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1. GIRiS

Davranislarin deneyimlere gore degistirilebilmesi i¢in bilgiyi kazanabilme yetenegine
O0grenme, bu bilgiyi depolama ve korumaya ise bellek denir. Bellegin olusumu sirasinda
frontal lop, parietal lop, oksipital lop, temporal lop, hipokampus ve limbik sistem gibi beynin
bircok bolgesi aktive olur (1). Ogrenme; noronal sistemlerin adapte olabilmeleri, sinaptik

degisim ve gelismeleri igeren plastisitelerin bir sonucu olarak sekillenir (2).

Alkoliin 6grenme ve bellekteki hasarlayici etkisinin hipokampus ve hipokampus ile ilgili
yapilardaki hiicresel aktiviteyi degistirmesinden kaynaklandigi ayrica hipokampal noéronlar
ve afferentleri etkilemesinin de direkt olarak hasara yol agtigi diisiintilmiistiir (3). Alkol
tikketimine baglh olarak olusan serbest radikallerin karaciger, beyin gibi dokularda oksidatif

stresi indiikleyerek lipit peroksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (4,5).

Propolis, arilarin bitkilerin ¢icek ve tomurcuklarindan topladiklari re¢inemsi maddeleri
biyokimyasal degisikliklere ugratarak olusturduklar1 bir madde olup antibakteriyal, antiviral,
antioksidan, antifungal gibi bir ¢ok 6zellige sahip olmasindan dolay1 da ila¢ ve kozmetik
sanayinde genis capl kullanilmaktadir (6-13). Yapilan ¢alismalarda propolisin aktif bileseni
olan CAPE (cafeic acid phenethyl ester) ve flavonoidlerin (galangin, quercetin vb.) reaktif

oksijen tiirlerine kars1 antioksidan 6zeliklerinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir (11).

Calismanin amaci; alkoliin 6grenme ve bellek olusmasinda biiylik 6neme sahip
hipokampusta olusturacagi oksitatif hasarin tespit edilmesi, olusan oksidatif hasara ve serbest

radikallere kars1 propolisin koruyucu etkilerinin aragtirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 HIPOKAMPUS

2.1.1 Hipokampusun Anatomisi: Temporal lobun bir pargasi olup, kisa siireli bellegin
sekillenmesinde gereklidir (14). Koronal kesitlerde C harfi seklinde goriilen hipokampus
filogenetik olarak beyinin en eski bdliimlerinden biridir. Ventrikiile bakan yiizii konveks,
hemisferin alt kismima bakan yiizii konkav sekilli olup deniz atina benzerliginden otiirti
hipokampus adin1 almig olmakla birlikte dis yiizii kog boynuzuna benzediginden dolay1 da bir
zamanlar Cornu Ammonis adi ile de anilmistir (15). Korteks kismi ventrikulus lateralis’in
cornu inferius’ unun tabaninda yer alir, alt mediale dogru subiculum ve gyrus

parahippocampalis ile devam eder (16).

Cingulate \ Fornix
gyrus Pineal'gland
Mammitlary
Thalamus body

Pituitary gland

Hypothalamus
Amygdala
Hippocampus

Sekill: Insan beyninde hipokampusun yerlesimi (17).

Hipokampus  biitliinliyle yapisal olarak adimi verdigi formasyonun sinirlart iginde
bulunmaktadir. Hipokampal formasyon terimi; birbirinden farkli alt1 ayr1 anatomik bdlgeyi
kapsamaktadir. Bu bolgeler ; gyrus dentatus, cornu ammonis 1, 2, 3. alanlan
(CA1,CA2,CA3) ile asil hipokampus (hippocampus proper), subiculum, presubiculum,
parasubiculum ve enthorhinal korteksten olusur. Entorinal korteks, gyrus dentatus’ a giden
liflerini perforant yol ile tek tarafli verirken, gyrus dentatus mossy lifleri ile CA3 bolgesine

projekte olmakta, CA3 lifleri CA1’e; CA1 lifleri de subiculum’a uzanmaktadir (18).



Hippochimpus

CAd piramidal b k“-r____-'
Dentate gyrus Perloran yol

Masay liflar (Entarhinal korteks)

Sekil 2: Hipokampal formasyonun baglantilari. Purves D., (19).

Cornu Ammonis’ in bas harflerini temsilen CA olarak ifade edilir, hiicre yapisindaki
degisikliklerden dolayr CA1, CA2, CA3 ve CA4 gibi farkl alanlara ayrilmistir. CA3 ve CA2
alanlar1 genis hiicreli regio inferior’ a, CA1 alan1 ise regio siiperior’ a uzanmaktadir. CA2
alani; CA3 ve CAl alanlan arasina yerlesmis dar bir bolge olup CA3 alani gibi biiyiik
govdeli hiicrelere sahip, CA1 alanindaki hiicreler gibi mossy lif girdilerinden yoksundur (18).
Hipokampusta en belirgin hiicre tabakasi piramidal hiicreler olmakla birlikte tabakalar

ventrikiiler yiizeyden baslayarak derine dogru asagidaki gibi gruplandirilir (15) (sekil3).

1. Alveus: Subikulum ve hipokampusa ait hiicre aksonlarini igerir.

2. Sratum Oriens: Piramidal hiicrelerin bazal dendritleri ile interndronlarin yerlestigi
tabakadir. Buradaki noron aksonlarinin ¢ogu alveus liflerine katilir, diger hiicre aksonlari ise
en derinde yer alan molekiiler tabakaya kadar uzanir.

3. Sratum Pyramidalis: Hipokampusa asil seklini veren buradaki hiicrelerin dizilisidir.
Biiyiik piramidal hiicreler ve Golgi tip II hiicreleri cogunluktadir. Piramidal hiicrelerin tabani
hipokampusun ventrikiiler yilizeyine doniik olup bazal — apikal dendritleri komsu tabakalara
kadar uzanir.

4. Sratum Lucidum: CA3 alanindaki piramidal hiicreler ile baglanti saglayan yosunsu
lifleri igerir, insanlarda diger primatlara gore daha belirgin olup CA1l ve CA2 alanlarinda

bulunmaz.
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5. Stratum Radiatum
6. Stratum Lacunosum

7. Stratum Moleculare

Ince sinir lifleri ve ¢cok az sayida ndron igeren 5., 6. ve 7. tabakalar bazi yazarlar tarafin-
dan stratum moleculare adialtinda tek bir tabaka olarak kabul edilirken, baz1 kaynaklarda

ise 6. ve 7. tabakalar stratum lacunosum — moleculare ismiyle incelenmektedir (15).

Sekil 3: Koronal kesitte hipokampusun yapisi. Hipokampus: 1- alveus, 2- stratum oriens, 3-
stratum pyramidalis, 4- stratum lucidum, 5- stratum radiatum, 6- stratum lacunosum, 7-
stratum moleculare. Gyrus dentatus: 8- stratum moleculare, 9- stratum granulosum, 10-

stratum polimorfica. 11- fimbria hippocampi, 12- subiculum. Songur A., (15).

2.1.2 Hipokampal Yollar: Aferent yollar ve efferent yollar olmak tizere iki kisimda

incelenir. Hipokampus dolayli da olsa tiim duyusal uyarilar1 i¢eren afferentlere sahiptir.

2.1.2.1 Aferent Yollar: Entorinal alandan gelen uyarilar dort yolla hipokampusa iletilir.

1. Prefrontal Yollar: CA4 alani hari¢ tim hipokampusa dagilir. Entorinal korteksten gelen
aksonlar1 subikulum boyunca gyrus dentatusa ilerler.

2. Yosunsu ( mossy) lifler: Gyrus dentatus’ dan CA3 alanina giderler.

3. Sthaffer Kollateralleri: CA3 ve CA2 den CAl alanina uzanan piramidal hiicre
uzantilaridir.

4. Alvear Lifler: Subkortikal alanlardan gelen bu lifler alveus’tan gecerek hipokampusun

CA1 kismu ile subikulumun i¢ kismina dagilir (20,15).
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2.1.2.2 Eferent Yollar: Hipokampusun en biiyiik eferent yolu fornikstir (15,21).
2.1.3 Hipokampusun Fonksiyonlari:

Hipokampus, 6grenme ve bellekle ilgili genis bir limbik yapidir (22). Hipokampus diger
beyin boélgelerinden bilgiyi alir, yeni otobiyografik bellegi sekillendirir, bu prosesler
gerceklestikten sonra piramidal CA1l hiicreleri ile neokortekse geri gonderir (23). Piramidal
hiicreler olarak bilinen noronlar1 iceren hipokampusun CAl hiicreleri araciligi ile beynin
diger kisimlariyla haberlesmeyi saglar (23). Limbik sistemin bir parcasi olan hipokampusun
yeni bilgilerin depolanma kapasitesini ifade eden kisa siireli bellek ile ilgili oldugu
bilinmektedir (15,24). Yapilan son ¢aligmalarda hipokampusun bilgilerin kisa siireli bellekten
uzun siireli bellege aktarilmasi asamasinda da oldukg¢a onemli oldugunu gostermistir (16).
Sag hipokampus gorsel, sol hipokampus ise sozel bellek ile ilgili fonksiyonlarda daha fazla
aktivite gostermektedir (16). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda hipokampusun spesifik bellek
kategorilerinin olusmasiyla iliskili oldugu ve uzamsal bellegin gelismesinin hipokampusun

biitlinliigiine bagli oldugu gosterilmistir (25).

Hipokampusun; serebral korteks, amigdala, hipotalamus, septum, mamiller cisimcikler ile
indirekt baglantilarinin tiimii hipokampal formasyon adini alir. Gorme, isitme, koku,
dokunma, i¢ organ duyular1 gibi her tiirli duyusal uyar kiiciik bir alanda dahi olsa,
hipokampusu aktive eder. Hipokampus 6zellikle en biiylik ¢ikis yolu olan forniks ile 6n
talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gondererek gelen duyusal
sinyalleri farkli amaglar i¢in uygun davranis reaksiyonlar1 igerisinden geciren ek bir kanal

odevi gortir (25).

Ogrenme sirasinda meydana gelen uzun erimli potansiasyon (LTP) hipokampal dongiideki
degisikliklerin bir modeli olup, 6grenme degildir (25). LTP iki sinir hiicresi arasindaki
baglarin uzun siireli olarak gii¢lendirilmesidir. Yasayan hiicrelerde LTP dogal olarak
meydana gelir ve protein kinazlar, fosfotazlar, gen ekspirasyonu ve yliksek sinaptik

plastisitede biiyiik 6l¢iide rol oynar (28,27).

Molekiiler bir yol olan LTP sinaptik olaylarin gelismesi i¢in biyokimyasal mekanizmalari
baslatir. LTP’1n anahtar1 olan NMDA reseptorleri post sinaptik hiicre membranlarinda olusup

glutamat ndrotransmitterlerini baglar. NMDA reseptorleri hiicre membraninda ki kiigiik
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kanallar olup Ca iyonlarinin noron igerisine girisini kontrol ederler. NMDA reseptorleri iki

olayin birbirinden ayrilmasinda beyine yardimci olur (23,27).

Hipokampusun o6n bdlgesinde Ostradiolii konsantre eden ndronlarin saptanmasi, si¢an
beyninde hipokampusun uyarilmasi sonucunda ovulasyonda inhibisyonun olugmasi, forniks
kesildiginde ACTH saliminin bozulmasi; hipokampusun endokrin fonksiyonlarinin da

tizerinde durulmasina neden olmustur. (15).
2.2 OGRENME VE BELLEK

Ogrenme; davranisin deneyimlere gore degistirilebilmesi icin bilgi kazanabilme yetenegi,

bellek ise bu bilgiyi depolama ve korumadir.

Ogrenme yetenedi noronal sistemlerin adapte olabilmelerini,sinaptik degisim ve gelisimleri
iceren plastisitelerini gerektirir. Bu plastisite ve sinaptik degisiklikler; onlarin anatomik
baglarina, elektrofizyolojik atesleme paternlerine, protein sentezindeki degisimlere ve
ndrotransmitter sistemlerine bagl olarak ortaya ¢ikar (26). cAMP, cAMP - bagimli protein
kinaz gibi ikincil haberci sistemlerin aktivasyonu da 6grenmede Onemli rol oynar (28).
Sinaptik plastisitenin biiyiik bir kismi hipokampusta olusmakla birlikte cesitli kortikal
inputlar arasindaki baglarin kurulmasina yardim eden NMDA reseptorlerinin bulundugu
serebral korteks ve amigdalada da meydana gelir (26). Kisa siireli bellekte noronal
plastisitenin olusmasi, NMDA reseptorleri ve L- tipi voltaj kapili kalsiyum kanallar1 ile

diizenlenir (3).
Ogrenmeyi Nonassosiyatif §grenme ve assosiyatif dgrenme olarak siniflandirabiliriz.

2.2.1 Nonassosiyatif Ogrenme; ogrenilen olay ve informasyonlar birbirleriyle iliskili
olmak zorunda degildir, Habitliasyon (aliskanlik) ve sensitizasyon (duyarlilik) olarak iki

sekilde incelenir. Aligkanlikta uyaran 6nem tagimazken, duyarhlikta uyaran 6nemlidir.

2.2.2 Assosiyatif Ogrenme; Assosiyasyon kortekslerin gorev aldigi, iki farkli uyaran
arasindaki iligki 6grenilir.Klasik kosullanma ve enstriimental kosullanma olmak iizere iki
tiptedir. Klasik kosullanma; kosullu reflekslere dayanir. ilk kez Pavlov tarafindan fizyolojik
bir uyarana verilen basit bir refleks yanitinin giderek fizyolojik olmayan bir uyaranla

degistirilebileceginin gosterilmesiyle ortaya konulmustur. Enstriimental kosullanma; operant
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kosullanma olarak da ifade edilip,0diil ve ceza ogeleri kullanilarak 6gretilir. Yapilan

caligsmalarda limbik sistemde 6diil ve ceza merkezlerinin bulundugu gosterilmistir (1,2).

