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OZET

ALUMINYUM SULFATIN TOKSIK DOZDA SICAN HIPOKAMPUSU HUCRE
POPULASYONLARINA ETKISI

Cabus, Nilgiin
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD
Tez Yéneticisi: Dog. Dr. E. Oguzhan OGUZ

Nisan 2012, 64 sayfa

Aluminyumun insan viicudu iizerine toksik etkileri oldugu iyi bilinmektedir.
Bircok norodejeneratif hastalikla iliskisi olan aluminyumun c¢esitli organlar
iizerinde de olumsuz etkileri vardir. Bu ¢calismanin amaci aluminyum maruziyeti
sonucu sicanlarin hipokampus noron sayisindaki degisiklikleri stereolojik bir
yontem olan optik parcalama yontemi ile ortaya koymak ve aluminyumun
apoptozu indiikledigini TUNEL yontemi ile gostermektir.

Bu amagla 24 adet Wistar Albino disi sican kontrol, sham ve deney grubu
olarak iic esit gruba ayrildi. Bu sicanlardan deney grubuna giinliik olarak 3mg/ml
aluminyum siilfat intraperitoneal olarak 2 hafta siire ile verildi. Sham grubuna
aluminyum siilfatin ¢oziiciisii olan %0,9 NaCl’den aym periyod ve aym hacimde
intraperitoneal olarak verildi. Kontrol grubuna herhangi bir madde enjekte
edilmedi. Siire bitiminde sicanlarin anestezi ve dekapitasyon islemlerinden sonra
beyinleri ¢ikarildi. Sol hemisferleri optik par¢alama yontemi ile noron sayim icin,
sag hemisferleri TUNEL yontemi ile apoptotik hiicreleri gostermek ve apoptotik
indeksi belirlemek amaciyla kullanilda.

Aluminyum siilfat verilen deney grubunda hipokampus stratum pyramidale
tabakasindaki toplam néron sayisi kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda
anlamh olarak daha az bulundu. Kontrol ve sham grubu arasinda anlamh bir
fark bulunmadi. Deney grubu ile kontrol ve sham grubu karsilastirldiginda
TUNEL yontemi ile belirlenen apoptotik indeksin deney grubunda daha fazla
oldugu goriildii.

Sonu¢ olarak aluminyum siilfatin sicanlarda hipokampus stratum
pyramidale tabakasindaki toplam noéron sayisindaki azalmayr kantitatif olarak
gosteren bu calismada noronlar 6liime gotiiren mekanizmalardan birinin apoptoz
oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Aluminyum siilfat, toksisite, apoptoz, hipokampus, optik
pargalama



ABSTRACT

THE EFFECT OF ALUMINYUM SULPHATE ON RAT HiPPOCAMPAL CELL
POPULATIONS AT TOXIC DOSE.

Cabus, Nilgiin
M.Sc. Thesis in Histology and Embryology Department
Supervisor: Assist. Prof. Dr. E. Oguzhan OGUZ

April 2012, 64 pages

Toxic effects of aluminium on human body is well known. It has deleterious
effects on multiple organ systems and is related with many neurodegenerative
disease. The purpose of this study is to establish the change of neuron numbers of
hippocampus on aluminium exposed rats by using optical fractionator and to show
aluminium induced apoptosis by using TUNEL assay.

A total of 24 Wistar albino female rats were divided into three equal groups as
control, sham and study group. Rats in study group were injected intraperitoneally
with 3 mg/ml aluminium sulphate everyday for two weeks. Rats in sham group
were injected with %0.9 NaCl which is the solvent of aluminium within the same
period and volume. Rats in control group were not injected. After two weeks, rat
brains were removed after anestesia and decapitation. Left brain hemispheres
were used for neuron counting by optical fractionator. Right brain hemispheres
were used for showing apoptotic cells by TUNEL assay and calculating apoptotic
index.

Total neuron number of hippocampus stratum pyramidale was significantly
lower in study group than control and sham group. There was no difference
between control and sham group. Apoptotic index was significantly higher in study
group than the other two groups.

In conclusion this study has shown the toxic effect of aluminium on rat
hippocampus by using quantitative results for the first time. Apoptosis is also
shown to be a mechanism of aluminium induced neuronal death with this study.

Keywords: Aluminium sulphate, toxicity, apoptosis, hippocampus, optical fractionator
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1.GIRIS

Aluminyum (Al) yerkabugu toplam mineral iceriginin %8’lik kismin1 olusturur ve
ticiincli en fazla bulunan elementtir. Aluminyum ve bilesikleri bir¢ok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Al’un bilinen bir fizyolojik rolii olmayip insanlar i¢in oldukca
toksik olan esansiyel bir elementtir. Sagliklt bir bireyde viicuttaki total aluminyum
diizeyi 30-50 mg arasinda degismektedir. Bu cok kiiciik miktarlardaki aluminyum
beyin, karaciger, bobrek, kalp ve kemiklerde bulunmaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alismada
aluminyumun toksisitesi tespit edilmis ve bir¢ok norodejeneratif hastalikta
vurgulanmistir. Aluminyum ve Alzhemier, Parkinson, Amyotrofik Lateral Sklerozis
(AML), Dializ Ensefalopati Sendrom (DES) gibi nérodejeneratif hastaliklar arasinda
iliski olduguna dair bulgular vardir.

Aluminyumun toksik etkilerinin reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ nin {iiretimi
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Bu reaktif oksijen tiirleri hiicre membran
proteinlerini yikarak, membran lipit ve proteinlerini yok ederek, hiicre membranini
sertlestirip hiicre fonksiyonunu engelleyerek, niikleer membrani gecip nukleustaki
genetik materyale etki edip DNA'y1 kirllma ve mutasyonlara agik hale getirerek
hasarlara neden olabilir ve hiicre 6liimiine yol acabilirler.

Aluminyum ile indiiklenmis noronal hiicre oliimii mitokondrial yol ve
mitokondrial yol ile iliskili veya bu yoldan bagimsiz olarak endoplazmik retikulum
aracili  yol ile olmaktadir. Glutamat, Ca** (kalsiyum) iyonlari, serbest radikaller,
hiicreler tarafindan salinan sitokinler apoptozun olusumundan sorumludur.

Aluminyum ile olusturulan hasar literatiirde sican ve fare beyinlerinin degisik
bolgelerinde gosterilmis olup, sican beyni hipokampus bolgesinde ilk kez kantitatif
olarak gosterilecektir. Aluminyum siilfat verilen sicanlarin hipokampus piramidal
hiicrelerinde azalma olacagi hipotezi ileri siiriilerek bu calisma planlanmistir. Buna
gore, aluminyum stilfat verilen deney grubu, kontrol ve sham grubunda hipokampusun
stratum pyramidale tabakasindaki toplam piramidal hiicre sayisi optik parcalama
yontemi ile gosterilmis ve apoptotik indeks TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling) yontemi kullanilarak gruplar karsilastirilmistir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

Aluminyum atmosferde genellikle ¢6ziinmez aluminyum silikat ve aluminyum oksit
olarak bulunur (Wang vd 2002). Periyodik tabloda 13. sirada yer alir ve elektronik

I olmasina

konfigiirasyonu Ne3s?3p'. Yari 6mrii 7.2x10° olan yapay radyoaktif A
ragmen AlY dogal olarak olusan izotoptur. Bircok dogal sistemde aluminyumun ¢ok
kiigik miktarlar, AI®* iyonu olarak bulunur. Boéylece aluminyumun toksikokinetigi
cesitli AI** komplekslerinin fiziksel, kimyasal, biyolojik o6zelliklerine baghdir.
Soliisyonlarin pH’s1 aluminyum tiirlerini ve iyonik form varligini belirler (Yokel 2000).
Fizyolojik pH’da, aluminyum ¢6ziinmez aluminyum hidroksit Al(OH)s olusturur ve
ortamin asiditesinde kiiciik degisiklikler ile kolayca ¢oziiniir.

Aluminyum ¢ok giiclii oksijen kabul edicisi oldugundan sitrat, fosfat, laktik asit,
oksalik asit, sitrik asit ve katekolaminler gibi oksijen vericilerine baglanma
egilimindedir. Canlida aluminyuma fizyolojik olarak ihtiya¢ yoktur. Ancak boyutu
(0.051 nm) ve elektrik yiikiinden dolayr magnezyum (0.066 nm, 2%), kalsiyum (0.099
nm, 2%), ve demir (0.064 nm, 3") gibi benzer karakterlere sahip oldugu esansiyel
elementlerin kompetitif inhibitorii olabilir (Verstraeten vd 2008). Aluminyum her yerde
toprak, su ve bircok bitkide bulunur. Yiyeceklerin birgogu toprakta biiyilidiikleri i¢in
aluminyum igerir. Toprak pH’1 4,5-5’den daha diisiik oldugunda aluminyum toprak
suyunda ¢oziinilir ve bitki kokleri tarafindan absorbe edilir. Yiyecek katki maddeleri
dietteki aluminyumun 6nemli miktarlarina katkida bulunur (Kim vd 2001). Aluminyum
aynt zamanda igme suyunun aritilmasi amaciyla da kullanilir. Aluminyum klorhidrat
iceren ter Onleyiciler aluminyumun bir baska kaynagidir. Asilar, antiasidler, fosfat
baglayicilar ve parenteral beslenme soliisyonlari da aluminyum igerirler. Teneke
kutularda saklanmis igecekler aluminyumun kiicliik miktarlarin1 absorbe etmektedir.
Bir¢ok deodorant ve bazi pudralar aluminyum klorhidrat ve ¢ok sayida kepek sampuani
magnezyum aluminyum silikat icermektedir. Perdah ve zimpara gibi parlatict maddeler,
seramik, patlayicilar, miirekkep, c¢imento bilesiminde bulunur (Becaria vd 2002).
Aluminyum kap ve aluminyum folyo ile pisirilen yiyeceklerde aluminyum oram

yiikselmektedir. Aluminyumun viicuda alimi oral, intranazal, transdermal ve parenteral



yollarla olmaktadir. Oral olarak alinan aluminyumun dietteki asiditesi ve bilesimi
bilinmediginden alinan aluminyumun orani tam olarak bilinmemektedir. Diisik pH
aluminyum tiirlerinin ~ ¢oziiniirliiliiglinii  arttirak  aluminyum  absorbsiyonunu
arttirmaktadir. Sitrat ve laktat gibi kiiciik organik asitlerin varligi aluminyumun
biyoyararliligin1 arttirirken  fosfor ve silikon aluminyumun absorbsiyonunu
azaltmaktadir. Sehirde yasayan ve ortalama 70 kg agirhiginda olan kisilerde
yiyeceklerle birlikte viicuda giren giinliik aluminyum miktar1 kg basina ortalama 0.01—
1.4 mg‘dir. Bunun sadece 15ug’1 gastrointestinal sistemin duvari araciligiyla absorbe
edilmektedir. Notral pH’da aluminyum ¢6ziinmez hidroksi bilesikleri olusturduklari igin
dietteki aluminyumun 6nemli miktarlar1 absorbe edilmeden diski ile atilmaktadir.
Bobrekler yoluyla aluminyumun yaklasik olarak giinde 10-40 pg kadar atilmaktadir.
Almman miktar arttiinda bobrek atilm miktarn giinde 200-500 pg’a kadar
cikabilmektedir. Bobrekler aluminyum atarken total viicut aliminyumunu muhafaza
etmeye calisirlar. Ayrica safra yoluyla da aluminyum atilabilmektedir.

Saglikli kisilerde aluminyumun total diizeyi 30-50 mg arasinda degismektedir.
Genel populasyonda viicuttaki total aluminyumun yaklagik yarisi iskelette ve yaklasik
olarak "4’ akcigerdedir (Ganrot 1986). Beyinde gri cevherde beyaz cevherin iki kati
oraninda aluminyum bulunmaktadir. Aluminyum ayrica deri, asagl gastrointestinal
sistem, lenf nodlari, adrenal ve paratiroid bezlerde bulunur ( McDermott vd 1978).

Saglikli kisilerde aluminyum kan konsantrasyonlar: ortalama 11pg/100 ml ve doku
konsantrasyonlar1 ¢ok diisiiktiir. Normal insan plazma aluminyum seviyeleri 2.1 ile 42
png/l arasinda degismesine ragmen yaklasik olarak 10pg/l olarak kabul edilmektedir
(Nayak 2002).

Aluminyum dokulara esas olarak demir baglayan protein transferrin ile taginir
(Becaria vd 2002). Yaklasik % 90’lik kism1 bu protein ile bagl olan total aluminyumun
geriye kalan %10’luk kismi serbest ya da sitrat gibi kiiclik molekiillerle kompleks
olusturmus durumdadir (Rahman vd 1985).

2.1. Aluminyumun Toksik Etkileri

Insanlarda bilinen bir fizyolojik role sahip olmayan aluminyum oldukca toksik olan
esansiyel bir elementtir. Aluminyum ve bilesenlerine maruz kalan kisilerde basta
norotoksisite olmak iizere bir¢cok tehlikeli yan etkilerin oldugu caligmalarda

gosterilmistir. Aluminyum c¢esitli mekanizmalar ile hem merkezi sinir sistemi (MSS)



hem de diger sistemler {izerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir.

Aluminyum toksisitesi genellikle renal fonksiyonu bozulmus hastalarda bulunur.
Kronik dializ hastalarinda aluminyumla kronik zehirlenmelere rastlanabilir. Dializ sivis1
yapmak i¢in kullanilan suda ve hiperfosfatemiyi kontrol altina almak i¢in kullanilan
aluminyum jellerinde bulunan metal aluminyum, bu kronik zehirlenmeden sorumludur.
Aluminyum toksisitesi 1970°li yillarin ortalarinda Ingiltere Newcastle’de dializ
hastalarinda tanimlanmistir. Bu hastalarda dialize bagli olusan osteomalazik
osteodistrofinin  dializat suyunun yerine aluminyum igermeyen deiyonize su
kullanildiginda geri doniistimlii oldugu goriilmiistiir. Berlyne ve arkadaslari renal
fonksiyonu bozuk olan sicanlarin Al’un toksik etkilerine daha duyarli olduklarini rapor
etmislerdir (Berlyne vd 1970).

Karaciger {iizerine aluminyumun ters etkileri bildirilmistir (Stein vd 1987).
Sicanlarda oral olarak girmis aluminyumun karaciger ve kanda aminolevulinik asid
(ALA) dehidrataz aktivitesini arttirdig1 ve paralel olarak idrarda aminolevulinik asitte
azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Aluminyum klorid karacigerde ALA-sentetaz ve
hem oksijenazin artisin1 indiikler (Chmielnicka vd 1994). Hepatik fonksiyonda
aluminyum ile iligkili anormallikler serum safra asit konsantrasyonunda ve glukuronil
transferaz aktivitesinde artma ve safra akisinda azalmayi igerir.

Aluminyum hematopoez iizerine direkt etkiye sahiptir. Fazla aluminyumun
mikrositik anemiyi indiikledigi gosterilmigtir. Aluminyum hem sentezinde azalma,
globulin sentezinde azalma ve artmis hemolizis ile anemiye neden olmaktadir.
Aluminyum toksisitesinden olusan anemili hastaliklar siklikla yiikselmis retukulosit
sayisina, azalmig ortalama korpuskiiler hacim (MCV) ve ortalama korpuskiiler
hemoglobine (MCH) sahiptir.

