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OZET

Amag: Deltametrin’in (DTM) toksisitesi hakkinda bir¢ok c¢alisma yayinlanmasina
ragmen toksisite mekanizmalarina karsi koruyucu ajanlari tanimlayan az sayida
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile kronik DTM toksisitesine karsi sirinjik asit
(SA) 'in koruyucu rolinun tespit edilmesi, hipokampis Uzerine olasi etkisinin
biyokimyasal, histopatolojik, imminohistokimyasal yontemler, 6grenme & hafiza

testleri ile degerlendirilmesi amaclanmaktadir.

Yontem: Wistar albino, Rattus norvegicus tlr( yetiskin erkek ratlar (250-270 gr), her
grupta 16 tane olmak (zere 4 gruba ayrildi (n= 64). SA (25 mg/kg), DTM (1.28-1.35
mg/kg), misir yagi (0.5 ml) 2 ay her gun oral gavaj yoluyla verildi. Grup I; Kontrol;
misir yagi, Grup II; misir yagi + DTM, Grup I1I; misir yagi + DTM + SA, Grup IV;
misir yagi + SA. Tum gruplara open field ve radial arm maze testleri uygulandi. Deney
sonrasi hayvanlar, immunohistokimya, histopatoloji ve biyokimyasal analizler igin

anestezi altinda transkardial perflizyon ve dekapitasyon yoluyla sakrifiye edildi.

Bulgular: SA’nin hipokampuste reaktif oksidatif ve nitrojen seviyesini (ROS/RNS)
azaltirken, total antioksidan kapasitesini, protein seviyesini, lokomotor aktiviteyi
arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05). CA1 ve CA3 noron apoptozisi anlamli olarak en
fazla DTM grubunda, en az oranda ise SA grubunda gozlenmis (p<0,05) ve SA+DTM
grubu ile arasinda anlamli farkhilik bulunmustur (p<0.001). Ogrenme deneylerinde
DTM’nin bozdugu 6grenmeyi, uzaysal ve ¢alisan hafizayr antioksidan bir ajan olan

SA’nin ozelllikle 6.glinden sonra diizelttigi gorilmastar.

Sonug: Kronik DTM uygulanmasindan sonra SA’nin hipokampusteki oksidatif stresi
ve apoptozu azaltarak antioksidan seviyesini arttirabilecegi biyokimyasal ve
histopatolojik sonugclarla gosterilmistir. Ogrenme deneyleri ile de kisa ve uzun sireli
hafiza Uzerine olumlu etkisi gorilmektedir. Bu nedenle SA’nin farkh yolaklar
Uzerinden hafiza Uzerindeki etkisini incelemek, yeni ve alternatif bir tedaviye yol

acabilir.

Anahtar Kelimeler: Sirinjik asit, sirinjik asit tedavisi, sirinjik asit terapisi,

hipokamps, kronik deltametrin maruziyeti.



ABSTRACT

Objective: Although several studies have published on deltamethrin (DTM) toxicity,
few studies have described protective agents against toxicity mechanisms. The aim of
present study is to determine the protective role of syringic acid (SA) after chronic
DTM toxicity on hippocampus and to assess possible effects by biochemical,
histopathologic, immunohistochemical methods and learning & memory tests.

Method: Adult male rats (250-270 gr) of Wistar albino, Rattus norvegicus were
divided into 4 groups (n = 64) with 16 in each group. SA (25 mg / kg), DTM (1.28-
1.35 mg/kg), Corn Oil (CO, 0.5 ml) were given by oral gavage every day for 2 months.
Group I; Control (CO), Group II; (CO + DTM), Group I1I; (CO + DTM + SA), Group
IV; (CO + SA). Open field and radial arm maze tests were performed all groups. After
the research, the animals were sacrificed under anesthesia by transcardial perfusion

and decapitation for immunohistochemistry, histopathology and biochemical analysis.

Results: SA increased total antioxidant capacity, protein level and locomotor activity
while decreasing reactive oxidative and nitrogen levels (ROS / RNS) of the
hippocampus (p<0,05). Hippocampal CAl and CA3 neuron apoptosis were
significantly higher in DTM group and least in SA (p<0,05) and significantly different
from SA + DTM group (p<0.001). While DTM disrubting the learning and memory,
SA, as an antioxidant agent, has improved spatial and working memory especially after
6" day.

Conclusion: Biochemical and histopathological results have shown that SA may
increase total antioxidant levels by decreasing oxidative stress and apoptosis in
hippocampus after chronic DTM exposure. Learning tests have shown positive effect
on short and long term memory. So, analysis the effect of SA on memory by different

pathways may lead to new and alternative therapy.

Key words: Syringic acid, syringic acid treatment, syringic acid therapy,
hippocampus, chronic deltamethrin exposure.
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1. GIRIS

insanlar yasamlari boyunca cevreden pek ¢ok kimyasala maruz kalmaktadir (Dubey,
2012). Bu kimyasallardan olan pestisitler gida dretimini arttirmak ve hastalik
vektorlerini kontrol etmek igin yaygin olarak kullantlir. Pestisitler ciddi akut ve kronik
zehirlenme vakalarini da iceren potansiyel bir halk saghgi tehdididir (Abdollahi,
2003). Duinya Saglik Org(iti’ne (WHO) gére (WHO, 2004) yaklasik tic milyon pestisit
zehirlenme vakasindan dlinya ¢apinda her yil 250.000°den fazla 6lim bildirilmistir
(WHO, 2004; WHO., 1990). Epidemiyolojik calismalar da pestisit maruziyetinin
ndrodejeneratif hastaliklar icin blyuk bir risk faktoru olusturduguna isaret etmektedir
(Chen, Luo ve ark., 2012; Gray, 1985; Khalatbary, Ghaffari ve ark., 2015; Meyer,
Carter ve ark., 2008; Ogaly, Khalaf ve ark., 2015; Ray ve Fry, 2006; Soderlund, 1985;
Vij verberg HP, 1990). Pestisitlerin hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil (OH) gibi
reaktif oksijen turlerini olusturarak oksidatif doku hasarina neden oldugu literatiirde
bildirilmektedir (Seth, 2000).

insektisitler aktif madde grubuna gére cok yaygin olarak kullanilan bir gesit pestisittir.
Pretroitler dogrudan veya dolayl olarak merkezi sinir sistemi Gzerinde toksik etkili
olan guclu insektisitlerdir (Gasmi, Rouabhi ve ark., 2017; Husain, Husain ve ark.,
1996; Mnif, Hassine ve ark., 2011). Sentetik pretroitler ise diinya genelinde satilan
insektisitlerin %30'undan fazlasini olusturmaktadir (Van Emden H.F. , 1996). Alfa
siyano Tip 2 sentetik pretroitlerinden olan deltametrin (DTM), (Chandra, Jain ve ark.,
2013; Koprucu, Yonar ve ark., 2008; Sharma P, 2013) kan-beyin bariyerini kolayca
gecebilen yuksek lipofilik bir bilesiktir ve potansiyel norotoksik konsantrasyonlarda
merkezi sinir sistemine ulasabilir (Gasmi, Rouabhi ve ark., 2017). Duslk toksisitesi
ve kolay c¢Ozunurlugu nedeniyle kullanimi 6nerilse de (Sharma, 2015) yapilan
calismalarda DTM’nin ndrotoksisitesi buytk bir endise yaratmaktadir. DTM’nin
ratlarda uygulanmasinin, reaktif oksijen/nitrojen tirleri (ROS/RNS) ile toksik etki
meydana getirdigi bildirilmistir (Abdollahi, 2004; Banerjee, Seth ve ark., 2001;
Dubey, 2012; Halliwell ve Chirico, 1993; Van Den Bosch, Schwaller ve ark., 2002).
Halk saghgi acisindan DTM’ye dogrudan maruz kalma, etkilenmis yiyecek ve su
tiketimi zehirlenmenin en yaygin yollaridir (Barlow, Sullivan ve ark., 2001). DTM
maruziyeti 6zellikle hipokampis CAl ve CA3 alt alanlarinda néron morfolojisinde

degisiklik yaratarak norodejenaratif hastaliklarin ortaya cikmasina sebep olur
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(Adibhatla ve Hatcher, 2008; Rehman, Ali ve ark., 2006). Bu nedenle DTM
maruziyetinin 6grenme ve hafiza tzerindeki etkisinin degerlendirildigi calismalarda
daha ¢ok hipokampiste calisildigi, (Hossain, DiCicco-Bloom ve ark., 2015; Hossain,
Suzuki ve ark., 2008; Huang, Qing ve ark., 2010; Husain, Husain ve ark., 1996; Li H.
Y, Shi ve ark., 2005; Li H.Y, Shi ve ark., 2006; Martinez-Larranaga, Anadon ve ark.,
2003; Meyer, Carter ve ark., 2008; Sun, Xu ve ark., 2007; Zhao X, Dai S ve ark., 1995)
CAl, CAS3 ve iki alt alan arasindaki baglantilarin 6nemi (Chen, Shi ve ark., 2006)
vurgulandigi i¢in ¢alismamizda DTM’nin CA1 ve CA3 alt alanlarindaki etkileri

degerlendirilmistir.

Literatrde Sirinjik Asit (SA)’in noéroprotektif bir ajan olarak oksidatif stres seviyesini
ve norodejenerasyonu azalttigi (Kim, Yan ve ark., 2013) ve umut verici terap6tik bir
ajan olarak (Guven, Aras ve ark., 2015) SA’nin gelistirilmesi igin ¢alismalar gerektigi
bildirilmistir (Tokmak, Yuksel ve ark., 2015). Kronik DTM toksisitesine karsi SA’nin
hipokampusteki koruyucu roll ile kisa & uzun sureli hafiza Gzerindeki etkisini
aciklayan bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamizda SA’nin diyetle
alinmasinin olasi koruyucu rolunin, 6grenme ve hafiza Uzerindeki etkilerinin,
biyokimyasal, histopatolojik, immunohistokimyasal yontemlerle degerlendirilmesi, ek
olarak 6grenme deneyleriyle test edilmesi amaclanmistir. Calismanin biyokimyasal
analizinde DTM’nin hipokampuste oksidatif strese yol actigini gosteren arastirmalar
g0z dnune alinarak (Balli E, 2009; Celik A, 2005 ; Li H. Y, Shi ve ark., 2005) DTM
verilen gruplarda olusan ROS/RNS seviyesine ve serbest radikallere karsi antioksidan
sistemin savunma mekanizmasinin bir gostergesi olarak total antioksidan kapasitesine
(TAK) (Tuzmen, Candan ve ark., 2008), total protein miktarina ve glutamat/glutamin
ekspresyonuna bakilarak diger gruplarla karsilastiriimasi planlanmistir. DTM ve
SA’nin histopatolojik olarak hipokampusteki CA1 ve CA3 alt alanlarindaki néronlarin
morfolojik yapisi Uzerine etkileri, immunohistokimyasal olarak apoptotik etkileri ve
o6grenme deneyleri ile de tek ve birlikte verilmesinin kisa/uzun sureli hafiza Gzerindeki

etkilerinin analiz edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipokampus Tarihgesi ve Anatomisi

Hipokampiis  (hipokampus, hippocampus) morfolojik olarak deniz atina
benzerliginden dolay! (yunanca, hippos= at, kampos= deniz, deniz at1) XVI. yuzyil’in
anatomist ve cerrahlarindan olan Julius Caesar Arantius (Giulio Cesare Aranzi, 1530—
1589) tarafindan bu sekilde adlandiriimistir. Farkli bilim adamlari tarafindan
hipokamps terimi icin; ‘beyaz ipekbdcegi’ (bombycini vermis candidi), ‘ammon’un
boynuzu’ ve ‘ko¢ boynuzu’ gibi ¢cok sayida isim Onerilse de hipokampis terimi
literatiirde en yaygin kullanilan terim haline gelmistir (Bir, Ambekar ve ark., 2015).
Hipokampus terimi icin 1732'de Danimarkali anatomist Jacob Benignus Winslow
(1669-1760) tarafindan ‘Ram’in boynuzu’ terimi onerilmis ve on yil sonra Fransiz
cerrah René-Jacques Croissant de Garengeot (1688-1759) tarafindan eski Misir tanrisi
‘Cornu Ammonis’ terimi kullaniimistir ve kisaltmasi olan ‘CA’, hipokampal alt
alanlarin isimlendirilmesinde halen kullaniimaktadir (Barr ML 1988; Amaral DG
1990; izci Y 2015). insanda filogenetik olarak en eski cerebral kisimlardan olan ve
embriyolojik olarak telencephalon’dan gelisen hipokampus, lobus temporalis’in
medialinde bulunan ve ventriculus lateralis’in cornu inferior’un (temporalis) tabaninda
yerlesen 8 cm uzunlugundaki gri cevher kitlesidir (Amaral DG, 1990; Barr ML, 1988).
Erken fetal donemde neokorteksin genislemesi ve cesitli hipokampal bilesenlerin
blyumesine bagl olarak, gyrus dentatus ve subiculum arasinda gelisen sulcus
hippocampi’nin etrafinda olusur (Dekeyzer, De Kock ve ark., 2017). Hipokampis,
singulat korteks (gyrus cinguli), gyrus parahippocampalis, olfaktér korteks (koku
korteksi), corpus amygdaloideum, hypothalamus, presubiculum, parasubiculum ve
entorhinal korteks ile birlikte 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarda énemli rolii olan
limbik sistemin bir parcasi olarak kabul edilir. Area septalis (nuclei septales), corpus
mamillare ve nuclei anteriores thalami kompleksi gibi emosyonel davranislarla ilgili
bolumlerle de baglantihdir. Kisa/uzun sureli hafiza ve uzaysal hafizada énemli bir
isleve sahip olan hipokampis’un (Pearce, 2001) yeni olaylarin, yerlerin ve uyarilarin
belirlenmesindeki etkisi de bildirilmistir (VanElzakker, Fevurly ve ark., 2008).
Hipokampus gyrus parahippocampalis tarafindan ortildtgu icin ancak diseksiyonlarda

net bir sekilde gorulebilir (Purves D, Augustine G ve ark., 2013). Genislemis olan 6n



bolimine “pes hippocampi’, parmaksi goriniminden dolay! 6n ucuna “digitationes
hippocampi’ denilmektedir (Sekil 2.1) (Pearce, 2001).
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Sekil 2.1. Hipokampiis’iin anatomik yapisi ve lokalizasyonu

Hipokampus’un, hipokampls proprius ve gyrus dentatus’tan olusan iki ana parcasi
vardir (Pearce, 2001). Koronal kesitlerde ‘C’ harfi seklinde gorilen hipokampis’in
alt alanlari gyrus dentatus’tan baslayip, ‘S’ seklinde egri boyunca iceriye dogru uzanir.
Hicre yapisindaki degisiklikler, hiicre yogunlugu farkliliklari ve degisen derecelerde
noral liflerin varligi dikkate alinarak CA; CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak Uzere 4 alt
bélime ayrilmistir (Amaral DG, 1990; Barr ML, 1988; izci Y, 2015). CA bélgeleri
yogun sekilde paketlenmis piramidal hicrelerle doludur. Polimorfik, molekiler ve
grandler hucre tabakalarindan olusan gyrus dentatus ise kesitlerde hipokampus ucuna
sarilmis sivri bir kama veya yarim daire seklinde gortlmektedir (Pearce, 2001). CA1-
4 alanlari, gyrus dentatus, subiculum (subicular kompleks) ve formatio hippocampi
(hippocampus, gyrus dentatus, gyrus parahippocampalis, subiculum, entorhinal
korteks) icin "hipokampus proprius” terimi kullaniimaktadir (Amaral ve Lavenex,
2006). Yeni kazanilan bilgilerin depolanmasinda 6nemli roli olan formatio
hippocampi igindeki noral vyapilar ve vyollar tim memelilerde benzerdir.
Hipokampuis’in ventriculus lateralis’e komsu yuzinl 6rten beyaz miyelinli lifler
(buytk piramidal hucrelerin aksonlar) en derinde alveus hippocampi’yi yaparken,
temporal kisimlarini drten lifler medialde birleserek “fimbria hippocampi’ adi verilen

bir lif demeti olustururlar. Hipokampus’in gyrus parahippocampalis ile entorhinal



korteks arasindaki bolimd, subiculum’u olustururken, fimbria’dan dorsal kisimlara
dogru kalinlasarak orta hatta corpus callosum’un altinda forniks’i olusturur. Ratlarda
ise commissura fornicis ayni zamanda commissura hippocampi olarak da adlandirilir
(Suzuki, Hagino ve ark., 2005; Tien, Felsberg ve ark., 1992).

