskemi, ndrodejeneratif hastaliklar ve
diyabet dahil olmak iizere ¢cok sayida patofizyolojik durum ER stresi ile iliskilidir.'?!

ER stresinin zararli etkilerini azaltmak i¢in UPR olarak adlandirilan bir
mekanizma aktiflesmektedir. Bu uyumlu ve karmasik hiicresel tepkiye, iic ER
transmembran reseptori aracilik eder: PERK, ATF6 ve IRE1’ dir. Normal hiicrelerde, ii¢
ER stres reseptorii, ER saperonu GRP78 araciligiyla aktif olmayan bir durumda tutulur.
Katlanmamis proteinlerin birikmesi tlizerine, GRP78 bu reseptorlerden ayrilarak
aktivasyonlarina yol acar ve UPR aktfi hale gelir. Sekil 2.6.” da'?? goriildiigii gibi UPR,
katlanmamis proteinlerin birikimini azaltmak ve normal ER isleyisini eski haline
getirmek icin hayatta kalma yanls1 bir siireci baslatir.?® Bununla birlikte UPR, ER’de
asirt  katlanmamig protein birikimini ¢b6zemezse, bu {i¢ sinyal yolagindan ER
saperonlarinin ekspresyonunda artisa neden olarak hiicrede inflamasyon ve apoptotik
yollar1 etkinlestirir.®> UPR olusturmada o6nemli bir sinyal yolu olan PERK-elF2a
yolagimin CHOP ekspresyonunu arttirmast hem in-vitro hem de in-vivo néronal apoptotik
hiicre 6liimiinde onemli bir rol oynamaktadir.?® Ayrica IRE1 yolagindan JNK’nin
aktivasyonu ile inflamasyon uyarilmakta ve ATF6 yolagindan ise CHOP aracil

apoptozisin uyarildigi bilinmektedir.?’
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2.7.1.1. PERK Sinyal Yolag:

GRP78’in PERK’ten ayrilmasi, kinazin dimerizasyonu Ve otofosforilasyon
yoluyla aktif PERK meydana gelir. Aktive edildiginde, PERK o6karyotik translasyon
baglatma faktorii olan elF2a’y1 fosforile ederek inaktif hale getirir. Fosforilasyon
olduktan sonra elF2a protein translasyonunun inhibisyonuna yol acar. Protein
translasyonunun inhibisyonu, ER’ye gelen yeni olusan proteinlerin yiikiinii azaltarak
hiicrenin hayatta kalmasina yardimei olur. Aslinda PERK knockout fare embriyonik
fibroblastlari, ER stresini indiikleyen ajanlar ile yapilan c¢alismalarda, protein
translasyonunun bloke edilmedigi ve hiicre Olimlerinde artisin  gozlemlendigi
bildirilmistir.'?®

Bununla birlikte, bazi mRNA’lar, aktive transkripsiyon faktoriinii (ATF4)
kodlayan mRNA’larin aktivasyonuna neden olur. ATF4 proteini, UPR’de yer alan birkag
genin promotorlerini diizenleyen bir transkripsiyon faktorii ailesinin bir tiyesidir. ATF4,
amino asit metabolizmasinda, redoks reaksiyonlarinda, stres tepkisinde ve protein
salgilanmasinda yer alan genleri indiikleyerek hiicrelerin hayatta kalmasimni destekler.
Bununla birlikte, ATF4 tarafindan indiiklenen genlerin tiimii antiapoptotik degildir. Sekil
2.6.’da gortldiigii gibi indiiksiyonu ATF4’e giiclii bir sekilde bagli olan CHOP’iin
apoptotik hiicre oOliimiinii destekledigi iyi bilinmektedir. Sonug¢ olarak, PERK’in
aktivasyonu baslangicta koruyucudur ve hafif stres sirasinda bile hayatta kalmak i¢in ¢ok
onemlidir. Bununla birlikte, PERK’in aktivasyonu, hayatta kalma yanlis1 sinyalinden
6lim yanlis1 sinyallemeye gegisin dnemli bir unsuru olan CHOP’un indiiklenmesine de

yol agar.'?*
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2.7.1.2. ATF6 Sinyal Yolag:

ATF6 bazi proteinlere baglanabilen ER’da sitozolik domainli tip II transmembran
proteinidir. GRP78, ER membranindan inaktif durumda tuttugu {i¢ sinyal yolagin1 stres
durumunda aktiflesrirmek i¢in ayrilir. GRP78'in serbest birakilmasi, ATF6’y1
oligomerize etmek yerine golgi aygitina yer degistirmesi i¢in serbest birakir. Golgiye
gecen ATF6 burada yerlesik proteazlar (site-1 ve site-2) tarafindan bir jukstamembran
bolgesinde bdoler, sonra bu transkripsiyon faktoriinii sitozole birakir. Bazi genlerin
translasyonunu diizenlemek, bazi saperonlari aktiflestirmek icin hiicre ¢ekirdegine gegisi
saglanir. Cekirdege gegen ATF6 daha sonra promotorlerinde bir ER stres yanit elemani
(ERSE) bulunan genleri indiikler. Bu genler GRP78, GRP94, protein disiilfid izomeraz
gibi ER saperon proteinleri, CHOP ve X-box-binding protein (XBP1) de ATF6 tarafindan

¢ekirdekte indiiklenir, 12 126
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2.7.1.3. IRE1 Sinyal Yolag:

IRE1, GRP78 tarafindan aktif hale getirildiginde ER membraninda benzer sekilde
oligomerize olur. IRE1, hem serin treonin kinaz hem de bir endoriboniikleaz alan1 igeren
tip I transmembran proteinidir. IRE1 aktif hale geldikten sonra XBP1 mRNA’sindan 26
niikleotidlik bir intronu uzaklagtirarak onu transkripsiyon faktorii olan bir proteini
tiretmek tizere aktif hale getirir. Olusturulan bu ¢erceve kaydirma ekleme varyanti formu
(splicied XBP1) sXBP1°dir.'?” sXBP1 kararli aktif bir transkripsiyon faktoriidiir. SXBP1,
ER saperonlari, heat shock protein 40 (HSP40) ailesi ve bunun bir iiyesi olan p58IPK da
dahil olmak tiizere ¢esitli hedeflere sahiptir. PS8IPK, PERK’i baglayarak inhibe eder,
boylece PERK aracili translasyonel blogu durdurulmus olur. Bu noktada, UPR basarili
olmussa, ER normal isleyisine doner ve hiicre hayatta kalir; bununla birlikte, stres devam
ederse, P58IPK tarafindan translasyon blogunun hafifletilmesi, proapoptotik proteinlerin
sentezine izin verebilir. Bunun sonucunda da ATF4’iin ve CHOP’un artis1 ile apoptotik
siire¢ baslatilabilir.?® IRE1-XBP1 yolaginin, ER saperonlarmin ve PS58IPK’nin
indiiklenmesi yoluyla hayatta kalma yanlisi etkilere sahip gibi goriinmesine ragmen,
apoptotik hiicre 6liimii ile sonuclandig1 gdsterilmistir.*?°

Ayrica PERK ve ATF6 aracili yolaklar, IRE1’in aktivasyonundan once stresi
cozmeye calisir. Bir kez etkinlestirildiginde, IRE1 baslangicta XBP1’1 birlestirerek
UPR’ye yardim eder, ancak nihayetinde P58IPK’yi indiikleyerek translasyon
inhibisyonunu hafifleterek onu sonlandirir. Bu noktada, ya hiicre normal iglevine doner
ya da stres devam ederse, IRE1, ASK1 ve JNK yolaklar ile farkli bir yolaktan apoptozu
indiikler.*30 131
2.7.1.4. CHOP Aktivasyonu
Biiylimeyi durdurma ve DNA hasart ile indiiklenebilir gen 153 (GADD153) olarak

da bilinen CHOP, baslangigta DNA hasarina tepki olarak tanimlanmistir. CHOP
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indiiksiyonu muhtemelen ER stres kosullarina en duyarli olanidir. CHOP ekspresyonunda
bir artigin apoptozise neden oldugu bilinmektedir. CHOP’ un dinlenme durumundaki
hiicrelerde ekspresyon seviyesi ¢ok diistiktiir. Fakat ER strsi durumlarinda en yiiksek
seviyelerde indiiklenebilen genler arasinda yer almaktadir. ER stresi sirasinda, UPR’nin
ti¢ yolagindan da CHOP transkripsiyonu indiiklenebilir. Bununla birlikte, CHOP protein
ekspresyonunun artigini regiile etmek i¢cin UPR’nin PERK—¢IF20—ATF4 yolag: esastir.
CHOP, transkripsiyon ve translasyon diizeyinde aktivitesini artiran inflamasyon ve
oksidatif stres yolaklarida mevcuttur.'*?

Bu nedenle, uzun siireli stres sirasinda, PERK ve IRE1 yollar1t CHOP {izerinde
birlesebilir ve muhtemelen birbirlerinin etkisini artirabilir. CHOP ile indiiklenen apoptoz
mekanizmasini inceleyen ¢alismalar Bcl-2, ER oksidorediiktin 1 (ERO1a) ve Tribbles ile
ilgili protein 3 (TRB3) dahil olmak iizere ¢cok sayida hedef gen tanimlanmistir. CHOP
esas olarak gen ekspresyonunu indiiklese de Bcl-2, CHOP tarafindan baskilanan bir
gendir. Bu baskilama sonras1 Bax indiiklenmekte ve apoptozis siireci baslatilmaktadir.13

2.7.2. Noronal Apoptozis

Apoptozis veya programlanmis hiicre 6liimii, dnemli bir doku homeostasisi olan
ve normal organ involiisyonu, immiin yanit ve embriyogenez dahil olmak {izere gesitli
biyolojik siireclerde ortak olan fizyolojik hiicre Oliimiinin oldukc¢a organize ve
diizenlenmis bir seklidir. Apoptozis, nekrotik hiicre 6liimlerinden farkli olarak morfolojik
niikleer degisikliklerle karakterize edilebilir. Apoptoz, hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlagmasi, DNA parcalanmasi, zar kabarmasi ve makrofajlar tarafindan hizla fago-
sitoza ugrayan apoptotik cisimlerin olusumu ile aktif, yiiksek diizeyde diizenlenmis bir
hiicre 6liimii seklidir. Nekroz tipik olarak, erken evrelerde hiicre i¢i organellerin kromatin
kiimelenmesi, sismesi ve sonraki evrelerde hiicre organellerinin ve zarlarinin

parcalanmasi ile karakterize edilen fizyolojik olmayan, diizenlenmemis hiicre 6liimiiniin
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patolojik bir seklidir. Ozellikle, nekroz sirasinda, dis hiicresel membran bozulur ve hiicre
ici bilesenler, hiicreler arasi bosluga salinir, bu da bir inflamatuar yanitla sonuglanir.
Ayrica kaspaz kaskadlar1 aktive edilmez ve apoptozun morfolojik 6zellikleri yoktur.
Merkezi sinir sisteminde ndronal apoptozis, norogenezin ayrilmaz bir pargasi olan
fizyolojik bir siirectir ve anormal apoptozis, norodejenerasyonun patogenezinde rol
oynar. Apoptotik kontroliin kaybinin hastalik patogenezinin temelini olusturabileceginin
kabul edilmesi, apoptoz diizenlemesi veya indiiksiyon alanlarinda ¢ok fazla arastirmayi
tesvik etmistir. Hiicresel apoptoz, ekstrinsik ve intrinsik sinyaller tarafindan tetiklenen
kompleks bir siirectir. Ekstrinsik yol, ligandlarin baglanmasi {izerine bir oliim
reseptOriiniin  aktivasyonunu, proteinlerin  karismasi ve bir dizi protein-protein
etkilesimleri yoluyla sinyallesmesini icerir. intrinsik yol mitokondriyi ve proapoptotik
faktorlerin sitozole salinmasini ve ardindan kaspazlarinin aktivasyonunu igeren kompleks
bir siiregtir.!>*

Diisiik seviyelerde ROS hiicre sinyallesmesine katilirken, yiiksek ROS
konsantrasyonlar1 proteinlerin, lipidlerin ve DNA'nin oksidasyonu nedeniyle zararhidir.
Ayni zamanda kalict ROS iiretimi, hiicresel antioksidan savunma sistemlerini tehlikeye
atarak oksidatif stres ve apoptoz ile sonuglanir. ROS, mitokondriyal ve 6liim reseptorii
yollar1 araciligiyla apoptosisi baslatabilir. ROS mitokondriyal proapoptotik proteinlerin
yeniden salinimini ve Cas-3’lin aktivasyonunu indiikledigi gdsterilmistir. Hiicresel
redoks durumunun, ndronal hiicre apoptozisine aracilik etmede dnemli bir rol oynadigi
bilinmektedir.®® ROS sinyalinin sitokin kaynakli apoptoza aracilik ettigi de
bilinmektedir. TNF, makrofajlar tarafindan iretilen proinflamatuar bir sitokindir,
apoptozda ve norodejeneratif bozukluklar da dahil olmak {izere gesitli hastaliklarin
patofizyolojisinde en ¢ok ¢alisilan sitokindir. TNF’in reseptdriine baglanmasi, ROS'un

aracilik ettigi bildirilen NF-KB ve JNK sinyallesme yollarini aktive eder. Bu sinyal
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yollart daha sonra alt birimlerdeki proteinleri ve molekiilleri aktiflestirerek kaspaz
tiyelerini harekete gecirmektedir. Hem oksidatif streste hemde inflamasyonda bu durum
geri doniilmez apoptozis siirecinin baslatilmasina neden olacaktir.**

Bcl-2 protein ailesinin iyeleri (Bcl-2, Bax, Bak), apoptotik hiicre o6liimiiniin
onemli diizenleyicileridir. Mitokondriyal yolak ile apoptoziste oldugu gibi ER stresi
sonucu CHOP tarafindan indiiklenen apoptoziste Bcl-2 proteini tarafindan
diizenlenmektedir. ER stresi tarafindan indiiklenen apoptoziste Bcl-2 proteinlerinin
rolleri agik olmasina ragmen, ER stresinin nasil diizenledigi daha az bilinmektedir. Bax
ve Bak proteinleride ER stresi aracili apoptoziste ¢ok onemlidir. Bu proteinler
proapoptotik faktdrlerin salinimina neden olmakta ve ayrica Ca?* homeostasisini
diizenlemektedirler.!3

ER stresi meydana geldigi zaman sinyal yolaklar1 aktiflestikten sonra CHOP
indiiksiiyonu ile beraber ilk olarak Bax ve Bak ER membraninda konformasyonel olarak
degisikliklere maruz kalmaktadir. Bu degisikilik sonugta ER’den sitoplazmaya Ca2*
akisina yol agmaktadir. Sitozolde kalsiyum artisi ile beraber kalpainler aktive olmakta ve
kalpainlerde prokazpaz-12’yi keserek aktive etmektedir. Aktif kaspaz 12 ise prokaspaz
9’u aktiflestirerek boylece kaspaz kaskadlar1 aktive olarak geri doniisiimsiiz apoptozis
siireci baglamaktadir. Ikinci olarak da sitozolde bulunan kalsiyumu mitokondrinin
almasidir. Mitokondriyal membranda depolarizasyon olusarak sitokrom C salinimina yol
acmaktadir. Sitokrom C’de kaspaz 9 aktivasyonu ile kaskadlar1 aktive ederek apoptozisi
baslatmaktadir, 3" 138

Apoptoziste onemli bir role sahip kaspaz ailesi ER’ye baglantili bir sistein proteaz
ailesi tyesidirler. Bulunduklart hiicrelerde inaktif form olarak ve apoptozisin
indiiklenmesinden sonra aktif forma doniiserek gorev alirlar. Kaspazlar 12,9, 8,7, 6 ve 3

seklide tiirlerinin islevleri 6zellikle apoptoziste ve ER stresi ile ilgili ¢alismalarda da
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gosterilmigtir. Kaspaz 12 ER stresinde apoptozisin indiiklenmesinde anahtar rol oynayan
mediatoriidiir. Bu kaspazin aktivasyonu ER stres aracili apoptozisin olusmasina neden
olmaktadir. 13- 138

2.8. Melatonin (MEL)

Endokrin sistem, fizyolojik ve davranigsal siireclerdeki giinliilk ve mevsimsel
ritimleri, biyolojik islevlerin giiniin veya yilin belirli bir zamaninda gergeklesmesini
saglayan tiim canli organizmalarin temel bir 6zelligidir. Bunun en bariz 6rnegi, bir¢ok
hayvanin yalnizca giin 15181 saatlerinde veya karanlik saatlerde aktif olmalar1 ve giiniin
diger saatlerinde aktif olmamasidir. Hibernasyon, kiirk rengi degisiklikleri ve go¢ gibi
diger ritimler de 6rnek olarak verilebilir. Bu ritmik mekanizmanin ¢aligsma prensibi;

1) Cevresel 151k ipuglarini kaydeden ve ileten fotoreseptorler

2) Yaklagik 24 saatlik ritimler olusturan ve 6zellikle aydinlik-karanlik dongiisii
tarafindan tam olarak 24 saate siiriiklenebilen “saatler”

3) Bu 24 saatlik dongiiden sinyalleri alan ve bunlari bir hormonal veya
ndrohormonal tepkiye ¢eviren endokrin ve ndroendokrin efektdrlerdir. '

Pineal bez, uyku uyaniklik ritimlerini, mevsimsel foknsiyonlar1 kapsayan
seratonin tiirevli MEL hormonunun iiretildigi yerdir. Bu bez 3. ventrikiiliin arka tist
bolgesinden gelisir ve pineal sap1 ile bu bolgeye bagli kalmaktadir. Cok kiiciik yapist
olmasina ragmen oldukg¢a fazla kan alan pineal bezin vendéz dolagimi internal cerebral
venler tarafindan saglanir. Pineal bezin hormon salgist yapan ana hiicreleri pinelosit
hiicreleridir. Bu hiicreler ¢ok fazla miktarda sinaptik cisimcik tasimaktadir.
Pinelositlerden salgilanan MEL hormonu sistemik kan dolasimina veya serebrospinal
dolagima salgilanarak etkisini gostermektedir.®® MEL, baslangicta kurbaga ve balik
melanositleri iizerinde etkili olan bir cilt aydinlatict molekiil olarak kesfedilmistir.** Daha

sonra, MEL’in tiim omurgalilarda mevcut oldugu, pineal bez tarafindan ritmik olarak
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salgilandigi, sirkadiyen ve mevsimsel ritimlerin diizenlenmesinde rol oynadigi
bildirilmistir.*®* MEL’in birgok omurgali dokusunda sentezlendigi ve bakterilerden,
protozoalardan bitkilere, mantarlardan ve omurgasizlara kadar hemen hemen her yerde
bulundugu bilinmektedir.*®

