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Amag: Bu tez calismasinin amaci, aliiminyum kloriir (AICl3) maruziyetinin sigan beyin
dokusunda olusturdugu toksisiteye karsi luteolin’in (LUT) potansiyel koruyucu etkilerini
incelemektir. Bu dogrultuda, oksidatif stres, apoptoz, inflamasyon ve nérodejeneratif siireglerle
iligkili biyobelirtegler kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.

Materyal ve Metot: Hayvanlar her biri yedi sigandan olusan bes gruba ayrilmistir. Kontrol
grubuna serum fizyolojik, LUT grubuna 50 mg/kg luteolin, AICI3 grubuna 4,2 mg/kg i.p. AlCl;
uygulanmistir. AICI3+LUT2S5 grubuna 4,2 mg/kg AlC13+25 mg/kg LUT, AICI;+LUTS50 grubuna
4,2 mg/kg AIC13+50 mg/kg LUT verilmistir. Uygulamalar 30 giin siirmiistiir. Beyin dokularinda
AICI3 uygulamasinin neden oldugu norotoksik etkiler ve LUT un koruyucu rolii molekiiler,
biyokimyasal ve histopatolojik diizeyde degerlendirilmistir.

Bulgular: Oncelikle, AICI; maruziyetinin beyinde oksidatif stres artisi, apoptoz, inflamasyon,
protein birikimi ile ndrotrofik ve kolinerjik bozukluklara yol actigi bir kez daha ortaya
konmustur. Artan MDA diizeyi, azalan SOD, KAT ve GPx aktiviteleri ile diisen GSH
seviyelerinin yaninda baskilanan Nrf2/Ho-1 yanit1 ve ylikselen Cyp2el ekspresyonu oksidatif
hasar1 yansitmistir. Artan Bax, p53 ve Jnk ile azalan Bcl-2 ekspresyonu apoptozu; yiikselen IL-
1B seviyeleri ve Nfkbl ekspresyonu ise inflamasyonu gostermistir. Ayrica o-syn ve AP
seviyelerindeki degisikliklerle birlikte BDNF, c-Fos ve kolinerjik iletim parametrelerindeki
bozulmalar, AICI3’{in noronal islevleri olumsuz etkiledigini ortaya koymustur. LUT tedavisinin
ise bu degisiklikleri belirgin sekilde diizelttigi gézlemlenmistir. LUT, antioksidan savunmayi
giiclendirip Nrf2/Ho-1 yolunu aktive etmis, Cyp2el ekspresyonunu baskilamistir. Apoptoz
belirteclerini diizenleyerek hiicre Oliimiinii azaltmis; I[L-1B diizeylerini ve Nfkbl gen
ekspresyonunu baskilayarak inflamasyonu sinirlamistir. Ayrica a-syn ve AP birikimine etki
ederken BDNF ve c-Fos diizeylerini yiikseltmis, AChE aktivitesini dengeleyerek kolinerjik
iletimi korumustur.

Sonug¢: Bulgular, LUT uygulamasinin AlCl; kaynakli nérotoksisiteyi ¢ok yonlii mekanizmalar
aracilifiyla hedef alarak belirgin noroprotektif etkiler sagladigini ve bu tiir ndrotoksisiteye karsi
potansiyel bir koruyucu ajan olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Luteolin, aliiminyum kloriir, norotoksisite, apoptoz, inflamasyon, gen
ifadesi
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ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LUTEOLIN AGAINST ALUMINUM-
INDUCED NEUROTOXICITY IN RATS THROUGH GENE EXPRESSION LEVELS
OF P53, AB, BDNF, a-SYN, AND CYP2E1

Seyma AYDIN )
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Selcuk OZDEMIR

Objective: This thesis study aims to investigate the potential protective effects of luteolin
(LUT) against the toxicity induced by aluminum chloride (AICl3) in rat brain tissue.
Accordingly, biomarkers associated with oxidative stress, apoptosis, inflammation, and
neurodegenerative processes were comprehensively evaluated.

Materials and Methods: The animals were divided into five groups, each consisting of seven
rats. The control group received normal saline, the LUT group administered 50 mg/kg luteolin,
and the AICl; group received 4.2 mg/kg i.p. AICl3. The AICI3+LUT2S group received 4.2 mg/kg
AICI3+25 mg/kg LUT, and the AICI3+LUTS50 group received 4.2 mg/kg AIC13+50 mg/kg LUT.
All treatments were conducted for 30 days. The neurotoxic effects of AICl3 and the protective
role of LUT in brain tissues were evaluated at the molecular, biochemical, and histopathological
levels.

Results: Firstly, AICI3 exposure was once again shown to cause oxidative stress, apoptosis,
inflammation, protein accumulation, and neurotrophic and cholinergic impairments in the brain.
Increased MDA levels, decreased SOD, KAT and GPx activities, decreased GSH levels, as well
as suppressed Nrf2/Ho-1 response and increased Cyp2el expression reflected oxidative
damage. Increased Bax, p53, and Jnk, along with decreased Bcl-2 expression, indicated
apoptosis, while elevated IL-1B levels and NfkbI expression indicated inflammation. In
addition, alterations in a-syn and AP levels, together with impairments in BDNF, c-Fos, and
cholinergic transmission parameters, revealed that AICl; adversely affected neuronal functions.
LUT treatment was observed to markedly reverse these changes. LUT strengthened antioxidant
defense and activated the Nrf2/Ho-1 pathway, suppressed CypZel expression, regulated
apoptotic markers to reduce cell death, and limited inflammation by suppressing IL-1f levels
and NfkbI expression. Moreover, it affected a-syn and AP accumulation, increased BDNF and
c-Fos levels, and maintained cholinergic transmission by balancing AChE activity.

Conclusion: The findings demonstrated that LUT exerts pronounced neuroprotective effects
against AlCls-induced neurotoxicity by targeting multiple mechanisms and may serve as a
potential protective agent against such neurotoxic insults.

Keywords: Luteolin, aluminum chloride, neurotoxicity, apoptosis, inflammation, gene
expression
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GIRIS

Aliiminyum (Al), yer kabugunda en bol bulunan metallerden biridir ve Diinya’nin
kabugunun yaklasik %8’in1 olusturur (Abdel Ghfar vd., 2022). Dogal olarak toprak, su ve hava
ortamlarinda bulunan bu toksik metalin, 6zellikle son yillarda endsiitri ve sanayi faaliyetlerinde
meydana gelen artis sonucunda c¢evrede daha yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
belirlenmistir (Hizli vd., 2023). Bu artig, insan maruziyetini kacinilmaz hale getirmekte ve
bireylerin giinliik yasamda pek ¢ok kaynaktan Al ile temas etmesine yol agmaktadir (Alasfar ve
Isaifan, 2021). Ozellikle mutfak geregleri, igme suyu, gida katk1 maddeleri, bazi ilaclar ve

kozmetik iirlinler Al’nin baglica maruziyet kaynaklari arasinda yer almaktadir (Niu, 2023).

Canlilarin Al’ye maruz kalmasinin bir¢cok yolu bulunmakla birlikte, viicuda en yaygin
giris yollar1 oral (agiz) ve inhalasyon (solunum) yoludur (Yokel ve Sjogren, 2022). Giinliik
ortalama 4-9 mg Al besinler ve icme suyu araciligiyla viicuda alinmaktadir (Yokel vd., 2008).
Ancak gelismekte olan iilkelerde kullanilan, Al’den yapilmis diisiik kaliteli tencereler ve mutfak
araglar1 porsiyon basina 125 mg’a kadar Al ¢ozlinmesine yol acabilir ki bu miktar, Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan onerilen giinlik maksimum 20 mg siirmin oldukga iizerindedir
(Weidenhamer vd., 2017). Bunun yam sira antiasitler gibi farmasotik iiriinler de yiiksek
miktarda Al igerebilir ve giinliik 1000 mg’a kadar ¢ikan maruziyet diizeylerine neden olabilir

(Reinke vd., 2003).

Al’nin insan fizyolojisinde herhangi bir biyolojik goérevi tanimlanmamis olmakla
birlikte, viicuda aliminin ardindan karaciger (Alghriany vd., 2022), bobrek (Oliveira vd., 2021)
ve beyin (Cirovic vd., 2023) basta olmak iizere ¢esitli dokularda birikebildigi ve toksik etkilere
neden olabildigi bildirilmistir (Niu, 2023). Al, transferrin veya sitrat gibi endojen ligandlara
baglanarak kan-beyin bariyerini (KBB) gecebilmekte; ardindan ndronal ve glial hiicrelerde
birikerek proinflamatuar sitokinlerin salinimini artirmakta, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
uretimini tetikleyerek oksidatif stres olusturmaktadir (Wang, 2023). Noronlarin yiiksek oksijen
tiketimi ve sinirlt antioksidan kapasitesi nedeniyle, beyindeki hiicreler Al birikiminin yol
acabilecegi oksidatif hasara kars1 son derece duyarlidir, bu da Al maruziyetini nérodejeneratif

stiregler agisindan kritik hale getirmektedir (Cirovic vd., 2023).

Beyine wulasan Al, yetersiz eliminasyon mekanizmalar1 nedeniyle dokudan
uzaklastirilamamakta; dolayisiyla yasla birlikte birikimi artmakta ve nérodejeneratif siireglerin
baslamasina neden olabilecek diizeylere ulasmaktadir (Inan-Eroglu ve Ayaz, 2018). Bu siirecte,
noronal gen ekspresyonunun bozulmasi, geri doniisii olmayan sinir hiicresi hasari, mikroglial

aktivasyon, sitokin/kemokin dengesizligi ve sinaptik ileti bozukluklar1 gibi ¢esitli



patofizyolojik olaylar devreye girmektedir (Makhdoomi vd., 2023; Pankaj Bhargava vd., 2021).
Alzheimer hastalig1 (AD), Parkinson hastaligi1 (PD), amiyotrofik lateral skleroz (ALS), epilepsi
ve otizm gibi norolojik bozukluklarin goriildiigii bireylerin beyin dokularinda Al birikiminin
saglikli bireylere kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Alasfar ve
Isaifan, 2021; Exley ve Clarkson, 2020).

Al’nin norotoksisitesine katkida bulunan bir diger 6nemli mekanizma, hiicresel DNA
tizerinde olusturdugu yapisal hasar ve buna bagli genomik instabilitedir (Saeed vd., 2021).
Fosfat gruplarina yiiksek afinite gosteren Al, DNA’nin konformasyonunu bozarak genomik
kararsizliga neden olabilir (Dey ve Singh, 2022). Ayrica Al, viicutta bulunan temel metallerin
homeostazisini bozar ve ¢ozlinmeyen bilesikler olusturarak hiicresel yapida birikime yol agar.
Bu durum, ndronlar basta olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde kalic1 hasar birakabilir (Zhang
vd., 2020). Bu kadar yaygin ve sistematik bir maruziyet goz Oniine alindiginda, Al’nin
norotoksik mekanizmalarinin ayrintili olarak arastirilmasi, nérodejeneratif siireclerdeki roliiniin
aydinlatilmasi ve bu etkileri onlemeye yonelik etkili tedavi segeneklerinin gelistirilmesi biiyiik

Onem tagsimaktadir.

Son yillarda, bitkisel kdkenli dogal bilesiklerin metal aracili toksik etkileri hafifletme
potansiyeli iizerine yapilan arastirmalar belirgin sekilde artis gostermektedir (Abdel-Hakeem
vd., 2025; Ceramella vd., 2024). Bu bilesikler, 6zellikle agir metallerin neden oldugu oksidatif
hasar, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon ve hiicresel 6liim gibi patofizyolojik siirecleri
hedef alarak hiicre diizeyinde koruyucu etkiler sergileyebilmektedir (Calis vd., 2020). Bu
baglamda, polifenoller ve flavonoidler, sahip olduklar1 giiglii antioksidan, anti-inflamatuar ve

noroprotektif 6zellikleri sayesinde 6n plana ¢ikmaktadir (Jalouli vd., 2025).

Bu dogal molekiillerden biri olan luteolin (LUT), yapisal olarak bir flavon sinifi
flavonoiddir ve bir¢ok yaygin gidada dogal olarak bulunur. LUT; maydanoz, kereviz, havug,
limon, zeytinyag1, portakal, yesil ¢ay, brokoli ve biberiye gibi ¢esitli meyve, sebze ve bitkisel
triinlerde bol miktarda yer alir (Huang vd., 2023; Pradhan ve Kulkarni, 2025). LUT un
kimyasal yapisindaki hidroksil gruplari, serbest radikalleri dogrudan yakalayarak ndtralize
edebilme yetenegi kazandirir; bu da onun gii¢lii bir antioksidan olarak ROT detoksifikasyonuna

katki saglamasinit miimkiin kilar (Fernando vd., 2024).

LUT’un biyolojik etkileri yalnizca antioksidan aktiviteyle sinirli kalmamakta, ayni
zamanda KBB’yi gecebilme yetenegi sayesinde merkezi sinir sistemi (MSS) tizerinde dogrudan
etkiler gosterebilmektedir. Norolojik diizeyde, LUT un néroenflamasyonu baskilayici etkiler
gosterdigi, 6zellikle mikroglia ve astrosit gibi glial hiicrelerin asir1 aktivasyonunu inhibe ederek

sinir dokusunda inflamatuar ortamin olusmasini engelleyebildigi bildirilmektedir. Ayrica,
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proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltabilmekte; boylece hiicresel hasar ve néronal 6liimii

onleyebilmektedir (Singh vd., 2025).

LUT ayrica mitokondriyal fonksiyonlar1 stabilize etme, lipid peroksidasyonunu
azaltma, apoptozu inhibe etme ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu artirma gibi ¢ok yonlii
koruyucu etkiler de sergilemektedir (Younis vd., 2024). Tiim bu mekanizmalar bir araya
geldiginde, LUT un sadece oksidatif stresi baskilamakla kalmayip ayni zamanda ndronal
hayatta kalimi destekleyen sinyal yollarin1 aktive ettigi goriilmektedir (Ma vd., 2025). Bu
Ozellikleri sayesinde, AD, PD, MS ve iskemik beyin hasari gibi ¢esitli nérodejeneratif
bozukluklarin hem patogenezinde rol oynayan mekanizmalar1 hedef alabilecegi, hem de bu
hastaliklarin 6nlenmesi ya da ilerlemesinin yavaslatilmasi agisindan potansiyel bir terapdtik

ajan olabilecegi diistiniilmektedir (Jayawickreme vd., 2024).

Bu tez calismasinda, Al’nin neden oldugu nérotoksik etkiler ile dogal bir flavonoid olan
LUT un bu olumsuz etkilere kars1 olas1 koruyucu rolii, deneysel bir hayvan modeli araciligiyla
incelenmistir. Aragtirma bulgularinin, Al kaynakli nérodejeneratif mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasina ve bitkisel kokenli yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine bilimsel katki

sunmasi amaglanmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Beyinin Yapisal ve Fonksiyonel Organizasyonu

Beyin, viicut fonksiyonlariin biitiinciil olarak kontrol edildigi, yiiksek organizasyon
diizeyine sahip merkezi sinir sistemi (MSS) organidir (Gluncic, 2023). Yapisal olarak 6n beyin
(prosensefalon), orta beyin (mezensefalon) ve arka beyinden (romensefalon) gelisen kompleks
bir organizasyon gosterir (Shiraishi vd., 2015). Bu yap1 daha sonra gelisimsel siiregte serebral
korteks, limbik sistem, talamus, hipotalamus, serebellum ve beyin sapi1 gibi alt birimlere
farklilagir (Blatt vd., 2013). Bu anatomik bdliimler, hafiza, 6grenme, motor kontrol,
duygulanim, homeostaz ve otonomik regiilasyon gibi ¢esitli islevlerin yerine getirilmesini
saglar (Schmahmann ve Pandya, 1997). Ozellikle serebral korteksin frontal ve temporal loblari,

yiiriitiicli islevler ve bilissel siireclerin diizenlenmesinde kritik rol oynar (Schmahmann, 2001).

Noronlar ve Glia Hiicreleri

Beyin dokusu, MSS’nin islevsel biitlinliiglinti saglayan iki ana hiicre grubundan olusur:
noronlar (sinir hiicreleri) ve glia hiicreleri (destekleyici hiicreler) (von Bartheld vd., 2016).
Noronlar, beyin iglevlerinin temel yapi taglaridir ve duyusal alimdan motor ¢iktiya kadar pek
¢ok siireci yonlendirir (Doetsch ve Hen, 2005). Bu hiicreler, dendritler araciligiyla aldiklar
uyarilari hiicre govdesinde isler ve aksonlar1 boyunca ilerleterek diger néronlara ya da hedef
hiicrelere iletir (Kulkarni ve Firestein, 2012). Noronlar arasindaki iletisim sinapslar araciligiyla
gerceklesir ve bu iletisim hem elektriksel hem de kimyasal sinyallerin iletimini igerir (Robinson
vd., 2008). Bu karmasik ag sayesinde diisiinme, 6grenme, hafiza, duygudurum ve istemli

hareket gibi iist diizey beyin fonksiyonlar diizenlenir (Kennedy, 2016).

Noronlarin saglikli bir sekilde ¢alisabilmesi, glia hiicrelerinin destegiyle miimkiindiir
(Garcia-Marin vd., 2007). Glial hiicreler yalmizca yapisal destek saglamakla kalmaz; aym
zamanda iyon dengesi, metabolik destek, atik temizligi, sinaptik diizeyde norotransmitter geri
alim1 ve bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida kritik rol tstlenir (Barber ve
Raben, 2019). Glial hiicreler bes ana gruba ayrilir: bunlardan astrositler, oligodendrositler ve
mikroglialar, merkezi sinir sisteminde, schwann ve satellit hiicreleri de ¢evresel sinir sisteminde
bulunurlar. Her hiicre tipi noronlarin saglikli fonksiyon gdstermesi icin kritik fonksiyonlar
gosterir. Ornegin Oligodendrositler, MSS’deki aksonlar1 cevreleyerek miyelin kilif olusturan
ve bdylece aksoplazmik iletimi hizlandiran hiicrelerdir (Simons ve Trajkovic, 2006). Miyelin
kaybi, sinyal iletiminde gecikmeye ve cesitli ndrolojik bozukluklara neden olur (Chen vd.,
2022). Astrositler ise beyin dokusunda en yaygin bulunan glial hiicrelerdir ve beyinde bir¢ok

islev iistlenir, bunlar arasinda néronlardaki su taginimini ve iyon diizeylerini diizenlemek, kan-
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beyin bariyerini korumak ve sinapslardan glutamati temizleyerek norotoksisiteyi onlemek yer

alir (Jakel ve Dimou, 2017).

Mikroglialar, sinir dokusunun yerlesik bagisiklik hiicreleridir ve MSS’nin bagisiklik
yanitlarin1 koordine ederler (Norris ve Kipnis, 2019). Normal kosullarda "istirahat halinde" olan
mikroglialar, ¢evresel degisiklikler (enfeksiyon, toksik ajanlar, travma, hiicresel hasar vb.)
sonucu morfolojik ve fonksiyonel olarak aktive olur (Yanuck, 2019). Aktive mikroglialar, ¢esitli
pro-inflamatuar sitokinler (6rnegin IL-1p, IL-6, TNF-a), reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve nitrik
oksit gibi molekiiller salgilayarak inflamatuar yanit1 baglatir (Bai vd., 2018). Bu siireg, patojen
temizligi ve hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasi igin yararl olsa da kronik ya da kontrolsiiz
aktivasyon, saglikli ndronlara da zarar vererek noroinflamasyona ve norodejeneratif siireglere
zemin hazirlar (Martinez-Hernandez vd., 2023). Mikroglialar tarafindan baglatilan bu
inflamatuar siireglerin, Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD), multipl skleroz
(MS) gibi bircok noérolojik hastalifin patogenezinde etkili oldugu gosterilmistir (Gao vd.,
2023).

Satellite (uydu) glial hiicreler (SGC’ler) esas olarak dorsal root ve kranial sinir
gangliyonlar1 gibi duyu gangliyonlarini ¢evreleyen, sinir hiicreleriyle siki temas i¢inde olan
glial hiicrelerdir; iyon (6zellikle K*) tamponlama, norotransmitter temizleme ve hiicreler arasi
gap-junction iletim araciligryla g¢evreleyen noéronun eksitabilitesini diizenleyerek agri ve
sensoriyel islemenin modiilasyonunda merkezi bir rol oynarlar (Andreeva vd., 2022; Qiao,
2024). Bu hiicrelerin fenotipik plastisitesi ve inflamatuar sinyallesmedeki degisimleri kronik
agri, neuropati ve noroinflamasyon ile iliskilendirilmis; dolayisiyla SGC’ler hem
patofizyolojide hem de hedefe yonelik tedavi stratejilerinde dikkat ¢ceken hedeflerdir (Hanani,
2024). Ote yandan Schwann hiicreleri klasik olarak periferik sinir sisteminin (PNS) miyelinator
ve destekleyici glial hiicreleri olarak tanimlanir; aksonlara metabolik destek saglar, miyelin
olusturarak iletim hizin1 artirir ve sinir hasari sonras1 “onarim” programu ile dediferansiyasyon,
g0¢ ve norotrofik faktor salgist araciligiyla rejenerasyonu destekler (Taveggia ve Feltri, 2022).
Ilging sekilde son calismalar, belirli kosullar altinda Schwann hiicrelerinin santral sinir
sistemindeki demiyelinatli aksonlar1 remiyelinate edebildigini ve bu yetenegin MS gibi
demiyelinatif hastaliklarda potansiyel terapdtik uygulamalar i¢in arastirildigini géstermistir

(Chen vd., 2021).

Noroinflamasyon, MSS’de mikroglialarin ve astrositlerin aktivasyonu ile karakterize
edilen karmagik bir immiin yanut siirecidir. Bu siirecte cesitli pro-inflamatuar sitokinler (6rnegin
IL-1B, IL-6, TNF-a) ve kemokinler salinarak inflamatuar sinyallegsme baslatilir (DiSabato vd.,

2016). Bu molekiiller néronlar, glia hiicreleri ve endotelyal hiicreler arasindaki iletisimi



diizenleyerek inflamatuar yanitin siddetini ve siiresini belirler. Bunun yani sira siklooksijenaz-
2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi
inflamasyonla iliskili enzimler ve transkripsiyon faktorleri, oksidatif stresin artis1 ve hiicresel

hasar ile noroinflamatuar siireci daha da gili¢lendirir (Xu vd., 2024).

Noroinflamasyonun biyokimyasal belirtegleri arasinda reaktif oksijen tiirleri (ROT),
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve lipid peroksidasyon liriinleri (6rnegin malondialdehit [MDAY])
one cikar. Bu molekiiller hiicre zarlarinda oksidatif yikima neden olarak noronal biitiinligii
bozar ve mitokondriyal fonksiyonlar1 olumsuz etkiler (Teleanu vd., 2022). Ayrica, antioksidan
savunma sisteminde yer alan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimlerin diizeylerindeki azalma, oksidatif dengeyi bozar ve

inflamatuar yanitin kroniklesmesine katki saglar (Jomova vd., 2024).

Kronik ndroinflamasyonun siirdiiriilmesinde astroglial GFAP (glial fibrillary acidic
protein) ve mikroglial Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1) ekspresyonundaki
artig, histolojik olarak inflamatuar aktivitenin giivenilir gostergeleri olarak kullanilmaktadir
(Noh vd., 2025). Bu belirtegler hem deneysel modellerde hem de nérodejeneratif hastaliklarda
(0zellikle Alzheimer, Parkinson, MS) glial aktivasyonun derecesini ve doku hasarinin

yaygiligini degerlendirmede kritik 6neme sahiptir (Andronie-Cioara vd., 2023).

Beyin Uzerinde Metal Toksisitesi ve Patolojik Sonuclari

Beyin dokusu, yapisal karmagikligi, yliksek metabolik hizi ve sinirli rejenerasyon
kapasitesi nedeniyle toksik ajanlara kars1 oldukc¢a savunmasizdir (Ortega ve Carmona, 2022).
Bu savunmasizlik, 6zellikle metal iyonlarinin neden oldugu noérotoksik etkiler s6z konusu
oldugunda daha belirgin hale gelir (Vellingiri vd., 2022). Demir (Fe), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)
gibi baz1 metaller, sinaptik iletim, enerji iiretimi ve antioksidan savunma gibi bir¢ok fizyolojik
stirecte esansiyel gorevler istlenir (Totten vd., 2023). Ancak bu metallerin dengesizligi veya
disaridan alinan toksik metallerin (6rnegin aliiminyum (Al), kursun (Pb), civa (Hg) gibi) beyin
dokusuna ulasmasi, ndronal homeostazin bozulmasina ve g¢esitli patolojik siireclerin

tetiklenmesine neden olur (Kaur vd., 2021).

Toksik metaller, genellikle kan-beyin bariyerini (KBB) gecerek MSS’ye ulasir ve
burada cesitli yollarla hasar olusturur (Raj vd., 2021). Oncelikle bu metaller, proteinlerin
yapisini ve islevini bozarak yanlis katlanma (misfolding) ve agregasyon (birikim) siireclerine
neden olabilir (Murumulla vd., 2024). Bu, 0zellikle Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarin temelinde yer alan f-amiloid (AB) veya a-siniiklein (a-syn) gibi

proteinlerin patolojik birikimiyle iligkilidir (Roe, 2022). Ek olarak, metallerin mitokondride



birikimi, elektron tasima zincirini bozar ve ROT {iretimini artirir (Vellingiri vd., 2022). Artan
ROT iiretimi, antioksidan savunma sistemlerini baskilayarak oksidatif stresin kroniklesmesine
ve lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein oksidasyonu gibi geri doniisii zor hiicresel

tahribatlara yol acar (Fesharaki-Zadeh, 2022).

Metal toksisitesinin dnemli etkilerinden biri de inflamatuar siirecin aktivasyonudur.
Mikroglial hiicreler, toksik metallerin varliginda pro-inflamatuar fenotipe geger ve IL-13, TNF-
a ve IL-6 gibi sitokinleri salgilayarak noronal hasari artirir (Lassarén vd., 2021). Bu durum,
inflamasyonun kroniklesmesine, ¢cevre hiicrelerdeki oksidatif stresin artirmasina ve dolayisiyla
sinaptik plastisitenin zayiflamasina neden olur (Zhou vd., 2023). Ayrica bazi metaller, demir
metabolizmasiyla etkilesime girerek, beynin gesitli bolgelerinde demirin patolojik birikimini
tetikleyebilir (Cirovic vd., 2023). Bu durum, Fenton reaksiyonu araciligiyla hidroksil radikali
olusumunu hizlandirir ve oksidatif yiikii daha da artirir (Khedr ve Talkan, 2022). Ozellikle Al,
bu mekanizmalarda kritik rol oynayan metallerden biridir; ¢iinkii hem dogrudan nérotoksiktir

hem de demir homeostazini bozarak dolayli hasarlara neden olur (Shang vd., 2023).

Bu siirecler yalnizca hiicresel diizeyde degil, ayn1 zamanda molekiiler sinyal yollari
aracilifiyla da sekillenir. P53, NF-kB, JNK ve Nrf2 gibi sinyal yollari, g¢evresel stres
faktorlerine verilen yanitlar1 diizenleyerek hiicre hayatta kalimi, apoptoz, inflamasyon ve
antioksidan savunma gibi kritik olaylarin kontroliinde rol oynar (Jazvinsé¢ak Jembrek vd., 2021;
Vasudevan Sajini vd., 2024). Ornegin, p53 aktivasyonu, Bax/Bcl-2 dengesini pro-apoptotik
yonde degismesine sebep olarak mitokondriyal yikima ve hiicre 6liimiine yol acabilir (Xu vd.,
2024). Benzer sekilde, NF-kB sinyal yolu hem inflamatuar yanitin tetiklenmesinde hem de
hiicreyi stres kosullarina kars1 savunmada ¢ift yonlii bir rol oynar (Sun vd., 2022). JNK ise
oksidatif stres kaynakli apoptozun yani sira inflamatuar yanitlarin diizenlenmesi, hiicre
cogalmasi, farklilagmasi ve sinaptik plastisite gibi ¢ok sayida biyolojik siirecin kontroliinde de
rol oynayan 6nemli bir kinazdir (Khedr ve Talkan, 2022). Bu yollarin uzun siireli aktivasyonu,
o0grenme, bellek, dikkat ve emosyonel yanitlar gibi yliksek diizeyli beyin islevlerini bozan kalic
sinir ag1 degisikliklerine neden olabilir (Sevastre-Berghian vd., 2022; Vasudevan Sajini vd.,

2024).