2.2.3 Bellek (Hafiza): Hipokampus (0zellikle piramidal hiicreler olarak bilinen noronlar
iceren CA1 hiicreleri) beynin diger bolgeleriyle haberlesmeyi saglar, 6zellikle neokortekste
lokalize olan bilgileri alir, yeni otobiyografik bellegi sekillendirir, neokorteksse geri génderir

(23).

NMDA, AMPA ve metabotropik glutamat reseptorlerinin aktivasyonu, NMDAI
seviyesinin kisa stireli artist ve GluR1 seviyesinin uzu siireli artis1 gibi hipokampusta
meydana gelen biyokimyasal olaylar bellegin sekillenmesinde olduk¢a oOnemlidir (29).
Bellegin olusturulmasinda hipokampusta LTP’in kodlanmasi1 da etkilidir (26). Bellegin
yapilanmasi sirasinda beynin birgok bolgesi (frontal, parietal, oksipital ve temporal loplar,
hipokampus ve limbik sistemin diger yapilar1 arasindaki noronal aglar) kendiliginden aktive

olur ve bu siire¢ milisaniyeler icerisinde gerceklesir (1).
Fizyolojik bakis agisindan bellegi net bellek ve gizli bellek olarak iki genel tipe ayirabiliriz:

bhellek

g -

(' netbellek )  gizli hellek)

b

| 3 L] 13
olavlar gercekler aszosiatif tetilleme

Ggrenme

¥ P
cduyzugal motor
cevaplar hareketler

Sekil 4: Fizyolojik Caidan Bellegin siniflandirilmasi. Robertson L., (1).

2.2.3.1 Net Bellek (Eksplisit Hafiza): Acikca belli olan bellek olarak ta adlandirilir, bir

kisinin yasamis oldugu deneyimleri bilingli olarak hatirlamasidir. Hipokampus ile beynin
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medial temporal loblarinin diger boliimlerinde depolanma sonucunda gelisir. Eksplisit bellegi

kisa siireli ve uzun siireli bellek olarak ayirabiliriz (1,2).

2.2.3.1.1 Kisa siireli bellek (hafiza); Ogrenmeden hemen sonraki saniyeler igerisinde
gelisir. Telefon rehberine bakildiktan sonra numaray1 sadece ¢evirene kadar hatirlama buna
ornek verilebilir (1). Kisa siireli bellekteki bilgiler yeni bilgiler tarafindan maskelendigi i¢in
kisa siirede silinerek kaybolur veya hipokampusta bir siire saklandiktan sonra uzun siireli
bellege aktarilir. Kisa siireli bellek olusumunda néron gruplar1 arasindaki uyar1 devreleri is

gortr (2).

2.2.3.1.2 Uzun siireli bellek (hafiza); Bilgilerin uzun siireli bellekte depolanmasi uzun
zaman alir, bunun i¢in ¢ok tekrar gerekir. Uzun siireli bellek hi¢cbir zaman dolmaz sinirsiz
kapasitesi vardir. Uzun siireli bellek sinir sisteminde ndronal baglantilarin kalic

fonksiyonel,biyokimyasal ve yapisal degisikliklerini gerektirir (1,2).

gorsel
sinyaller
—
. b P birlegtirme R
y .
- l
{ I kiga | /7 uzun sirel
'l(':‘\:l““:lllll‘"lSl gtreli | caligan | bidegtime | hafiza
aAVvlc L C .
‘. *hafiza™ hafiza g
\
",

/ L S E— — L
15itsel

sinyaller veniden ¢agirilma

Sekil 5: Beyinde net bellegin olusumu. Robertson L., (1).

2.2.3.2 Gizli Bellek (Implisit Hafiza): Bir kez kazamldiktan sonra bilingsiz ve
kendiliginden gerceklesen beceri ve aliskanliklar1 kapsar, bilingli hatirlama yoktur,

hipokampusta islenmez, kosullu refleksleri ve nonassosiyatif 6grenmeyi kapsar (1,2).

2.3 ALKOLUN OGRENME VE BELLEK MEKANIiZMALARI UZERINE OLAN
ETKILERI

Alkoller; alkanlardan bir veya birka¢ hidrojenin ¢ikarilarak yerine hidroksil ( —OH)

grubunun gecmesiyle tiireyen bilesikler olup alkanlarin sonlarlindaki —an ekinin kaldirilip
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yerine —anol ekinin getirilmesiyle ya da tiiredikleri alkil grubundan sonra alkol sézciigi

kullanilarak adlandirilir (30).

Alkoller; meyve sulari, yas ve kurutulmus meyveler ve tahil tanelerinin i¢inde bulunan
seker ve polisakkaritlerin maya mantarlar1 tarafindan anaerobik fermantasyonuyla elde
edilirler, fermantasyon ortamindaki alkol konsantrasyonu ortalama %12-14’e ulastiginda ya

da ortamdaki karbonhidratlar tiikendigi zaman fermantasyon durur (31).

Alkoliin biiyiik bir kismi karacigerde (%90) metabolize edilirken geri kalanin bir kism1
akcigerlerden, bir kismi bobreklerden idrar yoluyla kalan kismi da ter bezlerinden salgi
yoluyla disar1 atilir. Alkoliin karacigerdeki metabolizasyonunda ii¢ farkli enzim sistemi gorev
almaktadir: Sitozolde alkol dehidrogenaz, endoplazmik retikulumda mikrozomal ethanol

okside edici sistem ve peroksidazlarda katalaz (31,32,33).

Alkol Dehidrogenaz,; Stoplazma igerisinde bulunan, cinko ihtiva eden bir enzim olup
alkoliin metabolize edilmesinde biiyilk 6neme sahiptir.85.000 kilodalton molekiiler
agirhiginda dimerik bir molekiil olan alkol dehidrogenaz; hidrojen atomlarinin alkolden
(etanol) bir kofaktor olan nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)’e transferini saglayarak,

alkolii (etanol) asetaldehite doniistiirtir (32,33).

CH,H;sOH (alkol) + NAD-AkelDehidrogenaz_ o, CHO (Asetaldehit) + NADH + H"

Bu sistemde alkoliin oksidasyonu nikotin amid adenin diniikleotid kofaktoriiniin (NAD)
NADH’ e indirgenmesine bagli olmakla birlikte kronik alkol kullananlarda NADH/NAD

orani artarak karacigerde laktat, yag asidi iirik asit olusumunun artmasina neden olur.

Mikrozomal Etanol Oksitleyici Sistem (MEOS),; Lieber ve De Carli tarafindan tanimlanan
bu sistemde endoplazmik retikuluma yerlesmis olan karmasik fonksiyonlu bir oksidaz gorev
yapar (P- 450), karacigerde alkoliin de dahil oldugu bir¢ok ilacin oksitlenmesini saglar. Bu
enzim sisteminde NADPH kullanilir. NADPH kofaktor olarak NAD yerine oksijene ihtiyag
duyar, oksitlenme NADPH + H’in NADP’ ye doniismesiyle gerceklesir (33).

CH,HsOH + NADPH + H" +0, ME9S_, CH;CHO(Asetaldehit) + NADP + 2H,0
Alkol; sitokrom P- 450 rediiktaz enzimine baglanmada ilaglar ile yarisir, bu nedenle kronik

alkoliklerde alkoliin enzimin aktif merkezini isgal etmesi sonucu barbitiiratlar gibi bazi
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ilaglarin  dolasimdaki  konsantrasyonunu toksik seviyeye ulastirabilmesine neden

olabilmektedir (33).

Katalaz; alkoliin oksidasyonunda katalaz ve siliperoksit dismutaz gibi peroksizomlarda

bulunan enzimler hidrojen peroksit ile birlikte nemli rol oynamaktadirlar (31,33).
CH,H;0H + H,0, ™ | 2 H,0 + CH;CHO
2.3.1 Alkol ve Beyin Bolgelerinde Olusturdugu Hasarlar:

Alkol, kisa stireli bellekte anterograt amnezi ve lateral hipotalamik alanlarda hipotalamusun
dentat gyrusu ile baglantili olup anjiotensin (néromediatdr) iceren hiicreler ile dentat gyrus

hiicrelerinde inhibisyona neden olarak 6grenme ve bellegihasarlayici etkiye sahiptir (34,35).

Yapilan bir¢ok calismada alkoliin noéronal aktivitedeki baskilayici mekanizmasinin, hiicre
membraninin yapisinda bulunan lipit gibi anahtar rol iistlenen molekiillerin hareketini
degistirmesinden ileri geldigi, bdylece noronal plastisiteyi Onledigi goriilmiistiir. Bu
degisikliklerin alkoliin; hiicre membranindaki negatif ve pozitif yiiklii atomlarin gecisini
kontrol etmesi, noronlar arasindaki haberlesmeyi etkilemesinden kaynaklandigi ayrica
alkoliin lipit molekiillerinin hareket alanini ve oranini arttirarak indirekt olarak membrana
bagli proteinlerin fonksiyonlarim1 bozmasi ve uyarilmalarimi azaltmasi ile ilgili oldugu

diistintilmektedir (36-38).

Alkoliin hipokampusta bulunan hiicrelerin aktivitesini degistirerek direkt ve hipokampal
piramidal hiicrelerin ateslemesini baskilayarak lokal olarak hipokampal fonksiyonlara zarar
vermesi muhtemeldir (23,39,40). Alkoliin hasarlayici etkisinin hipokampus ve hipokampus
ile 1ilgili yapilardaki hiicresel aktiviteyi degistirmesinin yani sira hipokampal noéronlar ve

afferentleri etkilemesinin de direkt olarak hasarlara yol agtig ileri siirtilmiistiir (23,37).

Alkol, 6nceden depolanmis bilgiye zarar vermezken, yeni uzun siireli bellek olusumunu
saglayacak olan bilgilerin belli bir siireligine depolandigi kisa siireli bellegi (Short term
memory) bloklayarak bilgilerin 6grenilmesini zorlastirir (23). Acheson ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismalarda; alkol toksikasyonuna maruz kalan kisilere bir kelime listesi
verildigi anda kelimelerin hatirlanmasinda sorun olmazken 20 dk. sonra, bilgilerin tekrar

hatirlanmasimin giiglestigi gozlenmistir. Bu sorun, kisa siireli bellekteki bilgilerin uzun siireli
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bellek depolarina transferinde alkoliin engelleyici bir etkiye sahip olmasindan ileri

gelmektedir (23).

dirrusal
uyarilar

|

geri donisim

geri danisim

-
d | | Transfer kisa UZLIEN
hz%iggsa | streli Transfer streli
(kodlanma) | pafiza = | hafiza

kodlanma

alkol temel olaral: bilgilerin
STM'den LTM've
depolanmasi igm bilg
transteri onler

Sekil 6: Alkoliin bellek tizerindeki hasarlayici etkisi. Aaron M., (23).

Alkol; beyin-sinir-hiicre haberlesme sisteminde segici 6zellige sahiptir. Yapilan in vivo ve
in vitro ¢aligsmalarda; alkoliin, beyinin bazi bolgelerindeki hiicresel aktiviteyi degistirirken
baz1 bolgelerde degisiklik yapmadigi rapor edilmistir. Alkol, medial septumda hiicresel
aktiviteyi baskilarken, lateral septumda hiicresel aktiviteyi degistirmedigi, ventral segmental

alanda ise hiicresel aktiviteyi arttirdigi bildirilmistir (3).

Alkol afferent beyin bolgesindeki hiicresel aktiviteyi degistirerek, hipokampal
sinapslardaki ligant kapili iyon kanallariyla etkileserek ¢ok farkli yollardan hipokampal
fonksiyonlar1 hasarlar (37). Membrana bagli proteinlerin major iki tipi de (ligant kapili iyon
kanallari, voltaj kapili iyon kanallar1) alkoliin farmakolojik olarak iligkili dozlarindan direkt
olarak etkilenir (37). Yapilmis olan bir ¢alismada, alkoliin membrana bagli proteinlerle
etkileserek (ligant kapili iyon kanallar1 da dahildir) hiicresel aktiviteyi etkiledigi
belirtilmistir. Fakat bir bagka calismada alkoliin etkilesimde oldugu hedeflerin reseptor-

iyonofor komplekslerinin sadece belirli alt tipleri oldugu bildirilmistir (3).

Arastrimacilar, alkoliin Glutamat reseptorlerinde de segicilik gosterdigi ve GABA’ nin (y-
aminobiitrik asit) GABA4 gibi bazi alt tiplerinde inhibitdr etki yaparken diger tipleri lizerine
etkili olmadigini rapor etmislerdir. Alkoliin 6§renme ve bellek tizerindeki etkilerini arastiran

bilim adamlari; alkoliin, NMDA reseptorlerinin bazi alt tiplerinin aktivitelerine karsi
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kuvvetli bir antagonistlik gosterirken, diger glutamat reseptorlerinin aktivitelerindeki

hasarlayic1 6zelliginin daha az oldugunu savunmuslardir (3).

2.3.1.1 Alkoliin NMDA Reseptorleri Uzerine Olan Etkileri; Alkol hipokampusta yaygin
olan NMDA reseptorlerinin antogonisti olarak etki eder (40). LTP uzun siireli bellegin
olusumunda oldukca 6nemli role sahip olup NMDA reseptorleri LTP olusmasinda anahtar rol
uistlenirler. (23,25). Kronik alkol tiiketimi reseptdr sikliginda artma (up regulasyon) yapar.
Bunun sonucu olarak NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasi, reseptor kanali i¢inden nérona
asir1 Ca”" girisine ve noron dliimlerine neden olur (25,31). Tiim bunlarin sonucunda NMDA
reseptor antagonisti olan alkol; LTP’in indiiklenmesini inhibe eder, medial septal
ndronlardan hipokampusa gelen sinyallerin ¢ikigini baskilayarak teta ritmini bozar ve uzaysal
o0grenmede hasarlar meydana getirir, hem kazanilan hem de temsil edilen uzaysal olaylari

hasarlar (23,25).
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Sekil 7: Alkoliin NMDA reseptdrleri iizerine olan etkisi (41).