Pineal bezde MEL sentezi, karanlik bilgisi retinadaki fotoreseptorler tarafindan
algilanip retinohipotalamik yolla hipotalamusta bulunan suprasiyazmatik cekirdege
iletilir. Burada olusan impluslar paraventrikiiler ¢ekirdege gectikten sonra medial 6n
beyin sapi ile retikiiler formasyonda birleserek omurilikte ki intermediolateral ¢ekirdege
gelir. Sempatik sistemin etkisi ile siiperior servikal gangliyona implus gecer. Buradan da
son olarak sempatik sinirler ile implus pineal beze bilgi ulastirir. Sempatik sinirler
pinelosit hiicrelerinin terminallerinde ritmik olarak degisen 1s18a gore norepinefrin
salgilarlar. Daha sonra norepinefrin beta adrenarjik reseptorleri vasitasiyla siklik
niikleotid sistemini uyarir. MEL sentezi i¢in gerekli aminasitlerden olan triptofan, pineal
bez tarafindan plazmadan alinir ve pinelositlerde hidroksilllenerek 5-hidroksitriptofani
olusturur. 5- hidroksitriptofan, 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi ile karboksil
grubunu kaybederek 5-hidroksitriptamine yani seratonine doniistiiriir. Seratonin kan
beyin bariyerini gegemedigi i¢in N-asetiltransferaz enzimi araciligiyla N-asetilseratonine
doniistiiriiliir. N-asetilseratonine hidroksiindol-o-metiltransferaz enzimi araciligi ile N-
asetil-5-metoksitriptamine (Sekil 2.7.24%) yani MEL’e déniistiiriiliir.**! Sempatik sistem
aktivasyonu ile artan norepinefrin beta adrenerjik reseptdrler araciligi ile cAMP’yi
indiikler buda N asetil transferaz enzim aktivitesinde artisa neden olarak seratoninin
MEL’e doniisiinii arttirmaktadir. Isik uyarist olustugunda bu ipmluslar ortadan kalktig
icin sempatik sistem baskilanmakta ve N asetil transferaz enzimi ile MEL diizeyi hizla

azalmaktadir, 139141
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Sekil 2.7. Melatoninin kimyasal yapisi

MEL fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢in hiicrelerde bulunan kendilerine
ozglii MT1 ve MT2 reseptorlerine baglanmalar1 gerekmektedir.!*?> Hedef hiicredeki
spesifik reseptorlerine yliksek affinite ile baglanan MEL, G protein iliskili reseptorleri ve
adenilat siklaz ile hiicrei¢i sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir. Bu reseptorler
hipotalamusun suprasiyazmatik niikleusunda ¢ok fazla bulunur. Hipokampus, retina ve
cesitli beyin bolgelerinde de bulunmaktadir. Bu reseptorler merkezi sinir sisteminin yani
sira kan damarlari, bobrek, mide ve bagirsak sistemi gibi tiim perifer dokularda
bulunmaktadir. 42 % MEL normal konsantrasyonlarda hiicredeki reseptorlerine
baglanarak etkilerini gosterebilirken, daha yiiksek seviyelerde MEL direk olarak hedefleri
tizerinden etki gosterebilir. Hiicre igerisinde onemli sinyal yolaklarindan biri olan
kalmodulin yolagi, MEL’in direkt hedeflerinden bir tanesidir. Bu sekilde MEL hiicre
icerisinde ¢ok hizlh  bir sekilde ¢ekirdekte transkripsiyonel — faktorleri
aktiflestirebilmektedir.'4*

MEL’in hormonal etkisi, reseptorleri ile etkilesimi sonrasi ortaya ¢ikan etkilerdir.
Bu etkiler antioksidatif etki, CAMP/PKA/CREB ve ¢cGMP’de azalma, protein kinaz C
(PKCQ), diagilgliserol (DAG), inositol 3 fosfat (IP3) aktivitelerinde artma, potasyum ve

kalsiyum kanallarinin diizenlenmesidir. Bu hedefler genellikle hiicre ici MEL sinyal
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yolagina bagli hormonal etki sekilleridir.'*® MEL’in diger etkisi ise sirkadiyen ritmin
diizenlemesidir. Insanlarda sirkadiyen ritmi diizenleyen en giiclii etkisine sahiptir. Bu
etkisi ise supragiyazmatik niikleus ve perifer dokulardaki; yag-kas dokusu, pankreatik
beta hiicreleri gibi clock genlerle iliskisidir.'*® MEL’in diger 6nemli etksi ise mevsimsel
ritimleri diizenlemesidir. Gece ve gilindiiz degisimlerine bagl olarak yaz ve kig aylarinda
farkli ritimler goriilebilmektedir. Mevsimsel senkranizasyon degisimlerinde pituiter pars
tubelaris tlizerindeki etkileri ile mevsimsel etki gostermektedir. MEL bu etkisi ile enerji
metabolizmasi, iireme, termogenezis, bilyiime ve gelisme, immiin cevap ve viicut agirligi
gibi mevsimsel olaylar1 kontrol edebilmektedir.4> 146

Son yillarda hem hayvanlarda hem de insanlarda yapilan morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar, viicudumuzdaki hiicre ve dokularda dejeneratif
degisikliklerin gelismesinde oksidatif stresin birincil rol oynadigini gostermistir. En
yiiksek derecede oksidatif hasar genellikle beyin, kalp ve iskelet kas1 gibi organlarda
meydana gelmektedir. MEL diisiik dozlarda antioksidatif etki gosterirken yiiksek
dozlarda, doza bagimli olarak prooksidan etki gdosterebilmektedir. MEL serbest
radikalleri pirol halkalarindan tutarak bunlarla etkileserek aktivitelerini azaltmaktadir.
Ayrica antioksidanlarin yapimini indiikleyerek etkisini gostermektedir. MEL’in hiicrede
olusan tiim serbest radikalleri tutma ve siiperoksit siipiiriicii 6zelligi vardir. Boylece
antioksidanlar1 kodlayan genlerin ekspresyonunda artis gozlemlenirken serbest
radikallerin artmasina neden olan genler ise baskilanmaktadir. MEL gibi metabolitleride
oksidatif strese karsi olduk¢a koruyucu etkilere sahiptir. Ayn1 zamanda DNA hasar1
sonucu gelisen 8-OHAG, MEL tarafindan engellenmektedir. Oksidatif hasar sonucu
gelisen ve hiicrelerde serbest radikaller birikmesi soucu olusan lipit peroksidasyonu hiicre
membranlarinda bozulmalara neden olmaktadir. Hasar sonucu hiicrelerde sinyal iletimi

ve sinyal yolaklarinin aktivasyonlar1 etkilenmekte ve gesitli metabolik fonksiyonlar
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etkisiz hale gelmektedir. MEL bu lipit peroksidasyonunu engelleyerek hiicre hasarini en
aza indirmektedir. MEL ayni zamanda nitrojenlerin neden oldugu radikalleride etkisiz
hale getirerek olusan nitrik oksidi engellemektedir.'4’-14

Inflamasyon doku hasarina kars1 immun sistemin bir¢ok sinyal yolagi ile verdigi
cevaptir. Yapilan bir¢cok ¢alismada MEL inflamatuar sitokinleri baskiladigi bildirilmistir.
MEL ayn1 zamanda antiinflamatuar sitokin ekspresyonunu arttirirken, proinflamatuar
sitokin gen ekspresyonlarinida baskilamaktadir. Bu yiizden hiicrelerde asir1
inflamasyonun goziikmesi engellenmis olur ve bunun zararli etkilerinden hiicreyi
korur.®% 151 MEL ve metabolitleri TNF-o ve IL-1pB, IL-8 gibi proinflamatuar sitokinleri
dogrudan baskilamaktadir.®® MEL antinflamatuar etkilerini NF-kB’nin DNA’ya
baglanmasini engelleyerek, siklooksijenazi ve NOS gen ekspresyonunu baskilayarak
gdstermektedir.1°1 153

ER, lipid metabolizmasini, kalsiyum depolarini ve proteostazisi kontrol ederek bir
dizi hiicresel fonksiyona katilan dinamik bir organeldir. Stresli durumlarda, katlanmamais
protein miktar1 artar ve UPR aktivasyonu ile hiicreleri stresten korumaya calisir ve
hiicresel homeostasisin yeniden kurulmasina katkida bulunur. ER stresorleri, duruma
bagli olarak, hiicrenin hayatta kalmasimi veya oliminii indiikleyen apoptozisi veya
otofajiyli modiile edebilir. Oksidatif stres UPR aktivasyonuna katkida bulunmaktadir.
MEL antioksidan 6zelliklerinden dolayi, UPR yanitin1 da modiile edebilmektedir. Bu
sekilde ER stresi lizerinde de koruyucu etkili oldugu gosterilmistir. MEL, ER stresi
kosullarinda artan saperonlarin {izerine (GRP78, CHOP vb.) etkisi ile bu sinyal
yolaklariin diizenlenmesi yoluyla apoptozis iizerinede dolayli olarak etkili oldugu
bilinmektedir. Oksidatif stres, inflamasyon ve ER stresinin baglantilar1 sonucu apoptozis
mediatdrleri tizerine (Bcl-2, Bax ve Cas-3 vb.) MEL giiclii koruyucu etkilerinin oldugu

yapilan calismalarda gosterilmistir. ">+’
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismanin tiim deneysel uygulamalar1 ve asamalar1 Atatiirk Universitesi T1bbi
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali, Patoloji Anabilim Dali ve T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi. Ayrica lokomotor aktivite 6l¢limleri Atatiirk
Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi. Bu calisma,
Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 18.03.2020
tarih ve 36643897-000-E.2000086593 say1l1 yazisinda belirtilen Etik Kurul Raporunun
41 No’lu karar ile s6zkonusu doktora tez ¢alismasinin yiiriitiilmesinin, etik kurallarina
uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmistir.

3.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Doktora tez g¢alismasi kapsaminda ticari olarak alinan kimyasal maddeler ve
¢oziciiler analitik saflikta olup Tablo 3.1’de verilmistir.

Akrilamid > 99% saflikta Sigma-Aldrich’ten alinarak deneysel c¢alismada
norotoksisitenin olusmasinda kullanildi. MEL > 99% saflikta Alfa Aesar’den alinarak
olusan toksisiteye karsi koruyucu madde olarak verildi. Fosfat buffer (Sigma) pH 7.4
seviyelerinde standart bir sekilde doku homojenizasyonunda dokularin sulandirilmasinda
tampon olarak kullanildi. Sevofluran (Sevorane %100 sivi, Abbvie Laboratories,
Istanbul, Tiirkiye) ise deneysel ¢alismanin sonunda ratlarin beyin dokularinin alinmasi
icin anestezi edilmesinde yararlanildi. Ethanol, DEPC Treated Water, Isoamyl Alcohol,
Trizol ve Kloroform Real Time PCR analizlerinde kullanildi. Ayrica biyokimyasal
analizler icin alinan kitler ise; tiim ELISA kitleri SunRed Biyoteknoloji rat uyumlu olarak
alindi. PCR analizleri icin ise Applied ve Qiagen kitleri alinarak calisildi. Kullanilan

antibody’ler Abcam’den alinarak incelemeler yapildi.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciiler

Kimyasalin Ad1 Mensei Kimyasalin Adi Mensei
Akrilamid Sigma DEPC Treated Water Invitrogen
Melatonin Alfa Aesar Isoamyl Alcohol Merck
Fosfat buffer Sigma Trizol Omegabiotek
Ethanol ISOLAB Kloroform Merck

3.2. Deney Hayvanlari ve Gruplarinin Olusturulmasi

Deney hayvanlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi’nden

temin edildi. Ratlar, ¢alisma zamanma kadar yaklasik olarak 25°C‘lik oda sicakliginda,

12 saat aydinlik-karanlik dongiisii ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda

muhafaza edilerek ad-libitum olarak beslendi. Kisacasi tiim hayvanlar standart bakim ve

besleme sartlarinda kafeslerde tutuldu. Her bir grupta 10 erkek rat kullanildi ve 5 deney

grubu olusturuldu. Toplamda 220-250 g agirliginda 12 haftalik yetiskin Sprague Dawley

cinsi 50 adet erkek rat kullanildi. Deneysel gruplara, ACR (50 mg/kg™: %8 1%9

intraperitoneal (i.p.), 14 giin) ve MEL’in iki farkli dozu (10 ve 20 mg/Kkg, i.p, 14 giin )%

161 yygulandi. Deney gruplar asagidaki gibi olusturuldu;

Tablo 3.2. Deney gruplari ve gruplardaki hayvan sayilari

Grup Sayist  Grup Isimleri Hayvan Sayilar
Grup 1 Kontrol 10
Grup 2 ACR50 10
Grup 3 MEL10 + ACR 10
Grup 4 MEL20 + ACR 10
Grup 5 MEL20 10
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3.3. Deney Gruplarinda ACR ve MEL Uygulamasi

Grup 1’e 14 giin boyunca i.p. 1 ml salin ve Grup 2’ye 14 giin boyunca ACR (50
mg/kg, i.p.) uygulanadi. Grup 3 ve 4’e 14 giin boyunca sirasiyla 10 ve 20 mg/kg dozunda
I.p. MEL uygulandi ve her MEL uygulamasindan 1 saat sonra ACR (50 mg/kg, i.p.)
enjekte edildi. Grup 5’¢ ise 14 giin boyunca 20 mg/kg dozunda i.p. MEL uygulamasi
yapildi. Deneysel uygulamalar sonunda ratlarin canli agirlik tartimlari yapildi ve tim
ratlar hafif sevofluran anestezisi (Sevorane %100 s1vi, Abbvie Laboratories, Istanbul,
Tiirkiye) altinda dekapite edildikten sonra beyin dokular1 alindi. Beyin dokularinin
tarttmindan sonra her bir gruptan 5 ratin beyni histopatolojik, immunhistokimyasal ve
immunfloresan incelemeler i¢in serum fizyolojik ile yikamayi takiben hemen formaldehit
icine alindi. Diger 5 adet ratin beyin dokulari ise serum fizyolojik ile yikamay1 takiben -
20°C’de biyokimyasal ve molekiiler analizler yapilana dek muhafaza edildi.

3.4. Lokomotor Aktivite Testi

Ratlar, ACR ve MEL’in son enjeksiyonlar1 yapildiktan sonra 24 saat boyunca
ortama aligmalar1 igin LMA testi yapilacak laboratuvarda bekletildiler. LMA, kenarlari
tizerinde kizilotesi (IR) 1s1k kaynagi ve alicilar1 igeren bir kafes sistemidir. Deney
hayvanlarina LMA testi 6l¢iimii icin 42x42x42 cm? pleksiglas kafesler kullanildi. Sekil
3.1°de'®? de goriildiigii gibi saydam kafesler IR 15181 gegiren ve kafesin etrafinda kizil
oOtesi alicilarindan olusan, bilgisayara bagli veri kayit sistemine dayanan bir mekanizmaya
sahiptir. Her bir rat kafese yerlestirildiginde karsilikli olarak yerlestirilmis IR sensorleri
rat hareket ettiginde 15k iletiminin kesilmesi sonucu alicilar bilgisayara bagl kaydedici
tarafindan kaydedilir. Bu sistem sayesinde ratlarin ambulatuvar, horizontal ve vertikal
hareketleri kaydedilir. Horizontal hareket, ratin oldugu yerde yaptig1 harekettir. Vertikal
hareket ise dikilme hareketidir. Ambulatuvar hareket ise ratin dikilme yapmadan kafes

icinde yaptig1 her tiirlii gezinme, yer degistirme hareketidir. 8162
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Sekil 3.1. Lokomotor aktivite 6l¢iim cihazi

Vertikal ve horizontal hareketler ratlarin stereotipik hareketleri ve agresivitesi gibi
davranigsal hareketleri hakkinda 6nemli sonuglar verir. Yapilan bu ¢calismada stereotipik,
ambulatuvar, horizontal, vertikal ve distance aktiviteleri 6l¢iildii. Ratlarin enjensiyonlari
bitikten sonra her rat kafesin ortasina yerlestirildi ve 10 dk siire ile tiim parametrelerin
kayitlart alindi. Kayit alinirken test siiresi boyunca sessizlik saglandi. Her bir rat
6l¢timiinden sonra kafeslerde diger ratlarin biraktiklar: kokular1 engellemek igin % 30°luk
etanol ile temizlendi. Bu sekilde ¢alismada ratlarin LMA aktivitelerinde artma veya
azalmalar tespit edildi.5® 162

3.5. Biyokimyasal Analizler

-20°C’ de muhafaza edilen beyin dokularindan analiz giiniinde 100 mg kadar
ornek alinarak kapakli tiiplere alindi ve Fosfat tampon (PBS) ile 1/20 oraninda
sulandirilarak Magna Lyser (Roche) homojenizatér ile 90 saniye 6000 devirde
homojenize edildi. Homojenizasyon islemi tamamlandiktan sonra homojenatlar 10000
rmp’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonucunda elde edilen siipernatantlar

ependorf tiiplerine alind1 ve biyokimyasal analizlerde kullanildi.
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Beyin dokusu siipernatantlarinda oksidatif stres belirteclerinden MDA, SOD,
GPx, GSH ve KAT parametreleri, inflamasyon belirteglerinden TNF-a, IL-6, IL-1beta ve
NNOS parametreleri ve beynin sinirsel aktivitelerinde bir¢ok 6nemli foksiyonlara sahip
olan AChE ve MAO parametreleri spesifik ¢ift antikor sandivi¢ rat uyumlu ticari ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) kitleri (Sunred Biological Tecnology, Shangai,
China) ile iiretici firmanin protokoliine gore analiz edildi. Pleytlerin okumalar1 BioTek
ELISA reader’da EPOCH II programinda 450nm’de yapildi. Sonuglar degerlendirilerek
gruplar arasinda farklar tespit edildi. Yapilan ELISA calismasinin porotokolii;

e Caligmaya baslamadan dnce ELISA kitleri +2/8°C sicakliktan 30 dk boyunca oda
1s1sinda bekletildi. Sonra standartlar hazirlandi.

e Standarlarin hazirlanmasi: Standartlar bes ayri ependorf tiipte yapildi.

Standart 5: 120 pl orjinal standart + 120 pl standart diluent

Standart 4: 120 pl standart 5’ten alinir + 120 pl standart diluent

Standart 3: 120 pl standart 4’ten alinir + 120 pl standart diluent

Standart 2: 120 pl standart 3’ten alinir + 120 pl standart diluent

Standart 1: 120 pl standart 2°den alinir + 120 pl standart diluent eklenerek spesifik
monoklonal antibadi ile kapl pleyt kuyucuklarina standartlar 50 pl sirasiyla
eklendi.

e Pleytteki bir test kuyucuk blank olarak se¢ildi. Blank kuyucuguna 6rnek, HRP ve
her parametrenin antikoru (IL-6 antikoru vb.) eklenmez sadece kromojen A-B ve
stop soliisyonu eklenir.

e Kitte bulunan Streptavidin-HRP, 50 pl pleytte tiim test kuyucuklarma eklendi.
Standartlar zaten biotin igerdiginden dolayr HRP standart kuyucuklarina
eklenmez.

e Tiim test kuyucuklarina 6rnekler 40 pl ve biotin antibody 10 pl eklendikten sonra
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seal membran ile playt kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi.