Aliiminyum ve Maruziyet Kaynaklari

Al, yerkabugunda en bol bulunan metallerden biri olup, bolluk acisindan yalnizca
oksijen ve silikondan sonra tigiincii sirada yer alir (Bonfiglio vd., 2023). Al, dogada genellikle
serbest metal formunda bulunmaz; ancak ¢esitli fiziksel ve kimyasal siirecler yoluyla ¢evreye

yayilarak ve toprak ile su kaynaklarin1 kontamine etme potansiyeline sahiptir (Hizli vd., 2023).



Asidik yagmurlar, toprak coziinmesi, volkanik aktiviteler ve riizgar erozyonu gibi dogal
cevresel olaylar, Al'nin toprak ve su kaynaklarina taginmasina ve biyoyararlanabilir formda
serbest hale gecmesine katkida bulunur (Boopathi vd., 2024). Bu nedenle, Al ¢esitli besin
maddelerinde ve yer alti ya da yiizey sularinda diisiik seviyelerde de olsa dogal olarak

bulunabilmektedir.

Ancak son yiizyilda hizla artan sanayilesme, madencilik faaliyetleri ve kentlesme,
Al'nin ¢evredeki konsantrasyonunu 6nemli dlgiide artirmistir (Grebenshchikova vd., 2021).
Endiistriyel 6l¢ekte 6zellikle insaat, otomotiv, ambalaj, elektronik, tekstil, boya, kagit, deterjan,
metal igleme ve su aritma gibi pek cok sektorde yaygin olarak kullanilmaktadir (Yokel ve
Sjogren, 2022). Aliminyum-siilfat gibi Al igeren bilesikler, 6zellikle igme suyu aritma
tesislerinde koagiilant (topaklayici) madde olarak kullanildigindan, sehir sebekesine verilen

suda Al kalintis1 bulunabilmektedir (Singh vd., 2023).

Gilinlimiizde Al yalnizca endiistriyel siireglerde degil, ayn1 zamanda giinliilk yasamda
kullanilan pek ¢ok tiiketici iiriiniine de eklenmektedir. Ozellikle islenmis gidalar, beyazlaticilar,
firn kabartma tozlari, renklendiriciler, gida katki maddeleri (6rnegin E173), biskiiviler,
peynirler, hazir ¢corbalar ve bebek mamalari, Al icerigi yoniinden dikkat ¢cekmektedir (Bobus
vd., 2022). Bunun yaninda kozmetik {riinler, dis macunlari, giines kremleri, makyaj
malzemeleri gibi ciltle temas eden irilinler de dermal yol ile Al maruziyetine neden olabilir
(Niu, 2023). Ayrica bazi antasitler, ag1 adjuvanlar1 ve regeteli ilaglar gibi tibbi preparatlarda Al
bilesenleri yer alabilmektedir (Su vd., 2024). Bu durum, sadece ¢evresel degil, ayn1 zamanda

oral, dermal ve parenteral yollarla da organizmaya Al alinmasini miimkiin kilar.

Genel toplum diizeyinde degerlendirildiginde, Al maruziyetinin en yaygin ve siirekli
kaynaklar1 besinler ve igme suyudur (Yokel ve Sjogren, 2022). Giinliik diyetle alinan Al miktar;
besinlerin dogal igerikleri, gidalarin islendigi ekipmanlar, pisirme kaplarmin tiirti, kullanilan
katki maddeleri ve ambalaj malzemelerine bagli olarak énemli dl¢lide degiskenlik gosterebilir
(Guma ve Maikudi, 2023; Przybysz vd., 2024). Bu nedenle, yalnizca gidanin tiirii degil, onun

islendigi ve muhafaza edildigi kosullar da Al birikimini dogrudan etkileyen faktorlerdendir.

Gidalarin igerigindeki dogal Al diizeyleri ise bitkisel ve hayvansal kaynakl iiriinler
arasinda farklilik gostermektedir. Genel olarak bitkisel iirlinler diisiik diizeyde Al igerir; ancak
baz1 spesifik bitkiler ve tiirevleri yiiksek Al igerigiyle dikkat ceker. Ornegin lahana, 1spanak,
cay yapraklari, kahve cekirdekleri ve soya bazli iirlinler, dogal olarak yiliksek miktarda Al
icerebilmektedir (Yokel, 2025). Bazi siit iirlinlerinde, 6zellikle islenmis peynirler ve siit tozlar

gibi endiistriyel olarak hazirlanmais tiriinlerde, izin verilen limitlerin tizerinde Al seviyeleri rapor



edilmistir (Al-Ashmawy, 2011). Bu {iriinlerdeki artig, hem {iretim siirecinde kullanilan katki

maddeleri hem de paketleme ve isleme esnasinda temas edilen yilizeylerden kaynaklanabilir.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), Al icin tolere edilebilir haftalik alim diizeyini
(TWI) 1 mg/kg viicut agirligr olarak belirlemistir (EFSA, 2013). Bu deger, yaklasik 70 kg
agirhigindaki bir birey i¢in giinliik yaklasik 10 mg Al alimina karsilik gelmektedir. Giinliik
toplam Al aliminin, bireyin yasina, beslenme aligkanliklarina, saglik durumuna ve kullandigi
iriinlere bagli olarak degismekle birlikte, genel olarak 3-10mg arasinda oldugu
bildirilmektedir (Yokel vd., 2008). Ancak gelismekte olan iilkelerde kullanilan diisiik kaliteli
Al tencereler ve mutfak araglari, porsiyon basina 125 mg’a kadar Al ¢éziinmesine yol agabilir
(Weidenhamer vd., 2017). Bunun yani sira antiasitler gibi farmasdtik iiriinler de yiiksek
miktarda Al igerebilir ve giinliik 1000 mg’a kadar ¢ikan maruziyet diizeylerine neden olabilir
(Reinke vd., 2003). Tablo 1, EFSA tarafindan belirlenen Al maruziyetine iliskin sinir degerleri

gostermektedir.

Tablo 1. Aliiminyum Maruziyeti I¢in Smir Degerleri (EFSA, 2013).

Aliiminyuma maruziyet kaynagi Aliiminyum maruziyet limitleri

Viicut agirlig1 basina haftada 1 mg’lik gecici
tolere edilebilir alim (TWI)

Viicut agirligl basina giinde 30 mg’lik etkisiz
diizey (NOAEL)

Viicut agirligi basina giinde 50-75 mg’lik en
diistik etkili diizey (LOAEL)

Viicut agirlig1 basina haftada 2 mg’lik gegici
tolere edilebilir haftalik alim (PTWI)

Ag1z yoluyla maruziyet

Kiigiik 0lcekli su aritma tesisleri i¢in sinir

. deger: 0,2 mg/L
I¢me suyuyla maruziyet o . .
Biiyiik dlgekli su aritma tesisleri i¢in sinir

deger: 0,1 mg/L

Aliiminyumun emilimi

Al, baglica oral, inhalasyon ve dermal yollarla insan viicuduna alinmaktadir (Ergashov,
2023). Oral yolla alinan Al’'nin emilimi olduk¢a sinirhdir ve gastrointestinal sistemden
biyoyararlanimi genellikle %0,1 civarindadir (Hao vd., 2022). Emilim orani, Al’nin kimyasal
formuna, mide asiditesine, es zamanli alinan besinlere ve bireyin fizyolojik durumuna bagh
olarak degiskenlik gosterebilir. Ozellikle sitrik asit gibi organik asitlerin varliginda Al emilimi

belirgin sekilde artar. Ornegin portakal suyu gibi sitrat acisindan zengin igeceklerin Al



emilimini 8 ila 50 kat artirabildigi bildirilmektedir. Bu durum, Al’nin sitrat kompleksi
olusturarak ¢oziiniirliigiinii artirmasindan kaynaklanmaktadir (Niu, 2023). i¢gme suyundan
alman Al’nin ise %0,3 gibi diisiik bir oranla emildigi bildirilmektedir (Priest vd., 2021).
Solunum yoluyla alinan Al ise, 6zellikle endiistriyel ortamlarda, alveoler membranlardan kana
gecerek sistemik dolasima katilabilir (Skalny vd., 2021). Ayrica, burun mukozasindaki koku
epiteli lizerinden dogrudan MSS’ye ulasabilecegi de gosterilmistir (Wang, 2023). Sekil 1,
Al’nin beyin dokusuna taginmasinda rol oynayan temel mekanizmalar1 gostermektedir.
— ——» Al'nin beyin yolagi

1( (S0 - = = = Inhalasyon yolagi
o< = = = = Sindirim yolagi

- - |
Aliminyum \

Kilcal damarlar
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Sekil 1. Aliiminyum’un beyine tasinmasindaki temel mekanizmalar.

Inorganik Al bilesiklerinin emilimi daha diisiiktiir; ancak Al iceren antasit gibi
farmasotik Uriinlerin yaygin kullanimi, glinliik Al alimimi 1000 mg’a kadar ¢ikarabilmektedir
(Burgos Castillo vd., 2024). Ilaglar arasinda, daha 6nce bahsedilen antasitlerin yan1 sira, Al as1
adjuvani olarak da kullanilmaktadir. Bununla birlikte, asilama siirecinin oldukca seyrek bir
uygulama oldugu ve tek bir as1 dozundaki Al miktarmin 1,25 mg ile sinirh oldugu g6z oniinde
bulundurulmalidir. En hassas grup olan bebekler basta olmak iizere genel popiilasyon icin Al
toksisitesi riskinin, asinin sagladigi faydalarla karsilastirildiginda oldukga diisiik oldugu
bildirilmis ve asilardan Al’nin uzaklastirilmasina iliskin norotoksisiteye dair herhangi bir

bulgunun bulunmadigr belirtilmistir (Principi ve Esposito, 2018).

Al deodorant/ter Onleyiciler, rujlar, sivi fondotenler, dis macunlar1 gibi binlerce farkli
formiilasyona sahip kozmetik ve kisisel bakim {iriinlerinde bulunmaktadir. Deri yoluyla Al

emilimine iligkin ¢alismalar olduk¢a sinirlidir; bununla birlikte, Tiiketici Giivenligi Bilimsel
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Komitesi (SCCS), piiskiirtiilebilir ve piiskiirtillemeyen Al igeren kozmetik iiriinler i¢in giivenli
limitler 6nermistir (Brylinski vd., 2023). Kozmetik iirlinlerde yaygin kullanilan aliminyum-
klorohidrat gibi bilesiklerin, uzun siireli kullanimda kiimiilatif maruziyete katki sagladigi

diistintilmektedir (Klotz vd., 2017).

Aliiminyumun dagilimi

Emilen Al, kanda baslica transferrin (%90), sitrat (%7-8) ve daha az oranda fosfat ve
hidroksit komplekslerine bagli olarak taginir (Rahimzadeh vd., 2022). Transferrin ile benzer
tasima mekanizmalarimi paylagsmasi, Al’'nin 0zellikle demir metabolizmasi iizerinde
bozulmalara yol agabilecegini diisiindiirmektedir (Peng vd., 2021). Transferrin aracilifiyla
tasinan Al, KBB’yi gegerek beyin dokusuna ulagabilmektedir. Beyin, Al eliminasyonu
acisindan yetersiz bir yapiya sahip oldugu i¢in burada zamanla birikim gergeklesmektedir

(Wang, 2023).

Viicutta Al en fazla kemik dokusunda (%60), ardindan akcigerler (%25), kas dokusu
(%10), karaciger (%3) ve beyin dokusunda (%]1) depolanmaktadir (Rahimzadeh vd., 2022).
Hiicre diizeyinde ise Al; néronlarin lizozomlarinda, karacigerin parankim hiicrelerinde, bobrek

tiibiil hiicrelerinde ve osteoblast mitokondrilerinde birikim gdstermektedir (Heard, 2007).

Aliiminyumun atilim

Emilen Al’nin viicuttan atilim1 baglica bobrekler yoluyla gergeklesir. Saglikli bireylerde
emilen Al'nin yaklasik %95°1 glomeriiler filtrasyonla idrarla atilmaktadir. Bunun disinda, diski
(6zellikle emilmeyen kismin eliminasyonu), safra, ter, sag, tirnak, siit ve semen gibi yollarla da
atilim s6z konusudur. Ancak yiiksek maruziyet durumlarinda ya da bobrek fonksiyon
bozukluklarinda Al atilim1 yavaslamakta, bu da sistemik birikimi ve toksik etkileri artirmaktadir
(Irnidayanti vd., 2023). Ozellikle diyalize giren hastalarda ya da parenteral beslenme alan
bireylerde Al atilimi sinirli oldugundan, norotoksik komplikasyonlara yatkinlik artmaktadir
(Chuang vd., 2022). Bu nedenle Al’nin biyolojik yarilanma 6mrii, maruziyetin dozu, siiresi ve

bireyin eliminasyon kapasitesine gore birkag saatten birkag yila kadar degiskenlik gosterebilir.

Aliiminyum Maruziyetinin Saghk Uzerindeki Etkileri

Al’nin insan viicudunda bilinen fizyolojik bir islevi olmamakla birlikte, 6zellikle uzun
stireli ve yliksek diizeyde maruz kalindiginda toksik etkiler gosterdigi anlasilmistir. Sekil 2°de,
Al maruziyetinin doku, organ ve sistem diizeyinde olusturabilecegi olasi etkiler yer almaktadir.
Mevcut veriler, Al’nin basta MSS olmak iizere ¢esitli dokularda birikim egilimi gosterdigini ve

norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Bu
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potansiyel iliskiyi destekleyen baslica mekanizmalar arasinda oksidatif stresin artmasi, hiicre
ici protein agregasyonlarmin olusmasi (6rnegin AP birikimi), mitokondriyal fonksiyonlarin
bozulmasi ve inflamatuar yanitlarin uyarilmasi yer almaktadir. Ayrica, ndronal hiicrelerde
apoptozun indiiklenmesi ve norotransmitter dengesizlikleri de Al’nin norotoksik etkilerine

katki saglayan diger faktorlerdir (Makhdoomi vd., 2023).

Baobrek yetmezligini Kemik mineralizasyon Oksidatif stres
agirlastinr bozuklugu
Al maruziyeti oksidatif
B L . stresi artirarak apoptoz ve
Bobrek Kemik mineral tiretim inflamasyon yolaklarinin
yetmezligi yollarini degistirir. aktive olmasina #
Al'nin viicuttan neden s o
atilmasini olur. g o3 ?
engeller ve o ﬁ
dokularda % #
birikmesine = §
neden olur. Alum|nyumun %\ e
Saghk
Uzerindeki
Endokrin sistemde Etkileri Nérodejeneratif hastaliklar
bozulma Uzun streli maruziyet
Alzheimer, N
Paratiroid amiyotrofik \\
hormonlarinin lateral K( "G
tretimini . T skleroz (ALS), ~= 4"
etkiler. | PN Nams Kensert multipl skleroz (MS),
, \ R NN Meme otizm ve spektrum
A= 4 \ kanseri bozuklugu gibi €2
{ gelisme hastaliklaraneden %
; riskini artirir. olabilir.
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Sekil 2. Aliiminyum’a maruziyetin saglik lizerine olas1 etkileri.

Al’nin zararl etkileri yalnizca sinir sistemiyle sinirlt degildir; solunum sistemi de bu
metalin toksisitesine kars1 duyarlidir. Ozellikle endiistriyel ortamlarda, 6rnegin Al iiretim ve
isleme tesislerinde calisan bireyler, aliimina tozlarina ve dumanlarina kronik olarak maruz
kalmaktadir. Bu tiir maruziyetin, akciger dokusunda kalici hasara neden olarak pulmoner
fibrozis, kronik bronsit ve azalmig solunum kapasitesi gibi klinik tablolara yol acabilecegi
gosterilmistir (Kongerud ve Seyseth, 2014). Ayrica, cevresel Al kirliliginin yiiksek oldugu

bolgelerde yasayan bireyler de benzer risklere maruz kalabilir.

Karaciger lizerindeki toksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda, Al’nin,
hepatositlerde enerji metabolizmasin1 bozarak ATP iiretimini engelledigi, glikoliz ve Krebs
dongiisiinii inhibe ettigi, protein ve lipit oksidasyonunu artirdig1 raporlanmistir (Geyikoglu vd.,

2013). Ayrica metal homeostazini bozarak demir birikimine neden olmasi sonucunda oksidatif
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stresin daha da giliclenmesi sonucunda hiicrelerde, DNA hasarina ve hiicre 6liimiine neden

oldugu belirlenmistir (Teschke, 2022).

Renal sistem (bobrekler), Al’'nin viicuttan atiliminda rol almasina ragmen, yiiksek
dozlarda bu metale maruz kalindiginda toksik etkilerle kars1 karsiya kalmaktadir. Bobrek
dokusunda biriken Al, glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasina, tiibiiler hasara ve elektrolit
dengesizliklerine yol agabilir. Kronik maruziyet durumlarinda bu etkiler, ilerleyici bobrek

yetmezligine kadar gidebilir (Oliveira vd., 2021).

Bunlarin yaninda Al’nin, lenfositlerde immiinsiipresyona, eritrositlerde ise apoptoza
neden olabildigi raporlanmistir (Zuo vd., 2021). Ayrica, Al’nin kemik dokusu iizerindeki
etkileri de kayda degerdir. Ozellikle uzun siireli maruziyetin, kemik mineralizasyonunu
olumsuz etkileyerek osteomalazi, diisiikk kemik yogunlugu ve artmis kirik riski gibi durumlara

neden olabilecegi bildirilmistir (Liu vd., 2016).

Bazi ¢alismalar, Al maruziyetini hipertansiyon, iskemik inme ve endokrin bozukluklarla
iligkilendirmis; Al’nin parathormon, testosteron, luteinize edici hormon, folikiil uyarici
hormon, 6stradiol, noradrenalin, kortizol, tiroid hormonlar1 ve insiilin salgisini etkileyebildigi
rapor edilmistir. Bunlara ek olarak, endokrin sistemin Al’den etkilenebilecegi ve hormonal
dengenin bozulabilecegi ydniinde bulgular da mevcuttur. Ostrojen reseptdrleri ile etkilesime
girerek endokrin bozucu etki olusturabilecegi diistiniilmekte ve bu mekanizma tizerinden meme

kanseri gibi bazi malignitelerle iligkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (Correia vd., 2021).

Aliiminyum ve Hiicre I¢i Sinyal fletimi

Al'nin sinir dokusundaki hiicresel iletisim siireglerine etkisi smirli diizeyde
anlagilabilmistir.  Beyin hiicrelerinde, birgok fizyolojik yanit norotransmitterler,
néromodiilatorler ve hormonlar gibi molekiillerin reseptdrlerine baglanmasiyla aktive olan
ikinci haberci sistemler aracilifiyla diizenlenir. Bu sistemlerden biri olan polifosfoinozit
dongiisii, reseptor-ligand etkilesimiyle aktive edilmekte olup, Al’nin bu yola miidahale ettigi

hem in vitro hem de in vivo calismalarda gosterilmistir (Agrahari vd., 2021).

Al’nin bu sinyal yolunu reseptdrler, G proteinleri, fosfolipaz C (PI-PLC) enzimi ya da
substratlar1 iizerinden baskilayabilecegi one siiriilmektedir. Ancak, yapilan erken donem
caligmalarda, reseptorler ve G proteinleri {izerindeki etkisinin sinirli oldugu bildirilmistir
(Mundy ve Shafer, 2001). Al’'nin negatif yiiklii polifosfoinozitlerle afinitesi nedeniyle, bu
lipidler zar {iizerinde kiimelenebilir ve yiik dengesi bozulabilir. Bu durum, PI-PLC’nin

substratlarina baglanmasim1  zorlastirarak enzim aktivitesini diisiirebilir. Ote yandan,
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fosfatidilkolin gibi zitteriyonik fosfolipitler Al ile zayif etkilesime girdiginden, bu lipitler

tizerinden belirgin bir etki olugsmaz (Verstraeten ve Oteiza, 2013).

Al’nin polifosfoinozit dongiisii gibi ikinci haberci sistemlere miidahalesi, sinir hiicreleri
arasindaki iletisim agin1 dogrudan etkileyen dnemli bir mekanizmadir. Bu dongii, ndronlar ve
glial hiicreler arasindaki fizyolojik yanitlarin diizenlenmesinde kritik rol oynamakta olup,
hafiza, 6grenme ve duygu durumunun siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (Frere vd., 2012; Raghu vd.,
2019). Al’nin zar lipidleriyle etkileserek PI-PLC enzim aktivitesini baskilamasi, hiicrelerin
uyaranlara yanit verme kapasitesini azaltir. Ozellikle oligodendrositlerde transferrin araciligiyla
birikmesi, miyelin kilif biitiinliiglinii bozarak aksiyon potansiyeli iletim hizini diisiirebilir. Bu
durum, uzun vadede biligsel fonksiyonlarda bozulma, motor koordinasyon kaybi ve
norodejeneratif siireclerin hizlanmasi gibi sonuglara yol agabilir (Ahmed, 2021). Dolayisiyla,
bu sinyal yolundaki bozulmalar yalnizca biyokimyasal bir degisiklik olarak degil, ayn1 zamanda
sinir  sistemi iglevlerini temelden zayiflatan bir patofizyolojik siire¢ olarak

degerlendirilmektedir.

Aliiminyum Toksisitesinin Mekanizmalar1

Al’nin beyinde biriktigi kesin olarak bilinmekle birlikte, beyine hangi mekanizmalarla
ulastigi tam olarak aydinlatilamamistir. Muhtemelen, diger esansiyel olmayan metallerde
oldugu gibi, fizyolojik tasima ve emilim mekanizmalarint kullanarak (hijack) gegis
yapmaktadir. Emilimin ardindan Al’nin yaklagsik %901, Fe katyonlarinin taginmasindan da
sorumlu olan serum transferrin (Tf) ile baglanir. Bu protein, transferrin reseptorii (TfR)-aracili
endositoz yoluyla Al’nin KBB’ye ge¢isinde rol oynayabilmektedir. Kalan yaklasik %10’luk
kismin biiyiik boliimii ise, beyin-omurilik sivisinda (BOS) daha yiiksek oranda bulunan Al-
sitrat formunda dolasir. Bu durum, Tf’den bagimsiz baska bir tasima mekanizmasinin varligina
isaret etmektedir (Brylinski vd., 2023). Ayrica, AI’nin KBB iizerinden difiizyon hizini segici
olarak artirabildigi gosterilmistir (Kandimalla vd., 2016). Bazi beyin damarlarinin Al
birikimine digerlerinden daha yatkin oldugu bildirilmis olup, bunlar arasinda 6zellikle
hipokampusu besleyen arka serebral arterin ve insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleriyle
doseli beyin arterlerinin 6ne ¢iktig1 belirtilmistir. Hipokampal alan diginda Al birikimi en fazla
serebellum ve kortekste gozlenmektedir (Bhattacharjee vd., 2013; Duckett, 1976). Bunlarin
yaninda, Al’nin burun mukozasi ve koku siniri yoluyla dogrudan beyne ulagma ihtimali de

bulunmaktadir (Exley, 2013).

Belirtilen toksisite gdz oniinde bulunduruldugunda, Al katyonlar1 ve bilesikleri hiicre
diizeyinde kritik islev ve siirecleri bozabilmekte; bu nedenle maruziyetin etkileri hem molekiiler

hem de sistemik diizeyde ortaya ¢ikmaktadir. Calismalar, kronik Al maruziyetinin beyinde
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birikime yol agarak oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal islev bozuklugu, protein
agregasyonu ve sinaptik iletimde aksama gibi cesitli patofizyolojik mekanizmalari
tetikleyebildigini ortaya koymustur. Bu siireclerin, ndronlarin biitiinliiglinii ve islevini bozarak

O0grenme, bellek ve davranig gibi bilissel siirecleri olumsuz etkileyebildigi raporlanmustir.

Aliiminyumun nérotoksik etkilerinde oksidatif stresin rolii

Beyin hem yapisal hem de metabolik 6zellikleri nedeniyle ¢evresel toksinlere, endojen
metabolitlere ve ¢esitli stres faktdrlerine kars1 son derece duyarhidir (Wylie ve Short, 2023).
MSS, viicuttaki toplam agirligin yalnizca yaklasik %2’sini olusturmasina ragmen, dinlenim
halindeki toplam oksijen tiikketiminin %?20’sini gerceklestirmektedir (Ionescu-Tucker ve
Cotman, 2021). Bu yiiksek oksijen ihtiyaci, enerji gereksiniminin karsilanmasi i¢in elzemdir;
ancak ayn1 zamanda beyin dokusunu ROT iiretimine ve buna bagli olarak oksidatif hasara kars1
savunmasiz hale getirir (Vinokurov vd., 2021). Ek olarak, noronal zarlar bol miktarda ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) icerdiginden, serbest radikallerle etkilesime girerek kolayca
lipid peroksidasyonuna ugrayabilir (Fu vd., 2022). Bu da hiicre zarinin biitliinliiglinii bozarak
iyon dengesizligine, mitokondriyal disfonksiyona ve sonugta néronal 6liimle sonuglanabilecek

patolojik siireclerin baglamasina yol acar (Angelova vd., 2021).

Oksidatif stres, hiicrede prooksidan iiretimi ile antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasi durumudur (Ionescu-Tucker ve Cotman, 2021). Normal
sartlarda hiicre i¢i ROT diizeyleri, SOD, KAT ve GPx gibi endojen antioksidan enzim sistemleri
tarafindan siki bir sekilde diizenlenir (Ishaq vd., 2023). Bu enzimler, siiperoksit anyonu (O2")
gibi reaktif tiirleri daha az zararh bilesiklere doniistiirerek hiicre i¢i homeostazi saglamakla
gorevlidir (Anwar, 2022). Ancak bu sistemlerin yetersizligi ya da ROT {iretiminin bu
sistemlerin kapasitesini asacak sekilde artmasi, proteinlerin oksidatif modifikasyonuna, lipit
peroksidasyonuna ve niikleik asit hasarma neden olur (Iuchi vd., 2021). Ozellikle lipid
peroksidasyonu sonucu olusan MDA gibi yan liriinler, zar yapilarinda ciddi bozulmalara yol
acar ve MDA diizeyleri, oksidatif hasarin biyokimyasal bir gostergesi olarak degerlendirilir (Fu

vd., 2022).

Oksidatif stresin siireklilik kazanmasi, hiicresel sinyal yollarini bozarak mitokondriyal
disfonksiyon, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, sitokin saliniminda artis ve apoptoz gibi
siireclerin aktive edilmesine yol acabilir (Anwar, 2022; Iuchi vd., 2021). Noronlar, sinirh
rejenerasyon yetenekleri ve post-mitotik yapilari nedeniyle bu tiir hasarlardan sonra kendilerini
tam olarak yenileyemediklerinden oksidatif hasarin, Alzheimer, Parkinson, Huntington
hastalig1 gibi birgok nérodejeneratif hastalikta erken donemden itibaren gozlemlenen merkezi

patolojik mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir (Algahtani vd., 2023).
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Al’nin biyolojik sistemlerde dogrudan bir redoks aktivitesi bulunmamasina ragmen,
yani kendi basina elektron alip vererek serbest radikal iiretimi gerceklestirmemesi
beklenmesine karsin, son yillarda yapilan ¢ok sayida in vitro ve in vivo deneysel calisma,
yiiksek konsantrasyonlardaki Al maruziyetinin hiicresel diizeyde oksidatif stres olusturdugunu
ortaya koymustur (Campos vd., 2022). Bu paradoksal durum, Al iyonlarinin dolayli yollarla
ROT diretimini artirdifi ve antioksidan savunma sistemlerini baskiladigi mekanizmalarla

agiklanmaktadir.

Al, hiicre i¢i ortamlarda demir (Fe?*) ve kalsiyum (Ca?*) gibi diger metal iyonlarinin
yerini alarak veya bu iyonlarla etkilesime girerek redoks dengesini bozabilmektedir (Jomova
vd., 2024). Ozellikle mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak elektron tasima zincirinin etkinligini
diistirdiigii, bu durumun da ROT iiretiminde artisa neden oldugu gosterilmistir. Yapilan
arastirmalar, Al toksisitesinin MDA diizeylerini artirarak lipid peroksidasyonunu tetikledigini,
buna karsilik SOD, GPx ve KAT gibi baslica antioksidan enzimlerin aktivitelerini baskiladigin
ortaya koymustur (Sadek vd., 2019).