2.1.1. Hipokampus Korteksinin Histolojik Yapisi

Hipokampuis’iin ‘C’ seklindeki bir kesitinde, birka¢ katman bulunur. Santiago Ramoény
Cajal (1852-1934) tarafindan hipokampus korteksinin yedi tabakasi ve bu tabakalarin
hiicresel bilesenleri detayli olarak tarif edilmistir. Facies ventricularis’ten baslayarak
icten disa dogru katmanlar asagidaki gibi siralanir (Sekil 2.2) (Andersen, R. ve ark.,
2007).

Fimbria hippocampi Alvens hippocampi

Stmatum oriens

: . Stratum pyramicale
Hipakampiis

Stratum radiatum

Civrus dentatus
Stratum lacunosum

Suleus hippocampi
wa e w Stratum moleculare

Entorhinal
korteks

Subiculum

Presubiculum Gyrus parahippocampalis
Sekil 2.2. Hipokampus korteksinin tabakalari

Alveus hippocampi: Gyrus Dentatus’tan (GD) gelen aksonal lifler ve CA3,
CA2, CAl1l ve subiculum'un piramidal noronlarindan olusur. Fimbria
hippocampi’ye ve commissura fornicis’e giden efferent lifler buradan gecerler
(Daitz ve Powell, 1954; Knowles ve Schwartzkroin, 1981).

Stratum oriens (polimorfik tabaka): Alveus hippocampi’ye yakin yerlesimli
bir tabakadir. Bu nedenle burada yer alan néronlarin efferent liflerinin ¢cogu
alveus’a uzanir. Bu tabakada stratum oriens, stratum pyramidale ve stratum

radiatum’u innerve eden aksonlari igeren inhibitér basket hicreleri ve
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horizontal trilaminar hicrelerin soma’lari bulunur. Bu tabakada da bulunan
piramidal noronlarin bazal dendritleri, diger piramidal hicrelerden, septal
liflerden ve kontralateral hipokampus’ten (6zellikle CA3 ve CAZ2de
tekrarlayan baglantilar yoluyla) commissural efferent lifler alirlar (Andersen,
R. ve ark., 2007).

Stratum pyramidale (piramidal hicre tabakasi): Hipokampus’in baslica
eksitator (uyarici, stimilator) noronlari olan ¢ok sayida ve biylk piramidal
ndronlarin somalarini iceren temel hiicre tabakasidir. Ciplak gozle gérulebilen
tabakalardan biridir. Bu tabaka, CA3 bolgesinde stratum lucidum'dan gecen
yosunsu (mossy) liflerle sinaps yapar. Golgi Tip Il hicreleri, akso-aksonik
hlcreler, bistratifiye hicreler ve radial trilaminar huicreler olmak Utzere birgok
internéron’un hiicre gévdelerini icermektedir (Andersen, R. ve ark., 2007).
Stratum lucidum: Hipokampis’in en ince tabakalarindan biri olup sadece
CA3 alt alaninda bulunur. GD’nin granler hticrelerinden gelen yosunsu lifler,
CAZ3' te bu tabaka boyunca ilerler fakat bu liflerle olusan sinapslar stratum
pyramidale tabakasinda bulunmaktadir (Andersen, R. ve ark., 2007).

Stratum radiatum: Septal lifler, comissural lifler ve schaffer’in kollateral
projeksiyon liflerini icermektedir. Basket hiicreleri, bistratifiye hicreler ve
radial trilaminar hicreler gibi daha st katmanlarda bulunabilen bazi
interndronlar da bu katmanda bulunabilir (Andersen, R. ve ark., 2007).
Stratum lacunosum: Schaffer’in kollateral projeksiyon liflerini igeren ince bir
tabakadir, ayni zamanda entorhinal korteksin yuzeyel katmanlarindan gelen
perforan liflerini (EC I11) de icermektedir. Kugcuk bir katman olmasi nedeniyle,
genellikle stratum moleculare ile birlikte stratum lacunosum-moleculare
olarak adlandiriimaktadir (Andersen, R. ve ark., 2007; Heath ve Harper, 1974).
Stratum moleculare (molekller tabaka): Hipokampusteki en yulzeysel
katmandir. Bu tabakada perforan lifler ile piramidal hticrelerin distal ve apikal

dendritleri Gzerinde sinapslar olusturur (Andersen, R. ve ark., 2007).

2.1.2. Hipokampds’tin Alt Alanlari

Hipokampus hiicresel tabakalarin histolojik farkliliklarina ve hiicresel bilesimine bagl
olarak dort ayri bolgeye ayrilir. Bunlar subiculum’dan gyrus dentatus’a dogru CA1,
CA2, CA3, CA4 olmak lzere 4 ayri bolumde incelenir (Sekil 2.3) (Andersen, R. ve
ark., 2007).
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Sekil 2.3. Hipokampuis’iin alt alanlari

CA1 (Sommer’in Alani, Sommer Sector)

Hipokampus ile subiculum arasinda yer alir. Ventrikil ylzeyine dogru en dista
alveus’a en yakin olan CA1 alt alani bulunur. Stratum lucidum hari¢ hipokampal
korteks tabakalarinin hepsine sahiptir. Anoksi, hipoksi ve iskemiye karsi duyarlidir.
Ozellikle cerebral hipoksi’de buyik dejeneratif degisiklikler gosteren hassas
bolgelerden biridir (Galloway ve Roessmann, 1986). Eriskinlerde temporal lob
epilepsilerinin bazi formlari icin en sik gozlenen hipokampal degisim bdlgesi olarak
kabul edilir (Sarnat ve Flores-Sarnat, 2013). Hipokampal skleroz (HS), 6zellikle
CAl'de ve subiculumda ciddi noronal hicre kaybi, gliozis ile karakterize olan
néropatolojik bir durumdur. ilk kez 1880 yilinda Karl Wilhelm Sommer (1852-1900)
tarafindan tanimlandigi icin CA1 alani; Sommer’in alani (Sommer’s sector) olarak
adlandirilmaktadir (Sommer, 1880). Ayni zamanda hipoksiye olan duyarliliklarina
gore de hassas veya savunmasiz bolge olarak da isimlendirilir (Mark, Daniels ve ark.,
1993). Mekansal 6grenme ve uzaysal hafiza icin CA1 bélgesi néronlari degerlendirilir.
Bu bolgeye afferent lifler entorhinal korteksten ve CA3 bolgesinden (Schaffer’in
kollateral projeksiyon lifleri aracithgi ile) gelir. CAL bu sekilde bdlgeler arasindaki
uyumlulugu denetler. CA1 ve CAS3 alanlarinin baglantisi da referans hafiza icin
gereklidir (Suzuki, Hagino ve ark., 2005; Tien, Felsberg ve ark., 1992).

CA2 ve CA3 (Spielmeyer Sektord, Spielmeyer’s Sector)
Piramidal hiicrelerin daha az bulundugu hipokampus’in alt béluminde yer alir ve

anoksiye karsi daha az duyarhdir. CA2 ve CA3 alt alanlari, hipoksiye karsi olan
;



duyarhihklarina gore direncli sektor (Spielmeyer sektorti, Spielmeyer 1927) olarak
adlandirilmistir (Mark, Daniels ve ark., 1993). CA2 alt alani yaslanmaya karsi ve
Alzheimer’daki norofibriler dejenerasyona karsi nispeten direclidir (Ishizawa, Ko ve
ark., 2002). CA3 piramidal htcreleri, commissura hipokampi’nin temelini
olusturmaktadir (Suzuki, Hagino ve ark., 2005; Tien, Felsberg ve ark., 1992). CA3,
stratum lacunosum, moleculare, radiatum, lucidum, piramidale ve oriens tabakalarini
icerirken CA2’de bu tabakalarin hepsi mevcuttur sadece stratum lucidum bulunmaz.
Yapilan calismalar hipokamplste CA1 ve CA3 alt alanlarinin (6zellikle piramidal
hiicre alanlart) 6nemli farkliliklari oldugunu gostermektedir (Sekil 2.4). Ornegin, CA1
veya CA3' Uin norotoksik lezyonlarinin veya farmakolojik olarak inaktivasyonunun,
hafizanin kodlanmasi izerinde farkli etkiler yarattigi bildirilmistir (Daumas, Halley ve
ark., 2005; Lee ve Kesner, 2004).

| CAl piramidal
hiicreler CAl

Schaffer’in kollatera
projeksivon lifleri

CA3 piramidal

|
hiicreler Perforan yollar

Gyrus
dentatus

yosunsu (mossy)
lifleri

Sekil 2.4. Hipokampiste CA1 ve CA3 alt alanlarinin piramidal hiicreleri ve baglantilar

raniiler hiicreler

CA4 (Bratz Sector)

CA4 alt alani hipokampus ile gyrus dentatus arasinda yer alir. Hipokampdste en icteki
gyrus dentatus’a CA4 bolgesi daha yakindir. Bu nedenle CA4 olarak bilinen bdlge
aslinda gyrus dentatus’un derin, polimorfik tabakasi olarak da bilinmektedir (Suzuki,
Hagino ve ark., 2005; Tien, Felsberg ve ark., 1992). Hipoksiye orta derecede duyarl
oldugu icin bu bolge orta duyarh alan (Bratz sector, Bratz 1899) olarak
adlandirilmaktadir. CA1 ile birlikte siklikla demans ile karakterize olan medial
temporal sklerozun en sik gozlendigi hipokampal bolgedir (Mark, Daniels ve ark.,
1993).



Sulcus (Fissura) Hippokampi

CALl alanini gyrus dentatus’tan ayiran hucresiz bir bélgedir. Hipokampus, peri-
hipokampal fissuralar olarak adlandirilan birkag fissura ile cevrilidir. Bichat'in fissura
horizontalis’i, Ust tarafta thalamus’u gyrus parahippocampalis’ten ayiran cisterna
ambiens’in lateral uzantisidir. Fissura horizontalis’in (transversa) superolateral
uzantisi fissura choroidea’dir. Fissura horizontalis’in (transversa) inferolateral uzatisi
olan, gyrus dentatus ve subiculum arasinda bulunan bu bélge (fissura hippocampi)
genellikle obliteredir ve MR’da (Manyetik Rezonans Gorintiileme) gortlmez.
Genellikle EEG (Elektroensefalografi) kaydi icin referans noktasi olarak kullanihr
(Dekeyzer, De Kock ve ark., 2017).

Gyrus Dentatus (GD)

Gyrus parahippocampalis’in st yiziinde, hipokampts’in medialinde, subiculum ile
fimbria hippocampi arasinda uzanan disli bir gri cevher tabakasidir. Yaygin olarak
hipokampuis'in bir parcasi olarak kabul edilmesine ragmen, hipokampusten
sitoarkitektonik (hiicrelerin morfolojisi, dizilisi ve tabakalari) olarak farkhidir. Ug
tabakal kortikal yapiya sahiptir, hilus kismini iceriyorsa 4 tabakali yapidan olustugu
kabul edilir. Bu katmanlar; stratum moleculare externa, stratum moleculare interna,
stratum granulare (piramidal hlcrelerde sonlanan yuvarlak ve oval néronlardan olusur)
ve hilustan olusmaktadir. Piramidal tabakanin yerini granuler tabaka almistir
(Andersen, R. ve ark., 2007).

2.1.3. Rat Hipokampal Bolgeleri

Ratlarda hipokampis bolgeleri fonksiyonel ve anatomik olarak farkhiliklar
gostermektedir. Bu boélgeler aksiyal ve sagital planda ¢ kisma ayrilabilir. Dorsal
hipokampus (DH), ventral hipokampus (VH) ve orta (ara) hipokampus (IH), farkl
yollar ile projekte olan degisik islevlere sahiptir (Sekil 2.5) (Fanselow ve Dong, 2010;
Jung, Wiener ve ark., 1994).
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Sekil 2.5. Rat hipokampal bélgeleri

Dorsal Hipokampis; uzaysal hafiza, sézel hafiza ve kavramsal bilginin
ogrenilmesinde etkilidir. DH’ deki lezyonlar icin radial arm maze testi (RAM)
kullanilarak uzaysal hafiza degerlendirilebilir. Projeksiyon yollari nukleus septalis
medialis’i ve nucleus supramamillaris’i icerir. DH, hem ventral hem de orta
hipokampal bolgelerden daha fazla yer hiicresi (place cell) icerir (Fanselow ve Dong,
2010; Jung, Wiener ve ark., 1994). Ventral hipokampus; korku kosullanmasi,
yaklasma-kaginma davranisinda ve karar verme slrecinde goérev yapar. Ventral
hipokampis’in  belirsiz  kosullarda karar vermede ©Onemli roli oldugu ve
kortikal/subkortikal agin bir parcasi olabilecegini gosteren calismalar vardir (O'Neil,
Newsome ve ark., 2015) Anagnostaras ve ark. (2002) ventral hipokampusteki
degisikliklerin, dorsal ve ventral hipokampus tarafindan corpus amygdaloideum’a
gonderilen bilgi miktarini azalttigini ve sonug olarak ratlarda korku kosullanmasini
degistirdigini gostermistir (Anagnostaras SG, Gale GD ve ark., 2002). Ratlarda
hipokamps ile yapilan ¢cogu arastirmada, uzaysal hafizay temsil eden néronlar ve
uzaysal navigasyon icin 6nemli oldugu dustnulen pars dorsalis hippocampi bélgesine
odaklaniimistir. Pars ventralis hippokampi’nin ise daha ¢ok anksiyete ve emosyonel
hafizada 6nemli rol oynadigi dustinilmektedir (Copara, Hassan ve ark., 2014; E. B.