30x konsantre olan yikama soliisyonu 30 kat sulandirilarak hazirlanda.

Bir saat sonunda membran yavasca kaldirild1 ve playt ters gevrilerek dokildi
tizerine yikama soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi.

Mikroplate washer ile yikama yapildiktan sonra kromojen A ve B sirastyla tiim
test kuyucuklarma 50 ul eklendi ve 37 C’de 10 dk karanlikta inkiibe edildi.

Siire sonunda tiim test kuyucuklarma stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu.

Pleyt BioTek ELISA okuyucu cihazinda EPOCH II programinda 450nm dalga
boyunda okumasi yapildi.

Elde edilen sonuglarin standart egri dogrusal regresyon denkleminde hesaplandi
ve her drnegin konsantrasyonlar1 hesaplanarak gruplar arasinda degerlendirmeler
yapildu.

3.6. Gen Ekspresyonlarimin Belirlenmesi (Real Time PCR)

PCR yontemi DNA zincirinin belirli bir bdlgesini veya tamamini ¢ogaltmak igin

kullanilan bir yontemdir. PCR ¢ogaltma yonteminde primer ad1 verilen spesifik ekzon

bolgelerinden segilen oligoniikleotitler kullanilir. Bu primerler DNA iizerinde bulunan

hedeflerine baglanarak ¢ogalirlar. PCR yonteminde her bir dongiide 2" kat1 kadar DNA

kopyast elde edilir. Bu sekilde kisa bir siirede milyonlarca spesifik DNA bdlgesi

ekspresyonu elde edilir. RNA molekiiliiniin PCR’da ¢ogaltilabilmesi i¢in reverse

transkriptaz enzimi tarafindan koplamenter DNA (cDNA) elde edilmesi gerekir. Daha

sonra bu cDNA normal PCR yontemi ile ¢ogaltma islemi yapilir. Yapilan bu ¢alismada

belirlenen gen bolgelerinin ekspresyon seviyelerinin miktariin dl¢liimii icin 6nce total

RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve son olarak PCR yontemi ile ¢ogaltma islemi yapildi.
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3.6.1. Total RNA izolasyonu
Belirledigimiz dozlarda ACR ve MEL uygulmasinin ardindan alinan beyin
dokularinda ER stres parametreleri olan GRP78, ATF4, ATF6, sXBP-1 ve CHOP ayrica
apoptozis belirteclerinden Bax, Bcl-2 ve Cas-3 genlerinin ve housekeeping gen olarakta
GAPDH mRNA ekspersyon seviyeleri Real time PCR yontemi ile belirlenerek gruplar
arasinda degerlendirme yapildi. Belirlenen genlerin seviyelerini 6lgmek i¢in dnce total
RNA izolasyonu yapildi. Total RNA’lar Omega RNA-Solv Reagent (BIO-TEK, LOT:
R6830118886-33, USA) kiti kullanilarak iiretici firmanin prosediiriine gére yapildi.
e Ratlardan alinan beyin dokularindan kiigiik kesitler alinarak ependorf tliplerine
konuldu.
e Uzerine 1 ml trizol eklendi ve 5 dk beklendi. Magna lyser homojenizator cihazi
ile 6000 devirde 90 saniye kadar pargalandi.
e Tiim tiipler temiz ependorflara aktarilarak 15000 rpm’de 15 dk ve +4°C’de
santrifiij edilerek silipernatant kismi1 alindi.
e Alman siipernatant iizerine 500 pl izomil alkol eklenerek 10 sn vortekslendi ve 10
dk oda sicakliginda beklemeye birakild.
e Daha sonra 12000 devirde 10 dk +4°C’de santrifiij yapild1.
e Bu sekilde tim RNA’lar tiipin dip kisimlarina ¢6kmiis oldu. Siipernatant
kisimlart atildu.
e 9% 70’lik etanol hazirland1 ve dipte ¢cokmiis olan RNA {izerine 1 ml eklenerek hafif
vortekslendi.
e 7500 devirde 10 dk +4°C’de santrifiij yaptiktan sonra iizerindeki s1vi kisim
dokiildii ve dnceden ayarlanmis olan +37°C’lik etiivde kurumaya birakildh.
e Sonraiizerine 100 ul DEPC Treated Water ekleyerek pipetleme yapildiktan sonra

elde edilen RNA’nin safligi ve miktar1 spektrometrede 260-280 nm absobans
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olgtimleri belirlendi. Yaklasik olarak elde edilen RNA konsatrasyonlari 2 ng/pL

olarak olguldii.

3.6.2. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’dan cDNA elde etmek i¢in High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanildi. Tek zincirli RNA’dan cDNA elde
edebilmek i¢in Reverse Transkiriptaz enzimi kullanilarak toplam 20 pl’lik bir reaksiyon
hazirlandi. cDNA sentezi i¢in her bir 6rnek hazirlanmasinda revers transkriptaz enzimi,

dNTP ve Template RNA reaksiyon karigimi Tablo 3.3’te belirtildigi gibi olusturuldu.

Tablo 3.3. cDNA reaksiyon hazirlanisi

Reaksiyon Hacim (ul)
10X RT Buffer 2.0
25X dANTP Mix (100 mM) 0.8
10X RT Random Primers 2.0
MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0
Nuclease-free H20 4.2
Template RNA 10

Daha sonra ¢cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyonlar PCR da Tablo 3.4’te
belirlenen siire ve sicakliklara goére yapildi. Elde edilen cDNA konsantrasyonlari
dlciilerek Real Time PCR ile rolatif kantitasyon analizleri yapilana kadar -20°C’de

saklandi.

Tablo 3.4. cDNA reaksiyonu i¢in PCR siire ve basamaklari

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
25°C 37°C 85°0C 4°C
10 dk 120 dk 5 dk »

59



3.6.3. SYBR Green Master Mix Reaksiyon Hazirlama

Ilgili genlerin mRNA tanskript seviyelerinin Real Time PCR ile dlciilebilmesi igin

gerekli

Primer Dizayn programui ile Tablo 3.5’te belirtildigi gibi tasarlandi.

Tablo 3.5. Primer sekanslari

primerler https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ ilgili linkindeki

GEN Sekans (5'3") Baz Uzunlugu Katalog No
GAPDH F: AGTGCCAGCCTCGTCTCATA 248 NM_017008.4

R: GATGGTGATGGGTTTCCCGT

Syber green master mix, cDNA, primerler ve niiklear free water -20°C’den alimip

oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Sonra master mix reaksiyonlari hazirlamak i¢in Syber Green

2X Rox Dye Master Mix (Qiagen) protokoliine gore her bir reaksiyon igin 10 pul SYBR

green master mix, 1.5 pl forward ve reserve primerler, RNAse free water 5 ul ve cDNA

ise 2 ul eklenerek SYBR green master mix hazirlandi. Total karisim hacmi 20 pl olarak

hazirlandi. Tiim bu agamalar soguk blok iizerinde yapildi. Hazirladiktan sonra Real Time

PCR cihazinda; 95°C’de 15 dk (1 cycle), sirastyla 94°C’de 15 sn, 60°C’de 20 sn, 72°C°de

20 sn (40 cycle) ve en son olarak ta +4 °C’de +oo seklinde ayarlanarak ekspresyon

seviyeleri belirlendi. Elde edilen Ct/Cq degeleri 2 iizeri eksi delta delta Ct (224¢T)

metoduna uygun olarak hesaplanarak ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri hesaplandi.

163
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3.7. Histopatolojik Incelemeler

Degerlendirme sonunda ratlardan alinan beyin doku 6rnekleri %10’luk formalin
soliisyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin doku takip islemleri sonucu parafin bloklara
gomiildii. Her bloktan 4 um kalinliginda kesitler alindi. Histopatolojik incelemeler igin
hazirlanan preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip 1s1ik mikroskobu altinda
incelendi (Olympus BX 51, Japonya). Kesitler histopatolojik 6zelliklerine gore yok (-),
hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

3.8. Immunohistokimyasal Incelemeler

Immunperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan tiim
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha sonra
distile suda 5 dk yikandi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5dk yikanip, % 3’liik
H>0>’ de 10 dk tutularak, endojen peroksidaz inaktive edildi. Dokular PBS de 5-10 dk
yikandiktan sonra, nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in tiim primer ve sekonder
antikorlarla uyumlu olan Protein blok ile 5 dk inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonunda
doku kesitleri tizerinde kalan blok soliisyonunun fazlasi dokiildiikten sonra yikanma
yapilmadan primer antikor (8-OHdG, Kat No: sc-66036, Sulandirma Orani; 1/100 US)
damlatild ve 37°C de 1 saat bekletildi. Kesitler PBS ile 2 kez 5’er dk yikanip, biotinize
sekonder antikor ile oda sicakliginda 10-30 dk. inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikanan
kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30 dk. bekletildikten sonra PBS ile ayni sekilde
yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere 3-3° Diaminobenzidine (DAB) kromojen,
damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10 dk. bekletildi. Kesitler zemin boyanmasi igin
Mayer’s hematoksilende 1-2 dk. tutulduktan sonra musluk suyunda yikandi. Daha sonra
alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek lamelle kapatildi ve 151k mikroskobu (OLYMPUS
BX51 Japonya) ile inceleme yapildi. Kesitler immunpozitifliklerine gore yok (-), hafif

(+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.
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3.9. immunfloresans Incelemeler

Polilizinli lamlar {izerine 5 um kalinliginda alinan kesitler deparafinizasyon ve
dehidrasyon islemlerinin ardindan sonra PBS ile yikama uygulandi. Endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek amaciyla %3 liik hidrojen peroksit soliisyonunda 10 dk. siireyle
bekletildi. Kesitler c¢ekirdekteki antijen maskelenmesini 6nlemek amaciyla antijen
retrival (sitrat buffer, ph 6) soliisyonu igerisinde, 5’er dk. siireyle 4 kez mikrodalga firinda
1stya maruz birakildiktan sonra mikrodalga firinindan ¢ikarildi ve oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Soliisyondan ¢ikarmadan disarida soguduktan sonra siire sonunda
PBS ile yikandi. Protein blok damlatildi. Daha sonra dokularin iizerine primer antikor
(GFAP, Kat No: sc-33673 Diliient Oran: 1/200) damlatilarak antikor prospektiisiinde
tavsiye edilen siire kadar nemlendirilmis kabin i¢erisinde inkiibe edildi ve sonrasinda PBS
ile yikandi. Immunfloresans sekonder antikor (FITC Cat No: ab6717 Diliient Oran:
1/1000) preparatlarin {izerine damlatildi ve karanlik ortamda 45 dk. bekletildi. Daha sonra
DNA isaretliyici DAPI ( Kat No: D 1306, Sulandirma Orani:1/200 UK) damlatild: ve
karanlik ortamda 5 dk bekletildikten sonra PBS ile yikandi. Ardindan 9 kisim distile su
ve 1 kisim oraninda gliserol karisimi1 dokular lizerine damlatilarak, lamel ile kapatilip
floresans atagmanli mikroskopta incelendi (Zeiss AXI10). Kesitler immunpozitifliklerine
gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

3.10. Istatiksel Analiz

Bu aragtirma sonunda elde edilen kantitatif degerler GraphPad Prism 8.0.1
istatistik veri programinda ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde
kullanilan one-way ANOVA sonrasi1 Tukey testi uygulanarak degerlendirildi. Alfa degeri

P<0.05 ise anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Beyin Agirhklar1 Uzerine ACR ve MEL Uygulamalarinin
Etkileri

ACR ile indiiklenen ndrotoksisite modelinde MEL’in olas1 protektif etkilerini
arastirdigimiz bu ¢aligmada, gruplar arasinda viicut ve beyin agirliklar1 degerlendirildi.
Deneme Oncesi gruplar arasindaki ratlarin agirliklarinda herhangi bir farklilik gézlenmedi
(p>0.05). Deneysel c¢alisma sonunda, ACR ve MELI0+ACR gruplarindaki ratlarin
ortalama canli agirliklarinin diger gruplara gore onemli diizeyde azaldigi gortldii
(p<0.05). MEL20 +ACR ve MEL 20 gruplarinda ratlarin ortalama canli agirliklarinin
kontrole gore farklilik arz etmedigi saptandi (p>0.05). Ratlarin ortalama beyin
agirliklariin deney gruplari arasinda farklilik géstermedigi tespit edildi (p>0.05). Tablo
4.1°de gruplar arasinda ratlarin viicut ve beyin agirliklar1 standart sapmalari ile birlikte
gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deneysel gruplarda ratlarin viicut ve beyin agirliklart (n=10)

Parametreler Kontrol ACR MEL10+ACR MEL20+ACR MEL20
Baslangic
Viicut Agirhigt  214,25+12,08%  216,03+9,932 215,25+9,602 216,02+9,532 214,50+11,192
9
Son Viicut

255,1249,408  192,75+14,33P 195,37+14,91b 240,12+11,65%  254,25+10,052
Agirhig (g)
Beyin Agirligi
© 1,8295+0,024® 1,8067+0,050? 1,8055+0,048?2 1,802+0,0422 1,8331+0,0522
g

Aymi satwrdaki gruplar arasinda farkli harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak
farkliliklar bulunmaktadir. (*°: p<0.05; n=10)

4.2. Lokomotor Aktivite Uzerine ACR ve MEL Uygulamalarimmn Etkileri

Deneysel calismalarda gézlemlenen stresin, beyin islevi lizerinde gii¢lii bir etkiye
sahip olmakta ve hem kisa hem de uzun vadeli davranis degisikliklerine yol agmaktadir.
ACR’nin neden oldugu norotoksisitede ratlarin hareket ve davranislarinda 6nemli

degisimler gozlemlendi. Lokomotor aktivite testi sonuglart Sekil 4.1’de gosterilmistir.
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Test i¢in stereotipik, ambulatory, distance, horizontal ve vertikal hareketler
degerlendirmeye alindi. Yapilan bu ¢alismada ACR toksisitesinde olusan lokomotor
aktivite bozukluklar1 bu hareket tiplerinde kontrole gore azalmalar meydana geldi.

Deney gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar kontrol grubuna gore yapilip
degerlendirildi. Deneysel siire boyunca ACR ve MEL uygulamalarinin sonucunda Sekil
4.1. A’da gosterildigi gibi stereotipik hareketlerde Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda,
ACR (p<0.0001) ve MEL10+ACR (p<0.01) gruplarinda 6nemli derecede azaldigi ve bu
azalma istatistiksel baglamda anlamli bulundu. Fakat kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda MEL20+ACR ve MEL20 gruplari arasinda sterotipik hareketlerde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkin olmadigi tespit edildi (p>0.05, n=10).
MEL20+ACR ve MEL20 gruplari, ACR toksisite grubu ile kiyaslandiginda stereotipik
hareketlerde goriilen artigin istatistiksel olarak onemli diizeyde oldugu belirlendi
(p<0.0001). MEL10+ACR ve MEL20+ACR gruplari karsilastirildiginda diisiik doz MEL
uygulamasinin sterotipik hareketlerde artisa neden oldugu fakat yiiksek doz MEL
uygulamasinin daha ¢ok etkili ve istatistiksel baglamda anlamli oldugu gériildii (p<0.01).
MEL20 grubu MEL20+ACR ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
olusmadig1 tespit edildi (p>0.05).

Lokomotor aktivite sonuglarinin degerlendirilmesinde Ambulatory hareketler
Sekil 4.1. B’de gosterildigi gibi; ACR (p<0.0001) ve MEL10+ACR (p<0.001)
gruplarinda ambulatory hareketlerde azalmalar oldugu goriildii. Bu azalmalarda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu tespit edildi (p<0.05). Fakat Kontrol
grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplar1 arasinda herhangi bir istatistiksel fark
olusmadig1 saptand1 (p>0.05). ACR grubu; MEL10+ACR ve MEL20+ACR ile
kiyaslandiginda, 10 mg/kg MEL uygulamasinin ambulatory hareketlerde artisa neden

oldugu fakat yiiksek doz MEL uygulamasiin daha cok etkili ve istatistiksel baglamda

64



anlamli oldugu goriildii. MEL20+ACR grubu ile ACR grubu arasinda p<0.0001
diizeyinde farkin oldugu saptandi. Yine ACR grubu ile MEL20 grubu arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark oldugu goriildi (p<0.0001). MEL20+ACR ile MEL20
gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farkin olusmadigi gézlemlendi (p>0.05).

Sekil 4.1. C’de ratlarin toplam kat ettigi mesafe (Distance) seviyeleri gruplar
arasinda degerlendirildi. Ratlarin toplam kat ettigi mesafenin ACR (p<0.0001) ve
MEL10+ACR (p<0.001) gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde azaldigi
goriildii. Kontrol grubu ile MEL20 grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
olusmadig: belirlendi (p>0.05). ACR grubu ile MEL10+ACR ve MEL20+ACR gruplari
kiyaslandiginda 10 mg/kg MEL uygulamasinin toplam mesafelerinde artisa neden oldugu
fakat yiiksek doz MEL uygulamasimin daha ¢ok etkili ve istatistiksel baglamda anlamli
oldugu gortildii. MEL20+ACR grubu ile ACR grubu arasinda p<0.0001 diizeyinde farkin
oldugu saptandi. Yine ACR grubu ile MEL20 grubu arasinda istatistiksel olarak énemli
bir fark oldugu gorildi (p<0.0001). MEL20+ACR ile MEL20 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir farkin olusmadig1 gozlemlendi (p>0.05).

Sekil 4.1. D’de Horizontal hareket seviyeleri gruplar arasinda degerlendirildi.
ACR (p<0.0001) ve MEL10+ACR (p<0.001) gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli
diizeyde azaldigr goriildi. Kontrol grubu ile MEL20 grubu karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark olusmadigi belirlendi (p>0.05). ACR grubu ile MEL10+ACR ve
MEL20+ACR gruplar1 kiyaslandiginda horizontal hareketlerin MEL10+ACR diisiik doz
grubunda bir artisa neden oldugu fakat yiiksek doz MEL uygulamasinin daha ¢ok etkili
ve istatistiksel baglamda anlamli oldugu goriildi. MEL20+ACR grubu ile ACR grubu
arasinda p<0.0001 diizeyinde farkin oldugu saptandi. Yine ACR grubu ile MEL20 grubu

arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugu goriildii (p<0.0001). MEL20+ACR ile
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MEL20 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farkin olusmadig1 gézlemlendi
(p>0.05).