Artan oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein oksidasyonu
gibi molekiiler diizeyde bozulmalar meydana gelir. Bu bozulmalar, hiicre biitiinliigiinii tehdit
ederken ayni zamanda inflamasyon, apoptoz ve nérodejenerasyon gibi patolojik siirecleri de
tetikleyebilir. Dolayisiyla, Al’nin redoks-inaktif bir metal olmasina ragmen, hiicresel ortamdaki
dengeyi bozarak oksidatif stresin temel tetikleyicilerinden biri haline gelebilecegi
anlasilmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde merkezi bir rol oynayan oksidatif
stresin, Al’nin yiiksek diizeyde biriktigi toksikasyon durumlarinda da onemli bir etkene

olduguna dair ¢esitli kanitlar ortaya konmustur (Fernandes vd., 2021).

Beyinde kolinesterazlarin rolii ve aliiminyum toksisitesi

Beyin, karmagik bir sinaptik ag iizerinden gerceklesen iletisimle viicut fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde merkezi rol oynar. Bu iletisim, sinaptik iletim olarak adlandirilan siirecle
saglanir. Sinaptik iletim, bir néronun akson terminalinden salinan nérotransmitterlerin, bir
baska ndronun veya hedef hiicrenin reseptorleriyle etkilesmesiyle gerceklesir. Bu iletisim sekli,
o0grenme, hafiza, duygudurum, hareket, otonom islevler ve bilis gibi ¢ok sayida nérofizyolojik

stirecin temelini olusturur (Wang ve Dudko, 2021).

Sinaptik iletimde en 6nemli ndrotransmitterlerden biri asetilkolin (ACh)’dir. ACh,
ozellikle kolinerjik sistemin bir pargasi olarak; hipokampus, bazal 6n beyin, amigdala ve
korteks gibi bolgelerde yaygin sekilde bulunur ve 6grenme, bellek olusumu, dikkat ve uyaniklik
gibi yiiksek bilissel islevlerde kritik rol oynar (Huang vd., 2022). Sinaptik boslukta gdrevini
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yerine getirdikten sonra ACh'nin ortadan kaldirilmasi gerekir; aksi takdirde siirekli sinaptik
uyarim meydana gelir ve bu durum hiicresel diizeyde toksisiteye yol acabilir (Aroniadou-
Anderjaska vd., 2023). Iste bu noktada kolinesteraz enzimleri, 6zellikle de asetilkolinesteraz

(AChE) devreye girer.

AChE, ACh’yi hizla asetat ve koline pargalayan bir enzimdir. Bu par¢calanma sayesinde
sinaptik boslukta ACh birikimi 6nlenir ve sinyalleme dengelenir (Muramatsu vd., 2022). Bu
stire¢, noronlar arasi iletisimin zamanlamasinin ve hassasiyetinin korunmasi agisindan hayati
oneme sahiptir. AChE'nin yetersizligi veya inhibisyonu, sinaptik iletimin kesintiye ugramasina,
norotoksik uyarilara ve biligsel bozukluklara neden olabilir (Karimani vd., 2021). Bu durum,
AD gibi baz1 ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir yer tutar (Bekdash, 2021).
Bu nedenle, AD tedavisinde kullanilan bazi ilaglar (6rnegin donepezil, rivastigmin) AChE
inhibitdrleridir; yani sinaptik boslukta ACh'nin siiresini artirarak biligsel fonksiyonlar1 gegici

olarak iyilestirmeyi hedefler (Vecchio vd., 2021).

Bazi norodejeneratif hastaliklarin yaninda Al gibi toksik metal maruziyetinin AChE
diizeylerinde gozlenen degisikliklere veya aktivite bozukluguna sebep oldugu bilinmektedir
(Ferrazza vd., 2023; Zygan-Filipiak vd., 2025). Norotoksik maddelerin etkisiyle 6zellikle
sinaptik iletim ciddi bi¢imde zarar gorebilir. Bu, nérotransmitter sentezi, salinimi ve reseptor
yanitlarinin bozulmasina neden olarak hem elektriksel aktivitenin hem de davranigsal yanitlarin

sekteye ugramasina yol acar.

Sinaptik plastisite ve BDNF

Sinaptik plastisite, noronlar arasindaki baglantilarin yapisal ve islevsel olarak
degisebilme kapasitesini ifade eder ve beynin Ogrenme, hafiza olusturma, davranigsal
adaptasyon ve deneyime yanit verme gibi yliksek biligsel fonksiyonlarinin temelini olusturur
(Taylor ve Jeans, 2021). Bu siire¢; yeni sinapslarin olusumu (sinaptogenez), mevcut
baglantilarin giliclenmesi (uzun siireli potansiyasyon, LTP) ya da zayiflamasi1 (uzun siireli
depresyon, LTD) gibi mekanizmalarla gerceklestirilir (Naro ve Calabro, 2024). Sinaptik
plastisitenin saglikli bir sekilde stirdiiriilebilmesi, yalnizca elektriksel uyarilara degil, ayni

zamanda norotrofik faktorlerin mevcudiyetine de baglidir.

Bu baglamda en 6nemli norotrofik molekiillerden biri beyin kaynakli nérotrofik faktor
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)’diir. BDNF, o6zellikle hipokampus, prefrontal
korteks ve amigdala gibi 6grenme, hafiza ve duygudurum diizenlemesinde gorev alan beyin

bolgelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilir (Toader vd., 2025). BDNF, sinaptik plastisiteyi
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desteklemekle kalmaz; ayn1 zamanda noronal farklilagsma, hayatta kalma, aksonal ve dendritik

biiylime gibi siireglerde de dnemli bir rol oynar (Esvald vd., 2022).

BDNF diizeylerindeki azalma, 6zellikle kronik stres, oksidatif hasar, inflamasyon veya
norotoksik ajanlara maruziyet gibi patolojik durumlarda goézlenir ve bu azalma sinaptik
plastisiteyi ciddi sekilde zayiflatir (Ben-Azu vd., 2022; Ramirez-Carreto vd., 2023). Bu da
ogrenme bozukluklari, hafiza kaybi, motivasyon eksikligi ve duygudurum diizensizlikleri gibi
noropsikiyatrik semptomlara yol acabilir (Ramirez-Carreto vd., 2023). Pek ¢ok calisma, BDNF
diizeyleri ile epilepsi, AD ve major depresyon gibi néropsikiyatrik bozukluklar arasinda giiclii
bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur (Gliwinska vd., 2023). Bu nedenle, BDNF yalnizca
bir norotrofik destek molekiilii degil, ayn1 zamanda ndroplastisitenin biyokimyasal belirteci
olarak da degerlendirilmektedir. Deneysel norotoksisite modellerinde BDNF diizeyinin
Olciilmesi, sinaptik biitiinliiglin  korunup korunmadiginm1 anlamak ve potansiyel tedavi

ajanlarmin etkinligini degerlendirmek agisindan kritik dneme sahiptir.

Al toksisitesi, BDNF diizeylerini diisiirerek bu yasamsal siirecleri sekteye ugratir. Al
maruziyeti sonucunda artan oksidatif stres ve noroenflamasyon, BDNF ekspresyonunu
baskilayarak noronal sagkalimi olumsuz etkiler (Liu vd., 2022). Ayrica, Al maruziyetinin CREB
(cAMP response element-binding protein) gibi BDNF transkripsiyonunu diizenleyen
faktorlerin aktivitesini bozdugu gosterilmistir (Sun vd., 2022).

Beyinde aliiminyum toksisitesinin pS3 yolagina etkisi

P53 sinyal yolu, hiicresel streslere kars1 verilen yanitlarin koordinasyonunda gorev alan
ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, DNA onarimi, senesens ve apoptoz gibi yasamsal stiregleri
kontrol eden ¢ok yonlii bir transkripsiyon faktoriidiir. Fizyolojik kosullarda, p53 proteini diistik
diizeylerde bulunur ve Mouse Double Minute 2 homolog (MDM?2) gibi negatif diizenleyici
proteinler araciligiyla proteazomal yikima yonlendirilir. Ancak hiicre i¢i ¢evrede DNA hasari,
oksidatif stres, onkogen aktivasyonu veya toksik ajanlara maruz kalma gibi durumlar ortaya
ciktiginda, p53 stabilize olur ve niikleusa transloke olarak hedef genlerin transkripsiyonunu
baslatir (Villalon-Garcia vd., 2023). Al maruziyeti, 6zellikle MSS mitokondriyal disfonksiyon,
ROT iiretiminde artis ve inflamatuar yanitlarin aktive olmasi gibi cesitli stres kaynaklarini

tetikleyerek p53 yolunu aktive eden 6nemli bir ¢evresel toksik ajandir (Renke vd., 2023).

P53’iin aktivasyonu, dncelikle hiicre dongiisiiniin G1/S ve G2/M kontrol noktalarinda
durdurulmasini saglayarak hiicrenin hasari onarma girisiminde bulunmasina olanak tanir. Bu
stirecte p21 gibi siklin bagimli kinaz inhibitdrlerinin ekspresyonu artar. Ancak hasarin

onarilamayacak diizeyde olmasi durumunda, p53 apoptozu indiikleyen genlerin (6rnegin Bax,
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Puma, Noxa) ekspresyonunu artirirken, anti-apoptotik genlerin (6rnegin Bcl-2) ekspresyonunu
baskilayarak mitokondriyal dig membran gecirgenliginde artisa neden olur (Bazhanova ve
Kozlov, 2024). Bu degisiklikler sonucunda sitokrom c¢ salinimi gerceklesir, apoptosom
kompleksi olusur ve kaspaz kaskadi aktive olarak hiicrenin programli 6liimii baslatilir. Boylece,
p53 araciligiyla hasarli ndronlarin eliminasyonu saglanir. Ancak, Al’ye kronik maruziyet
durumunda p53'tin siirekli aktivasyonu, fizyolojik sinirlarin 6tesine gecen apoptoz siireci ile
ndronal kayiplara, sinaptik biitiinliigiin bozulmasina ve nérodejeneratif siireclerin hizlanmasina

yol agar.

Ayrica p53, yalnizca apoptoz ve hiicre dongiisii iizerinde degil, ayn1 zamanda oksidatif
stres yaniti ve inflamasyonun diizenlenmesinde de gorev alir. P53’{in baz1 hedef genleri,
antioksidan savunma mekanizmalarinin diizenlenmesi ile iligkilidir; ancak kronik stres altinda
p53 agirlikli olarak pro-oksidatif yanitlari destekleyebilir. Bu baglamda, p53’iin asir
aktivasyonu, noronal redoks dengesinin daha da bozulmasina ve oksidatif hasarin ilerlemesine
katkida bulunabilir. Al toksisitesinde gézlenen bu ¢ok yonlii pS3 yaniti, biligsel bozukluklar ve
AD gibi norodejeneratif tablolarla yakindan iligkilendirilmistir (Jazvins¢ak Jembrek vd., 2021).

Noroinflamasyon

Noroinflamasyon, MSS bagisiklik hiicrelerinin patolojik bir uyaran karsisinda aktive
olmasiyla ortaya ¢ikan hem savunucu hem de zararli etkiler yaratabilen bir siirectir (Teleanu
vd., 2022). Normal kosullarda mikroglialar ve astrositler, beyin dokusunun homeostazin
stirdiiriirken, enfeksiyon, toksin maruziyeti, travma veya protein agregatlarinin birikimi gibi
durumlarda proinflamatuar fenotipe doniiserek sitokin, kemokin ve ROT salgilarlar

(Gassowska-Dobrowolska vd., 2023; Pathak ve Sriram, 2023).

Kronik noroinflamasyon yalnizca néronlar degil, ayn1 zamanda destek hiicreleri olan
oligodendrositler, astrositler ve endotel hiicrelerini de olumsuz etkiler (Sun vd., 2023). Ozellikle
oligodendrositlerin hasar gérmesi, miyelin kaybina neden olarak aksoplazmik iletimi bozar ve
noronal iletisimde ciddi aksakliklara yol acar (Festa vd., 2025). Astrositlerdeki inflamatuar
aktivasyon ise glutamat geri aliminin azalmasina ve KBB gecirgenliginin artmasina neden olur
(Gullotta vd., 2023). KBB'nin zayiflamasi, periferik immiin hiicrelerin beyin dokusuna gegisine
olanak taniyarak inflamasyonun siddetlenmesine neden olur (Huang vd., 2021). Endotel
hiicrelerinin bu siirecte sitokinlere yanit vererek yapisal biitiinliigiinli kaybetmesi, vaskiiler

disfonksiyona ve beyin i¢i mikrodolagimin bozulmasina yol acar (Huang vd., 2021).

Tiim bu hiicresel bozulmalar sonucunda, ndral aglarin mimarisi ve fonksiyonu geri

dontisii zor sekilde hasar goriir. Yapilan deneysel ve klinik calismalar, uzun siireli
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inflamasyonun 6zellikle hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala gibi 6grenme, hafiza,
emosyonel diizenleme ve karar verme siireclerinden sorumlu beyin bolgelerinde hacimsel
kiigiilmelere (atrofi) ve néronal yogunlukta azalmaya neden oldugunu gostermektedir (Ni vd.,
2021). Bu durum, glial hiicrelerin (0zellikle astrositlerin) hasara yanit olarak asiri
proliferasyonu sonucu skar benzeri bir yapmin olustugu gliyozis olarak adlandirilan siirecin
baslamasina neden olur (Bondy, 2010). Bu patolojik siire¢, noronal rejenerasyonu engelleyerek
sinaptik plastisiteyi sinirlar ve biligsel fonksiyonlarin zayiflamasina katkida bulunur (Lecca vd.,

2022).

Son yillarda néroenflamasyonun belirteg profili genislemis; geleneksel sitokinlerin yani
sira TREM-2, YKL-40, TYRO3 ve MIF gibi molekiiller de mikroglial ve astrositik tepkilerin
gostergeleri olarak one ¢ikmigti. TREM-2 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells
2), ozellikle mikroglial hiicrelerde eksprese edilen bir reseptordiir ve hem homeostatik
durumlarda hem de nddejeneratif siireglerde kritik rol oynar. TREM-2’nin membran baglh
formu kadar ¢oziiniir formu (STREM2) da Alzheimer hastalig1 baglaminda biyobelirte¢ olarak
dikkat cekmektedir; hastalarda CSF ve plazma diizeylerinde artiglar gozlenmistir (sSTREM?2 ile
AD ilerlemesi arasinda iligki bulundugu bildirilmektedir) (Zhang vd., 2025). TREM-2,
mikroglial fagositozu artirarak sinaptik kalintilarin temizlenmesini destekler; ancak bazi
modellerde asir1 aktivasyonun da patolojik inflamasyonu tetikleyebilecegi one siiriilmektedir

(Shi vd., 2025).

YKL-40 (Chitinase-3-like protein 1; CHI3L1) ise esas olarak astrosit kaynakli bir gliyal
aktivasyon gostergesidir. Norolojik hastaliklarda artmis YKL-40 diizeyleri, astrositik yanit ve
kronik inflamasyon varligina isaret eder; AD, MS ve diger nérodejeneratif bozukluklarda BOS
ve plazma diizeylerinde yiikseklikler bildirilmistir (Muszynski vd., 2017). YKL-40
immunoreaktivitesi, AD ve diger tauopatilerde GFAP ile kolokalize edilen astroglial hiicre alt

gruplarinda gézlemlenmistir (Bieger vd., 2023).

TYRO3 (TAM reseptor ailesinin bir iiyesi) ise mikroglial ve ndronal hiicrelerde
proinflamatuvar sinyallerin baskilanmasinda énemli rol oynar. Soluble (¢6ziiniir) formu da,
Alzheimer g¢alismalarinda sTyro3 diizeyleri ile beyin yap1 ve fonksiyonel korunma arasinda
iligki gosterilmistir (Brosseron vd., 2022). Bu durum, TYRO3’iin néroinflamasyonun
diizenlenmesinde hem membran-bagli reseptér hem de ¢oziiniir form aracilifiyla etkili

olabilecegini diislind{iriir.

Son olarak, MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor), geleneksel proinflamatuvar
sitokinlerden biri olarak mikroglial aktivasyonu tesvik eder ve TNF-a, IL-1p, IL-6 gibi sitokin

iiretimini indiikleyebilir. MIF’in 6zellikle akut inflamatuvar tepkilerde merkezi bir rolii oldugu;
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AD, PD ve iskemik beyin hasar1t modellerinde ekspresyonunun arttigi literatiirde bildirilmistir

(Zeng vd., 2024).

Bu yeni belirtegler, noéroinflamatuvar siireglerin hiicresel ve molekiiler diizeyde daha
derinlemesine anlagilmasina imkan tanir; 6zellikle TREM-2 ve sSTREM2’nin terapétik hedef

potansiyeli, nérodejeneratif hastalik modellerinde giderek daha fazla ilgi ¢cekmektedir

Protein agregasyonlari ve norotoksisite

Norotoksisite siireci yalnizca oksidatif stres, inflamasyon ve hiicresel enerji
bozukluklariyla sinirli kalmaz; ayn1 zamanda patolojik protein birikimleri (agregasyonlari) bu
stirecin 6nemli ve geri dondiiriilemez bilesenlerinden birini olusturur (Candelise vd., 2021).
Normal sartlar altinda, hiicre i¢i protein sentezi ve katlanmasi oldukca kontrollii bir sekilde
gerceklesir ve yanlis katlanmis proteinler hiicre i¢i kalite kontrol mekanizmalar1 (6rn.
proteozom sistemi, otofaji) tarafindan uzaklastillir (Panwar vd., 2024). Ancak cevresel
toksinlere, agir metallere veya genetik yatkinliklara bagl olarak bu sistemlerdeki aksakliklar,
protein agregatlarinin birikimine neden olabilir ve bu birikim noronal biitiinliigii tehdit eden

ciddi patolojik sonuglara yol agar (Kumar, 2025; Nabi ve Tabassum, 2022).

Ormnegin, AD’ye 6zgii patolojik siirecin temelini olusturan B-amiloid (AP), amiloid
prekiirsor proteininin (APP) anormal proteolitik yikimi sonucu olusan ve ozellikle diistik
coziinlirliiklii APi-«2 formuyla ekstraselliiler birikim egilimi gdsteren bir proteindir (Sehar vd.,
2022). Bu birikim, amiloid plaklar1 seklinde organize olur ve noéronlar arasi sinaptik iletimi
bozarak hipokampal plastisiteyi olumsuz etkiler (Torres-Flores ve Pefia-Ortega, 2022). Ayrica
AP, oksidatif stres diizeylerini yiikseltir, mikroglia ve astrositleri aktive eder ve bdylece

noroinflamasyonun kroniklesmesine katkida bulunur (Tamagno vd., 2021).

Benzer sekilde, a-syn adli presinaptik protein de ndrodejeneratif kosullarda anormal
birikim egilimi gosteren yapilar arasinda yer alir (Krawczuk vd., 2024). Fizyolojik olarak
sinaptik vezikiil dongiisiinii diizenleyen ve dopaminerjik néronlarda dopamin taginmasinda rol
oynayan o-syn, fosforilasyon, oksidasyon veya metal iyonlariyla etkilesim gibi post-
translasyonel modifikasyonlar sonucunda yapisal biitiinliigiinii kaybedebilir ve sonucta
oligomerik ya da fibriller formda agregatlar olusturarak hiicre i¢inde birikir (Krawczuk vd.,
2024). Ozellikle Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan bu patolojik birikimler, Parkinson
hastalig1 basta olmak tizere bir¢ok siniikleinopati ile iliskilendirilmistir (Bras ve Outeiro, 2021).
Ancak a-syn akiimiilasyonu yalnizca Parkinson ile siirli kalmayip, inflamasyon ve oksidatif
stresin yogun oldugu ndrotoksik beyin ortamlarinda da yaygin bigimde gozlemlenmektedir

(Lyra vd., 2023).
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Her iki protein agregasyonu da bagisiklik sistemi tarafindan “tehlike sinyali” olarak
algilanmakta ve mikroglial aktivasyonu tetiklemektedir (Vida vd., 2025). Mikroglialar, bu
yanlig katlanmis proteinleri fagosite etmek amaciyla aktive olur; ancak bu aktivasyon uzun
siireli ve kontrolsiiz hale geldiginde pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-1B, TNF-a, IL-6) asir1
salinimi1 baglar (Rivas vd., 2022). Bu da kronik néroinflamasyon dongiisiinii baslatarak saglikli
noronlarin da zarar gérmesine, sinaptik yapilarin yikilmasina ve biligsel iglevlerin giderek

zayiflamasina yol agar (Vida vd., 2025).

Beyinde aliiminyum toksisitesinin Beta-amiloid (Ap) iizerine etkisi

AB, AD ile en ¢ok iliskilendirilen norotoksik peptidlerden biridir ve normalde APP
yikimi sonucu olusur (Orobets ve Karamyshev, 2023). A, fizyolojik kosullarda diisiik miktarda
iretilebilirken, dengesiz liretim veya yetersiz temizlenme durumunda birikir ve beyinde
ekstraselliiler plaklar olusturur. Al toksisitesinin bu siirece katkida bulundugu gosterilmistir
(Hosney vd., 2022). Cesitli deneysel calismalar, Al’nin A olusumunu artirdigini, A
fibrilasyonunu hizlandirdigini ve bu peptidin yikimini engelledigini ortaya koymustur (Ahmed
vd., 2022). Ayn1 zamanda Al, A ile dogrudan baglanarak amiloid agregasyonunu stabilize eder
ve toksik oligomerlerin olusumunu kolaylastirir. Bu oligomerler, sinaptik islevleri bozarak
noronal iletisimi engeller, oksidatif stresi artirir ve hiicresel toksisiteyi tetikler (Raduan vd.,
2025). Ayrica, AP birikimi mikroglial aktivasyonu uyararak ndroenflamasyonu artirir; bu da IL-
1B, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini tesvik eder ve dongiisel bir hasar
mekanizmasini baglatir (Shahcheraghi vd., 2023). Al maruziyeti sonucu olusan AP birikimi,
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoz gibi nérotoksik siireglerle birlikte
hareket ederek Alzheimer tipi ndrodejeneratif siireclerin ilerlemesini hizlandirir. Bu nedenle A
birikimi, Al’'nin beyin Tlzerindeki =zararli etkilerinin kritik bir bilesenidir ve AD

patofizyolojisinde merkezi bir rol oynar.

Al, Alkalen Fosfataz ve AChE gibi 6nemli noronal enzimlerin aktivitesini etkileyerek
norotransmisyonu azaltabilir; ayrica hiicre dongiisii i¢in kritik olan Siklin D ve Katepsin D
ekspresyonunu artirir (Akinrinade vd., 2015; Duckett, 1976). Cesitli Al bilesikleri, hipokampal
hiicre kiiltiirlerinde néronal ve glial apoptoza yol agmistir (Platt vd., 2007). Bununla birlikte,
bazi1 fare ¢alismalarinda asir1 oral Al alim1 ne AB ve tau proteini birikimini artirmis, ne de
norogenez lizerinde etkili olmustur; mekansal 6grenme ve hafiza ise degismemistir (Ribes vd.,

2010).

Memeli beyninde periton i¢i veya oral Al uygulamasi, AD’li bireylerde goriilen
norofibriller yumaklara (NFT) benzer bir norofibriller dejenerasyon paternine yol

acabilmektedir (Brylinski vd., 2023). Ancak Oshima vd., kronik oral Al alimmin tau
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agregasyonu, apoptoz ve norolojik disfonksiyonlar1 yalnizca tau agregasyonu bulunan
transgenik farelerde indiikledigini, vahsi tip farelerde ise bu etkilerin goériillmedigini ortaya

koymustur (Oshima vd., 2013).

Beyinde aliiminyum toksisitesinin a-syn iizerine etkisi

a-syn, presinaptik terminallerde bol miktarda bulunan ve sinaptik vezikiil dinamiginde,
dopamin saliniminda ve sinaptik plastisitede gorev alan kii¢iik bir proteindir (Sharma ve Burré,
2023). Fizyolojik kosullarda ¢oziiniir ve fonksiyonel olan a-syn, ¢esitli stres faktorleri altinda
yanlis katlanarak toksik oligomer ve fibril yapilar olusturabilir. Bu patolojik agregatlar,
noronlarda yapisal bozulmalara, sinaptik disfonksiyona ve hiicre 6liimiine yol agar (Surguchov

ve Surguchev, 2022).

Al toksisitesi, a-syn agregasyonunu tetikleyen baslica cevresel risk faktdrlerinden
biridir. Al iyonlarmin o-syn ile dogrudan baglandigt ve bu baglanmanin proteinin
konformasyonunu degistirerek fibril olusumunu hizlandirdigi gosterilmistir (Zhao vd., 2022).
Ayrica, Al maruziyeti sonucu artan ROT ve noroenflamasyon, a-syn ifadesini artirabilir ve bu
proteinin hiicrede toksik birikimine zemin hazirlar (Saberzadeh vd., 2016). Oligomerik a-syn
birikimi, Ozellikle mikroglia aktivasyonunu tetikleyerek IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimini uyarir ve boylece beyin dokusunda kronik inflamasyon

gelisir (Lyra vd., 2023).

Bu stirecler, ndrodejeneratif hastaliklarin (6zellikle PD) temel pato-mekanizmalarindan
biri olmakla birlikte, Al maruziyeti ile indiiklenen biligsel ve motor bozukluklarin da altinda

yatan mekanizmalardan biridir (Vrbanc vd., 2024).

Beyinde aliiminyum toksisitesinin CYP2E]1 iizerine etkisi

ROT’un baglica kaynaklar1 arasinda mitokondriyal disfonksiyon, NADPH oksidazlar,
cesitli hiicresel enzimler ve metabolik siireclerde gorev alan sitokrom P450 ailesi yer
almaktadir. Bu aile igerisinde yer alan Sitokrom P450-2E1 (CYP2E1), ROT {iretiminde ytiksek
aktivite gosteren enzimlerden biridir ve aym1 zamanda inflamatuar siireglerde de 6nemli rol
oynamaktadir. Ozellikle alkol, asetaminofen, pestisitler ve gevresel toksinlerin mikrozomal

oksidasyonunda gorev alarak toksik metabolit olusumuna aracilik eder (Yu vd., 2021).

CYP2E1, karaciger disinda akciger, bobrek ve beyin gibi ¢esitli ekstrahepatik dokularda
da anlaml diizeylerde ifade edilmektedir. insan ve kemirgen beyninde 6zellikle hipokampus,
serebellum ve beyin sap1 gibi bolgelerde CYP2E1 ekspresyonu tespit edilmistir (Atia ve

Alghriany, 2021). Oksidatif stres, inflamatuvar uyarilar ve toksik metal maruziyeti gibi
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durumlarda bu enzimin ekspresyonu ve aktivitesinde belirgin bir artig gézlenir. Bu artis, normal

metabolik islevlerin 6tesinde ROT iiretimini artirarak hiicresel redoks dengesini bozar.

CYP2E!’in asirt aktivitesi; lipid peroksidasyonu, mitokondriyal membran potansiyel
kayb1, ATP iiretiminde azalma ve GSH diizeylerinde diisiis gibi hiicre hasarina yol agan olaylari
tetikler (Dai vd., 2022). Ayrica, bu durum apoptozla iligskili p53 ve Bax gibi pro-apoptotik
genlerin aktivasyonunu artirirken, Bcl-2 gibi anti-apoptotik genlerin baskilanmasina neden
olarak ndronal &liim riskini yiikseltir. Ozellikle hipokampus gibi 6grenme ve hafiza

islevlerinden sorumlu bolgelerde bu etkiler, bilissel fonksiyonlarda bozulmalara neden olabilir

(Pifferi vd., 2024).

Ote yandan, CYP2E1’in inflamatuar yamtla iliskili oldugu da gosterilmistir. NF-«xB gibi
transkripsiyon faktorleriyle olan etkilesimleri araciligiyla proinflamatuar sitokinlerin (6rnegin
IL-1B, TNF-a) salinimini uyararak néroenflamatuvar siiregleri destekler (Yu vd., 2021). Bu
nedenle, CYP2EI aktivitesindeki artig, oksidatif stres ve inflamasyonun bir araya gelerek

sinerjik sekilde norodejeneratif siireci hizlandirmasina katki saglar.

Norotoksisite sonucu gelisen fonksiyonel ve davramissal bozukluklar

Tim bu patolojik olaylarin bir sonucu olarak, norotoksik hasarin en belirgin
yansimalarindan biri davranigsal diizeyde ortaya c¢ikar. Noroinflamasyon, oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ve norotransmitter sistemlerindeki (6zellikle dopamin, serotonin
ve asetilkolin) bozulmalar, beyinde yapisal ve molekiiler diizeyde hasara yol actiginda;
hipokampus, amigdala, prefrontal korteks ve striatum gibi duygu durumu, davranis ve biligsel
islevlerden sorumlu bolgeler olumsuz etkilenir (Teleanu vd., 2022). Bu durum, bireylerde veya
deneysel model hayvanlarda anksiyete, depresyon benzeri semptomlar, motor koordinasyon

problemleri ve biligsel islevlerde belirgin gerileme ile kendini gdsterebilir (Hollis vd., 2022).