Anderson, |. Grossrubatscher ve ark., 2014).

2.1.4. Trisinaptik Devre Sistemi (Temel Hipokampal Devre Sistemi, Entorhinal
Hipokampal Halka)

CAL bolgesinin efferent lifleri subiculum, entorhinal korteks, fimbria ve prefrontal
kortekse gider. Adodlesan donemden sonra CAl ve CA3 bolgelerindeki hiicre
sayilarinin giderek artmasi uzaysal hafiza ve 6grenmenin gelistiginin bir géstergesidir

(Suzuki, Hagino ve ark., 2005; Tien, Felsberg ve ark., 1992). CA3 ve gyrus dentatus
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lezyonlarinda uzaysal hafiza ve 6grenmede sorunlar olusabilir (Moser ve Moser, 2014;
Moser, Kropff ve ark., 2008; Moser, Roudi ve ark., 2014; Moser, Rowland ve ark.,
2015). Cogu ekstrinsik sinyal, perforan yolun aksonlari aracithgiyla entorhinal
korteks’ten (EC) gelir. Bu aksonlar, EC katman II’den baslayip gyrus dentatus (esas
olarak granuler tabakaya projekte olan ilk sinaptik baglanti) ve CA3'teki piramidal
hicrelerde sonlanir. Ayrica EC katman IlI’ten baslayip dogrudan CAl'e giden
eksitator ve CA2’ye giden inhibitor etkili yollar vardir. GD grantler hiicreleri,
efferentlerini CA3 piramidal hicrelerinin dendritlerine (ikinci sinaptik baglanti)
aktarmaktadir, CA3 piramidal hucreleri, efferentlerini CAl'e (ipsilateral ve
kontralateral olarak stratum radiatum ve stratum oriens tabakalarina schaffer’in
kollateral projeksiyon lifleri aracihgi ile) aktarir. CALl piramidal hcreleri,
efferentlerini CA3 alt alani, EC katman Il ve nucleus reuniens’e gonderir. CAl
efferentleri trisinaptik devreyi (entorhinal hipokampal halka) tamamlayan entorhinal
kortekse (Uciincu sinaptik baglanti) geri doner. Subikuler efferent néronlar da EC'ye
gider. Bu sekilde perforan yollar, gyrus dentatus, CA3 ve CAl arasindaki devre
tamamlanir. XX. yizyilin baslarinda Santiago Ramony Cajal (1852-1934) tarafindan
bu devre trisinaptik devre olarak tanimlanmistir. Hipokampdas’in trisinaptik devresi,
hipokampus boyunca horizontal olarak uzanir. Subiculum, CA1 ve EC katman III' ten
gelen bilgileri birlestiren devredeki son asamadir. Bu devre hipokampis’in
fonksiyonel olarak badimsiz bir sekilde calisan bir dizi paralel serit olarak
distinulebilecegini  6ne siren lamellar hipotezinin temelini olusturmaktadir
(Andersen, Bliss ve ark., 1969). Trisinaptik devreyi etkileyen mekanizmalari
belirlemek amaciyla beynin diger bolumleriyle nasil etkilestigi, insan fizyolojisi ve
davranisini nasil etkiledigi Gzerine arastirmalar yapilmistir (Adamec, 1991).

2.2. Hipokamptis’un Ogrenme ve Hafizadaki Roli

Ogrenme sadece yeni bilgilerin olusumu degil, ayni zamanda gevrenin temsilinde de
yasanan bir degisimdir. Hipokamps tipik olarak iki ayri bilgi islem mekanizmasina
sahiptir. Bunlardan ilki yeni elde edilen bilgilerin kodlanmasini digeri ise bilgilerin
uzun sureli temsil edilmesini saglayan dinamiklerdir. Genel olarak hipokampis ve
neokorteksin  birbirlerini  tamamlayarak  6grenme  sistemlerini  calistirdi§i
dustintlmektedir. Bu gorise gore, hipokampus ilk deneyim sirasinda ¢evrenin farkl
temsillerini olusturararak hipokampal devre icinde statiklestirir. Bu bilgiler

hipokampls tarafindan kodlandiktan sonra yeniden reaktivasyonu yapilarak
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neokorteks’te &grenmeyi pekistirir. Kisa sureli hafizanin uzun sureli hafizaya
donustirilebilmesi icin bilginin depolanmasi ve hafizada pekistirilmesi gerekir.
Hipokampus kisa sureli bellegi uzun sireli bellege ceviren ve yeni bilgilerin kalici
olarak depolanmasini saglayan sinyaller Uretir. Bu re-aktivasyon, CALl alt alaninda
kaydedilir. Neokorteks bu bellek sekanslarini tekrarlayan serilerle sundugu surece
ogrenme gerceklesir ve bu her turli duyusal deneyim ile aktive olabilir. Hipokampis
sinyalizasyon modellerini degistirerek ve nesneleri, ortamlari, ¢evreyi tanidik hale
getirerek spesifik gorevlerin  6grenilmesini saglar. Hipokampds, hatirlamayi
kolaylastirmak icin olay 6gelerini birbirine baglarken kritik bir rol oynar. Bu rol ile
ilgili olarak, cesitli galismalar, bellekte epizodik ayrintilarin hem mekansal hem de
zamansal bilesenlerini kodlamak icin hipokampis’in énemini vurgulamistir. Bu
veriler, hipokampus’in, epizodik bellekte daha buyik bir rolin parcasi olarak
mekansal-zamansal olarak temsil edilmesi ve baglanmasi igin bir yakinsama bélgesi
oldugunu gostermektedir. Yeni dizeneklerin hiicre temsilleri Uzerindeki etkisine
bakildiginda yeni ortamlarin tanitiilmasinin CA1 alt bolgesinde hiicresel aktivasyona
neden oldugu ve zamanla c¢evre daha tanidik hale geldikce veya goérev performansi
arttikca, CAl’e 6zgi mekan bildiren hiicre popilasyonunda aktivasyona sebep oldugu
dustinulmektedir. Bu degisikliklerin sonucu olarak aktif CA1 alt alani, uzaysal ve
mekansal olarak bilgilendirici néron populasyonunu olusturarak uzaysal hafizay aktif
hale getirmektedir. Bu bilgi CAl'den subiculum, thalamus, hypothalamus ve limbik
sistemin diger kortikal bolgelerine ylksek diizeyde sinyaller génderir. Cevre ile daha
fazla deneyim kazandikca, CA1 ve CA3’teki yer hiicresi populasyonunun ¢ogunlugu
benzer 6grenme davranisi gosteren diger noronlari gelistirir. Boylece farkl amaclar
icin uygun davranislar olusur. Ogrenme davranisi kazandirilirken, uzaysal hafizadan
sorumlu hcrelerin yanit vermesi icin goérsel ipuclari, mesafeler, acilar, renkli
geometrik desenler gibi cesitli gevresel manipulasyonlar kullanilir (Copara, Hassan ve
ark., 2014; E. B. Anderson, I. Grossrubatscher ve ark., 2014).

2.2.1. Kisa Sureli Hafiza (STM, Short Term Memory)

Kisa Sureli Hafiza (STM), yeni bilgileri kodlayan hiicre gruplarinda surekli stimulator
aktivite gosteren bellek olarak tanimlanmistir. Noronlar ilk stimulasyondan sonra
birbirlerini strekli uyarmaya devam eder. Norotransmitter depolarinin azalmasi veya
tikenmesi nedeniyle uyarim bir noktada sonlanirsa STM’nin depolama fonksiyonu

aksayarak bilginin depolanmadigi gorulir; sinapslarda yapisal degisikliklere yol
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acarsa, STM’nin uzun sireli hafiza’ya (LTM) doénustugi goralir. Hipokampis’i
etkileyen lezyonlarda ise STM’nin LTM’ye donlsemedigi gozlenmistir (Nadel ve
Hardt, 2011).

2.2.2. Uzun Sareli Hafiza (LTM, Long Term Memory)

Kapasite sinirlari olmadigi varsayilan LTM; glnler, haftalar, aylar ve yillar sirecek
hafizayi ifade eder. STM’ nin sonunun, LTM'nin baslangicini gosterdigi genel gorus
g6z onune alindiginda, LTM'nin yeni bilgi kazanildiktan birka¢ dakika sonra
baslayabilecegi disuntlebilir. LTM, algilanabilecek tim duyusal modellerden bilgi
depolayabilir. insanlarda LTM, her biri kendi karakteristik depolama ve unutma
fonksiyonlarina sahip, farkli noral sistemlere bagl, acik ve kapali formlar
icermektedir. Hayvanlarda ise bu hafizada acgik ve kapali formlar arasindaki ayrimin
cizilmesi daha zordur (Nadel ve Hardt, 2011).

2.2.3. Hipokampus’in Uzaysal Hafiza ve Navigasyondaki Etkisi

Gorme, koku, isitme, dokunma gibi uyaranlara baglh 6grenmeye uzaysal hafiza (spatial
learning) denilir. NOrodejeneratif hastaliklarin erken déneminde uzaysal hafiza
bozulur. Bu nedenle ratlarda, hipokampus uzaysal hafiza ve navigasyondan sorumlu
bir beyin bolimu olarak kapsamli bir sekilde galisiimaktadir (Bliss ve Collingridge,
1993). Hipokamplste zaman hiicreleri, hiz hiicreleri, yon hicreleri, grid hicreleri ve
sinir hicreleri gibi hiicreler bulunur. Bu hiicreler uzaysal hafiza olarak islev goren bir
ag olustururlar. 1971’de John O’Keefe ve John Dostrovsky tarafindan kesfedilen bu
tdr hcrelerden ilki, cevrenin noral temsilini gosteren hipokampis fikrine yol acan yer
hicreleridir (O'Keefe ve Conway, 1978). Sican ve fare hipokampusleri tzerinde
yapilan calismalar bircok hipokampal néronun, yer hafizasi tasidigini ve hayvan
gectigi bir yerden tekrar gectigi zaman, bu sinirlerde aksiyon potansiyellerini
tetikledigini gostermistir. Yer hicrelerinin yanitlari hipokampdiste piramidal
hlcrelerde ve gyrus dentatus’taki grantler hiicrelerde de gosterilmistir. Daha distk
oranda diger hicreler ve inhibitor internéronlar yer hafizasi ile ilgili varyasyonlar
gosterir. Bazi durumlarda, hipokampal hicreler sadece yere degil, ayni zamanda
ratlarin hareket ettigi yone, gidecegi yere veya gorevle ilgili diger degiskenlere de
baghidir (Moser ve Moser, 1998; Smith ve Mizumori, 2006). Hipokampiis
lezyonlarinda, yonelim etkilenir. Ratlar bir yere nasil geldiklerini ve nasil

ilerleyebileceklerini  hatirlamakta  zorlanabilirler.  Ozellikle lezyonun  sag
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hipokampiste oldugu durumlarda uzaysal hafiza’nin bir gostergesi olan gorsel hafiza
etkilenmektedir. Yapilan c¢alismalarda, ilkel 6grenme ve bazi mekansal hafiza
gorevlerinin uzun sureli hafizaya aktarilabilmesi icin, 6zellikle belirli bir hedefe giden
yolu bulmayi gerektiren calismalarda saglam bir hipokampis’un gerekli oldugu
gosterilmistir (Morris, Garrud ve ark., 1982; Sutherland, Kolb ve ark., 1982;
Sutherland, Weisend ve ark., 2001).

2.2.4. Papez Halkasi (Devresi)

Medial limbik devre de denilen papez halkasi, 6grenmenin pekistirilmesinden ve
emosyonel davranislarin kontrol edilmesinden sorumludur. 1937 yilinda James
Wenceslaz Papez (1883-1958) tarafindan tanimlanan bu néral devrenin baslangicini
hipokampis olusturmaktadir. Subiculum’un (formatio hippocampi) efferent lifleri
sirasiyla alveus hippocampi, fimbria hippocampi ve crus fornicis’e aktarilir. Sag ve sol
tarafin crus fornicis’i corpus callosum’un altinda arkaya ve yukariya dogru kivrilir ve
septum pellucidum’un serbest kenarinda corpus fornicis’i olusturur. Corpus fornicis
One ve asagl kivrilarak columna fornicis’e ayrilir. Ventriculus tertius’un lateral
duvarinda ©Onde hypothalamus, arkada corpus mamillare’de sonlanir. Corpus
mamillare’den baslayan tractus mamillothalamicus 6nce nuclei anteriores thalami’ye
buradan c¢ikan thalamokortikal lifler gyrus cinguli’ye gider. Gyrus cinguli’den
baslayan yollar cingulum araciligi ile area entorhinalis Gizerinden tekrar hipokampiise
(formatio hippocampi’ye) doner. Buradan ¢ikan uyari gyrus parahippocampalisteki 6n
entorhinal kortekse gelir ve devre tamamlanir. Bu halkaya papez halkasi denilir. Bu
halka bazi emosyonel davranislarin disa vurulmasi, otonomik aktivitenin
duzenlenmesi ve 6grenmede dnemli isleve sahiptir (Papez, 1995; Shah, Jhawar ve ark.,
2012).

2.3. Hipokampus Patolojisi

Mekansal, uzaysal ve epizodik hafizada 6nemli rol oynayan, kii¢iik ancak kompleks
bir yapi olan hipokamps, konjenital anomaliler (fissura choroidea kistleri, rudimente
sulcus hippocampi reziduel kistleri, tamamlanmamis hipokampal inversiyon (IHI)),
anatomik varyasyonlar, dejeneratif hastaliklar (hipokampal kalsifikasyonlar, mesial
temporal skleroz (MTS), alzheimer, mesial temporal atrofi (MTA)), enfeksiyonlar
(Herpes simpleks ensephaliti (HSE), limbik ensefaliti (LE)), vaskiler lezyonlar
(arteryel iskemik paraliz, akut retrograd amnezi), tumorler (ganglioglioma,
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disembriyoplastik noroepitelyal timorler) ve toksik metabolik patolojilerde
etkilenebilir. NOrodejeneratif hastaliklarda hipokampls beyinde zarar goren ilk
bolgelerden biridir. Erken donem semptomlari arasinda kisa sureli hafiza kaybi,
demans ve oryantasyon bozuklugu yer almaktadir. Hipokamptiis’in zarar gormesi,
oksidatif hasar (anoksi, hipoksi) ve lobus temporalis medialis epilepsisinden de
kaynaklanabilir. Bilateral hipokampal hasari olan kisiler anterograd amnezi (yeni
ogrenilen bilgilerin ve lezyon sonrasi olan olaylarin hatirlanamamasi) belirtisi

gosterebilirler (Dekeyzer, De Kock ve ark., 2017).