Sekil 4.1. E’de goriildiigii gibi Vertikal hareketlerde ACR, MEL10+ACR ve
MEL20+ACR gruplart Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli derecede
azalmalar goriilmustiir (p<0.0001). Vertikal hareketlerde ACR ile MEL10+ACR arasinda
istatistiksel olarak farkin olusmadigi (p>0.05), ACR ile MEL20+ACR grubu arasinda
p<0.01 diizeyinde anlamli farkin olustugu ve ACR ile MEL20 grubu arasinda ise
p<0.0001 diizeyinde anlaml1 farklar olustugu gozlendi. Fakat Kontrol ile MEL20 grubu

arasinda istatistiksel fark olmadig: belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4.1. ACR ile indiiklenen norotoksisitede lokomotor aktivite parametreleri iizerine
MEL’in etkileri
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Yapilan bu ¢aligmada lokomotor aktivite testi uygulanan Kontrol grubu ratlarinin
kafesin ortalarina ve kenarlarina defalarca gittigi ve dikilme hareketi yaptig1 Sekil 4.2.’de
goriilmektedir. ACR toksisite grubu ratlarinin Kontrol grubuna goére neredeyse hig
hareket etmedigi, ortalara ve koselere hi¢ gitmedigi ve dikilme hareketi yapmadigr Sekil
4.3.’te goriilmektedir. Uygulanan MEL dozlarindan diisiik doz olan MEL10+ACR grubu
ise Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hareket etmelerinde azalmanin meydana geldigi,
ACR grubuna gore artisin oldugu, fakat bu artisin istatistiksel olarak bir fark
olusturmadigi Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4.’te goriilmektedir. Yiiksek doz olan
MEL20+ACR grubu ACR grubundan daha fazla lokomotor aktivite hareketlerinin
oldugu, bu degerlerin Kontrol grubu degerlerine yakin sonuglar verdigi Sekil 4.2, Sekil
4.3 ve Sekil 4.5 de gorilmektedir. MEL20 grubu ile Kontrol grubu kiyaslandiginda

aralarinda herhangi bir fark olmadigi Sekil 4.6.’da goriilmektedir (p>0.05).

Sekil 4.2. Kontrol grubundan rastgele segilen iki ratin yaptigi hareketler
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Sekil 4.3. ACR grubundan rastgele secilen iki ratin yaptig1 hareketler

Sekil 4.4. MEL10+ACR grubundan rastgele secilen iki ratin yaptig1 hareketler




Sekil 4.6. MEL20 grubundan rastgele segilen iki ratin yaptig1 hareketler




4.3. MDA ve GSH Seviyeleri ile SOD, GPx ve KAT Aktiviteleri Uzerine ACR
ve MEL Uygulamalarinin Etkileri

Sekil 4.7 A’da goriildigii gibi beyin dokusu MDA seviyesi ACR grubunda;
Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarina gére anlamli diizeyde artti (p<0.0001).
MELI10+ACR grubunda MDA seviyesinin, ACR’ye gore azaldigi fakat bu azalmanin
MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadigi tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile
MEL10+ACR kiyaslandiginda ise MEL10+ACR grubunda MDA seviyesinin istatistiksel
olarak Onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). MDA seviyesinin,
MEL20+ACR ve MEL20 gruplarinda Kontrole gore farklilik arz etmedigi tespit edildi
(p>0.05).

GSH’nin beyin dokusundaki diizeyleri incelendiginde, GSH seviyesinin ACR
grubunda Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarina gore anlamh diizeyde diisiik
oldugu tespit edildi (Sekil 4.7. B, p<0.0001). MEL10+ACR grubunda GSH seviyesinin,
ACR’ye gore arttig1 fakat bu artisin MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadig1 tespit
edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplar1 kiyaslandiginda ise

istatistiksel olarak fark olmadig1 goriildii (p>0.05).
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Sekil 4.7. Deney gruplarinda beyin MDA ve GSH seviyeleri
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Onemli enzimatik antioksidanlardan biri olan ve siiperoksid radikallerinin etkisini
azaltarak dokular1 ve hiicreleri hasardan korumay1 saglayan SOD, antioksidan savunma
sisteminin etkinligi hakkinda 6nemli fikirler vermektedir. SOD aktivitesi Sekil 4.8. A’da
da gorildigi gibi ACR toksisite grubunda; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarina
gore anlamli diizeyde azaldig1 gézlemlendi (p<0.0001). SOD aktivitesi, MEL10+ACR
grubunda, ACR grubuna gore arttigi fakat bu artmanin MEL20+ACR grubu kadar etkili
olamadigi tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR grubunun istatistiksel olarak p<0.001
diizeyinde bir fark ile Kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edildi. MEL20+ACR ve
MEL20 gruplarindaki SOD seviyeleri, ACR grubuna gore anlamli bir sekilde yiikseldigi
goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplar1 kiyaslandiginda
ise kontrole gore farklilik arz etmedigi tespit edildi (p>0.05).

Beyin dokusunda oksidatif stres parametrelerinden biri olan GPX, oksidorediiktaz
enzim ailesinin bir iyesidir. Sekil 4.8. B’de inceledigimiz GPx enzim aktivitesi, ACR
grubunun degerleri, Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarinin degerlerine gore
anlamli diizeyde azaldigi gézlemlendi (p<0.0001). MEL10+ACR grubundan elde edilen
veriler, ACR grubundan elde edilen verilere gore arttig1 fakat bu artisin MEL20+ACR
grubu kadar etkili olamadigi tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR
kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak fark oldugu tespit edildi (p<0.001). MEL20+ACR
ve MEL20 gruplari, ACR grubuna gore GPx seviyelerinde anlamli bir sekilde artma
oldugu goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplar
kiyaslandiginda ise kontrole gore farklilik arz etmedigi tespit edildi (p>0.05).

Hidrojen peroksitin yikimlanmasindan sorumlu olan KAT aktivitesindeki
degisiklikler Sekil 4.8. C’de gosterilmistir. Deney gruplar1 arasinda yapilan
karsilastirmalar Kontrol grubuna goére yapilip degerlendirilmistir. KAT aktivitesinde

ACR toksisite grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarina gére anlaml1 diizeyde
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azaldig1 gézlemlendi (p<0.0001). KAT aktivitesi; MEL10+ACR grubunda, ACR grubuna
gore arttig1 fakat bu artmanin MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadig: tespit edildi
(p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise MEL10+ACR grubunda KAT
seviyesinin onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.001). MEL20+ACR ve
MEL20 gruplarinda, ACR grubuna gore KAT seviyelerinde anlamli bir sekilde artma
oldugu gorildii (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplar

kiyaslandiginda ise Kontrole gore farklilik arz etmedigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.8. Deney gruplarindaki ratlarin beyin dokularinda SOD, GPx ve KAT
aktiviteleri

4.4, TNF-a, IL-1p, IL-6 ve nNOS Seviyeleri Uzerine ACR ve MEL
Uygulamalarinin Etkisi

Yapilan bu ¢alismada ACR ve MEL uygulanan gruplar arasinda inflamasyon
belirteclerinin seviyeleri degerlendirildi. Dogal bagisiklik sisteminde 6nemli bir indikator
olan TNF-a seviyelerinde artisin bazi sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglayarak
apoptozisi indiikleyebilmektedir. Bu degerlendirme sonucunda Sekil 4.9. A’da da

goriildigi gibi TNF- a diizeyi incelendiginde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve
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MEL20 gruplari ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde arttig1 saptandi (p<0.0001). Kontrol
ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise MEL10+ACR grubunda TNF-a seviyesinin
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu,
MEL20+ACR ve MEL20 gruplar ile kiyaslandiginda aralarinda fark olugmadigi
(p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun TNF-a diizeyini ACR grubuna gore dnemli derecede
azalttig1 tespit edildi (p<0.05).

Sekil 4.9. B’de goriildiigii gibi IL-1 diizeyi incelendiginde ACR grubu; Kontrol,
MEL20+ACR ve MEL20 gruplar ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artisin oldugu
tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR grubunda IL-1 seviyesinin, ACR’ye gore
azaldig1 fakat bu azalmanin MEL20+ACR grubu kadar etkili olmadigi tespit edildi
(p<0.0001). Kontrol ile MELI0+ACR kiyaslandiginda, MEL10+ACR grubunun
istatistiksel olarak dnemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). MEL20+ACR ve
MEL20 gruplarinda, ACR grubuna gore anlaml bir sekilde azalmanin oldugu goriildi
(p<0.05). IL-1p seviyesinin, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarinda kontrole gore farklilik

arz etmedigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.9. Deney gruplarinda beyin TNF-a ve IL-1f diizeyleri
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Sekil 4.10. A’da gorildiigii gibi IL-6 diizeyi incelendiginde ACR grubu; Kontrol,
MEL20+ACR ve MEL20 gruplart ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artisin oldugu
tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise MEL10+ACR
grubunda IL-6 seviyesinin istatistiksel olarak dnemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarnn ile kiyaslandiginda
aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun IL-6 diizeyini ACR
grubuna gore dnemli derecede azalttigi tespit edildi (p<0.05).

Sekil 4.10. B’de gosterildigi gibi beyin dokusunda nNOS diizeyi incelendiginde
ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplan ile kiyaslandiginda anlamli
diizeyde artisin  oldugu tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR
kiyaslandiginda ise MEL10+ACR grubunda nNOS diizeyinin istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20
gruplart ile kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL
dozunun nNOS diizeyini ACR grubuna gore onemli derecede azalttig1 tespit edildi

(p<0.05).
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Sekil 4.10. Deney gruplarinda beyin IL-6 ve nNOS diizeyleri
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4.5. ACR ve MEL Uygulamalarimin AChE ve MAO Seviyelerine Etkileri

Sekil 4.11. A’da gosterildigi gibi beyin dokusu sinirsel aktivitelerinde gorevli olan
AChE enzim diizeyi incelendiginde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20
gruplari ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir artisin oldugu tespit edildi (p<<0.0001).
Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise, MEL10+ACR grubunda AChE diizeyinin
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu,
MEL20+ACR ve MEL20 gruplart ile kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi
(p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun AChE aktivitesini ACR grubuna gore onemli
derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05).

MAO enzim diizeyleri incelendiginde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve
MEL20 gruplar ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artigin oldugu tespit edildi (Sekil
4.11.B, p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise, MEL10+ACR
grubunda MAO diizeyinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.01). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 gruplari ile kiyaslandiginda aralarinda
fark olusmadig1 (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun MAO aktivitesini ACR grubuna

gore onemli derecede azalttigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.11. Deney gruplarinda beyin AChE ve MAO enzim aktivite diizeyleri
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4.6. GRP78, ATF4, ATF6, sXBP1 ve CHOP Gen Ekspresyon Seviyeleri
Uzerine ACR ve MEL Uygulamalarinin Etkileri

Protein sentezlenmesi, katlanmasi, paketlenmesi ve iglenmesi gibi gorevleri yerine
getiren ER’da stres sonucu bazi ER saperonlarinin ekspresyon seviyelerinde artig
meydana gelmektedir. Yapilan bu ¢aligmada ACR ve MEL uygulamalart sonucu GRP78
seviyeleri gruplar arasinda degerlendirildi. Sekil 4.12’te de goriildiigii gibi GRP78 gen
ekspresyon diizeyleri incelendiginde ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20
gruplar ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artisin oldugu tespit edildi (p<0.0001).
Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise, MEL10+ACR grubunda GRP78 gen
ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.001). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplar kiyaslandiginda
aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun GRP78 diizeyini ACR

grubuna gore onemli derecede azalttigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.12. Deney gruplarindaki ratlarin beyin dokularinda GRP78 gen
ekspresyon diizeyleri
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Sekil 4.13’da da goriildiigi gibi ATF4 gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde
gruplar arasinda ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarn ile
kiyaslandiginda anlamli diizeyde artisin oldugu tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile
MEL10+ACR kiyaslandiginda ise, MEL10+ACR grubunda ATF4 gen ekspresyon
diizeyinin istatistiksel olarak Onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).
MEL20+ACR ve MEL20 gruplarinda, ACR grubuna goére ATF4 seviyelerinin anlaml
bir sekilde azaldigi goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplari
kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun ATF4

diizeyini ACR grubuna gore 6nemli derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.13. Deney gruplarindaki ratlarin beyin dokularinda ATF4 gen ekspresyon
diizeyleri

Sekil 4.14°de gosterildigi gibi ATF6 gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde
ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplarn ile kiyaslandiginda anlaml

diizeyde artisin oldugu tespit edildi (p<0.001). Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda
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ise, MEL10+ACR grubunda ATF6 gen ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.01). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20
gruplari kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun

ATF6 diizeyini ACR grubuna gore dnemli derecede azalttigi tespit edildi (p<0.05).

ATF6

-
(3]
|

-
(=)
|

=
o
|

mRNA Ekspresyon Seviyesi
(ATF6/GAPDH)

(**: p<0.001, *: p<0.01, n=10)
Sekil 4.14. Deney gruplarindaki ratlarin beyin dokularinda ATF6 gen ekspresyon
diizeyleri
CHOP ekspresyonunu indiikleyebilen saperonlardan birisi olan sXBP1
aktivitesindeki degisiklikler Sekil 4.15’de gosterilmistir. Deney gruplari arasinda yapilan
karsilastirmalar kontrol grubuna gore yapilip degerlendirilmistir. SXBP1 gen ekspresyon
diizeyleri ACR toksisite grubu ile kiyaslandiginda; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20
gruplarina gore anlamli diizeyde arttig: tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR grubunda,
ACR grubuna gore azaldigi fakat bu azalmanin MEL20+ACR grubu kadar etkili
olamadigi tespit edildi (p<0.001). Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise,
MEL10+ACR grubunda sXBP1 gen ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak onemli

diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20
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gruplar1 kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun

sXBP1 diizeyini ACR grubuna gore dnemli derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05).

sXBP1

2.5 Fokek

mRNA Ekspresyon Seviyesi
(sXBP1/GAPDH)

(***: p<0.0001, **: p<0.001, n=10)

Sekil 4.15. Deney gruplarindaki ratlarin beyin dokularinda sXBP1 gen
ekspresyon diizeyleri

ER’da olusan stres sonucu hiicrelerin hayati faaliyetlerinin sonlandirilmast CHOP
ekspresyonunun artmasi ile miimkiin olmaktadir. CHOP saperonu Bax/Bcl-2 oranlarinda
degisiklige yol agarak apoptozisi indiikledigi bilinmektedir. Sekil 4.16’de gosterildigi
gibi CHOP gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde gruplar arasinda ACR grubu;
Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplar ile kiyaslandiginda anlaml diizeyde artisin
oldugu tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile MEL10+ACR kiyaslandiginda ise,
MEL10+ACR grubunda CHOP gen ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak onemli
diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20
gruplari kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun

CHORP diizeyini ACR grubuna gore énemli derecede azalttigi tespit edildi (p<0.05).
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(***: p<0.0001, **: p<0.001, n=10)

Sekil 4.16. Deney gruplarindaki ratlarin beyin dokularinda CHOP gen
ekspresyon diizeyleri

4.7. Bax, Bcl-2 ve Cas-3 Gen Ekspresyon Seviyeleri Uzerine ACR ve MEL
Uygulamalarimn Etkileri

Programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan apotozisin 6nemli parametrelerinden
biri olan Bax gen ekspresyon diizeyi gruplar arasinda incelendiginde; Sekil 4.17. A’da
gosterildigi gibi ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplar ile
kiyaslandiginda anlamli diizeyde artisin oldugu tespit edildi (p<0.0001). Kontrol ile
MEL10+ACR kiyaslandiginda ise, MEL10+ACR grubunda Bax gen ekspresyon
diizeyinin istatistiksel olarak Onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001).
Kontrol grubu ile MEL20+ACR ve MEL20 gruplan kiyaslandiginda aralarinda fark
olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun Bax diizeyini ACR grubuna gore dnemli
derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05).

Bcl-2 diizeyi gruplar arasinda incelendiginde; Sekil 4.17. B’de goriildigii gibi
ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplan ile kiyaslandiginda anlaml

diizeyde bir azalmanin oldugu tespit edildi (p<0.0001). Kontrol grubu ile MEL10+ACR
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grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak fark olustugu belirlendi (p<0.001). Kontrol
grubu; MEL20+ACR ve MEL20 gruplar ile kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadig:
(p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun Bcl-2 diizeyini ACR grubuna gore 6nemli derecede
arttirdig tespit edildi (p<0.05).

Cas-3 gen ekspresyon diizeyi gruplar arasinda incelendiginde; Sekil 4.17. C’de
gosterildigi gibi ACR grubu; Kontrol, MEL20+ACR ve MEL20 gruplar ile
kiyaslandiginda anlamli diizeyde artigin oldugu tespit edildi (p<0.0001). MEL10+ACR
grubunda Cas-3 diizeyinin Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu
belirlendi (p<0.001). Kontrol grubu, MEL20+ACR ve MEL20 gruplar1 ile
kiyaslandiginda aralarinda fark olusmadigi (p>0.05) ve 20 mg/kg MEL dozunun Cas-3

diizeyini ACR grubuna gore 6nemli derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.17. Deney gruplarinda beyin Bax, Bcl2 ve Cas-3 diizeyleri
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4.8. Beyin Dokusu Histopatolojisi Uzerine ACR ve MEL Uygulamasinin

Etkileri

Deneysel g¢alisma sonunda ratlardan elde edilen beyin dokularindan alinan

kesitlere H&E boyamasi yapildi ve gruplar arasinda degerlendirmeler yapilarak asagida

Ozetlendi.

Kontrol grup: Beyin dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, beyin
dokularinin normal histolojik goriiniimde oldugu gozlendi (Sekil 4.18).

ACR grup: Beyin dokularinin histopatolojik olarak incelenmesinde, néronlarda
siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroz, meningeal ve paransimal damarlarda
siddetli dilizeyde hiperemi belirlendi (Sekil 4.19). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (p<0.05).

MEL10+ACR grup: Dokularin histopatolojik incelenmesinde, ndronlarda orta
diizeyde dejenerasyon, hafif diizeyde nekroz ve siddetli diizeyde hiperemi
gozlendi (Sekil 4.20).

MEL20+ACR grup: Beyin dokularinin histopatolojik olarak
degerlendirilmesinde, noronlarda hafif diizeyde dejenerasyon ve damarlarda
hiperemi belirlendi (Sekil 4.21). ACR grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli fark goriildii (p<0.05).