Osteomalazi, kemik agrisi, patolojik kiriklar, proksimal miyopati ve Vit Ds
tedavisine yanittaki basarisizlik aluminyum ile indiiklenmis olan muskoloskeletal
toksisitenin sik 6zelliklerindendir. Fazla kemik aluminyumu, diisiik kemik olusum orani
ve kiriklar i¢in yiikselmis risk ile iligkili gortilmiistiir (Kausz vd 1999). Aluminyumun
kemik iizerine etkisinin yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda farkli oldugu gozlenmistir.
Aluminyum vyiiksek konsantrasyonlarda (1.5x10° M) osteoklast benzeri hiicrelerin asit
fosfataz aktivitesini, osteoblast benzeri hiicrelerin kollajen sentezi, DNA replikasyonu,
ornitin dekarboksilaz ve alkalen fosfataz aktivitelerini inhibe ederken diisiik
konsantrasyonlarda bu aktiviteleri stimiile ettigi bulunmustur (Liaberherr vd 1987).

Deneysel hayvanlarda aluminyum girisi osteoid birikimi ve azalmig mineralizasyon ile



karakterize osteomalazi ile sonuglanmistir. Rodriguez ve arkadaslart 1990’da azalmis
osteoblast diizeyi, artmis osteoid birikimi ve kemik olusumunun durmasin1 aluminyum
girisinin sonucu olarak gostermislerdir (Rodriguez vd 1990).

Aluminyum siilfatin intratestikiiler enjeksiyonundan sonra iki giinde fokal
nekroz ve yedi giin iginde tiim spermatozoalarda yikim goézlenmistir (Kamboj vd 1964).
Aluminyum siilfatin farelere kronik subkutandz girisi azalmis testikiiler agirliga,
tiibiillerin daralmasina ve spermatojenik arreste neden olmustur. Disi sigcanlarda
gonadotoksik etkiler ve gebe sicanlarda fetal Oliim ile iliskili maternal O6liimiin
aluminyum klorid maruziyeti ile oldugu bildirilmistir ( Benett vd 1975).

Inhalasyon maruziyetini takiben aluminyumun baslica etkileri respiratuar sistem
tizerinedir. Aluminyum endiistride ¢alisanlarda astim, oksiiriik, akciger fibrozisi ya da
pulmoner fonksiyon bozuklugu artmistir. Ancak bu etkilerin sadece aluminyum
yiiziinden ger¢eklesmesi kuskuludur. Hayvan ¢alismalarinda bronko-alveolar lavaj
stvisinda ve granulomatoz reaksiyonunda makrofajlarin proliferasyonuna neden oldugu

rapor edilmistir.

2.2. Aluminyumun Sinir Sistemindeki Etkileri

Aluminyumun insan norotoksini oldugu ilk olarak 1886’da Prusyali orduda ampute
edilen bolge kanamayr durdurmak i¢in Al ile tedavi edildiginde farkina varilmistir.
Al’un norodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu hipotezi 1965 yilinda Wisniewski,
Terry and Klatzo Al tuzlarinin girisinin tavsan beyninde Alzheimer hastaliginin
norofibriller yumaklarina benzer ndrofibriller yumaklarin olusumunu  indiikledigini
gostermesiyle dogmustur (Terry vd 1969). Beyin hasar1 ile Al arasinda baglantiyr
gdsteren ilk laboratuar hayvan caligmasi 1973’de yaymnlanmistir. In vivo ve in vitro
bircok caligmada norotoksik etkileri agiga c¢ikarilan aluminyumun insanlarda ve
deneysel hayvanlarda beyinin prenatal ve postnatal gelisimini yavaslattigi gosterilmistir
(Yumoto vd 2001). Hafiza kaybu, titreme, irkilme, bozulmus koordinasyon, yavas motor
hareketler, merak kaybi, ataksi ve myoklonik jerkler gibi ¢esitli ndrolojik belirtiler
aluminyum toksisitesiyle iligkilendirilmistir ( Zatta vd 1991).

Sistematik sirkulasyondan aluminyum kan beyin bariyeri (KBB), nazal olfaktor yol
ve serebrospinal sivi araciligiyla beyine girebilmektedir. Aluminyum nazal kavitenin
catisinda lokalize olan olfaktér noéronlar yoluyla beyine girme yetenegindedir.

Burundaki koku reseptorlerinin aksonlari sinir demetleri olustururlar ve bu sinir



demetleri etmoid kemigin kribriform parcasindan gecer ve olfaktor bulbda sinaps
yapar. Bu hiicreler kompleks noronal aglar ile olfaktor korteks, korteks ve hipokampusa
baglanir. Olfaktér sinirden aluminyumun absorbsiyonu aluminyum asetilasetonata
maruz birakilan ratlarda ¢alisilmistir. Aluminum depozitleri aluminyum asaetilasetonate
ile muamele goren ratlarin pons, medulla, olfactor bulb ve hipokampus bolgelerinde
bulunmustur. Baska bir ¢alismada, siganlarin aluminyum klorhidrata sadece burun
yoluyla maruziyetinden sonra siganlarin beyin kokiine aluminyum klorhidratin dagildig
bulunmustur. Bu c¢alismalar ile aluminyumun olfaktdr sinir yolu ile alimi ve
transndronal dagiliminin beyin i¢in 6nemli maruziyet yolu oldugu oOne siiriilmiistiir
(Becaria 2002).

Aluminyumun KBB’ nden beyine giris mekanizmasi transferrin-reseptor aracili
endositozdur ( TfR-ME) (Yokel 2000). Transferin reseptorler beyin kapiller endotel
hiicreleri, koroid pleksus, noronlar ve glial hiicrelerde bulunur. Aluminyumun beyine
girisinin bir diger mekanizmasi metale bagli kiigiik molekiillerin pinositozu veya
diffuzyonu gibi non- spesifik yollardir.

Aluminyum bir¢ok mekanizma ile nérotoksisite olusturma yetenegine sahiptir.
Beyin aluminyum noérotoksisitesi i¢in Onemli hedef organdir ve hipokampusta
maksimum birikim ile beyinin tiim bdlgelerinde biriktigi gézlenmistir (Julka vd 1996).
Noron yenilenmesi olmamasi nedeniyle aluminyumun beyinden temizlenmesi diger
organlardan daha yavastir. Insan beyninden aluminyumun eliminasyon yar1 émrii yedi

yil olarak hesaplanmistir.

2.2.1. Aluminyum ve Kan Beyin Bariyeri

Aluminyum bir¢gok mekanizma ile ndrotoksisite iliretme yetenegindedir. Siki
baglantilara sahip beyin kapiller endotel hiicreleri, bu hiicreleri ¢cevreleyen bazal lamina
ve bazal laminaya sitoplazmik uzantilariyla tutunmus astrositlerden olusan KBB
periferal sirkulasyon ve MSS arasinda degis-tokusu diizenler. Al KBB’nin membran-
benzeri fonksiyonlarinin bazilarmi etkiler. Transmembran diflizyon oranini arttirir ve
MSS’nin  hemodinamigini degistirmeden ve membran biitiinliiglini bozmadan
doyurulabilir transport sistemlerini degistirir. Gidalarin, hormonlarin, toksinlerin,
ilaclarin beyine ulagmasinda bazi degisimler MSS disfonksiyonun temeli olabilir.
Aluminyum membran fonksiyonlarini degistirme yetenegindedir. MSS ve ek olarak

periferal dokular iizerindeki etkileri Al’'un bir membran toksini olarak etkisi ile



aciklanabilir. Aluminyum KBB’i etkiler ve endotelyal toksisiteyi indiikler. Al endotel
hiicrelerin canlilifin1 azaltir, mitokondrial potansiyeli degistirir, hiicresel oksidasyonu
arttirir ve sik1 baglant1 protein ekspresyonunu azaltir (Chen vd 2008). Aluminyumun
noronlar ve astrositlerin metabolizmasinda ve hiicre iskelet elementleri tizerinde etkileri
Al norotoksisitesinde temel olay olarak dikkate alinabilir. KBB’inde siki baglantilar
beyin mikrodamarlar arasinda beyin endotelial hiicrelerini birbirine baglar. Beyin
kapillerini olusturan endotel hiicreler arasinda siki baglanti bolgeleri bulunur. Siki
baglantilar diisilk gegirgenlikten ve beyin endotelyumunun yiiksek elektriksel
direncinden sorumludur. Siki baglantilar transmembran proteinleri okludin, klaudin ve
kavsak yapisma molekiilii (JAM) ile olusturulur (Nitta vd 2003). Siki baglantilar
endotelin biitiinliigiliniin siirdiiriilmesinde ve kan yoluyla tasinan maddelerin paraselliiler
transferini dnlemede kritiktir. Zonula okludinler (ZO-1/2/3) okludin ile etkilesim
halindeki sitoplazmik proteinlerdir. Siki baglant1 bolgeleri igin tanitici proteinler olarak
gorev yaparlar (Haskins vd 1998). Siki baglant1 proteinleri hiicre iskeleti proteini olan
aktine aksesuar proteinler olan zonula okludinler (ZO1/2/3) ile baglanir. Al’a maruz
kalma hem siki baglanti proteinleri hem de siki baglanti aksesuar proteinlerinin

bozulmasi ile sonuglanir.
2.2.2. Aluminyum ve Kalsiyum Hemostazi

Al girisinin kalsiyum hemostazinda bozukluklara neden oldugu cesitli ¢calismalarda
gosterilmistir. Gandolfi ve arkadaglart aluminyumun endoplazmik retikulum (ER) ile
Ca?* alimimi degistirdigini, mitokondriden Ca?* salmigi arttirdigin1 ve Ca?* ATPaz
inhibisyonu ile hiicre iginde yiiksek Ca?* diizeylerine neden oldugunu gostermislerdir
(Gandolfi vd 1998). Sigan sinir sisteminde Ca** hemostaz mekanizmast iizerine yapilan
bir calismada aluminyumun Ca?* ATPaz’1 inhibe ettigi gosterilmistir (Jill vd 1996).

ca® iyonlar1 ekstraselliiler alanla karsilastirildiginda intraseliiler alanda oldukga
diisiik seviyelerde tutulur. Bu diisiik konsantrasyonun siirdiiriilmesinde gorev alan iki
kalsiyum pompasi mevcuttur. Bunlardan birisi hiicre membraninda yer alir ve
kalsiyumu hiicre disina pompalar. Digeri ise kalsiyumu ER gibi kalsiyumun 6nemli
depo alani olan organellere pompalar. Al Ca’"u hiicre disina pompalayan plazma
membrani Ca** ATPaz’1 inhibe eder (Bhagavan 2002). Bu pompa Ca®" *un hiicre i¢inde
cok diisiik seviyelerde siirdiiriilmesinden sorumludur. Noronal ca®’ artisi, ATPaz,

fosfolipazlar, proteazlar, endoniikleazlar gibi bircok enzimi aktive edebilirler.



Endoniikleazlar DNA zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz c¢ifti katlar
uzunlugunda parcalara ayirir. Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini stabilize eden
proteinleri pargalar. Bu enzimlerin aktivitesindeki artis geri doniisiimsiiz néronal hasara
yol agar.

Na’/K* ATPaz beyinin hiicresel membraninda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Na'/K* ATPaz sodyum (Na’) ve potasyum (K*)’un intraselliiler ve ekstraselliiler
ortamlar1 arasinda gradientin devami icin esastir. In vivo ve in vitro Al maruziyetinin
Na'/K* ATPaz iizerindeki inhibitor etkileri cesitli arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir (Silva vd 2003). Son yillardaki ¢alismalar ile doku spesifik Na'/K*" ATPaz
inhibisyonunun apoptozda temel bir rol oynadigi gosterilmis ve  bu enzim
inhibisyonunun direkt olarak hiicre oliimiinii baslatabilecegi veya diger apoptotik
hasarlarin olusumunda hiicrenin yatkinligin1 belirgin bir sekilde arttirabilecegi
belirtilmistir. Na*/K* ATPaz inhibisyonu mitokondrial Ca’**un fazla birikmesine neden
olur (Silva vd 2005). Intramitokondrial Ca** diizeylerinde artis mitokondrial gegis poru
(MTP)’nun agilmasina ve sitokrom c¢’nin (sit ¢) salinmasina ve apoptozla sonuglanan

kaspazlarin aktivasyonuna neden olur.

2.2.3. Aluminyum ve Tau proteini

Tau proteini MSS noronlarinda oldukca fazla ve daha az olarak her yerde bulunur.
Tau 17. kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibiil iligkili protein (MAP) ailesinden bir
proteindir. Mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinliigli ve aksonal
transportta onemli rol alir. Tau proteini dendritlerde bulunmaz (Singer vd 1997).
1965°de Klatzo ve arkadaslar1 enjekte edilen aluminyum tuzlarinin tavsanlarin beyninde
norofibriller yumak (NFY) olusumuna neden oldugunu bulmuslardir (Klatz vd.1965)
Norofibriler yumaklar, 6zgiin ndron popiilasyonu i¢inde bulunan anormal ipliksi
yapilarin ¢iftlesmis helikal filamentler seklinde birikimleridir ve bunlarin ana maddesi
hiperfosforile olmus tau proteinidir (New vd 1995, Igbal vd 2005). NFY hiicre
iskeletinin biitiinliigiinii ve aksonal transportu bozarak hiicre Oliimiine neden olur.
Alzheimer hastaligi, ALS/Parkinsonizm-Demans Kompleksi (ALS/PDK), kortikobazal
dejenerasyon (KBD), pugilistik demans ve kafa travmalari, Down Sendromu,
postensefalitik parkinsonizm, progresif supraniikleer palsi (PSP) ve Pick hastaliginda
bulunurlar (Ishiguro vd 1999 ). Al tau proteinin fosforilizasyonunun arttirmaktadir. Tau

proteini hiperfosforile oldugu durumlarda, mikrotiibiillere baglanma yetenekleri azalir



ve ¢ift sarmal iplikcikleri halinde bulunurlar. Hiicre i¢i birikimlerde bulunan
hiperfosforile tau proteinin hiicrenin temel iskeletini bozarak once aksonal iletinin

bozulmasina sonra da hiicrenin 6liimiine neden oldugu diisiintilmektedir.
2.2.4. Aluminyum ve Glutamat

Beyindeki  sinapslarin = %40’inda  bulunan  glutamat  baslica  eksitator
norotransmitterdir. Al’a maruz kalmada beyinde artar ve bir ndronun g¢evresinde kritik
bir diizeye ulastiginda ndron apoptozla ortadan kaldirilir. Noronlarda hiicre
metabolizmasinin  bir pargasi olarak glikozdan sentezlenir. Sinaps araligina
saliverilmesinin ardindan daha cok astrositler tarafindan geri alinir. Glial hiicrelerde
glutamin sentetaz ile glutamat ve amonyagin kombine edilmesiyle glutamin olusur.
Sentezlenen glutamin glutaminerjik noéronlar ile alimir ve mitokondrial glutaminaz
enzimiyle glutamata dontsiir (Petroff 2002). Glutamat sinaptik vezikiiller i¢ine alinir
ve sinaptik bosluga salinir. Glutamat postsinaptik néronda reseptoriine baglanir ve
glutamat tasiyicilar olan eksitatér amino-asid tasiyicilart 1 ve 2 (EAAT1 ve EAAT2) ile
sinaptik bosluktan uzaklastirilir. Glutamat reseptorleri iyonotrofik ve metabotrofik
olmak iizere 2 gruba ayrilir (Dingledine vd 1999). iyonotrofik reseptdr olan N-metil D-
aspartik asit (NMDA) Ca?*, Na* ve K" iyonlarina gecirgendir (Riedel vd 2001). NMDA
reseptorleri, MSS’de sinaptik fonksiyonun diizenlenmesinde esas rol oynar (Carroll vd
2002). Hiicrenin dinlenme durumunda, NMDA reseptérler magnezyum (Mg?*) iyonlari
ile kapatildigindan gecirgen degillerdir. Presinaptik ndrondan uyarmin alinmasi
postsinaptik hiicreleri depolarize eder ve bu durumda NMDA reseptorlerinin
aktivasyonuna, dolayisiyla da hiicre i¢ine kalsiyum akisina izin verir (Evans vd 1977).
Sinaptik araliktaki glutamat miktarinda kontrolsiiz bir artis NMDA’y1 aktive ederek
hiicre zarlar1 boyunca Na* ve ca®* iyon iletimini arttirir ve norolojik hasari alevlendirir