Deneysel norotoksisite modellerinde bu tiir davranigsal degisikliklerin gézlemlenmesi,
yalnizca toksik maddenin etkisini degerlendirmek agisindan degil; ayn1 zamanda bu etkilerin
klinik norodejeneratif hastaliklardaki (6rnegin Alzheimer, Parkinson, depresyon) semptomlarla
benzerlik gostermesi bakimindan da onemlidir. Bu tiir modeller, potansiyel néroprotektif
ajanlarin davranis diizeyindeki iyilestirici etkilerinin belirlenmesinde de temel bir ara¢ olarak
kullanilir (Gao vd., 2025). Bdylece molekiiler ve hiicresel diizeydeki biyobelirteclerle

davranigsal ¢iktilarin biitlinciil bir sekilde yorumlanmasi saglanabilir.

Al kaynakli beyin toksisitesi lizerine yapilan davranis testleri, bu metalin hayvanlarda
anksiyete ve depresyon benzeri davraniglara neden oldugunu, ayrica hafiza ve 6grenme

siireclerini olumsuz etkiledigini gostermektedir (Abbas vd., 2022). Benzer sekilde, Al’ye
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mesleki olarak maruz kalan insanlarda yiiriitiilen bir arastirma da bu maruziyetin strese karsi
hassasiyetin artis1 ve depresyon riski ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bulgular, maruziyet
diizeyi yiikseldikce strese karsi hassasiyetin arttigini, strese karsi hassasiyetin depresyon ile
baglantili olmasimin ise Al’nin depresyon icin potansiyel bir risk faktorii olabilecegini

diistindiirdiigiinii géstermektedir (Ghita vd., 2022).

Luteolin

Luteolin (LUT), dogal olarak olusan ikincil metabolitler ailesinden flavonoidler
grubuna ait bir bilesiktir. Daha spesifik olarak ise flavonlar olarak siiflandirilan flavonoid alt
grubuna dahildir. Yapisal olarak, LUT iki benzen halkas1 ve bir oksijen igeren halka olmak tizere
tipik flavonoid iskeletine sahip 15 karbonlu bir flavondur. Tetrahidroksiflavon olmasi, her iki

benzen halkasinda ikiser hidroksil grubuna sahip oldugu anlamina gelir (Wan vd., 2025).

LUT ilk olarak 1829 yilinda Fransiz kimyager Michel Eugene Chevreul tarafindan izole
edilmistir; ancak dogru kimyasal yapis1 1896 yilinda Ingiliz kimyager Arthur George Perkin
tarafindan onerilmistir. LUT, C15H1006 molekiiler formiiliine ve 286,24 molekiiler agirliga
sahip bir difenilpropan (C6-C3-C6) yapist1 tasir; kimyasal yapist Sekil 3'te gosterilmistir. 5, 7,
3’ ve 4’ karbon pozisyonlarindaki hidroksil gruplari ile 2 ve 3 karbonlar arasindaki cift bag,
LUT’ un cesitli farmakolojik etkilerine katki saglar. LUT un giiclii antioksidan aktivitesi,
yukarida belirtilen karbon pozisyonlarindaki hidroksil gruplarina atfedilirken, 4. karbon
pozisyonundaki karbonil oksijen, mikroorganizmalari etkili bir sekilde inhibe eder. Ayrica, 2 ve
3 karbonlar arasindaki ¢ift bag, LUT’ a biyosidal (mikroorganizmalar1 O6ldiiriicii) aktivite

kazandirir (Lin vd., 2008).
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Sekil 3. Luteolin’in molekiiler yapist ve fonksiyonel gruplarin biyolojik rolii.

LUT ilk olarak Reseda odorata L. adl1 ¢igekli bir bitkiden izole edilmis ve Asya'nin baz1
bolgelerinde geleneksel tibbi bir iksir olarak kullanilmistir. Gilintimiizde LUT; havug (37,5
mg/kg kuru agirlik), kurutulmus maydanoz (100 g'da 19,75 mg), brokoli (74,5 mg/kg), yesil
biber (33,0 mg/kg), 1spanak (100 g'da 1,11 mg) ve lahana (100 g'da 0,4—0,6 mg) gibi Apiaceae
(Maydanozgiller) ailesine ait sebzelerde yaygin olarak bulunur. Ayrica, Lamiaceae
(Ballibabagiller) ailesine ait kekik (100 g'da 51 mg), taze nane (100 g'da 11,33 mg) ve Perilla
frutescens gibi diger bazi bitkiler de LUT acisindan zengin kaynaklardir. Bunun yani sira,
krizantem c¢igekleri Dogu Asya’da bitkisel ¢aylar ve islenmis gidalar seklinde tiiketilmekte
olup, antioksidan aktivitelerinin kaynagi bu ¢igeklerde bulunan LUT dur (her 100 mg cicekte
1 mg) (Jayawickreme vd., 2024).

Luteolin emilimi ve biyoyararlanim

LUT, dogada aglikon ya da glikozit formunda bulunur; ancak en yaygin formu
glikozillenmis (sekerle baglanmig) halidir. Biyoyararlanimi ise %4,1 ile %?26 arasinda
bildirilmistir (Daily vd., 2021). LUT aglikonu, lipofilik yapist nedeniyle bagirsaklarda diftizyon
yoluyla enterositlere (bagirsak hiicrelerine) emilirken; LUT glikozitleri, 6nce aglikon formuna
dontstiirtilii. Enterositlerde ve/veya hepatositlerde (karaciger hiicrelerinde) LUT, yaygin

sekilde LUT glukuronidleri ve/veya LUT siilfatlar1 gibi metabolitlere doniistiiriiliir.

Sican ve insan plazmasinda, sirastyla luteolin-3'-O-B-d-glukuronid ve luteolin-3'-O-

siilfat en bol bulunan metabolitler olarak tanimlanmustir. Siganlara oral olarak verildikten sonra
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LUT ve metabolitlerinin en ¢ok gastrointestinal sistem, karaciger, bobrekler ve akcigerde
dagildig; konjiige LUT’un baslica eliminasyon yolunun ise safra ile atiim oldugu

gosterilmistir (Deng vd., 2017).

Ayrica, farelere intraperitoneal (i.p.) yolla verilen LUT un, KBB’yi kolaylikla gecerek
beyin dokusuna ulastifi gosterilmistir. LUT un biyoyararlanimini artirmak amaciyla gesitli
tastyict sistemler gelistirilmistir; bunlar arasinda en ¢ok arastirilanlar, lipid tastyicilar (6rnegin

lipozomlar) ve nanoformiilasyonlar olmustur (Taheri vd., 2021).

Kanser Aragtirma Enstitiisii (ICR)’nde yapilan in vivo toksisite ¢alismalarina gore,
LUT’un erkek farelerinde LDso (6liimciil doz 50) degeri 460 mg/kg olarak belirlenmistir.
Ayrica, 200 mg/kg dozunda LUT uygulanmasi, farelerde karaciger ve bobrek toksisitesine yol
acmistir. Buna karsin, 100 mg/kg ve altindaki dozlarda uygulanan LUT’un anlamli bir
hepatorenal (karaciger-bobrek) toksisiteye neden olmadig1 gézlemlenmistir (Kanai vd., 2016).
Bu veriler, LUT un genel olarak giivenli bir bilesik oldugunu ve toksik etkilerinin yiiksek

dozlarla siirli kaldigini gostermektedir.

Luteolin’in etki mekanizmasi

LUT, bitkisel kaynakli dogal bir flavonoid olup, kimyasal yapisinda bulunan hidroksil
(OH) gruplar1 sayesinde giiclii bir antioksidan olarak gorev yapmaktadir. Hiicrelerde metabolik
faaliyetler ve cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli olusan serbest radikaller ve ROT,
biyomolekiillere zarar vererek oksidatif stresi tetikler. Oksidatif stres, DNA, protein ve lipid
peroksidasyonuna neden olarak hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina ve hiicre dliimiine yol
acabilir.  Ozellikle yaslanma, noérodejeneratif hastaliklar  (Alzheimer, Parkinson),
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve kronik inflamatuar durumlarin gelisiminde oksidatif
stresin merkezi bir rolii vardir (Deng vd., 2017). LUT, bu zararhh oksidatif siireclere kars1

hiicreleri koruyan ¢ok yonlii mekanizmalara sahiptir (Fernando vd., 2024).

Birincil olarak LUT, serbest radikallerle dogrudan reaksiyona girerek onlar1 nétralize
eder; bu stiregte hidroksil gruplar1 elektron vererek radikal stabilizasyonu saglar. Ayrica LUT,
metal iyonlarmi selatlayarak demir ve bakir gibi gecis metallerinin katalizledigi Fenton
reaksiyonlarin1 engeller. Boylece hidroksil radikal olusumu azalir ve hiicre i¢i oksidatif hasar
minimuma iner (Jomova vd., 2022). LUT un antioksidan etkinligi sadece dogrudan radikal
temizleme ile sinirli degildir. Hiicrelerin kendi antioksidan savunma sistemlerini diizenleyen
sinyal yolaklarin1 aktive ederek endojen koruyucu mekanizmalari giiglendirir. Ozellikle Nrf2
yolunun aktive edilmesi LUT un temel hiicresel etkilerinden biridir (Xu vd., 2014). Nrf2, hiicre

cekirdegine tasindiginda antioksidan savunmadan sorumlu genlerin ekspresyonunu artirir; bu
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genler arasinda SOD, CAT ve HO-1 gibi antioksidan enzimleri kodlayan genler bulunur. Bu
enzimler, ROT temizlenmesinde ve hiicresel redoks dengesinin korunmasinda kritik rol oynar

(Aguilar vd., 2008).

LUT’un bu mekanizmalari, 6zellikle beyin gibi yiiksek oksijen tiiketimi ve lipid
zenginligi nedeniyle oksidatif strese duyarli organlarda biiyiik 6nem tasir. Beyin dokusundaki
oksidatif hasar, sinir hiicrelerinde fonksiyon kaybi, inflamasyon ve apoptotik hiicre Sliimiiyle
sonuclanarak norodejeneratif hastaliklarin gelisimine zemin hazirlar. LUT, mikroglia ve
astrositler gibi glial hiicrelerin aktivasyonunu inhibe ederek ndroinflamasyonu azaltir ve
sinaptik plastisiteyi destekler. Bu sayede AD ve PD gibi hastaliklarda bilissel fonksiyonlarin
korunmasina yardime1 olur (Goyal vd., 2024). Kardiyovaskiiler sistemde ise LUT, endotelyal
hiicrelerde nitrik oksit liretimini artirarak damar genislemesini destekler ve oksidatif stresi

azaltarak aterosklerotik plak olusumunu engeller (Wan vd., 2025).

LUT’un antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri kanser hiicrelerinde de farkli
mekanizmalarla islev goriir. Oksidatif DNA hasarin1 6nleyerek mutasyon oranini diistiriirken,
ayn1 zamanda kanserli hiicrelerde oksidatif stresle tetiklenen apoptotik yollar1 aktive ederek
tiimor biiylimesini sinirlar. NF-xB ve MAP kinaz gibi pro-inflamatuar sinyal yolaklarini inhibe

etmesi, kronik inflamasyonun ve tiimor mikrocevresinin diizenlenmesine katki saglar (Imran

vd., 2019).
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Sekil 4. Luteolin’in saglik {lizerine etkileri.
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Luteolin’in noroprotektif etki mekanizmalar:

LUT, norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynayan oksidatif stres,
inflamasyon ve sinir hiicre 6liimii siireclerine kars1 koruyucu etkileri nedeniyle son yillarda
yogun sekilde arastirilmis dogal bir flavonoiddir. Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi
hastaliklarda, beyin dokusunda asir1 serbest radikal iiretimi, kronik néroinflamasyon ve protein
agregasyonu gibi patolojik olaylar sinir hiicrelerinin islev kayb1 ve dliimiine yol acar (Ciurea
vd., 2023). LUT, bu karmasik siire¢lerin birden fazlasini hedef alarak noroprotektif etki gosterir.
Oncelikle, LUT un giiglii antioksidan &zellikleri, beyin hiicrelerindeki ROT ve RNS’yi etkili
bicimde temizleyerek oksidatif hasar1 azaltir (Devi vd., 2021). Bu sayede noronlarda DNA,
lipid ve protein hasar1 Onlenir, hiicresel enerji metabolizmasi korunur. Ayrica LUT un, HO-1
gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirdigi ve bu etkinin niikleer faktor eritroid 2 ile
iligkili faktor 2 / antioksidan yanit elemani (Nrf2/ARE) kompleksinin aktivasyonu yoluyla
gerceklestigi; PD in vitro modelleri ile H>O» kaynakli toksisiteye karsi yapilan deneysel
calismalarda ortaya konmustur (Goyal vd., 2024).
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Sekil 5. Luteolin’in ndrodejeneratif hastaliklar tizerindeki etki mekanizmalari.

Noroenflamasyon, norodejeneratif hastaliklarin temel ayirt edici 6zelliklerinden biridir.
Bu nedenle, anti-inflamatuar 6zelliklere sahip tedavi ajanlar1 bu hastaliklarin yonetiminde
potansiyel fayda saglayabilir. Arastirmacilar, LUT un molekiiler yapisini inceleyerek bu
bilesigin anti-inflamatuar etkilerine iliskin kanitlar ortaya koymuslardir. Flavonoid sinifina ait
olan LUT’un biyolojik etkinligi, A ve B halkalarina bagli hidroksil gruplarnin varligr ve
konumuyla iliskilidir. Ozellikle, A halkasinda 5’ ve 7' pozisyonlarinda, B halkasinda ise 3’ ve 4'
pozisyonlarinda yer alan hidroksil gruplarinin bu etkinlikte kritik rol oynadig diisiiniilmektedir

(Jayawickreme vd., 2024).

29



LUT, mikroglia ve astrositler gibi MSS’nin immiin hiicrelerinde olusan kronik
inflamasyonu baskilayarak anti-inflamatuar etkisini gostermektedir. Bu hiicrelerin asir1
aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerin (6rnegin IL-1B, TNF-0, NF-kB) artmasma ve sinir
dokusunda inflamatuar bir ortamin olusmasina neden olur. LUT, bu inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu ve sinyal yollarini inhibe ederek noéroinflamasyonun azalmasina katkida
bulunur. Boylece, sinir hiicrelerinin ¢evresel toksik etkilerden korunmasi ve fonksiyonlarinin

stirdiiriilmesi desteklenir (Tian vd., 2021).

LUT un anti-apoptotik etkileri, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla gerceklesebilir. Bunlar
arasinda kaspaz-3 ve -9 diizeylerinin azaltilmasi ve Bcl-2/Bax oraninin iyilestirilmesi yer alir.
Bu etkiler, norodejeneratif hastaliklarin hem in vitro hem de in vivo modellerinde rapor
edilmistir (Mahto vd., 2025). Flavonlar arasinda Luteolin (LUT), en giiglii sitoprotektif
aktiviteyl sergileyerek Caspase-3 ve PARP-1 aktivasyonunu baskilar; ayni zamanda
katlanmamis protein yanit1 (UPR) yolunu destekleyerek endoplazmik retikulum (ER) saperonu
GRP78 ekspresyonunu artirir ve MAPK yolu araciligiyla UPR’ye bagli pro-apoptotik genlerin
ekspresyonunu azaltir. ilave olarak, CDKN1A (p21), PUMA ve GADDA45A gibi p53-bagiml

hedef genlerin ekspresyonunda anlamli bir azalma gozlemlenmistir.

Norodejeneratif hastaliklarda siklikla goriilen protein anormallikleri de LUT’un
hedefindedir. Parkinson hastaliginda a-syn proteinlerinin toksik agregatlar1 olusurken,
Alzheimer hastaliginda beta-amiloid plaklar1 ve tau protein hiperfosforilasyonu goriiliir. LUT,
bu patolojik protein birikimlerini azaltic1 etkiler gostererek proteostazi destekler (Goyal vd.,
2024). LUT, Alzheimer hastaligina 6zgli AP kaynakli hiicre 6liimiinii 6nleyerek de néroprotektif
etkiler gosterir. Bu etki, antioksidan mekanizmalar ve ER/ERK/MAPK sinyal yolunun yukari
regiilasyonu ile saglanir. Ayrica, LUT un N-asetil-a-galaktozaminil transferaz (ppGalNAc-T)
izoformlarinin aktivitesini selektif olarak inhibe ederek AP plak olusumunu dogrudan
etkileyebilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir. In vivo AD modellerinde, LUT un A
fibrillerine baglanarak, glikojen sentaz kinaz-3 alfa (GSK-3a) izoformunu inaktive ettigi, A
birikimini baskiladig1 ve tau protein agregatlarini ¢oziindiirdiigii gosterilmistir (Ahmad vd.,
2021). Bunlara ek olarak, LUT un ndronal biiylime ve bakim fiizerine olumlu etkileri de
mevcuttur. Reudhabibadh ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismayla, LUT un doza bagimli olarak,
noronlarin say1 ve uzunluk acisindan biiyiimesini ve farklilasmasini destekledigini; bunun
ERK-bagimli yolla gerceklestigini ve biiyliimeyle iligkili protein-43 (GAP-43) ekspresyonunu
artirdigin1 gostermistir (Reudhabibadh vd., 2021).

Bagisiklik sistemimiz tarafindan olusturulan inflamatuar yanit, ¢esitli sinyal yollarini

iceren iy1 koordine edilmis bir mekanizmadir. Bu yollar arasinda NF-kB, mitojenle aktive
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edilen protein kinaz/aktivator protein-1 (MAPK/AP-1) ve Janus kinaz/sinyal ileticisi ve
transkripsiyon aktivatorii (JAK-STAT) yollari, LUT un hedefleri olarak tanimlanmistir (Lu vd.,
2024).

Sinaptik plastisite ve norolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in kritik olan beyin BDNF
seviyeleri de LUT tedavisiyle artis gosterir. Bu, 0grenme, hafiza ve bilissel islevlerin
korunmasina katki saglar. Klinik ve preklinik ¢alismalarda, LUT tedavisinin Alzheimer hastasi
hayvan modellerinde bilissel gerilemeyi yavaslattigi, motor fonksiyonlari iyilestirdigi ve beyin
inflamasyonunu azalttig1 gosterilmistir. Parkinson modellerinde ise dopaminerjik ndronlarin
korunmasina destek verdigi ve hareket bozukluklarini hafiflettigi gézlemlenmistir (Zhen vd.,

2016).
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MATERYAL VE METOD

Materyal
Hayvanlar ve ¢calisma tasarimi

Bu calismada 10 haftalik, 250-300 gram agirliginda toplam 35 erkek Sprague-Dawley
ki sican kullanilmistir. Hayvanlar, Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
(ATADEM) temin edilmistir. Hayvanlarin deney ortamina aligmalarini saglamak amaciyla,
uygulamalardan once bir hafta siireyle 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik dongiisiine sahip, 24
+ 1 °C sicaklikta ve %45 + 5 bagil neme sahip kontrollii cevre kosullarinda tutulmuslardir. Aynm
cevresel kosullar, deney siiresi boyunca da korunmustur. Alistirma siireci ve deney boyunca
sicanlara ad libitum (sinirs1z) olarak musluk suyu ve standart laboratuvar yemi verilmistir. Tiim
deneysel islemler, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) 2024-

02/30 numarali onay1 dogrultusunda ve etik kurallara uygun olarak gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler
Aliiminyum kloriir (AICl3): AICl; anhidroz (Carlo ERBA, Saflik 98%, Almanya)

Luteolin (BLD Pharm, Saflik 98%, Cin),

Calismada kullanilan diger kimyasallar analitik saflikta olup Sigma Kimyasal

Sirketinden (St. Louis, MO, USA) temin edilmistir.

Analizlerde kullanilan cihaz listesi

e Termal dongii cihazi: Qiagen Rotor Gene Q

e Manyetik karistirict: Heidolph MR 3001

e Hassas 0l¢lim terazisi: Shimadzu ATX224

e Buzdolab1: Bosch

e Benmari: GFL-1083

e Etiiv: MMM Group, Ecocell 55

e Homojenizator: TissuelLyser 11, Qiagen

e Otomatik pipetler: Brand transferpette® tek kanalli, Eppendorf Reference II tek
kanalli, Eppendorf Xplorer ® multichannel pipette

e pH metre: Mettler Toledo

e Saf su cihazi: GFL 2001/2

e Sogutmali santrifiij: Hettich Rotina 38 R

e ELISA reader: Bio-Tek
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e Vorteks: Ika MS-2

e Tissue lyser II: Qiagen

e Western blot: Thermo Scientific

e Ultra derin dondurucu (-80): Thermo

e Nanodrop spektrofotometre: Biotek Epoch

e (Otoanalizor: Randox Monaco

Metot
Deneysel protokol

Deneysel ¢alismada hayvanlar rastgele secilerek her biri yedi sican iceren bes farkli
gruba ayrilmistir. Aliiminyum kloriir (AlCI3) ve luteolin (LUT), ¢oziicii olarak kullanilan serum
fizyolojik icinde ¢oziindiiriilerek seyreltilmistir. Uygulanan deney protokolii asagida ayrintilt

olarak sunulmaktadir.

Grup I — Kontrol Grubu: Bu gruptaki sicanlara 30 giin boyunca intraperitoneal (i.p.)

yolla serum fizyolojik uygulanmistir.

Grup II — LUT Grubu: Bu gruptaki hayvanlara, Jiang ve arkadaslarinin (Jiang vd.,
2022) kullandig1 doz referans alinarak, 30 giin boyunca oral yolla (gavage ile) 50 mg/kg viicut
agirhigr (bw) dozunda LUT verilmistir.

Grup III - AICI3 Grubu: Turkez ve ark. (Turkez vd., 2022) tarafindan norotoksik
etkileri bildirilen doz esas alinarak, sicanlara 30 giin siireyle i.p. yolla 4,2 mg/kg bw dozunda

AIlCI3 uygulanmustir.

Grup IV - AICI3 + LUT2S5 Grubu: Bu gruptaki siganlara, 30 giin boyunca i.p. yolla
4,2 mg/kg bw dozunda AICl3 ve es zamanl olarak oral yolla 25 mg/kg bw dozunda LUT
uygulanmistir (Jiang vd., 2022).

Grup V — AICI: + LUTS50 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara, 30 giin siiresince i.p. yolla
4,2 mg/kg bw AICI3 ve es zamanli olarak oral yolla 50 mg/kg bw LUT birlikte verilmistir (Jiang
vd., 2022).
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Sekil 6. Calismanin grafikal 6zeti
Hayvanlarda norodavranissal testler

Deneyin 30. ve 31. giinlerinde, sicanlarin genel motor aktivitesi, anksiyete benzeri
davraniglar1 ile 6grenme ve hafiza fonksiyonlarimi degerlendirmek amaciyla Agik Alan Testi
(Open Field Test, OFT) ve Yeni Nesne Tanima Testi (Novel Object Recognition Test, NOR)
uygulanmistir. Tiim davranis testleri, sessiz ve standart 1g1k kosullarinda, dis uyaranlardan izole
edilmis bir odada, olgiileri 100x100%40 cm olan MDF malzemeden yapilmis bir aparatta
gerceklestirilmistir. Hayvan davranislar, yiiksek ¢oziiniirliikkli bir kamera sistemiyle
kaydedilmis ve analizler, hayvanlarin hareketlerini izlemeye olanak saglayan ANY-maze video
takip yazilimi aracilifiyla gergeklestirilmistir. Sekil 7, davranis testleri sirasinda kullanilan

aparat, yerlestirilen nesneler ve alinan 6rnek goriintiileri gostermektedir.
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Sekil 7.Yeni Nesne Tanima (Novel Object Recognition, NOR) testi i¢in kullanilan diizenek ve
objeler. (a) Davranis testlerinde kullanilan ac¢ik alan diizenegi. (b) Alistirma ve test
asamalarinda kullanilan objeler. (¢) NOR testinin alistirma (sol) ve test (sag) asamalarinda
hayvanin objeleri kesfetmesini gosteren temsili goriintiiler.

Acik alan testi (OFT) ile anksiyete benzeri davramislarin degerlendirilmesi

Sicanlardaki motor aktivite ve anksiyeteye bagli davraniglar1 degerlendirmek amaciyla
acik alan testi, Abbas vd. (2022) tarafindan tanimlanan protokol temel alinarak uygulanmistur.
Her bir hayvan, test alaninin merkezine yerlestirilmis ve bes dakika boyunca hareketleri kayit
altina alinmistir. ANY-maze yazilimi kullanilarak hayvanlarin merkeze ait dokuz karede
gecirdigi slire (daha diisiik anksiyete gostergesi) ve ¢evresel 16 karede gecirdigi siire (daha
yiiksek anksiyete gostergesi) analiz edilmistir. Lokomotor aktivite, her iki on patiyle gegcilen
toplam kare sayisina gore belirlenmistir. Ayrica, hayvanlarin kat ettigi toplam mesafe de ANY-
maze yazilimi araciligiyla hesaplanmistir. Her testin ardindan olas1 koku etkilerini ortadan

kaldirmak amaciyla test alan1 %70 etanol ¢ozeltisiyle temizlenmistir.

Yeni nesne tanima testi (NOR)

Yeni nesne tanima testi, sicanlarin Ogrenme ve tanima bellegi kapasitelerini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Bu test, hayvanlarin dogal merak duygusuna dayanmakta
olup, genellikle yeni bir nesneyle karsilastiklarinda, tanidik olana kiyasla daha fazla zaman
gecirmeleri prensibine dayanmaktadir. Bu deney, sicanlarin kisa ve uzun siireli gorsel
hafizalarin1 degerlendirmek amaciyla Salimzade vd. yontemine gore (2017), alistirma, tanima
ve hafiza testi olmak lizere li¢ asamal1 olarak tasarlanmistir. Her asama 5 dakika stirmiistiir ve

deney, acik alan testinde de kullanilan aparatta gergeklestirilmistir. Hayvanlarin nesnelere
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burunlariyla temas etmeleri kesif davranisi olarak tanimlanmis; tanidik ve yeni nesnelere

gosterdikleri ilgi siiresi, ANY-maze video analiz yazilimi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Tanima ve test agamalarinda, ayni boyutta ancak farkli renklerde nesneler (A1, A2 ve
B) kullanilmistir. A1 ve A2 nesneleri ayn1 renk ve boyutta secilirken; B nesnesi ise farkli renk
ve sekilden tercih edilmistir. Alistirma asamasinda, siganlar test aparatina yerlestirilerek ortama
alismalar1 saglanmistir. Bu agsama, ayn1 zamanda 30. giinde gerceklestirilen OFT sirasinda da

uygulanmigtir.

Tanima asamasinda, aparatin karsilikli iki kosesine ve kenarlardan 15 cm uzakliga Al
ve A2 nesneleri (pembe plastik top) yerlestirilmistir. Hafiza testinde A3 (ayn1 top) ve B (yesil
kutu) kullanilmistir.

Nesnelerin ¢evresinde 3 cm’lik bir kesif alan1 tanimlanmistir ve siganlarin bu alana giris
stireleri kaydedilmistir. Siganin bir nesneye 3 cm veya daha yakin mesafede bulunmasi, nesneyi
kesfettigi anlaminda degerlendirilmistir. Ol¢iim sirasinda sicanin burnu referans noktasi olarak
almmustir. Her testin baslangicinda sicanlar, nesnelerin bulunmadigi ayn1 kdseden aparata

birakilmistir.

Tanima asamasini takiben 4 saat sonra hafiza testi gergeklestirilmistir. Tanima siirecinin
sonunda si¢anlarin sabit nesneyle 6—8 saniye siireyle temas kurmalar1 saglanmistir. Her testin
ardindan, olas1 koku etkilerini gidermek amaciyla nesneler ve test aparat1 %70’lik etil alkol ile

dezenfekte edilmistir.
Test protokolii 4 asamasi asagidaki gibi gergeklestirilmistir:

1. Alistirma Asamasi: Son uygulamanin ardindan hayvanlar test kutusuna yerlestirilmis ve
icinde nesne bulunmayan ortamda, yalnizca cevreyi kesfetmeleri amaciyla 5 dakika
boyunca serbest birakilmislardir. Bu asama ayn1 zamanda deneyin OFT asamasini
olusturmaktadir.

2. Tanima Asamasi: Alistirma asamasinin ardindan ayni kutuya iki 6zdes nesne (A ve A’)
yerlestirilmistir ve siganlarin 5 dakika boyunca nesneleri kesfetmesine izin verilmistir.