MEL20 grup: Beyin dokularinin histopatolojik olarak incelenmesinde,
meninkslerin ve paransim dokunun normal histolojik goriinlimde oldugu

belirlendi (Sekil 4.22). Histopatolojik bulgular Tablo 4.2.’de 6zetlendi.
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Sekil 4.19. ACR grup, beyin dokusu, néronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon (oklar)
ve nekroz (ok baslar1), H&E, Bar: 50um
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Sekil 4.20. MEL10+ACR grup, beyin dokusu, néronlarda orta diizeyde dejenerasyon
(oklar), hafif diizeyde nekroz (okbas1), H&E, Bar: 50um

A - - —

Sekil 4.21. MEL20+ACR grup, beyin dokusu, néronlarda hafif diizeyde dejenerasyon,
H&E, Bar: 50pum
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Sekil 4.22. MEL20 grup, beyin dokusu, normal histolojik goriiniim, H&E, Bar: 50um

4.9. Beyin Dokusu 8-OHdG Ekspresyonu Uzerine ACR ve MEL

Uygulamasimmin Etkileri

Deneysel caligmalar sonunda ratlardan elde edilen beyin dokularindan alinan

kesitler 8-OHdG ekspresyonunun tayini i¢in immunohistokimyasal boyamasi ile gruplar

arasinda degerlendirmeler yapilarak bulgular asagidaki 6zetlenmistir.

Kontrol grup: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde, 8-
OHdG ekspresyonu negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.23).

ACR grup: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
noronlarda siddetli diizeyde sitoplazmik 8-OHdG ekspresyonu goézlendi (Sekil
4.24). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml fark goriildii
(p<0.05).

MELI10+ACR  grup: Beyin dokulart  immunohistokimyasal  olarak

degerlendirildiginde, noronlarda orta diizeyde 8-OHdAG ekspresyonu tespit edildi
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(Sekil 4.25).

e MEL20+ACR grup: Beyin dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
noronlarda hafif diizeyde sitoplazmik 8-OHdG ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.26).
ACR grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.05).

e MEL20 grup: Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
negatif 8-OHdG  ekspresyonu olarak  degerlendirildi  (Sekil  4.27).

Immunohistokimyasal bulgular Tablo 4.2.’de 6zetlendi.
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Sekil 4.23. Kontrol grup, beyin dokusu, negatif 8-OHdG ekspresyonu, IHC-P, Bar:
20pm
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Sekil 4.24. ACR grup, beyin dokusu, noronlarda siddetli diizeyde 8-OHdAG ekspresyonu
(okbaslar1), IHC-P, Bar: 20pm

s . 9 W A , ' %
""i.‘ “’ "o’? . x’ a’?""" ;
ST LI el
8 ;g o ey in®
iR W RS AL

L LA W R B

Sekil 4.25. MEL10+ACR grup, beyin dokusu, néronlarda orta diizeyde 8-OHdG
ekspresyonu (okbaglar1), H&E, Bar: 20um
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Sekil 4.26. MEL20+ACR grup, beyin dokusu, néronlarda hafif diizeyde sitoplazmik 8-
OHdG ekspresyonu, H&E, Bar: 20um
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Sekil 4.27. MEL20 grup, beyin dokusu, normal histolojik goriiniim, H&E, Bar: 50um
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4.10. Beyin Dokusu GFAP Ekspresyonu Uzerine ACR ve MEL

Uygulamasinin Etkileri

Deneysel galismalar sonunda ratlardan elde edilen beyin dokularindan alinan

kesitler GFAP ekspresyonunun tayini i¢in immiinofloresan boyamasi ile gruplar arasinda

degerlendirmeler yapilarak bulgular asagidaki 6zetlenmistir.

Kontrol grup: Beyin dokulart immunfloresans yontemiyle incelendiginde, GFAP
ekspresyonu negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.28).

ACR grup: Beyin dokular1 immunfloresans ydntemiyle incelendiginde,
astrositlerde siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu goriildii (Sekil 4.28). Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0.05).
MEL10+ACR  grup: Beyin dokulart  immunfloresans  ydntemiyle
degerlendirildiginde, astrositlerde orta diizeyde GFAP ekspresyonu belirlendi
(Sekil 4.28).

MEL20+ACR grup: Beyin dokulari immunfloresans yontemiyle incelendiginde,
astrositlerde GFAP ekspresyonu hafif diizeyde tespit edildi (Sekil 4.28). ACR
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.05).
MEL20 grup: Beyin dokulari immunfloresans yontemiyle incelendiginde, GFAP
ekspresyonu negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.28). immunofloresan sonuglar

Tablo 4.2.’de dzetlendi.
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Sekil 4.28. Beyin dokusu, astrositlerde GFAP ekspresyonu (okbaglari), IF, Bar: 50um
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Tablo 4.2. Deneysel gruplarin beyin dokularinda gozlenen histopatolojik,
immunhistokimyasal ve immunfloresan bulgularin skorlanmasi

Bulgular Kontrol ACR MEL10+ACR MEL20+ACR  MEL20
Noronlarda dejenerasyon - +++ ++ + -
Noronlarda nekroz - +++ + - -
Damarlarda hiperemi - +++ +++ ++ -
8-OHdG ekspresyonu - +++ + + _
GFAP ekspresyonu - +++ ++ + .

Beyin dokulari immun porzitifliklerine gére yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirildi.
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5. TARTISMA

ACR birgok endiistriyel alanda kullanilan suda ¢6ziiniir vinil bir monomerdir.
ACR ozellikle atik sularin saflagtirllmasinda, bazi ingaat malzemelerinin tiretiminde, jel
kromotografisi icin molekiiler laboratuvarlarda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 6zellikle insaat sektoriinde ve diger sektorlerde
calisan iscilerde de ACR’ye maruziyet goriilmektedir. Bu bilgiler 1singinda yapilan
calismalarda ACR’nin sadece dis faktorlere bagli olarak degil ayn1 zamanda gidasal
iiriinler ile de organizmaya almabildigi rapor edilmistir.®* 1®° Yapilan calismada
besinlerin yiiksek sicakliklara maruz kalmasi sonucu ACR’nin olustugu gozlemlenmistir.
Genel olarak 120 °C ve iizerinde yiiksek 1s1ya maruz kalan ekmek, kizartma, patates cipsi,
kavrulmus kahve, biskiivi, kraker ve 1zgara gibi besinlerde ACR agiga ¢ikmaktadir. Bu
olusum hizi ve miktari ¢esitli faktorlere bagli olmakla birlikte 1s1 miktaria gore sicaklik
arttik¢a logaritmik olarak artmaktadir. Ozellikle karbonhidrat bakimindan zengin besinler
ile asparajin aminoasitlerince zengin besinlerde daha fazla miktarda ACR bilesigi
olustugu bilinmektedir. Maillard esmerlesme reaksiyonu sonucunda asparajin amino
asitinin sekerler, 0zellikle glikoz ve fruktoz ile reaksiyona girmesiyle ACR bilesigi
meydana gelmektedir,166: 167

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi, ACR’yi insanlar i¢in muhtemelen
kanserojen olarak smiflandirmigtir. 2001 yilinda, Toksisite, Ekotoksisite ve Cevre
Bilimsel Komitesi, ACR’nin nérotoksisite, genotoksisite, kanserojen ve iireme toksisitesi
gibi dogal toksik &zelliklerini ortaya c¢ikarmustir.!®” ACR, hem insanlarda hem de
laboratuvar hayvanlarinda iyi belgelenmis bir nérotoksik maddedir. Insanlarmn ACR'ye
subkronik, diisiik seviyeli mesleki maruziyeti, ataksi, iskelet kasi zayifligi, el ve ayaklarda
uyusma ile karakterize ndrotoksisiteye neden olmaktadir. Laboratuvar hayvanlarinda

deneysel olarak olusturulan ACR toksisitesi modellerinde sonucunda goriilen kilinik
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bulgular bir¢ok agidan insanlarda meydana gelen toksisitede goriilen bulgularla benzerlik
gostermektedir. 1%

ACR sitokrom P450 2E1 (CYP2E1L) tarafindan metabolize edilmektedir. ACR
metabolize olduktan sonra glisidamid metabolitine pargalanarak DNA ve proteinlerde
hasar olusturmaktadir.® ACR ve glisidamid metaboliti GSH ile konjuge edilerek
uzaklastirilir ve daha sonra idrarla atilir. Bu yiizden ACR toksisitesinde GSH diizeylerinin
azaldig1 goriilmektedir.}’® 1" Hem ACR hem de glycidamid, siilthidril ve amino gruplar
gibi niikleofilik bolgelere karsi reaktiftirler. Bu bilesiklerin 6zellikle ACR’nin farkli
organlarda mikroniikleuslar1 indiikleyerek kanserojen etki yaptigi, plasental bariyeri
gecerek anomalilere neden oldugu, yiiksek dozlarda genetik mutasyonlara ve ozellikle
sinirsel ndropatilere sebep oldugu bilinmektedir.”® Ayrica yapilan ¢alismalarda ACR’nin
norotoksisite}’?, reprodiiktif tosisitesi’®, nefrotokisite!™, hepatotoksisite!”® ve
kardiyotoksisiteye'’® neden oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, ratlarda ¢oklu organ toksisitesine neden olan ACR bilesigi ile
indiiklenen norotoksisite modeli tizerine gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuar etkili
MEL’in etkileri arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda ACR norotoksisitesinde MEL olasi
etkileri lokomotor aktivite, oksidatif stres, ndroinflamasyon, ER stresi ve noronal
apoptozis ile immiinohistokimyasal ve immiinofloresan bulgular degerlendirildi.

ACR, diisiik diizeydeki mesleki maruziyetleri insanlarda ve deney hayvanlarinda
benzer karakteristik 6zellikler gosteren iskelet kas kaybi, ataksi ve el-ayaklarda uyusma
ile karaktterize norotoksik belirtiler gostermektedir. ACR toksisitesinin ilk belirtileri hind
limb paralizis olarak adlandirilan arka bacak felci seklinde tanimlanmaktadir. Yapilan
bazi calismalarda ACR toksisitesinde verilen doz ve giine bagl olarak viicut agirliginda
azalma ve hind limb paralizisin olustugu gériilmiistiir.*”* 1" 17® Yapilan bu calismada ise

I.p. olarak 14 giin boyunca 50 mg/kg ACR uygulamasinin sonucunda gelisen
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norotoksisite ile ratlarda Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ACR, MEL10+ACR ve
MEL20+ACR gruplarinda iskelet kas1 zayifligi, vuciit agirliginda azalma ve hind limb
paralizis olusmustur. Tablo 4.1.de de goriildiigii gibi diisiik doz MEL uygulamasinin
viicut agirligi tizerine ¢ok az olumlu bir etkisi goriildii. Fakat yiiksek doz MEL (20 mg/kg)
uygulanan ratlarda ACR grubu ile kiyaslandiginda viicut agirliginin arttig1 goriilmiistiir.

ACR, hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda néronal hasar, ataksi, iskelet
kas kaybi, hind limb paraliz, néronal apoptozis, mitokondriyal disfonksiyon,
mikrogliyalarda hasara sebep olmaktadir.!®® 1 ACR nérotoksisitesin olusum
mekanizmalari hala arastirilmakta olan bir konudur. Sinir sisteminde gelisen hasar sonucu
dejenerasyon, programli hiicre 6liimleri ve hiicresel mekanizmalarda anormallikler
meydana gelmektedir. Bu toksik néropatinin dnemli 6zelligi uzun miyelinli sinir liflerinin
distal aksonlarinda hasarlar olusturmasidir.?! % Merkezi sinir sisteminde gelisen hasarlar
sonucunda c¢esitli norolojik kusurlar goriilmektedir. Bu norolojik kusurlar sonucunda
hareket etme kabiliyetlerinde onemli diizeyde degisiklikler meydana gelmektedir.
Hareketlerdeki degisiklikler norolojik degisikliklerin gdstergesi olabilir ve anormal beyin
fonksiyonlarini yansitabilmektedir. Anormal beyin fonksiyonlari ise davranis ve hareket
etme kabiliyetlerinde anormallikler meydana getirmektedir. LMA testi denegin genel
saglik durumunu, stres diizeyini, anksiyete benzeri davranislari ve spontan hareketlerdeki
degisiklikleri belirlemede kullanilan yontemlerden biridir. Saglikli olmayan hayvanlar
daha az hareket etme egilimindedirler.®® % Deneysel caligmalarda gozlemlenen stresin,
beyin islevi lizerinde giiclii bir etkiye sahip oldugu ve hem kisa hem de uzun vadeli
davramis degisikliklerine yol agabildigi bilinmektedir.® Bu sekilde gelisen streslere
hiicresel ve davranigsal yanit her zaman icerige baghdir ve cesitli gevresel faktorler
bireyin strese tepkisini sekillendirebilir.®® Ag¢ik alan testlerinde en yaygm olarak

kullanilan hareket tipleri stereotipik, ambulutuvar, horizontal ve vertikal hareketlerdir. Bu
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hareketler ~ayr1 ayri  degerlendirilecegi  gibi toplam LMA  olarak da
degerlendirilebilmektedir. Kasinma, tirmalama ve kazma aktiviteleri gibi tek bir 11k
demetini kesen aktiviteler stereotipik aktivite sayist olarak kaydedilmektedir.
Hayvanlarin aktivite kafesini terk etme cabalar1 ise ambulatuvar hareket sayisi olarak
kaydedilmektedir. Horizontal harekette ise denegin dikilme ve yer degistirme hareketi
yapmadan olduklar1 yerde yaptiklar1 hareketlerdir. Vertikal hareket ise arka ayaklari
iizerinde yaptiklar1 dikilme hareketi olarak degerlendirilmektedir,%% 162 180

ACR, perifer sinir sisteminin dejenerasyonu ve bazi beyin bolgelerinde hafiza
merkezi dejenerasyonu nedeni ile 6grenme kaybi, uyusukluk, serebellar ataksi, duyusal
ve motor perifer polindropatidir.’®18 ACR maruziyeti sonucunda motor alanlarda
gelisen hasarmeydana gelmekte ve buna bagl olarak lokomotor aktivitede degisimler
goriilmektedir. Bowyer ve ark.'®® ratlarda ACR ile indiikledikleri norotoksisite modelinde
lokomotor aktivitede azalma, koordinasyon bozuklugu (uyusuma ve hind limb paralizis)
ve kilo aliminmn baskilandigini tespit etmislerdir. Crofton ve ark.’®® doza bagimli ACR
maruziyeti ile olusturduklar1 norotoksisitede genel motor aktiviyi incelemislerdir. Bu
inceleme sonucunda ACR maruziyetinin hem merkezi hemde perifer sinirlerde hasara
neden olarak, horizontal ve vertikal aktivitelerde azalmaya neden oldugunu
gdstermislerdir. Zhang ve ark.'®” ACR bilesigi ile olusturduklar1 nrotoksisitede hindlimb
paralizise bagli postiir anomaliligi, ataksi, lokomotor aktivitede azalma, iskelet kas
zay1flig1 ve arka uzuv siirliklenmesi seklinde genel davranis degisikliklerinin olustugunu
bildirmislerdir. Shukla ve ark.’®® ACR’nin lokomotor aktivite iizerinde yaptiklari
caligmada stereotipik aktivitede, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ACR grubunda dnemli
derecede azalma oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni1 ¢calismada ambulutuvar aktivite ve
dintance/toplam mesafede de ACR grubunda 6nemli derecede azalma oldugu goriilmiis

ve protektif amagli Acorus calamus uygulamasinin bu parametreler tizerinde terapotik
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etkilerine isaret etmislerdir. Benzer ¢alismalarda da antioksidan ve antiinflamatuar etkili
bilesiklerin lokomotor aktivite {izerine koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmigtir.!8% 18
Yapilan bu c¢alismada ise deney gruplarindaki ratlarin lokomotor aktivitesini
degerlendirmek amaciyla stereotipik, ambulutuvar, distance, horizontal ve vertikal
hareketler incelenmistir. ACR enjeksiyonundan sonra yapilan agik alan testi uygulamasi
ile elde edilen LMA sonuglarina gére ACR toksisite grubu LMA degerleri Kontrol grubu
LMA degerlerine gore 6nemli derece azaldi. Sekil 4.1°de de goriildiigii gibi koruyucu
amagla kullanilan giiglii antioksidan ve antiinflamatuar etkili MEL bilesiginin 6zellikle
yiiksek dozunun (20 mg/kg), ACR norotoksisitesine karst koruyucu etki sagladigi ve buna
bagl olarak LMA diizeylerinin ACR toksisite grubundan yiiksek oldugu ve kontrol ile
farklilik olusmadig1 belirlendi. Fakat MEL yiiksek dozunun vertikal aktivite iizerine
etkisinin olmadig1 goriildi. Bunun nedeni ise ACR’nin hind limb paralizisi
olusturmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. MEL’in yliksek dozunun tek basina
uygulamasinin ise LMA iizerine herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi gorildii. Sekil
4.2,4.3,4.4,4.5 ve 4.6’da goriildiigii gibi Kontrol grubundaki ratlar agik alanda defalarca
gezinirken ACR grubunda hareket ¢ok azaldi. MEL20+ACR grubunda ise hareketlerde
artisin oldugu goriildi. Tek doz MEL grubunda ise Kontrol ile paralel hareketler tespit
edildi.