( Harkany vd 2000).
2.3. Oksidatif Hasar

Cesitli fizyolojik ve patofizyolojik reksiyonlar ile olusan reaktif oksijen tiirleri bir
veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi
diistik, yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir (Ozdem vd

1994). Hiicrede meydana gelen ¢esitli reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikallerin
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olumsuz etkilerine karsi hiicre antioksidanlar tarafindan korunmaktadir. Antioksidan
sistem, serbest radikallerin etkilerini farkli basamaklarda onlemeye, sinirlamaya veya
kismen tamir etmeye calisir (Willcox vd 2004). Serbest radikallerin olusum hiz1 ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulacak olursa, yani antioksidanlarin
serbest radikalleri notralize etme hiz1 daha yavas gerceklesirse, serbest radikaller artar.
Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse hiicre membran proteinlerini yikarak,
membran lipit ve proteinlerini yok ederek, hiicre membranini sertlestirip membran
fonksiyonunu engelleyerek, niikleer membrani geg¢ip nukleustaki genetik materyale etki
edip DNA'y1 kirilma ve mutasyonlara acik hale getirerek hasarlara neden olabilirler
(Cavdar vd 1997). Bu doku hasarlarini 6nleyen antioksidan koruyucu sistemlerden
bazilari; antioksidan enzimler katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
reduktaz (GSSGR), superoksit dismutaz (SOD) , zincir bozan antioksidanlar (vitamin C,
vitamin E, vitamin A, -karoten, albumin, iirik asit) ve flavonoidler (meyve, sebze ve
cayda bulunan antioksidanlar) sayilabilir (De Zuwatt 1999, Rosenfeld 1998). Bu
dengenin bozulmasi sonucu artan serbest radikallerin hiicre fonksiyonlar1 {izerinde
yaptiklari olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’ denir (Cavdar vd 1997).
Molekiiler yikim yeterli siddette oldugu zaman oksidatif stres néronlar1 apoptoz veya
nekroz ile yikimina neden olur.

SOD siiperoksit serbest radikalinin (O2") hidrojen peroksit ( H,O,) ve molekiiler
oksijene (O;) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Glutatyon peroksidaz,
hidroperoksitlerin  indirgenmesinden sorumludur. Glutatyon rediiktaz, GSH-Px
vasitastyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSQG)
tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) dontisiimiinii katalize eder. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz
hidrojen peroksidi suya ve oksijene parcalar.

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlarin temelinde 3 mekanizma mevcuttur:
1. Membran lipitlerinin peroksidasyonu: Serbest radikaller hiicre membranlarina
saldirdiginda hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirir ve hiicrede
bozulmalarina neden olurlar. Noral membranlarin  ¢oklu doymamis yag asitlerinden
zengin olmasi nedeniyle serbest radikallerin MSS’de kullandig1 mekanizma genellikle
lipid peroksidasyonudur.
2. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri protein capraz

baglarinin olusmasina, protein yapisinda ana zinciri Okside ederek proteinlerin
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parcalanmasina ve aktivite kaybina neden olur.

3. DNA hasart: DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen bir
molekiil oldugundan DNA modifikasyonlari mutasyonlara ve genetik bozukluklara
neden olmaktadir. Bu yiizden DNA hasarinin ROT ile indiiklenen hiicresel
modifikasyonlarin en ciddisi oldugu diisiiniilmektedir. Oksidatif DNA modifikasyonlari
memeli DNA’sinda siktir. Hidroksil radikalinin DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle
reaksiyona girdigi bilinmektedir. Piirin, primidin bazlarinda ve deoksiriboz iskelette
hasara yol agmaktadir.

Beyin hiicre komponentlerine oksidatif hasar aluminyumun norotoksisitesinde
onemli mekanizmalardan biridir. Cesitli ¢alismalarda da aluminyumunun ndérotoksik
etkisinin reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine bagl oldugu vurgulanmistir (De Marchi vd
2004, Ogasawara vd 2003). Merkezi sinir sistemi, Onemli antioksidan enzim
diizeylerinin diislikliigli, noral membranlarin ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin
olmasi1 ve metabolizma i¢in 6nemli miktarlarda oksijene gereksinim duymasi nedeniyle
oksidatif hasara diger sistemlerden daha duyarlidir (Gupta vd 2004).

Beyin membranlarinda lipid peroksidasyon oranlarinda artis aluminyum
norotoksistesinin etiyolojisine katkida bulunur. Aluminyum reaktif oksijen tiirlerini
tireterek protein, lipid, DNA oksidasyonuna neden olmaktadir. Aluminyum
muamelesinin sigan ve farelerin beyinlerinde oksidatif hasari arttirdignt  ve in vitro
asidik kosullar altinda serbest demirin varliginda aluminyumun lipid peroksidasyonunu
kolaylastirdig1 gosterilmistir (Ogasawara vd 2003). Ozellikle MSS’de ROT membran
lipidlerini igeren hemen hemen tiim hiicresel komponentlere saldirarak oksidatif stresin
bir formu olan lipid peroksidasyonu olusturur. Lipid peroksidasyonu, bir radikalin
membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplardan bir H
atomu uzaklastirmasi ile baslamaktadir. Biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonu
membran akiskanliginin kaybi, membran potansiyelinde degisiklikler, membran
gecirgenliginde artis ve reseptdor fonksiyonlarinda artis ile sonuglanir. Beyin
hiicrelerinde lipid peroksidasyonun oranindaki Oonemli artis, membran hasarmna ve
ndronal hiicre 6liimiine neden olur.

Aluminyumun ferréz demir (Fe?*) araciligiyla néronlarda oksidatif hasara neden
oldugu gosterilmistir. Aluminyum Fe?* tyonunu oksidasyon oranini azaltarak stabilize
eder. Fe** oksidatif tiirlerin olusumunu Fenton reaksiyonunu aktif olarak katalizleyerek
arttirir. Aluminyum superoksit dismutaz ve katalazi baskiladigindan Fenton reaksiyonu

OH’ ve ferrik demir (Fe*") olusumuna neden olur (Bondy vd 1996) Superoksit radikali
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hemen H,0,’e doniistiiriiliir. KAT enziminin Al ile aktivitesinin baskilanmasi nedeniyle
H.0,’in H,O ve O;’ye doniisiimii yavaslar. Fazla biriken H,O, OH" radikallerinin
iiretimine neden olarak ¢esitli proteinlerde, membran lipidlerinde ve DNA’da hasara yol

agar.

2.4. Apoptoz

Biyolojik bilimler literatiiriinde apoptoz terimi, ilk defa 1972 yilinda Iskogyali
arastirmacilar Kerr, Wyllie ve Curie tarafindan kullanilmis ve bu arastirmacilar
apoptozu canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu, yapisal olarak 6zgiin bir
hiicre oliim tipi olarak tanimlamiglardir (Ustagelebi vd 1999). Wyllie, 1980 yilinda
deneysel apoptozu, glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlasmamis timus
hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini
yaparak, hiicrede DNA biitiinliiglinlin kalmadigini, apoptotik hiicre i¢in karakteristik
olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu gostermistir (Wyllie 1980). Cohen
ve Duke 1984’de apoptozun aktif bir siire¢ oldugunu protein ve RNA sentezinin
kimyasal inhibisyonunun apoptozu engelledigini gostererek ispatlamiglardir.
Programlanmis hiicre 6limii olarak da bilinen apoptoz; ¢ok hiicreli organizmalarin
organogenezisi sirasinda ya da gelisimini tamamlamis canlilarda, hasar gérmiis ya da
potansiyel olarak tiimoral yatkinlig1 olan hiicrelerin uzaklastirilmasinda bagvurulan hem
fizyolojik hem de patolojik olarak uyarilabilen bir hiicre 6liim mekanizmasidir (Cohen
vd 1997, Everett vd 1999). Hiicre 6limiiniin bir modeli olan apoptozda hiicre kendi
Oliimiine aktif olarak katilir. Doku hemostazinda, embriyogenezis, immun toleransin
stirdiirilmesinde, sinir sisteminin gelisiminde ve endokrin bagli doku atrofisinde
siklikla apoptoz bulunur. Bagirsak epitelinin yenilenmesi, menstruasyon sirasinda
uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin uzaklastirilmasi, virusle enfekte hiicrelerin ortadan
kaldirilmas1 apoptoza 6rnek olarak verilebilir. Apoptoza ugrayan hiicre karakteristik
morfolojik ve biyokimyasal ozellikler gosterir. Apoptoz kromatin kondensasyonu,
cekirdek biliziigmesi ve niikleer membranin kaybi, morfolojik olarak bozulmamis
mitokondri ve kromatin igeren apoptotik cisimleri meydana getiren membran
kabarmasi, DNA’nin niikleozomal parcalara ayrilmasi, enerji ve protein sentezi
gereksinimi ve inflamasyon cevap olmayisi ile karakterizedir (Virginia vd 1995). Bu
apoptotik hiicreler ve onlarin membran bagli apoptotik fragmentleri herhangi bir

hiicresel igerik sizmadan once makrofajlar ya da komsu hiicrelerle hizlica fagosite edilir
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(Pelengaris vd 2006, Savill vd 1989). Apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmasi igin bu etkili
mekanizma nedeniyle, inflamatuar cevap olusmaz. Hiicrenin kromatin materyali,
nukleus membraninin ¢evresinde toplanip, kondanse olur ve apoptotik hiicre, kiiclik
cisimciklere parcalanarak yikici immun hiicreleri tetiklemeden, makrofajlar ya da
komsu hiicreler tarafindan etrafi sarilarak fagosite edilmektedir.

Apoptozun erken fazlarinda hiicre yiizey ve plazma membraninda degisiklikler
olusur. Apoptozun en erken olaylarinda, nukleusta saptanabilen olas1 degisikliklerden
once fosfatidil serin sitoplazmik membranin i¢ tabakasindan dis tabakasina dogru
hareket eder ve hiicrenin dis yiizeyinde agik hale gelir. Apoptotik hiicrelerde gozlenen
morfolojik degisikliklerin ¢ogu hiicre dliimiinde aktive edilen sistein proteazlarin bir
ailesi olan kaspazlar ile nukleer lamininlerin ve sitoiskelet proteinlerin pargalanmasinin
sonucudur. Memelilerde bu proteazlar en az kirk tiyeden olusan genis bir aile
olustururlar. Apoptotik hiicre oliimiinde olduk¢a Onemli olan kaspazlar yiiksek bir
Ozgilliik ve koordine bir davranigla proteinlerin belirli bolgelerinin kirilmasi isleminde
gorev alirlar.

Apoptoz geciren hiicrede mitokondrial fizyoloji bozulur. Apoptoz sirasinda
mitokondrial gegirgenlik degisir ve apoptotik spesifik proteaz aktivatorleri
mitokondriden salinir. Ozellikle sitokorom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salmisi
Apoptoz proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)’e baglanma ve boylece kaspaz-9 (Apaf-
3) aktivasyonu ile sonraki kaspaz aktivasyonunu uyartr.

Apoptozun son noktalarindan biri olan genomik DNA’nin fragmentasyonu
apoptozun biyokimyasal belirleyicisidir. Geri doniisimsiiz bir olay olan DNA
fragmentasyonu hiicreye 6liim ic¢in komut verir ve plazma membraninda gecirgenlik
degisikliklerinden dnce olusur. Birgok sistemde DNA fragmentasyonu Ca** ve Mg?*
bagimli endonukleaz aktivasyonunun sonucu olarak gosterilir. Kaspaz ile aktive olan
DNAaz (CAD) selektif olarak mono ve oligonukleozomal DNA fragmentleri olusturan
nukleozomal birimler arasinda lokalize olmus alanlarda DNA’y1 kesip ayirir. CAD
inhibitor subunite bagli inaktif bir kompleks olarak bulunur. CAD’mn aktivasyonu
kaspaz-3 aracili CAD inhibitoriiniin (ICAD) ayrilmasma baghdir. Aktif kaspaz 3
molekiilii inhibitdr subuniteyi ayirir. Inhibitér subunitin ayrilmasi enzimin serbest

kalmasi ile sonuglanir (Alnemri 1997, Cohen vd 1997).
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2.4.1. Apoptoz Olusum Mekanizmalari

Apoptoz mitokondri aracili intrinsik, Oliim reseptorleri aracili ekstrinsik veya
endoplazmik retikulum aracili olabilir (Ashkenazi vd 1997). Apoptoz, Fas (CD95) ve
Tiimdr nekroz faktor reseptorii gibi 6liim reseptorlerinin kaspaz-8’i aktive etmesi ile ya
da mitokondri aracili kaspaz-9’un aktivasyonu ile gerceklesir. Intrinsik ve ekstrinsik

yolda, kaspaz-3 aktivasyonu ortaktir (Huppertz vd 1999, Roulston vd 1999).

FASL l.
A °

HUCRE MEMBRANI

TMFR

MITOKOMDRI

prokaspaz-8 _’ kaspaz-8 sitokrom-c

prokaspaz-9 '

thAF-l

kaspaz-9
kaspaz-3 /

Sekil 2.1 Apoptoz olusum mekanizmalari. Apoptoz mitokondri ve 6liim reseptdrleri
araciligryla iki yolla olmaktadir. Her iki yolda ortak olan kaspaz-3 aktivasyonudur.
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2.4.1.1. Mitokondri Aracih Apoptoz

Mitokondri aracili apoptotik yol, proapoptotik (Bax, Bad) ve anti-apoptotik (Bcl-2)
olarak adlandirilan Bcl-2 ailesi proteinleri araciligi ile yonlendirilir. Aluminyumun
girisi, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteini
olan sitc’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini, hem mitokondri hem de
endoplazmik retikulumda Bcl-2’de azalmayi, mitokondri i¢ine Bax translokasyonunu,
kaspaz-3’iin aktivasyonunu ve DNA kirilmasini indiikler (Dewitt vd 2006). Tavsan
hipokampusunda Al indiikklenmis apoptoz Bcl-2/Bax oraninda karigikligt neden
olmustur. Sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi apoptoz yoluna girmis
bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir déneme girildigininin isaretidir. Sit-c mitokondriden
salininca sitoplazmada Apaf-1’e baglanir, olusan kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un
aktif kaspaz—9 haline doniismesini saglar. Aktif hale gelen kaspaz 9 6liimii indiikleyen
kaspaz 3’1 indiikler. Al ile muamele apoptozun gostergesi olan kaspaz 3 aktivasyonu ve
fosfatidil serinin i¢ membrandan dis membrana hareketi ile sonuglanir (Johson vd

2005).