3. Bellek Degerlendirmesi: Tanima asamasindan 4 saat sonra, test alanindaki tanidik
nesnelerden biri (A) 6nceki konumunda birakilmis, digeri ise yeni bir nesne (B) ile
degistirilmistir. Daha sonra hayvanlarin nesneleri 5 dakika boyunca kesfetmelerine izin

verilmistir.

Test sonuclari, ANY-maze yazilimindan elde edilen veriler kullanilarak, sicanlarin
nesnelerle gecirdigi siireler temel alinarak tanima indeksi (recognition index, T1) ve ayirt etme

indeksi (discrimination index, Al) hesaplanmistir.
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Tanima indeksi (Recognition index, TI):

Yeni nesneye harcanan siire

"~ Yeni + tamidik nesneye harcanan toplam siire
Ayirma Indeksi (Discrimination index, Al):

. Yeni nesneye harcanan siire — tanidik nesneye harcanan stire

Yeni + tanidik nesneye harcanan toplam siire
Al degeri -1 ile 1 arasinda degisir. -1, tanidik nesneye giiglii bir tercihi, 0, tercih

olmadigini, 1, yeni nesneye giiclii bir tercihi ifade eder.

Beyin orneklerinin alinmasi

Davranigsal testlerin tamamlanmasinin ardindan, sicanlar sevofluran anestezisi altinda
yeterli sedatif etki olusturularak dekapite edilmistir. Tiim beyin dokusu dikkatlice ¢ikarilarak,
biyokimyasal ve molekiiler analizlerde kullanilmak {izere -80 °C’de muhafaza edilmistir.
Bunun yaninda, histopatolojik incelemeler i¢in beyin 6rnekleri %10 tamponlanmis formaldehit

¢Ozeltisi icinde fikse edilmistir.

Doku dérneklerinin yapilacak oksidatif stres analizleri dogrultusunda hazirlanmasi

Beyin dokulari, sivi azot esliginde Qiagen Tissue Lyser II cihazinda 30 Hz frekansla 30
saniye Ogiitiilerek yaklasik 5 mikron boyutuna kadar par¢alanmis ve toz formuna getirilmistir.
Elde edilen toz halindeki dokulardan 50 mg tartilmis, %1,15 potasyum kloriir (KCI) ¢ozeltisi

ile uygun seyreltme oranlarinda hazirlanarak analiz i¢in ¢6zelti formuna getirilmistir.

Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH), Glutatyon peroksidaz (GPx), Katalaz (KAT)
ve Siiperoksit dismutaz (SOD) parametrelerinin analizinde kullanilmak tizere, doku 6rnekleri
tekrar Qiagen TissueLyser II ile homojenize edilmistir. GSH ve GPx 6l¢iimleri i¢in hazirlanan
homojenatlar 11000 rpm’de 20 dakika; MDA tayini i¢in ise 3500 rpm’de 15 dakika boyunca

santrifiij edilmistir. Ardindan olusan siipernatantlar farkl tiiplere aktarilmistir.

SOD enzim aktivitesinin belirlenmesinde 6rnekler, pH 7,4 degerine sahip Tris-HCl
tamponu ile seyreltildikten sonra homojenize edilmis ve ardindan 60 dakika boyunca 5000

rpm’de santrifiij edilmistir.

KAT aktivitesinin Ol¢iimii icin ise beyin dokulari Triton-X-100 iceren cozeltiyle
seyreltilmis ve homojenizasyon sonrast 3500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek analiz icin

gerekli sivi faz elde edilmistir.
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Beyin dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonu
diizeylerinin degerlendirilmesi

Beyin homojenatlarinda gergeklestirilen biyokimyasal analizlerde; SOD enziminin
aktivitesi, Sun ve arkadaglariin gelistirdigi protokol temel alinarak belirlenmistir (Sun vd.,
1988). KAT enziminin aktivite diizeyleri ise Aebi’nin tanimladigi yontem dogrultusunda
Olclilmiistiir (Aebi, 1984). GPx aktivitesi icin Matkovics ve arkadaslarinin yayimladigi teknik
uygulanmistir (Matkovics, 1988). GSH miktarlari, Sedlak ve Lindsay tarafindan tanimlanan

prosediir esas alinarak hesaplanmistir (Sedlak ve Lindsay, 1968).

Lipid peroksidasyon diizeyleri ise MDA tayini ile degerlendirilmis, dl¢timler Placer ve
arkadaslarinin gelistirdigi yonteme uygun olarak gerceklestirilmistir (Placer vd., 1966). Ayrica,
beyin homojenatlarindaki toplam protein konsantrasyonu Lowry metoduna gore tespit

edilmistir (Lowry vd., 1951).

Bu analizlere ait tiim prosediirler asagida detayli sekilde agiklanmistir.

MDA diizeyleri dl¢iimii

Beyin dokusu homojenatlarinda lipid peroksidasyon diizeylerinin degerlendirilmesi
amactyla MDA seviyeleri olgiilerek analiz gerceklestirilmistir. Bu amacla, tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile MDA’ ’nin asidik kosullarda ve yiiksek sicaklikta reaksiyona girerek olusturdugu
MDA-TBA kompleksi esas alinmistir. Bu kompleks, karakteristik olarak pembe renkli olup
maksimum absorbansini 532 nm dalga boyunda vermektedir. Olusan rengin siddeti, 6rnekteki
MDA miktariyla orantili oldugundan, absorbans degerleri kullanilarak MDA diizeyleri

hesaplanmustir.
Analizde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi:

1. TBA (Tiyobarbitiirik Asit) Cozeltisi: 80 mL %10’luk perklorik asit i¢cinde 0,67 g
miktarinda TBA ¢6ziilmiis ve ardindan distile su eklenerek son hacim 100 mL’ye

ayarlanmistir.

2. TCA (Trikloroasetik Asit) Cozeltisi: %10’luk TCA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 10 g

TCA uygun miktarda distile su ile ¢6ziilmiis ve 100 mL’ye tamamlanmaistir.

3. Renk Ayiraci: Renkli kompleksin olusumunu saglamak i¢in, hazirlanmis TCA
¢Ozeltisinden 3 hacim birim ve TBA c¢ozeltisinden 1 hacim birim alinarak

karistirilmistir.

Analiz Metodu

Tabloe 2. Beyin Dokusunda MDA Diizeyinin Belirlenme Prosediirii.
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Kor (mL) Standart (mL) Ornek (mL)
Ornek - - 0,25
%0,9’luk NaCl 0,25 - -
Renk ayiraci 2,25 2,25 2,25
Standart - 0,25 -

Hazirlanan 6rnekler vida kapakli cam tiiplere alindiktan sonra kapaklar1 kapatilmis ve
vorteks cihazi ile iyice karigtirilmistir. Ardindan tiipler, 20 dakika boyunca 100 °C’deki kaynar
su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, tiipler oda sicakliginda sogutulmus ve
2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlar dikkatlice alinarak
ELISA plakalarina aktarilmigtir. Absorbans dl¢timleri 532 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA

okuyucusunda gerceklestirilmis ve MDA diizeyleri, olusturulan standart egriye gore

hesaplanmustir.

GSH diizeylerinin belirlenmesi

GSH diizeylerinin tayininde, 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB) ile siilfidril

gruplariin reaksiyona girmesi esas alinmistir. Bu reaksiyon sonucunda olusan sari renkli

kompleksin absorbansi, 412 nm’de spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir.

Kullanilan Reaktifler:

1. %]10’luk trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi

2. Tris (hidroksimetil) aminometan ¢ozeltisi (48,46 g/L, pH 8,9)

3. DTNB ¢ozeltisi (0,099 g DTNB, 25 mL metanolde ¢6ziilmiis)

Uygulama Basamaklari:

1. Beyin homojenatlarindan 0,5 mL alinarak deney tiiplerine aktarilmistir.

2. Uzerine 2 mL %10’luk TCA eklenmis ve homojen karisim olusturmak igin

vortekslenmistir.

3. Karisim 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

4. 0,5 mL siipernatant 6rnegine, 2 mL Tris tamponu ile 0,1 mL DTNB ¢d6zeltisi ilave

edilmistir.

5. Karisim vortekslenip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.
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Absorbans degerleri, 412 nm’de distile suya kars1 6l¢iilmiis ve hesaplamalar, GSH

standart egrisi temel alinarak yapilmistir.

SOD aktivitesinin belirlenmesi

Doku homojenatlarinda SOD aktivitesinin belirlenmesi yontemi, ksantin—ksantin

oksidaz sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit radikallerinin, nitroblue tetrazolium (NBT)

ile reaksiyona girerek formazon olusumu temeline dayanir. Olusan formazon miktari, 560

nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir. SOD varhii, siiperoksit anyonlarinin

hidrojen peroksite doniisiimiinii saglayarak NBT indirgenmesini sinirlar. Boylece formazon

olusumu azalir; bu azalma enzim konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Analizde Kullanilan Ayiraglar

SOD Ol¢iim Karisimi

0,6 mmol/L Na,EDTA: 23 mg Na EDTA, distile suda ¢oziilerek toplam hacim 100
mL’ye tamamlanmistir.

400 mmol/L Na;COs: 2,54 g NaCOs, distile suda ¢oziilerek hacim 60 mL’ye
ayarlanmistir.

0,3 mmol/L Ksantin: 9,13 mg ksantin, distile su ile ¢dziilerek toplam hacim 200 mL’ye
tamamlanmustir.

150 pmol/L NBT: 12,3 mg NBT, distile suda c¢oziilip hacim 100 mL’ye
tamamlanmustir.

1 g/L BSA: 30 mg BSA, distile suda ¢oziilerek toplam hacim 30 mL’ye ayarlanmistir.

Diger Reaktifler

Ksantin Oksidaz (167 U/L): 1 mL ¢6zelti, 0,167 U enzim igerecek sekilde (NH4)>SO4
icinde hazirlanmistir.

2 M Amonyum Siilfat: 2,64 g (NH4)2SOas, distile suda c¢oziilerek 10 mL’ye
tamamlanmustir.

0,8 mmol/L CuCly: Distile suda 13,6 mg miktarinda CuCly ¢oziilerek 100 mL’ye

ayarlanmigtir.

Analiz Metodu

Tablo 3. Beyin Dokularinda SOD Aktivitesi Olgiim Prosediirii.
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Kor (mL) Ornek (mL)

Reaksiyon Cozeltisi 2,85 2,85
Siipernatant - 0,10
Distile Su 0,10 -

Ksantin oksidaz 0,05 0,05

Oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyonun ardindan, reaksiyonu sonlandirmak amaciyla
tiiplere 1 mL CuCl; ¢ozeltisi eklenmistir. Numuneler plaketlere aktarilip, 560 nm dalga boyunda

absorbans Ol¢timii yapildiktan sonra asagida verilen formiile gére hesaplanmaistir.

EU Y _ AAk('jr o AAnumune
g/protein AAkér

KAT tayini

KAT 6l¢iimiiniin prensibi, hidrojen peroksit (H>O2) ’nin 240 nm dalga boyunda 15181

absorbe etme 6zelligine dayanmaktadir.
Deneyde Kullanilan Ayiraglar
1. pH degeri 7,0’a ayarlanmig 50 mM Fosfat Tamponu

2. 30 mM H:202: %30’luk H>O2’den 0,34 mL alinarak fosfat tamponu ile son hacim 100

mL olacak sekilde ayarlanmstir.
Analiz metodu

Tablo 4. Beyin Dokularinda KAT Aktivitesi Olgiim Prosediirii.

Kor (mL) Ornek (mL)
Fosfat Tamponu 1 -
H20: - 1
Homojenat 2 2

Katalaz (KAT) aktivitesi, 240 nm dalga boyunda numunelerin kinetik ol¢iimii ile
belirlenmistir. Olgiim, 0. saniyedeki (Absi) ve 30. saniyedeki (Abs;) absorbans degerleri
arasindaki farkin hesaplanmasiyla yapilmis ve aktivite hesaplamasi asagidaki formiile gore

yapilmstir:
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k_(Z,S) 1 (Al) dili P
=30 xlog A, x diltisyon faktoru

Elde edilen sonug, doku icin katal/g protein biriminde spesifik aktivite olarak ifade

edilmistir.

GPx tayini

Bu yontem, GPx enziminin kumen hidrojen peroksit (CHPO) gibi bir organik
peroksiti indirgenmis glutatyon (GSH) kullanarak nétralize etme kabiliyetine dayanir.

Reaksiyon sonucu GSH, oksitlenmis glutatyon (GSSG)'ye doniistir.
Analizde Kullanilan Ayiraclar:

1. Tampon A: 6,057 g tris(hidroksimetil)Jaminometan ve 0,72 g NacEDTA tartilarak
tizerine 3,90 mL HCI ilave edilmis, ardindan ¢ozelti distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanmis ve pH degeri 7,6 olacak sekilde ayarlanmistir. Boylece, pH 7,6 olan 50

mM Tris-HCI tamponu hazirlanmistir.

2. Tampon B: 4846 g tris(hidroksimetil)Jaminometan, distile su igerisinde
¢oziindiriilmiis, ardindan ¢ozelti 1000 mL’ye tamamlanarak 0,4 M konsantrasyonda

hazirlanmistir. pH degeri 8,9 degerine ayarlanarak kullanima hazir hale getirilmistir.

3. TCA Cozeltisi: 10 g triklorasetik asit (TCA) tartilarak distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

4. Kumen Hidrojen Peroksit (CHPO) Cozeltisi: 5 pl CHPO’nun iizerine Tampon A

eklenerek son hacim 10 mL’ye tamamlanmistir.

5. Rediikte Glutatyon (Red GSH) Cozeltisi: 6 mg rediikte glutatyon tartildiktan sonra

Tampon A igerisinde ¢oziindiiriilerek hacim 10 mL’ye tamamlanmistir.

6. DTNB Soliisyonu: 0,099 g 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) tartilmis ve
distile su kullanilmadan, yalnizca absolut metanol ile hacmi 25 mL’ye tamamlanarak

cozelti hazirlanmustir.
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Analiz Metodu

Tablo 5. Beyin Dokularinda GPx Aktivitesi Ol¢iim Prosediirii.

Kontrol (mL) Ornek (mL)
Siipernatant 0,5 0,5
Tampon 0,3 0,3
CHPO - 0,1
Red GSH 0,1 0,1
37°C’de 10 dk bekleme + +
TCA 1 1

Tiipler vortekslendikten sonra 5 dakika stireyle 2500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin
ardindan olusan silipernatantlar, her biri 1 ml olacak sekilde temiz tiiplere aktarilmistir.
Ardindan, her tiipe 2 ml Tampon B ilave edilerek karisim hazirlanmistir. Bu karisima 100 pl
DTNB eklenmis ve oda sicakhginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
numuneler mikroplakalara yliklenmis ve distile suya kars1 412 nm dalga boyunda absorbans

Olctimii yapilarak sonuglar kaydedilmistir.
Beyin dokularindaki GPx aktivitesi, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir:

[Abskontrol - Abs()rnek] x 0,76989
g protein

GPx Aktivitesi =

Total protein tayini

Bu yontemde, alkali bakir ¢ozeltisi peptit baglari ile kompleks olusturur ve fenol
ayiraci eklendiginde mor-mavi renkte bir reaksiyon gerceklesir. Olusan renk, 650 nm dalga
boyunda olgiilen absorbans degerleri temel alinarak standart egri yardimiyla protein

miktarinin hesaplanmasina olanak saglar.
Deneyde Kullanilan Ayiraclar:
1. Protein standarti: 50 ul/mL konsantrasyonda Bovine Serum Albumin (BSA)

2. Alkali Bakir Ayiraci: 0,05 g bakir siilfat, 10 g sodyum karbonat (Na.COs) ve 0,1 g
potasyum tartarat, hazirlanan 0,5 N NaOH i¢inde ¢oziilerek toplam hacim 100 ml’ye

tamamlanmistir.

3. Folin-Fenol Ayiraci: Toplam 67,5 ml ¢ozelti elde etmek amaciyla 2 N Folin-Ciocalteu

Fenol reaktifi’nden 3,75 ml alinarak {izerine 63,75 ml distile su ilave edilmistir.
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Analiz Metodu

Tablo 6. Beyin Dokularinin Toplam Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi Y 6ntemi.

Kor (mL) Standart (mL) Ornek (mL)
Alkali Bakir Ayiraci 1,0 1,0 1,0
(ml)
Protein Standarti (ml) - 1,0 -
Ornek (ml) - - 1,0
Distile Su (ml) 1,0 - -

Tiipler karistirildiktan sonra 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan her bir tiipe 4 mL Folin-Fenol ayiract eklenmis ve tiipler tekrar
karistirilmistir. Bu islem sonrasinda tiipler, 55 °C’deki su banyosunda 5 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun ardindan tiipler oda sicakliginda sogutulmus ve kér kontroliine karsi

650 nm dalga boyunda absorbans 6l¢limleri yapilmistir.

Protein konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmastir.

Absérnek

pg protein/mL = ( ) x Standart Konsantrasyonu

Abs‘standart

Beyin dokularini1 ELISA ile degerlendirme

Beyin dokusunda hiicresel onkogen Fos (c-Fos; katalog no: 201-11-8477; kalibrasyon
araligi: 0,3-30 ng/mL), asetilkolinesteraz (AChE; katalog no: 201-11-0725; kalibrasyon aralig:
0,5-150 ng/mL) ve beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BDNF; katalog no: 201-11-0477;
kalibrasyon araligi: 0,04—1 ng/mL) diizeyleri, Sunred Biological Technology (Sanghay, Cin)
firmasi tarafindan iiretilen ve iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak kullanilan ticari, ¢ift

antikor temelli sandvi¢ ELISA kitleri ile nicel olarak belirlenmistir.

Analiz 6ncesinde, dondurulmus beyin dokular1 7,4 pH degerine sahip bir fosfat tamponu
igerisinde  1:20 oraninda seyreltilerek mekanik olarak  homojenize edilmistir.
Homojenizasyonun ardindan Ornekler, {iretici firma tarafindan saglanan ELISA kit
protokoliinde belirtilen kosullara uygun sekilde, belirli bir siire ve devirde (3000 rpm’de 20
dakika) santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonucunda elde edilen siipernatantlar, protein

diizeylerinin tayininde kullanilmak iizere analizde kullanilmistir.

Her bir parametreye 6zgii monoklonal antikorlarla 6nceden kaplanmis mikrotitre plaka

kuyucuklarina, uygun diliisyonlarda hazirlanmis standart ¢ozeltiler ve ornek siipernatantlar
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eklenmistir. Ardindan, biotin ile konjuge edilmis sekonder antikorlar kuyucuklara ilave edilmis
ve plaka belirli bir siire inkiibasyona birakilarak antijen-antikor komplekslerinin olusumu
saglanmistir. Bu komplekslerin tespiti icin, streptavidin-peroksidaz (streptavidin-HRP)
konjugat1 eklenmis ve bir inkiibasyon siireci daha gergeklestirilmistir. Takiben, baglanmamis

enzim ve reaktiflerin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla plaka yikama adimlar1 uygulanmaistir.

Renk olusumunu saglamak amaciyla kromojen ¢ozeltileri (substrat A ve B) kuyucuklara
ilave edilmis ve plaka karanlik ortamda yeniden inkiibe edilmistir. Enzim-substrat reaksiyonu
sonucunda mavi renk gelismis ve bu reaksiyon, durdurucu soliisyonun eklenmesiyle
sonlandirilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi ile renk maviden sartya donmiistiir. Elde edilen
sar1 rengin siddeti, mikrotitre plaka okuyucusu kullanilarak 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve
her bir hedef proteinin konsantrasyonu, standart egri tizerinden hesaplanmistir. Bu yontemle c-
Fos, AChE ve BDNF proteinlerinin kantitatif diizeyleri giivenilir bir sekilde belirlenmistir.

Tablo 7. Beyin Doku Homojenatlarinda c-fos, AChE ve BDNF Biyobelirteglerinin ELISA
Yéntemi ile Olgiilmesi.

Kor (nL) Standart (uL) Ornek (uL)
Standart - 50 -
Ornek < - 40
Biotin Isaretli Antikor - - 10
HRP - 50 50
Inkiibasyon ve Yikama 37°C de 1 saat inkiibasyonun ardindan 3 kez yikama
Kromojen A 50 50 50
Kromojen B 50 50 50
Inkiibasyon 37°C de 10 dk. inkiibasyon
Reaksiyon Sonlandirici 50 50 50

Reaksiyonun sonlandirilmasinin ardindan 450 nm’de okuma yapilarak standart grafige

gore protein seviyeleri hesaplanmistir.

RT-qPCR analizleri
Doku érneklerinin hazirlanmasi ve total RNA izolasyonu

Gergek zamanli PCR (qRT-PCR) analizleri i¢in kullanilacak olan doku 6rneklerinin
hazirlanmasinda, beyin dokular1 oncelikle -80°C’de muhafaza edilmis numunelerden
secilmistir. Her gruptan 50 mg beyin dokusu tartilmis ve paslanmaz ¢elik bilyeler igeren 2 mL
hacmindeki steril Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Doku 6rnekleri, 600 pL QIAzol Lysis
Reagent (katalog 1n0:79306; Qiagen, Almanya) eklenerek Qiagen TissueLyser II cihazi
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(Almanya) ile 30 saniyelik homojenizasyon islemine tabi tutulmustur. Ardindan, homojenatlar

oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda her tiipe 200 uL kloroform ilave edilerek 15 saniye
boyunca vortekslenmis ve sonrasinda 3 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Faz ayrismasinin
gerceklesmesini saglamak amaciyla, 6rnekler 4 °C’de, 12000 % g hizinda, 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme sonrasinda olusan ii¢ fazdan, RNA igeren iistteki berrak sulu faz
dikkatlice aspire edilerek steril Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Bu faza 500 pL izopropanol
eklenmis ve 10 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan tiipler tekrar
4 °C’de, 12000 x g hizinda 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen RNA pelletinin {izerindeki
siipernatant dikkatlice uzaklastirilmis ve pelletin saflagtirilmasi i¢cin 1 mL %75 etanol

eklenmistir. Bu asamada tiipler 4 °C’de, 7500 x g hizinda 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijleme islemi tamamlandiktan sonra etanol siipernatanti uzaklastirilmis ve RNA
pelletleri oda sicakliginda kisa siire kurutulmustur. Kurutulan pelletler, RNaz icermeyen su ile
¢coziilmiis ve RNA oOrneklerinin konsantrasyon ve safliklar1 NanoDrop spektrofotometre
(BioTek Epoch, ABD) kullanilarak 260/280 nm dalga boylarinda Olgiilmiistiir. Sadece
A260/A280 oran1 1,8-2,0 arasinda olan yiiksek safliktaki RNA 6rnekleri cDNA sentezi ve qRT-

PCR analizlerinde kullanilmistir.

Total RNA’lardan cDNA sentezi

Izolasyonu bagartyla tamamlanan total RNA’lar, ¢ift sarmalli komplementer DNA’ya
(cDNA) doniistiiriilmek amaciyla High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (katalog no:
4368814; Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak sentezlenmistir.
Her reaksiyon i¢in esit miktarda total RNA kullanilmistir. Reaksiyon karisimi asagidaki

bilesenleri igerecek sekilde hazirlanmistir:

e 2000 pg total RNA
e 5 uL 5xiScript Reaction Mix
e | pL iScript Reverse Transcriptase

e DNase ve RNase icermeyen su ile son hacim 20 pL’ye ayarlanmstir.

Toplam 20 pL hacmindeki bu karigim, iiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak

Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda su sicaklik dongiilerine tabi tutulmustur:

e 25°C’de 10 dakika siireyle primerlerin baglanmasi
e 37°C’de 120 dakika boyunca ters transkripsiyon reaksiyonu

e 85°C’de 5 dakika boyunca enzim inaktivasyonu gerceklestirilmistir.
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Inkiibasyon sonrasi elde edilen ¢cDNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 NanoDrop

spektrofotometre ile Ol¢ililmiis ve analizlerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustur.

Ger¢ek Zamanh PCR (qRT-PCR) Analizi Asamasi

Gergek zamanli PCR analizleri, Rotor-Gene Q S5plex HRM Platformu (Qiagen,
Almanya) ve Rotor-Gene Q Software kullanilarak, QuantiNova SYBR Green PCR Kit (katalog
no: 175031764; Qiagen, Almanya) ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi asagidaki sekilde

hazirlanmustir:

Tablo 8. RT-qPCR Analizi i¢in Kullanilan Malzemeler ve Miktarlari

Icerik Miktar
Power SYBR Green Master Mix (2x) 10 uL
Tleri (forward) primer 50 uyM
Geri (reverse) primer 50 uM
cDNA 50 ng
DNase ve RNase icermeyen su Son hacim 20 pL’ye ayarlanir

Hedef Genler ve Ekspresyon Analizi

Beyin dokularindaki gen ekspresyon diizeylerini belirlemek {izere asagidaki hedef

genler analiz edilmistir:
e Bax (Bcl-2-associated X protein)
e Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)
e p53 (Tumor protein p53)
e Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2—related factor 2)
e Ho-1 (Heme oxygenase-1)
e Nfkbl (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
e Jnk (c-Jun N-terminal kinase)
e (Cyp2el (Cytochrome P450 2E1)
e App (Amyloid precursor protein)
e Snca (Synuclein alpha)

e Bdnf (Brain-derived neurotrophic factor)
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Tiim genlerin 6zgiil primer dizileri Tablo 1°de sunulmustur. Gen ekspresyon diizeyleri,

B-actin referans geni kullanilarak normalize edilmis ve bagil gen ekspresyonlar1 2/-22Ct

yontemi (Livak ve Schmittgen, 2001) kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen degerler, ilgili

genlerin deney gruplarindaki goreli ekspresyon farkliliklarim1 degerlendirmek amaciyla

kullanilmustir.

Tablo 9. RT-qPCR Analizinde Kullanilan Genlere Ait Primer Dizileri.

Uriin uzunlugu

Gen Erisim numarasi Niikleotit Dizilimleri (5’-3°) (bp)

p-aktin NM _031144.3 F: GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTAGC 155
R: GGCCGGACTCATCGTACTCCTGCTT

Bax NM_017059.2 F: CCAGGACGCATCCACCAAGAAGC 136
R: TGCCACACGGAAGAAGACCTCTCG

Bcl-2 NM 016993.2 F: TATATGGCCCCAGCATGCGA 136
R: GGGCAGGTTTGTCGACCTCA

Nrf2 XM_063284653.1 F: TCAGCTACTCCCAGGTTGCCCA 113
R: GGCAAGCGACTCATGGTCATCTAC

Ho-1 NM 012580.2 F: CACATCCGTGCAGAGAATTCT 130
R: TTCGCTCTATCTCCTCTTCCAG

Nfkbl NM_001415012.1 F: CAGCACTCCTTATCAACCACC 125
R: CTCCTGAGCGTTGACTTCTG

P53 NM_001429996.1 F: GTCGGCTCCGACTATACCACTATC 247
R: CTCTCTTTGCACTCCCTGGGGG

Jnk NM _053829.2 F: CCAGGACTGCAGGAACGAGT 102
R: CCACGTTTTCCTTGTAGCCC

Cyp2el NM 031543.2 F: TGAGATATGGGCTCCTGATCC 132
R: CATCCATGTAGGGCATATCCAG

App XM_006248011.5 F: TCTCTGTCCCTGCTCTACAA 100
R: AGACGTCGTCGGAGTAGTT

Snca XM _063285678.1 F: AGTCGTTCATGGAGTGACAAC 136
R: AGTGGCAGCAGCAATGTT

Bdnf NM _001270631.1 F: CAGGGGCATAGACAAAAG 153

R: CTTCCCCTTTTAATGGTC
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RT-qPCR Reaksiyon Sartlari

Gergek zamanli PCR protokolii kapsaminda, polimeraz enziminin aktivasyonu ve
DNA’nin ilk denatiirasyonu 95 °C’de 30 saniye siireyle gergeklestirilmis ve bu adim bir dongii
olarak uygulanmistir. Ardindan, 95 °C’de 5 saniyelik denatlirasyon ve genlere 6zgii baglanma
sicakliklarinda 30 saniyelik annealing (eslesme) basamaklarindan olusan amplifikasyon
dongiisii toplam 40 kez tekrarlanmistir (Tablo 10). Primerlerin baglanma sicakliklart ilgili genin

Ozelliklerine gore optimize edilmis olup, detaylar Tablo 11 {izerinde belirtilmistir.

Tablo 10. RT-qPCR Dongii Protokolii.