2.4. Uzaysal Hafizada Kullanilan Deneysel Modeller
Acik labirentler, dncelikli olarak cevresel, gorsel-uzaysal ipuclarini kullanarak yer
ogrenimini ve bellegi 6lgcmek icin tasarlanmistir. Bununla birlikte, labirent islevleri

bircok boyutta farklilik gosterir. Bunlar;

arenalardan (su labirenti: WM) c¢ok yapilandiriimis labirentlere (radial-arm
labirenti: RAM) kadar degisen aparat cesitleri,

gorsel, uzaysal, iliskisel veya duyusal ipuclarinin bulunabilirligi,

spontan kesiften kompleks secimler dizisine kadar degisen gorev
gereksinimleri,

kacls, barinma, belirli bir yerde yeni nesneleri ya da yiyecekleri

bulma/kesfetme motivasyonudur.

Bu cesitlilik g6z onine alindiginda, labirentler mekansal ve uzaysal 6grenmeye
katkida bulunarak bunlari etkileyen cesitli slreclere odaklanir. En cok kullanilan

yontemler asagida 6zetlenmistir (Hodges, 1996):

Morris water maze testi
T-maze testi

Y-maze testi

Barnes maze testi

Elevated plus maze testi

Zero maze testi

Radial arm maze (RAM) testi
Open-field (OF) testi
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Morris water maze testi, uzaysal hafizanin test edilmesi amaciyla dizayn edilmis bir
testtir. Diger birgok teste gore avantaji, belli bir kacis yolunun olmamasi ve koku
izinin bulunmamasidir (Bliss ve Collingridge, 1993). T-maze testi, tercih se¢eneginin
oldugu ya da uzaysal 6grenme ile iliskili deneylerde kullanilir. Hayvanlar bir énceki
denemede tercih ettikleri kolu ya da sunulan 6dulu hatirlayarak kollar arasinda tercih
yaparlar. Ratlarin bir 6énceki denemede girdigi kolu hatirlamasi beklenir. T-maze
testleri basit 6grenmeyi sinamak ve iki secenek arasinda hangisinin secileceginin
belirlenmesi amaciyla kullanilir. Y-maze testi, T-maze testine benzer, farkli olarak (¢
Ozdes kolu vardir. Y-maze’in dereceli donusleri, T-maze’in sert donusleriyle
karsilastirildiginda 6grenme suresini disurur (Buck, 2004). Y maze ile sicanin hafiza
fonksiyonlari farkli kosullar altinda test edilebilir. Cesitli ilaglarin ve maddelerin
hafiza zerindeki etkisi incelenebilir (Li, Wang ve ark., 2015). Barnes Maze testi,
radial arm maze ve morris water maze benzeri bir test olmasina karsin daha az fiziksel
stres ve besinle iliskili kisitlama vardir. Barnes maze testi ile de uzaysal hafiza ve
ogrenme test edilir. Ratlar aydinlatilmis bolgeden karanlik kagis kutusuna kagmaya
calisirlar. Test sirasinda hayvan kagis kutusunun uzaysal yerini 6grenir (McHiail,
Valibeigi ve ark., 2018). Elevated plus maze testi, hayvanlarda anksiyete ile ilgili
davraniglari test etmek icin kullanilir. Dogal korku ile cevreyi inceleme gudusu
arasindaki celiskiyi kullanir. Agik ve kapali kola giris, kola giris ylizdesi, toplam kola
giris, acik koldaki harcanan zaman, kafayi uzatma, gerilerek bakma gibi parametreler
incelenir (Walf ve Frye, 2007). Zero-maze testi, Elevated Plus-Maze testinin modifiye
edilmis bicimidir. Anksiyete’yi inceleyen klasik yontemleri ayni zamanda modern
teknoloji ile iliskili 6lcumleri icerisine alir (Tucker ve McCabe, 2017). Ogrenme
testleri arasinda ratlarda mekansal hafiza ve uzaysal hafizayi degerlendirmek icin ¢ok
kullanilan en uygun test Radial Arm Maze (RAM) testidir. (Bliss ve Collingridge,
1993; Brown, Farley ve ark., 2007). Lokomotor aktivite ve anksiyete davranisinin
belirlenmesinde de en ¢ok Open Field (OF) testi kullaniimaktadir (Brewer, Bellinger
ve ark., 2014).

2.4.1. Radial Arm Maze (RAM) Testi
Olton D. ve Samuelson R. (1976) tarafindan gelistirilen Radial arm maze (RAM) testi
uzaysal hafizayi degerlendirmek icin yaygin olarak kullaniimaktadir (Dubreuil, Tixier

ve ark., 2003). RAM testi coklu bilissel ve davranissal bilesenleri anlamak icin ¢cok
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faydali 8 kollu bir labirent testidir ($Sekil 2.6.A). Performans analizi igin en gok
kullanilan degiskenler sunlardir:

Her bir koldaki hata sayisi (daha dnce ziyaret edilen bir kola girilmesi) ve sekiz
koldaki toplam hata sayisi

Her testteki dogru secimlerin sayisi

Her testte ilk hata verdigi kol

Her testteki ardisik kollara girislerinin sayisi

Her bir kola girmek i¢in harcanan sire (toplam sure)

Ogrenme kriterini 6lgmek icin testlerin sayisi ve ardisik 10 gunliik egitimin

ortalamasi hesaplanir.

Dizenegin disinda bulunan gorsel ipuclari, ratlarin RAM'deki farkli kollara yeniden
girmesini engellemek icin kullanilan 6nemli uzaysal hafiza unsurlarindandir.
Performans buyuk oranda labirent disi gorsel ipuclarina ve mekansal konumuna
baglidir. Aksine, koku ipuglarinin azaltilmis olmasi tercih dogrulugunun gelistirilmesi
ile iliskilidir. Bu anlamda, gorsel ipuclari kullanildiginda secim davranislarini kontrol
ettigi gortilmektedir (Sekil 2.6.B). Ustelik ratlar dogru kollara girme, toplam siire,
testteki hatalarin sayisi ve deney sonundaki hatalarin sayisi gibi birgok degisken
acisindan acik bir 6grenme egrisi gostermektedir. Bu paradigma ile saglanan

gegerlilik, hafiza tizerine etkili ilaglarla ilgili arastirmalarda kullanihr. Ogrenme ve

Ozellikle bilissel bozulmaya iliskin bircok alanda kullaniimaktadir (Tarragon E, Lopez
L ve ark., 2012).

Sekil 2.6. Radial Arm Maze (RAM) Testi A. Radial arm maze testi labirent sistemi. B. Hayanlarin yemli
kollari hatirlamasi icin kullanilan labirent disi uzaysal hafiza gérsel ipuclari

17



Calisan Hafiza (Working Memory, WM)

Amaca yonelik davranis sirasinda objelerin veya yerlerin temsili igin gerekli olan
kritik bilissel alandir (Bunge, Ochsner ve ark., 2001). LTM iginde yer alan belirli bir
grup olarak disuntlebilir. Calisan hafiza 6grenilen bilgileri kullanma yetenegine
odaklanir. Kaplarda yem/cikolata bulunan dogru kollara bir kez girmesi beklenen
hayvanin girdigi yemli/cikolatali kola tekrar girmesi calisan hafiza hatasi (Working
memory errors= WME), cikolata olmayan kolu arastirmak icin girmesi ise referans
hafiza hatasi (Referance memory errors= RME) olarak kaydedilir (Jakubowska-
Dogru, Gumusbas ve ark., 2003; Noorafshan, Asadi-Golshan ve ark., 2013). WM'nin
anatomik temeli insanlarda ve hayvanlarda yogun olarak calisiimistir. Bu calismalar,
korteks prefrontalis, korteks parietalis, thalamus, regio temporalis-medialis ve
cerebellum gibi bolgeler Uzerinde yogunlasmistir. Kompleks WM islevi, hayvanlarda

bazi ortak noral yollar kullanilarak sadelestirilmistir (Nadel ve Hardt, 2011).

Referans Hafiza (Referance Memory, RM)

Deneyde hayvanlarin kaplarda yem/gikolata olmayan yanhs kola arastirmak igin
girmesi referans hafiza hatasi (Referance memory errors= RME) olarak kaydedilir
(Jakubowska-Dogru, Gumusbas ve ark., 2003; Noorafshan, Asadi-Golshan ve ark.,
2013). Referans hafiza, denemeler sirasinda sabit kalan bir gérevin yonleri hakkinda
bilgi saglar. WM'den farkli olarak referans hafiza, bellek konsolidasyonu
(guclendirilmesi), yani yeni RNA ve proteinlerin sentezini gerektiren zaman iginde
artan stabilizasyonu ve hafizada etkili néronlarda uzun sdreli morfolojik
degisikliklerin yasanmasiyla olusur. Cogunlukla mekansal gorevler (6zellikle radial
arm maze ve morris water maze testleri) icin kullanilsa da, referans hafiza, 6zel bir
deneysel paradigmaya bagh degildir. Temel dizeyde referans hafiza, epizodik
bellekten ¢ok semantik belle§e benzemektedir, yani belirli bir bolumden ziyade
bolimler arasinda ortak olan bilgidir. Referans hafiza, LTM (uzun streli hafiza) formu
gibi, duyusal aktarim, dikkat ve kodlama ile baslayan bir dizi siirecin son noktasini
temsil eder bdylece uzun sureli davranissal degisimlere yol acar. RM test edilirken
testin herhangi bir asamasinda farmakolojik miudahale, bellek testlerindeki
performansi etkileyebilir. Bununla birlikte, ilk referans bellegin gostergesi
hipokampus olurken, basarili bir sekilde kazanilmis referans bellegin uzun sureli

olmasi, kortikal yapilardaki etkilesimine baghdir (Nadel ve Hardt, 2011).

18



2.4.2. Open Field (OF,Acik Alan) Testi

Open Field Testi lokomotor aktivite ve anksiyete degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanihr (Sekil 2.7). Aclik alan testinde deney gruplarinin diizenekte birakilma suresi
teste gore 20 dakikaya kadar degisebilir fakat genellikle kullanilan siire 5 dakikadir. 5
dakika boyunca ratlarin girdigi kare sayisi, alt ekstremiteleri Uzerinde ylkselme gibi
cesitli dizlemlerdeki hareketleri (horizontal, vertikal) ve defekasyon sayisi hesaplanir.
Hayvanlarin lokomotor aktivitesi, girdigi kare sayisi, alinan yol ve ortalama hiz ile;
kesfetme davranisi ise diizenekteki yikselis sayisi baz alinarak hesaplanir. Kasinma
davranisi ve defekasyon sayisi otonomik islevlerin bir gostergesidir (Prut ve Belzung,
2003). Test sirasinda ratlardaki kasinma davranisinda olan artis hayvandaki stereotipik
aktivasyon ile ilgilidir. Artan stereotipik aktivite ratlarin anksiyetesi ile ilgili bir bilgi
verebilir fakat direkt olarak anksiyeteyi Ol¢mek icin kullanilamaz (Khalatbary,
Ghaffari ve ark., 2015). Open field testindeki ratlarin duvar yakinlarinda durmasi veya
merkezde hareket etmesi dnemlidir. Adapte oldugu cevrenin disinda ratlar merkeze
gitmekten kaginarak daha az hareket eder ve daha fazla defekasyon yapar. Ratlarin
koselerde ve duvarlarin yakininda zaman harcamasi 'thigmotaxis’ olarak adlandirilir.
(Lieben CKJ, O.K. ve ark., 2004 ; Prut ve Belzung, 2003). Acik alanin merkezinde
gecirilen zaman anksiyete ile ilgili dnlemli bir parametre olarak kabul edilir. Arenanin
merkezinde harcanan zaman ve ratlarin donma davranisinda (hareketsiz kalmasi)
harcadigi zaman miktari él¢ulir. Donma davranisl, basin yavas yanal hareketleri ve
nefes almak icin gerekenler haric ratlarin hareketsiz kalmasina veya oturma siresinin
toplam siresine gore tanimlanir. Lokomotor aktivitenin 6lctlmesi igin fotoelektrik
hlcreler, hayvanlarin arena boyunca yatay hareketlerini kaydetmek igin kullanilr.
Acik alan diizenegi kamera sistemiyle hayvan tarafindan katedilen mesafeyi kantitatif

olarak analiz eder (Rebolledo-Solleiro, Roldan-Roldan ve ark., 2017).

40 cm
80 cm :

Sekil 2.7. Agik alan testi (OF) diizenegi (40x80x80 cm)
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2.5. Deltametrin

Sentetik pretroitler Tip | ve Tip Il olarak iki gruba ayrilir. Sentetik Tip Il pretroitler
alfa-karboksil grup, siyano grup icerir. Alfa siyano Tip 2 sentetik pretroitlerinden olan
deltametrin (DTM), disiik toksisitesi ve eradikasyona karsi ylksek potansiyelinden
dolayl cogu Ulkede en glvenilir insektisit olarak gorilse de deney hayvanlari
Uzerindeki toksisite calismalarinda oksidatif hasar olusturdugu bildirilmistir (Chandra,
Jain ve ark., 2013; Koprucu, Yonar ve ark., 2008; Sharma P, 2013). DTM, mitotik
indeksin inhibisyonu, kromozomal degisimler ve histolojik degisikliklerin
indlklenmesi dahil bir¢ok patolojik degisiklige sebep olur. DTM’nin cerebral dokular
gibi yagh dokularda birikmesi ciddi bir problem yaratir. Bu nedenle, DTM maruziyeti
ile ndrodejeneratif hastaliklar arasindaki olasi iliskiye dikkat ¢cekilmistir (Galal, Khalaf
ve ark., 2014).

2.5.1. Deltametrin’in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Kimyasal ismi  [(S)-a-siyano-3-fenoksibenzil-(R)-cis-3-(2,2-dibromovinil)-2-2-
dimetil-siklo-propankarboksilat] (Sekil 2.8) olarak tanimlanan (Laskowski, 2002)
deltametrin, renksiz, kokusuz, asindirici olmayan ve beyaz renkli kristallerden olusur.
Molekiler formili: C22H19BroNOs, molekul agirligi: 505.21 gr/mol, yogunlugu: 1.5
gr/cm?®, kaynama noktasi: 300 °C (572 °F; 573 K), erime noktasi: 98 °C (208 °F; 371
K), buhar basinci: 25°C’de 1.5 x 10® mmHg’dir. Suda ¢ozinurlik orani: 0.002 -
0.0002 mg/I’dir (Hayes Jr., 1982; WHO., 1990). Ratlarda toksisitesi uygulama yoluna
ve dozuna gore degismektedir. Bunlar: oral LD50: 67-130 mg /kg, inhalasyon LC50:
785 mg/m?3, dermal LD50: >2000 mg/kg olarak tespit edilmistir (WHO., 1990).
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Sekil 2.8. Deltametrin (DTM)’in kimyasal formli
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Deltametrin, genis spektrumlu sentetik dibromo-pretroit insektisit olup tarimsal
urtnlerin zararlilara karsi korunmasinda kullanilan bir kimyasaldir (Aydin, Yildiz ve
ark., 2015). Hipokampuste presinaptik sinir terminallerinden nd&rotransmiter
saliniminin DTM ile indiklenmesi, ilk olarak deltametrin uygulanan ratlarda
belirlenmistir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008).