2.4.1.2. Oliim Reseptorleri Aracii Apoptoz

2.4.1.2.1. FAS/FAS-L Aracilh Apoptoz

FAS/FAS-L aracili apoptoz bagisik yanit sonunda arta kalan lenfositlerin yok
edilmesinden, kanser hiicreleri ve virusle enfekte hiicrelerin oldiiriilmesinden
sorumludur. TNF ailesinin bir {iyesi olan ve 6zellikle sitotoksik T hiicreleri ve dogal
oldiiriicii hiicreler (NK) iizerinde bulunan FAS-L’1in FAS reseptoriine baglanmasiyla
apoptoz baglar. FAS reseptdor ligandin baglanmasiyla o6liimii indiikleyen sinyal
kompleksi (DISC) olusturarak prokaspaz-8’i etkinlestirir. Aktive olan kaspaz-8 diger
kaspazlar1 da aktive ederek hiicre 6liimii ile sonuglanacak olan kaspaz kaskadini baslatir
(Cooper vd 2006, Medema vd 1997). Aktive olan kaspaz-8 ayrica Bcl-2 ailesinden
apoptotik bir protein olan Bid’ i aktive eder. Aktif olan Bid inaktif halde bulundugu

sitozolden mitokondriye geger ve apoptozun intrinsik yola ilerlemesine neden olur.
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2.4.1.2.2. Tiimor Nekroz Faktor (TNF-a)

Aktive olmus makrofajlardan salinan multifonksiyonel bir sitokin olan TNF-o’nin
salmim1 endotoksin, inflamatuar olaylar, immiin kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler
tarafindan uyarilmaktadir (Bazzoni vd 1996). TNF-a, endotel aktivasyonuna yol agarak,
nitrik oksit salintmimi ve inflamasyonu stimiile eder, fibroblastlar1 uyararak kollagen
sentezini arttirir ve l6kositleri aktive ederek inflamatuar sitokin salinimina yol agar
(Ferraz vd 1997). TNF-a iki farkli yiizey reseptorii olan Tiimor nekroz faktor reseptori
1 ve 2 (TNFR1 ve TNFR 2)’e baglanma ile biyolojik etkilerini baglatir (Monden vd
2007). Reseptore baglanma intrasitoplazmik bolgede bulunan reseptore ait Olim
domainin kaspaz-8’i aktive etmesine neden olur. TNF-a apoptozun ekstrinsik yolaginda
onemli rol oynadigi gibi, intrinsik apoptoz yolaginda da baslangic kaspazlarini
aktiflestirmek suretiyle etkin oldugu gozlenmistir. Proapoptotik bir sinyal olarak kabul
edilen TNF-a’ nin antagonistleri, antiapoptotik etkinlik géstermektedirler (Fadeel vd
2005).

2.4.1.3. Granzim veya Perforin Sistemi

Bu sistem patojenle enfekte olan hiicrelerin ve tiimdr hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etklidir. Sitotoksik T lenfositler ve dogal oldiiriicti ( NK) hiicreler hedef
aldiklar1 hiicreleri FASL/FAS reseptorii araciligiyla oldiiriirler. Bu mekanizma ile hiicre
olimii gerceklesmedigi zaman perforin ve granzim B salinimma neden olurlar.
Perforinler ve granzim B sitotoksik T lenfositler ve NK hiicrelerin sitoplazmik salgi
graniilleri iginde bulunan proteinlerdir. Sitotoksik T lenfositler hedef hiicreye
baglandiginda perforinler salgilanir ve salgilanan perforinler hedef hiicrenin
membraninda porlar olustururlar. Bu perforin poru hiicre i¢ine kalsiyum girigsinde hizli
bir artisa sebep olur. Hiicre igine giren perforin vezikiilden granzim B’nin serbest
kalmasii saglar. Granzim B hizli bir sekilde kaspaz aktivasyonunu basglatir. Bununla
birlikte Granzim A da perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz yolda apoptozda rol

alir.
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2.4.1.4. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz

ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, protein sentezi ve membran proteinlerinin
katlanmasin1 igeren bir¢ok siiregte kritik 6oneme sahiptir (Nakamura vd 2000). Protein
katlanmasinda temel bir islev yapan ER’da bu islevin bozulmasi ile katlanmamis
proteinlerin neden oldugu bir stres ortaya ¢ikar. Uzun siireli stres hiicre 6liimiine katkida
bulunur ve bir¢ok farkli nérodejeneratif hastaligin patojenitesi ile baglantilidir. Son
yillarda kaspaz- 12’ye bagimli endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif
edilmistir ( Keane vd 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptor aracili
apoptozdan farkli bir yoldur. Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili
apoptoz i¢in esas teskil eden bir kaspazdir. Son calismalarda Ca®* seviyelerinin
yiikselmesi ile prokaspaz-12’nin aktif oldugu gosterilmistir. Aktiflesen kaspaz-12
sitoplazmaya yonelir ve kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder
(Rao vd 2001).

Mitokondrial degisimler Al ile indiiklenmis néronal hiicre 6liimiiniin altinda yatan
mekanizmalarda onemli bir basamak olarak gosterilmesine ragmen ER’un da bu hiicre
Oliimiinii regiile etmede 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. ER kalsiyum i¢in major
depo alani olmasi ve Bcl-2 and Bcl-XL igermesi nedeniyle 6nemli bir subselliiler
alandir. Al ile olusturulmus stres apoptozun spesifik bir tipi olan kaspaz-12 aracili
apoptoz ile sonuglanir.

Al’un ER aracili apoptozu regiile etmedeki aktif rolii mitokondriden bagimsiz bir
yol ile ya da mitokondri ile birlikte olabilir. Al endoplazmik retikulumda Ca®*
depolarinin karisikligina ve proteinlerin yanlis katlanmalar1 sonucu sitozolik Ca?*
konsantrasyonunda artisa neden olur. Bunun sonucu mitokondrial Ca?* da artar.
Mitokondri Ca?* depolari i¢in simirli kapasiteye sahip oldugundan bu kapasite asildig
zaman Ca®* sitozole geri salinir. Bu da MTP’nin agilisina ve sitokorom ¢’nin salinigina
neden olur. Ca’’un mitokondri ve ER arasindaki gecislerinin  Bcel-2  tarafindan
diizenlendigi diigiiniilmektedir.

Al ile indiiklenmis ER stres transkripsiyon faktorleri biiylimeyi durduran ve DNA
hasarini indiikleyen gen-153 (gadd 153) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB)’nin aktive
olmasma ve nukleusa translokasyonlarina neden olur ve bu transkripsiyon faktorleri
apoptozu baslatir. NF-kB ve gadd 153 ndronal hemostazin siirdiiriilmesinde 6énemli rol

oynarlar. NF-kB sitoplazmada inhibitér subunite (IkB) bagli inaktif haldedir. Bu
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konformasyonda NF-kB nukleusa transloke olma yeteneginde degildir. Ancak,
ekstraselliiler stres faktorleri fosforilasyona ve inhibitor subunitin salinigina neden olur.
NF-kB serbest kaldiginda nukleusa girer ve stres cevabinda rol oynayan c¢esitli genlerin

promoter bolgelerine baglanir (Sekil 2.2).

Ca
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Sekil 2.2 Al ile indiiklenen endoplazmik retikulum aracilli apoptoz. Al ile indiiklenen
ER aracili apoptoz mitokondri aracili veya mitokondriden bagimsiz olarak iki sekilde
gerceklesmektedir.

Aluminyumum membran yapt ve fonksiyonlarinin biofiziksel ozelliklerini
modifiye ettigi gesitli ¢calismalarda gosterilmistir (Zsiroz vd 1998, Weis vd 1989).
Aluminyum membran proteinleri ile direkt olarak etkilesimle ya da lipid matrikste
degisimleri indiikleyerek membran dinlenme potansiyeli, voltaj aktif iyon kanallari,
transmitterlerin  sekresyonu ve ayrica transmembran potansiyel farkliliklarinda
karigikliklara neden olur (Gupta vd 2005). Al aynt zamanda DNA tamir
mekanizmasinda da dnemli rol oynar. DNA tamiri ile iligkili enzimlerin etkilerini inhibe

ederek DNA tamir siirecini inhibe eder.
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2.4.2. Apoptoz Belirleme Yontemleri

Apoptotik hiicreler ¢ok farkli yontemler kullanilarak saptanabilir. Apoptotik
hiicrelerdeki morfolojik degisiklikleri saptamak icin farkli mikroskoplar kullanilabilir.
Isik mikroskobi ile apoptotik hiicrelerdeki morfolojik degisiklikleri belirlemek icin
hematoksilen boyama ve giemsa boyama kullanilir. Hematoksilen boyama hem hiicre
kiltlirii calismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Bu yontem
kullanilarak yapilan degerlendirmede hematoksilen kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Hematoksilen boyama ile apoptotik
hiicrelerde gdzlenebilen degisiklikler; hiicre kiiciilmesi, sitoplazmik kiiciilme,
kromatinin kondanse olmasi ve niikleus zarinin periferinde toplanmasi, niikleusun
kiigiilmesi veya pargalara boliinmesidir.

Giemsa ile boyamada da apoptotik hiicreler niikleus morfolojisi esas alinarak
belirlenir. Giemsa boyama hematoksilen boyama ile karsilastirildiginda sitoplazma
sinirlar1 giemsa boyamada daha iyi secilebilmektedir (Piarbasi 2007).

Floresan mikroskobu kullanilarak hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda canli ve 6lii hiicreler
birbirinden ayirdedilebilir. Bu ayrimi yapabilmek ig¢in, canli ve o6lii tim hiicreleri
boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile sadece 6lii hiicreleri boyayabilen baska
bir boya (6rn. Propidium iyodiir) beraber kullanilir. Membrani saglam olan (canl)
hiicreler, propidium iyodiir gibi boyalar ile boyanmazlarken, 6lii veya canli tim
hiicrelere girebilen Hoechst boyasi ile boyanirlar.

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptozda en degerli yontem (altin standart)
olarak disiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi
yontemdir. ER, mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin
biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig1 gibi subselliiler detaylar1 da inceleme olanagi verir

Faz kontrast mikroskobunun temel ilkesi 1s18in farkli kirilma indekslerine sahip
hiicre ve hiicre dis1 yapilardan gegerken, hizin1 ve yoniinii degistirme esasina dayanir.
Bu degisiklikler birbiriyle baglantili olarak yapilarin daha acik ya da daha koyu
goriinmesine sebep olur. Faz kontrast mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda
blyiitildiigli calismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla
kullanilir. Olen hiicreler yapistiklari alt tabakadan ayrilacaklari igin besiyeri i¢inde
yiizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler. Faz kontrast

mikroskobu ile apoptotik hiicreler lizerinde gelisen cepcikler izlenebilir.
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Apoptotik hiicreler farkli immunohistokimyasal metodlar ile de gosterilebilir.
Normal hiicrelerde hiicre zarmmin sitoplazmik yliziinde bulunan fosfatidilserin
molekiilleri apoptoza giden hiicrede hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar.
Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir
protein oldugu icin, floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale
getirilebilir (Zahng 1997). TUNEL y6ntemi DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglar. Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltlirii yapilmis soliisyon halindeki veya
pleytlere ekilmis, ya da lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozun varlig1 bu
metotla saptanabilir. M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspaz
etkisiyle kirilmasindan sonra ortaya ¢ikan yeni antijenik bélgenin immunohistokimyasal
yontemle boyanmasiyla belirlenir. Sitokeratin 18 (CK18) tek kathh ve glanduler
epitelyum hiicrelerinde bulunan tip 1 ara filament proteinidir. Bu nedenle M30 yontemi
sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda kullanilabilir. Apoptotik hiicrelerde
olusan aktif kaspaz-3 de immunohistokimyasal olarak belirlenebilir.

Agaroz jel elektroforezi kullanilarak DNA kiriklar1 gosterilebilir. Apoptotik
hiicrelerdeki Ca®* ve Mg®* bagimli olan endoniikleaz aktivasyonu sonucu DNA’da tipik
olarak 180-200 baz cifti ve katlar1 bi¢iminde bir par¢alanma olusur. Bu pargalanma
modeli, agaroz jel elektroforezinde merdiven bi¢iminde gdzlenir ve apoptoz i¢in tipiktir.
Western Dblotlama ile apoptoza Ozgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadigi
belirlenebilir (Temizkan vd 2008). Ayrica bu yontem ile sit-c’nin mitokondriden
sitoplazmaya gecip gegmedigi tespit edilebilir. Flow sitometri yardimiyla floresan bir
madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi
bir hiicre yiizey proteininin saptanmast miimkiindiir. DNA fragmentasyonunun
tespitinde diger bir yol da ELISA yontemi ile, apoptotik siire¢ sonunda, pargalanmis ve
sitoplazmaya sizmis mono ya da oligoniikleozomlarin saptanmasidir. ELISA ile gerek
kiltirii  yapilmis hiicre popiilasyonlarinda gerekse insan plazmasinda DNA
fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. Normal hiicrede inaktif olan pro-kaspaz-
3, hiicrenin apoptoza gitmesi ile aktif kaspaz-3 molekiilii haline dénisiir. Bir hiicre
lizatinda ne kadar kaspaz-3 varsa, o kadar ¢ok apoptoza ugramis hiicre var demektir.
ELISA plaklarindaki kuyucuklarda kaspaz-3 miktar1 tayin edilebilir. ELISA
kuyucuklarinda spesifik antikoru ile immobilize edilmis kaspaz-3 molekiillerinin,

floresan veren spesifik substratlari ile aktivitesinin 6lgiilmesi esasina dayanir.
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2.4.2.1. TUNEL Yo6ntemi

TUNEL yontemi ilk olarak 1992°de Garvrieli, Sherman, and Ben-Sasson
tarafindan tanimlanmistir (Gavrieli vd 1992). TUNEL yontemi apoptotik hiicrelerde
DNA parcalanmasini saptamak amaciyla kullanilir. Terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) enzimi bir isaretleyici ile isaretli niikleotidlerin ¢ift veya tek zincirli
DNA’nin serbest 3’-OH ucuna eklenmesini katalizler. (Bortner vd 1995). Degrede
olmus DNA’li nukleuslar standart immunohistokimyasal veya immunofloresan
teknikler ile kolaylikla saptanabilir. Eger DNA’da serbest 3’-OH ucuna baglanan
niikleotidler biotin veya digoksin (DIG) ile isaretlendiyse bu nukleotidler (strept) avidin
veya anti-DIG antikoru ile ikinci inkubasyon basamagi ile saptanabilir. (Strept) avidin
veya anti-DIG antikoru bir haberci molekiil (alkalen fosfataz (AP), horseradish
peroksidaz (POD)) ile konjuge edilirse bu immunkompleks kolaylikla goriilebilir
(Negoescu vd 1998) DNA zincir kiriklarimin  floresan-niikleotid kullanilarak
isaretlenmesi DNA’nin 3-OH ucuna baglanan niikleotidlerin floresan mikroskop veya
bir flow sitometri ile saptanmasina izin verir (Virginia 1995, Sgonc vd 1994). Direkt
olarak isaretleme farkli avantajlar sunar. Direkt olarak isaretleme daha az spesifik
olmayan zeminin olmasini saglar. Eger bir haberci enzim ile konjuge bir anti-floresan
antikor O6rnege eklenirse, floresan kolorimetrik bir sinyale doniistiiriilebilir. Enzimatik
metodlar birgok inkubasyon ve yikama basamaklari ile zaman almasina ragmen, bu

metodlar ¢ok duyarli ve spesifiktir (Darzynkiewicz vd 1994).

2.5. Hipokampal Formasyon

Limbik sistem igerisinde onemli fonksiyonlara sahip olan hipokampal formasyon

hipokampus, subikular kompleks (subikulum, presubikulum, parasubikulum), dentat

girus ve entorinal korteks’ten (alan 28) olusmaktadir ( Barry vd 1995).