Adim Sicaklik (°C) Siire
On denatiirasyon 95 10 dakika
Denatiirasyon 95 15 saniye

Primere 6zgii sicakliklarda

Primerlerin baglanmasi (Tablo 11) 30 saniye
Uzama 72 30 saniye
Tablo 11. Kullanilan Primere Ait Baglanma Sicakliklari.

Gen Baglanma (Annealing) Sicakhig:
p-Aktin 64°C

Bax 64°C

Bcl-2 60°C

Nrf-2 61°C

Ho-1 57°C

Nfkbl 56°C

P53 60°C

Jnk 57°C

Cyp2el 56°C

App 55°C

Snca 56°C

Bdnf 52°C

49



Amplifikasyon siirecinin ardindan iiriinlerin 6zgiilliiglinii dogrulamak amaciyla, 65 °C
ile 95 °C arasinda her 2—5 saniyede bir artigla melt curve (erime egrisi) analizi ger¢eklestirilmis

ve bu adim tek bir dongilide tamamlanmuistir.

Protein izolasyonu ve Western Blot analizi

Western blot analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla, her deney grubundan 50 mg
beyin  dokusu almarak, 500 uL RIPA (Radioimmunoprecipitation  Assay;
radyoimmiinopresipitasyon) lizis tamponu (katalog no: 24948; ChemCruz, ABD) ig¢inde
homojenize edilmistir. RIPA tamponu, hiicresel membranlarin etkin sekilde parcalanmasini
saglamak ve hem sitoplazmik hem de niikleer proteinleri elde etmek amactyla kullanilmaktadir.
Homojenizasyon islemi sonrasinda ornekler, proteaz ve fosfataz aktivitesini minimumda
tutmak i¢in 4 °C’de 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, hiicresel debris ve
¢Oziinmeyen materyallerin uzaklastirilmasi i¢cin homojenatlar 16000 xg’de, 30 dakika siireyle,
4 °C’de santrifiij edilmistir.

Santrifiijleme sonrasi elde edilen berrak iist faz, total protein ekstrakti olarak dikkatlice
toplanmis ve downstream analizlerde kullanilmak {izere ayrilmistir. Protein miktarinin
kantitatif olarak belirlenebilmesi amaciyla, elde edilen siipernatanttan Ornekler alinarak
Pierce™ BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Assay Kit (katalog no:23225; Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilarak total protein konsantrasyonu Olgiilmiistii. Bu yOntem,
proteinlerin icerdigi peptid baglarinin Cu?* iyonlarin1 Cu*’a indirgemesi ve sonrasinda BCA ile
kompleks olusturmasi esasina dayanmakta olup, 562 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak degerlendirilmistir.

Orneklerdeki protein konsantrasyonlar belirlendikten sonra, Western blot analizine
uygun hale getirmek amaciyla, her 6rnekten alinan ve 50 ug protein igeren siipernatant, 3:1
oraninda 4X konsantrasyondaki hazir NuPAGE 6rnek tamponu (katalog no: NP0008; Thermo
Fisher Scientific, ABD) ile karnstirilarak hazirlanmistir. NuPAGE tamponu, proteinlerin
denatiirasyonunu saglayarak elektroforez kosullarina uygun hale getirmek amaciyla
kullanilmistir. Tampon igerisinde SDS, beta-merkaptoetanol veya DTT, gliserol, bromofenol
mavisi ve Tris-HCl gibi bilesenler bulunarak proteinlerin lineer héle gelmesine ve
elektroforezde diizglin gd¢ etmesine olanak saglar. Karigim, homojen bir ¢ozelti elde edilene
kadar vortekslenmis ve daha sonra sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) asamasinda kullanilmak iizere hazirlanmistir.
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Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 M Tris: 121,14 g Tris, 900 mL distile su igerisinde ¢6ziilmiis, pH degeri 1 M HCl ile

6,8’¢e ayarlanmistir. Ardindan son hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.

10x Transfer Cozeltisi: 58 g Tris, 29 g Glisin ve 3,7 g SDS, 900 mL distile su
kullanilarak ¢6ziilmiis, pH degeri 8,3’e ayarlanmistir. Son olarak toplam hacim distile su ile

1000 mL’ye tamamlanmastir.

Ix Transfer Cozeltisi: 10% transfer tamponundan 100 mL alinarak, tizerine 700 mL

distile su ve 200 mL metanol eklenmis, toplam hacim 1000 mL’ye tamamlanmustir.

1,5 M Tris: 181,7 g Tris, 900 mL distile su igerisinde ¢oziilmiis, pH degeri 1 M HCl ile

8,8’e ayarlanmistir. Ardindan son hacim distile su ile 1000 mL’ye ayarlanmistir.

10x TBS: 2 g KCl, 80 g NaCl ve 30 g Tris, 900 mL distile su kullanilarak ¢oziilmiis, pH
degeri 1 M HCl ile 7,4’e ayarlanmis ve son hacim 1000 mL’ye ayarlanmistir.

TBS-T: 10x TBS tamponundan 100 mL alinarak 900 mL distile su ile seyreltilmis ve

toplam hacimin 1000 mL’ye tamamlanmasinin ardindan 1 mL Tween-20 eklenmistir.

10x TRIS-Glisin Elektroforez Cozeltisi: 30,2 g Tris, 188 g Glisin ve 100 mL %10 SDS,

distile su icerisinde ¢oziilerek toplam hacim 1000 mL’ye tamamlanmistir.

Proteinlerin ayrilmasi amaciyla SDS-PAGE yontemi uygulanmistir. Bu islem
kapsaminda, ilk olarak %10’luk ayirma jeli hazirlanarak dokiilmiis ve polimerizasyonun
tamamlanmasi i¢in yaklasik 1 saat beklenmistir. Ardindan, tizerine %4’liik yigma jeli eklenerek

jel sistemi tamamlanmistir. Ayirma ve yigma jellerine ait bilesimler Tablo 12°de sunulmustur.

Tablo 12. Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Y1igma Jelinin Bilesimi

Madde Yigma Jelinin Bilesimi Ayirma jelinin bilesimi

(%4) (%10)

%30’1uk akrilamild (29:1) 0,88 mL 6,7 mL

4X Ayirma Jel Tamponu pH 8,8 1,66 mL 5mL

%10’ luk SDS 66 uL 0,2 mL

Saf Su 4,06 mL 8 mL

Amonyum Persiilfat 33,4 uLL 100 uL.

TEMED 3,3 ul 8 uL
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Jeller hazirlandiktan ve polimerizasyon tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga 50 pg
protein olacak sekilde 6rnekler yiiklenmis ve elektroforez, 80 mA sabit akim altinda 1,5 saat
stireyle gerceklestirilmistir. Elektroforezin ardindan jeller ¢ikarilarak proteinler, poliviniliden

floriir (PVDF) membran iizerine blotlama yontemiyle aktarilmistir.

Membranlarin non-spesifik baglanmalarini engellemek amaciyla, %5 yagsiz siit tozu
iceren TBS-T bazli bloklama soliisyonunda oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edilerek
bloklama islemi gerceklestirilmistir. Bloklama isleminden sonra membranlar, asagida belirtilen

primer antikorlarla 4 °C’de 12 saat boyunca inkiibe edilmistir:
. a-syn (Santa Cruz, Katalog No: sc-69977, RRID: AB 1118910)
. IL-1pB (Santa Cruz, Katalog No: sc-52012, RRID: AB_629741)
. AP (Santa Cruz, Katalog No: sc-28365)

. GAPDH (Santa Cruz, Katalog No: sc-32233, RRID: AB 627679) — Yiikleme

kontrolii olarak kullanilmustir.

Inkiibasyonun ardindan primer antikorlar uzaklastirilmis ve membranlar bes kez 5 mL
PBS-T ile yikanmigtir. Daha sonra 1/5000 oraninda seyreltilmis HRP konjugatli sekonder
antikor (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, ABD) eklenmis ve +4 °C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda sekonder antikor uzaklastirilmis ve membranlar tekrar

bes kez 5 mL PBS-T ile yikanmustir.

Protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi i¢in Bio-Rad Clarity Max ECL (katalog no:
1705062; Bio-Rad, Hercules, ABD) substrati kullanilmistir. Elde edilen bantlarin dansitometrik
analizi ImageLab yazilimi (Bio-Rad, Hercules, ABD) ile gerceklestirilmistir.

Histopatolojik islem basamaklari

Calisma sonunda, tlim hayvanlardan elde edilen beyin dokular1 soguk fosfat tamponlu
salin (PBS) ile yikandiktan sonra %10’luk formalin ¢ozeltisinde fikse edilmistir. Sabitleme
1slemini takiben, dokular sekillendirilmis (trimlenmis), formaldehit kalintilar1 uzaklastirilmis
ve sirastyla %70, %80, %96 ve %100’lik etanol serilerinden gecirilerek dehidratasyon
uygulanmistir. Daha sonra dokular ksilen ile seffaflastirilmis ve parafine gdmiilmiistiir. Paraffin

bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler normal mikroskop lamlarina alinmigtir.

Deparafinizasyon amaciyla, kesitler 57 °C'de 1 saat inkiibe edildikten sonra ksilen
banyosundan gecirilmistir. Rehidrasyon i¢in ise, kesitler sirayla azalan etanol

konsantrasyonlarinda (%100, %90, %70, %50; her biri 5 dakika) bekletilmistir.
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Rehidrasyondan sonra, kesitler 2 dakika hematoksilen ile boyanmis, ardindan musluk suyu

altinda yikanmis ve 1 dakika eozin ile kars1 boyama uygulanmuistir.

Dehidrasyon islemi i¢in kesitler tekrar artan konsantrasyondaki etanol serilerinden
(%50, %70, %90 ve %100; her biri 5 dakika) gecirilmis ve ardindan ksilen banyosuna alinarak

lamel kaplama iglemi tamamlanmustur.

Boyama sonrasi, histopatolojik degisiklikler 10x biyiitmede 151k mikroskobu ile
incelenmistir. Her doku kesiti histolojik hasar derecesine gore asagidaki sekilde 0-3 araliginda

skorlanmustir:

e (: Hasar yok

e 1: Hafif hasar

e 2: Orta derecede hasar
e 3: Siddetli hasar

Gruplar arasindaki histopatolojik farklar, istatistiksel olarak énce Kruskal-Wallis testi,

ardindan ikili karsilagtirmalar icin Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Prism yaziliminin kullanimiyla gerceklestirilmistir.
Normal dagilim gosteren veriler i¢in gruplar arasi farklar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ile degerlendirilmis, anlamlilik bulunan durumlarda Tukey sonrasi ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmaistir. Verilerin normal dagilim 6zelligi Shapiro-Wilk testi ile, varyans homojenligi ise

Brown-Forsythe testi kullanilarak degerlendirilmistir.

Sonuglar, ortalama # standart hata (SEM) seklinde sunulmus olup, istatistiksel
anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edilmistir. Sekillerde, tiim gruplar arasindaki

istatistiksel farklar y1ldiz sembolleriyle gdsterilmistir. Buna gore:

*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; ns = anlamsiz (p > 0,05).
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BULGULAR

Davrams Testi Sonuclari
Acik Alan Testi (OFT)

Anksiyete benzeri davranislarin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilen A¢ik Alan
Testi (Open Field Test, OFT) sirasinda, hayvanlarin test siliresi boyunca merkezi bolgede
gecirdikleri siire analiz edilmistir. Test platformu merkezi ve cevresel bolgeler olarak

tanimlanmis; merkezi alanda gegcirilen siire ol¢lilmiistiir.

Tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) sonuglari, gruplar arasinda merkezi
bolgede gecirilen siire agisindan anlamli farklar oldugunu ortaya koymustur. Kontrol grubuna
gore AlCl; uygulanan grupta merkezi alanda gegirilen siirede anlamli bir azalma saptanmigtir
(p <0,0001; Sekil 8a). AICIz + LUT25 grubunda, AICI; grubuna kiyasla merkezde kalma stiresi
anlamli diizeyde artmistir (p < 0,01). Benzer sekilde, AICl3 + LUT50 grubunda bu artig daha da
belirgin diizeydedir (p < 0,001). Her iki LUT dozunda da AICl; grubuna gore merkezi bolgede
gegirilen slirede anlaml1 bir uzama gézlenmis olup, AICI3+ LUT2S5 ve AICl; + LUTS0 gruplari

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p > 0,05).

Toplam kat edilen mesafe agisindan (Sekil 8b), AICls maruziyeti, kontrol grubuna
kiyasla lokomotor aktiviteyi anlamli diizeyde artirmistir (p < 0,05). Ancak, AICl3 ve LUT
birlikte uygulanan gruplar arasinda ya da iki farkli LUT dozu arasinda anlamli bir fark

gbzlenmemistir (p > 0,05).
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Sekil 8. AlCl; ve LUT uygulamalarinin OFT ile degerlendirilen anksiyete ile iligkili davranislar
tizerindeki etkisi. (a) Merkez bolgede gecirilen siire (saniye), (b) Toplam kat edilen mesafe (m).
Veriler ortalama = SEM (n = grup basma 5) olarak sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik su
sekilde belirtilmistir: ns, anlaml1 degil; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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Yeni Obje Tanima Testi (NORT)

Tanima bellegini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen Yeni Nesne Tanima Testi
(Novel Object Recognition, NOR), bellek performansimi 6lgmek {izere uygulanmistir.
Hayvanlarin yeni nesneye yonelimleri, tanima indeksi ve ayirt etme indeksi {izerinden analiz

edilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, AlCI3 uygulanan grupta tanima indeksi anlamli
diizeyde azalmistir (p < 0,0001; Sekil 9a). Ancak AICl3 + LUT25 grubunda bu azalma, AICl3
grubuna kiyasla anlamli sekilde diizelmis (p < 0,001), benzer sekilde AICl3 + LUT50 grubunda
da anlaml1 bir artis tespit edilmistir (p <0,001). Her iki LUT dozunun etkisi benzer olup, gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p > 0,05).

Ayirma indeksi agisindan da benzer bir egilim gozlenmistir. AICl; grubunun ayirma
indeksi, kontrol grubuna kiyasla belirgin bicimde azalmistir (p < 0,01; Sekil 9¢c). Buna karsilik,
hem AICI3 + LUT25 (p < 0,05) hem de AICI; + LUTS0 (p < 0,01) gruplarinda ayirt etme
indeksi anlaml sekilde artis gdstermistir . ki LUT dozu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamuistir (p > 0,05).
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Sekil 9. AIClz ve LUT uygulamalarinin NOR testindeki tanima hafizas1 iizerindeki etkisi. (a)
TI degerleri, (b) Al skorlar1. Tiim veriler ortalama + SEM (n = grup basia 5) olarak ifade
edilmistir. Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey’nin post hoc testi ile
gerceklestirilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlaml
degil.
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Beyin Dokularinda Oksidatif Stres Biyobelirtecleri

Calismamizda, oksidatif stresin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan biyobelirtegler

olan MDA, GSH diizeyleri ile GPx, SOD ve KAT enzim aktiviteleri incelenmistir.

Beyin dokusunda MDA Diizeyleri

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri, AICl3 uygulanan grupta
kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir (p < 0,0001; Sekil 10a). Bu artis, hem AICl; +
LUT25 hem de AICl3 + LUTS50 gruplarinda anlamli diizeyde azalma gostermistir (sirasiyla p <
0,01 ve p < 0,0001). Ayrica, yiiksek doz LUT uygulanan AICI3; + LUT50 grubunda MDA
diizeyleri, diisiik doz grubuna (AICl3 + LUT25) gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
diisiik bulunmustur (p < 0,05).

Beyin Dokusunda SOD Aktiviteleri

Antioksidan savunma sisteminin onemli bir bileseni olan SOD enziminin aktivitesi,
AICI3 grubunda kontrol grubuna gore belirgin sekilde azalmistir (p < 0,0001; Sekil 10c). LUT
tedavisi, her iki dozda da SOD aktivitesini anlamli sekilde artirmistir; A1Cl; + LUT25 grubunda
artis p <0,001, AlCIz + LUT50 grubunda ise p <0,0001 diizeyinde anlamli bulunmustur. Ayrica,
yiikksek doz uygulanan grupta SOD aktivitesinin, diisiik doz uygulanan gruba kiyasla anlamli
diizeyde daha yiiksek oldugu saptanmstir (p < 0,05).

Beyin Dokusunda KAT Aktiviteleri

Beyin dokusundaki KAT aktiviteleri incelendiginde, AICI3 grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlaml1 bir azalma gbzlenmistir (p <0,0001; Sekil 10e). Her iki tedavi grubu olan AICl3
+ LUT25 ve AICl; + LUTS0 gruplarinda ise KAT aktivitesi, AICl3 grubuna gore anlamh
derecede artis gostermistir (her ikisi icin p < 0,001). Ancak, bu iki LUT dozu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p > 0,05).

Beyin Dokusunda GPx Aktiviteleri

AICIl; uygulamasi, GPx aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir diislise neden
olmustur (p <0,0001; Sekil 10d). LUT tedavisi ile bu diislis anlamh diizeyde artmistir; AICI3 +
LUT25 grubunda p < 0,001, AICI; + LUTS50 grubunda ise p < 0,0001 diizeyinde anlamli artig
gozlenmistir. Ayrica, yliksek doz LUT uygulanan grupta GPx aktivitesinin, diisiik doz
uygulanan gruba gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0,0001).
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Beyin Dokusunda GSH Diizeyleri

GSH diizeyleri, AICl3 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli dl¢lide azalmistir (p <
0,0001; Sekil 10b). Tedavi gruplarina bakildiginda, hem AICl3 + LUT25 hem de AICI3 + LUT50
gruplarinda, AICIz grubuna goére GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar
gozlenmistir (her iki grup i¢in p < 0,0001). Ayrica, AIClz + LUTS50 grubundaki GSH
diizeylerinin, AICl3 + LUT25 grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(p <0,05).
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Sekil 10. AICI3 ve LUT uygulamalarmin beyin dokusundaki MDA, GSH diizeylerine ve SOD,
GPx ve KAT aktivitelerine etkisi. Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen
ortalama =+ standart hata (SEM) olarak sunulmustur (n = grup basma 7). Istatistiksel
karsilastirmalar, tek yonliit ANOVA ve ardindan Tukey’nin post hoc testi ile yapilmistir. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlaml1 degil.
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Noronal Aktivite ve Norotransmisyon ile iligkili Biyobelirtecler
Beyin dokusunda AChE aktivitesi

AChE aktivitesi, AICI3 grubunda kontrol grubuna gore anlamli 6l¢lide azalmistir (p <
0,0001; Sekil 11). AICl3 + LUT25 ve AICIz + LUTS50 tedavi gruplarinda ise AChE aktivitesinde
AICl; grubuna kiyasla anlamli artiglar saptanmistir (sirastyla p < 0,001 ve p < 0,0001). Ancak

iki LUT dozu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p > 0,05).
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Sekil 11. LUT ve AICI3 uygulamalarinin beyin dokusundaki AChE aktivitesi iizerindeki etkisi.
Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basma 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICIz grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokusunda BDNF diizeyleri

BDNEF diizeyleri, AICI3 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalmistir (p
<0,0001; Sekil 12). AICIz + LUT25 grubunda BDNF diizeylerinde AICI3 grubuna goére anlaml
bir artis saptanmistir (p < 0,05), AICIz + LUTS50 grubunda ise bu artis daha belirgin diizeyde
gerceklesmistir (p < 0,001). Ancak, iki farkli LUT dozu arasinda BDNF diizeyleri bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p > 0,05).
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Sekil 12. AICI; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusundaki BDNF konsantrasyonu tizerindeki
etkisi. Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokusunda c-Fos diizeyleri

c-Fos diizeyleri, AICl; grubunda kontrol grubuna kiyasla anlaml sekilde azalmistir (p <
0,0001; Sekil 13). AICls + LUT25 grubunda c-Fos diizeyleri, AICl3 grubuna gore anlaml
diizeyde artig gostermistir (p < 0,01), AICI3 + LUTS50 grubunda ise bu artis daha belirgin olup
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,001). Ancak iki farkli LUT dozu arasinda c-Fos

diizeyleri bakimindan anlamli bir fark saptanmamastir (p > 0,05).
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Sekil 13. AICI; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusundaki c-Fos konsantrasyonu tizerindeki
etkisi. Veriler, biyolojik olarak bagimsiz drneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda Bax, Bcl-2, p53, Nfkbl, Jnk, Nrf2/Ho-1, App, Snca ve Bdnf
Ekspresyon Diizeyleri

AICl; uygulamasinin apoptotik ve stresle iliskili sinyal yollar1 {izerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla, beyin dokusunda g¢esitli genlerin mRNA diizeyleri RT-qPCR
yontemiyle analiz edilmistir. Apoptozla iliskili olarak pro-apoptotik (Bax), anti-apoptotik (Bcl-
2) ve hiicre dongiisiinii diizenleyen (p53) genlerin ekspresyonu degerlendirilmistir. inflamasyon
ve hiicresel stres yanitini yansitan sinyal yolaklar1 kapsaminda, pro-inflamatuar transkripsiyon
faktorii olan Nfkbl'nin ve stresle iliskili kinazlardan Jnkl’in ekspresyon seviyeleri
incelenmistir. Ayrica, oksidatif stres yanitinda goérev alan antioksidan savunma genlerinden
Nrf2 ve onun asag1 akim hedefi olan Ho-/ genlerinin yan sira, toksik metabolitlerin iiretiminde
rol oynayan Cyp2el geninin diizeyleri de belirlenmistir. Bunun yani sira, nérodejeneratif
stireclerle iliskilendirilen App ve Snca genlerinin ekspresyon diizeyleri degerlendirilerek AlCI3
maruziyetinin amiloid ve siniiklein metabolizmasi1 iizerindeki etkileri arastirilmistir.
Noronal sagkalim ve sinaptik plastisite ile iliskili Bdnf geninin mRNA ekspresyon diizeyleri de

analiz edilerek, luteolinin olas1 nérotrofik ve néroprotektif etkileri ortaya konmustur.

Beyin dokularinda apoptozla iliskili genlerin ifade diizeyleri

Bax ekspresyonu
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gPCR’dan elde edilen sonuglara gore Bax ekspresyonu AlCI3 grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde artig gostermistir (p < 0,001; Sekil 14a). Bu artis, hem AICI3 + LUT25
hem de AICIz + LUTS50 gruplarinda anlamli sekilde azalmigtir (her iki grup icin p < 0,001).
Ayrica, iki LUT dozu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p < 0,001).

Bcl-2 ekspresyonu

Bcl-2 ekspresyonu AICl; grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmigtir
(p < 0,001; Sekil 14b). AICIz + LUT25 grubunda Bcl-2 transkript seviyeleri AICI3 grubuna
kiyasla anlamli sekilde artmistir (p < 0,05); AICIz + LUTS50 grubunda ise daha belirgin bir artis
gdzlenmistir (p < 0,001). Ustelik, iki tedavi dozu arasindaki fark da anlamli bulunmustur (p <

0,001).

P53 ekspresyonu

P53 gen ifadesi AICI3 uygulamasiyla kontrol grubuna kiyasla anlamli dl¢lide artig
gostermistir (p < 0,001; Sekil 14¢). AICIz + LUT25 grubunda p53 mRNA diizeyi AICI3 grubuna
gore anlamli sekilde azalmistir (p < 0,05). AICIz + LUT50 grubunda da p53 ekspresyonunda
anlamli diizeyde bir azalma meydana gelmistir (p < 0,01). Ancak, iki tedavi dozu arasinda

ekspresyon seviyeleri bakimidan anlamli bir fark saptanmamustir (p > 0,05).
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Sekil 14. AICl; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusundaki apoptosis ile iliskili genlerin
ekspresyonu iizerindeki etkisi. Veriler, biyolojik olarak bagimsiz orneklerden elde edilen
ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek
yonlii ANOVA ve ardindan Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda oksidatif stresle iliskili genlerin ifade diizeyleri
Nrf2 ekspresyonu

Nrf2 gen ifade diizeyleri AICl; grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
azalmistir (p < 0,001; Sekil 15a). Bu azalma, AICl; + LUT25 grubunda anlamli diizeyde artis
gostermistir (p < 0,05), AICl; + LUTS50 grubunda ise daha belirgin bir yiikselme gozlenmistir
(p < 0,01). Ancak iki LUT dozu arasinda Nrf2 ekspresyonu acisindan anlamli bir fark
saptanmamustir (p > 0,05).

Ho-1 ekspresyonu

AICI3 grubunda kontrol grubuna gdre anlamli 6l¢iide azalmistir (p < 0,0001; Sekil 15b).
Bu azalma, AICl; + LUT25 grubunda anlamli bir artisla diizelmis (p < 0,05), AICl; + LUT50
grubunda ise daha yiiksek diizeylere ulasmistir (p < 0,001). Ayrica, yiiksek doz uygulanan
grupta Ho-1 ekspresyonunun diisiik doza kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (p < 0,05).
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Sekil 15. AICI; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusundaki antioksidan sistem ile iliskili
genlerin ekspresyonu tizerindeki etkisi. Veriler, biyolojik olarak bagimsiz orneklerden elde
edilen ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel
analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001 AICl3 grubuna kiyasla; ns: anlaml1 degil.
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Beyin dokularinda Nfkb1 ekspresyonu

NfkbI’in mRNA diizeyleri, AICl; grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artis
gostermistir (p < 0,001; Sekil 16). LUT uygulamasi, her iki dozda da NfkbI ekspresyonunu
AICl3 grubuna gore anlamh diizeyde azaltmistir; AICl3 + LUT25 grubunda bu azalma p < 0,05
diizeyinde, AICI3 + LUT50 grubunda ise p < 0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur. Ancak, iki
LUT dozu arasinda Nfkb1 ekspresyon diizeyleri acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p > 0,05).
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Sekil 16. AICl; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusunda Nfkb 1 ekspresyonu iizerindeki etkisi.
Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basma 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICIz grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda Jnk ekspresyonu

Jnk’nin mRNA ekspresyon diizeyleri, AICI3 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
Olctlide artis gostermistir (p < 0,001; Sekil 17). LUT uygulamasi, AICl3 + LUT25 grubunda Jnk
ekspresyonunda anlamli bir azalmaya yol agmistir (p < 0,05); bu azalma AIClz + LUT50
grubunda daha belirgin diizeydedir (p < 0,001). Ancak iki LUT dozu arasinda Jnk diizeyleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (p > 0,05).
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Sekil 17. AICl; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusunda Jnk ekspresyonu iizerindeki etkisi.
Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda Cyp2el ekspresyonu

Cyp2el’in mRNA ekspresyon diizeyleri, AICl3 grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlaml Olclide artis gostermistir (p < 0,001; Sekil 18). LUT uygulamasi, AICls + LUT25
grubunda Cyp2el ekspresyonunda AlCl; grubuna kiyasla anlamli bir azalmaya yol agmustir (p
< 0,05); bu azalma AICI3 + LUTS50 grubunda daha belirgin diizeydedir (p < 0,01). Ancak iki
LUT dozu arasinda CypZ2el ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmamustir (p > 0,05).
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Sekil 18. AICI3 ve LUT uygulamalarinin beyin dokusunda Cyp2el ekspresyonu iizerindeki
etkisi. Veriler, biyolojik olarak bagimsiz drneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonli ANOVA ve ardindan
Tukey’nin post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda App ekspresyonu

App’nin mRNA ekspresyon diizeyleri, AICl; grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
ol¢iide azalmistir (p < 0,0001; Sekil 19). AICI3 + LUT2S ve AICIz + LUTS50 gruplarinda App
ekspresyon diizeylerinde artis egilimi gozlense de bu farkin AICI3 grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p > 0,05). Ayrica, iki LUT dozu arasinda App

ekspresyon diizeyleri bakimindan anlamli bir fark saptanmamastir (p > 0,05).
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Sekil 19. AICl; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusunda App ekspresyonu tizerindeki etkisi.
Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’in post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda Snca ekspresyonu

Snca geni icin mRNA ekspresyon diizeyleri incelendiginde, AICI; uygulanan grupta
kontrol grubuna kiyasla bir azalma meydana geldigi, ancak bu degisimin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlenmistir (p > 0,05; Sekil 20). AICI; + LUT25 ve AIClz + LUTS0
gruplarinda Snca ekspresyon diizeylerinde artis egilimi gozlense de bu farkin AICI3 grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p > 0,05). Ayrica, iki LUT dozu

arasinda Snca ekspresyon diizeyleri bakimindan anlamli bir fark saptanmamistir (p > 0,05).
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Sekil 20. AICI3 ve LUT uygulamalarinin beyin dokusunda Snca ekspresyonu tizerindeki etkisi.
Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’in post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyin dokularinda Bdnf ekspresyonu

Bdnf icin mRNA ekspresyon diizeyleri incelendiginde, AICl3 uygulanan grupta kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma meydana geldigi belirlenmistir (p <0,0001; Sekil 21). Farkl
dozlarda LUT uygulamasimin etkileri degerlendirildiginde, mRNA ekspresyon diizeylerinde
artis egilimi gozlenmis, ancak bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlenmistir
(p > 0,05). Bununla birlikte, iki tedavi dozu arasinda Bdnf ekspresyon diizeyleri bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p > 0,05).
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Sekil 21. AICl; ve LUT uygulamalarinin beyin dokusunda Bdnf ekspresyonu tizerindeki etkisi.
Veriler, biyolojik olarak bagimsiz 6rneklerden elde edilen ortalama + standart hata (SEM)
olarak sunulmustur (n = grup basina 7). Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan
Tukey’in post hoc testi kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001 AICI3 grubuna kiyasla; ns: anlamli degil.