2.3.1.2 Alkoliin GABA Reseptorleri Uzerine Olan Etkileri; Alkol, temel olarak beyinde
ana inhibitoér néromediyator olan GABA(y- aminobiitrik asit)’nin GABA4 tipi reseptorlerini
indirekt olarak aktive eder, kloriir kanallarinin agilmasini kolaylastirir béylece néronlarda
hiperpolarizasyon olusur. Hiicrede aksiyon potansiyelinin olugmasi i¢in gerekli olan esik
enerjisi degeri artar. Alkol beyinin néronal hiicre iletisim sisteminde secici etkilere sahiptir.
Noronlarin bazi bolgelerinde GABA ile diizenlenen inhibisyon olaylarini arttirirken aym
hiicrenin diger bolgelerinde azalttig1 belirtilmistir (37,42). Alkol temel olarak GABAerjik
interndronlarin uyarilmasinmi arttirarak, bellek ve 6grenmede gerekli temel hiicrelerin

aktivitesi iizerine etki ettigi diisiiniilmektedir (23).
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Sekil 8: Alkoliin GABA, lizerine olan indirekt etkisi, (43).

Kemirgenlerde yapilan c¢aligmalarda; hipokampusun piramidal CA1 hiicreleri, ger¢eklesen
olay ve davranislarin diizenlenmesinde, bellegin olusumunda kritik olarak 6nemli olan
hiicrelerdir ki bundan dolay1 bu hiicrelerde yapilan ¢alismalarla zarar gérmemis hipokampal
cikislarda alkoliin olusturdugu etkileri degerlendirmek miimkiindiir. Yapilmis olan bir
arastirmada; 15dk. i¢cin Y seklindeki labirentte simetrik olarak yiyecek aramalarina izin
verilen hayvanlarin beyinlerine mikroelektrotlar yerlestirip, hipokampal aktiviteyi dlgmiisler
ve hipokampustaki noronal aktivitenin alkol alindiktan 45 -60 dk. sonra yapilan kayitlarin,
alkol alinmadan 6nce kayit edilen aktiviteye oranla oldukg¢a azalma gdosterdigini, aktivitenin
alkol almimindan 7 saat sonra ise eski haline dondiigiinii istatistiksel olarak ortaya
koymuslardir (23,25). Yapilan bir diger c¢alismada arastiricilar alinan alkol dozunun
piramidal hiicrelerdeki baskilama derecesini etkiledigini bulmuslardir. 0,5 g/kg olan alkol
dozunun hipokampal aktiviteyi belirgin bir oranda degistirmezken 1,0 -1,5 g/ kg’ lik bir

dozun bir saat icerisinde aktiviteyi belirgin bir oranda baskiladig1 gozlemlenmistir (23,25).
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Alkol Hipokampusun fonksiyonlarim hasarlar
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Sekil 9: Alkoliin hipokampal hiicre aktivitesine olan etkisinin zamana bagli degisimleri,

Aaron M., (23,25).

Sonug olarak yapilan ¢alismalar géz oniine alindiginda; 6grenme ve bellegin olusmasinda
onemli rol iistlenen hipokampusun alkoliin etkilerine karst duyarli oldugu goriilmiistiir.
Insanlarda yapilan ¢alismalarda toksikasyona neden olacak diizeyde alkol tiiketiminin kelime
listelerinin 6grenilmesi, resimlerin taninmast gibi kisa siireli bellek olusumlarini olumsuz
yonde etkiledigi, 6grenme ve bellegi Ozellikle kisa siireli bilgilerin uzun siireli bilgilere
gonderilme asamasinda etki ettigi bundan dolayr da onceden Ogrenilen bilgilere zarar

vermezken yeni bilgilerin hatirlanmasini zorlastirdig goriilmiistiir.
2.4 OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN ENZIMLER

Hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak olusan serbest radikaller,
atomik veya molekiiler yapida c¢iftlesmemis en az bir elektron bulunduran yapilar olup
yiiksek reaktiviteye sahiptirler. Somatik hiicreler ve bagisiklik sisteminde hasarlara neden
olurlar. Serbest radikallerin etkilerini notralize eden, kanser, kalp hastaliklar1 ve erken
yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen molekiillere ise antioksidanlar

denir ( 44-46).

2.4.1 Oksidatif Stres; Canli organizmada normal metabolizma sirasinda ortaya
cikabilecegi gibi patolojik yollarla da olusabilen serbest radikaller ve bunlara karsi koruyucu
sistem olan antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine

kaymas ‘oksidatif” stres olarak bilirnir (47,48).

Oksidatif stresin temel olarak iki nedeni olabilir (45,47);

21



1). Beslenme bozukluklarina bagli olarak gerceklesen antioksidanlarin yetersizligi (o-
tokoferol, askorbik asit, GSH sentezi i¢in gerekli siilfiir igeren aminoasitler veya riboflavin

yetersizligi v.b. )

2). Serbest radikal {iretiminin artmas1 (asir1 oksijene maruz kalma, toksinler veya romatoid

artrit gibi kronik inflamatuar olaylarda fagositlerin agir1 uyarilmast)

2.4.2 Serbest Radikaller; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirligi diisik ve ¢ok etkin molekiillerdir. Bu eslesmemis elektronlar
yiiksek enerjili olup eslesmis elektronlar1 ayirarak islerine engel olurlar bu da serbest

radikalleri hem tehlikeli hem de kullanigh yapar (44,45,47,49,50).

Serbest radikaller; elektron transferi, enerji iiretimi ve diger pek ¢ok metabolik islevde
temel olusturduklarindan dolayr  yasam icin gereklidirler (46). Bunun yam sira zincir
reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig gosterirse hiicrede hasara neden olur, 1954 yilindan bu
yana bir ¢ok bilim adami serbest radikallerin yaglanma ve dejeneratif hastaliklara neden

oldugunu bildirmis bulunmaktadir (44,45,47).

Serbest radikalleri notralize edilememesi durumunda ;

- Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 61diirme,

- Membran lipit ve proteinlerini yok edip, hiicre membraninin yapisin1 bozarak hiicre
fonksiyonunu engelleme,

- Cekirdek membranini yararak ¢ekirdekteki genetik materyale etki edip DNA’ da kirilma
ve mutasyona agik hale getirme,

- Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ettikten sonra, bagisiklik sistemini zayiflatma gibi

viicutta ciddi hasarlar olusturabilir (45,51).

2.4.2.1 Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar:

Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynagi vardir;

2.4.1.1 Eksojen Kaynaklar;

- Radyasyon Etkisi,

- Alkol ve uyusturucu gibi aligkanlik yapan maddeler,
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- Ksenobiyotikler; hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi, pestisidler, sigara

dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar,
- Antineoplastik ajanlar; nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin,
- Stres; streste artan katekolaminlerin oksidasyonu serbest radikal kaynagidir.
2.4.2.1.2 Endojen Kaynaklar;
- Mitokondrial elektron transportu ; en biiyiik endojen kaynaktir.
- Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler,
- Enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin,

- Kiiglik molekiillerin oksidasyonu; tioller, hidrokinonlar, flavinler, tetrahidropterinler,

antibiyotikler,

- Endoplazmik retikulum ve niikleer elektron transport sistemleri; sitokrom P-450, sitokrom

b5, VS.

- Plazma membran1 enzimleri; lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde NADPH

oksidaz, lipit peroksidasyonu,
- Oksidatif stres yapici durumlar; iskemi, travma, intoksikasyon,
- Aktive olmus fagositler ( solunumsal patlama), (44,47,52,53).

2.4.2.2 Serbest Oksijen Radikal Tiirleri; Mitokondrilerdeki elektron transport zincir
reaksiyonlart sonucu normalde suya doniisen molekiiler oksijenin % 1-3’ii 1 elektron alarak
O, 2 elektron alarak H,O, ve 3 elektron alarak "OH olustururlar (47). Molekiiler oksijenin
hidroksitle tepkimesi veya elektromanyetik radyasyonun absorbsiyonu, singlet oksijen (‘O,)

iiretimine yol acabilir (52).
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Sekil 10: Mitokondriyal elektron transportu sirasinda serbest oksijen radikallerinin

olusmasi, Buchter D.D., (47).

2.4.2.2.1 Siiperoksit Radikalleri (O," ); Siiperoksit dismutaz adi verilen bir enzimle
inaktive edilirler, hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda veya oksidazlar gibi
bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar (45). Biyolojik sistemlerde iiretilen ¢cok sayidaki
diger radikallere gore fazla reaktif olmamakla birlikte asil 6nemi; H,O, kaynagi olmasi ve

gecis metalleri varliginda ¢ok reaktif olan OH radikaline doniismesidir (52).

2.4.2.2.2 Hidrojen Peroksit (H,0;): O, anyonunun spontan veya SOD enzimiyle

dismutasyonu veya direkt olarak oksijenin indirgenmesiyle meydana gelir (47).
20, 2H" —» H,0, + 0,

Kimyasal olarak radikal oOzelligi gostermese de reaktif oksijen tiirevi olarak kabul
edilmekte, serbest radikal hasarinda 6nemli rol oynamakla birlikte olustuktan sonra ya direkt
olarak oksidatif hasar yapar ya da Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonuna girerek daha reaktif

olan hidroksil radikaline doniisiir (47,54).

2.4.4.4.3 Hidroksil RadikaliCOH): Biyolojik sistemlerde bulunan en reaktif ve hasar
verici serbest oksijen radikali olup demir veya bakir gibi ge¢is metallerinin (M) varliginda

05" ve H,0, den (Fenton ve Haber- Weis Reaksiyonlar1) veya ONOO™ den olusur (47,50,53).
M™" + H,0, —> M™"Y +OH + OH  (Fenton reaksiyonu)
H,0, + 0, —0,;+'OH + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu)

0;+NO — 5 ONOOH — 5, 'OH+NOy (53)
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Hidroksil Radikali (OH") baslica lipitler, proteinler, karbonhidratlar, sitokromlar ve niikleik
asitler olmak tiizere hemen hemen tiim hiicresel makro molekiillerle reaksiyona girebilir,
DNA yapisindaki baz ve sekerlere ciddi zararlar verir ki bunun yani sira DNA zincir
kirilmasini da indiikler. Hasar ¢ok kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan
onarilamayabilir ve hiicre 6ltimleri gergeklesir. "OH’1n reaktivitesi o kadar yiiksektir ki; canli
hiicrede meydana geldigi anda hemen ikincil radikaller olusturarak yanindaki her biyolojik

molekiile reaksiyon verir (47,53).

Fentor/Haber-Weiss reaksivonlart
Perolsimitriz asit parcalanmas)
Buyun homolitik pargalanmas:

R Buperalcsit ve HOCL etkilesimi
U - Karbonhidratlar

moleknller
Hidroksilasyon

Ara denisim

OH RNA
Bar
alllenmesi

\\

Seleer
/ A ¥ eklenmest
Lipitler ‘ DA

Yarilanma omrn 10 5

Aldehitler Aminoasitler/ Eﬁeiﬁi:;ﬂgﬁjﬁzei 3
E;z;lu gatlar Srgte rapraz baglanmast, Zincir
Hidrokarborlar  Protein konformasyonu ayrilmast

Olsisteroller Aromatik hidroksilasyon

FUFA Di-tirozin

perolzsitler solfor

arminoasitlern

Sekil 11: Hidroksil radikali ve hiicredeki ¢esitli molekiillere etkileri, Allegra M., (47).

2.4.2.2.4 Singlet Oksijen ('0,): Serbest radikal olmamasina ragmen ¢esitli molekiiller i¢in
potent oksidandir. Biyolojik olarak 6nemli proteinler ve metiyonin, triptofan, histidin veya

sistein gibi aminoasitlerle reaksiyon vererek 6nemli hasarlar olusturur (47,53).

2.4.2.2.5 Hipokloroz asit (HOCI): Yabanci organizmalar tarafindan uyarilan tim
makrofaj sistemleri O, iiretir. Olusan O, fagozomdaki SOD enzimi tarafindan H,0;’ e

dontstiiriiliir. Bu molekiil de miyoloperoksidaz enzimi tarafindan ortamda bulunan klor
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iyonlartyla reaksiyona girerek HOCI olustururken cogunlugu gecis metalleri varliginda
"‘OH’ne doniisiir. Sonugta ortaya ¢ikan her iki iiriin yabanci organizmalar1 dldiirmesi yaninda
cevredeki normal hiicrelere de zarar verir. Ozellikle hiicre yiizeyinde bulunan molekiillerin

stilfiir (-SH) gruplarini okside ederek membran gegirgenligini degistirir (47).
2.4.2.3 Reaktif Nitrojen Tiirleri:

2.4.2.3.1 Nitrik Oksit (NO): Bir azot ve bir oksijen atomunun paylasiimamis
elektronlartyla birlesmesinden olusmustur. Hiicresel membranlar1 kolayca gecen, hidrofobik
ve yliksiiz bir molekiil olan NO", farkli genler tarafindan kodlanan 3 izoformu bulunan NOS

enzimi tarafindan L- arginin’in guanidino grubundan sentezlenir (47, 55).

Kan basmcimin diizenlenmesi, immiin hiicreler tarafindan patojenlerin yikimi, sinirsel
iletim gibi bircok gorev istlenir. Fizyolojik konsantrasyonlarda Guanilaz siklaz ve protein
kinazlar gibi hiicre i¢i habercileri uyararak damar diiz kasinin gevsemesine neden olmasinin
yani sira lipit peroksidasyonun ilerlemesini inhibe eden serbest radikal hasarini azaltan
yararli yonleri de vardir. Buna karsin yiiksek diizeylere ulastiginda demir-siilfiir proteinleri
ve diger proteinlere hasar verebilir, Proteinlerin ADP-ribozilasyonunu arttirir ve direkt olarak

DNA hasar1 yapar (47).

2.4.2.3.2 Peroksinitrit anyonu (ONOQO"); NO”in O, radikallerinin tek baslarina sahip
olduklarindan ¢ok daha fazla toksik Ozelliklere sahip, nitratlayict ve giiclii bir oksidan
ajandir. Non-protein ve protein siilfhidriller gibi; 6nemli biyolojik maddeler, deoksiriboz ve
coklu doymamis yag asitlerine saldirmalar1 yiiksek oranda toksik olmalarindan ileri
gelmektedir. Kismen stabil olan ONOO’, sonucta ¢ok reaktif olan peroksinitréz asit
(ONOOH) ve 'OH’ne parcalanir. ONOOH stabil olmayan bir molekiil olup, her zaman
olmamakla birlikte ‘OH radikaline doniistir (47, 55).