2.5.2. Deltametrin’in Oksidatif Etkisi

DTM birikimi, oksidatif strese ve apoptotik hicre 6lumune yol acan reaktif oksijen
tarlerinin (ROS) Uretimini artirir. Serbest radikal birikiminin zararh etkileri, proteinler,
lipidler ve nukleik asitler dahil olmak tzere tim makromolekdllere zarar verdigi icin
bircok norodejeneratif hastaligin etiyolojisinde rol oynamaktadir (Galal, Khalaf ve
ark., 2014). Deltametrin, sodyum kanallarinin kinetigini degistirerek (voltaja bagiml
iyon kanallarinin yapisini bozarak) (Narahashi, 1996; Narahashi, 2002; Ray ve Fry,
2006; Soderlund, 1985) sodyum’un hcre igerisine giris slresini uzatarak ve
depolarizasyonu arttirarak oksidatif hasari indukler (Khalatbary, Ghaffari ve ark.,
2015; Meyer, Carter ve ark., 2008; Yousef M. I, Awad T. | ve ark., 2006). Ozellikle
lipit icerigi, oksijen gereksinimi yiksek olan, néro-rejenerasyon gdstermeyen
cerebrumda birikerek ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna ve oksidatif
strese neden olarak ciddi problemler yaratir (Hallenbeck WH, 1985; Martinez-
Larranaga, Anadon ve ark., 2003). Arastirmacilar, deltametrin’in sodyum kanallari
disinda diger iyon kanallarini da fosforilasyon mekanizmasiyla -etkiledigini
bildirmistir (Burr ve Ray, 2004; Ray ve Fry, 2006). Norodejeneratif hastaliklarin
fosforilasyon  mekanizmasinda enzimlerin  inhibisyonuna sebep  olurken
hiperfosforilasyonla da patolojik ve kognitif anormalligi tetikler (Chen, Luo ve ark.,
2012). Ayni zamanda diger voltaj kapili iyon kanallari yoluyla néral eksitabiliteyi ve
sinaptik transmisyonu etkiler (Meyer, Carter ve ark., 2008). Arastirmalar deltametrin
maruziyeti sonrasi ratlarda 6grenmede, motor davranista (Husain, Malaviya ve ark.,
1992) kan-beyin bariyeri permeabilitesinde (Gupta, Agarwal ve ark., 1999; Gupta,
Nigam ve ark., 1999) kalici degisiklikler oldugunu gostermistir. Yapilan calismalar,
deltametrin maruziyetinin nérodejeneratif hastaliklarda potansiyel bir rol oynadigina
dikkat cekmistir (Hossain ve Richardson, 2011; Tayebati, Di Tullio ve ark., 2009).
Deltametrin’in biyoaktivasyon trtnlerini induklemesiyle, organizma kendini korumak
icin kendi antioksidan sistemini devreye sokarak olusan serbest radikaller ile reaktif
oksijen ve nitrojen turlerini inhibe etmeye cahstigi dustinulmektedir (Abdollahi,
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Ranjbar ve ark., 2004; Banerjee, Seth ve ark., 2001; Halliwell ve Chirico, 1993).
DTM'nin reaktif oksijen turlerinin (ROS), serbest radikallerin Gretimini artirdigi, asir
oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna (LPO) neden oldugu kadar, antioksidan
enzim aktivitesini de azaltti§i konusunda literatiirde ¢alismalar mevcuttur (Ogaly,
Khalaf ve ark., 2015).

2.5.3. Deltametrin’in Apoptotik Etkisi

Apoptoz, hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda 6nemli bir rol oynayan,
nekrozdan farkli bir aktif hiicre 6lim seklidir. iskemi, hipoksi, radyasyon, oksidatif
stres, eksitotoksisite, oksijen-glikoz yoksunlugu ve bazi ndérotoksinlerin apoptoz
mekanizmasi ile nérodejenerasyona neden oldugu bilinmektedir (Wu A ve Y., 2000).
Norotoksinler, kronik ndrodejeneratif hastaliklar igin iyi bilinen bir risk faktéradar.
DTM ekzojen kaynakli bir norotoksindir. Bazi hastaliklarin patogenezinde rol
oynayan molekiler mekanizmalar belirsizligini koruyor olmasina ragmen, oksidatif
stres, eksitotoksisite, inflamasyon ve apoptoz, noérodejenerasyonun muhtemel
nedenleri olarak ortaya ¢cikmistir (Cavallucci ve D’Amelio, 2011). Yapilan ¢alismalar
deltametrin’in norotoksisitesinde apoptozdaki 6nemli rolini goéstermektedir. DTM
hem invivo hem de invitro olarak ndrodejenerasyonu indikler ve beyinde apoptotik
hiicre 6limine sebep olur (Hossain ve Richardson, 2011; Khalatbary, Ghaffari ve ark.,
2015; Wu A ve Y., 2000). Apoptoz veya programlanmis hiicre 6lumu, toksinler,
radyasyon, hipoksi, oksidatif stres, iskemi/reperfiizyon, trofik faktorlerin kaybi ve
DNA hasari ile tetiklenen, norodejeneratif hastaliklarin anahtar mekanizmasidir
(Wyllie A. H, Kerr J. F ve ark., 1980). Kaspaz-3, yenidogan ve yetiskin sinir
sisteminde bilyiik bir hiicre 6lim efektor proteazidir (Le, Wu ve ark., 2002). in vitro
ve in vivo calismalar, DTM ndrotoksisitesinin anahtar mekanizmasinin, kaspazlarin
degistirilmis ekspresyonunun aracilik ettigi apoptozu oldugunu goéstermistir. Ayni
zamanda DTM'’ye maruziyetin ratlarin hipokampal néronlarinin hayatta kalma oranini
onemli dlcude etkiledigini ve apoptozu tetikledigini ortaya koymustur. DTM’nin, Na*
kanallari ile etkilesimi de apoptoza neden olarak asiri kalsiyum yiklenmesine ve ER

stres yolunun aktivasyonuna yol agar (Khalatbary, Ghaffari ve ark., 2015).
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2.5.4. Deltametrin’in Histomorfolojik EtKisi

Pretroitlerin oral yoldan uygulanmasinin, hem doz hem de zamana bagl olarak
cerebral dokularinda cesitli histomorfolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.
Histolojik incelemede cerebral dokularda oligodendrositleri iceren siddetli gliozis ve
nekrotik hiicreler gorilmustir. Bu degisikliklerin gogu astrositlerin, mikroglialarin ve
oligodendrositlerin asiri proliferasyonunu ve sinir sisteminde noéral iletimi bozabilecek
gliozise sebep oldugunu gosterir (Igho OE ve IK., 2014). 3 ay boyunca oral gavaj ile
DTM’ye maruz kalan ratlarin histolojik kesitlerinde hipokamptste cerebral nekroz ve
piknozis gorilirken hem hipokampuste hem de striatumda bu cerebral bélgelerin

rediksiyonu ve denatiirasyonu gozlenmistir (Gasmi, Rouabhi ve ark., 2017).

2.5.5. Deltametrin’in Toksisite Mekanizmasi

Deltametrinin etki potansiyeli; uygulama yoluna, kullanilan ¢éziicuye, DTM’ye maruz
kalma stresine, miktarina bagh olarak ilacin, antioksidan maddenin veya toksik
maddenin emilimini ve Kkinetigini degistirebilir. Deltametrine akut maruziyet,
uygulama yolu ve c¢o6zictuden bagimsiz olarak, motor aktivitede fonksiyonel
yetersizlige neden olur (Crofton, Kehn ve ark., 1995). DTM hipokampsteki etkisini,
hipokampal alt alanlarinda (CA1-4) mitokondriyal membran permeabilitesini
istatiksel olarak anlamli derecede arttirarak gosterir (Chen, Shi ve ark., 2006).
DTM’nin, alfa-siyano grubu ile yiksek afiniteli glutamat aliminda cerebral dokunun
islevini bozabilecegi 6ne surulmustir (Zhao X, Dai S ve ark., 1995). DTM
norotoksisitesinin molekuler temeli, voltaj kapili sodyum kanallari (VGSC), reseptor
ile aktive olan iyon kanallari ve ndrotransmiter salinimi Uzerindeki etkilerine baghdir.
DTM’nin nérotoksik etkileri icin primer hedef bélgelerinin VGSC oldugunu gdsteren
calismalar bulunmaktadir. DTM, VGSC’nin inaktivasyonunu saglar, acik kalma
siresini uzatir ve sodyum’un noronlara girisini hizlandirarak, depolarizasyon stresini
uzatir. Bu etki, aksiyon potansiyeli blokajina ve noral eksitabilitenin kaybina sebep
olur (Meyer ve Shafer, 2006). Yapilan calismalar, kalsiyum ve klorlr kanallari gibi
diger alternatif hedef bolgelerinin de DTM’nin norotoksik etkileriyle iliskili
olabilecegini éne siirmektedir. DTM, presinaptik sinir terminalinden Ca*? bagimli
norotransmitter salimmini ve Ca*? aracili aksiyon potansiyelini artirarak membran
depolarizasyon suresini uzatir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008). Bu durum y-
aminobutirik asit reseptorlerinin inhibisyonu ile tetiklenen asir kalsiyum

yuklenmesinden kaynaklanmaktadir (Ogaly, Khalaf ve ark., 2015). Sinir
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terminallerinden eksitator ve inhibitor norotransmiterlerin salinimini kolaylastirmak
icin, norotoksisiteye 0Ozgu belirtilerle karakterize MSS'de postsinaptik noronal
aktiviteyi arttirir veya azaltir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008). DTM’nin 6zellikle
hipokampal ndronlar gibi daha yuksek organizasyon seviyelerinde VGSC'den
bagimsiz bir mekanizma ile noérotransmitter salinimini degistirdigini bildiren
calismalar da vardir (Meyer ve Shafer, 2006). Deltametrin'in kalsindrin fosfataz
aktivitesini spesifik olarak inhibe ettigi ileri suriIlmustiur. DTM uygulamasindan sonra
gyrus dentatus granuler hicrelerinde kalbindin disust ve kalbindin ekspresyonundaki
azalmay! gosteren calismalar da bulunmaktadir (Grosse, Thiele ve ark., 2002).
DTM’nin, hidrolitik ester bolunmesi ve CYP-450 enzimleri tarafindan oksidatif
yollarla serbest radikaller drettigi bildirilmistir (Dubey, 2012).

2.5.6. Deltametrin’in Patogenezi ve Klinik EtKisi

Deltametrin’in, spontan lokomotor aktiviteyi bunun yani sira agresif davranisi énemli
Olglde arttirdigi, labirent testlerinde 6grenmeyi belirgin bir sekilde azaltti§i ve wistar
albino ratlarda deltametrin  maruziyetini  takiben sinaptik fonksiyonlarda
dejenerasyona sebep olabilecek énemli nérokimyasal, néromorfolojik degisiklikler
olusturdugu bildirilmistir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008; Husain, Husain ve ark.,
1996). Deltametrine asiri maruziyet, hareketsizlik, koordinasyon kaybl, paraliz, agresif
davranislar, tremor, hiperaktivite, hipereksitabilite, konvulsiyon, hipersalivasyon,
kontraksiyon ve kontrolsiiz davranislar ile karakterize ciddi problemlere neden olur
(Gray, 1985; Vij verberg HP, 1990). Akut calismalarda salivasyon ve koreoatetoz gibi
sendromlara neden oldugu gorulmustir (Martinez-Larranaga, Anadon ve ark., 2003).
Deltametrine asiri maruz kalma ile iliskili belirgin bir toksikolojik durum da
deltametrin uygulayan isgilerde daha sik gorilmek Uzere tahrise baglh solunum
semptomlari ve yuzde kutandz parestezi gibi durumlardir (Martinez-Larranaga,
Anadon ve ark., 2003). Dusik dozlarda deltametrin’in etkisi, basit motor
fonksiyonlardaki degisikliklerden kompleks islevsel performans degisikliklerine kadar
uzanmaktadir. Hem oral hem de intraperitoneal DTM uygulamasi motor ve biyolojik
aktivitenin azalmasina ve kismen spontan ndbetlere neden oldugu bildirilmistir
(Gilbert, Acheson ve ark., 1990). DTM’ye oral maruziyet, memelilerde T sendromu
(total vicut titremesi), hipeksitasyon, ataksi, konvilsiyon ve paralizi ile karakterize
olan klinik toksisite belirtileri verir. Diger taraftan hipersensivite (asiri duyarlilk),

hipersalivasyon, koreoatetoz, tremor ve paralizi ile karakterize CS sendromuna
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(koreoatetoz ve salivasyon sendromu) veya Tip Il sendromuna sebep olur. Agiz
yoluyla alindiginda, agiz ve yiz boélgesinde yanma, kismi uyusma, karincalanma ile
karakterize fasiyal parestezi’ye sebep olabilir (Doi, Kikuchi ve ark., 2006). Ayrica
deltametrin’in, belirgin hiperglisemi ile karakterize adrenomediiller sistemle baglantil
bir yaniti indikledigi gosterilmistir. Bu sendrom da artmis plazma norepinefrin
konsantrasyonlari ile adrenal medulla tutulumunu dusindiurmektedir. Dusik doz
DTM’nin noérotoksik yapisi otonomik ve noéroendokrin yanitlarla yuksek stres
seviyelerine neden olur (Habr, Macrini ve ark., 2014). DTM gibi Tip Il pretroitler
hipotermiye de sebep olabilir (Ricci E.L, Ferreira V ve ark., 2013).

2.6. Sirinjik Asit

Son yillarda, biyolojik sistemlerdeki ekzojen antioksidanlarin etki mekanizmalari ve
koruyucu Ozellikleri ¢ok fazla arastiriimaktadir. Bitkilerde fenolik bilesiklere olan
bilimsel ilginin sebebi anti-inflamatuar, antimutajenik ve antikanserojenik
Ozelliklerinden dolayidir. Dogal olarak bircok bitkide bulunan flavonoidler ve
polifenollerin antioksidan aktivite, antienflamatuar ve imminomodulator etkiye sahip
olmakla birlikte hicresel hasarin ve oksidatif stresin neden oldugu ROS'u azalttig
bilinmektedir. Fenolik bilesikler, esas olarak indirgeyici ajanlar, hidrojen dondrleri,
serbest radikal inhibisyonu ve metal selatorleri olarak hareket etmelerine izin veren
redoks Ozelliklerine bagli olarak antioksidan aktiviteye sahip oldugu igin cesitli
norodejeneratif hastaliklarin olusmasini engeller (Simonyi, Wang ve ark., 2005).
Uziim ve saraplar ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan ozelligi olan fenolik
bilesikler ve flavonoidler icermektedir (Jayaprakasha, Singh ve ark., 2001).
Polifenolik bir bilesik olan benzoik asit turevli sirinjik asit (SA-4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzoik asit) Gzerinde yapilan calismalar, antioksidan (Memon AA, Luthria
D ve ark., 2010) antikanserojen, kemoprotektif (Hudson EA, Dinh PA ve ark., 2000)

ve antimikrobiyal (Cho, Moon ve ark., 1998) aktivitelere sahip oldugunu gostermistir.