2.5.1. Dentat Girus

Girus parahipokampalis ile hipokampus arasinda gri cevher pargasi olan dentat girus

hipokampus ile anatomik komsuluguna karsilik histolojik agidan farklilik
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gostermektedir. Dentat girus 3 tabakadan olusur: Graniiler hiicre tabakasinin iistiinde
hiicre icermeyen molekiiler tabaka, graniiler hiicrelerin bulundugu graniiler tabaka ve
cesitli hiicre tiplerinin bulundugu polimorfik tabaka. Dentat girusun polimorfik tabakasi
hipokampusun CA4 bolgesine uyar. Hipokampus esas olarak piramidal noéronlardan
olusurken, dentat girus’un asil yapisini graniiler hiicreler olusturur (Barry vd 1995).
Birgok kortikal merkezden gelen uyarilar, entorinal korteks yolu ile dentat girus’a gelip,

oradan da hipokampusa iletilir (Stephen vd 2002).

2.5.2. Entorinal Korteks

Parahipokampal girusta lokalize olan entorinal korteks anatomik baglantilari
nedeniyle hipokampal formasyonun bir pargasidir. Rostral olarak amigdalanin anterior
smirina uzanir ve kaudal olarak hipokampusun bir pargasiyla st dste gelir.
Hipokampus, dentat girus ve subikuluma major giris saglayan bolgedir. Entorinal
korteks histolojik olarak alt1 tabakaya ayrilir ve diger neokortikal bolgelerden oldukg¢a
farkhidir.

1. Hiicresel olmayan pleksiform tabaka

2. Entorinal korteksin ayirt edici bir 6zelligi olan satellit hiicreleri ve biiylik piramidal
hiicre adalarindan olusan dar bir hiicresel tabaka. Bu hiicresel adalar beynin yiizeyinde
kiigiik yumrular olustururlar ve entorinal korteksin sinirlarinin belirlenmesini saglarlar.
3. Orta biiytikliikteki piramidal hiicrelerin bir tabakas1

4. Entorinal korteksin bir bagka 6zelligi internal grantiler tabaka yerine lamina dissecans
olarak adlandirilan yogun liflerden olugan hiicresel olmayan tabaka

5. Bu tabaka bes veya alt1 hiicre kalinliginda biiyiik piramidal hiicrelerden olugur

6. Beyaz cevherden sinir1 tam olarak ayrilmamis genis bir tabaka

2.5.3. Subikular Kompleks

Subikulum, presubikulum ve parasubikulum olmak f{izere {i¢ ana alt bdliimden
olusur. Subikulum’un bir ucu hipokampusun CA1l boliimii ile komsu iken diger ucu
presubiculum ile devam etmektedir (Witter 2004). CA1 ile subikulum arasindaki sinir
piramidal hiicre tabakasiin genislemesiyle ayirt edilebilir. Subikulum histolojik olarak
lic tabakaya boliinebilir: subikular piramidal hiicrelerin apikal dendritlerini iceren

yiizeysel molekiiler tabaka, yaklasik otuz hiicre kalinlikta bir piramidal hiicre tabakasi
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ve derin polimorfik tabaka (Barry 1995). Presubikulum subikulumun medialinde
bulunurken parasubikulum entorinal korteks ile subikular kompleks arasindaki siniri

belirler.

2.5.4. Hipokampus

2.5.4.1. Anatomisi

Temporal korteksin medial bolgesinde, lateral ventrikiilin i¢ kisminin ventral
yiizeyini olusturmak iizere iceri dogru kivrilmis ve uzamis 5-8 cm uzunlugunda gri
cevher kitlesidir. Hipokampus’un bir ucu amigloid ¢ekirdeklere dayanirken bir kenari
parahipokampal girus ile kaynasmis durumdadir. Filogenetik olarak en eski beyin
kisimlarindan olan hipokampus deniz atina benzedigi i¢in bu isimle anilir. Pes
hippocampi denilen genis 6n kisminda 3-4 yuvarlak ¢ikinti bulunur. Bu ¢ikintilara
digitationes hippocampi denilmektedir. Hipokampus’un ventrikiil boslugundaki
konveks yiizii alveus denilen ince bir beyaz cevher tabakasi ile kaplidir. Alveusu
olusturan miyelinli lifler, hipokampus’da bulunan sinir hiicrelerinin aksonlaridir (Arinci
vd 2001).

Cornu  Ammonis’in bas harflerini temsilen CA olarak da ifade edilebilen
hipokampus, hiicre yapisindaki degisikliklerden dolayr CA1, CA2, CA3 ve CA4 gibi
farkli alanlara boliinmiistiir. Bunlardan CA1 subikulum’a, CA4 ise dentat girus’a en
yakin olan alandir (Barry vd 1995).

Dentat girus ve hipokampus arasinda diizenli yapida sinaptik baglantilar bulunur.
Hipokampusun CA3 alanindaki tiim piramidal hiicre tabakasi yaklasik on hiicre
kalinliktadir ve dentat girus graniil hiicrelerinden uzanan aksonlar (mossy lifleri)
hipokampusun bu alanindaki piramidal néronlarda sonlanirlar. Bu piramidal néronlar da
fornikse yayilarak en 6nemli efferent yolu olustururlar. Ayni zamanda CA3 ndronlar
CAl bolgesine de yayilip Schaffer kollaterallerini olustururlar (Stephen 2002).
Hipokampusun en kompakt tabakasina sahip olan CA2 alan1 hipokampusun
supramamillar bolgesinden major bir input kabul eder. Piramidal hiicre tabakasinin
kalinligmin degisken oldugu CA1l alam1 hipokampusun en kompleks alani olarak
tanimlanir. CA1 ve CA2 alanlar1 arasindaki sinir keskin degildir ve diger ucu bazi

kisimlarda subikulum ile st Uste biner.



24

sol hemisfer sag hemisfer
beyincik

Sekil 2.3 Sican beyninin makroskobik goriiniimii

2.5.4.2. Histolojisi

Histolojik olarak; ventrikiiler ylizeyden baslayarak derine dogru, hipokampusa ait
tabakalar su sekilde siralanir:
1- Alveus: Subikulum ve hipokampusa ait piramidal hiicre aksonlarini igeren bir beyaz
cevher Kitlesidir.
2- Stratum oriens: Esas olarak piramidal hiicrelerin bazal dendritlerinden ve bazi
interndronlardan olusur. Buradaki ¢ogu noron aksonlar1 alveus liflerine katilir. Diger
hiicre aksonlart ise, en derinde yer alan molekiiler tabakaya kadar uzanir (Mayer 1971).
3- Stratum pyramidalis: Bu tabakada biiylik piramidal hiicreler ve basket hiicreleri yer
alir. Basket hiicrelerinin sayis1 %1°1 gegmez. Hipokampusa asil seklini burada bulunan
piramidal hiicrelerin dizilimi verir. Piramidal hiicrelerin tabani hipokampusun
ventrikiiler ylizeyine doniiktiir. Aksonlar1 ise stratum oriens’ten gegerek alveus liflerine
katilirlar (Raisman vd 1965). Bazal dendritleri ¢ok kisa olup basket hiicreleriyle baglanti
olusturur. Belirgin olan apikal dendritleri molekiiler tabakaya kadar uzanir.
4- Stratum lucidum: CA3 alanindaki piramidal hiicrelerin proksimal dendritleri ile
baglanti saglayan yosunsu lifler igerir. Diger primatlarla karsilastirildiginda insanlarda
belirgin olmayan tabaka CA1 ile CA2 alanlarinda bulunmaz (Barry 1995).
5- Stratum radiatum
6- Stratum lacunosum
7- Stratum moleculare

Ince sinir lifleri ve ¢ok az sayida ndron iceren 6. ve 7. tabakalar baz1 kaynaklarda

tek bir tabaka olarak kabul edilip stratum lacunosum-moleculare olarak incelenmektedir
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(Carpenter vd 1983, Colonnier 1966).
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2.5.4.3. Embriyolojik gelisimi

Hipokampus, koroid fissiir kavsinin dig parcasindan gelisir. Hipokampusun gelisimi
bolgede yer alan Oncii noronlarin ¢ogalmasi ve go¢ etmesi ile baslar. Koroid fissiir
tizerinde bulunan hemisfer duvar1 bir yandan kalinlagirken, diger yandan ventrikiiliin
medial kenarma dogru bir ¢ikint1 yapar. Ventrikiiliin medial kenarina dogru olan bu
¢ikint1 hipokampusu meydana getirir (Moore vd 1988). Hipokampus fetal hayatin 13.
haftasinda gelismeye baslar ve erigkindeki seklini almasi 18-21. haftalarda olur. Lateral
ventrikiiliin alt boynuz tabani boyunca uzanan hipokampusun ventrikiile bakan yiizii
konveks, hemisferin alt kismina bakan yiizii ise konkavdir. Hipokampusun biitiin
ventrikiiler ylizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlarin olusturdugu alveus ile
ortilidiir. Alveusu olusturan bu lifler medialde yassi bir bant seklinde birbirine
yaklagarak fimbria hippocampi’yi meydana getirir. Fimbria hippocampi arkada alveus
ile birlikte crus fornicis’i olusturur. iki tarafin crus fornicis’i arasinda tarnsvers yonde

uzanan lifler bulunur. Comissura fornicis denilen bu lifler iki tarafin hipokampusunu

baglar (Nolte 1998).

2.5.4.4. Fizyolojisi

Hipokampus temel limbik sistem bolgeleri serebral korteks, amigdala, hipotalamus,
septum ve mamiller cisim ile sayisiz dolayli baglantilar gosterir. Limbik sistemin
onemli bir pargast olan hipokampus; duygulanim, 6grenme ve hafiza fonksiyonlar
tizerinde onemli role sahiptir. Hipokampus en biiyiik ¢ikis yolu olan forniks araciligiyla
on talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderir.
Hipokampus yeni elde edilen bilgilerin depolanmasi ve anilarin kisa siireli hafizadan
uzun siireli hafizaya gecirilmesinde fonksiyon gormektedir. Kisa siireli bellegin uzun
stireli bellege doniistiiriilebilmesi i¢in pekistirilmesi gerekir. Hipokampus bilginin
hafizada pekistirilmesini saglar. Hipokampus’u c¢ikarilmis kisiler, anilar1 kisa siireli
bellekten uzun siireli bellege gegirme yeteneklerini kaybederler. Hatta orta siireli bellek
depolama fonksiyonlar1 bile kaybolur. Bu kisiler zekanin temelini olusturacak yeni ve

uzun siireli bellekler olusturamazlar (Guyton vd 2007).
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2.6. Stereoloji

Norobilimciler i¢in olduk¢a Onemli bir bilim dali olan stereoloji ilk kez 1961
yilinda Elias tarafindan kullanilmis ve 1984 yilinda Sterio tarafindan etkin ve tarafsiz
metodlarin ortaya ¢ikisiyla yeni bir anlayis kazanmistir. ilgilenilen yapida geometrik
Ozelliklerin sayisal degerlendirilmesiyle ilgilenmektedir. Bu o6zellikler sayi, uzunluk,
yiizey alan1 ve hacimdir. Uygun 6rnek kesitlerinde iki boyutlu 6l¢timlerden ii¢ boyutlu
bilgi saglamaya izin verir (Evans 2004). Stereoloji, ii¢c boyutlu 6rneklerin iki boyutlu
kesitlerinden elde edilen verilere dayanarak, onlarin gergekteki tic boyutlu 6zellikleri ile
ilgili yorumlar yapilmasini saglayan bir yontemdir. Bu ii¢ boyutlu kantitatif degerlerin
elde edilmesinde uygun geometrik sondalar kullanilmaktadir. Diger bir deyisle,
stereoloji bir objenin geometrik 6zelligini belirlemek i¢in yine geometrik 6zelligi olan
sondalardan faydalanir. Bu sondalar nokta, ¢izgi, diizlem ve hacim sondalaridir. Nokta
sondast ile yapinin hacmi, ¢izgi sondasi ile yiizey alani, diizlem ile uzunlugu ve hacim
ile say1 hesaplanabilir (Howard 2005). Stereolojik metodlar tarafsiz metodlar
oldugundan kurallarina uygun olarak uygulandiginda, sistematik hatadan bagimsiz
sonuclar elde edilmesini saglar ve drnekleme sayisi arttirildiginda gercek degere daha
fazla yaklasilir. Stereolojide “Sistematik Rastgele Ornekleme” (SRO) kullanilmaktadir.
Bu oOrnekleme yontemi ile, yapmin her noktasi esit Orneklenme sansma sahip
olmaktadir. Basit rastgele drneklemeden daha etkili olan bu yontem ilgilenilen yapinin
rastgele bir baslangictan sonra diizenli araliklarla 6rneklenmesini saglar (Gundersen vd
1987). Biyolojik yapilar, inceleme konusu olan bilesenlerine gore (hiicre, ¢ekirdek,
vezikill vb.) ¢ok biiylik olduklarindan, yapidan elde edilen tiim kesitlerin ¢alismaya
dahil edilerek degerlendirilmesi, pratik olarak imkansizdir. Ornegin, insan
neokorteksindeki toplam noron sayisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada,
calisilacak beyinlerden alinacak histolojik kesitleri tek tek incelemek olduca zordur.
Boyle bir durumda alinan kesitlerin arasindan belli oranlarda bir se¢im yapilmasi
gerekecektir. Bu se¢im yapilirken, segilen kesitlerin, incelenecek yapiy1 en iyi bigimde
gostermesi i¢in, yapmin her bir noktasinin esit Orneklenme sansina sahip olmasi,
istatistiksel bir zorunluluktur. SRO bu sart1 saglamak iizere ortaya ¢ikar ve dnceden
belirlenmis sabit bir 6rnekleme aralig1 boyunca, ilgilenilenin yapinin tim kisimlarinin
esit olarak Orneklenmesini saglar. Onceden belirlenen drnekleme araligi (6rnegin, her

onuncu kesiti veya parcayl segcmeye karar verildiginde ilk on kesitlik seri), yontemin
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sistematik kismini ortaya koyarken ilk aralik i¢inde rastgele bir noktadan baglanmasi
(6rnegin, ilk on kesit iginden herhangi birinin baslangi¢ olarak segilerek, bu kesitten
sonra gelen her onuncu kesitin 6rnek olarak secilmesi) ise, orneklemenin rastgelelik
ozelligini saglar. Istatistiksel bakis acisiyla, bu tip bir érnekleme, ne kadar ¢ok drnek
tizerinde uygulanirsa, yapinin her noktasina esit 6rnekleme sansi tanidig i¢in, homojen

ve verimli bir 6rnekleme elde etme sansi da o kadar artar (Gundersen vd 1987).

2.6.1. Tarafsiz Sayim Cercevesi

Tarafsiz sayim ¢ergevesinin en son hali 1980°li yillarda Gundersen tarafindan
getirilmis ve yapilan hesaplamalarla, kenar etkisini en giivenilir bigcimde ortadan
kaldirmigtir. Tarafsiz sayim ¢ercevesi kullanilmadan once tanecik sayisinin yanlis
hesaplanmasina sebep olan metodlar denenmistir. Tarafsiz sayim gergevesi, Sol ve alt
kenarlar1 kalin ve diiz, sag ve list kenarlar1 ince ve kesikli ¢izgi ile sembolize edilen
dort kenara sahip bir dikdortgen veya karedir. Temel olarak, ince ve kesikli ¢izgiler
“dahil” kenarlar, kalin ve devamli ¢izgiler de “hari¢” veya “yasak” kenarlardir. Tarafsiz
sayim gercgevesi ile sayim yapilirken g¢er¢evenin iginde yer alan ve kesikli ¢izgilere
rastlayan yapilar sayilirken, devamli g¢izgilere isabet eden yapilar sayilmazlar
(Gundersen vd 1988). Tarafsiz sayim cergevesinin en énemli 6zelligi, yasak kenarlarin
uzantilaridir. Bu uzantilar, c¢ercevenin yerlestirildigi goriintii alaninin tamaminm

kaplayacak sekilde uzantilardir (Sekil 2.6).
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serbest kenariar

yasak kenarlar

Sekil 2.6 Sematize tarafsiz sayim ¢ercevesi. Tarafsiz sayim c¢ercevesinde kesik cizgiler
serbest kenarlar devamli ¢izgi ile gosterilen kenarlar ise yasak kenarlardir. Yesil ile
gosterilen partikiiller sayima dahil edilirken kirmizi ile gésterilen partikiiller sayima
dahil edilmezler.