Beyinde IL-1p ve a-syn ve AP Diizeyleri

IL-1p diizeylerinin, AICI3 grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede ytikseldigi
belirlenmistir (p < 0,0001; Sekil 22a). LUT tedavisinin ise, diisiik dozunda (AICl; + LUT25)
IL-1pB artisin1 anlamh sekilde azalttigi goriilmiistiir (p < 0,01), yliksek dozunda ise (AICl; +
LUTS50) daha belirgin bir diisiis meydana gelmistir (p < 0,0001). Yiiksek doz uygulanan grubun
diisiik doz uygulanan gruba gore IL-1B seviyelerini diislirmekte daha etkili oldugu

belirlenmistir ( p <0,001).

a-syn protein diizeyleri incelendiginde, AICIlz grubunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli
o6l¢iide artis meydana geldigi belirlenmistir (p < 0,0001; Sekil 22b). LUT uygulamasinin her iki
dozunun da a-syn seviyelerinde anlamli azalma sagladigi tespit edilmistir (p < 0,0001, her iki

doz i¢in); dozlar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmamaistir (p > 0,05).

AP protein seviyeleri incelendiginde AICI3 grubunda, kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede azalma belirlenmistir (p < 0,0001; Sekil 22¢). AICI; + LUT 25 mg/kg ve AICl3+ LUT
50 mg/kg gruplarinda ise AP protein diizeylerinde AICIl; grubuna gore artis goriilmiistiir, ancak
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bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (p > 0,05). Iki farkli doz arasinda

da anlamli fark olusmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05).
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Sekil 22. AICI3 ve LUT uygulamalariin beyin dokusunda IL-1B, AP ve a-syn protein seviyeleri
lizerindeki etkisi. Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey’nin post hoc testi
kullanilarak yapilmistir. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 AICl; grubuna
kiyasla; ns: anlaml1 degil.
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Histopatolojik Degerlendirme

LUT’un AICI3 ile olusturulan norotoksisitede farkli deney gruplarinin serebral korteks
(Sekil 23) ve Hippokampal Cornu Ammonis 1 (CA1) (Sekil 24), CA3 (Sekil 25) ve dentat
girusta (Sekil 26) histopatolojik degisiklikleri gosteren fotomikrografiler, 100x biiylitmede
H&E boyama. Normal kontrol grubu ile yalnizca LUT verilen grupta, korteks ve hipokampal
CAl ve CA3 ile dentat girus bolgelerinin mikroskobik incelemesi patolojik dneme sahip
herhangi bir lezyon gdstermemistir. AICl3 uygulanan grup, kortekste niikleer membran ayirt
edilemez durumda olup, néronlarin sitoplazmasi biiziilmiis ve koyu boyanmistir. AICI3
uygulanan grupta hipokampal CA1, CA3 ve dentat girus bolgelerinde, uzamis diizensiz koyu
boyanmis c¢ekirdek ve kiiciilmiis sitoplazma ile norodejenerasyonun belirgin oldugu
goriilmiistiir. AICI3+LUT25 uygulanan grupta korteks ve hipokampal CA1, CA3 ile dentat girus
bolgelerinde koyu boyanmis biizlismiis sekilli nekrotik néron sayist azalmistir (p < 0,05).
AICI3+LUTS50 uygulanan grupta korteks ve hipokampal CA1, CA3 ile dentat girus bolgelerinde
nekrotik néron sayist AICI3+LUT25 uygulanan gruba gore azalmis kontrol seviyelerine

yaklagmistir (Tablo 13, p <0,05).
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Beyin Korteksi

Kontrol

Sekil 23. LUT un AICl; ile olusturulan norotoksisiteye karsi serebral korteks bolgesinde
gosterdigi histopatolojik etkiler. H&E boyamasi (x100). Kontrol ve LUT gruplari: Noronlar
diizenli ve yogun, hiicre morfolojisi normal ve niikleuslar belirgindir. Korteks yapis1 korunmus
ve hiicreler aras1 bosluklar normal seviyededir. AICIl3 grubu: Noéron yogunlugu biraz azalmas,
hiicreler arasi bosluklar artmis ve bazi hiicreler siskin veya morfolojik olarak bozulmus
goriinmektedir; bu durum AICl; kaynakli norotoksisiteyi gostermektedir. AICI13+ LUT2S5 grubu:
Noron morfolojisi kismen korunmus, hiicre yogunlugu artmis ve diizen AICl; grubuna gore
tyilesmistir; bu, LUT tedavisinin AICl; kaynakli kortikal hasar1 kismen azalttigini
gostermektedir.
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Hipokampal CA1l

Kontrol

Sekil 24. LUT un AICl; ile olusturulan norotoksisiteye karsi hipokampal CA1 bolgesinde
gosterdigi histopatolojik etkiler. H&E boyamasi (x100). Kontrol ve sadece LUT uygulanan
gruplarda piramidal néron tabakasinin diizenli bir sekilde korundugu ve hiicre morfolojisinin
normal oldugu goriilmektedir. AlICl; grubunda oklarin gosterdigi bolgelerde piramidal
noronlarda dejenerasyon, hiicre yogunlugunda azalma ve piknotik niikleuslar izlenmektedir.
AICl; ile es zamanli uygulanan LUT un (25 ve 50 mg/kg) ise néronal morfolojiyi kismen
korudugu ve dejenerasyonu azalttigt gozlemlenmistir. Oklar piramidal noron tabakasini
gostermektedir.
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Hipokampal CA3

Kontrol

Sekil 25. LUT un AICl; ile olusturulan norotoksisiteye karsit hipokampal CA3 bolgesinde
gosterdigi histopatolojik etkiler. H&E boyamasi (x100). Kontrol ve sadece LUT verilen
gruplarda piramidal noron tabakasi diizenli, hiicre morfolojisi normaldir. AICl3 grubunda
oklarin isaret ettigi bolgelerde piramidal ndronlarda belirgin dejenerasyon, hiicre yogunlugunda
azalma ve piknotik niikleuslar gozlenmistir. AICI3 ile es zamanli uygulanan LUT un (25 ve 50
mg/kg) piramidal tabakadaki yapisal bozulmay:1 azalttigi ve hiicre morfolojisini kismen
korudugu goriilmektedir. Oklar piramidal néron tabakasini gostermektedir.
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Dentat girus

Kontrol

ALCL:+LUT50

Sekil 26. LUT’un AICI; ile olusturulan ndrotoksisiteye karsi hipokampal dentat girus
bolgesinde gosterdigi histopatolojik etkiler. H&E boyamasi (x100). Kontrol ve sadece LUT
verilen gruplarda graniil hiicre tabakasi diizenli ve néron morfolojisi normaldir. AICl3 grubunda
oklarin isaret ettigi bolgelerde graniil hiicre tabakasinda dejenerasyon, hiicre yogunlugunda
azalma ve piknotik niikleuslar gozlenmistir. AICI3 ile es zamanli uygulanan LUT un (25 ve 50
mg/kg) dentat girus tabakasinda hiicresel yapiy1 kismen korudugu ve dejenerasyonu azalttigi
goriilmektedir. Gorselde siyah oklar graniil hiicre tabakasini, kirmizi ok ise nekroza ugramis
bolgeyi isaret etmektedir.
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Tablo 13. Beyin Korteksi ve Hipokampal Bolgelere Ait Histopatoloji Skoru.

Gruplar/Niikleer piknoz ve

dejenerasyon Korteks Hipokampal bolge
Kontrol 0,1420,14 0,00+0,00
LUT 0,00+0,00 0,00+0,00
AICI; 2,71+0,18% 2,57+0,20%
AIC + LUT25 1,57+0,36 1,57+0,29*
AICL: + LUT50 0,42+0,20% 0,42+0,20%

*p < 0,05, kontrol grubuna gore; #p < 0,05, AICl; grubuna gore; p < 0,05, AICI+LUT25
grubuna gore farki gosterir. (n=7). Histopatolojik skorlama, degerlendirme siirecinde
calismadan bagimsiz bir patolog tarafindan kor (blinded) olarak yapilmustir.
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TARTISMA

Aliiminyum (Al), merkezi sinir sistemi (MSS) iizerindeki norotoksik etkileriyle yaygin
olarak bilinir ve ¢esitli ndrolojik hastaliklarin gelisiminde potansiyel bir katki saglayici olarak
One siiriilmektedir. Son birkag on yilda, Al’iin neden oldugu norotoksisitenin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu mekanizmalar arasinda,
hiicresel siireglerin bozulmasi, Al’in sinir dokularinda zamanla birikmesi ve hiicre ici
temizleme mekanizmalariyla yeterince uzaklastirilamamasi sonucunda oksidatif stres, apoptoz
ve inflamasyon gibi patolojik siireglerin tetiklenmesi yer almaktadir (Cirovic vd., 2023). Bu
bulgular ve Al’'nin dogal ¢evrede yaygin olarak bulunmasi, noroprotektif potansiyele sahip
biyolojik aktif bilesiklerin belirlenmesine yonelik bilimsel ilgiyi artirmis; ayrica, bu bilesiklerin
etkilerini hangi molekiiler mekanizmalar araciligiyla gosterdiginin aydinlatilmasina yonelik
calismalari tesvik etmistir (Pankaj Bhargava vd., 2021). Bu tez ¢calismast, si¢anlarda aliiminyum
kloriir (AICLs) ile indiiklenen beyin toksisitesine karsi luteolin’in (LUT) potansiyel koruyucu
etkilerini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir. LUT un noroprotektif etkileri; oksidatif
stres, inflamasyon, apoptotik siirecler ve antioksidan savunma mekanizmalar1 basta olmak
lizere ¢esitli biyokimyasal ve molekiiler parametreler iizerinden arastirilmistir. Bu kapsamda,
beyin dokusunda BDNF, p53, CYP2EI, B-amiloid ve a-syn gibi ndrodejenerasyonla iliskili
belirteclerin diizeyleri degerlendirilmis; LUT uygulamasinin bu parametreler iizerindeki

diizenleyici etkileri ortaya konmustur.

AlCI3 maruziyeti, MSS’de ciddi islev bozukluklarina yol agmakta olup, bu durumun
temel mekanizmalar1 arasinda reaktif oksijen tiirleri (ROT) liretiminin artmasi, inflamatuar
stireglerin tetiklenmesi ve sinaptik iletimin bozulmasi yer almaktadir (Fernandes vd., 2021).
Beyin dokusu, yiiksek oksijen tliketimi nedeniyle siirekli oksidatif stres altinda olan bir organ
olmasiin yani sira, 6zellikle hiicre zarlarinda bulunan fosfolipitler gibi coklu doymamis yag
asitleri igeren lipid yapis1 nedeniyle oksidatif hasara son derece duyarlidir (Merelli vd., 2021).
Bu durum, olasi bir stres durumunda nérodejeneratif siireclerin gelisimini kolaylastirmaktadir.
Al birikimi, hiicre zarindaki lipit peroksidasyonunu tetikleyerek membran biitiinligiini
zedelemekte, yapisal proteinlerin fonksiyonlarini bozmakta ve endojen antioksidan savunma
sistemlerini dogrudan hedef almaktadir (Saeed vd., 2021). Lipid peroksidasyonunun énemli bir
belirteci olan malondialdehit (MDA) diizeylerindeki artig, hiicresel membranlarda oksidatif
hasarin ilerledigine isaret eder. MDA seviyelerinin yiikselmesi, membran gecirgenliginin
degismesi sonucu iyon dengesizliklerine ve hiicre sinyallemesinde bozulmalara neden olur

(Adetuyi vd., 2025). Bu tez ¢alismasinda, AICl3 uygulanan grupta beyin dokusundaki MDA
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diizeylerinin anlamli bi¢gimde arttig1 belirlenmis; bu artisin, lipid peroksidasyonundaki

yiikselisle iliskili olabilecegi diisiiniilm{istiir.

Oksidatif stresin hiicrelerde olusturdugu zararli etkileri dengelemek amaciyla
organizma, basta siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon (GSH) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) olmak {izere ¢esitli antioksidan sistemleri devreye sokar. Bu enzimler, reaktif
oksijen tiirlerini (ROT) etkisiz hale getirerek hiicresel yapilarin hasar gérmesini 6nlemekte ve
oksidatif dengeyi siirdiirmekte 6nemli rol oynar (Tiirk vd., 2021). Literatiirdeki ¢aligmalar,
AICI3’ln norotoksik etkilerinin temelinde oksidatif stresin belirleyici bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir (Abbas vd., 2022; Efosa vd., 2023). Bu ¢alismanin bulgulari, AICl3 maruziyetinin
baslica antioksidan savunma unsurlarindan olan SOD, KAT ve GPx enzimlerinin aktivitelerinde
anlamli bir azalmaya, GSH diizeyinde ise belirgin bir diisiise yol actigin1 gdstermistir. Bu
degisimlerin, hiicresel redoks dengesinin bozulmasina ve buna bagli olarak oksidatif hasarin

artmasina katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Abdelhameed vd., 2023).

Ote yandan LUT uygulamasi, AICl3 maruziyetiyle indiiklenen oksidatif stres yanitini
anlamli bigimde azaltmistir. Deneysel gruplarda LUT tedavisi, beyindeki lipid peroksidasyon
diizeyini yansitan MDA konsantrasyonlarini belirgin bi¢imde diisiirmiis; buna karsin, hiicresel
antioksidan savunma sisteminin temel bilesenleri olan SOD, KAT, GPx aktivitelerinde ve GSH
diizeylerinde anlamli artislar meydana getirmistir. Sonug¢ olarak, LUT tedavisi, AlCI3
maruziyetinin neden oldugu lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresin azaltilmasinda etkili
olmus, beyin dokusunun antioksidan kapasitesini artirarak ROT kaynakli hiicresel hasarin
siirlandirilmasint  saglamistir. Bu bulgular, LUT un ndroprotektif etkisinin onemli bir
mekanizmas1 olarak oksidatif stresin kontrolii ve antioksidan savunma sistemlerinin
giiclendirilmesini bir kez daha ortaya koymaktadir (Seydi vd., 2021). Bu nedenle, LUT, AICl;
kaynakli norotoksisite ve benzeri oksidatif hasar siireglerinde potansiyel terapotik bir ajan

olarak degerlendirilebilir.

CYP2EI1, sitokrom P450 ailesine ait bir enzim olup, 6zellikle karaciger basta olmak
tizere bircok dokuda eksprese edilir ve ROT olusumunda 6nemli bir rol oynar. Beyinde de
bulunan CYP2E1’in asir1 aktivasyonu, toksik metallere, 6zellikle Al maruziyetine bagl olarak
ortaya ¢ikabilir. Al maruziyetinin etkisiyle CYP2E1 aktivitesinin artmasi, mitokondriyal
fonksiyonlarin bozulmasina ve hiicresel oksidatif stresin yiikselmesine yol agar. Bu siireg, lipid
peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein oksidasyonu gibi zararli molekiiler olaylarin
tetiklenmesine zemin hazirlayarak, noronal hiicrelerde fonksiyon kaybi ve hiicre 6liimii riskini

artirr (Atia ve Alghriany, 2021).
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Bu tez caligmasinda, subkronik AlCl3 uygulamasinin sigan beyin dokusunda Cyp2el
gen diizeylerinde anlamli bir artisa neden oldugu gozlemlenmistir. Bu bulgu, AICI3’{in neden
oldugu oksidatif stresin bir yansimasi olarak Cyp2el’in asir1 aktive oldugunu ve bdylece
norotoksisitenin mekanizmalarindan biri haline geldigini gostermektedir (Yu vd., 2021).
Cyp2el’in artan ekspresyonu, hiicre i¢gi ROT seviyelerinin yiikselmesine dogrudan katkida
bulunarak oksidatif hasarin ilerlemesine ve ndronal yapinin zarar gérmesine zemin hazirlamis
olabilir. Ote yandan, LUT tedavisinin, Cyp2el ekspresyonundaki bu artis1 belirgin sekilde
baskilayarak ROT {iretiminin kontrol altina alinmasina yardimci oldugu diisiiniilmektedir.
LUT’un bu etkisi, enzim ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla hiicresel oksidatif stresin
azaltilmasma katkida bulunmus ve bdylece ndronal hiicrelerin hasara karst korunmasini
saglamistir. Bu durum, LUT un Al tarafindan indiiklenen norotoksisiteye karst gosterdigi

noroprotektif etkilerde 6nemli bir rol oynadigini desteklemektedir.

Nrf2, hiicresel redoks dengesinin korunmasinda ve faz Il detoksifikasyon enzimleri ile
antioksidan proteinlerin transkripsiyonel kontroliinde kilit rol oynayan bir transkripsiyon
faktoriidiir (Ma vd., 2023). Normal kosullarda Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) ile
sitoplazmada kompleks olusturarak inaktive halde tutulan Nrf2, oksidatif stres veya elektrofilik
sinyallerle karsilasildiginda Keapl’den ayrilir, niikleusa transloke olur ve antioksidan yanit
elementlerine (ARE) baglanarak HO-1 (heme oksijenaz-1), NOQOI (NAD(P)H:quinone
oxidoreductase 1) gibi ¢esitli antioksidan ve detoksifikasyon genlerinin ekspresyonunu baslatir
(Cuadrado, 2022). Bu siireg, hiicreyi oksidatif hasara kars1 koruyan énemli bir adaptif yanit
mekanizmasidir. HO-1, bu yolda Nrf2 tarafindan transkripsiyonu diizenlenen baslica hedef
genlerden biridir. Hem molekiiliinii pargalayarak biliverdin, karbon monoksit ve serbest demir
iiretir; bu tirtinler antioksidan, anti-inflamatuvar ve sitoprotektif etkiler gosterir. Bu nedenle
Nrf2/HO-1 ekseni, hiicresel savunmanin siirdiiriilmesi acisindan kritik énemdedir (Mansouri

vd., 2022).

Al maruziyetine bagh beyin toksisitesi durumlarinda ve norodejeneratif hastaliklarda,
Nrf2/HO-1 sinyal yolunun baskilandig1 ve buna bagli olarak oksidatif stresin belirgin sekilde
arttig1 literatiirde ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konmustur (Bayazid ve Lim, 2022; Mansouri vd.,
2022). Bu ¢alismada AlCl; maruziyeti sonrasinda si¢an beyin dokusunda hem Nrf2 hem de Ho-
1 genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma saptanmistir. Bu bulgular, AICI3’{in
bu yolaktaki savunma mekanizmalarini baskilayarak antioksidan yaniti zayiflattigini; bunun
sonucunda hiicrelerin artan ROT’a kars1 savunmasiz hale geldigini ve buna bagli olarak

oksidatif hasar, inflamasyon ve hiicresel 6liim siire¢lerinin hizlandigini ortaya koymaktadir.
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LUT tedavisi, AICI3 maruziyetiyle baskilandig1 goriilen Nrf2/Ho-1 ekspresyonunda bir
artis saglamis ve bu genlerdeki inhibisyonun kismen geri dondiiriildiigiinti diisiindiirmiistiir. Bu
artig, Nrf2’nin antioksidan ve detoksifikasyonla iligkili hedef genleri diizenleme kapasitesi goz
oniinde bulunduruldugunda, hiicresel savunma yanitinin desteklenmis olabilecegini isaret
etmektedir. Ayrica, Ho-1 ekspresyonundaki artisin, heme metabolizmasinin diizenlenmesine ek
olarak metal kaynakli oksidatif stresin hafifletilmesine katki saglayabilecegi literatiirle
uyumludur (R. Liu vd., 2023). Nrf2 aktivasyonunun inflamatuvar yanit1 sinirlandirict etkileri
dikkate alindiginda, LUT’un néroinflamasyon {izerinde de dolayli bir iyilestirici etki
olusturmus olabilecegi degerlendirilebilir. Sonug olarak, bu ¢alismada gézlenen Nrf2/Ho-1
artisinin, AICl;3 ile tetiklenen oksidatif stres kosullarinda hiicresel koruma mekanizmalarinin
aktive olabilecegine isaret ettigi sOylenebilir. Bu bulgular, literatiirde bildirilen ve oksidatif
stresin rol oynadigi norodejeneratif siireclerde flavonoidlerin potansiyel koruyucu etkilerini

destekleyen caligmalarla uyum gostermektedir (Zahra vd., 2024).

Davranissal degerlendirmeler, AICI3 maruziyetinin siganlarda belirgin anksiyete benzeri
davranigsal degisikliklere yol agtigini ortaya koymustur. Agik alan testi (OFT) bulgularina gore,
AIlCI3 uygulanan hayvanlar merkez bolgesinde anlamli derecede daha az zaman gecirmis ve
arena duvarlarina yakin hareket etme davranisi olan thigmotaksiste artis gostermistir.
Thigmotaksis, genellikle stres ve anksiyete durumlarinda ortaya ¢ikan, hayvanlarin agik ve
potansiyel olarak tehdit olusturan bolgelerden kaginarak giivenli alanlara yonelmesini saglayan
koruyucu bir davranis bi¢imi olarak kabul edilmektedir (Harris, 2021). Bu davranis paterninin
artig1, duygusal tepkiselligin yiikseldigini ve kesif davranisinin baskilandigini gostermektedir.
S6z konusu bulgular, duygudurum diizenlemesini etkileyen norokimyasal bozukluklarla
uyumlu olup, literatiirde de Al maruziyetinin lokomotor aktiviteyi ve merkez bolgeye giris
sikligint azalttig1 rapor edilmistir (Liu vd., 2022; Zghari vd., 2018). Bu durum, AICl3’lin
norotoksik etkileri sonucu, 6zellikle anksiyete ve stresin diizenlenmesinde rol alan amigdala ve
prefrontal korteks gibi beyin bolgelerinde islevsel bozulmalar meydana geldigini

diistindiirmektedir (Fernandes vd., 2020; Kazmi vd., 2024).

Buna karsilik, LUT ile tedavi edilen gruplarda merkez bolgesinde gegirilen siirenin
anlamli sekilde artmasi ve thigmotaksis davranisinda azalma goézlenmistir. Bu iyilesmeler,
LUT’un potansiyel anksiyolitik etkiler gosterebildigini isaret etmektedir. LUT un antioksidan
ve anti-inflamatuvar 6zellikleri, sinaptik plastisiteyi destekleyerek ve ndrotransmitter dengesini
diizenleyerek duygudurumla iliskili nérodevrelerdeki islev bozukluklarini hafifletebilir. Ayrica,
Nrf2/Ho-1 ve Nfkbl gibi hiicresel savunma yolaklarinin modiilasyonu yoluyla oksidatif stresin

ve inflamasyonun azaltilmasi, davramigsal diizelmelerin molekiiler diizeydeki temelini
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olusturabilir (Hassanein vd., 2024; S. Singh vd., 2021). Bu baglamda, LUT ile elde edilen
biyokimyasal ve molekiiler iyilesmelerin davranissal sonucglara yansidigi ve bu flavonoidin

noroprotektif etkilerini pekistirdigi sdylenebilir.

Biligsel fonksiyonlarin degerlendirilmesinde kullanilan yeni nesne tanima (Novel
Object Recognition, NOR) testi, AICl3 maruziyetinin siganlarda belirgin bilissel bozukluklara
yol acgtigin1 gostermistir. Bu test, sicanlarin dogustan gelen merak giidiisiine dayali olarak yeni
nesnelere yonelme egiliminden faydalanarak, 6grenme ve hafizay1 degerlendirmede giivenilir
bir yontemdir. Tanima bellegi 6zellikle hipokampus ve prefrontal korteksin saglikli iglevine
baglidir; bu bolgeler ise oksidatif stres ve inflamatuvar siireclere karsi oldukca hassastir (Wang

vd., 2021).

Calismamizda AlCI3 uygulanan grupta tanima ve ayrim indekslerinde anlamli azalmalar
gozlenmis, bu da kisa ve uzun siireli bellek fonksiyonlarinda bozulmay1 yansitmistir. AlClz’e
maruz kalan hayvanlar, test sirasinda yeni nesneye daha az ilgi gostermis ve tanidik nesneyi
ayirt etme yeteneklerini kaybetmiglerdir. Bu durum, AICI3’iin bellekle iliskili beyin
bolgelerinde yapisal ve islevsel bozulmalara neden olabilecegini gostermektedir. Nitekim,
benzer sekilde, Al maruziyeti sonrasinda 6grenme ve hafiza performansinda diisiis oldugunu

bildiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Ebhodaghe ve Enogieru, 2024; Mehrbeheshti vd., 2022).

Buna karsilik, LUT ile tedavi edilen gruplarda NOR testi performansinda anlamli
iyilesme gozlenmis ve bunun biligsel islevlerde olasi bir koruyucu etkiye isaret ettigi
degerlendirilmistir. LUT un bu biligsel iyilestirici potansiyeli, ndroinflamasyonun azaltilmasi,
oksidatif stresin baskilanmasi ve sinaptik plastisitenin desteklenmesi gibi ¢oklu mekanizmalarla
iliskili olabilir (He vd., 2023; Jayawickreme vd., 2024). Bu bulgular, LUT un nérotoksik
kosullar altinda biligsel islevlerdeki bozulmalar1 hafifletme kapasitesine sahip olabilecegini

diistindiirmektedir.

Al, sinir sistemi tlizerinde giiglii bir kolinotoksin etkisi gdsteren ve MSS’nin
islevselligini birden ¢ok diizeyde olumsuz etkileyen bir metaldir. Ozellikle kan-beyin bariyerini
(KBB) zayiflatarak, bu bariyerin secici gecirgenlik 6zelligini bozmakta ve bdylece beyin
dokusuna zararli maddelerin girisini kolaylagtirmaktadir. KBB’nin biitiinliigiiniin bozulmasi,
ndroinflamasyon ve oksidatif stres gibi patolojik siireclerin tetiklenmesine zemin hazirlamakta
ve norodejeneratif hastaliklarin gelisimini hizlandirmaktadir (Brylinski vd., 2023). Ayrica,
Al'nin kolinerjik sinyalleme tizerindeki inhibe edici etkisi, norotransmisyonun temel
bilesenlerinden biri olan asetilkolinin (ACh) sinaptik boslukta etkin kullanimin1 engelleyerek

biligsel islevlerde ciddi bozulmalara neden olmaktadir (Renke vd., 2023).
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Kolinerjik sinyal iletimi, 6grenme, hafiza ve dikkat gibi temel bilissel islevlerin
stirdliriilmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Bu sistemde yer alan asetilkolinesteraz (AChE)
enzimi, sinaptik boslukta biriken asetilkolini hidrolize ederek kolinerjik sinyalin sonlanmasini
saglar. AChE’nin fizyolojik seviyelerde calismasi, sinaptik iletimin zamansal dogrulugunu ve
noronal iletisimin biitlinliiglinii korumak icin kritik éneme sahiptir (Karimani vd., 2021).
Ancak, pek ¢ok calismada rapor edildigi tizere, Al maruziyeti AChE aktivitesini belirgin sekilde
baskilamakta, bunun sonucunda asetilkolin sinaptik boslukta anormal diizeyde birikmekte ve

norotransmisyonun bozulmasina neden olmaktadir (Al-Hazmi vd., 2021; Kinawy, 2019).