ACR ve benzeri bilesiklerin toksik etkilerinden dolay1 insanlarda ve hayvanlarda
bircok noérodejeneratif hastaliga neden oldugu bilinmektedir. Bu toksik bilesikler
Parkinson, Alzheimer ve Huntington hastalig1 gibi c¢esitli beyin hasarlarina neden
olabilirler. Bu bilesiklerin néron hiicrelerinde azalma, motor ve bilissel fonksiyonlarda
hasar, hiicresel enerji azlig1 ve anormal protein agregasyonu yoluyla bu tip hasarlara
neden olabilmektedirler.2%® 1% Hiicresel enerji; genellikle enerji metabolizmasi, Kalsiyum

homeostasisi, lipid biyosentezi ve apoptozis gibi bigok hiicresel isleyis i¢in énemli bir
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organel olan mitokondri igerisinde oksidatif fosforilasyon yoluyla tiretilir. Hiicresel enerji
icin gerekli olan ATP’nin tretimi ve oksidasyonunda, serbest radikaller, ROS, reaktif
nitrojen tiirleri ve karbon-siilfiir tiirleri meydana gelmektedir.!%* %! Yapilan calismalarda
ROS artis1 tiim hiicresel biyomakromolekiilerin; lipid, karbonhidratlar, proteinler ve
poliniikleotitlerin hasarina neden oldugu bilinmektedir. Artan ROS miktar1 oksidan ve
antioksidan dengesini bozdugu ve hiicresel isleyisi engelledigi bilinmektedir.?*% 19 ACR
bilesigi 6zellikle sinir sisteminde oksidan ve antioksidan mekanizmalar etkilemekte ve
bu mekanizmalar1 bozarak hiicresel hasara neden olmaktadir.”® Sinir sisteminde hiicresel
olaylarin geligebilmesi i¢in prooksidan-antioksidan homeostasisinin saglanmasi
gerekmektedir. Sinir iletiminin olusumu, norotransmitter lretimi ve ¢esitli hiicresel
reseptorlerin ekspresyon seviyelerinin degisimi, apoptozisin gelisimi gibi ¢esitli hiicresel
fonksiyonlarin ROS tarafindan etkilendigi bilinmektedir.}®® ACR ve bazi benzeri
bilesikler bu antioksidan homeostasisini bozarak, ROS iiretiminin artisina neden
olmaktadir. Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemi normal sartlarda
tiretilen ROS’u temizleyerek oksidan-antioksidan dengesini korumaktadir. Artan ROS
miktari ise sinir hiicrelerinin normal fonksiyonlarmi engellemektedir.1%* 1% ACR dahil
cesitli kimyasal ajanlar ROS miktarim arttirdigindan bu denge bozulmakta ve oksidatif
stres gelismektedir.!® Beyin dokusundaki yiiksek metabolik hiz diisiik hiicresel
yenilenme kapasitesi ve yiiksek diizeyde ¢oklu doymamis yag asitleri bu dokunun ROS’a
diger dokulardan ¢ok daha duyarli olmasina neden olmaktadir.®” Hiicrelerin membran
yapisinda bulunan ve hiicresel hasarda peroksidasyona ugrayip hiicresel hasarmn ilk
belirteci lipitlerdir. Ozellikle membran fosfolipitleri gibi ¢oklu doymamuis yag asilerinin
lipit peroksidasyonu, ROS aracili oksidatif bozulma sonucunda olugmaktadir. Hiicresel
reaksiyonlar sonucu lipit radikalleri ile molekiiler oksijenin birlesmesi sonucunda lipit

peroksit radikalleri olusmaktadir. Bu radikaller hidrojen atomlarmi alarak lipit
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hidroperoksitleri olusturmaktadir ve bu sekilde bu reaksiyon kendi kendini
katalizlemektedir.!%8-2% QOlusan oksidatif stres lipit peroksidasyonunu arttirarak MDA
diizeyinde artisa neden olmaktadir. ACR ile indiiklenen norotoksisite modellerinde
oksidatif stres sonucu gelisen MDA miktarinin artti§i  yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir.1%® 202 292 Yapilan bazi galismalarda hem in vivo hem de in vitro deneyler
ACR’nin nérositlerde oksidatif stresi indiikledigi bildirilmistir.2% 2% Mehri ve ark.!®
yaptiklari bir caligmada 50 mg/kg dozunda ACR uygulamasinin beyin dokusunda lipid
peroksidasyonunu uyarmasi sonucunda MDA diizeyinin arttigin1 ve GSH miktarinda ise
onemli derecede azalmanin oldugunu rapor etmislerdir. Acaroz ve ark.?’! yaptiklari
calismada ACR ile olusturulan multi-organ toksisitesinde MDA diizeyinin arttigi ve
antioksidan ve antiinflamatuar etkili boron bilesiginin MDA diizeyinde azalmaya neden

oldugunu gostermisleridir. Bazi arastirmacilar?%>-2%7

, benzer sekilde giiglii bir antioksidan
ve antiinflamatuar bir bilesik olan MEL’nin oksidatif stres sonucu olusan artmis MDA
diizeyini azaltarak beyin dokusunu hasara karsi1 korudugunu rapor etmislerdir. Yapilan bu
calismada, Sekil 4.7.A’da da goriildigi gibi 50 mg/kg ACR ile olusturulan
norotiksisitede, ACR’nin noronal lipid peroksidasyonunu indiikleyerek MDA
seviyesinde artisa sebep oldugu ve MEL’in o6zellikle 20 mg/kg dozunun MDA
diizeylerindeki ACR kaynakli artis1 6nemli diizeyde 6nledigi belirlendi.

Hiicresel olaylarda 6nemli bir non-enzimatik antioksidan olan GSH, kimyasal
olarak sistein, glutamik asit ve glisin amino asitlerinden olusan tripeptittir. Ayrica GPx
icin 6nemli bir substrattir. Bu nedenle hem GSH hem de GPx lipid peroksidasyonunu
inhibe edebilirler. Yapilan ¢alismalarda ACR’nin absorbsiyonundan sonra metabolizmasi
icin Ozellikle iki yol oldugu gosterilmistir. Birincisi glutatyon-S-transferaz enziminin

aktivitesi ile GSH birleserek veya ikinci yol olarak, CYP2E1’in oksidasyonu ile

Glisidamid bilesigine doniistiigii gozlemlenmistir. Daha sonra glisidamid yine transferaz
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enziminin aktivitesi ile GSH birleserek veya epoksi hidrolaz enzimleri ile N-asetil-S
sistein konjuge tiirevine doniistiiriilerek viicut disma atildig1 gosterilmistir.””"® ACR
kaynakli oksidatif streste genellikle GSH depolari tiikenir. Bunun nedeni ise ACR’nin
toksik olmayan formuna diiniisiimii sirasinda GSH kullanarak miktarinin azaltmasidir.t%’
ACR’nin beyin dokusunda GSH diizeyini azalttig1 bu nedenle norotoksisiteye neden
oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir. 1% 19 205 By calismada ise belirtilen
literatiirlere paralel olarak ACR toksisitesi sonucu beyin dokusunda gelisen oksidatif
strese bagli olarak GSH diizeyinin azaldig1 belirlendi. Bazi arastirmalarda ise MEL’nin
antioksidan etkiligi ile oksidatif stresi Onledigi ve GSH miktarini yiikselttigi
bildirilmistir.2®® 2% Sunulan bu ¢alismada, Sekil 4.7.B’de de goriildiigii gibi ACR
grubunda GSH miktar1 azalirken; MEL’in yiiksek dozunun antioksidan etki sagladigi ve
ACR’nin sebep oldugu GSH diizeyindeki azalmay1 dnledigi belirlendi.

SOD, siiperoksit radikallerine karsi ana savunma sistemini olusturur. Ayrirca
oksidatif strese karsi ilk savunma hattidir. SOD, siiperoksit anyonunun (O2)
dismutasyonunu saglar ve H>O> formatini katalize eden bir enzim grubunu temsil eder.
Olusan hihrojen peroksit ise GPx ve KAT enzimlerinin reaoksiyonlart ile su ve molekiiler
oksijene indirgenir.?®® Hiicre sitozoliinde ve mitokondride bulunan GPx, H20’yi suya
doniistiirme yetenegine sahiptir. Bu reaksiyonu yapabilmesi i¢in GSH’a ihtiyaci vardir.
GSH ile hidrojen peroksiti pargaladiktan sonra GSH oksitlenmis glutatyona
doniismektedir.?% GPx ve KAT, H20; iizerinde aym etkiye sahiptir, ancak GPx, yiiksek
ROS konsantrasyonunda daha verimlidir ve KAT daha diisiik H.O> konsantrasyonunda
da onemli bir etkiye sahiptir. Toksik maddeleri detoksifiye edebilen KAT
peroksizomlarda bulunan enzimatik antioksidanlardan biridir.X° ROS artis1 ile oksidan
ve antioksidan dengenin bozulmasi hiicre i¢i bu enzimatik antioksidanlarin islevlerinin

189

azalmasina neden olmaktadir. Goudarzi ve ark.” yaptig1 bir ¢alismada ACR uygulamasi
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sonucu ratlarda gelisen norotoksisitede ellagic asitin koryucu etkisini incelemiglerdir.
Yaptiklar1 inceleme sonucunda ACR kaynakli oksidatif stresin gelistigi ve SOD, GPx ve
KAT enzimlerinin aktivitelerinin ACR grubunda énemli miktarda azaldig1 ve koruyucu
amacli uyguladiklar ellagic asitin bu enzimlerin aktivitelerini arttirarak norotoksisiteye
kars1 koruma sagladigini gostermislerdir. Motallebzadeh ve ark.?!! ratlarda radyasyon ile
indiikledikleri oksidatif stres ve apoptozis lizerine giiglii antioksidan 6zelligi olan MEL
bilesiginin noéroprotektif koruyuculugu degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 bu calismada
radyasyon 1simasinin ROS artigina neden oldugu ve beyin hiicrelerinde gelisen hasar
sonucu oksidatif enzimlerin inaktivasyonuna sebep olarak SOD, GPx ve KAT
aktivitelerinin azaldigini belirlemislerdir. MEL uygulamasinin ise olusan oksidatif stresi
azalttigin1 ve néroprotektif etkili oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan bu calismada ise 50
mg/kg ACR uygulamasi sonucunda ratlarda gelisen norotoksisitede SOD, GPx ve KAT
aktivitelerinin azaldig1 belirlendi.  MEL’nin yiiksek dozunun oksidatif hasari
engelleyerek bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmay1 onledigi tespit edildi (Sekil 4.8)
Inflamasyon, viicudu korumayr ve savunmayr amaglayan dogustan gelen
bagisiklik sisteminin bir tepkisidir. inflamatuar yanit, hem lokal hem de sistemik bir yanit
iireten, c¢esitli hiicre tiplerinin ve sinyal molekiillerinin mobilizasyonu ve etkilesimi ile
diizenlenir.}'? Noroinflamasyon; néronlar, makrogliya ve mikrogliyalar dahil olmak
lizere merkezi sinir sistemi i¢inde bulunan tiim hiicreleri igeren bir yanittir. inflamasyon
olusumu sirasinda ¢esitli sinyal yolaklar1 aktif hale getirilerek bazi sitokinlerin ve
kemokinlerin salgilanmasini saglamaktadir. Organizmada yabanci bir made bulundugu
zaman mikrogliyalar PI3K/AKT, MAPK ve mTOR sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile

NF-kB’nin aktivasyonunu saglamaktadir.?*?

NF-kB'min aktivasyonu daha sonra
proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve indiiklenebilir enzimlerin, yani iNOS ve

COX-2’nin iiretimine aracilik eder ve bunlarin hepsi birlikte néroinflamasyona neden
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olur 111,212

Inflamasyon ile aktive olan mikrogliya, dendritik ve T lenfositleri gibi bagisiklik
hiicreleri  tarafindan salgilanan primer proinflamatuar sitokin olan TNF-a
noroinflamasyona aracilik eden sitokinlerin dizisini baslatir. TNF-o hem inflamasyon
hemde apoptozis diizenlenmesi ile iliskisi bulunmaktadir.?®®* TNF-o hiicre reseptoriine
baglandigi zaman hiicrenin hayatta kalmasi i¢in proinflamatuar genlerin ekspresyonunun
artmasini  veya hiicrede apoptozis ile ilgili genlerin ekspresyonunu arttirarak
faaliyetlerinin durdurulmasini saglamaktadir. TNF-a ayrica hastaliklarin patogenezinde
de rol oynamaktadir.?* Edres ve ark.?!®> ACR ile indiikledikleri ndrotoksisitede allicin ve
MEL uygulamasimin etkilerini aragtirmislardir. MEL uygulamasiin ACR kaynakli ROS
tiretimini, inflamasyonu ve mitokondriyal hasar1 azalttigini ve antioksidanlarin diizeyini
artirdigini tespit etmislerdir. Ayrica, ACR uygulamasmin ise TNF-o ekspresyonunu
onemli 6lciide arttirdigini belirlemislerdir. Baska bir ¢calismada ise Mehri ve ark.?!® PC12
hiicrelerinde ACR ile indiikledikleri sitotoksisitede inflamasyonun olustugu ve TNF-a
ekspresyonunun arttigint bildirmislerdir. Yapilan bu calismada elde edilen verilerin
literatiirle uyumlu oldugu, ACR wuygulamasi sonucu beyin dokusunda TNF-a
ekspresyonunda onemli diizeyde artis oldugu ve MEL’nin &zellikle yiiksek dozunun
antiinflamatuvar etki gostererek TNF-a diizeylerini azalttig1 belirlendi.

Monositler tarafindan indiikklenen [IL-1p inflamatuar ve immiin yanitin
baglamasinda en temel etkendir. Esas olarak kan monositleri ve doku makrofajlari
tarafindan tretilen IL-1B, hem akut hem de kronik inflamasyona aracilik etmede rol
oynamaktadir. Endotel hiicreleri, makrofajlar, mast hiicreleri, ndronlar, Schwann
hiicreleri, astrositler ve mikrogliyalardan salgilanabilir. Proinflamatuar sitokin olan IL-
1P ¢esitli hiicresel foknsiyonlarin yerine getirilmesinde 6nemli bir mediatdr ve apoptozis

aracilt hiicre sagkalimini diizenlemektedir. Hiicrelerin poliferasyonunu ve anjiyogenez
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lizerine de etkilidir.?'” 28 Elhelaly ve ark.?!® ACR ile indiikledikleri karaciger, bobrek ve
beyin hasari lizerine hesperidin ve diosminin koruyucu etkilerini arastirmiglaridir. ACR

toksisite grubunda IL-1B diizeylerinin arttigin gdstermislerdir. Tyagi ve ark.??°

yaptiklari
norotoksisite modeli ile ratlarda oksidatif stres ve ndroinflamayonu Lipopolisakkarit ile
indiiklemisler, tedavi amaciyla verdikleri MEL uygulamasmin ise IL-1B diizeyindeki
artist Onledigini rapor etmislerdir. Sunulan bu c¢alismada ise bulgularin literatiir ile
uyumlu oldugu, ACR grubundaki ratlarin IL-1f seviyelerinin kontrol grubuna gore
onemli derecede yiikseldigi MEL’nin (MEL20+ACR) 6zellikle yiiksek dozunun IL-13
ekspresyonunu baskiladigi, diisiik doz MEL’nin (MEL10+ACR) ise daha az etkili oldugu
belirlendi (Sekil 4.9 B).

Inflamasyonda ve yaralanma sirasinda, mikroorganizmalarin bilesenleri ve hiicre
metabolitleri, IL-6 ve ilgili sitokinlerin {iretimini uyarmaktadir. Bu maddeler, hizli ve
etkili bagisiklik aktivasyonu, mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi ve doku onarimi
icin gerekli olan bir proinflamatuar sinyali olusturur.??* Pleiotropik sitokin I1L-6, hepatik
akut faz reaksiyonunu, hematopoezi, antikor sekresyonunu ve T hiicresini yonettigi i¢in
bu siireglerde kritik bir rol oynar. Bu tip sinyaller ile aktivasyon, metabolik ve endokrin
reaksiyonlarin patojenik mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasini, yara iyilesmesini,
enfeksiyon hastaliklar1 ve travmadan kurtulmay1 destekler.??? Ayrica IL-6 ve reseptdrleri,
viicut sicakliginin ve gida alimimin diizenlenmesine katilan yapilar olan medial preoptik
cekirdek ve medial hipotalamus dahil olmak iizere sican beyninde tespit edilmistir.
Bununla birlikte, IL-6 reseptorii (IL-6R) mRNA's1 bu bélgelerle smirli degildir ve
hipokampus ve corteks serebribin farkli loblarinda da bulunmustur. IL-6 ve IL-6 reseptor
sinyal iletim mekanizmasinin bagisiklik diizenlemesi, hematopoez, iltihaplanma ve
onkogenez iizerine de etkileri vardir.??® 224 Abou zaid ve ark.??® tarafindan yapilan bir

calismada ACR ile indiikledikleri norotoksisitede inflamasyonun sekillendigi ve buna
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bagli olarak IL-6 diizeylerinde bir artigin oldugunu ifade etmislerdir. Benzer ¢alismalarda
da cesitli toksisite modellerinde IL-6 diizeylerinin inflamasyona bagli olarak arttig1 ve
cesitli terapotik ve antioksidan etkili bilesiklerin preinflamatuar sitokinlerin diizeylerini
diisiirdiigii bildirilmistir.1"* 226 22" Yapilan bu ¢alismada ise, Sekil 4.10.A’da goriildiigii
gibi ACR’nin beyin dokusunda IL-6 diizeylerinde artisa neden oldugu ve MEL’in yiiksek
dozunun IL-6 diizeyindeki artis1 6nemli diizeyde 6nledigi belirlendi.

NO viicutta bir¢ok dnemli fizyolojik islevi olan ve sinir sisteminde hiicreler arasi
bir sinyal molekiiliidir. NO, NOS tarafindan L-arginin ve molekiiler oksijenden
enzimatik olarak iretilir ve nNOS, iINOS ve eNOS formlar1 ile diizenlenir. N6ronal
izoformu, kalsiyum/kalmodulin tarafindan aktive edilen nNOS enzimi tarafindan tiretilir.
NOS memeli beyninden izole edilmis ve néronlardaki lokalizasyonu nedeniyle nNOS
olarak adlandirilmistir. NO bir néromodiilator olarak islev gordiigiinde, uyku, istah, viicut
1s1s1, sinir salgisini, sinaptik plastisiteyi, norogelisimi ve gen ekspresyonunu dahil bir¢cok
islevi bulunmaktadir. Ayrica NO’nun kas kontraktilitesini ve yerel kan akisini kontrol
ettigi de bilinmektedir. nNOS aktivitesi Oncelikle kalmodulin baglanmasi yoluyla
nNOS’u aktive eden hiicre i¢i Ca?*’daki artislarla diizenlenir. NNOS aktivitesi sonucunda
NO sentezinde artig goriilmektedir. NO, normal homeostatik sinirlar iginde belirtilen
fizyolojik fonksiyonlari yerine getirirken; nNOS’un indiiklenmesi sonucu NO miktarinda
asirt artis goriilmesi yliksek reaktif tiirlerinin olusumu, peroksinitrit tiirlerinin artisi,
reaktif nitrojen tiirlerinin olusumu ve kararli nitrozotiyollerin olusumuna sebep teskil
etmektedir. Bu zararl reaktiflerin artis1 dontistimsiiz hiicre hasari, néronal hiicre 6liimleri,
ekzotoksisite, iskemi, parkinson ve depresyon gibi ¢esitli hastaliklara neden
olmaktadir.??®2 Yapilan calismalarda nNOS’un artisna bagli olarak olusan NO;
noroinflamasyona neden oldugu ve sonu¢ olarak noronlarda hasar olustugu

bildirilmistir.2! 232 Yapilan farkli ¢alismalarda ACR bilesiginin toksik etkisi ile nNOS
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seviyelerindeki artig sonucu 6zellikle beyin ve ¢esitli dokularda hasar meydana geldigi
belirlenmistir.232% Ayrica farkli bilesiklerle olusturulan nérotoksisite sonucunda da
NNOS seviyelerinde artisin gézlemlendigi ve protektif amagli kullanilan bilesiklerin bu
artig1 inhibe ettigi bildirilmistir.1% 23623 By calismada ise 50 mg/kg ACR uygulamasi
sonucunda olusan norotoksisistede NNOS seviyelerinde artisin oldugu (Sekil 4.10 B) ve
protektif amacli uygulanan MEL bilesiginin yiliksek dozunun (MEL20+ACR) nNOS
seviyesindeki artig1 6nemli diizeyde 6nledigi, fakat diisiik doz MEL uygulamasinin ise
yiiksek doz kadar etkili olmadg: belirlendi.