2.6.2. Optik Disektor ve Optik Parcalama

Optik disektor ilk olarak 1986 yilinda Gundersen tarafindan tarif edilmistir. Bu
yontemde fiziksel disektér yonteminden farkli olarak tek bir kesitte dikey eksende
alman optik kesitlerde tanecik sayimi yapilmaktadir. Optik disektér yonteminde
alinacak kesit kalinlig1 sayilan en uzun partikiilden daha biiyiik olmalidir. Kesit kalinlig1
genellikle 20 um ve daha tizeri bir deger alinir (Gundersen 1986). Optik disektor ile
partikiil sayimi1 goriintiintin ilk netlestigi kesitin iist ylizeyi ile goriintiiniin kayboldugu
kesitin alt yiizeyi arasinda yapilir. Ancak artefaktlardan kurtulmak i¢in {ist ve alt
giivenlik kusaklar1 birakilir ve belirli bir disektdr yiiksekliginde sayim yapilir. Optik
parcalama yonteminde {i¢ boyutlu sonda optik disektor ve fraksiyonlama ile 6rnekleme
kombine edilmistir (West vd 1991). Optik parcalama yontemi stereolojide ilk olarak

1986’da Gundersen tarafindan yetiskin memeli beyinciginin toplam néron sayisinin



30

hesaplanmasinda kullanilmigtir. Tanecik sayiminda, tanecik capi, ylizey alani ve hacim

hesaplamalar1 gibi uygulamalarda siklikla kullanilan optik par¢alama yontemi uygulama
kolaylig1 sebebiyle, en sik kullanilan tarafsiz stereolojik metodlardan biridir. Par¢calama
yontemi, disektor sayim yontemi ile sistematik rastgele Ornekleme planinin bir
bileskesidir. lgili yapidan belirli bir fraksiyonda yapilan érneklemenin sonucunda optik
disektor ile sayim yapilir. Optik pargalama kullanilarak yapilan hesaplamalar dokudaki
sekil degisikliklerinden, fiksayon, takip, gdbmme, kesit alma, boyama gibi uygulanan
islemlerle olusabilecek biiziisme ve sisme gibi etkilerden etkilenmezler. Bu nedenle
frozen, vibratom ve parafin kesitlere uygulanabilmektedir (Howard 2005). Parcalama
yonteminin fiziksel ve optik olarak iki degisik tiirevi bulunmakla beraber,
uygulanmalarinin temelinde yatan mantik aynidir. Parcalama yontemi, bilinen en giiclii
toplam tanecik sayisi hesaplama yontemidir ve elde edilen toplam sayi, o organ veya
yapidaki toplam tanecik sayisinin tarafsiz bir hesabidir (Canan vd 2002). Optik
parcalama yontemi, belli adim araliklartyla (x ve y) doku kesiti iizerinde ilerleyerek, her
adimda belli bir alanin, iic boyutlu optik disektorlerle taranmasi ile gergeklestirilir.
Optik disektdr (veya li¢ boyutlu sayim kutusu) doku kalinligi igerisinde belli bir
kalinligin, optik olarak taranmasi ile elde edilir. Sayim g¢ercevesinin yasak kenarlarina
degen partikiiller sayim dis1 birakilirken, diger kenarlar1 tarafindan olusturulan
yiizeylere degen veya tamamen i¢inde kalan partikiiller sayima dahil edilir. Disektor
sondasini olusturan sayim g¢ergevesinin veya sayim alaninin, X ve y adimlarindan olusan
adim alanlarina boéliinmesi ile, o sonda tarafindan 6rneklenen alan orani bulunur. Optik
disektor, kesit yiizeyi artefaktlarindan korunmak amaciyla, kesitin alt ve st
yiizeylerinden belli bir mesafe uzakta olacak sekilde ayarlanmalidir. Bu mesafelere alt
ve ust giivenlik kusaklar1 denir. Gilivenlik kusaklar1 arasinda kalan disektor yiiksekligi
boyunca sayim yapilir. Alt ve {iist gilivenlik kusaklari igerisinde goriintliye giren

nukleuslar sayima dahil edilmezler.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlar

Calisma icin gerekli olan hayvanlar etik kurul onay1 alinarak Pamukkale Universitei
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari’ndan saglandi. Bu deneyde 200-250gr
agirhginda 3 aylik 24 adet Wistar albino disi si¢an kullanildi. Siganlar rastgele secilerek
kontrol grubu (K grubu), sham grubu (S grubu ) ve deney grubu (D) olmak tizere ii¢ esit
gruba ayrildi. Siganlar boyutlar1 30x35x17 cm, alt1 plastik iistii tel olan 6zel kafeslere
dagitilarak yerlestirildi. Sicanlarin tamami ¢alisma siirecinde oda 1sisinda (22+2 °C),
%50+5 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan laboratuar

kosullarinda takip edildi ve ayni1 cins yem ile beslendi.

3.2. Sicanlara Aluminyum Verilisi

Deney grubundaki siganlara %0.9 NaCl’de ¢oziilmiis olan aluminyum siilfat 2 hafta
siire ile deney grubundaki 8 sigana gilinlilk 3mg/ml intraperitoneal olarak verildi. Sham
grubuna ayni periyod ve ayni hacimde aluminyum stilfatin ¢6ziiciisii olan %0.9 NaCl

intraperitoneal olarak verildi. Kontrol grubuna herhangi bir madde enjekte edilmedi.

3.3. Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

Iki haftalik aluminyum siilfat ve serum fizyolojik enjeksiyonlar1 tamamlandiktan
sonraki giin sicanlar 30mg/kg ketamine hidroklorid ve 6mg/kg %?2’lik ksilazin
hidroklorid kombinasyonun intraperitoneal (ip) olarak uygulanmasiyla genel anestezi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildiler. Dekapitasyon isleminden sonra en
kisa zamanda beyin dokular ¢ikartildi. Beynin sol hemisferi stereolojik olarak toplam
néron sayisinin hesaplanmasi i¢in kullanildi. Beynin sol hemisferi frozen jel
damlatilmig olan tagima tablasina alindi ve -15°C’de hazir bulunan kriyostat cihazina

konuldu. Her ii¢ gruptan saglanan sigan beyinlerinin sol hemisferlerinden horizontal
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olarak 150 um kalinlikta ve sistematik rastgele 6rnekleme yontemine uygun olarak
kesitler alind1. 1/2 aralikli kesitler alinmasi i¢in ilk kesitten itibaren bir kesit atilip 2.
kesit alind1 ve bu islem beyin dokusunun sonuna kadar devam ettirildi. Her sigandan
sistematik rastgele yontemine uygun olarak yaklasik 16-18 kesit alindi. Her alinan
kesitin grubu ve kesit sayisi lam flizerine yazildi ve daha sonra boyama islemi
gerceklestirildi. Boyama islemi i¢in su sira izlendi: Hazirlanan preparatlar hizli bir
sekilde % 100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinde toplam 10 dakika tutuldu. Alkol
serilerinden gecen kesitler suda yikandiktan sonra Hematoksilen’de 3-5 dakika
bekletildi. Bu asamadan sonra kesitler yikandi ve asit- alkol sollisyonuna batirilip
cikartildi. Suda yikama basamaginin tekrarindan sonra kesitler amonyak soliisyonuna
daldirilip c¢ikartildi ve yikandi. Eozin soliisyonunda kesitler 10 saniye bekletilip
yikandiktan sonra boyama isleminin basinda gerceklestirilen diisen alkol serilerinin tersi
islemle %70, %80, %90, %100 yiikselen alkol serilerinde toplam 10 dakika tutulup
yikama yapmadan kurutulduktan sonra 10 dakika ksilen i¢inde bekletildi. Boyama
islemi sona eren kesitler kuruduktan sonra iizerlerine entellan damlatilarak lamel ile

kapatild1 ve kurumaya birakildi.
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Sekil 3.1 Kontrol, sham ve deney grubundaki siganlarin sol hipokampus kesitlerinin x4,
x10 ve x100 objektif bilyiitmelerindeki goriintiileri ( H&E ).



34

3.4.0ptik Parcalama Yontemi Kullanarak Toplam Noron Sayilarin

Hesaplanmasi

Optik parcalama yontemi ile her li¢ grubun sol hipokampus stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noéron sayisini hesaplayabilmek icin cesitli parametreler

kullanildi.
3.4.1. Kesit Ornekleme Orani

Hipokampus toplam néron sayisini hesaplamada kullanilan parametrelerden biri olan
kesit drnekleme oran1 (KeOO) her sicandan alman sol hemisfer beyin dokusunda kesit
alinirken ilk kesit atilip 2.kesit alindigindan ve bu sistemle beyin dokusu bitene kadar

kesit almaya devam edildiginden % olarak belirlendi.
3.4.2. Alan Ornekleme Orani

Hesaplamada kullanilan alan &rnekleme oram (AOO) tarafsiz sayim cercevesi
alanmin X, y adimlama alanina oranlanmasiyla belirlenir (West vd 1990). Sistematik
rastgele Orneklemeye uygun olarak almman beyin kesitlerinde ilgilenilen alan olan
hipokampus mikroskopta belli araliklarla x ve y eksenleri boyunca taranir. Boylece X,
y adimlama alani1 tanimlanmis olur. Bu ¢aligmada x, y adimlama alanin1 belirlemek i¢in
Adigiizel ve arkadaslarinin Thoma lami kalibrasyon yontemi kullanild1 (Adigiizel vd
2003). Thoma lamimin bir kiigiik karesinin kenar uzunlugu 50pum’dir. x4’liik biiyiitme
kullanilarak thoma laminin 50pum’ye karsilik gelen karesi 1,4cm olarak o6l¢iildii.
x100’lik biyiitme kullanilarak bir kenart 10um olan bir kenar uzunlugu 7cm olan
tarafsiz sayim cergevesi c¢izildi. Tarafsiz sayim cercevesinin her bir kenar1 esit olup
10um uzunlukta oldugundan kullandigimiz tarafsiz sayim gergevesinin alani lOOum2
olarak hesaplandi. Uzerine tarafsiz sayim cergevesinin ¢izili oldugu 50pum’lik karelere
ayrilmis olan asetat monitor iizerine yapistirildi ve mikroskop goriintiisii video kamera
yardimi ile ekrana yansitildi. Kesitler mikroskoba yerlestirilip beyinin hipokampus
boliimii belirlendi. x4’liikk objektif kullanilarak x ve y ekseninde 50um araliklarla 10
adimlama yapildi. Buna gore adimlama alani 50um x 50pm x 10 = 25000pm2 olarak

hesaplandi. Tarafsiz sayim cercevesi alanin x,y adimlama alanina oranlanmasiyla AOO
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100pm? / 25000um? =1/250 olarak hesaplandi. Tarafsiz sayim ¢er¢evesinin sol ve alt
kenarlar1 yasak kenarlar olup yapilan ¢izimde bu kenarlar diiz ¢izgi ile belirtilirken
serbest olan sag ve lst kenarlar serbest kenarlar olup kesikli cizgilerle gosterildi.
Tarafsiz sayim g¢ercevesinin yasak kenarlarina isabet eden yapilar sayilmazken serbest

kenar ve ¢ergevenin i¢ine diisen yapilar toplam ndron sayisinin belirlemek i¢in sayildi.

3.4.3. Kesit Kahmhgmm Olciilmesi ve Kalinik Ornekleme Oraninin (KaOO)

Hesaplanmasi

Calismada kesit kalinhginmn olgiilmesi i¢in mikrokatér kullanildi. Ilk netlesen
goriintii ile son netlesen goriintii arasinda kalan mesafe mikrokatorden okunarak kesit
kalinlig1 belirlendi. Tiim kesitlerin kesit kalinliklar1 belirlendikten sonra her grupta yer
alan her bir sigan i¢in ortalama kesit kalinlig1 (tort) belirlendi. Disektor yiiksekliginin

ortalama kesit kalinligina béliinmesi ile her sigan i¢in KaOO hesaplandi.

3.4.4. Noronlarin Sayilmasi

Noron sayimi igin mikroskop (Olympus BX 51), video kamera (Vitec VCC-3277)
ve monitdr (LG Flatron W194SE) kullanild1 (Sekil 8). Alian kesitlerde oncelikle
mikroskobun x4’liik biiyiitmesi ile hipokampus belirlendi. Belirlenen x, y adimlama
alaninda belirledigimiz herhangi bir alanin monitér goriintlisii tarafsiz sayim
cergevesinin icine yerlestirilip goriintii x100’lik biiyiitmeye getirildi. Kesit kalinlig
ol¢iildiikten ve belirlenen 10um giivenlik kusag: birakildiktan sonra disektor yiiksekligi
boyunca ilerlenerek tarafsiz sayim cergevesi kurallarina uygun olarak gercevenin igine
ve serbest kenarlara degen nukleuslar sayildi. Belirledigimiz alt ve st giivenlik
kusaginda karsilastifimiz nukleuslar sayima dahil edilmedi. Her sigan grubu ig¢in

toplam noron sayis1 asagidaki formiil ile hesaplandi:

N(toplam)= ( TQ ) x (1/KeO0) x (1/AO0) x (1/KaO0O) (West vd 1991).
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Sekil 3.2 Noron sayimi i¢in kullanilan gerecler

3.5. Hata Katsayisinin Hesaplanmasi

Yapilan stereolojik ¢alismada hata katsayisinin hesaplamasi igin her gruptan elde
edilen kesitlerdeki disektor partikiil sayilar (Q°) kullanildi. Hata katsayisinin hesabinda
kullanilan parametrelere 6rnek olmasi acisindan aluminyum siilfat verilen sicanlardan
biri lizerinden hata katsayisinin hesaplanmasi ve formiile edilisi Tablo 3.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.1 Hata katsayisinin hesaplanmasi

Kesit Q- Q xQ° Q x(Q+1) Q x(Q +2)

1 17 289 272 238

2 16 256 224 192

3 14 196 168 126

4 12 144 108 96

5 9 81 72 63

6 8 64 56 72

7 7 49 63 77

8 9 81 99 81
11 121 99 132

10 9 81 108 99

11 12 144 132 108

12 11 121 99 99

13 9 81 81 72

14 9 81 72 72

15 8 64 64 -

16 8 64 - -
>Q =169 1917 1717 1437

Q: Kesite ait disektor partikiil sayisi, >, Q: Toplam disektor partikiil sayisi, Q" +1: Bir
sonraki kesite ait disektor partikiil sayisi, Q  +2: Iki sonraki kesite ait disektor
partikiil sayisi, HK: Hata katsayis1

Hata Katsayis1 = \[(3A+C-4B/12] / Y.Q

Bu formiile gére deney-1 no’lu siganin hata katsayis1 0,0088 olarak hesaplanmustir.
Hata katsayisinin %10’un altinda ¢ikmasi ¢alismanin 6rnekleme planinin yeterli ve

caligmanin giivenilir oldugunun bir gostergesidir (West vd 1993).
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3.5. TUNEL Yo6ntemi Uygulanmasi