Mevcut calismamizda, AlICl; uygulanan gruplarda AChE aktivitesinde anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Bu enzimatik baskilanmanin, deneysel hayvanlarin bilissel
performansindaki diisiisle paralel seyretmesi, kolinerjik islevlerde bozulmaya isaret etmektedir
(Kinawy, 2019). Bu bulgular, AChE aktivitesindeki azalmanin sinaptik iletimde diizensizliklere
ve buna bagli bilissel aksamalara katki saglayabilecegini diisindiirmektedir. LUT tedavisi ise
bu degisimlerin kismen iyilestigini gdstermistir. AICI3 ile muamele edilen ve eszamanli olarak
LUT verilen gruplarda AChE aktivitesinde belirgin bir artis gézlenmis olup, bu durum

kolinerjik sistem islevlerinin yeniden desteklenmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

BDNF, MSS’de en yaygin bulunan nérotrofinlerden biridir ve néronal gelisim, hayatta
kalma, farklilagma, sinaptik plastisite ile sinaptik iletimin diizenlenmesi gibi bir¢ok temel
nérofizyolojik siirecte kritik rol oynar. Ozellikle 6grenme ve hafiza mekanizmalarinin merkezi
olan hipokampus ve serebral korteks bolgelerinde yiiksek diizeyde eksprese edili. BDNF,
sinaptik baglantilarin gii¢lendirilmesi ve yeni sinapslarin olusumu i¢in elzem olup, biligsel
islevlerin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesinde temel bir belirleyici olarak kabul

edilmektedir (Toader vd., 2025).

Norodejeneratif hastaliklarda siklikla gozlenen oksidatif stres ve kronik inflamasyon,
BDNF ekspresyonunun azalmasina neden olarak néronal hayatta kalmay1 tehdit eder, sinaptik
fonksiyonlar1 zayiflatir ve biligsel gerilemeye yol agar (Wan vd., 2024). Literatiirdeki ¢ok sayida
calisma, Al maruziyetinin MSS {izerinde toksik etkiler yarattigin1 ve bu etkilerin 6nemli 6l¢iide
BDNF diizeylerindeki azalma ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (Abbas vd., 2022; Liu vd.,
2022). Bu durum, noéronal plastisiteyi ve sinaptik biitiinliigli zedeleyerek 6grenme ve hafiza

siireclerini olumsuz yonde etkileyip norodejeneratif siireclerin baglamasina katkida bulunabilir.

Bu calismada, protein diizeyi agisindan degerlendirildiginde, AICI; grubunda BDNF
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalmis, buna karsin AICI;+LUT2S5 ve
AICI3+LUTS0 tedavi gruplarinda 6nemli derecede artis gostermistir. Ancak, mRNA diizeyinde

yapilan analizlerde AICl3 grubunda anlamli bir azalma go6zlenmesine ragmen, tedavi
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gruplarinda belirgin bir artis saptanmamistir. Bu durum, mRNA ve protein diizeyleri arasinda
her zaman tam bir paralellik bulunmadigint ve LUT un BDNF ekspresyonunu daha c¢ok
translasyon sonrasi veya protein stabilitesi diizeyinde etkileyebilecegini diisiindiirmektedir
(Chang vd., 2021; Shrestha vd., 2019). Protein diizeyi iizerinden degerlendirildiginde, BDNF
seviyelerinin toksik grupta anlamli bi¢gimde azalmasi, biligsel islevlerin bozulmasina ve
norodejeneratif mekanizmalarin tetiklenmesine yol agabilecek Onemli bir biyokimyasal
gosterge olarak degerlendirilmektedir. Ote yandan, LUT uygulamasi, BDNF ifadesini protein
diizeyinde belirgin sekilde artirarak noronal fonksiyonlarin korunmasina ve sinaptik yapinin
tyilestirilmesine katki saglamis olabilir. Artan BDNF diizeylerinin, LUT ile tedavi edilen
gruplarda gozlenen bilissel ve davranigsal iyilesmelerin temelinde yatan mekanizmalardan biri

oldugu diistiniilmektedir.

c-Fos, “immediate early gene” (IEG) ailesine ait baslica transkripsiyon faktorlerinden
biri olup, ndronal aktiviteye yanit olarak hizla ve gecici olarak eksprese edilir. Hiicre i¢i sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ile indiiklenen c-Fos, sinaptik plastisite, noéronal adaptasyon, uzun
donemli potansiyasyon (LTP) ve 6grenmeye bagl genetik diizenlemelerde 6nemli rol oynar
(Chen vd., 2023; Habotta vd., 2022). Bu nedenle, beyin dokusunda c-Fos diizeylerindeki
azalma, noronal aktivitenin ve sinaptik yanitlarin zayifladigini, buna bagl olarak 6grenme,
bellek konsolidasyonu ve davranigsal adaptasyon siireclerinin aksadigini gostermektedir. Erken
donem deneysel c¢aligmalar, Al maruziyetinin fare beyinlerinde c-Fos gen ve protein
ekspresyonunu azalttigin1 ve bunun 6grenme, hafiza ile duygusal diizenleme gibi biligsel
stireclerde bozulmalarla iliskili oldugunu ortaya koymustur (Liu vd., 2022; Lotfizadeh vd.,
2024).

Mevcut c¢alismamizda AICl3 maruziyeti sonrasit beyin dokusunda c-Fos protein
diizeylerinin anlamli sekilde azaldig: belirlenmistir. Bu azalma, A1Cl3’lin ndronal uyarilabilirlik
ve aktiviteyle iligkili siiregleri olumsuz yonde etkileyebilecegine isaret etmektedir (Lotfizadeh
vd., 2024). Buna karsilik, LUT tedavisi uygulanan gruplarda c-Fos diizeylerinde anlaml1 bir
artis gozlenmis olup, bu durum LUT’un noéronal aktiviteyi destekleyici yonde etkiler
gosterebilecegini diislindiirmektedir. LUT a bagli c-Fos artiginin, sinaptik plastisite ve §grenme
ile iligskili gen yanitlarinin modiilasyonu ile baglantili olabilecegi degerlendirilebilir. Bu
baglamda, c-Fos ekspresyonundaki iyilesmenin, LUT un noroprotektif etkileriyle uyumlu bir

bulgu oldugu sdylenebilir.

Apoptoz, organizmanin gelisimi, doku biitiinliigliniin korunmasi1 ve hasarli ya da
gereksiz hiicrelerin elimine edilmesi i¢in olduk¢a onemli, programlanmig bir hiicre 6limii

mekanizmasidir. Bu siire¢, DNA hasarinin geri dondiiriilemez boyutlara ulastig1 veya hiicrenin
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fizyolojik olarak ortadan kaldirilmasinin gerektigi durumlarda devreye girer. Apoptozun
fizyolojik diizeyde gerceklesmesi doku homeostazi i¢in gereklidir; ancak siirecin asir1 veya
yetersiz sekilde islemesi, ciddi patolojik sonuglara yol acabilir. Ozellikle sinir dokusunda artmis
apoptoz, nodronal kayiplar1 hizlandirarak norodejeneratif  hastaliklarin = gelisimini
kolaylastirabilirken, yetersiz apoptoz ise kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina bagli olarak timor

olusumuna zemin hazirlayabilir (Lanni vd., 2012).

Mitokondriyal yolak araciliiyla gerceklesen apoptozun diizenlenmesinde Bax, Bcl-2 ve
p33 gibi genler merkezi bir role sahiptir. Bax, pro-apoptotik bir proteindir ve mitokondriyal dis
zarin gecirgenligini artirarak sitokrom c salimmmini tetikler, boylece kaspaz aktivasyonunu
baslatarak hiicre 6liimiinii indiikler. Bcl-2 ise mitokondri zar biitiinliiglinii koruyan anti-
apoptotik bir proteindir ve apoptotik sinyallerin ilerlemesini baskilar. Bu dengenin iist diizeyde
regiilasyonunda yer alan p53, DNA hasar1 ve hiicresel stres karsisinda aktive olan 6énemli bir
timor baskilayict proteindir. P53, Bax transkripsiyonunu artirirken Bcl-2 ekspresyonunu
baskilayarak apoptotik siirecin baslamasini kolaylastirir. Boylece hiicre, geri doniisii olmayan
hasar durumlarinda programlanmig hiicre 6liimiine yonlendirilir. Al’nin norotoksik etkilerini
inceleyen cesitli calismalar, AICl3 maruziyetinin néronal hiicrelerde p53 ve Bax ekspresyonunu
artirirken Bcl-2 ekspresyonunu diisiirdiigiinii gdstermektedir (Atia ve Alghriany, 2021; El-
Shetry vd., 2021). Bu degisiklikler, mitokondriyal yolak iizerinden apoptozun aktif hale
gelmesine ve sinir hiicrelerinin - 6liimiine neden olarak norodejeneratif siiregleri

hizlandirmaktadir.

Bu calismada AICI3 uygulamasi sonrasi beyin dokusunda p353 ve Bax ekspresyon
diizeylerinin anlamli Olgiide arttigi, buna karsin Bcl-2 ekspresyonunda belirgin bir azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. Bu apoptotik gen profilinin, AICl3’lin ndronal apoptozu
tetikleyebilecegine isaret ettigi degerlendirilmektedir. S6z konusu apoptozun, AICl3’lin neden
oldugu oksidatif stres, DNA hasar1 ve inflamatuvar yanitlarla iliskili olabilecegi
disiiniilmektedir (Lu vd., 2020). LUT ile uygulanan eszamanli tedavi, apoptotik dengeyi
diizenleyici bir etki gostermistir. LUT uygulamas1 sonucunda p353 ve Bax ekspresyonunda
azalma, Bcl-2 ekspresyonunda ise anlamli bir artis gozlenmistir. Bu durum, LUT tedavisinin
pro-apoptotik sinyalleri baskilayarak anti-apoptotik savunma mekanizmalarini gli¢lendirdigini
ve noronal hiicrelerin hayatta kalimini destekledigini gostermektedir. LUT un bu etkisi, biiytiik
olasilikla oksidatif stresin azaltilmasi, mitokondriyal disfonksiyonun 6nlenmesi ve hiicre ici

sinyal yolaklarinin modiilasyonu ile iligkilidir (Jayawickreme vd., 2024).

Al maruziyeti, merkezi sinir sisteminde (MSS) 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan

niikleer faktor kappa B’nin (NfkbI) gen ekspresyonunda anlamli bir artisa neden olmustur.
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Nfkb1, 6zellikle inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesi ve hiicresel stres kosullarinda apoptotik
stireclerin kontrolii gibi ¢ift yonli islevlere sahip merkezi bir diizenleyici olarak gorev yapar.
Bu yolak, IL-1B ve TNF gibi proinflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyonunu artirarak
inflamatuvar siireclerin baslamasini ve devamliligim1 saglar (Renke vd., 2023). Boylece
enfeksiyonlara veya doku hasarina karsi savunma mekanizmalarinin hizla devreye girmesi
miimkiin olur. Ancak Nfkb1’in kronik veya asir1 ekspresyonu, inflamatuvar yanitin siirekli hale
gelmesine neden olarak ndronal hiicrelerde hasar ve dejenerasyonu tetikleyebilir (Singh vd.,
2022). Literatiirde ¢ok sayida ¢alisma, Al maruziyetinin Nfkbl ekspresyonunda anlamli artisa
yol agtigin1 ve proinflamatuvar sitokinlerin ifadesini artirarak noroinflamasyonu tetikledigini

ortaya koymustur (Dooka vd., 2025; Gravandi vd., 2024).

Bu tez ¢alismasinda, AICI3 uygulamasinin NfkbI ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
artisa yol actig1 saptanmis olup, bu artisin inflamatuvar yanitin aktive olduguna isaret ettigi
diistiniilmektedir. AIClz maruziyetine bagli gelisen oksidatif stres, DNA hasar1 ve hiicresel
disfonksiyonun, Nfkbl ekspresyonunu tetikleyen baslica etkenler arasinda yer aldigi
ongoriilmektedir. Buna karsilik, LUT tedavisinin Nfkb1 ekspresyonunu anlamli 6l¢lide azalttigi

ve bu yolla inflamatuvar siireci baskiladigi tespit edilmistir.

Mikroglialar, MSS’nin yerlesik immiin hiicreleri olarak, homeostatik dengeyi
korumanin yani sira patojenlere, hiicresel strese veya doku hasarina yanit olarak hizla aktive
olabilen hiicrelerdir. Aktive mikroglialarin, proinflamatuvar sitokinler (6rnegin IL-1p, IL-6,
TNF-a) ve ¢esitli ndrotoksik mediyatdrler salgiladigr bilinmektedir. Bu mediyatorlerin, komsu
noronlarda inflamatuvar yanitlar tetikleyerek ndronal biitiinliigii bozabilecegi, sinaptik islevleri
zayiflatabilecegi ve hatta hiicresel 6liimii hizlandirabilecegi 6ne siirtilmektedir. Bu siireglerin,
ozellikle IL-1B gibi kilit proinflamatuvar sitokinlerin aracilifiyla, noéroenflamasyonun
stirdiiriilmesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi diisliniilmektedir (Cojocaru

vd., 2021).

Rajendran ve c¢aligma arkadaglar1 tarafindan yapilan bir arastirmada, Al maruziyetinin
beyin dokusunda IL-1p ekspresyonunu artirdig1 rapor edilmistir (Rajendran vd., 2023). Bu tez
calismasinda da benzer sekilde, AICI3 uygulamasmin IL-1f diizeylerinde anlamli bir artiga
neden oldugu gdézlenmis ve bu durumun, mikroglial aktivasyonun artmasiyla iligkili olabilecegi
degerlendirilmistir. IL-1B’deki bu artisin, AICl3 maruziyetine bagli gelisen ndronal stresin bir

yansimasi olarak néroenflamatuvar siirecin siddetlendigine isaret edebilecegi diisiiniilmektedir.

Buna karsilik, LUT ile tedavi edilen gruplarda IL-1B diizeylerinin belirgin sekilde
azaldig1 saptanmustir. Bu azalma, LUT un inflamatuvar yanitlar tizerindeki baskilayici etkisine

isaret edebilecek nitelikte olup, Ozellikle mikroglial yanitlarin modiilasyonunda etkili
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olabilecegini diislindiirmektedir (Zhou vd., 2021). Bdylece, LUT un IL-1B iiretimini
siirlayarak inflamatuvar mikrogevreyi hafiflettigi ve noronal hasarin azaltilmasina katki

saglayabilecegi yoniinde bir degerlendirme yapilabilir.

JNK (c-Jun N-terminal kinaz) sinyal yolaklari, MSS’de hem gelisimsel siireglerde hem
de olgun noronlarin fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde kritik gorevler iistlenir. Beyinde JNK,
nérogenez, ndron gocii, akson-dendrit morfolojisinin diizenlenmesi, sinaptik plastisite,
O0grenme ve hafiza siiregleri gibi fizyolojik olaylarda yer alirken, ayn1 zamanda hiicre igi stres
yanitlarinda da 6nemli bir aracidir. JNK aktivasyonu genellikle oksidatif stres, proinflamatuvar
uyarilar ve DNA hasar1 gibi zararh sinyallerle tetiklenir ve bu durumlarda mitokondriyal
disfonksiyon, pro-apoptotik gen ekspresyonu ve sitokin salinimi gibi olaylar1 baglatarak néronal

hasari artirabilir (de los Reyes Corrales vd., 2021).

Bu tez ¢alismasinda, AICl; maruziyetinin beyinde Jnk ekspresyonunu anlamli sekilde
artirdig1 saptanmis; bu artisin, noronal stres yanitinin devreye girdigine ve Jnk araciligiyla
apoptoz ile inflamasyonun tetiklenmis olabilecegine isaret ettigi diisiiniilmiistiir (Zhang vd.,
2020). Ote yandan, LUT ile yapilan tedavi bu artis1 anlamli sekilde baskilamis; bylece Jnk’nin
asir1 ekspresyonunun oniine gegilerek hiicresel stresin azaltildigi degerlendirilmistir. LUT un
antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri sayesinde, Jnk ekspresyonunu azaltarak hiicresel
hasart 6nledigi ve noronal hayatta kalmayi destekledigi sonucuna varilmistir (Ahmad vd.,
2021). Ayrica, LUT’un Jnk ekspresyonunu diizenlemesinin, sinaptik fonksiyonlarin
korunmasma ve norodejeneratif siireglerin  yavaglatilmasina katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir.

a-siniiklein (o-syn), basta Parkinson hastaligi olmak iizere bircok norodejeneratif
hastalikta toksik bir protein agregati olarak tanimlanmakla birlikte, son yillarda
noroenflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinde de merkezi bir rol oynadigi ortaya konmustur
(Lyra vd., 2023). Fizyolojik kosullarda sinaptik vezikiil dinamiginde gorev alan bu kiiglik
presinaptik protein, asir1 ekspresyon veya yapisal bozulmaya ugradiginda oligomerik ve
fibriller agregatlar olusturarak patolojik bir hale gelir (Calabresi vd., 2023). Bu toksik tiirler
ozellikle mikroglia hiicrelerini aktive ederek IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin asir1 salinimin tetikler. Stiregelen mikroglial aktivasyon, inflamatuvar yanitin
kroniklesmesine, oksidatif stresin artmasina ve ndronal dejenerasyonun hizlanmasina neden
olur (Bido vd., 2021). Yapilan ¢esitli deneysel ve klinik ¢aligmalar, Al maruziyetinin beyinde
a-syn protein diizeylerinde artisa neden olabilecegini ve bu proteinin yapisal biitiinligiini
bozarak toksik agregat olusumunu tesvik edebilecegini ortaya koymustur (An ve Xu, 2024;
Cheng vd., 2021).
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Bu tez ¢alismasinda, subkronik AICI3 maruziyeti sonrasinda sigan beyin dokusunda a-
syn protein diizeylerinde anlamli bir artis belirlenmistir. Bu artisin, AICl3 maruziyetine bagh
geligsen oksidatif stres, redoks dengesizligi ve inflamatuar reaksiyonlarla baglantili olabilecegi
diistiniilmektedir (Saberzadeh vd., 2016). Calismamizda, LUT tedavisinin a-syn protein
diizeylerinde anlamli bir diislis sagladig1 gézlemlenmistir. Bu bulgu, LUT un a-syn birikimini
siirlayarak inflamasyonla iligkili zararli etkileri hafifletebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
LUT’un antioksidan kapasitesi sayesinde, a-syn’nin oksidatif modifikasyonunun ve toksik
agregat olusumunun 6nlenmesine katkida bulunarak, néronal stresin ve inflamatuar siireglerin

azaltilmasina destek olabilecegi degerlendirilmektedir (Ali vd., 2025).

Calismamizda ayrica, gen diizeyinde degerlendirme saglamak amaciyla a-syn’in
kodlayic1 geni olan Snca’nin ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Hedefledigimiz Snca mRNA
diizeyleri ile a-syn protein ifadeleri arasindaki farkli profil, literatiirde yaygin olarak rapor
edilen bir fenomendir. Ornegin, sporadik PD vakalarinda SNCA mRNA diizeyleri artmazken a-
syn protein birikiminin gézlendigi bildirilmistir (Su vd., 2017). Bu baglamda, mRNA diizeyinde
anlamli degisim gozlenmemesi, protein diizeyindeki degisimin biyolojik 6dnemsiz oldugunu
gostermemektedir. Ciinkii translasyon, protein stabilitesi ve yikimi gibi post-transkripsiyonel
mekanizmalar sonucu protein diizeyi degisebilmektedir (Wu ve Bazzini, 2023). Bu durum,

calismamizda gozlenen sonuglarin gegerliligini desteklemistir.

Amyloid beta (AP) proteini, Alzheimer hastaligi basta olmak iizere birgok
norodejeneratif hastalikta sinir hiicreleri ¢evresinde birikerek toksik plaklarin olusumuna yol
acan 6nemli bir molekiildiir (Sengupta ve Kayed, 2022). Son yillarda yapilan ¢alismalar, Al
maruziyeti ile Af metabolizmas1 arasindaki baglantiya isaret etmektedir. In vivo ve in vitro
arastirmalar, Al maruziyetinin App ekspresyonunu ve AP iiretiminde gorev alan sekretaz
enzimlerinin aktivitesini modiile ederek AP birikimini artirabilecegini gostermektedir (Dey ve

Singh, 2022).

Bu ¢alismada, subkronik AlCl3 uygulamasinin beyin dokusunda 4pp mRNA ekspresyon
diizeyinde ve AP protein seviyesinde anlamli bir azalmaya yol actigi belirlenmistir. App
(Amyloid Precursor Protein), AR peptidinin onciil proteini olup, - ve y-sekretaz aracili
proteolitik kesimler sonucunda A olusumunu saglar (Hur, 2022). Af’nin sinir sistemindeki
biyolojik islevleri ve farkli izoformlarinin (6zellikle APi-40 ve APi-42) ndrotoksisite tizerindeki
etkileri goz Oniine alindiginda, bu calismada gozlenen App ekspresyonu ve AP diizeylerindeki
degisimlerin AICIz maruziyetiyle iliskili norodinamik stirecleri yansittig1 diistiniilmektedir
(Sehar vd., 2022). Ayrica, AB’nin iiretim, birikim ve temizlenme siire¢lerinde zaman ve beyin

bolgesine bagli degiskenlikler Ol¢iilen diizeylerin artis ya da azalis yoniinii etkileyebilir
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(Hampel vd., 2021). Literatiirdeki bu bulgular, bu ¢alismada AlCIl3 maruziyeti sonrast AP
protein seviyelerinde gozlenen azalmanin, AP metabolizmast ve bagisiklik yanitindaki
karmagik degisikliklerle iligkili norodejeneratif siireglere katkida bulunabilecegini
desteklemektedir. AP protein seviyelerindeki diislis, AICl3 maruziyetinin sinir dokusunda
baslattigi norodejeneratif siirecin bir yansimasi olarak degerlendirilebilir. LUT tedavisi, AB
protein seviyelerindeki azalmayi tam olarak geri dondiirmemekle birlikte kismen stabilize
etmis, bu bulgu flavonoidlerin antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri araciligiyla protein

metabolizmasini diizenleyici ve noroprotektif etkilere sahip olabilecegini ortaya koymaktadir

(Ahmad vd., 2021).
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda, aliiminyum kloriir (AICI3) maruziyetinin sican beyin dokusu
tizerindeki norotoksik etkileri kapsamli bir sekilde ortaya koyulmus; luteolin (LUT)
uygulamasinin bu toksik etkiler tizerindeki koruyucu rolii hem davranigsal hem de molekiiler
diizeyde degerlendirilmistir. Bulgular, AICl3 maruziyetinin beyinde belirgin bir ndrotoksisite
olusturdugunu; bu toksisite siirecinin oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz, kolinerjik
disfonksiyon, norotrofik faktdr azalmasi ve protein agregasyonu gibi ¢coklu mekanizmalarla

iliskili oldugunu gostermistir.

Hiicresel diizeydeki biyokimyasal bulgular incelendiginde, A1CI3 maruziyeti sonucunda
beyinde belirgin diizeyde oksidatif stres gelistigi gorlilmiistir. Bu durum, lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA seviyelerindeki artis ve bununla birlikte
antioksidan savunma sistemine ait SOD, KAT, GPx aktiviteleri ve GSH seviyelerindeki diisiisle
desteklenmistir. Ek olarak, gen ekspresyon analizleri birlikte ele alindiginda hiicresel
antioksidan savunmay1 diizenleyen sinyal yolaklarindan Nrf2 ve onun hedef geni Ho-I'in
ekspresyonlarinin  baskilanmasi, AICls'nin  endojen antioksidan sistemi zayiflattigini
diisiindiirmiistiir. Ayrica, detoksifikasyon enzimlerinden biri olan CypZel'in artmis gen
ekspresyonu, reaktif metabolit birikimini artirarak oksidatif hasar1 derinlestirmigtir. LUT
tedavisi ise oksidatif stres parametreleri normallestirilmis; MDA diizeyleri diiserken SOD,
KAT, GPx aktiviteleri artmis, GSH seviyeleri yeniden yiikselmistir. Nrf2 ve Ho-1 gen
ekspresyonlarinin artisi ile antioksidan sistem desteklenmis; Cyp2e! diizeylerinin baskilanmasi

yoluyla toksik metabolit {iretimi azaltilmistir.

Kolinerjik sistem diizeyinde yapilan degerlendirmelerde, AICl; uygulamasinin
asetilkolin ytkimidan sorumlu AChE enziminin aktivitesini artirdif1 saptanmig; bu durum,
asetilkolin diizeylerinin azalmasina ve buna bagli olarak biligsel fonksiyonlarin zayiflamasina
yol agmistir. Bu bozulma, davranigsal diizeyde de kendini gostermistir. Davranis testlerinde
(OFT ve NORT), AICl3’ye maruz kalan hayvanlarda anksiyete benzeri davranislarin arttigi ve
bellek performansinin azaldig: belirlenmistir. Ayrica, sinaptik plastisite ve ndronal aktivitenin
belirtecleri olan BDNF ve c-Fos diizeylerinde azalma gozlenmis, bu da noéronal iletisimin ve
beyin islevlerinin baskilandigina isaret etmistir. LUT tedavisi, yukarida belirtilen olumsuz
etkileri 6nemli Ol¢iide tersine ¢evirmistir. Kolinerjik sistem iizerinde de iyilesme saglanmis,
AChE aktivitesi normalize olmus ve bu da bilissel islevlerde toparlanmayi beraberinde
getirmisti. OFT ve NOR testlerinde anksiyete diizeyleri diismiis ve bellek performansi
artmistir. Ayrica, BDNF ve c-Fos diizeylerinin ylikselmesi sinaptik plastisitenin ve noronal
aktivitenin LUT tedavisi ile giiglendigini diistindiirmiistiir.
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Apoptozla iliskili gen ekspresyon analizleri, AlCl3'nin programlanmis hiicre 6liimiinti
tetikledigini ortaya koymustur. Hiicre i¢i hasarin gostergesi olan p53 ve proapoptotik Bax
genlerinin ekspresyonu artarken, antiapoptotik Bcl-2 diizeylerinin anlamli sekilde azalmasi,
hiicre 6liim mekanizmalarinin aktif hale geldigini gostermektedir. Apoptoz {lizerindeki etkiler
acisindan LUT, p53 ve Bax gen diizeylerini azaltmis; buna karsin Bcl-2 ekspresyonunu artirarak

hiicre 6liimiinii 6nleyici bir etki gostermistir.

Inflamasyon diizeyinde, AlCl; uygulamas1 Nfkb! ekspresyonunun artisina neden olmus;
bu artig, IL-1p diizeyindeki ylikselme ile inflamatuvar yanitin aktive edildigini gostermistir. Bu
bulgular, AIClz'nin proinflamatuvar sinyallesmeyi uyararak noroinflamasyon siireclerini
tetikledigini desteklemektedir. Uzun vadede bu siireglerin, noéronal hasart ve bilissel
fonksiyonlardaki bozulmalar1 daha da artirabilecegi diistinilmektedir. LUT tedavisi ile
inflamasyon parametreleri olumlu yonde etkilenmis, IL-1p ve NF-kB ekspresyonlar1 azalirken,

beyindeki inflamatuvar yiik hafifletilmistir.

Protein agregasyonu degerlendirmelerinde a-syn diizeylerinin anlamli sekilde arttigi
belirlenmis olup, bu durum AlCIl; maruziyetinin nérodejeneratif siireci tetikleyebilecegine isaret
etmektedir. AP diizeylerinde ise yalnizca azalma egilimi gbzlenmis, ancak bu degisim anlamli
bulunmamistir. LUT tedavisi, a-syn birikimini azaltirken A diizeyleri lizerinde belirgin bir etki

gostermemistir.

Elde edilen bulgular, LUT un AICl; ile indiiklenen norotoksisiteye karsi belirgin bir
koruyuculuk sagladigini ve bu etkinin 6zellikle 50 mg/kg dozunda daha belirgin oldugunu
ortaya koymustur. Bu calismanin sonuglar1 dogrultusunda, LUT’nin hem deneysel
norodejeneratif modellerde hem de gelecekteki klinik ¢aligmalarda tamamlayict tedavi ajani

olarak degerlendirilmesi onerilmektedir.

Gelecekte yapilacak calismalarin, LUT’un insanlarda giivenlilik ve etkinligini
degerlendiren kapsamli klinik calismalara odaklanmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. Bununla
birlikte, LUT un hedefledigi molekiiler mekanizmalarin ayrintili bigimde incelenmesi; 6zellikle
NF-xB, Nrf-2, p53, CYP2El ve BDNF gibi sinyal yolaklar1 iizerindeki etkilerinin
detaylandirilmasi, tedaviye yonelik farmakodinamik anlayisin derinlestirilmesini saglayabilir.
Ayrica, davranigsal degisikliklerin altinda yatan ndorobiyolojik siireglerin ileri diizey
goriintiileme ve elektrofizyolojik tekniklerle arastirilmasi, LUT un sinaptik diizeydeki etkilerini
daha net bir bigimde ortaya koyabilir. LUT gibi dogal flavonoidlerin nérodejeneratif hastalik
modellerindeki etkinligini degerlendiren translasyonel ¢aligmalarin artirilmasi, bu bilesiklerin

gelecekteki tedavi protokollerine entegrasyonu acisindan 6nemli katkilar saglayacaktir.
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