AChE, esas olarak noromiiskiiler kavsaklarda ve kolinerjik beyin sinapslarinda
bulunan bir serin hidrolazdir. Asetilkolin nérotransmiterini, asetat ve koline hizli hidrolizi
ile kolinerjik sinapslarda sinyal iletiminin sonlandirilmasini saglamaktadir.>® Ayrica
yapilan ¢aligmalarda AChE enziminin, sinir sistemi boyunca morfometrik siiregler, hiicre
farklilasmasi ve sinaptogenez gibi kolinerjik olmayan fonksiyonlarda da rol oynadigini
one stiriilmistiir. AChE enzimi her tiirlii iletken doku, sinir ve kas, merkezi ve perifer
dokular, motor ve duyusal lifler, kolinerjik ve kolinerjik olmayan olarak adlandirilan
sempatik ve parasempatik lifler ile hiicre govdelerinin ve baglantilarinin bulundugu tiim
bolgelerde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir.?®® Kolinerjik néronlar cerebral
cortekste hafiza foksiyonu ve 6grenme olaylarinda ¢ok 6nemlidir ve AChE enzimi bu
olaylarda onemli rol oynakmaktadir. Kolinerjik néronlar 6grenme ve hafiza, omurilik
stvisinin olusumu, pH seviyeleri, iyonik bilesiklerin diizenlenmesi, hiicresel reaksiyonlar,
norogenezis ve bikarbonat iiretimi gibi gesitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.!*> AChE
enzim aktivitelerindeki artigin kolinerjik néronlarin hasaria neden oldugu bilinmektedir.
Olusan hasar nedeni ile asetilkolin seviyelerinde de azalmalar goriilmektedir. Bu yiizden
AChE enzimi norotoksisite c¢aligmalarinda Onemli bir biyomarkir olarak kabul

edilmektedir.?** AChE’nin asir1 aktivasyonu, daha hizli asetilkolin degradasyonuna ve
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sonug olarak, c¢esitli kolinerjik ve kolinerjik olmayan fonksiyonlarin azalmasina neden
olan asetilkolin reseptorlerinin stimiilasyonunun azalmasma yol agar.?*? 24 Sinaptik
yariktaki asetilkolin seviyelerinde bir azalma, ilerleyici biligsel bozulmaya ve
muhtemelen diyabetik ndropati veya diger ndrodejeneratif bozukluklarda goriildiigii gibi
nérolojik islev bozukluklarma da sebep olur.2*2** AChE aktivitesindeki artisin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve oksidatif hasara neden olarak apoptozisi tesvik ettigi
bildirilmistir.>*® Yapilan farkli calismalarda da goriildiigii gibi ACR’nin AChE enzim
aktivitesinde artisa sebep oldugu, bu ylizden kolinerjik nérotransmisyonda azalmaminin
gdzlendigi ve dokularda hasar meydana geldigi rapor edilmistir.2> 22° 246. 247 Fark] toksik
ajanlarla yapilan c¢aligmalarda AChE enzim aktivitelerindeki artisin gozlendigi ve
protektif amagl kullanilan bilesiklerin bu artis1 inhibe ettigi de bildirilmistir, 21> 236, 246-248
Sunulan bu c¢alismada ise ACR grubundaki ratlarin AChE enzim aktivite seviyelerinin
kontrol grubuna gore 6nemli derecede yiikseldigi MEL’nin (MEL20+ACR) ozellikle
yiiksek dozunun AChE enzim seviyesindeki artist Onledigi, diisik doz MEL’nin
(MEL10+ACR) ise bu artis1 6nledigi fakat yiiksek doz MEL kadar etkili olmadig: ve elde
edilen bulgularin literatiir ile uyumlu oldugu belirlendi (Sekil 4.11 A).

Epinefrin, norepinefrin, seratonin ve dopamin en Onemli monoamin
norotransmitterleridir. Monoamin norotransmitterlerinin katabolizmasinda gorevli
enzimlerden biri MAO enzimidir. Beyinde MAO enzimi ile ¢esitli amin
ndrotransmiterlerinin oksidatif deaminasyonunu katalize ederlir ve bu iglem sonucunda
yan iiriin olarak ta H.O; agiga cikar.?*® Aciga ¢ikan bu yan iiriin ise oksidatif stresin ve
indiiklenen lipid peroksidasyonunun o6nemili kaynaklarindan biridir.?>® Toksisite
durumlarinda MAO enzim aktivitesi artar ve monoamin norotransmiterlerinin katalizi
sonucunda agiga c¢ikan H202, mitokondriyal oksidatif mekanizmalar1 aktif hale

getirmektedir. Bu sekilde ROS’un olusumuna neden olarak mitokondriyal elektron
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tasima zincirinde hasara neden olarak asir1 kalsiyum birikmesi goriillmektedir. Bu olaylar
zinciri ise apoptozise sebep olan hiicresel kaskadlari aktif hale getirir.2* Monoaminlerin
asir1 parcalanmasi ile bu bilesiklerin birikimine neden olmakta ve buda hiicresel savunma
mekanizmalarinda hasar olusturmaktadir.?®> Monoamin ndrotransmiterleri, korteks
serebri, bazal ganglionlar, limbik alanlar ve omurilikte yaygin olarak yer almaktadir.
Hafiza, ruh hali, hareket, davranig, kan basincinin diizenlenmesi gibi otonomik
fonksiyonlar ile beyin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu
merkezlerde gelisen hasar nedeniyle ndronlarin fonksiyonlarni yerine getirememesi
sonucu alzheimer ve parkinson hastaligi gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklar

goriilebilmektedir.?>

Yapilan c¢alismalarda farkli toksik ajanlarla olusturulan
norotoksisite modellerinde MAO enzim aktivitesinde bir artisin oldugunu goéstermis ve
cesitli flanovoid bilesiklerle bu artisin inhibe oldugu rapor edilmistir.%% 2>* 25° Sunulan
bu ¢alismada ise Sekil 4.11 B’de goriildiigi gibi ACR grubunda MAO miktar1 artarken
MEL20+ACR grubunda ise diistiigii ve Kontrol ve MEL20 gruplarina yakin bir degerde
oldugu belirlendi. MEL10+ACR grubunda da MAO enzim diizeylerinde diisiisiin oldugu
fakat yiiksek doz MEL kadar etkili olmadig belirlendi.

Vezikiil, tiibiil ve sisternalardan olusan membrana bagl bir organel olan ER;
fizyolojik olarak protein sentezi, proteinlerin katlanmasi, ii¢ boyutlu yap1 kazanmalarini
saglama, taginmasi, lipit biyosentezi ve kalsiyum homeostasisinin korunmasini saglayan
onemli bir organeldir. Ayni1 zamanda proteinlerin translasyon sonras1 modifikasyonu (N-
bagl glikosilasyon) saglar ve bir sinyal organeli olarak kabul edilir. Cesitli patolojik
kosullar altinda bu fonksiyonlarini yerine getiremezse ER stresi olugsmakta ve asir1 protein
tiretimi ve yanlis katlanmis proteinlerin agregasyonuna neden olmaktadir. Oksidatif stres,

inflamasyon, toksisite durumlari ve proteinlerin yanlis katlanmasi gibi ¢esitli etkenler ER

stresinin olusumuna sebep olmaktadir.?®® Katlanmamis, yanls katlanmis, mutasyona
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ugramis proteinlerin birikmesi,?®’ hiicresel redoks durumundanki bozukluklar ve ROS
art1$1,2°® hipoksi,?® kalsiyum diizenlenmesindeki sapmalar,?® viral enfeksiyonlar,?®! ER
stresine neden olduklari, ER homeostasisini bozduklar1 ve islevini baskiladiklart yapilan
calismalarda da gosterilmistir. ER stresi sonucunda Alzheimer, Parkinson hastaligi,
amyotrofik lateral skleroz (ALS), poli glutamin hastaliklari, iskemi, ateroskleroz, bipolar
bozukluk, prion hastaliklari, kanser, diyabet, 0to immun hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler
bozukluklar meydana gelmektedir.?®® Ayrica ER stres inhibisyonunun néronal hasara,?®2

iskemiye?®® ve kardiyovaskiiler hastaliklara?*

kars1 koruma saglayabilecegini gosteren
cesitli calismalarda mevcuttur. ER stresi sonucu hiicresel cevaplar, katlanmamis protein
yaniti olarak adlandirilan UPR sinyallerinin aktif hale gelmesine, protein sentezinin
azalmasina ve ER’de protein katlama kapasitesinin artmasina sebep olur. Yanlis
katlanmig protein tepkisi olarak da bilinen ER ile iligkili bozunma (ERAD) olarak
adlandirilan sinyal yolu, yanlis katlanmig proteinleri spesifik olarak tanir ve onlar1t ER
zarindan sitozole dogru hareket ettirerek sitoplazmada onlar1 yok eder.3" 28> UPR sinyal
yolaklar1 indiiklenirse, ERAD kapasitesinin arttigi, ERAD’1n kayb1 UPR’yi1 indiikledigi
ve bu iki sinyal yolaginin birlikte inhibisyonu ise hiicrelerin, ndronlarin canliligini biiytik
oranda azaltig1 ve apoptozise neden oldugu bilinmektedir.?®® Bu ¢alismada iizerinde
durulan ER stresi olusumu sirasinda aktive olan UPR sinyal yolaklari; PERK, ATF6 ve
IRE1 dir. Bu ii¢ sinyal transmembran protein reseptdrleri ER homeostasisinde 6nemli rol
oynakmaktadir. ER stresinin olmadig1 veya bazal kosullarda oldugu durumlarda, ER
saperonu olan immiinoglobulin agir zincir baglayici protein (BIP)/GRP78; UPR nin ii¢
sinyal yolagi olan PERK, ATF6 ve IRE1 reseptorlerine baglanarak onlar1 inhibe
etmektedir. ER stresi durumunda ise GRP78, ii¢ UPR reseptoriinden ayrilir ve

katlanmamig/yanlis katlanmis proteinlere baglanir. Boylece ER stresinin olusan stresin

ortadan kaldirilmas1 igin uyarlanabilir sinyal olaylarmi baslatilmaktadir.®® 27 Bo ve
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ark.2®® HepG2 hiicre hattinda ACR ile indiikledikleri ER stresi sonucu GRP78 gen
ekspresyon seviyelerinin arttigini bildirmisleridir. Hong ve ark.?®® ACR ile indiikledikleri
ER stresinde GRP78 ekspresyonunun doza bagimli olarak arttigin1 ve rosmarinik asit
uygulamasinin GRP78 ekspresyonundaki artisi Onleyerek ER stresinin azaltiguni
bildirmislerdir. Yapilan bu calismada elde edilen bulgularin literatiirle uyumlu oldugu,
ACR uygulamasinin beyin dokusunda ER stresini indiikledigi ve buna bagli olarak
GRP78 gen ekspresyon seviyelerinin arttig1 belirlendi. MEL’in her iki dozunun GRP78
gen ekspresyon diizeylerindeki artisi inhibe ettigi, MEL10+ACR grubunda GRP78 gen
ekspresyon diizeyinin kontrole gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu ve MEL20+ACR
grubunda ise kontrolden farkli olmadigi belirlendi (Sekil 4.12).

GRP78’in neden oldugu inhibisyonun ortadan kalkmasi PERK’in dimerizasyonu,
otofosforilasyonu ve aktivasyonuna neden olur. Aktif PERK, elF2a’nin fosforilenmesini
saglayarak genel protein translasyonunu inhibe eder.’®® eIF2a, ER’de biriken
katlanmamis proteinlerin miktarmni azaltmak i¢in genel protein translasyonunu inhibe
ederek hiicrenin hayatta kalmasimi saglamaktadir. Ayrica elF2a fosforilasyonu ile
ribozomda bazi spesifik genleri etkileyebilmektedir.?’® Hiicrenin hayatta kalmasina
yonelik ve UPR i¢in merkezi olan birka¢ genin ekspresyonunu indiikleyen ATF4’iin,
translasyonu elF2a’nin fosforillenmesi ile translasyonu sekillenmektedir.?’ ATF4’iin
upregiilasyonu amino asit metabolizmasinda, redoks reaksiyonlarinda, stres tepkisinde ve
protein salgilanmasinda yer alan genleri indiikleyerek hiicrenin hayatta kalmasini
destekler. ATF4 tarafindan indiiklenen genlerin tiimii anti-apoptotik degildir.
Indiiksiyonu gii¢lii bir sekilde ATF4’e bagli olan CHOP’un, apoptozisi indiikledigi
bilinmektedir.}? 2"t PERK aktivasyonu hiicrenin hayatta kalmast i¢in koruyucudur fakat
stresin devam etmesi ve artmasi sonucu Oliim kaskadlarinin aktivasyonuna yol agan

sinyaller tretmektedir. Ayrica PERK aktivasyonu NF-kB aktivasyonuna neden
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olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda NF-kB’nin aktive olmasi NO iiretimine, proinfaltuar
sitokinlerin (TNF-o, IL-18 ve IL-6) iiretimine, ROS ve eksitotoksinlerin miktarinin
artmas1 ile hiicre 6liimlerinin sekillenmesine sebep olmaktadir.?’? Ayrica PERK’in
substratlarindan biri olan Keapl fosforile olur ve Nrf2’yi inhibisyondan kurtararak
antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu diizenler.?* 2’2 Tiim bu sinyal
yolaklarinin aktivasyonun amaci hiicrenin hayatta kalmasini saglamaktir. ER’de stresin
devam etmesi sonucu aktive olan PERK- elF2a-ATF4 sinyalleri sonucu ¢ekirdekte
CHORP ekspresyonu artar ve buna bagli olarak hiicre apoptozise gider. Yapilan literatiir
calismalarinda; Komoike ve ark.®® ACR’nin doza bagli uygulamasi ile olusan ER stresi
sonucu PERK aktivasyonunun ve ATF4 ekspresyon miktarinin arttigini bildirmislerdir.
Yuan ve ark.2’® yaptiklar bir ¢aligmada kadmiyum bilesiginin doza bagl uygulamasinin
rat kortikal néronlarinda ER stresini indiikledigini ve ER stresi sonucu GRP78 gen
ekspresyonununda artisin oldugunu belirlemislerdir. Ayrica PERK/elF2a fosforilenmesi
sonucu ATF4 seviyelerinin arttigini ve bunun sonucu olarak CHOP ekspresyonunun
arttigini, protektif amacgli uyguladiklar1 alfa lipoik asidin bu parametrelerdeki artisi
onledigini tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada 50 mg/kg ACR ile indiiklenen ndronal
ER stresinde GRP78’in artmasi sonucu, PERK/elF2a aktivasyonu ile ATF4 gen
ekspresyonunun arttigi belirlendi. ATF4 gen ekspresyon seviyelerindeki artist MEL’in
doza bagimli olarak oOnledigi ve oOzellikle yiiksek dozunun artan ATF4 ekspresyon
diizeyini baskilayarak apoptozisin sekillenmesini 6nledigi tespit edildi (Sekil 4.13).
GRP78, ER membraninda ATF6 sinyal yolagma bagl haldedir ve bu sinyal
yolaginin inaktif durumda olmasini saglar. Ancak ER liimeninde katlanmamis veya yanlis
katlanmis proteinlerin agiga ¢ikmasi durumunda ATF6 sinyal yolagindan ayrilarak bu
proteinlere tutunur. GRP78 ATF6’dan ayrildiktan sonra, ATF6’min golgiye

translokasyonunu saglayarak golgide site-1 ve site-2 protezlar tarafindan aktif formuna
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doniisiimii saglar.'® Aktive ATF6, hiicrenin cekirdegine gecerek UPR’de yer alan
proteinlerin gen ekspresyonlarini diizenlemek i¢in ER stres yanit eleman1 (ERSE)
genlerinin ve diger transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu indiikler. Bu genler kisaca
ER saporonlar1 olarak adlandirilmaktadir.®® Bunlar arasinda protein disiilfit izomeraz,
GRP78, GRP94, CHOP ve XBPI1 yer almaktadir. XBP1, IRE1 sinyallesmesinde ana
mediator olarak aktif rol oynakmaktadir.'®® ATF6, IRE1 sinyal yolag araciligi ile de
hiicrelerin hayatta kalabilmesi yoniinde sinyaller iiretmektedir.?* Hiicrede belli diizeye
kadar ATF6 ekspresyonu hiicrenin hayatta kalmas1 yoniinde sinyaller olusmasina sebep
olurken, ATF6’nin asir1 ekspresyonu ER saperonu olan CHOP mRNA ekspresyonunu
indiikler ve buna bagli olarak hiicre apoptozise gider.2’* 2> ATF6 hiicrenin hayatta
kalmas1 yoniinde sinyaller iireterek UPR ve ERAD genlerini indiikler, saperonlarin
artigina, aminoasit metabolizmasina, lipid biyosentezine ve oksidatif strese karsi tepki
olusturarak ER stresini baskilar.?’® Xia ve ark.®® yaptiklar1 calismada rat kortikal
noronlarda gadolinyum uygulamasi ile ER stresini indiiklemisler ve toksisite grubunda

ATF6 ekspresyonunun arttig1 rapor etmislerdir. Shati?’’

yaptig1 ¢alismada kadmiyum
klorid uygulamasi sonucu hipokampal ER stresi olusturmus ve ATF6 ekspresyon
seviyesinin toksisite grubunda arttigin1 belirtmistir. Yine bu ¢alismada protektif olarak
uyguladigi resveratrol bilesiginin, olusan ER stresini inhibe ettigi, ATF6
ekspresyonunundaki artis1 Onledigini tespit etmistir. Yapilan bu caligmada ise ACR
uygulamasi sonucu gelisen ndronal ER stresine bagli olarak ATF6 mRNA gen
ekspresyon seviyesinin ACR grubunda diger gruplara goére Onemli diizeyde arttigi
belirlendi. ACR kaynkali ATF6 gen ekspreyon diizeylerindeki artist MEL’in doza
bagimli olarak onledigi tespit edildi (Sekil 4.14).