TUNEL yontem ile apoptozun belirlenmesi i¢in kontrol, sham ve deney grubundaki
sicanlarin sag hemisferi kullanildi. %10 formaldehit ile fikse edilen beyin dokular
oncelikle doku takibinden gegirildi. Doku takibi icin kasetlere alinan dokular diisiik
alkol seviyesinden yliksege dogru ve her alkol asamasinda 1 saat kalmak kosulu ile 60
°C’ye ayarli olan etiivde bekletildi. Alkol asamasinda sonra toplamda 2 saat olmak
izere iki asamali olarak ksilende ve toplamda 2 saat olmak iizere iki asamali olarak
parafinde bekletildi. Son olarak beyin dokular1 parafin bloklara gémiildii. Her gruptan
Sum kalinliktaki kesitler pozitif yiikli lama alindi. Apoptoz i¢in In Situ Cell Death
Detection Kit, POD (Roche) kullanildi. Bu yontem ii¢ basamaktan olusmaktadir:
Dokularin deparafinizasyonu, etiketleme ve sinyal doniisiimii. Alinan kesitler dncelikle
60°C’de 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan kesitler ksilen ve diisen
alkol serilerinden gecirildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra metanol ile
hazirlanan %3’liikk H,O,’de 5 dk bekletildi. PBS ile 3 kez yikandiktan sonra taze olarak
hazirlanan %0,1 trisodyum sitrat i¢inde %0,1 Triton X- 100 ile preparatlar 8 dk
inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3 kez yikandiktan sonra ikinci basamak olan etiketleme
basamagina gecildi. Etiketleme i¢in reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimi
icin 450ul isaretleme solusyonuna 50l enzim solusyonu konularak bilesenlerin iyice
karigmasi i¢in hafif¢e karistirildi. Bu karisimdan her 6rnege 50ul ve negatif kontrol i¢in
enzim soliisyonu koymadigimiz isaretleme soliisyonundan 50ul preparatlara homojen
bir sekilde dagitildi. Preparatlar 37 °C’de karanlik ve nemli ortamda 1 saat inkiibe
edildi. Preparatlar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra iyice kurutuldu. Son basamak olan
sinyal doniisiimiine gecildi. Bu basamakta her preparata 50ul anti- flourescein antikor
ile konjuge POD enzimi homojen bir sekilde dagitildiktan sonra preparatlar 30 dk
nemli ortamda 37 °C’de inkube edildi. Yikama ve kurutma islemi tekrarlandiktan sonra
DAB substrat her preparata 50ul homojen bir sekilde damlatildi ve 10 dk 15-25 °C’de
inkubasyon basamagi tekrarlandi. Son olarak 3 kez PBS ile yikandi. Zit boyama igin
preparatlar %1°lik metilgreen icerisinde 10 dk bekletildi. Distile su ile yikadiktan sonra
tizerlerine entellan damlatilip lamel kapatilarak 151k mikroskobunda degerlendirme

yapildi.
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3.6. istatiksel Analiz

Sicanlarin sol hipokampus stratum pyramidale tabakasindaki ndron sayilarinin
karsilagtirilmasinda degerler ortalama ndron sayilar1 + standart hata olarak verildi.
Istatiksel analiz icin Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Bonferroni Diizeltmeli Mann
Whitney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p< 0,05 olarak kabul edildi. Si¢anlarin
apoptotik indekslerinin karsilastirilmasinda degerler ortalama apoptotik indeks =+
standart hata olarak verildi. istatiksel analiz icin Kruskal Wallis Varyans Analizi ve
Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p< 0,05
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Noron Sayim Bulgular

Kontrol, sham ve deney gruplarindaki siganlarin sol hipokampus stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam ndron sayisint hesaplamak i¢in toplam disektor partikiil sayisi
(XQ), 1/Ke00, 1/A00, 1/Ka0O, tort, h, parametrelerinden faydalanildi.

Kontrol — grubundaki sicanlarin  sol hipokampus stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noéron sayisi Tablo 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubunda
bulunan 8 siganin sol hipokampus toplam noron sayilart en yiiksek 288.106 en diisiik

231.075 olarak hesaplandi.

Tablo 4.1 Kontrol grubu siganlarin sol hipokampus stratum pyramidale tabakasindaki
toplam noron sayilar1 ve hesaplamada kulanilan parametreler

K1 K2 K3 K4 K5 IK6 K7 K8
Q- 252 037 282 277 241 206 268 270
1/KeOO 2 2 2 2 2 2 2 2

1/A00 [|250 250 250 250 250 250 250 250

1/KaOO [1,87 1,95 1,91 1,95 1,98 1,94 1,86 2,01

Tort 56,2 58,5 57,3 58,7 59,6 58,4 55,8 60,3

H 30 30 30 30 30 30 30 30

HK 0,097 [0,0106 10,0099 10,0099 [0,0112 [0,0102 [0,0112 |0,0095

N 236040 [231075 [269310 [270998 [239393 [288106 249240 [271350

Q" Disektor partikiil sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit rnekleme orani, 1/A0O: 1/Alan
ornekleme orani, 1/KaOO: 1/Kalmlik &rnekleme orani, tort(um): Ortalama kesit
kalinligi, h(um): Disektor yiiksekligi, HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam néron
sayist
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Sham grubundaki sicanlarin sol hipokampus stratum pyramidale tabakalarindaki
toplam noron sayilart Tablo 4.2°de gosterilmistir. Sham grubunu olusturan 8 siganin sol
hipokampus toplam noéron sayilar1 hesaplandiginda en yiliksek 255.420 en disik
205.530 olarak hesaplandi.

Tablo 4.2 Sham grubu si¢anlarin sol hipokampus stratum pyramidale tabakasindaki
toplam ndron sayilar1 ve hesaplamada kullanilan parametreler.

S1 S2 S3 S4 SS S6 S7 S8
Q- 273 226 258 246 242 231 261 221
1/KeO0 |2 2 2 2 2 2 2 2

1/A00 250 250 250 250 250 250 250 250

1/Ka0O 1,78 1,87 1,98 1,91 1,95 1,89 1,93 1,86

Tort 53,5 56,2 59,4 57,3 58,6 56,9 58,1 55,8

H 30 30 30 30 30 30 30 30

HK 0,0117 10,0129 [0,0105 [0,0079 [0,0100 (0,0101 [0,0115 |0,0099

N 243424 1211686 [255420 [234930 [236353 [219064 |252734 205530

Q" Disektor partikiil saysi, 1/KeOQ0: 1/Kesit drnekleme orani, 1/AO0O: 1/Alan
ornekleme orani, 1/KaOO: 1/Kalinlik 6rnekleme orani, tort(um): Ortalama kesit
kalinligt, h(um): Disektor yiiksekligi, HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam ndron
sayi1sl
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Deney grubundaki 8 siganin sol hipokampus stratum pyramidale tabakalarindaki
toplam noron sayist Tablo 4.3’de gosterilmistir. Bu 8 sicanin sol hipokampus toplam

noron sayilari en yiiksek 198.103 en diisiik 157.170 olarak hesaplandi.

Tablo 4.3 Deney grubu siganlarin sol hipokampus stratum pyramidale tabakasindaki
toplam ndron sayilar1 ve hesaplamada kullanilan parametreler

[D1 D2 D3 (D4 ID5 ID6 D7 ID8
Q- 169 191 203 179 174 200 187 186
1/KeOO 2 2 2 2 2 2 2 2

1/A00  [|250 250 250 250 250 250 250 250

1/KaOO [1,86 1,97 1,89 1,93 1,91 1,82 1,94 1,92

Tort 55,8 59,1 56,9 57,9 57,5 04,7 58,2 57,7

H 30 30 30 30 30 30 30 30

HK 0,0088 [0,0126 10,0114 0,095 |0,0117 [0,0103 |0,0113 |0,0145

N 157170 [188135 [192511 172735 166750 182333 [181390 [198103

Q: Disektdr partikiil sayisi, 1/KeOO: 1/Kesit 6rnekleme orani, 1/AOO: 1/Alan
ornekleme orani, 1/KaOO: 1/Kallik &rnekleme orani, tort(um): Ortalama kesit
kalinligr, h(um): Disektor yiiksekligi, HK: Hata katsayisi, N(toplam): Toplam
noron sayisi

Kontrol grubu sicanlarin sol hipokampus stratum pyramidale tabakalarindaki
ortalama ndron sayist 256 939 + 20 710,96 sham grubu sicanlarin sol hipokampus
stratum pyramidale tabakalarindaki ortalama noron sayis1 232 392 + 18 577,49 deney
grubu sicanlarin stratum pyramidale tabakalarindaki ortalama ndron sayis1 179 890 + 13
665,67 olarak hesaplandi (Tablo 4.4). Ug¢ grubun sol hipokampus ortalama néron
sayilar sekil 4.1°de gosterilmistir. Deney, kontrol ve sham grubu hipokampus stratum
pyramidale tabakasindaki noronlarin ortalama sayilarinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik bulundu. Bu farkliliginin deney grubundan kaynaklandigi, deney grubu sol
hipokampus ortalama noron sayilarinin kontrol ve sham gruplarina goére anlamh

derecede azaldigi bulundu (p= 0,006). Kontrol ve sham grubu arasinda istatiksel olarak
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anlamli bir fark bulunmadi ( p>0,05). Istatiksel analiz icin Kruskal Wallis Varyans

Analizi ve Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi.

Tablo 4.4 Kontrol, sham ve deney grubundaki sigcanlarin sol hipokampus ortalama
noron sayilari

GRUPLAR | ORTALAMA NORON SAYILARI + STANDART HATA

Kontrol 256 939 +£20 710,96
Sham 232392+ 18 577,49
Deney 179 890 + 13 665,67

Hipokampus ortalama toplam noron saydan

300000 -

250000 -

200000
150000
100000 -

50000 -

W Kontrol O Sham B Deney

Sekil 4.1 Kontrol, sham ve deney grubu sol hipokampus ortalama ndron sayilari +
standart hata ( bar ).* p < 0,05; kontrol ve sham grubuna kars1 deney grubu. Her grup
icinn = 8.
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4.2. TUNEL Yoéntem Bulgular:

Kontrol, sham ve deney grubunda apoptotik indeks oranmin belirlenmesi i¢in her
grup icin 5 sigandan alinan sag hipokampus kesitleri TUNEL yontemi ile boyandi. Her
sigan i¢in 10 farkli alanda apoptotik hiicre sayisi1 belirlendi. Apoptotik indeks her alanda
bulunan apoptotik hiicrenin alandaki toplam hiicre sayisina boliinmesiyle elde edildi.
Apoptotik indeks % olarak hesaplanan bir parametre oldugu i¢in alandaki toplam hiicre
sayis1 ylize oranlanarak alandaki apoptotik hiicre sayisina ulasildi. Her gruptaki sigan
i¢in sayilan alandaki toplam hiicre sayis1 ve her alandaki apoptotik hiicre sayis1 tabloda

belirtilmistir.

Tablo 4.5 Kontrol grubundan 5 siganin sag hipokampus kesitlerinde 10 farkli alanda
belirlenen toplam hiicre sayisi/apoptotik hiicre sayisi

GRUP
ALA Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3 Kontrol 4 | Kontrol 5
1 31/1 33/0 37/1 2712 29/0
2 35/1 28/1 28/0 23/5 32/2
3 27/1 26/4 35/1 23/1 28/0
ul 33/2 24/1 36/4 18/3 21/1
5 2712 27/3 28/2 31/3 23/3
6 35/3 31/0 27/1 33/2 28/3
7 28/2 28/0 33/3 28/1 34/4
8 29/0 28/2 39/2 19/0 28/2
9 28/1 25/0 23/1 26/1 22/3
10 34/0 24/1 30/2 24/1 31/2
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Tablo 4.6 Sham grubundan 5 sicanin sag hipokampus kesitlerinde 10 farkli alanda
belirlenen toplam hiicre sayisi/apoptotik hiicre sayisi

GRUP
ALAN Sham 1 Sham 2 Sham 3 Sham 4 Sham 5
1 23/2 24/4 26/3 33/2 31/4
2 31/2 31/5 37/2 2714 26/3
3 24/4 23/2 2713 31/0 30/0
4 31/3 30/0 24/1 30/2 29/3
5 28/2 22/3 25/0 24/3 2712
6 30/0 26/1 36/3 22/0 26/5
7 25/2 19/2 28/0 25/3 25/0
8 20/3 24/3 21/2 19/2 39/3
9 19/0 33/1 24/2 23/4 2713
10 21/1 20/2 26/1 23/2 22/0
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Tablo 4.7 Deney grubundan 5 siganin sag hipokampus kesitlerinde 10 farkli alanda
belirlenen toplam hiicre sayisi/apoptotik hiicre sayisi

GRUP
Deney 1 Deney 2 Deney 3 Deney 4 Deney 5

ALAN

1 21/4 18/6 29/6 28/3 25/7
2 37/6 19/5 19/6 32/4 19/4
3 33/5 22/4 25/6 23/7 31/8
4 31/7 26/5 1717 34/5 26/6
5 23/6 30/6 20/4 30/8 27/7
6 18/5 25/7 35/7 18/6 18/4
7 20/4 27/5 19/6 22/3 32/6
8 26/6 31/2 23/4 19/5 30/5
9 18/4 23/5 25/8 28/6 28/6
10 2715 17/4 24/6 20/4 17/5
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Kontrol grubunun ortalama apoptotik indeksi %5,840 + 1,619, sham grubunun
apoptotik indeksi %8,050 + 1,252 ve deney grubunun ortalama apoptotik indeksi
%22,748 + 2,176 olarak hesapland1 (Tablo 4.8). Ug¢ grubun ortalama apoptotik
indeksleri Sekil 4.2°de gosterilmistir. Kontrol, sham ve deney gruplarinin ortalama
apoptotik indekslerinin istatiksel olarak karsilastirilmasinda anlamli bir farklilik
bulundu. Bu farkin deney grubundan kaynaklandigi, deney grubunun ortalama apoptotik
indeksinin kontrol ve sham grubu apoptotik indeksinden anlamli derecede daha fazla
oldugu bulundu (p=0,0001). Kontrol ve sham grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(p>0.05). Istatiksel analiz igin Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Bonferroni
Diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildu.

Tablo 4.8 Kontrol, sham ve deney grubu siganlarin ortalama apoptotik indeksi (%)

GRUPLAR APOPTOTIK INDEKS + STANDART HATA
Kontrol % 5,840+ 1,619

Sham %38,050 + 1,252

Deney 222,748 + 2,176

Ortalama apoptotik indeks
an

25

20

13

10

Gruplar

W <ontrol OSham @ Deney

Sekil 4.2 Kontrol, sham ve deney grubu ortalama apoptotik indeksleri + standart hata
(bar).* p <0,05; kontrol ve sham grubuna kars1 deney grubu. Her grup i¢inn =5
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Sekil 4.3 Kontrol, sham ve deney grubu sag hipokampus TUNEL ile boyanmis
apoptotik hiicreleri (x40 objektif biiylitme). Apoptotik hiicreler ok ile gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Dogada oldukga yliksek oranlarda bulunan Al’un bilinen bir fizyolojik rolii olmayip
insanlar i¢in oldukca toksik olan esansiyel bir elementtir. Aluminyumun uzun yillar
boyunca insan saglig1 i¢in zararsiz bir element oldugu diistiniiliiyordu. Ancak yapilan
bircok calismada aluminyumun toksisitesi tespit edilmis ve bir¢ok ndrodejeneratif
hastalikta vurgulanmistir. Cesitli ¢aligmalarda Al ile indiiklenmis néronal hiicre
Olimiiniin altinda yatan mekanizmalarda oksidatif stres, intraselliller depolardan
Ca?*’un salinis1 ve mitokondrial fonksiyonlarda bozulmalar gésterilmistir (Johnson vd
2005, Savory vd 2003).