2.4.2.3.3 Peroksil Radikali (LOO’); LOO" Oldukca reaktif olup zincir reaksiyonlarmin

ilerlemesini saglar ve bdylece yag asitlerinin yogun olarak par¢alanmasina yol agar (54).

2.4.3 Serbest Radikallerin Hiicresel Yapilara Etkileri; Serbest radikaller; hiicrelerin

lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesenlerine etki ederler.

2.4.3.1 Membran Lipitlerine Etkileri;, Biyomolekiillerin bir ¢cogu o6zellikle de lipitler

serbest radikallerden etkilenir. Membrandaki kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari
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serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri olustururlar.
Peroksidasyona en duyarli olanlar doymamis yag asitleridir. Radikal, yag asidi yan
zincirindeki karbon atomlarindan bir hidrojen koparir, karbon merkezli bir radikal olusur.
Olusan bu radikal oksijen ile birleserek peroksi veya peroksil radikali olusturur, bunlar da

baska yag asidi yan zincirleriyle reaksiyona girip lipit hidroperoksitleri olustururlar. (46,47)

Lipit pereoksitleri yikildiginda, cogu biyolojik olarak aktif aldehitler olusur. Bu bilesikler
hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan difiize olup
hiicrelerin diger boliimlerine hasar1 yayarlar, ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asitle olgiilebilen malondialdehid (MDA) olusur ki bu
yontem lipit peroksit diizeylerinin Sl¢iilmesinde siklikla kullanilir. Lipit peroksidasyonu ¢ok
zararh bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif
aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Hidrofobik yapida olduklarindan,
cogu membrana bagli molekiillerle reaksiyona girip membran gecirgenligini ve
mikroviskozitesini ciddi sekilde degistirirler. Peroksidasyonla olusan MDA, membran
bilesenlerinin capraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrensik

membran 6zelliklerini degistirir (47,56).

2.4.3.2 Proteinler Uzerine Olan Etkileri; Serbest radikaller etkilenme dereceleri amino
asit kompozisyonuna bagli olmakla birlikte proteinleri de énemli 6lcilide etkiler. Doymamis
ve siilflir iceren molekiillerin serbest radikallere duyarlilifi ¢ok fazla iken sistin, sistein,
histidin, metiyonin, triptofan ve trozin igeren proteinler oksidanlara en duyarli olanlaridir

(46,47).

‘Serbest radikaller aminoasitlerin oksidasyonu yaninda, peptid baglarinin hidroliz, disiilfit
baglar1 olusumu ve ¢apraz baglanmalara neden oldugundan dolay1 enzimler fonksiyonlarini

kaybedebilir’ (49).

2.4.3.3 Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri; Hidroksil radikali basta olmak {izere serbest
radikaller niikleik asit bazlarinin modifikasyonu ve DNA seridi kirilmalarina neden olur,
DNA polimerazi inhibe eder, karsinogenezis, hiicre yaslanmasi ve hiicre 6liimiine kadar

giden siirecleri baglatip ilerletebilir (45,46,51).
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Tiim bunlara ek olarak serbest radikaller, hiicrede enerji sistemini etkileyerek ATP
seviyelerinde azalmaya neden olur. Oksidanlara maruz kalan hiicrelerde hem glikolitik, hem
de mitokondrial yol bloke olmaktadir. Glikolitik yolla ATP sentezinin blokaji GAPDH
(gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) inhibisyonu, NAD azalmasi sonucu olmaktadir.
Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP sentezi de ATP sentetaz aktivitesinin

azalmasi sonucunda etkilenir (51).

2.4.4 Alkoliin Olusturdugu Oksidatif Stres: Alkol tiiketiminin karaciger ve karaciger dis1
dokularda oksidatif stresi indiikleyerek lipit peroksidasyonuna neden oldugu, bu durumun ise
kompleks ve interaktif bir siire¢ oldugu disiiniilmektedir (36,47). Genellikle karacigerde
meydana gelen alkol metabolizmasinin en erken fazinda tam oksidasyon ile agiga ¢ikan
oksijen ve NO radikalleri, asetaldehit artisi ile hiicre i¢i redoks durumunu belirgin olarak
degistirmektedir (5). Ayrica; alkol ve en Onemli metaboliti asetaldehitin metabolize
edilemedigi dokularda serbest radikal tiirlerinin olusumuna neden oldugu ve bu dokularda
pro-oksidan etkisi sonucu alkolle iligkili toksisite ve hasardan sorumlu olabilecegi ileri

stiriilmektedir (5,6).

Alkol metabolizmasi sirasinda karacigerde aktivitesi oldukca artan ksantin oksidaz, serbest
radikal olusumuna yol agmasinin yani sira asetaldehit metabolizmasmin da ksantin oksidaz
veya aldehit oksidaz araciligiyla serbest radikaller iiretebilir. Kronik alkol tiiketiminde daha
aktif hale gecen hepatik mikrozomal P450 2E1 enzim sistemi ve katalaz yolunun da
stiperoksit (O,™), hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikallerin iiretimiyle iligkili oldugu

ve serbest radikal {iretimini artirdiklar bilinmektedir (5).

Alkol metabolizmasinin c¢esitli basamaklarinda serbest radikal iiretimine bagli olarak
alkolle indiiklenen pro-oksidan stres olusmaktadir. Gastrointestinal yoldan hizla emilen
alkoliin %901 karaciger hiicrelerinde metabolize edilmekte; alkoldehidrogenaz, mikrozomal
alkol okside edici sistem ve katalaz tarafindan asetaldehite oksitlenmektedir.
Alkoldehidrogenaz tarafindan NAD’nin NADH’a indirgendigi ve tekrar kullanilmak iizere
aldehit oksidaz tarafindan NAD’ye yiikseltgendigi basamakta reaktif oksijen tiirleride
iretilmektedir. Organizmada alkol metabolizmas1 sirasinda olusan artmis lipit
peroksidasyonu, ya karacigerde olusan peroksidatif slirece bagli olarak indirekt, ya da
alkoliin dolasan lipitler ve hiicre membranlari lizerine olan direkt etkisinden ileri gelmektedir

(4,46).

28



2.5 ANTIOKSIDAN MEKANIZMALAR

Normal fizyolojik kosullarda bile oksijen radikallerine maruz kalan hiicre ve dokular
radikal iirtinleri ve reaksiyonlar1 inhibe eden bir sisteme sahiptir, radikallerle olduk¢a ivedi
reaksiyonlara girerek otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini Onleyen maddeler

antioksidan olarak tanimlanmaktadir (52).
Antioksidanlar dort sekilde etki ederler:

1). Siipiiriicii etki (scavengig),; antioksidan enzimler tarafindan serbest oksijen radikalleri

tutar veya daha zayi1f bir molekiile doniistiiriir.

2). Bastirici etki (quencher),; vitaminler ve flavonoidlerin serbest oksijen radikallerine bir

H' ekleyip aktivitelerini azaltir veya tamamen inaktif sekle déniistiiriir.
3). Onarici etki (repair); DNA’da olusan hasarlar1 azaltir.

4).Zincir kirici etki (chain breaking); hemoglobin seruloplazmin ve minerallerin serbest

oksijen radikallerini baglar (47).

2.5.1 Hiicresel Antioksidan Komponentler: Reaktif oksijen metabolitleri SOD, GSH-Px,

Katalaz gibi hiicresel antioksidan enzimlerce indirgenir.

Tablo 1: intraseliiler antioksidanlar ve reaksiyonlari

ANTIOKSIDAN REAKSIiYONU

Stiperoksid dismutaz Stiperoksidin giderilmesi

reaksiyonlarinda katalizler

Katalaz H,05’nin yiiksek konsantrasyonlarinin

giderilmesini katalizler

Gulutatyon Peroksidaz H,0,’nin diisiik konsantrasyonlarinin
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giderilmesinde kullanilir

Diindar Y., 51.

Stiperoksid dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1),; Siiperoksitin hidrojen perokside dismutasyonunu
katalize eden bir metalo enzim olup memeli hiicrelerinde bakir-¢inko ve manganez igeren iki
tipi vardir. Cu-Zn SOD enzimi sitozolde ve Mn SOD mitokondri intermembrandz kisminda
bulunur. Her iki izomeride ayni reaksiyonu katalizleyen SOD, oksijen kullanan hiicrelerde

0, nin H,0, ‘ye déniisiimiinii saglayarak iiretilen O, in zararli etkilerini 6nler (46,47, 49).
20, 2H° ——  H,0,+0;

Cu-Zn SOD enzimleri; ¢ok stabil enzimler olup kolaylikla izole edilebilirler, 1s1ya karsi
oldukca direnglidirler. Cu-Zn SOD enzimleri; biri Cu* digeri Zn"? iki aktif kisimdan olusan
protein alt iinitesi igerir. 21 nolu kromozomda lokalizedir. Mn SOD ise dort protein alt

tinitesi igerir, 6 nolu kromozomda lokalizedir (52).

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6); konsantrasyonu degismekle birlikte biitiin hiicre tiplerinde
bulunan, dort adet hem grubu igeren bir enzim olup H,O;’ nin oksijen ve suya doniisiimiinii

katalizleyerek OH' olusumunu 6nler (49,51)
2H,0, —> 2H,0+ 0O,

Katalaz, tiim viicut organlarinda bulunur ancak o6zellikle karaciger ve eritrositlerde
yogunlagmistir. Beyin, kalp ve iskelet kasinda az miktarda bulunmaktadir, kaslar arasinda da

farkli aktivitede olmaktadir (52).

Gulutatyon peroksidaz (GSH-Px; EC 1.11.1.9); H,O,’ nin suya doniisiimiinii katalizleyen
GSH-Px substurat olarak GSH’1 kullanir. Bu enzim aktivitesindeki azalma, H,O,’nin

artmasina ve buna bagli olarakta siddetli hiicre hasarina yol acar (47,51).
GSSG+NADPH+H" ___, 2GSH + NADP"

2.5.2 Membran Antioksidanlar;; Membranin hidrofobik lipit yiiziinde intraseliiler

ortamdan farkli olarak lipitlerde ¢6zilinen ve hiicresel enzimlerle yok edilemeyen radikaller
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uiretilir. Basta a-tokoferol (vit E) olmak iizere, B-karoten, ubiquinal bilesikleri ve koenzim Q

temel membran antioksidanlaridir (6,49,52).

Diisiik dansiteli lipoproteinlerde mikro diizeylerde bulunan ve onlarin oksidasyonunu
onleyen Ubiquinol’iin kaliteli bir antioksidan oldugu gosterilmistir. B-karoten olduga aktif bir
radikal toplayic1 olup, ortamdaki oksijen konsantrasyonuna bagli olarak aktive olur. Yagda
¢Oziilen bir vitamin olan a-tokoferol membranlar disinda ki ortamlarda oldukg¢a zayif bir

antioksidan iken, membran lipit tabakalar1 arasinda oldukca etkilidir (51).

Tablo 2: Membran antioksidanlar1 ve etkileri

ANTIOKSIDAN ETKILERI

Vitamin E Membran lipitlerinde ¢6ziinerek

peroksidasyon zincirini kirar

Koenzim Q Mitokondriyal enerji

metabolizmasinda rol alir.

B-karoten Radikal tiirleri toplar, ayrica
singlet oksijen olusumunu

inhibe eder

Diindar Y., 51.

2.5.3 Ekstraselliller Antioksidanlar; Viicut sivilari ve organik {iriinler antioksidan
enzimlerin higbirini igermediklerinden dolay1 glikozillenmis serum proteinleri olarak
tanimlanan SOD ve GSH-Px’in ekstraseliiler ortam ve organik materyallerde antioksidan
olarak bir 6nemi yoktur; bunun yerine transferin, laktoferin, haptoglobulinler, albumin,

seruloplazmin, bilirubin, iirik asit, glikoz gibi proteinler temel ekstraseliiler antioksidanlardir

(51).

Tablo 3: Ekstraseliiler antioksidanlar ve 6zellikleri Membran antioksidanlar: ve etkileri .

ANTIOKSIDAN ETKILERI
Askorbik Asit Hidroksil radikal giderici ve tokoferolii
indirger
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Transferin Serbest demir iyonlarini baglayarak
fenton reaksiyonunu inhibe eder

Laktoferrin Diisiik pH’l1 ortamlardaki demir
iyonlarimi baglar

Haptoglobulinler Hemoglobin baglayarak ‘hem’ in
salinmasini onlerler

Hemopeksin Ortamdaki serbest hem proteinlerini
baglayarak oksidasyonu inhibe eder

Albumin HOCI radikallerini toplar, hem
proteinlerini ve bakir metal iyonlarini
baglar

Seruloplazmin Stiperoksit radikallerini ndtralize eder,
bakir iyonlarin1 baglar

Bilirubin Onemli bir peroksit radikali
toplayicisidir

Mukus Hidroksil radikali toplar

Urik asit Genelde metal baglayici olarak calisan
degisik radikalleride toplar

Glukoz Hidroksil radikali giderici antioksidan
molekiildiir

Diindar Y.

2.6 PROPOLIS VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERI

Propolis is¢i arilarin arka ayaklarinda bulunan polen sepetlerine, bitkilerin filiz ve
tomurcuklarindan topladiklari, re¢inemsi maddeleri ve bitki salgilarini baslarinda bulunan
guddeler tarafindan salgilanan enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklari

kirli saridan, koyu kahverengine degisen renkte ve oda sicakliginda yar1 kat1 halde olan bir

maddedir ( 6,7).