2.6.1. Sirinjik Asidin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Sirinjik asit (SA), molekiler formdli: CoH100s, molekiler agirhgr (Mw): 198.17
g/mol, erime derecesi: 206-209°C, kaynama noktasi: 379.5°C, pKa: 4.34 (25°C) ve
suda ¢Ozundarlugd: 25°C’de 5.78 mg/ml (5780 mg/L) olan 4-hidroksi-3,5-
dimetoksibenzoik asittir. Geleneksel Cin tibbinda kullanilan potansiyel bir

antioksidandir (Cikman, Soylemez ve ark., 2015; Pari ve Mohamed Jalaludeen, 2011;
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Thipparaboina, 2016),(Nouhigh, Cherif ve ark., 2008). SA gibi dogal olarak meydana
gelen biflavonoidler, C-C veya C-O-C kovalent bagi ile birbirine baglanmis

flavonoidlerin bir dimerini igerir (Sekil 2. 9).

COO0H

SA
H,CO = OCH,
OH

Sekil 2.9. Sirinjik Asit (SA)’in kimyasal formuli

2.6.2. Sirinjik Asit iceren Bitkiler ve Besin Maddeleri

Isatis indigotica (Radix isatidis) (Cikman, Soylemez ve ark., 2015), Capparis spinosa
L.(Turgut, Kara ve ark., 2015), Herba dendrobii (Wei X, Chen D ve ark., 2012,),
Medicago rigidula (Farag MA, Hufman D ve ark., 2007), Ardisia elliptica , Acai palm
(Euterpe oleracea) (Pacheco-Palencia, Mertens-Talcott ve ark., 2008) gibi bitkilerde
bulunur. Ayrica meyve ve alkolli iceceklerde bulunan antosiyanin ve diger
polifenollerin mikrobiyal metabolizmasinin bir Griintdur (Pacheco-Palencia, Mertens-
Talcott ve ark., 2008) (Cotoras, Vivanco ve ark., 2014). Hint ayurveda yonteminde
kullanilan Alpinia calcarata Roscoe'nin yapraklarindan izole edilmis aktif bir fenolik
bilesiktir (Nadeem S, 2011). Turkiye’de Uretilen zeytin yaglarinin iceriginde fenol
bilesiklerinin tespiti Gzerine yapilan bir calismada, SA’nin belirlenen miktari 0.49—
1.46 mg/kg arasinda oldugu bildirilmistir (Nergiz ve Unal, 1991). Malvidin’in
parcalanma Uirtinii olarak olusur (Rekha KG, Selvakumar GP ve ark., 2014). Uziimden
yapiimis eski Misir icecegi olan ‘shedeh’te de bulunur (Galvez, Barroso ve ark., 1994).
Ayni zamanda Afrika’nin birgok yerinde bulunan Myrtaceae familyasindan yaprakli
bir orman adaci olan Syzygium guineense’den elde edilen tiim ekstratlarda (HPLC’de)
sirinjik asit tespit edilmistir. iceriginde sirinjik asit bulunan 1. indigotica'nin kokleri
Cin tibbinda kullaniimaktadir. Lentinula edodes (Shiitake mantari) micelyumunda da

bulunmaktadir (Tanaka, Kawaguchi ve ark., 2017). Zeytin, ceviz gibi bitkilerde

26



bulunan bir fenolik asit olan SA’nin insan saghg! Uzerinde cesitli yararh etkiler
gosterdigi bildirilmistir (Arumugam, Balagangadharan ve ark., 2018).

2.6.3. Sirinjik Asit’in Koruyucu Etkileri

Sirinjik asit, antiproliferatif (Orabi, Abaza ve ark., 2013; Wei X, Chen ve ark., 2012),
antiendotoksik, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, antikanserojen (Abaza, Afzal ve ark.,
2011; Bogert, 2013; Uyama, 2001; Wei X, Chen ve ark., 2012) gibi multi-
farmakolojik o6zellikler sergiler. Cesitli hayvan modellerinde anti-anjiogenik,
antidiyabetik (Nadeem S, 2011), anti-hiperglisemik, noroprotektif ve hafiza arttirici
(Thipparaboina, 2016) 6zellikleri gosterilmistir (Thipparaboina, Mittapalli ve ark.,
2016). (Guimaraes, Giao ve ark., 2007; Kumar, Prahalathan ve ark., 2012;
Thipparaboina R, 2016). Yapilan c¢alismalarda SA’nin, lipid peroksidasyonunu
onleyerek, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitesini geri kazandirarak
organoprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Tanaka, Kawaguchi ve ark., 2017).
Guclt bir antioksidan olan SA’nin antihipertansif ve hepatoprotektif etkileri de
bildirilmistir (Arumugam, Balagangadharan ve ark., 2018). C. spinose ile yapilan bir
calismada ekstratlarda SA tespit edilmis ve 6grenme disfonksiyonlarini zayiflatarak,
hafizay1 guclendirdigi ve oksidatif stresi anlamh olarak azaltirken, antioksidan
aktiviteyi arttirdigi bildirilmistir (Turgut, Kara ve ark., 2015). Sirinjik asit iceren
fenolik 6ztlerin in vitro olarak a-amilaz ve a-glukosidaz aktivitelerini inhibe ederek,
kompleks karbonhidratlari monosakkaritlere ayirip kan sekerini daha istikrarli hale
getirdigi belirtilmistir (Pyoa YH, 2004). Arastirmalar SA’nin yiksek antioksidan
aktivitesinin distk yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunun inhibisyonu ile
iliskili oldugunu ve bu nedenle SA’nin LDL oksidasyonuna karsi olumlu bir rol
oynayabilecegini (Yildirim H K, Akcay Y D ve ark., 2004) ve ayni zamanda lipit
peroksidasyonunu azalttigini gosteren calismalar vardir (Kalkan Yildirim, Delen
Akcay ve ark., 2004; Oboh, Isaac ve ark., 2014). Rekha ve ark. MPTP/p ile induklenen
farelerde bes hafta boyunca 20 mg/kg'lik bir dozda pre-oral SA tedavisi ile antioksidan
enzim seviyesinde bir artis oldugunu bildirmislerdir (Rekha KG, Selvakumar GP ve
ark., 2014). Jeong ve ark. SA'nin oral gavaj yoluyla 10 mg/kg verildigi amiloid ile
indlklenen norotoksisiteli farelerde 6grenme ve hafiza bozuklugunun kismi olarak
geriledigini bildirmislerdir (Thipparaboina, Mittapalli ve ark., 2016). Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda SA antihiperglisemik (Srinivasan S, Muthukumaran J ve ark.,
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2014), noroprotektif (Rekha KG, Selvakumar GP ve ark., 2014) ve antidepresan

etkileri ile 6n plana ¢ikmaktadir (Dalmagro, Camargo ve ark., 2017).

2.6.4. Sirinjik Asit’in Etki Mekanizmasi

Yapilan calismalarda antioksidan potansiyelinin ekstraksiyon ¢oziicusine, kullanilan
yonteme, dozajina ve homojenlestirmeye gore degistiginden bahsedilmistir (Tankeu
FN, Pieme CA ve ark., 2016). SA’nin oksidatif stres marker diizeylerini azaltarak
antioksidan kapasitesini arttirdigini gosteren (Cikman, Soylemez ve ark., 2015) ve SA
ile yapilan 6n tedavinin, doza bagimh bir sekilde, hipokampal néronal hiicrelerde
oksidatif stresi azalttigini bildiren ¢alismalar yapilmistir (Cao, Zhang ve ark., 2016).
Morton ve ark. (Morton, Croft ve ark., 2000) SA’ nin disiik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonu icin serbest radikallerin gcli bir inhibitori oldugunu, malonil-dialdehid
(MDA) dretimini azalttigi bildirilmistir. Ratlarda SA’nin ndroprotektif etkisinin
degerlendirildigi akut bir calismada oksidatif stres, ndrodejenerasyon, MDA ve
kaspaz-3 diizeylerinin azaldigi ve SOD dizeylerinin arttigi bildirilmistir (Guven, Aras
ve ark., 2015). Antioksidan aktiviteyi arttirarak ROS'un inhibisyonuna, hicresel
lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin oksidatif hasarina karsi direng saglamaktadir. SA
verilen ratlarda enzimatik antioksidanlarin artan aktivitesinin sebebi SA'nin serbest
radikal inhibisyon yetenegine bagli, superoksit anyonu ve hidroksil radikallerinin yol
actigi patofizyolojik degisikliklerine karsi yararli bir etki gostermesidir. SA ile yapilan
tedavi, enzimatik olmayan antioksidanlarin seviyelerini de énemli 6lgtude arttirdig
icin, lipit peroksidasyonunun neden oldugu serbest radikal ile olusan oksidatif strese
karsi potansiyel olarak yarar saglayabilecegini dusiindirmektedir (Kumar, Prahalathan
ve ark., 2012).

2.7. Serbest Radikaller ve Antioksidan Mekanizma

Onemli biyolojik rolleri olan serbest radikaller, cesitli fizyolojik mekanizmalarla
uretilirler. Patojenik mikroorganizmalar, kanser hiicreleri gibi zararli molekdllere karsi
savunma mekanizmalari ve detoksifikasyon olustururlar (Knock ve Ward, 2011,
Saeed, Khan ve ark., 2012; Verbon, Post ve ark., 2012). Serbest radikaller olustugunda
hlcreler, hasari 6nlemek icin bazi fizyolojik savunma mekanizmalarina baslar. Stres
altindaki bu hucrelerin, serbest radikalleri temizleyen enzimlerin Gretimini arttirdigi
bildirilmistir (Tuzmen, Candan ve ark., 2007). Reaktif oksijen tarleri (ROS);

antioksidan ve prooksidan maddeler arasindaki dengenin bozuldugu durumlarda sinyal

28



iletim yollarinin stimilasyonu, hiicre siklusu regulasyonu, enzim aktivasyonu ve
protein modifikasyonuna ayrica oksidatif strese neden olur (Jacob-Ferreira ve Schulz,
2013; Lo Conte ve Carroll, 2013). Oksidatif stres, serbest radikallerin ve reaktif
oksijen turleri (ROS) ile antioksidanlar arasinda bir dengesizlik olan fizyolojik durumu
ifade eder (Areti, Yerra ve ark., 2014; Durackova, 2010; Sosa, Moline ve ark., 2013).
Bu duruma antioksidanin sentezinde yer alan bir protein veya antioksidan enzim
proteinini kodlayan bir genin defekti neden olmus olabilir. Bununla birlikte, asiri ROS
birikimi, DNA, proteinler ve lipid membranlara verilen hasar gibi hilcresel hasara yol
acmaktadir. ROS’un neden oldugu hiicresel hasar cesitli nérodejeneratif hastaliklar
gibi bircok hastalik durumunun gelismesinde rol oynar. Oksidatif stres, protein
yapisinin degismesi ve dolayisiyla hayati fonksiyonlarin kaybina sebep olabilir.
Normal fizyolojik kosullar altinda, hicresel ROS (retimi, hiicresel antioksidan
enzimlerin, makro veya mikro molekullerin yani sira diger redoks molekdllerinin
etkisi ile dengelenir. Antioksidanlar ayrica ROS'u metabolize etmek icin hem
hidrofilik hem de lipofilik molekulleri icerir. Bunlar farkli dokular veya hiicreler iginde
gecici olarak lokalize olabilir. Potansiyel zararh etkileri nedeniyle, asirt ROS bu tir
antioksidan savunma mekanizmalari ile hiicrelerden nétralize edilebilmektedir
(Tankeu FN, Pieme CA ve ark., 2016). Cogu noérodejeneratif hastalik tiriinde reaktif
oksijen turleri (ROS) tarafindan tetiklenen kontrolsiiz oksidatif sureclerin roli

vurgulanmaktadir (Gasmi, Rouabhi ve ark., 2017).

Biyolojik  sivilarin, hicrelerin  ve ekstraktlarin  antioksidan kapasitesinin
degerlendirilmesi dnemlidir. Bu nedenle ROS kaynakli oksidatif stres Grtnlerinin
biyolojik etkilerini izlemek icin total antioksidan seviyesi yaygin olarak kullantlir.
Antioksidanlar genellikle bir hidrojen atomu transferi (HAT) veya tek elektron
transferi (SET) mekanizmas! yoluyla radikalleri nétralize eder. SET analizleri, bir
antioksidanin, serbest radikaller, karboniller ve metaller gibi herhangi bir bilesigi
azaltmak icin bir elektronu transfer etme yetenegini 6lgmektedir (Allard, Aghdassi ve
ark., 1998; Cerutti ve Trump, 1991; Trachootham, Lu ve ark., 2008; Van Zoeren-
Grobben, Lindeman ve ark., 1997).

Noral hicreler, serbest oksijen radikallerinin istenmeyen etkilerinden korunmak igin
cok sayida enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlara sahiptir. Ayni zamanda serbest

oksijen radikallerinin parcalanmasi igin mitokondriler, noral hucrelerin metabolik
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aktivitesinin 6nemli duzenleyicileridir. Cevresel uyaranlar ve bircok farkli sinyaller
aracithigiyla hicresel oksidatif strese yanit olarak mitokondriyal biyogenezis
aktivasyonu saglanir (Tokmak, Yuksel ve ark., 2015). Reaktif oksijen ve nitrojen
tarleri oksidatif stresin zararl etkilerinden sorumlu molekillerdir. Oksidatif stresin
artmasi ile serbest radikallerin bir araya gelmesi bircok norodejeneratif hastaligin
patogenezinde rol oynar. Serbest radikaller ve diger reaktif tirler in vivo olarak strekli
olarak dretilir ve biyomolekillerde oksidatif hasara neden olur. Bu silre¢ ¢oklu
antioksidan sistemleri ile kontrol edilir ve hasarli nikleik asitlerin, proteinlerin ve
lipitlerin onariimasinda etkilidir. Antioksidan tedavilerin ve ROS/RNS aktivitesinin
etkisini 6lgmek icin oksidatif stres indikleyicilerini baskilamak c¢ok 6nemlidir.
Antioksidan enzim savunma mekanizmasinin uyarilmasinin stresin baytkligine bagh

olabilecegi bildirilmistir (Tuzmen, Candan ve ark., 2007).