Calismada aluminyum siilfat verilen sicanlarin sol hipokampus stratum
pyramidale tabakasindaki toplam ndron sayisi stereolojik bir yontem olan optik
parcalama yontemi ile sayildi. Yapilan sayim ve hesaplamalar sonucu deney grubunun
sol hipokampus ortalama noron sayisinda kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda
anlamli bir azalma bulundu. Kontrol, sham ve deney grubundaki sicanlarin sag
hipokampusundaki apoptotik hiicreler TUNEL yontemi ile belirlendi. Bu ii¢ grubun
apoptotik indeksleri karsilastirildiginda aluminyum siilfat verilen deney grubunda
apoptotik indeksin kontrol ve sham grubuna gore daha yiiksek oldugu bulundu.

Stereoloji, li¢ boyutlu bir cismin hacim, ylizey alani, say1, uzunluk gibi geometrik
ozellikleri hakkinda sayisal verileri iki boyutlu kesit diizlemlerini kullanarak elde
etmeye c¢alisan bir yontemdir. Optik parcalama yontemi ndron sayisinin
degerlendirildigi calismalarda etkinligi ve tarafsizligi nedeniyle oldukga sik kullanilan
bir yontemdir. Optik par¢alama yontemi, disektdr sayim yontemi ile sistematik rastgele
ornekleme planinin bir bileskesidir. Optik pargalama kullanilarak yapilan hesaplamalar
dokudaki sekil degisikliklerinden, fiksasyon, takip, gomme, kesit alma, boyama gibi
uygulanan islemlerle olusabilecek biiziisme ve sisme gibi etkilerden etkilenmezler. Bu
nedenle frozen ve parafin kesitlere uygulanabilmektedir. Optik pargalama yontemi,
bilinen en gii¢lii toplam tanecik sayist hesaplama yontemidir ve elde edilen toplam sayz,
o organ veya yapidaki toplam tanecik sayisinin tarafsiz bir hesabidir.

Varner ve arkadaglari 1988’de i¢me suyu ile aluminyum girisinin siganlarin
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noronlarinda farkli morfolojik degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir. Bu
caligmalarinda ndronal yogunlugun azaldigini, piknozis, vakuolizasyon ve kromatin
kondensasyonu gibi dejeneratif degisikliklerin olustugunu gostermislerdir (Varner vd
1998).

Savory ve arkadaglart 1991°de aluminyumun intraserebral giriginin norofibriller
yumaklarin olusumunu arttirdigini géstermislerdir (Savory 1991).

Hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal elektron
transport zincirinden sizintidir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siireclerinin
dogal bir yan firiini olup yliksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararl
maddelerdir. Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere
saldirarak zarar verir. Organizmalar serbest radikallerin iistesinde gelmede hem
enzimatik hem de enzimatik olmayan savunma mekanizmalarina sahiptir. Enzimatik
parametreler SOD, KAT, GPx enzimlerini igerir. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli
serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna (O3)
bazi demir-kiikiirt igeren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin
etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu,
bakirlt bir enzim olan SOD araciliginda H,O, ve oksijene ¢evrilir. Siiperoksit grubundan
daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili {iriinlere doniistiiriilerek
etkisiz kilmir. Hiicre ig¢inde reaktif oksijen iirlinlerinin {iretimi ile bunlar1 ortadan
kaldiracak antioksidan sistemlerin arasindaki dengenin bozulmasi, oksidatif stresin
gelisimine neden olmaktadir ( Sinclair vd 1990).

Beyin hiicre komponentlerine oksidatif hasar aluminyum aracili norotoksisitede
onemli mekanizmalardan biri olabilir. Aluminyum farkli ndronal alanlarda oksidatif
stresi artirir ve bir pro-oksidant olarak davranir (Esparza vd 2003).

Al’un bircok calismada oksidatif strese neden oldugu ve 6zellikle hipokampus ve
frontal kortekste ¢oklu doymus yag asitlerinin fazlaligi nedeniyle oksidatif stresin bir
tiri olan lipid peroksidasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Nedzvetsky vd 2006).
Aluminyum laktata maruz kalan ratlarda lipid peroksidasyon {iriinlerinin
konsantrasyonunda artig gézlenmistir (Ogasawara vd 2003). Sharma ve arkadaglar1 2007
yilinda 10 hafta siire ile giinliik 172.5 mg/kg aluminyum kloridi oral olarak alan
sicanlarda SOD, GPx ve KAT gibi antioksidan enzim diizeylerinde azalma ve lipid
peroksidasyon oraninda nemli artig bulmuslardir (Sharma vd 2007).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan uyarilan membranlarda c¢oklu
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doymamis yag asitlerinin oksidasyonunda rol oynayan bir zincir reaksiyonudur ve
oksidatif hiicre hasarinin bir gostergesidir. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarinin
son iirlinlerinden biri malondialdehit (MDA )’ dir ve bu {iriin serbest radikal hasarinin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyon iiriinleri olarak agiga ¢ikan lipid
peroksitleri, hidroperoksitleri ve aldehidleri membran yapisina direkt olarak, diger hiicre
bilesenlerine ise aldehit iireterek indirekt olarak zarar verir. Bu da pek ¢ok hastaligin ve
doku hasarinin olusmasina neden olur.

Al viicutta oksijen serbest radiklalerin yikiminda major rol oynayan siiperoksit
dismutaz ve diger enzimler peroksidaz ve katalaz aktivitesini etkiler (Serra vd 1991).
Julla ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada Aluminyum laktat ile 4 hafta muamele
goren sicanlarin beyninde lipid peroksidasyonunda artis ve antioksidan enzimlerde
onemli azalma bulunmustur (Julla vd 1996). Aluminyum fosfid ile muamele goren
sicanlarin beyin ve beyinciginde antioksidan enzimlerde onemli bir azalma ve lipid
peroksidasyonunda 6nemli bir artis gdzlenmistir (Dua vd 2001). Aluminyum kloridi 3
ay boyunca i¢gme suyu ile alan tavsanlarda Al’ un lipid peroksidasyon iiriinlerinde artisa
ve SOD enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Abd-Elghaffar vd
2005). Baska bir ¢alismada 10 giin boyunca Aluminyum klorid ile intraperitoneal olarak
muamele goren sicanlarda Al’'un hipokampusta oksidatif stresi arttirdigi SOD, GPx,
KAT gibi bazi antioksidant enzimlerin diizeylerinde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Sanchez-lglesias vd 2009).

Apoptoz, gelisim, dokularda hiicre populasyonlarinin korunmasi ve yaslanma gibi
hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik olarak olusur. Ayrica
zarar gormiis hiicrelerin yok edilmesinde koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar.
Apoptoza giden hiicre karakteristik morfolojik ozelliklere sahiptir. Apoptoza ugrayan
hiicre kii¢iilmeye ve kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer
yer erir. Cekirdek DNA’s1 parcalara ayrilir (Cohen vd 1993). Sitoplazma laminin ve
aktin filamentlerinin kesilmesi sonucu ¢ekilmeye ve kiiciilmeye baslar. Kromatin ve
cekirdekte bulunan yapisal proteinlerin par¢alanmasi sonucu ¢ekirdekte kondensasyon
baslar ve ¢ogu zaman ¢ekirdek, kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi
nedeniyle at nali bi¢iminde goriiliir. Hiicre biiziilmeye ve kiiclilmeye devam eder ve
makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi
membranla gevrili kiigiik pargalara ayrilir. Iglerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis
organeller ve bazilarinda ¢ekirdek parcalar1 da mevcut olan apoptotik cisimler meydana

gelir (Mountz vd 2001). Apoptoz sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda
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degisimler olur. Bu degisimlerden en belirgini normalde hiicre membraninin
sitoplazmik yiizeyinde yer alan fosfotidilserin birimlerinin hiicre membranin dis
ylizeyine transloke olmasidir. Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran
degisimlerinden biri de hiicre igeriklerini i¢ine alan ve membranla cevrili vezikiiller
biciminde apoptotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu kiigiik vezikiiller apoptotik
cisim olarak da adlandirilirlar. Bu degisimler apoptotik siirecin sonlarina dogru goriliir
(Pmarbas1 2007).

Apoptozu belirlemede en sik kullanilan yontemler DNA’daki degisikliklere dayali
olan agaroz jel elektroforezi ve TUNEL’dir. Apoptozun en belirgin &zelligi
endonukleaz aktivitesi sonucu kromozomal DNA’nin nukleozomal brimlere
parcalanmasidir. Bu enzim DNA’da tipik olarak 180-200 baz ¢ifti ve katlar1 bigiminde
bir parcalanmaya neden olur. Agaroz jel elektroforezinde bu parcalanma modeli tipik
olarak merdiven seklinde bir goriintii verir (Bortner vd 1995). Agaroz jel elektroforezi
kalitatif sonuglar veren bir analiz yontemidir. TUNEL yoOntemi arastirmalarda ve rutin
patolojide elde edilen doku kesitlerinde tek apoptotik hiicrelerin saptanmasinda, malign
hiicrelerin kanser arastirma ve klinik onkolojide ilagla indiikklenen apoptoza duyarliligini
belirlenmede kullanilir (Sgonc vd 1994). TUNEL yontemi ile tek tek belirlenebilen
apoptotik hiicrelerin yasayabilir hiicrelere orani apoptotik indeksi verir. Apoptotik
indeks apoptozun siddetini ya da oranini belirler.

Aluminyumun apoptoz aracili ndronal 6liimii indiikledigine dair kanitlar vardir
(Savory vd 2001). Al muamelesi apoptoz mekanizmasinin karakteristik dzellikleri olan
hiicre bilizlismesini, hiperkondense ve diizensiz sekilli kromatin ve DNA
fragmentasyonunu indiikler (Fu vd 2003).

Aluminyumun hiicre depolarizasyonunu takiben néronlarda biriktigi gosterilmistir.
Bu Na'/ Ca** degisimini inhibe eder ve mitokondrial Ca®**un fazla birikmesine neden
olur. Fazla biriken Ca** MTP’nin agilmasina sitokrom ¢’nin salinisina ve apoptoz ile
sonlanan kaspaz aktivasyonuna neden olur (Savory vd 2003).

Ghribi ve arkadaglar1 2001°’de tavsanlarda aluminyum maltolatin intrasisternal
girisinin sitokrom c’nin sitoplazmaya salinisina, Bcl-2 down-regiilasyonuna, Bax up-
regiilasyonuna neden oldugunu gozlemlemislerdir. Bu calisma Al’un mitokondriyi
hedef aldigin1 da gostermektedir.

Al ile indiiklenmis ndronal liimiin altinda yatan mekanizmalarda mitokondrial
degisimler onemli bir basamak olarak gosterilmesine ragmen Dewitt ve arkadaslar

2006’da yapmis olduklar1 ¢alismada ER’un da noéronal hiicre 6liimde 6nemli rol
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oynadigin1 gostermislerdir (Dewitt 2006). ER Ca * i¢in major depo alanidir ve Bcel-2
ve Bcl-XL igerir. Mitokondrial hedefli apoptototik sinyallerden bagimsiz olarak kaspaz-
12 aktivasyonunun ig¢eren farkli bir yol ile noronal apoptoza neden olmaktadir.

ER ayn1 zamanda hiicresel apoptozu diizenlemede mitokondri ile de iliskide
olabilir. ER’da Al ile olusturulan stresin gadd153 ve NF-kB gibi ¢ok sayida proteinin
aktivasyonuyla sonuglandigi aluminyum maltolat’in intrasisternal olarak verildigi
tavsanlarda gosterilmistir. Birgok calismada mitokondrinin yaninda ER’un da ndronal
apoptoz da kritik bir role sahip oldugu gosterilmistir. NF-kB sitoplazmada inaktif
kompleks halinde bulunurken inhibitér olan subunitinin bu kompleksden ayrilmasi ile
serbest kalir ve nukleusa transloke olarak aktive olur. Al ile muamele gormiis olan
tavsanlardan alinan kesitlerde nukleusta bu iki protein i¢in pozitif reaktivite oldugu
ayni calismada gosterilmistir (Ghribi vd 2001). Al maltolatin disi beyaz tavsanlara
intrasisternal olarak enjekte edildiginde TUNEL yontemi ile hipokampusun CA1l
bolgesinde apoptotik olan noronlar gosterilmistir (Ghribi vd 2002). Histolojik olarak,
apoptotik indeksle apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere oran1 bulunmaktadir
ve bu indeks apoptozun siddetini ya da oramini belirtmektedir. Bu c¢alismamizdaki
hayvan modelinde TUNEL pozitif hiicrelerin gosterilmesi ve apoptik indeksin anlamli
olarak deney grubunda kontrol ve sham grubuna gore daha fazla ¢ikmasi Al’un néron
6liimiinde kullandig1 mekanizmalardan birinin apoptoz oldugunu kanitlamistir.

Yapilan bir¢ok ¢alisma ile uyumlu olarak aluminyumun olduk¢a norotoksik bir ajan
oldugu, noronal 6liim mekanizmalarindan birinin apoptoz oldugu bizim ¢alismamizda
da vurgulanmistir. Diger yapilan calismalardan farkli olarak aluminyum siilfat verilen
deney grubunda hipokampus stratum pyramidale tabakasindaki toplam ndron sayis1 ile
kontrol ve sham grubu arasindaki sayisal farklilik gosterilmistir. Calismamiz Al ile
yapilan birgok c¢alismadan farkli olarak kantitatif degerlerle Al’'un hipokampus

tizerindeki ndrotoksik etkisini gostermesi agisindan 6nem tasiyan bir ¢caligmadir.
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6. SONUCLAR

Siganlarda toksik dozda verilen aluminyum siilfatin hipokampus stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noron sayisinin stereolojik bir yontem olan optik pargalama
yontemi ile incelendigi ve TUNEL yontemi ile apoptotik indeksin belirlendigi bu
calismada su sonugclar elde edildi:

1. Aluminyum siilfat verilen deney grubunda hipokampusun stratum pyramidale
tabakalarindaki toplam noron sayist kontrol ve sham gruplarina gére anlamli derecede
daha az bulunmustur (p < 0.05). Kontrol ve sham grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamastir (p > 0.05).

2. Aluminyum siilfat verilen deney grubunda apoptotik indeksin kontrol ve sham
grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu gosterilmistir (p <0.05). Kontrol ve sham
grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamustir (p > 0.05).

Aluminyum siilfatin hipokampus stratum pyramidale tabakasindaki ndronlarin
sayisinda azalmaya neden oldugu ve bu azalmaya neden olan mekanizmalarindan
birinin apoptoz oldugu sonucuna varilmaistir.

Limbik sistemin 6nemli bir pargasi olan hipokampusun duygulanim, dgrenme ve
hafiza {izerindeki onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Hipokampus yeni elde edilen
bilgilerin depo edilmesinde, anilarin kisa siireli hafizadan uzun siireli hafizaya
gecirilmesinde ve yon bulunmasinda gorev alir. Aluminyumun hipokampus ndron
sayilarinda azalmaya neden oldugu dikkate alindiginda aluminyum ve bilesenlerinin
kullanim alanlarinin kisitlanmas1 gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle aluminyum
folyo ile yiyeceklerin pisirilmesinden kaginilmali, aluminyum igeren kozmetik iiriinler
kullanilmamalidir.

Endoplazmik retikulum aracilt apoptozun aluminyum ile olusan ndronal apoptozu
nasil baglattifi immunohistokimyasal ve molekiiler calismalarla gosterilmek iizere bir

ileri caligma planlanmustir.
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