Yapilan caligmalar sonucunda propolisin anti-bakteriyal, anti-viral, anti-fungal, anti-
inflamatuar, anti-oksidan, immuno-sitiimiilator etkilerinin oldugu belirtilmistir (8-13). Bu

Ozelliklerinden dolay1 arilar propolisi kovani giiglendirmenin yami sira kovami bakteri ve
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virlis enfeksiyonlarma karst da korumak icin kullanirken, insanlar propolisi bu

ozelliklerinden dolay1 ilag¢ ve kozmetik sanayinde siklikla kullanmaktadir (6,7).

Ham propolisin yapisinda kaynagina gore degismekle birlikte; %50-55 regine ve balsam
(flavonoidler, fenolik asitler, esterler), % 20-35 bitkisel kaynakli mumlar, %10-15 eterik

yaglar, %2-5 polen (proteinler) ve az miktarda organik ve inorganik bilesikler bulunur (6,7).

Yapilan caligmalarda propolisin igerdigi bilesenlerinden dolayi; anti-mikrobiyal , anti-
bakterial, anti-fungal, anti- enflamatuar, anti-oksidan, anti-hemorajik, anti-tlimoral aktivite,
ates dusiiriicli, kilcal damarlarin genisligini azaltic1 etki, kilcal damarlar1 gii¢lendirici etki,
gastrik ilseri iyilestirici etki, akut kalp yetmezsizligini Onleyici ve kalp yetmezsizligini
tyilestirici etki gosterdigi ayrica kollejen ve elastinin yapimimi arttirdigi, mitozu stimiile
ederek protein biyosentezini arttirdigi, memeli doku rejenerasyonunu, hiicresel solunumu,
viicut immiinitesini, interferon iretimini, epitelyum, endotelyum ve hiicre membraninin

rejenerasyonunu stimiile ettigi belirtilmistir (8-13,59).

Propolisin Antioksidan Etkileri; Serbest radikallerin olusturdugu hasarlara karsi propolisin
koruyucu etkisinin i¢erdigi flavonoidlerin serbest radikalleri siipiiriicti etkisinden ileri geldigi
distintilmektedir (7,10,11). Flavonoidler sadece tepkimelerin artmasin1 6nlemekle kalmayip

ayn1 zamanda serbest radikallerin olusumunu da 6nler (56).

Kanser ve alkol intoksikasyonuna bagli olarak olusan reaktif oksijen tiirleri; membran
lipitlerinin  peroksidasyonu siilthidril enzimlerinin inaktivasyonu, proteinlerin ters
baglanmasi, DNA kirilmalar1 ve kodlanma bozuklugu gibi etkileri sonucunda hiicrelerde

hasara neden olurlar (11,45-48,52).

Yapilan arastirmalarda propolis ekstraktlarinin aktif bileseni olan CAPE ( Cafeic acid
phenethyl ester) ve flavonoidlerin (galangin, quercetin vb.) reaktif oksijen tiirlerine karsi
antioksidan aktiviteleri arastirilmis ve CAPE’nin galangine oranla daha fazla olmakla birlikte
her ikisinin de antioksidan 6zellikte oldugu ve ksantin oksidaz aktivitesini belirgin bir sekilde

inhibe ederek serbest radikal olusumunu 6nledigi gézlemlenmistir (11).

Propolisin en 6nemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin olusturdugu DNA
hasarlarimi tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipit peroksidasyonuna neden olan polimerize
zincir reaksiyonlarini kirict 6zelligi ile ROS’lar1 dokulardan uzaklastirict etki gostermesinden

kaynaklanmaktadir (10).
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3. MATERYAL METHOD

3.1 Hipotez: Alkoliin 6grenme iizerinde olusturdugu hasarlara karsi propolisin koruyucu

0zelligini saptama.

3.2 Arastirma Tipi: indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun

2005/39 no’ lu karar ile onaylanmis deneysel hayvan caligmasidir.

3.3 Arastrmanmin Evreni: inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Laboratuarinda ebebeyn siganlarin ¢iftlestirilmesi ile tliretilen ortalama 200 gr agirligindaki
32 geng disi Wistar Albino tiirii sigan kullanildi. Siganlar sabit oda sicakliginda, standart
12:12 aydinlik:karanlik ve havalandirmali ortamda, her hayvan ayr kafeste olacak sekilde
yerlestirildi. Deney gruplarinin 6zelligine uygun hazirlanan besin igecekleri her giin ayni

saatte yenilendi. Kafeslerin temizligi giinliik yapildi.

3.4 Orneklem Biiyiikliigii ve Yontemi: Rastgele segilen siganlardan her grupta 8 sigan

olacak sekilde ayarlandi.
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3.4.1 Deney Gruplar::

Grup 1 (Kontrol): Deney siiresince (30giin) kalorisi literatiirdeki bilgilere gore belirlenen
alkoliin, kalorisine es deger seker igeren sivi igecek diyeti uygulandi (60,62,63). Siv1 icecek
diyetine baslamadan once, 6. , 11. giinlerde ve deney siiresinin bitiminde hayvanlara T-

labirent testi uygulandi

Grup 2 (Propolis): Deney siiresince (30 giin) alkoliin kalorisine esdeger seker iceren sivi
diyetine Rodrigo ve arkadaslarimin uyguladiklar1 yonteme gore hazirlanan propolis
sollisyonundan yine Rodrigo ve arkadaslarinin koruyucu olarak belirledikleri miktar olan 150
mg/kg propolis solusyonu eklendi (61). Kontrol grubu ile ayni tarihlerde, ayni sekide T-

labirent testi uygulandi.

Grup 3 (Alkol): 1lk 5 giin boyunca Uzbay ve arkadaslarinin yontemine gore hazirlanan
stv1 igecek diyetinde; %2.4’liik alkolden (etanol) 75 ml eklendi ve alkoliin kalorisine esdeger
seker diyetten eksiltildi (62-64). T- labirent uygulandiktan sonra 6 - 11. giinler arasinda
%4,8’lik alkolden (etanol) 75 ml eklenerek alkoliin kalorisine esdeger seker diyetten
eksiltildi. 5 giin itibariyle %4.8’lik alkole (etanol) maruz kalan hayvanlara 11. giin sonunda
tekrar T- labirent testi uygulandi, 11. giin ile 30. giin arasinda %7.2’lik alkolden (etanol)
diyete 75ml eklendi ve aynmi kaloriye esdeger seker diyetten eksiltildi. Deney siiresi

tamamlandiginda hayvanlara tekrar T-labirent testi uygulanda.

Grup 4 (Alkol + Propolis): Alkol grubuna deney boyunca verilen Uzbay ve arkadaslariin
yontemine gore hazirlanmis olan sivi igecek diyetine, bu grupta Rodrigo ve arkadaglarinin
uyguladigi yonteme gore hazirlanmig propolis soliisyonundan 150mg/kg olacak sekilde
eklenmistir. Kontrol grubu ile ayni tarihlerde ayni sekide T-labirent testi uygulandi. Diger

gruplar ile ayni tarihlerde, ayni sekide T-labirent testi uygulandi.
3.5 T-Labirent Uygulamasi:

Yiikseltilmis art1 labirentin bir benzeri olarak diizenlenmistir. Sartli ve sartsiz korkunun
ayirt edilmesinde kullanilan anksiyete modelidir (65). Tekrarlanan denemelerle emosyenel
o0grenme ve kisa siireli bellek degerlendirilir (66,67). Yerden 50 cm yiikseklikte 3 kolu olan
bir diizenek olup kollar 50x12 cm. boyutlarindadir. Sekil 12°de goriildiigli gibi kollardan
birisi 40 cm. yiiksekliginde bir duvar ile kapatilmis olup, acgik kollar 1cm. yiiksekliginde
pleksiglas ile ¢evrilmistir (68,69).
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Sekil 12: T-labirent diizenegi.

Deney aletinin kapali kolunun distal sonuna yiizii agik kola doniik sekilde konulan
hayvanin 4 patisi ile bu kolu terk etmesi i¢in gegen toplam siire bazal ¢ikma siiresi olarak
degerlendirildi, bu uygulama 30sn. ara ile iki kez daha tekrarlandi1 ve sarth korkuyu ya da
Ogrenilmis korkuyu yansitan kapali koldan ¢ikma siireleri sakinma 1 ve sakinma 2 siireleri
olarak kaydedildi. Sakinma 2 belirlendikten 30 sn sonra deney diizeneginin sag acik kolunun
distal sonuna konulan deney hayvaninin bu kolu 4 patisi ile terk etmesi i¢in gegen toplam
siire kaydedildi. Sartsiz korkuyu yansitan agik kolu terk etme siiresi kagma siiresi olarak
degerlendirildi. Deney hayvani bu denemeler sirasinda kapali koldan ¢ikmaz veya acgik kolu
terketmezse deney 300 sn. sonra sonlandirildi (70). Yiikseltilmis T- labirent her denemeden

sonra %20’lik alkolle silindi.

3.6 Cerrahi Uygulama:

Deney gruplarina uygun olarak sivi i¢cecek diyeti uygulanip t- labirent testinden 1 giin sonra
gruplar Ketamin/Xylazin (90mg/kg i.p./ 10mg/kg i.p.) anestezisi altinda uyutuldu. Kan
ornekleri alinip, beyin agilarak antioksidan enzim c¢alismalari i¢in hipokampus, serebral
korteks ve serebelleum atlastaki yerlesim bolgelerine gore cikartildi (71). Dokular serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra ¢alisma zamanina kadar -80 °C’ de derin dondurucuda

saklandi.
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3.7 Analizler:

NO ve MDA seviyeleri doku homojenatlarinda; CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri
siipernatanda; SOD aktivitesi etanol/kloroform ekstraktinda o6l¢iildii. Enzim aktivitelerinin

ol¢iildiigi siipernatan ve ekstraktlarda ayrica protein miktar1 da belirlendi.
3.7.1 Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi:

Derin dondurucuda muhafaza edilen hipokampus, korteks ve serebellum dokular1 ¢alisma
giinii ¢ikarilarak tartildi. Cam tiiplere konulan dokular iizerine 2 ml Tris-HCI (pH=7,4)
tamponu eklendi. Buz doldurulmus plastik kap igerisine yerlestirilen cam tiipteki doku
16.000 devir/dk hizda 3 dakika homojenize edilip (IKA,Germany) son hacim Tris- HCI
tamponuyla 3 ml’ye tamamlandi. Karistirildiktan sonra homojenatin bir kismi NO ve MDA
Ol¢ciimii i¢in ependorflara alindiktan sonra, kalanin bir kismi GSH-Px enzim aktivitesi 6l¢limii
icin 4000 rpm’de ve +4 °C sicaklikta 50 dakika santrifiij edilerek siipernatan elde edildi.
Geriye kalan1 da CAT enzim aktivitesi 6l¢iimii icin 10 sn siireyle 3 kez sonifike edildikten
sonra ayni sekilde santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan ekstraksiyona tabi tutulup etanol

fazinda SOD enzim aktivitesi 6l¢iildii.
3.7.2 Nitrik Oksit (NO) Miktarimin Tayini:

Spesifik olmayan reaksiyonlarin olusmasin1 6nlemek i¢in homojenatlar dnce deproteinize
edilip daha sonra nitrit/nitrat konsantrasyonlar1 Griess reaksiyonu ile belirlendi. pH 9.7 olan
Glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniillerinin deproteinize numune
stipernatant ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitratin nitrite indirgenmesi saglandi.
Uretilen nitrit; siilfonilamid ve N-naphthylethylenedaimin (NNDA) reaksiyonu sonucu
pembe renk olusumuna yol acti. Olusan renk spektrofotometrede 545 nm dalga boyunda
okundu. Elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrsayondan c¢ikarilarak nitrat miktari

belirlendi (72).
3.7.3 Malondialdehit Miktariin Olciilmesi:

Uchiyama ve arkadaglarinin metoduna gore; MDA “nin 95 °C’ de tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli {iriiniin N-butanol fazindan ekstrakte edilen

siipernatanin spektrofotometre ile 535 ve 520 nm de oOl¢iilmesiyle belirlendi. Standartlar
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1,1,3,3 Tetrametoksipropan ile degisik konsantrasyonlarda hazirlanip, sonuglar

degerlendirilerek, nmol/gr yas doku olarak ifade edildi (73).

3.7.4 SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii: SOD (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi ol¢iimii
nitroblue tetrazolium (NBT) ile ortaya ¢ikan O, ‘nin inidrgenmesi esasina dayanan Sun ve
arkadaglarinin  yontemine gore yapildi. Metod; siliperoksit {ireticisi olarak ksantin-
ksantinoksidaz sisteminin kullanilmasim1  ve Nitro Blue Tetrazolium’un (NBT)
rediiksiyonunun inhibe edilmesini igermektedir. Siiperoksit radikalleri Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) gibi boyar maddeleri rediiklemekte ve boylece formazonlar olusmaktadir.
Bu formazonlar 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. SOD varliginda
NBT’nin formazona doniisiimii engellenmektedir. Enzim miktar1 ve aktivitesine bagl olarak
acik renk olusmaktadir. Enzimin bulunmadigi ortamda ise bu indirgeme meydana gelmeyip
mavi-mor renk olusmaktadir. Okunan absorbanslar asagidaki formiil kullanilarak

numunelerdeki % inhibisyon degeri bulundu (74).

Ak— A
Yinhibisyon= %
Ak: Absorbans kor

An: Absorbans numune

SOD, NBT rediiksiyonu %50 inhibe eden enzim aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein
olarak ifade edildi.
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3.7.5 Katalaz Enzim Aktivitesi Olciimii: Katalaz (CAT, Ec 1.11.1,6) aktivetesi Aebi’nin
yontemine gore Olgiildii. 240 nm’de maksimum absorbans veren H,O, ¢alisma ortamina
eklendiginde katalaz tarafindan H,O ve O;’ye pargalanir, bu doniisiim spektofotometrik
Olclimde absorbans azalmasi olarak goriiliir. Bu absorbans azalmasi katalaz enzim
aktivitesiyle iligkilidir. Calisma prensibi; absorbans1t H,O; ile 0.500°e ayarlanmis pH;7 deki
50 mM fosfat tamponuna, numune eklenmesiyle 240 nm dalga boyunda absorbanlardaki
diististin 10 sn araliklarla kayit edilmesi esasina dayanir. Degerler asagidaki formiile gore

hesaplanarak, sonuglar k/g protein olarak ifade edildi(75).
k=[2.3x log (OD4-OD;)] / At (sn)

3.7.6 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi: Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px,
EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin metoduna gore; NADP’1n enzim aktivitesiyle
ortamdan uzaklastirilmasi sonucu 340 nm ’de absorbansin azalmasi 6lgiildii. GSH-Px, H,O,
varliginda rediikte HO,’ nin bulundugu ortamda GSH-Px ‘in olusturdugu okside gulutatyon,
gultatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar gulatatyona doniisiir. Enzim tarafindan
ortamdan uzaklastirilan H,O, basina NADPH’mm NADP’ye yiikseltgenme dongiisii

gerceklesir ve olusan NADP" absorbans azalmasina neden olur (76).