2.8. Glutamat ve Glutamin Ekspresyonu

2.8.1. Glutamat Ekspresyonu

MSS’de bulunan en yaygin eksitator (uyarict) norotransmitter olan glutamat 1866
yilinda Alman biyokimyager Karl Heinrich Ritthausen (1826-1912) tarafindan
kesfedilmistir. Cerebrumdaki sinaptik baglantilarin %90’indan fazlasinda eksitator
fonksiyonunda gorevlidir. Esansiyel olmayan, hayvan fizyolojisi ve metabolizmasinda
onemli isleve sahip olan ve birgok yiyecekte bulunan 20 aminoasitten biridir. Ogrenme
ve hafiza gibi kognitif stireclerde bilyiik rol oynamaktadir. Onemli bir hiicre ici
antioksidan olan glutatyonun prekirsorudir (Caballero-Solares, Viegas ve ark., 2015).
Ayni zamanda sindirimi duzenleyen bir sinyal molekulidir. Glutamat iki yoldan
sentezlenir. Birinci yol glutaminaz enzimi yardimiyla glutaminden sentezlenmesi,
ikinci yol ise glutamat dehidrogenaz, glutamat oksalatransaminaz enzimleri
yardimiyla a-ketoglutarattan (sitrik asit siklusu’nun bir parcasi olarak Uretilen a-
ketoglutarik asit) transaminasyon yoluyla sentezlenir. Glutamat, kan-beyin bariyerini
desteksiz bir sekilde gecemez fakat yiksek afiniteli bir tasima sistemi ile sinir
sistemine aktif olarak gecer (Smith, 2000). Glutamat’in biyokimyasal reseptorleri
ikiye ayrilir. Direkt olarak iyon kanallarini kontrol eden reseptorlerine iyonotropik
reseptorler denilir. Bunlar NMDA (N-metil-D-aspartik-asit), AMPA (alfa-amino-3-
hydroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit), kainik asit (kainat) reseptorleridir. Bu
reseptorlerin asiri stimilasyonu ve bozulmus glutamat homeostazisi nérodejeneratif

hastaliklarin gelisimi ve olusumunda énemli rol oynar (Quincozes-Santos, Bobermin
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ve ark., 2014). ikinci haberciler tizerinden iyon kanallarini dolayl olarak kontrol eden
reseptorlere ise metabotropik reseptorler denilir. Hedef hiicreleri Uzerinde yavas ve
kalic etkiler olusturmak icin ikinci haberci sistemini kullanirlar. Ogrenme, hafiza,
uyarici iletisim ve eksitotoksisite (asirt uyarilma tepkisi) gibi islevleri vardir. Yapilan
calismalar, 6grenme ve hafizanin ndérokimyasal temelinin altinda yatan bir fenomen
olan hipokampal uzun sureli potensiasyonunun (LTP) indiksiyonunda glutamat’in
6nemli bir rol oynadigini ve LTP sirasinda hipokampuste glutamat saliniminin anlamli

olarak arttigini bildirmislerdir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008).

Glutamat’in Hucresel Etkileri ve Etki Mekanizmasi

Glutamat, hicre yuzey reseptorlerine baglanarak reseptorlerin aktivasyonunu saglar.
AMPA ve kainat resptorleri sodyum ve potasyum icin membran permeabilitesini
arttirirken, NMDA reseptorleri de kalsiyum icin ayni islevi yapar. Bu iyonotropik
reseptorler aktive edildiginde iyonlarin gegcmesine izin veren membran kanallarini
acarak etkilerini gostermektedirler. Metabotropik reseptorler G protein-iliskili
reseptorler oldugu icin etkilerini ikinci haberci sistem (zerinden gdsterirler. Glutamat
kimyasal sinapslarda vezikillerde depolanmaktadir. Uyarilar pre-sinaptik nérondan
glutamat salinimini tetikler. Postsinaptik néronda bulunan glutamat reseptorleri aktive
olur ve sinaptik araliktaki glutamat tasiyicilari aracthgiyla temizlenir. Glutamat
tastyicilar ekstraselliler glutamati (hiicre disi glutamati dengede tutmak igin) hizla
sinaptik araliktan reabsorbe eder. Glial hicrelerde glutamat tasiyicilari, glutamatin
sinaptik araliktan reabsorbsiyonunda 6nemli bir rol oynar ve glutamat tastyicilarinin
bastiriimasi, sinaptik aralikta glutamat konsantrasyonunu arttirir. Glutamatin
reabsorbsiyonu, hiicre i¢ci metabolizmaya da baglidir, bununla birlikte hicre igi
glutamatin artmasi, glutamat tasiyicilari ile sinaptik araliktan reabsorpsiyonu
baskilayabilir. Bazi norotoksikolojik hasarlarda (serbest oksijen radikalleri gibi)
tastyicilarin isleyis mekanizmasindaki bir aksakliktan dolayi ekstraselliiler glutamat
stimilasyonu goriilmektedir. Glutamat aktivasyonu intraselliiler Ca*? yiiklenmesine
sebep olarak hiicre hasari yaratmaktadir ve bu durum glutamat eksitotoksisitesi olarak
adlandirilmaktadir. Glutamat aktivasyonu NMDA tipi glutamat reseptérlerinin asiri
aktivasyonunu indiikleyebilir ve noéronlara Ca*? alimini arttirabilir. Hiicre igine asiri
Ca*? alimi, hiicrelere zarar veren reaktif oksijen/nitrojen tirlerinin (ROS/RNS)
olusumuna sebep olabilmektedir (Murphy, 1999; Dong, Wang ve ark., 2009; Zhang,
Miao ve ark., 2011; Duchen, 2012; Quincozes-Santos, Bobermin ve ark., 2014).
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Glutamat eksitotoksisitesi, Na"K*ATPaz ve glutamin sentetaz (GS) aktivitesine neden
olabilir (Quincozes-Santos, Bobermin ve ark., 2014). Glutamin sentetaz (GS),
glutamat metabolizmasinda kritik bir rol oynar. Ayrica glutamin sentezini katalize
ederek hicre ici glutamati azaltir. Sonug¢ olarak glutamat reabsorpsiyonunu ve
glutamat eksitotoksisitesini etkiler (Zhang, Miao ve ark., 2011). Ca*? konsantrasyonu,
farkli mitokondriyal fonksiyonlari dizenleyerek kontrol edilemez sekilde arttikca,
hiicre ici yilksek Ca*™ konsantrasyonu, mitokondriye zarar verebilir. Ca*2
konsantrasyonu htcre igi nitrik oksit (NO) konsantrasyonunu arttirir. Asirt NO
molekdlleri serbest radikaller olusturur ve bdylece hiicrenin oksidatif stresini artirir.
Glutamat ve Ca', pro-apoptotik genler icin transkripsiyon faktorlerinin
desteklenmesine, anti-apoptotik genler icin ise transkripsiyon faktorlerinin
downregiilasyonuna aracilik eder. Boylece artan Glutamat/Ca*? konsantrasyonunun
net etkisi hiicre apoptozudur. Primer olarak néral membranlarda bulunan sinaptik
reseptorlerin  bazi ndrodejeneratif hastaliklarin  patogenezinde rol aldiklan
dustinilmektedir (Dong, Wang ve ark., 2009; Duchen, 2012; Murphy, 1999). Ayrica
yuksek glutamat konsantrasyonlari, lipid, protein ve DNA oksidasyonuna yol agabilen
ve hiicresel hasara sebep olabilen oksidatif ve nitrosatif stresi indiikler (Quincozes-

Santos, Bobermin ve ark., 2014).

2.8.2. Glutamin Ekspresyonu

Glutamat-glutamin doéngist hipokampuste énemli bir isleve sahiptir. Glutamin kan-
beyin bariyerini gecebilen, BOS‘ta yuksek oranda bulunan ve proteinlerin
biyosentezinde kullanilan bir o-amino asittir. Glutamin sentetaz ile glutamat’tan
sentezlenir ve glutaminaz ile glutamat haline donusur. L-glutamin ve D-glutamin
olarak iki formda bulunabilir. L-glutamin dogada bulunan seklidir. Glutamin,
biyolojik kosullar altinda protonlanmis —=NH** formunda a-amino grubu ve fizyolojik
kosullar altinda karboksilat olarak da bilinen deprotonlanmis —COO- formunda
karboksilik asit grubu icerir. Yeterli miktarda sentezlenmesine ragmen bazi
durumlarda viicudun glutamin’e olan ihtiyaci artar. Boyle durumlarda diyete ek olarak
disaridan  glutamin  alinmahdir.  Glutamin  sentezi  asit-baz  dengesinin
duzenlenmesinde, proteinlerin sentezi ve degradasyonunda Onemli rol oynar
(Caballero-Solares, Viegas ve ark., 2015). Glikozun yaninda ek bir hicresel enerji
kaynagi olarak kullanilir. Ayrica pirin ve pirimidin nikleotidlerinin éncusu olarak

hicre proliferasyonu icin gereklidir (Caballero-Solares, Viegas ve ark., 2015).
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Glutamin, redoks potansiyeli, hiicre disi matriks sentezi, hucre i¢i sinyal yollarinin
aktivasyonu, immun sistemin regiilasyonu ve strese karsi adaptasyon mekanizmasinin
gelistirilmesi gibi fonksiyonlara sahiptir. Glutamat-glutamin dongusinde tastyicilar
tarafindan alinan glutamat, néronlara geri tasinmadan 6nce glutamin sentetaz (GS) ve
ATP tarafindan glutamine dondstaralur. Glutamin, donguyld tamamlamak igin
glutamata dondstlrildagi noronlara girer. Glutamat ve glutamin regilasyonu,
glikozun oksidatif metabolizmasina da yakindan baghdir. Dusik glutamin-glutamat
orani, glutamatin hem glutamat transportunda hem de GS'deki disfonksiyonun bir
sonucu olarak glutamatin yeterince glutamine donlsturilmedigini gostermektedir.
Emilimden sonra glial htcrelerde glutamat, GS tarafindan glutamin haline
dondstdralur. Bu nedenle, normal ekstraseliiler glutamat konsantrasyonlarinin
korunmasi, glutamat tasiyicisinin yani sira GS'nin aktivitesine de baghdir. Benzer
sekilde GS, hiicre disi glutamat konsantrasyonunun korunmasinda ve oksidatif hasarin
en aza indirilmesinde o6nemli bir rol oynar. Artmis intraseltler glutamat
konsantrasyonu ve glial hicrelerin glutamat reabsorbsiyon yetersizligi, hicre
eksitabilitesinin artmasina ve glutamat eksitotoksisitesine yol acabilir (Newsholme,
Lima ve ark., 2003; Zhang, Miao ve ark., 2011).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplari

Deneylerde agirliklari 250-270 gr. olan 64 adet Rattus norvegicus Wistar albino cinsi
eriskin erkek rat kullaniimistir. Ratlar deney siiresince 12 saat 151k (7.99-19.%)/ karanhk
siklus (19.9°9-7.9%) .gida ve su ad libitum, ortam sicakhi§i 21 + 2 °C ve nem orani % 60
* 10 olan odalarda yer almistir. Denekler polikarbon seffaf kafeslerde ve her kafese 4
sican dusecek sekilde yerlestirilmistir. Deney gruplarina misir 6zt yagr (CO, 1lt,
Sirma, istanbul, Turkiye), deltametrin (DTM) (Decis® 2.5 EC, Bayer AG,
Leverkusen, Germany) ve sirinjik asit (SA) (Syringic acid =98%, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, Kat: 530-57-4) uygulamasi her giin 12%-133%°
arasinda yapilmistir. Tum islemler Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun onay! alindiktan sonra uygulanmistir (Protokol no: 2017.01.05 Karar no:
04.01.2017 Say!: B.30.2.AKD.0.05.07.00/5).

Cins ve Tur: DTM’nin uzun sireli ya da kronik etkisinin degerlendirildigi
calismalarda daha ¢ok Wistar albino cinsi erkek ratlar (Guo, Sun ve ark., 2008;
Huang, Qing ve ark., 2010; Husain, Adhami ve ark., 1996; Li, Shi ve ark.,
2005; Li HY, 2006; Sharma, 2015) ¢ahisiimistir. Sadece birkag calismada akut
DTM maruziyetinde Sprague-Dawley ve Druckerey tirl ratlar kullaniimistir
(Khalatbary, Ghaffari ve ark., 2015; Wu ve Liu, 1999; Wu ve Liu, 2000).
Kronik DTM maruziyetiyle oksidatif hasar olusturdugumuz deneysel
modelimizde literatirle uyumluluk gostermesi i¢in Wistar albino Rattus
Norvegicus tird ratlar ile calisiimistir.

Cinsiyet: Deltametrin (DTM) ile yapilan cahismlarda farkli cinsiyetler
uzerinde cahsilmistir (Afoke 1. K. , 2014). Fakat toksik etkisinin
degerlendirildigi calismalarda cinsiyet acisindan anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir (Tuzmen, Candan ve ark., 2007). Yapilan calismalarda daha ¢ok
erkek rat kullanildigi igin ve literatlrle uyumluluk géstermesi acisindan erkek
ratlar ile calisiimistir.

Agirlik: Yapilan calismalarda rat agirliklari 200-270 gr. arasinda secilmistir
(Afoke I. K. , 2014; Aydin, Yildiz ve ark., 2015). Yapilan calismalarla
uyumluluk gostermesi ve istatiksel anlamlilik acisindan agirliklari 250-270 gr.

arasinda olan ratlarla calisiimistir.
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Yas: Literatirde yasa bagh toksisitesini incelemek icin DTM’nin farkh
dozlarina maruz birakilan, farkli yas gruplarindaki erkek ratlarin total beyin
dokusunda 6lcumler yapilmistir. Geng ratlarin yetiskinlerden doza baglh olarak
daha duyarli olduklarini bulmuslardir (Sheets, Doherty ve ark., 1994).
Ozellikle norogenez doneminde gelisen hayvanlarin DTM ile indiklenen
toksisiteye karsi daha duyarh oldugunu gosteren calismalar vardir (Aziz,
Agrawal ve ark., 2001). Bu nedenle eriskin rat kullaniimistir.

Dozaj: Pretreoitlerin toksisite verileri oldukca degiskendir. Deltametrin igin
LD50 (Lethal Doz, DTM uygulanan hayvanlarin ylzde 50'sinde 6lumle
sonuclanan doz, LD50 genel olarak kilogram (kg) vucut agirligr basina
miligram (mg) cinsinden doz olarak ifade edilir.) degeri (128 mg/kg), misir
yag! ile uygulanmasina dayanir ve toksisitesi sulu c¢ozeltilerdekinden daha
dustktir (Tayebati, Di Tullio ve ark., 2009). DTM’nin oral LD50 degeri
Diinya Saglik Orgiitii (WHO, 1996) verilerine gore 135 mg/kg'dir (Hossain,
Suzuki ve ark., 2008). Bu veriler dikkate alinarak siganlarda oksidatif stres
meydana getiren en az DTM dozu olarak (1/100 LD50) 1.28-1.35 mg/kg
secilmistir.