IRE1, GRP78 tarafindan aktif hale getirildiginde benzer sekilde oligomerize

olmaktadir. IRE1, bir serin-treonin kinaz alanina ve bir endoriboniikleaz alanina sahip
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olan cift aktiviteli bir enzimdir.'?’ IRE1 aktivasyonu ile endoriboniikleazin islevi ATF6
tarafindan indiikklenen XBP1 mRNA’sindan 26 niikleotidlik bir intronunu
uzaklastirmaktadir. Bu sekilde olusturulan yeni varyant sXBP1 kararli aktif bir
transkripsiyon faktoriidiir. Genellikle hiicre ¢ekirdegine transloke oldugunda ER
saperonlarni, HSP40 ailesi iiyelerini, ERSE, ERAD ve UPR ile iliskili genlerin
ekspresyon diizeylerini diizenleyebilmektedir. Bu diizenlemeler sayesinde ER’de gelisen
stresin ortadan kaldirilmasini ve hiicrenin hayatta kalmasi yoniinde sinyallerin meydana
gelmesini saglamaktadir.?’® ER stresi ile alakali yapilan bazi calismalarda GRP78
inhibisyonunun ortadan kalkmasi sonucu aktive olan reseptdr proteinlerinin, ER
liimeninde sekillenen diizenleyici faktorler ile stresin ortadan kaldirildigi ve ER stresinin
baskilandig1 gosterilmistir. Bu yolaklar arasinda IRE1’in aktive olmasi sonucunda XBP1
mRNA’sinin sXBP1 formuna doniistiigii ve toksisite gruplarinda sXBP1 gen ekspresyon
diizeyinin arttig1 ve protektif etkili bilesiklerin bu artis1 inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. % 279281 Yapilan bu ¢alismada ise ACR uygulamasi ile gelisen néronal ER
stresi sonucu sXBP1 mRNA gen eksperesyonunun ACR toksisite grubunda arttigi
belirlendi. Wongprayoon ve ark.?8? yaptiklar1 bir ¢alismada methamphetamine ile
indiikledikleri ER stresi sonucu sXBP1 ekspresyonunun arttigi ve MEL uygulamasinin
bu artisi inhibe ettigini belirlemislerdir. Calisgmamizda ACR ile indiiklenen
norotoksisitede sXBP1 gen ekspresyon diizeyindeki artist MEL’in doza bagimli olarak
onledigi ve bulgularimizin literatiir ile uyumlu oldugu belirlendi.

Proteinlerin hiicresel islevlerini yerine getirebilmeleri icin ER’da spesifik
konformasyonel katlanmalara ihtiya¢ vardir. Hiicrelerde katlanmamis protein miktari
veya yanlis katlanmis proteinlerin artmasi durumunda ER stresi olugsmaktadir. ER stresi
durumunda, ¢esitli sinyal molekiilleri aktive olarak ER stresini ortadan kaldirmaya ¢alisir.

Bu sinyal molekiillerinin birincisi olan translasyonel blok, yeni protein sentezinin
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baskilanmasini veya yanlis katlanmis proteinlerin miktarmin azaltilmasim saglar. ikinci
sinyal molekiili GRP78 gibi ER saperonlarinin ekspresyonunu artiran molekiiller,
ticiincii olarak PERK-elF2a’nin aktivasyonu sonucunda NF-kB’nin indiiklenmesi ile
immun ve antiapoptotik sinyallerin olusumunu saglayan sinyal molekiilleri ve son olarak
hiicresel olaylarin devamu igin hasarli hiicreleri ortadan kaldiran apoptozis sinyalleridir.?
Birinci yol ile CHOP gen ekspresyonu indiiklenir, ikinci yolun aktivasyonuyla IRE1-TNF
reseptorii ile iligkili TRAFF2 apoptozis diizenleyici kinaz-1 (ASK1)-JNK sinyal
yolagimin aktivasyonu gerceklesir ve iiclincii yol araciligiyla ise ER ile iliskili kaspaz-12
aktive hale gelir.?8 284 By {i¢ yolun aktivasyonu sonucunda apoptozis indiiklenmektedir.
Hiicrelerde olusan stresin ortadan kaldirilamamasi ve yanlig katlanmis proteinlerin asiri
birikmesi sonucu PERK-ATF6-IRE1 sinyal yolaklarinin aktivasyonuna bagli olarak
hiicre ¢ekirdeginde CHOP gen eskspresyonunun artmasi ile apoptozis uyarilmaktadir.
Biiylimeyi durdurma ve DNA hasar ile indiiklenebilir gen 153 (GADD153) olarak da
bilinen CHOP, baslangicta DNA hasarina yanit olarak tanimlanmistir. CHOP un asir1
ekspresyonu apoptosiz sinyallerini olusturur ve bu etkisini Bcl-2 gen ekspresyonunu
baskilayarak gergeklestirir.2®® Mitokondriyal apoptozis mekanizmalari olusumu sirasinda
Bcl-2 gen ekspresyon miktarinin azalmasi Bax gen ekspresyon miktarinin artisina neden
olur. CHOP’un asir1 ekspresyonu, Bax proteininin sitozolden mitokondriye
trasnlokasyonuna neden olur ve mitokondride sitokrom c’nin salinimina neden olarak
apoptotik olaylar1 baslatir.* Boylece ER stresi olusumu ve CHOP aracili 6liim sinyali
iletimi ile mitokondriyal sinyal kaskadlar1 aktive edilmis olur. ER stresi-CHOP
regililasyonlar1 sonucu Bax aktivasyonuyla apoptozisin son basamagi olan kaspaz
kaskadlart aktive olur. Apoptozisin son basamagi olarak kabul edilen Cas-3
aktivasyonuyla geri doniislimsiiz bir siirece girilir ve hiicre apoptozis ile ortadan

kaldirilr,?* 133,283
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Bo ve ark.?® ACR ile idniiklenen ER stresinde CHOP gen ekspresyonunun
arttigim bildirmislerdir. Wang ve ark.?® yaptiklar1 ¢alismada, ACR maruziyeti sonrasi rat
cerebellumunda ER stresinin gelistigini ve buna bagli olarak CHOP diizeyinin arttigini
rapor etmislerdir. Deneysel olarak olusturulan organ toksisitesi modellerinde ER stresinin
olustugu ve CHOP aracil1 apoptozisin meydana geldigi belirlenmistir.?2” 28 Yapilan bu
calismada ise ACR ile indiiklenen noronal ER stresinde, PERK-ATF6-IREL aktivasyonu
sonucunda CHOP aracili apoptozis gelistigi belirlendi. Apoptozis belirteglerinden olan
CHOP gen ekspresyonunun ACR grubunda dger gruplara gore anlamli diizeyde artig
oldugu ve MEL2in doza bagimli olarak bu artis1 baskiladigi tespit edildi (Sekil 4.16).

Apoptozis sinyal molekiillerinin aktivasyonu, hiicrelerde antiapoptotik gen
ailesinin iiyesi olan Bcl-2 ekspresyonunun baskilanmasina, proapoptotik gen ailesinin
liyesi olan Bax ekspresyonunun ise artmasimna sebep olur. Apotosizis sinyal
molekiillerinin aktivasyonu sonucunda, Cas-3 gen ekspresyon diizeyinin arttig1 yapilan
calismalarda rapor edilmistir.?82°* Hong ve ark.?%® ACR ile indiikledikleri ER stresinde,
Bcl-2 seviyelerinin baskilandigini, Bax ve Cas-3 gen ekspresyon diizeylerinin ise arttigini
belirlemislerdir. Wang ve ark.?®2 ACR ile indiikledikleri nérotoksisitede ndronal
apoptozisin gelistigini, Bcl-2 ekspresyonun azaldigini, Bax ve Cas-3 ekspresyonunun
arttigin1 rapor etmislerdir. Fan ve ark.’’ ise mitokondriyal oksidatif hasar sirasinda ER
stresi ile bagimli apoptozis iizerine MEL etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, protektif
amacli MEL uygulamasinin Bcl-2 ekspresyon seviyesini arttirdigi, srtan Bax ve Cas-3
seviyelerini ise diislirdiigiinii belirlemislerdir. Tiim bu literatiir bilgiler dogrultusunda
yapilan bu calismada ratlarda ACR ile indiiklenen beyin hasar1 sonrasinda ER stresi-
CHOP aracil1 apoptozisin gelistigi saptandi. Apoptotik belirteglerden olan Bcl-2 gen
ekspresyonunun ACR grubunda baskilandigi, Bax ve Cas-3 gen ekspresyonlarinin ise

arttig1 ve buna bagh olarak ndronal apoptozisin indiiklendigi belirlendi. MEL’in doza
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bagimli olarak noroprotektif etki gostererek Bcl-2 seviyesindeki azalmayi, Bax ve Cas-3
seviyelerindeki artig1 6nledigi tespit edildi.

ACR ile indiiklenen norotoksisite modellerinde, beyin dokusunun histolojik
yapisinda bazi patolojiler meydana gelmektedir. Cok yaygin kullanima sahip olan ACR
ile deneysel olarak indiiklenen norotoksisite modellerinde cortex cerebride yapisal
degisiklerin olustugu belirlenmistir. Dasari ve ark.?®> ACR uygulamasinin ratlarin beyin
dokusunda piramidal ve glial hiicrelerin dejenerasyonuna, piramidal hiicrelerin hafif
vakuolasyonuna, glia hiicrelerde sponjioz ve spongioz gibi histopatolojik degisikliklere
sebep oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica nekroz ve piknozun yani sira ndron ve nérofaji
nekrozu, fokal gliozis ve sinir liflerinin demiyelizasyonuna neden oldugunu
belirtmislerdir. Jangir ve ark.’® ise ACR 'nin rat beyninde noronal dejenerasyon, ddem ve
tikaniklik gibi histopatolojik bozukluklar meydana getirdigini rapor etmislerdir. Edres ve
ark.?’® ACR uygulamasi yapilan ratlarda meninkslerde hafif inflamatuar, hiicre
infiltrasyonu, sub-meningeal kan damarlarinda tikaniklik, meninkslerde kanama, néropil
sponjioz ve dejenere olmus néronofajinin gelistigini bildirmislerdir. Ayrica antioksidan
ve antiinflamatuvar etkili allisin ve MEL uygulamasinin ise protektif etki saglayarak
beyinde gelisen patolojiyi onledigini tespit etmislerdir.?!® Calismamaizda elde ettigimiz
bulgularin literatiirle uyumlu oldugu ve ACR grubundaki ratlarin beyin kesitlerinde,
noronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroz, meningeal ve paransimal
damarlarda siddetli diizeyde hiperemi belirlendi. MEL’in diisiik dozunun ACR kaynakli
patolojileri orta diizeyde, yiiksek dozunun ise dnemli diizeyde dejenerasyonu onledigi ve
hipereminin hafif diizeyde kaldig tespit edildi (Tablo 4.2).

Oksidatif stresin artigina bagl olarak artan ROS ve oksijensiz radikaller 6nemli
fizyolojik fonksiyonlara sahipken, bununla beraber reaktif yapilar1 nedeniyle hiicresel

membranlarin lipidlerinde, proteinlerde ve DNA’da oksidatif hasara da neden
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olabilmektedirler. Hasar gormiis DNA’lar enzimatik olarak onarilir ve fonksiyonlarini
yerine getirirler. Fakat yanlis onarilan veya onarilamayan DNA’lar mutasyonlara ve
cesitli hiicresel hasarlara neden olabilirler. Hidroksil radikali ROS olusumu ile hidrojen
peroksitten agiga ¢ikmaktadir ve proteinlere, lipitlere ve DNA’ya zarar verebilmektedir.
Olusan bu zarali bilesik DNA bazlarina hasar vererek oksidatif DNA hasari
olusturmaktadir. Hidroksil radikali DNA’da gunanin bazi etkilesimi ile 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) olusumuna neden olmaktadir. Bu sekilde hasarli DNA
replikasyonlar1 sirasinda mutasyonlar gelisebilmektedir. He ve ark.?®* ACR ile
olusturduklart ndorotoksisitede serabral kortekste immiinohistokimyasal olarak
inceledikleri 8-OHdG ekspresyonlarinin arttigini tespit etmislerdir. ACR grubunda 8-
OHJG ekspresyonunun arttig1 ve protektif etkili epigallocatechin-3-gallate bilesiginin bu
artis1 inhibe ederek oksidatif DNA hasarin1 6nledigini rapor etmiglerdir. Yapilan bu
calismada elde edilen immiinohistokimyasal bulgularin literatiirle uyumlu oldugu, ACR
grubundaki ratlarin beyin dokularinda 8-OHdG ekspresyonlarimin arttig1 tespit edildi.
ACR 1ile indiiklenen norotoksisitede beyin dokularinda artan 8-OHdG ekspresyon diizeyi
tizerine MEL’in doza bagimli uygulamasinin 8-OHdG ekspresyon seviyelerindeki artisi
onemli derecede Onledigi Tablo 4.2’de belirtildigi gibi tespit edildi.

Beyinde astrositlerde bulunan ara filamentler hiicre iskeletini, hiicre esnekligini ve
biitiinliiglinli saglayan ¢ok 6nemli yapilardir. Hiicrenin yapisal 6zelliklerindeki 6nemli
roliiniin yan1 sira biyomekanik ve molekiiler sinyallerin iletimi ile ilgili yeni islevleri
ortaya ¢ikmustir. Astrositlerdeki ana ara filament gliyal fibriller asidik protein olarak
adlandirilan GFAP’t1r.2% GFAP ekspresyonunun, genel olarak beyin hasar1 ve merkezi
sinir sisteminin dejenerasyonu ile arttig1 bilinmektedir. Beyinde olusan hasar, travma,
norodejeneratif hastaliklar, genetik bozukluklar ve ¢esitli kimyasal bilesiklerin etkileri ile

astrositler reaktif hale gelirler.?% Mikrogliyalar ve astrositlerde hasar veya yaralanmaya
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genellikle reaktif gliosis veya basit¢e gliosis denir. Gliosis olusmasi durumunda hiicre
¢ekirdeginden GFAP gen ekspresyonunun artist ve hasar sonucu 6liim kaskadlarinin aktif
hale gelmesi ile yikim gergeklesmekte ve olusan ndronal hasar sonucunda ise GFAP
regiilasyonu da bozulmaktadir.?®” Chen ve ark.?® ACR uyguladiklari ratlarin beyin
dokularimin immiinofloresan incelemesinde GFAP ekspresyon seviyelerinin ACR
grubunda arttigini belirlemislerdir. Farag ve ark.?®® ise ratlarda ACR ile indiikleri
norotoksisitede protektif amagli semizotu tohum ekstraktinin ekilerini incelemislerdir.
ACR toksisitesi ile gliosisin gelistigini, GFAP ekspresyon seviyelerinin arttigin1 ve bu
ekstraktin GFAP seviyesindeki artis1 dnledigini rapor etmislerdir. Farouk ve ark.>° ACR
ile indiikledikleri norotoksisitede likopen bilesiginin noroprotektif ve antioksidan
etkilerini aragtirdiklar1 calismada, ACR grubunda GFAP ekspresyon seviyelerinin artigini
ve likopenin bu artis1 inhibe ettigini rapor etmislerdir. Yapilan bu calismada deney
gruplarindaki ratlarin beyin dokularinin immunofloresan bulgularinin literatiirle uyumlu
oldugu ve ACR gruplarindaki beyin kesitlerinde yapilan inceleme sonucu GFAP
ekspresyon seviyelerinin arttig1 tespit edildi. Antioksidan, antiinflamatuar ve
noroprotektif etkili MEL’in doza bagimli uygulamasimin artan GFAP ekspresyon

diizeylerini 6nlemede etkili oldugu Sekil 4.28 ve Tablo 4.2.’de goriildiigi gibi belirlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan bu ¢alismada, ratlarda ACR ile indiiklenen norotoksisitede antioksidan
ve antiinflamatuar bir bilesik olan MEL’in protektif etkileri arastirildi. Caligmada elde
edilen sonuclar ve veriler kisaca asagida belirtilmisir.

1. Calisma sonucunda, ACR’nin 50 mg/kg’lik dozu sinir sisteminde hasara ve
noropatiye neden olarak, 6zellikle motor sinirleri etkileyerek lokomotor aktivitede
degisikliklere neden olmakta ve MEL’in 20 mg/kg’lik yiliksek dozu olusan bu
hasar1 6nlemede etkili oldugu ve lokomotor aktivitedeki hareket ve davraniglari
diizelttigi saptandi.

2. ACR beyin dokusunda oksidatif stresi indiikledigi ve MEL’nin doza bagimli
uygulamasinin olusan oksidatif stres {izerine antioksidan etkili oldugu ve olusan
oksidatif stresi dnledigi saptandi.

3. Toksik etkili bilesikler, enerji yetersizligi, kalsiyum dengesinin bozulmasi ve
oksidatif stres gibi etkenler ER stresine neden olmaktadir. Bu ¢alismanin
sonucunda, ACR ile indiiklenen nérotoksisitede oksidatif stresin artigi, sinir
sistemin de diizenleyici gorevleri olan AChE ve MAO enzim miktarinin artis1 ve
motor fonksiyonlarda hasarin gelismesi ile ER stresinin gelistigi ve néronlarda
hayatta kalmak i¢in inflamasyonun indiiklendigi goriildii. Antioksidan ve
antiiflamatuvar etkili MEL’in doza bagimli uygulamas1 AChE, MAO, ER stresi
parametreleri ve néroinflamasyon iizerine protektif etkili oldugu tespit edildi.

4. Bu calisgmanin sonucunda, ACR’in ile indiiklenen ER stresi sonucu beyin
dokusunda CHOP gen ekspersyonunun artisinin apoptozisi indiiklendigi ve bu
sekilde hiicrelerin 6liimiine neden oldugu, MEL’in doza bagimli uygulamasinin
antiapoptotik etki gostererek hiicrelerin hayatta kalmasina ve ER stresini

inhibisyonuna neden oldugu saptandi.
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5. Beyin dokusunda hasara neden olan ACR bilesiginin, 8-OHdG’yi indiikledigi ve
bunun sonucunda DNA hasariin gelistigi, MEL’in doza bagimli uygulamasinin
DNA hasari iizerine protektif etki gosterdigi saptandi.

6. ACR bilesigi, beyin dokusunda yerlesik hiicreler olarak adlandirilan Astrosit
hiicrelerini etkileyerek GFAP ekspresyonunu arttirmaktadir. Noronal hasarin
belirteclerinden olan GFAP artis1 iizerine, MEL’in doza bagimli uygulamasinda
20 mg/kg’lik dozunun noéroprotektif etki gosterdigi tespit edildi.

7. Kisaca yukarida belirtilen oksidatif protein katlanmasi, oksidatif stresin
tetiklenmesi ve ROS un artisi, ER stresini indiikledigi, ER stresi inflamasyona ve
apoptozise neden oldugu, noéronal hiicre Oliimiiniin bu yolaklar {izerinden
gerceklestigi detayli bir sekilde gosterilmistir. Yapilan bu calisma sonucunda
oksidatif stresin gelistigi, ndroinflamasyonun sekillendigi, ER stresinin
indiiklendigi ve sonu¢ olarak bir apoptozis indiikleyicisi olan CHOP
ekspresyonunun arttig1 ve ndronal hiicrelerin ACR gruplarinda apoptozis ile
ortadan kaldirildig1 bunun sonucu olarak motor alanlarda hasarin gelismesi ile
beraber genel lokomotor aktivite diizeylerinin degistigi goézlemlendi. Tiim bu
yolaklar tizerine MEL’in doza bagimli olarak koruyucu etkili oldugu saptandi.

8. Elde edilen bulgular 1s18imda MEL’in, ratlarda ACR ile indiiklenen
norotoksisitede antiinflamatuvar ve antioksidan etkilerinden dolay1 protektif etkili
oldugu kanisina varildi. Elde edilen bulgularin literatiirdeki eksigi giderecegi ve
gelecekte yapilacak daha ileri diizeydeki ¢aligsmalara katki saglayacagi ve yon

verecegi diisliniilmektedir.
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