U/L= [ (AA/t) /6.22 x 10°] x (1/0.02) seklinde hesaplanarak GSH-Px enzim aktivitesi
U/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.7 Potein Olciimii: Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak folin-Ciocalteu-
Penol reaktifini indirgemesi ve koyu mavi renk olusumuna bagli olarak ortamdaki protein

konsantrasyonunun 0l¢iildiigli Modifiye Lowry yontemi kullanildi (77,78).

3.8 Iistatistiksel Analiz: Arastirmamizda kullandigimiz deneklere iliskin 6lgiilebilir
degiskenler Shapiro Wilk normallik testi ile test edildi. Degiskenlerin normal dagilim
gostermedigi saptandi (P<0,05). Bu nedenle arastirmamizin istatistiksel degerlendirilmesinde
parametrik olmayan testler kullanildi. Deneklerin T-labirentteki sonucglarmin zaman
icerisindeki degisimi Wilcoxon testi ile degerlendirildi. Alkol, propolis, alkol + propolis
gruplarinin kontrol grubu ile karsilastirilmalari; Mann — Whitney U testi kullanilarak yapildi.

Beyinin farkli bolgelerinden aliman dokularda Olglilen enzim aktiviteleri ve oksidan
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maddelerin diizeyleri Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Istatistiksel olarak

anlamli olanlarin ikiserli karsilastirilmalari, Mann — Whitney U testi kullanilarak yapildi.

4. BULGULAR

Deneklerin kognitif fonksiyonlarin1 test etmek icin T-labirent testini uyguladik. T-
labirentteki hayvanlarin kapali kola konulmalarindan sonra davraniglarinda; yabanci ortama
konulmalarindan dolay1 defakasyonlarinda bir artig, bulunduklar1 ortami tanima hareketleri
ve koklama hareketleri gozlemlenmis olup, acik kola gectikleri siire icerisinde havayi
koklama, taranma, 6n ayaklar1 ile burnunu ve yiiziinli kagima hareketleri gozlendi. Gruplarin
T- labirentteki sonuglari her bir grup i¢in ayrt ayr1 degerlendirilip tablo halinde verildi (Tablo
4-7).

Tablo 4: Deney protokolii uygulanmadan 6nce T-labirent testinde grup i¢indeki bazal siire,

sakinma 1, sakinma 2, sartsiz korku degerleri (Ortalama =+ Standart Sapma).

Gruplar Bazal Siire Sakinma 1 Sakinma 2 Sartsiz Korku
(n=8) (saniye) (saniye) (saniye) (saniye)
Kontrol | 7,88 1,28 75,25 +£13,19 | 273,75+£26,25 | 73,50 = 7,94

—
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2| Propolis | 19,25+7,92 | 95,00+ 16,00 | 293,13+6,87 | 80,38 £11,65

3 | Etanol 13,00 £2,81 | 58,88 +5,44 288,75+11,25 | 90,25 £ 9,09

4| Etanol+ | 15,00+4,38 | 89,13+16,17 |[300£0 103,88 + 13,28
Propolis

Tablo 5: 6.giinden (% 2,4’liik alkol uygulamasin ) sonra T-labirent testinde grup i¢indeki

bazal siire, sakinma 1, sakinma 2, sartsiz korku degerleri (Ortalama + Standart Sapma).

Gruplar Bazal Siire Sakinma 1 Sakinma 2 Sartsiz Korku
(n=8) (saniye) (saniye) (saniye) (saniye)

1| Kontrol | 59,38+5,29 | 237,5+30,53 3000 41,75 + 5,95

2| Propolis | 71,88 +9,06 | 244,38 +27,29 | 285,63 +9,7 | 80,88 7,02

3| Etanol 22,88+ 73 180,38 + 12,35 | 282,13+11,72 | 86,63 = 8,70

4| Etanol+ | 29,72 +£5,91% | 193,25+25,50 | 300+ 0 115,88 + 13,16
Propolis

a; p<0,05 grup 1 ile karsilastirildiginda,

Tablo 6: 11.giinden (% 4,8’lik alkol uygulamasin ) sonra T-labirent testinde grup igindeki

bazal siire, sakinma 1, sakinma 2, sartsiz korku degerleri (Ortalama + Standart Sapma).

Gruplar Bazal Siire Sakinma 1 Sakinma 2 Sartsiz Korku
(n=8) (saniye) (saniye) (saniye) (saniye)
1 | Kontrol 116,13+£11,12 | 244,75 £27,79 | 290+ 10 64,50 = 6,49
2| Propolis | 107,0+ 10,06 | 189,38 £22,01 | 3000 55,88 £ 12,11
3 | Etanol 30,13+£7,47 | 123 +19,36" 270,13+£29,87 | 130,88 + 10,04
4| Etanol+ | 30,0 £ 8,27 135,13 £ 6,3% 259,38+27,29 | 114,38+ 11,11
Propolis

a; p<0,05 grup 1 ile karsilastirildiginda,

Tablo 7: 30.giinden (deney sonu, % 7,2’lik alkol uygulamas1 ) sonra T-labirent testinde

grup i¢indeki bazal siire, sakinma 1, sakinma 2, sartsiz korku degerleri (Ortalama =+ Standart

Sapma).
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Gruplar Bazal Siire Sakinma 1 Sakinma 2 Sartsiz Korku
(n=8) (saniye) (saniye) (saniye) (saniye)

1| Kontrol | 267,5+22,28 | 300+ 0 300+ 0 37,75+ 10,7

2| Propolis | 263,13£19,36 | 290 + 9,37 298,75€1,25 | 56,75 £ 6,36

3| Etanol 55+18,22° 93,75 +£27 155,63 + 31 124,38 + 12,58

4| Etanol+ 162,75+€28,53 | 239,38 £23,80 | 300+ 0 46 +£4,8
Propolis | *°

a; p<0,05 grup 1 ile karsilastirildiginda,

b ; p< 0,05 grup 2 ile karsilastirildiginda,

4.1 T- Labirent Degerlerinin Karsilastirilmasi;

Grup igerisinde bazal siire, sakinma 1, sakinma 2, sartsiz korku degerleri gruplar arasinda
farklilik gostermekle birlikte istatistiksel olarak karsilastirildiktan sonra anlamli ¢ikan

gruplarin karsilastirilmasi yapilarak tablo ve grafik halinde verildi (Tablo 4-7, Sekil 13-16).

» Baslangi¢ degerlerine gore;

Tablo 5’te goriildiigii lizere 6. giinde bazal siire agisindan karsilastirma yapildiginda grup
1-2 arasinda ve grup 1-4 arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (P>0,05). Her grubun kendi
icinde meydana gelen degisimleri gruplar arasinda esit diizeyde oldugundan gruplar arasinda
fark bulunmamustir. Gruplar arasinda 11. giinde bazal siire agisindan yapilan karsilastirma
Tablo 6’da verilmis olup; grup 1- 2 arasindaki degisim ayn1 dogrultudadir (P>0,05). Tablo 7
incelendiginde 30. giinde bazal siire agisindan yapilan karsilastirmada grup 1-2 arasindaki
degisim esit diizeyde etkili iken grup 1-4 ve grup 2-4 arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
goriilmiistiir (P<0,05). Grup 4’teki bazal siire degerleri grupl ve grup 2’ ye gore daha kisa

stireli Ol¢iilmiis olup bu azalma istatistiksel olarak énemlidir.

» Gruplar sakinma 1 siirelerine gore baslangi¢c degerleriyle karsilastirildiklarinda;

6.glinde grup icinde degisimin oldugu (Tablo 5, Sekil 14), bu degisimin gruplar arasi
karsilastirmasi yapildiginda; gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadig1 yani gruplarda
ki degisimin ayni dogrultuda oldugu bulunmustur. Tablo 6 ve sekil 14 incelendiginde; 11.
giinde grup 1- 2, grup 2- 3, grup 2-4, grup 3-4’iin aralarindaki degisimin esit diizeyde
olmasina karsin grup 1-3 ve grup 1-4’iin aralarinda anlamli bir fark oldugu gozlenmistir (P <

0,05). Grup 3’iin (alkol) sakinma 1 degerinin; grup 1 (kontrol) ve grup 2 (propolis)’ ye gore
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daha kisa siireli oldugu bulunmustur (Tablo 6, Sekill4). Buna gore alkol sakinma 1
degerinini azaltmis, propolis alkoliin bu 6zelligine kars1 kismen koruyucu olmustur. 30.
giinde ise gruplar aralarinda karsilastirildiginda degisimlerin esit diizeyli oldugu, istatistiksel

olarak anlaml fark olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 7, Sekil 14).
» T- labirentteki sakinma 2 siirelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi sonucunda;

Baslangic giinii gézlenen degerlere gore 6. ve 11. giinlerde gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark olmadigi, 30. giinde ise 3. grubun diger gruplara oranla farklilik gosterdigi
saptanmistir(P < 0,05) (Tablo5-7, Sekil 15).

» Sartsiz korku degerleri karsilagtirildiginda; 6. giinden 11. giine kadar gruplar arasinda
istatistatistiksel acidan fark olmayip (Tablo5,6), 30. giinde grup icerisinde degisim olmasina

ragmen bu degisimler gruplar arasinda ayni dogrulduda artmaktadir (Tablo 7).

% 300 Bazal siire — grupf
® 250 / —B— grup2
—A&— grup3
200 grup4
150 /
100 ///
50 / //‘
M’é/k/'i
[ 4
O T T
Basglangic 6.gln 11.gUn 30.gln

Sekil 13: Gruplarin T- labirentteki bazal siire degerlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 14: Gruplarin T- labirentteki sakinma 1 degerlerinin karsilastirlmasi.
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Sekil 15: Gruplarin T- labirentteki sakinma 2 degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Sartsiz korku
S 140 —e—grup1
53 120 ,/\‘ —#—grup2
/ —A—grup3

100 ‘\/ grup4

80 =

40 2 3

20 +

0
Baslangic 6.gun 11.gdn 30.gun

Sekil 16: Gruplarin T- labirentteki sartsiz korku degerlerinin karsilastirilmasi.

Bir aylik siire sonunda T- labirentteki 6l¢timleri tamamlanan deney gruplari bir giin siire ile
alkollii diyetten yoksun beslendi ve sakrifiye edilmeden once alkol yoksunluk sendromu
davranislar1 olan; lokomotor hiper akivite, artmis serotonik aktivite, postiir bozuklugu,
ylriime bozuklugu, irritabilite ve ajitasyon, 1slak kopek silkinmesi, kuyrukta sertlik, tremor,

dis ¢atirdamasi, katatoni gosterip gostermedikleri gozlendi:

m Alkol ile beslenen 3. ve 4. grublarda 6zellikle 3. grupta lokomotor hiper aktivite ve

saldirganligin yani sira, dis gicirdatmasi ve kuyruklarinda sertlik gozlendi.

4.2 Enzim Aktivitelerinin Karsilastirilmasi;

Bir ay boyunca tartilan deneklerin viicut agirliklarindaki artis, hipokampus, serebral
korteks, serebellum dokularindaki SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri ve NO, MDA
degerleri karsilastirilarak tablolar halinde verildi (Tablo 8-10). Kontrol (19,50+5,57) ve
prolpolis gruplarinda (6,37+5,23") doku artis1 gdzlenmisken alkol grubunda doku agirliginda
negatif yonde azalis gozlenmis olup (8,25+5,1) alkol+propolis grubunda (1,62+2,46) bu azalis
alkol grubuna gore daha az olmustur (Tablo 8).

Tablo 8: Gruplarin viicut agirlik kaybi ve hipokampus dokusunda enzim degerleri ile

MDA ve NO miktarlar1 (Ortalama + Standart Sapma).
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Gruplar | VA SOD CAT GSH-Px | MDA NO
(n=8) % gr U/mg K/g U7Mg nmol/g | Nmol/g
protein protein protein | doku doku
1| Kontrol | 19,50+5,57 | 114,4+3,53 | 0,15+0,02 | 3,2+0,2 | 1,98+0,1 | 1,08+0,3
2| Propolis | 6,37+£5,23" | 148+9,10% | 0,13+0,02 | 4,5+0,3" | 2,03+0,3 | 1,29+0,3
3| Etanol 8,25+5,1*° 121,3+4,33° | 0,15£0,01 | 3,9+0,3 |2,2840,1 | 2,28+0,7
4| Etanol+ | 1,62+2,46 150,6£19,13 | 0,13+0,01 | 3,8+0,4° | 1,53+0,2 | 1,18+0,3
Propolis ¢

a; p<0,05 grup 1 ile karsilagtirildiginda,

b; p <0,05 grup 2 ile karsilastirildiginda,

c; p <0,05 grup 3 ile karsilagtirildiginda,

Tablo 9: Gruplarin korteks dokusunda enzim sonuglari, ile NO ve MDA degerleri

(Ortalama + Standart Sapma).

Gruplar SOD CAT GSH-Px MDA NO
(n=8) U/mg K/g U7Mg nmol/g Nmol/g
protein protein protein doku doku
1 | Kontrol 109,3+3,3 0,15+0,02 | 2,79+0,2 1,77+£0,14 | 1,18+0,21
2 | Propolis 143,3+£5,9° | 0,18+0,04 | 2,39+0,1 1,61£0,12 | 1,15+0,30
3 | Etanol 121,744,5*° | 0,10£0,01 | 2,09+0,1° 1,72+0,09 | 1,59+0,35
4 | Etanol+Propolis | 115,4+10,8 | 0,13£0,01 | 1,67+0,2*° | 1,84+0,13 | 1,62+0,31

a; p<0,05 grup 1 ile karsilastirildiginda,

b; p <0,05 grup 2 ile karsilagtirildiginda,
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c; p <0,05 grup 3 ile karsilagtirildiginda,

Tablo 10: Gruplarin ve serebellum dokusunda enzim sonuglari, MDA ve NO miktarlar1

(Ortalama + Standart Sapma).

Gruplar SOD CAT GSH-Px | MDA NO
(n=8) U/mg K/g protein | U/Mg nmol/g Nmol/g
protein protein doku doku
1 | Kontrol 91,14+4,4 | 0,2940,02 | 1,6+0,09 | 1,9+0,07 1,0+0,1
2 | Propolis 104,6+12,8 | 0,20+0,02* | 2,0+0,32 | 1,8+0,15 0,8+0,1
3 | Etanol 89,1+8,34 | 0,21+0,02* | 1,5+0,18 | 1,8+0,14 0,7+0,2
4 | Etanol+Propolis | 107,4+10,8 | 0,31£0,03"¢ | 1,8£0,25 | 1,3+0,17"¢ | 0,9+0,1

a; p<0,05 grup 1 ile karsilagtirildiginda,
b; p <0,05 grup 2 ile karsilastirildiginda,

c; p<0,05 grup 3 ile karsilastirildiginda,

5. TARTISMA

Gilinlimiizde keyif verici ve sakinlestirici olarak kullanilan alkoliin tiiketiminde; stresli sehir
hayati, yogun mesailer ve psikolojik sebeplere bagli olarak artis goriilmektedir. Bu nedenle
alkol bir¢ok arastirma projesine konu olmus, alkoliin canli organizma {izerine yaptig1 hasarlar
ve bu hasarlara kars1 olas1 koruyucu maddeler arastirilmistir. Alkoliin merkezi sinir sistemine
olan etkisi ise son yillarda arastiricilarin ilgisini ¢eken bir konudur. Daha 6nceden yapilmis
olan caligmalar bu konuda yetersiz kaldigindan dolay1r son yapilan calismalar alkoliin,

Ozellikle beyinin 6grenme merkezlerinde olusturdugu hasarin arastirilmasina yoneliktir.

Insanlarda ve hayvanlarda yapilmis olan calismalar sonucunda; kognitif proseslerin
hipokampusta sekillendigi, alkoliin hipokampal formasyonu hasarlayarak 6grenme ve bellek

olusumunu engelledigi aciga c¢ikarilmistir. Alkoliin, 6grenme ve bellekte olusturdugu bu
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hasarlarin merkezi sinir sisteminin her bolgesinde yaygin bir baski iiretmesinden ileri geldigi

bildirilmistir (3,23,37-39,41).

Alkol; beyin-sinir-hiicre haberlesme sisteminde secici 6zellige sahiptir. Etkilesimde oldugu
hedeflerin reseptor-iyonofor komplekslerinin sadece belirli alt tiplerinde etkilidir (16).
GABA’nin GABA, tipi reseptorlerini indirekt olarak aktive eder, kloriir kanallarmin
acilmasim1  kolaylastirir bdylece ndronlarda hiperpolarizasyon olusturarak hiicrelerin

uyarilabilirligini zayiflatir (31).

Ogrenme ve bellegin sekillenmesinde bir model olan LTP iki sinir hiicresi arasindaki
baglarin uzun siireli olarak giiclendirilmesidir (13). NMDA reseptorleri LTP’1n anahtar1 olup
alkol tarafindan asir1 decede uyarilirlar. NMDA reseptorlerindeki bu asir1 uyarilma
sonucunda igeriye fazla miktarda Ca™ girer ve noronlarda &liime neden olarak kognitif

fonksiyonlar1 hasarlar (16,31).

Alkoliin 6grenme iizerinde olusturdugu hasarin  nedenlerinden birininde alkol
metabolizmast sonucunda agiga c¢ikan serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasardan
kaynaklandig1 bilinmektedir (4,57). Alkol bircok dokuda lipit peroksidasyonuna neden
olmasimin yani sira, metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan oksijen ve NO radikalleri, asetaldehit
artis1 gibi etkileriyle hiicre i¢i redoks durumunu belirgin olarak degistirmektedir (4,5,49).
Bunlara ek olarak asetaldehidin metabolize olamadigi bu nedenle serbest radikallerin
olusmasina sebep oldugu, biitiin bunlarin sonucu olarak alkol toksitesinin ve olusturdugu

hasarin arttig1 bilinmektedir (4,57).

Propolis, giinliik yasantimizda sikc¢a besin maddesi olarak kullandigimiz balin hammaddesi
olup arilarin ¢esitli bitkilerden topladiklar1 polenlerden olusturduklar1 bir maddedir. Kanser,
tiimor olusumu, iilser gibi bir¢ok hastaliga karsi koruyucu rolii aragtirilmis, olumlu sonuglar
elde edilmistir (8,9). Anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-enflamatuar, anti-kanserojen, anti-

oksidan, immunostiimiilator gibi bir¢cok 6zellige sahiptir (8-13).

Porpolisin antioksidan 0zelligi alkolden kaynaklanan sebest radikallerin olusumunu
Onleyerek, bu radikalleri siipiiriicii etki yapabilmektedir. Birgok arastirmaya konu olmus
propolisin antioksidan 06zelliginin, icerdigi flavonoidlerden kaynaklandigi belirtilmistir
(7,10,11,79). Flavonoidlerin aktif bir bileseni olan CAPE’nin lipooksijenaz aktivitesini
inhibe ettigi ve dokularda ROS ile indiiklenen lipit peroksidasyonunu baskiladigi

48



bildirilmistir (80). Fenolik bilesiklerin bu antioksidan etkilerinin; lipit peroksidasyonu
sirasinda olusan lipitlerin polimer zincir reaksiyonlarint kirarak, ROS’un dokulardan

uzaklastirilmasini saglamasindan ileri geldigi belirtilmistir (81).

Literatiirde bizim ¢alismamiza benzerlik gosteren tek arastirma; alkoliin 6grenme iizerinde
olusturdugu hasarlara kars1 propolisin polifenolik bir bileseni olan quercetinin uygulanip
sonuglarin art1 labirentte degerlendirildigi bir calismadir (82). Yapilan arastirma sonucunda
alkoliin 6grenme ve bellekte olusturdugu bozukluklar1 quercetininin tersine ¢evirebildigi ve
kronik olarak uygulanan quercetininin kronik alkol uygulamasina bagli olarak artan oksidatif
hasar1 onleyebildigi rapor edilmistir (82). Bizim ¢alismamizin sonuglari1 da literatiirdeki bu

calismayla paralellik gostermektedir.

Arastirmamizda 6grenme ve bellegin degerlendirilebilmesi i¢in literatiirde belirtilen T-
labirent diizenegini kullandik (83). Calisma sonucunda elde edilen; gruplarin T-labirentteki
bazal stireleri, sakinma 1, sakinma 2 ve sartsiz korku degerleri tablo 4-7’de verildi. Sakinma
2 ve sartsi1z korku degerleri gruplar arasinda farkli olmakla birlikte istatistiksel olarak anlaml

bulunamadai.

Gruplarin T-labirentteki bazal siireleri degerlendirildiginde 6. giinde yapilan testte sadece
propolis ve alkol+propolis gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur (Tablo 5).
Gruplar arasinda 11. giinde fark bulunmazken, 30. giinde kontrol ile propolis + alkolgruplar1
arasinda ve propolis ile propolis + alkol gruplari arasinda istatistiksel acidan fark vardir

(Tablo 6-7).

Gruplarin T-labirentteki sakinma 1 degerleri incelendiginde sadece 11. giinde kontrol
grubu ile alkol grubu arasinda ve kontrol grubu ile alkol + propolis grubu arasinda istatistiki

acgidan anlamhi bir fark bulunmustur.

Gruplar arasinda sakinma 2 ve sartsiz korku degerleri arasinda fark olmakla birlikte bu fark

istatistiksel olarak dnemli degildir.

Sekil 13- 16 ve tablo 4-7 incelendiginde alkoliin akut donemde (0-11 giline kadar )
hasarlayici etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi, kronik dénemde (11. giinden sonra)
gruplar arasinda belirgin farklar olustugu bunlarin bazilarinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmektedir (Tablo 4-7). Bu sonuglar literatiirde yapilmis olan ¢alismalarin

sonuglari ile paralellik géstermektedir (82). T- labirent testin sonucunda; bazal siire, sakinma
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1, sakinma 2 gibi sarth korkuyu (6grenilmis korkuyu ) ifade eden parametrelerin siirelerinde
azalma gozlenmesi, sartsiz korku siiresinin artmasi alkoliin 6grenme ve kisa siireli bellek
tizerinde olumsuz etkilere sahip oldugunun bir gostergesidir. Bu bilgilere dayanarak alkoliin
kognitif siireci ilgilendiren beyin bélgelerinde hasarlara yol actigini sdyleyebilirz. Olusan bu
hasarin molekiiler diizeyde hangi mekanizmalardan kaynaklandigi konusunda bir yorum

yapabilmek icin beyinin farkli bolgelerinde antioksidan sistemleri karsilagtirdik.

Oksidatif stres; metabolik prosesler sonucunda agiga ¢ikan serbest radikallerin miktarinin
artmasina bagl olarak antioksidant sistemlerin yetersiz kalmasi ile olusur (47, 50, 82). Alkol
doymamis yag asitleri lizerine etki ederek lipit peroksidasyonunun ilerlemesine neden olur
(4,49,82). Daha 6nceden yapilmis olan ¢aligmalada labirent sonuglari ile beyindeki oksidatif
hasar arasinda iliski oldugu bulunmustur (82). Bu nedenle T- labirentteki sonug¢larimizi
antioksidan sistemlerden elde edilecek bilgilerle karsilastirabilmek i¢in SOD, CAT, GSH-Px
gibi antioksidan enzim aktivitelerini ve NO,MDA gibi antioksidan madde diizeylerini gruplar

arasinda karsilastirdik.

Serbest radikallerin doymamis yag asitlerine saldirisi sirasinda tiretilen aldehitlerden biri de
MDA (malon di aldehid) tir. TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) ile girdigi
reaksiyon sonucu verdigi renk ile varlig1 saptanir (84). Dokularda olusan siiperoksid radikali
(O2), SOD (Siiperoksid dismutaz) enzimi tarafindan hemen H,O, ve oksijene doniistiiriiliir
(47, 84). Diger antioksidan enzimler olan CAT (katalaz) ve GSH-Px (Glutatyon peroksidaz)
H,0;’nin suya ve oksijene doniisiimiinii saglar (84). Hiicrelerde temel strateji SOD, CAT,
GSH-Px, kullanilarak O,” ve H,O,:; detoksifiye etmek ve daha toksik iiriinlerin olusumunu
onlemektir (49). Beyinde onemli bir radikal kaynagi da nitrik oksit araciligi ile aciga
ctkmaktadir. NO normalde toksik olmayip iskemi sirasinda nitrik asit, reperfiizfon sirasinda

hidroksil radikali benzeri reaktif tiriinlerin olusumuna neden olur (46).

Calismamizda propolis grubunun hipokampus ve korteks dokusundaki SOD ve GSH-Px
diizeyleri kontrol gurubuna gore istatistiki olarak anlamli diizeyde artmistir (P<0,05).
Sonuglar litaratiirde belirtilen propolisin kronik kullanimina bagl olarak antioksidan 6zellik
gosterdigi  sonucuyla  Ortiismektedir (79, 80-82). Alkoliin kognitif fonksiyonlarda
olusturdugu hasarlar tersine cevirmede propolis; olusan toksik bilesikleri siipliriicii etki
yapmasi, DNA da olusan bozukluklar1 azaltic1 etkiye sahip olmasi, lipit peroksidasyonunu

Onlemesi gibi antioksidan 6zelliklerinden dolay1 etkilidir.
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Literatiirde yapilmis olan ¢alismalarda kronik alkol uygulamasi; lipit peroksidasyonunu
arttirmig, SOD, CAT, GSH-Px enzim seviyelerini azaltmis olup kronik olarak propolisin
polifenolik bir bileseni olan quercetinin bunu tersine ¢evirdigi bildirilmistir (82). Alkoliin
beyinde olusturdugu hasarin incelendigi bir baska calismada; kronik alkol uygulamasimin
hipokampus dokusundaki SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini degistirmezken MDA
diizeyini attirdig1, serebral korteksin de dahil oldugu diger beyin bolgelerinde SOD ve GSH-
Px enzim aktivitelerini azaltirken MDA diizeyinde degisime neden olmadigi belirtilmistir

(85).

Hipokampus, serebral korteks ve serebellum dokularindaki SOD, GSH-Px enzim
aktiviteleri gruplar arasinda karsilastirildiginda; grup 3’teki (alkol) enzim aktivitesinin grup 1
(kontrol) ve grup 2 (propolis) deki enzim aktivitelerinden daha az oldugu, grup 4’teki
(propolis + alkol) enzim aktivitesinin ise grup 3’e oranla arttig1 gézlenmistir (Tablo 8-10).
Fakat bunlardan sadece hipokampus ve serebral korteks dokusundaki enzim degismeleri
istatistiksel olarak anlamli iken serebellum dokusundaki enzim degisimleri istatistiksel olarak
anlamli bulunamamustir. Bu sonuglar literatiirde yapilmis olan g¢alismalardaki sonuglarla
paralellik gostermekdir (52,82,85). Bu durum alkolin ve propolisin etkisinin farkli beyin
bolgelerinde farkli oldugunun bir kaniti olabilir. Alkol metabolizasyonu sonucunda agiga
cikan asetaldehit gibi alkol metabolitleri dokular i¢in oldukca toksiktir. Bu metabolitler
kognitif fonksiyonlarin olustugu beyin bolgelerinde oksidatif hasarlara neden olmakta
boylece 6grenme ve bellekte bozukluklar olugsmaktadir. Propolis dokularda olusan toksik
metabolitleri siipiiriicii, lipit peroksidasyonu zincirlerini kirict etkiye sahiptir. Bu

ozelligindendir ki alkolle indiiklenen oksidatif hasari tersine ¢evirebilmektedir.

Lipit peroksidasyonun indikatérii olan TBARS kronik alkol kullanimina bagli olarak
artmakta olup bu alkoliin olusturdugu oksidatif stresin bir sonucudur (4,49,82,85).
Yaptigimiz aragtirmada MDA miktar1 6l¢iilmiis olup; hipokampus ve serebellum dokularinda
alkolle olusan lipit peroksidasyonundaki artig kronik propolis uygulamasi sonucunda azalmis
olup bu azalma istatistiki olarak anlamlidir (Tablo 8-10). Buna karsin gruplar arasinda
serebral kortekste MDA sonuglar1 agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. Calisma
sonunda lipit peroksidasyonu acgisindan elde ettigimiz bilgiler daha once yapilmis olan
caligmalarin sonuglari ile aym1 dogrultudadir (82, 85). Sonug olarak alkol, beyinin kognitif
fonksiyonlarinin gerceklestigi alanlarda lipit peroksidasyonunda bir artisa neden olarak

oksidatif hasarlar olusturur. Propolis ise icerdigi bilesenlerden kaynaklanan antioksidan
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ozellikte olup, lipitlerin polimer zincir reaksiyonlarii kirarak lipit peroksidasyonunu dnler.

Bu nedenle alkoliin olusturdugu hasarlara kars1 bir koruyucu olarak kullanilabilir.

Beyin dokularindaki CAT enzim aktivitesi dlgiildiiglinde; hipokampus ve serebral korteks
dokusunda anlamli bir degisiklik belirlenememistir. Serebellum dokusunda propolis
grubunun CAT aktivitesi kontrol grubuna goére anlamli olarak artmis, alkol grubunun CAT
aktivitesi kontrole gére anlamli olarak azalmis, propolis + alkol grubunun CAT aktivitesi

alkol ve propolis grubuna gore anlamli 6l¢iide artmstir.

Literatiirde arastirmamiza benzerlik gosteren sadece iki calisma olmakla birlikte her
ikisinde de NO diizeyleri incelenmemistir (82, 85). Hipokampus, serebellum, serebral korteks
dokularinda NO diizeylerinin 6l¢lilmesi sonucunda gruplar arasinda istatistiki acidan fark
bulunamamistir. Bunun nedeninin; normal sartlarda beyin iizerinde toksik bir etki
gostermeyen NO’nun (46) uyguladigimiz modeldeki alkol konsantrasyonunun beyin
dokusunda toksik etki yapacak diizeye ulasamamis olmasindan kaynakalandiginm
diisiinmekteyiz. Modeldeki alkol konsantrasyonunu ve uygulama siiresini arttirilarak

yapilacak bir ¢calismada NO seviyesinde de anlamli degisiklikler olusturacagi kanaatindeyiz.

Biitiin bu veriler 15181nda, alkoliin beyinin farkli bélgelerinde farkli sonuglar olusturmasi ile
birlikte beyin dokusunda oksidatif bir hasar olusturdugunu séylemek miimkiindiir. Bu hasar,
alkol metabolitlerinin beyin dokularinda toksik etki yaparak oksidatif hasara yol agmasi,
beyinin kognitif fonksiyonlarmin olustugu alanlarda lipit peroksidasyonunu arttirmast,
kognitif fonksiyonlarin isleyisinde oOnemli yere sahip olan glutamat ve GABAerjik
reseptorlerde asir1 uyarilmaya neden olmasi gibi etkilerinden ileri gelmektedir. Propolis
oksidatif hasara yol agan metabolitleri siipiiriicii etkiye sahip olmasmin yani sira lipit
peroksidasyonunu polimer zincir reaksiyonu kirarak onler. Bundan dolay1 alkoliin beyin
bolgelerinde olusturdugu hasarlara karsi propolisin  koruyucu ozellik gdosterdigini
disiinmekteyiz. Alkolle indiiklenen oksidatif stresin beyinin farkli bolgelerinde farklh
sonuglar vermesi; bazi bolgelerin alkoliin olusturdugu hasara daha duyarli olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi alkoliin baz1 beyin bdlgelerinde ¢ok daha fazla degisikliklere neden

olmasindan da ileri gelmektedir (85).

Arastirma sonuglar1 bir biitlin olarak incelendiginde; T- labirent testi verilerine gore bazal
siire, sakinma 1, sakima 2 siirelerinin uzamasi; sartsiz korku siiresinin kisalmasi alkoliin,

O0grenme ve kisa siireli bellek iizerinde hasarlara neden oldugunun bir gostegesidir. Bu
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sonuglar antioksidan enzim sonuglar1 ile birlestirildiginde, alkoliin olusturdugu hasar asir
Ca'" girisiyle hiicre liimlerine neden olmasi, hiperpolarizasyonu arttirmasi, gibi etkilerinin
yani sira beyin dokularinda meydana getirdigi oksidatif hasarla iligkilidir. T-labirent ve
antioksidan sistemlerin karsilastirildigi deney sonuclarina gore alkoliin olusturdugu hasarlara

kars1 propolis; zincir kirici, siipiiriicii ve bastirici etki yapmaktadir.

6. SONUC VE ONERILER

1. Alkoliin (etanol) metabolizasyonu sonucunda agiga ¢ikan asetaldehit ve reaktif oksijen
tiirleri beyin dokularindaki antioksidan mekanizmalar1 baskilayarak, doymamis yag asitlerine
etki edip lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif hasara neden olmaktadir. Bunun yani sira
alkol, GABAerjik sistemin aktivasyonunu arttirarak hiicrede hiperpolarizasyonun artmasina
neden olur ve glutamat reseptdrlerinde asir1 bir uyarilmaya yol agarak hiicre i¢ine giren Ca
miktarini arttirarak néronlarin ¢liimiine neden olur.

2.Alkol, beyinde 6grenme ve bellegin olusumunda 6nemli olan merkezlerde oksidatif
hasara yol agmaktadir. Lipit peroksidasyonunu gosteren TBARS diizeyinin artmasi, SOD ve
GSH-Px enzim aktivitelerinin azalmas1 bunun bir gostergesidir. Olusan bu oksidatif hasar T-
labirent testinin sonuglari ile birlestirildiginde 6grenme ve kisa siireli bellekte bozukluklar
olusturdugu gdzlenmistir.

3. Propolis icerdigi polifenolik bilesiklerde bulunan flavonoidler nedeniyle antioksidan
ozellik gostermekte olup lipit peroksidasyonu sirasinda olusan polimer zincir reaksiyonlarini
kirarak lipit peroksidasyonunu durdurucu etki yapar. Reaktif oksijen tiirlerini dokulardan
uzaklagtirir (siipiiriicii etki) veolusan radikalleri daha az toksik maddelere ¢evirerek bastirici
etki gosterir. Tiim bu 6zelliklerinden dolay1 kuvvetli bir antioksidan oldugu kabul edilir.

4. Propolisin, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini kontrole gore arttirmast TBARS
diizeyini azaltmasi1 bakimindan antioksidan 6zellik gostermektedir. T- labirent sonuglarina
gore alkoliin 6grenme ve kisa siireli bellekte olusturdugu hasarlar1 6nleme ve tamir etmede

kullanilabilinir.
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5. Giinlimiizde yaygin bir sorun olan alkolizmin tedavisinde ve alkoliin olusturdugu
hasarlar1 tersine ¢evirmesi agisindan propolis énemli bir etkiye sahip olabilir. Bu nedenle
alkoliin olusturdugu hasarlara kars1 propolisin tedavide kullanimina yonelik aragtirmalar

yapilmasi 6nerilmektedir.

7. OZET

OGRENME VE BELLEGIN SEKILLENDiIGIi BEYIN BOLGELERINDE
ALKOLUN OLUSTURDUGU HASARLARDA PROPOLISIN ETKILERI

Alkoliin metabolizasyonu sonucunda agiga ¢ikan asetaldehit ve serbest radikallerden
kaynaklanan oksidatif stres, beyinde 6grenme merkezlerinde oksidatif hasara neden olarak
o0grenme ve bellegi baskilar. Propolis, igerdigi flavonoidlerden dolay1 kuvvetli antioksidan
ozellik gostermektedir. Calismamizda; alkoliin 6grenme merkezlerinde olusturdugu hasarlara

kars1 propolisin olas1 koruyucu roliinii aragtirmay1 amagladik.

Geng- eriskin Wistar-Albino sicanlar 4 gruba ayrildi (n=8). Alkol gruplar1 30 giin boyunca
kademeli olarak artan konsantrasyonlarda (%2,4 - %7,2 V / V) alkolli siv1 icecek diyeti ile
beslendi. Propolis gruplarma 150 mg/kg propolis ¢ozeltisi eklendi. Kontrol grubuna ise
alkoliin kalorisine esdeger alkol igermeyen sivi icecek diyeti uygulandi. Deney siiresince

deneklerin giinliik aldiklar1 besin miktarlar1 ve kilo degisimleri kayit edildi.

Kisa siireli bellek ve 6grenmenin test edilebilmesi i¢in deney Oncesinde, deney sonrasinda
ve alkol konsantrasyonunun artirildigi giinlerden 6nce T-labirent testi uygulandi. Deney
sonunda sakrifikiye edilen siganlarin beyinlerinin serebellum, hipokampus, serebral korteks
bolgelerinde, antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ile TBARS ve Nitrat
/Nitrit diizeyleri karsilastirildi.

Gruplarin T-labirentteki degerleri bazal siire, sakinma 1 ve sakinma 2 siireleri agisindan
karsilagtirildiginda; kontrol grubu ile propolis grubu arasinda fark goriilmezken (P>0,05),

alkol grubunun T-labirent degerlerinin kontrol ve propolis grubuna kiyasla azaldig: fakat bu
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azalmanin sadece 11. giinde yapilan testlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0,05),
Propolis + alkol grubu degerleri alkol grubundan yiiksek, kontrol ve propolis gruplarindan
diisiik ¢ikmis olmakla birlikte sadece 11. ve 30. giinlerde alinan kayitlar istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0,05).

Propolis grubunun hipokampus ve korteks dokusundaki SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri
kontrol gurubuna gore anlamh diizeyde artis gdsterdi (P<0,05). Bu da porpolisin antioksidan
Ozelligi oldugunun bir gdstergesi olarak kullanilabilir. Hipokampus, serebral korteks ve
serebellum  dokularindaki SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri gruplar arasinda
karsilagtirildiginda; alkol grubu enzim aktivitesinin kontrol ve propolis grubundaki enzim
aktivitelerinden daha az oldugu, propolis + alkol grubundaki enzim aktivitesinin ise alkol
grubuna oranla arttif1 gézlenmistir. Fakat bunlarda sadce hipokampus ve serebral korteks
dokusundaki enzim degismeleri istatistiksel olarak anlamli iken serebellum dokusundaki

enzim degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunamamastir.

Sonug olarak; propolisin kuvvetli bir anti oksidan 6zellige sahip oldugu, alkoliin artan
konsantrasyonlarda oksidatif strese bagli olarak beyinde 6grenme merkezlerinde hasarlara
neden oldugu, propolisin i¢erdigi antioksidan ozellikten dolay1 alkoliin olusturdugu hasarlari

tersine ¢evirici etkiye sahip oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Alkol, Hipokampus, Propolis, T-labirent, Antioksidan Enzimler.
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF PROPOLIS ON THE DAMAGE CAUSED BY ALCOHOL iN
THE BRAIN AREAS RELATED TO LEARNING AND MEMORY.

Oxidative stres resulting from free radicals and acetaldehydes emerging from alcohol
metabolisation supresse learning and memory, causing oxidative damage in the learning and

memory areas of the brain.

Because it includes flavonoids, propolis is a strong antioxidant. In our study, we aimed to
investigated the protective roles of propolis on the damage produced by alcohol in the

learning and memory areas.

Adult Wistar-albino rats were divided into four groups (n=8). Alcohol groups received
liquid diet with alcohol in gradually increasing concentrations (%2,4- %7,2 V/V). In propolis
groups, 150 mg/kg of propolis was added to the diet. In control groups, alcohol free but
including equal energy with the other groups diet was applied. During the study, the amount

of food and weight changes were recorded.

In order to test the short term memory and learning capacity before the study, after the

study and the day before chancing the alcohol concentration.

T-maze test was applied to the groups. At the end of the study, the rats were sacrificed and
SOD,CAT,GSH-Px activities and TBARS and Nitrat/nitrit levels of the rats’ cerebellum,

hippocampus and cerebral cortex were compared.

When comparing baseline latency, avoidance trials 1, avoidancce trials 2 and escape trials

periods of the rats we found no difference between the control and propolis group (P>0,05);

56



T-maze values of alcohol groups were decreased after the eleventh day of the study. When
compared with control and propolis group (P<0,05); the values of propolis+alcohol groups
were higher than the alcohol and lower than the conrol and propolis groups, but these values

were statistically significant on the eleventh and thirtieth days of the study (P<0,05).

The SOD and GSH-Px activities of the hippocampus and cortex of the propolis groups was
significantly increased when SOD, GSHP-x activities of hippocampus, cerebral cortex and
cerebellum of the groups were compered, the enzyme activitiy of the alcohol group was
lower than the propolis and the control groups but lower than the propolis+alkol groups.
While the enzyme activities of the hippocampus and cerebral cortex were statisticaly

significant, the changes in the enzyme activities of the cerebellum was meaningless.

As a results, we concluded thad propolis has a strong antioxidant property, alcohol with
increasing concentration has a damaging effect on learning due to oxidative stres and the

antioxidant properties of propolis improve the negative effects of alcohol.

Key Wors: Alcohol, Hippocampus, Propolis, T-mzae, Anioxidant enzymes.
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