CozucU: Muisir yaginda deltametrin  oral gavaj ile uygulandidinda,
intraperitoneal (IP) yola gore etkinligi daha fazladir. Uygulanan doz hedef
doku konsantrasyonlarina karsi net bir sekilde farklilasmasina izin verir ve
deltametrin giicundeki alim ve dagihm Kkinetiginin rolinin belirlenmesine
yardimci olur (Crofton, Kehn ve ark., 1995). Bu nedenle ¢6ziicl olarak misir

yagi secilmisgtir.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Grup sayisinin 16 olarak secilmesinin sebebi istatiksel anlamlilik icin gerekli olan en

az sayida hayvan ile ¢alisilmasi icin ve gruplarin farkh yontemler icin (biyokimya,

histoloji) alt deney gruplari olusturmayi gerektirdigindendir (Tablo 3.1). Sakrifikasyon

asamasinda %10’luk formalinli PBS ile fikse edilen grup (n=6), immunohistokimya

incelemesi icin transkardial perfuizyon islemine tabi tutulmustur ve total beyin dokulari

alinmistir. Sakrifikasyon asamasinda SF (serum fizyolojik, biofleks % 0.9 izotonik

sodyum kloriir soliisyonu, Abdi ibrahim, istanbul, Tiirkiye) ile fikse edilen grup

(n=10) ise biyokimyasal analizler icin transkardial perfuzyon ile hipokampusleri

alinan gruptur. Bu nedenle her grupta 16 olan denek sayisi histoloji i¢in 6, biyokimya
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deneyleri icin 10 olarak ayrilmistir (Sekil 3.1). Deneylere baslamadan 3 glin 0nce ratlar
(n=64) ortama adaptasyonu ic¢in deney hayvanlari laboratuvarina alinmistir. Gruplarin
kendi icerisinde homojen olmasina, gruplardaki rat agirhklarinin yaklasik ayni
degerde olmasina ve her kafeste (4 kafes) esit sayida (n=4) hayvan olacak sekilde ayni
fizyolojik ve biyolojik 6zelliklere sahip ratlar gruplandiriimistir. Calismada oksidatif
ve toksik etki yaratan DTM kullanildigi icin (toksikoloji) hayvan sayisi az tutulmustur.
Calismamiz asagida belirtilen 4 grup Gzerinde gerceklestirilmistir (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. Deney gruplari ve gruplardaki hayvan sayilari

Deney Gruplari Histoloji Biyokimya
Grup I.  Kontrol (K) 6 10
Grup Il. Deltametrin (DTM) 6 10
Grup I11. Deltametrin + Sirinjik Asit (DTM+SA) 6 10
Grup IV. Sirinjik Asit (SA) 6 10
Total 24 40

Grup IV. DTM+5A
Grup I11. SA

Grup I1. DTM
Grup L K

Grup IV. DTM+58A
Grup I11. SA

Grup I1. DTM
Grup L K

Bl lHistoloji
Bl Biyokimya

I 1 1 1 1 1
g 2 4 6 ¥ 10 12 14
Sekil 3.1. Gruplarin histoloji ve biyokimya deneylerine dagilimi

3.2.1. Deney Gruplarinin Agirhk Olgiimu

Toplam 8 hafta boyunca haftada 1 kez hayvanlar tartilarak, her grup icin agirlik
degisimi hesaplanmis ve gruplar arasinda karsilastirilmistir. Deney gruplarinin
ortalama agirliklari grubun kendi icerisinde (One Way Anova) ve gruplar arasinda
(Tukey) karsilastirilarak istatiksel analizi yapilmistir. Grup ortalamalarinin (Ort. £ SD)
karstlastiriimasi, agirhik degisimi, toplam artis/azalis miktari tablolar halinde
gosterilmistir (Sekil 4.1, Tablo 4.1).
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3.2.2. Kontrol Grubu (Grup I)

Kontrol (K) grubundaki ratlara (n=16) misir 6zu yagi 0.5 ml oral gavaj yoluyla iki ay
boyunca her giin saat 12°°-13° arasinda verilmistir. DTM ile yapilan calismalarda
kontrol gruplarina ¢6zundigu madde verildigi icin  misir yagr verilmistir.
Sakrifikasyon isleminden yaklasik 40 gin 6nce 6grenme deneyleri baslatiimis,
ogrenme testlerinden 1 hafta 6nce de her bir rat icin 5 dakika handling islemi
uygulanmistir ve Kkafeslere cikolata konularak cikolataya alistirma islemine
baslanmistir. 8.giin 6grenme deneylerinin habitiasyon (radial arm maze diizenegine
alistirma, kollardan ve kaplardan cikolata yemeye alistirma) asamasina gegilmistir.
15.glin 6grenme deneylerine baslanmis ve gruptaki her bir sican icin 7 dakika, 2 tur
olacak sekilde 10 giin stireyle uygulanmistir. Ogrenme deneyleri gruptaki her rat icin
her giin ayni saatte (17.3°-19.3%), ayni deney ortaminda, ayni kosullarda (ses,
isiklandirma, havalandirma, perdelerin konumu) ayni kisi tarafindan yapilmistir.
Deney saati olarak 17.%° secilme sebebi laboratuvar uygunlugu, ortamin sessizligi ve
ratlarin  nokturnal (gece aktif) hayvanlar olmasindandir. Ogrenme deneyleri
yapilmadan 6nce ratlar’in tasindiklari yere adaptasyonu i¢in yarim saat once ratlar
deney ortamina getirilmistir. Sakrifikasyon islemlerinden 1 giin énce Open Field (OF,
acik alan) testi gruptaki her bir rat icin 5’er dakika uygulanmistir.

3.2.3. Deltametrin Grubu (Grup I1)

Deltametrin (DTM) grubundaki ratlara (n=16) 0.5 ml misir 6zi yagi (11t, Sirma,
Istanbul, Tiirkiye) ve DTM (Decis® 2.5 EC, Bayer AG, Leverkusen, Germany ) 1.28-
1.35 mg/kg bw (body weight, viicut agirhigr) dozda verilmistir. DTM, iki ay boyunca
her gun ayni saatte 12%°-13% arasinda oral gavaj yoluyla verilmistir. Tartim ve
6grenme deneyleri icin DTM grubu icinde ayni proseddr izlenmistir. DTM grubundaki
ratlara oral gavaj yoluyla madde verildikten hemen sonra ve iki aylik gavaj islemi
boyunca ratlarda cesitli davranissal degisiklikler godzlenmistir. Bunlar asagida

Ozetlenmistir.

Kronik DTM verilen grupta gézlenen degisimler:
Salivasyon (hipersalivasyon)
Gomme davranisi (anksiyete)
Hareketsizlik, uyku

DTM uygulamasi sonrasi artan hiperaktivite
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Ataksi

Koordinasyon kaybi
Hipereksitabilite
Konvulsiyonlar

Agresif davranis

Motor aktivitede azalma
Lakrimasyon

Diyare

3.2.4. Deltametrin + Sirinjik Asit Grubu (Grup 111)

Deltametrin + Sirinjik asit (DTM+SA) grubundaki ratlara (n=16) ise 0.5 ml misir 6z
yadi (1lt, Sirma, Istanbul, Tiirkiye), DTM (Decis® 2.5 EC, Bayer AG, Leverkusen,
Germany) 1.28- 1.35 mg/kg doz ve 25 mg/kg sirinjik asit (SA) (Kat: 530-57-4,
Syringic acid = 98%, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) iki ay
boyunca her giin ayni saatte 12°°-13% arasinda oral gavaj yoluyla verilmistir. Agirhk
kontroli ve 6grenme deneyleri icin diger gruplarla ayni islemler uygulanmistir. DTM+
SA grubunda sadece hareketsizlik, uyku, DTM+SA uygulamasi sonrasi artan

hiperaktivite ve agresif davranis gdzlenmistir.

3.2.5. Sirinjik Asit Grubu (Grup 1V)

Sirinjik asit (SA) grubuna (n=16), 0.5 ml misir 6zii yagi (11t, Sirma, istanbul, Turkiye)
ve 25 mg/kg dozundaki SA (Kat: 530-57-4, Syringic acid =98%, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA), iki ay boyunca her giin ayni saatte 12%-
13% arasinda oral gavaj yoluyla verilmistir. Agirlik kontrolii ve 6grenme deneyleri igin

diger gruplarla ayni islemler uygulanmistir.

3.2.6. Uygulama Yolu

Misir 6zl yag (CO, 1It, Sirma, istanbul, Tirkiye), DTM (Decis® 2.5 EC, Bayer AG,
Leverkusen, Germany) ve SA (Kat: 530-57-4, Syringic acid > 98%, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) uygulamalari oral gavaj yoluyla
yapiimistir. DTM ratlara sistemik olarak enjekte edildiginde (intraperitonal) titreme ve
koreoatetoz ile karakterize ciddi motor sendromu tetikledigi (Brodie ve Opacka, 1985)
icin ve literatirle uyumluluk gostermesi acgisindan DTM oral gavaj ile verilmistir.
Vicut agirligina gore deltametrin dozajinda gerekli diizeltmeleri yapmak icin buttn

ratlar haftalik olarak tartilmistir. Ratlar enseden ve boyun derisinden tutulup bas
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ekstensiyon pozisyonuna getirilerek gavaj uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.2.A). Disler

arasindan gavaj kateteri gecirilerek, oesophagus’a giren kateter yoluyla misir 6zt yagt,
SA ve DTM verilmistir (Sekil 3.2.B).

Sekil 3.2. Oral gavaj uygulamasi. A. Gavaj yontemi B. Gavaj kateteri ile madde
(Misir 6zt yagi, SA ve DTM) verilmesi

3.3. Ogrenme Deneyleri

Ogrenme deneyleri icin Radial Arm Maze ve Open field (Acik alan) testleri Noldus
Ethovision XT system (Noldus Information Technology, Wageningen, The
Netherlands) kullanilarak degerlendirilmistir.

3.3.1. Radial Arm Maze (RAM) Testi

Radial arm maze (RAM) deneyi dairesel bir alani cevreleyen 42x12x12 cm
boyutlarinda sekiz es koldan olusan siyah mat tabanli bir dizenekte yapildi (Sekil
3.3.A). Ogrenme deneylerine baglamadan 6nce hayvanlara 7 giin boyunca 5’er dakika
ele alistirma (handling) uygulandi. Daha sonra ratlar labirente alismalari icin 5 giin
boyunca giinde 5’er dakika labirente birakildi. Habitiasyon (6n alistirma) asamasinda
merkeze (3 adet), kaplara (8 adet) ve kollara (24 adet) ¢ikolata yerlestirildi. Her etabin
basinda diizenek temizlenerek sekiz kolun her birine yedikleri cikolata sayisi kadar
cikolata yerlestirildi. Testin basinda sican merkezi alana birakilarak, bitin kapilar
acildi (Sekil 3.3.B). Dort ayaginin hepsi o kolda oldugunda, sicanin bir kola girdigi
kabul edilerek, tim kapilar indirildi ve sicanin girdigi koldaki gikolatalari yemesine
izin verildi (Sekil 3.3.C). Cikolatayi yedikten sonra girdigi koldan labirent disindaki
gorsel ipuclarina bakmasina izin verildi (Sekil 3.3.D) ve girdigi kolun kapisi 10 saniye
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sonra kaldirilarak, sicanin dairesel merkezi alana donmesi saglandi (Sekil 3.3.E). Daha
sonra sekiz kapinin tamami indirilerek ve deney 5 dakika (habitiasyon; 5 dakika,
6grenme deneyi; 7 dakika) devam ettirildi. Deney bitince sican diizenekten alindi ve
bu islem yaklasik 1 saat sonra her bir sigcan icin tekrar edildi. Bu uygulama sirasinda
sicanlarin koku duyusuna goére hareketlerini engellemek icin labirent diizenegi, her
sican testi tamamladiktan sonra % 70’lik etanol ile temizlendi. Deneyin 6grenme
asamasinda sicanlar 2, 3, 5 ve 7. kollarinda cikolata bulunan labirentin merkezine
konuldu ve her giin 7’ser dakika gezmelerine izin verildi (2 tur). Habitiasyon asamasi
ardisik bes test glint her bir sican igin 5’er dakika 2 tur, 6grenme testi ise ardisik 10
gin boyunca her bir sigan igin 7’ser dakika 2 tur yapildi. Cikolata bulunan kollara
birkez girmeleri veya cikolatayl yemeleri dogru secim olarak kaydedildi. Bu sirada
denemelerde hayvanin toplam kollara giris sayisinin %80’inin dogru secim olmasi
ogrenme kriteri olarak kabul edildi. Ogrenme asamasi % 80 dogruluk kriteri elde
edilene kadar tekrar edildi (Sekil 3.3.F).

Sekil 3.3. Radial arm maze 6§renme deneyi A. Teste baslamadan dnce radial arm maze diizenegi
hazirlandi. B. Test baslayinca sican merkeze konularak siire ve dijital kamera kaydi baslatildi. C.
Ogrenme deneyinde siganin ¢ikolata olmayan kola (6 numarali kola) gelmesi RME D. Test odasl,
uzaysal hafizayi degerlendirmek icin cesitli gdrsel ipuclarini icermektedir ve sican labirent disindaki
gorsel ipuglarindan yararlanir. E. Sican kolda cikolata olup olmadigini kontrol ettikten sonra baska bir
kolu tercih etmek icin merkeze donmek zorundadir. F. Sigan’in her seferinde sekiz olasi segenegi vardir
ve bagka bir kola (8 numarali kola) girer.

Cikolatal kollara bir kez girmesi beklenen hayvanin girdigi cikolatali kola tekrar
girmesi ¢alisan hafiza hatasi (Working memory errors= WME), cikolata olmayan
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kolu arastirmak igin girmesi ise referans hafiza hatasi (Referance memory errors=
RME) olarak kaydedildi (Sekil 3.3.F) (Jakubowska-Dogru, Gumusbas ve ark., 2003;
Noorafshan, Asadi-Golshan ve ark., 2013).

3.3.2. Open Field (OF, Acik Alan) Testi

Acik alan deneyleri duvar yiksekligi 40 cm olan, tabani 80x80 cm ebatlarinda kare
seklinde siyah mat tabanli dizenekte yapildi. Alan, Noldus Ethovision XT Syst.
Noldus Information Tech., Wageningen, Netherlands) kullanilarak 20 cm?
blyukluglnde birbirine esit 16 ki¢ik daireye bollndl. Deneyin baslangicinda ratlar
sirayla bu alanin merkezine birakildi ve 5 dakika boyunca hareketleri dijital olarak

kaydedildi (Sekil 3.4.A). Deney sakrifikasyondan 1 gun 6nce her hayvan icin 1 kez

yapildi. Her rat icin girdigi kare sayisi, katettigi toplam mesafe ve ortalama hiz 6l¢uldi
(Sekil 3.4.B) (Berry, Tomidokoro ve ark., 2008; Denenberg, 1969).

Sekil 3.4. Open field (Agik alan) deneyi A. Acik alan diizenegindeki hayvan gezinirken hizi, konumu,
stiresi, katettigi mesafe dijital olarak kaydedildi. B. Hayvanlarin arena boyunca hareketleri (merkezde,
kenarda) kaydedildi.

3.4. Deneklerin Sakrifikasyonu

2 ayhk deney siiresi sonunda tim ratlar viicut agirligi tartildiktan sonra derin ketamin
(Kat: 6740-88-1, Ketamine Hydrochloride, Pfizer, USA) (200 mg/kg) + ksilazin
(Xylazin Bio %2, Bioveta, Czech Republic) (10 mg/kg) anestezisi altinda kardiak
ponksiyon uygulanarak perfiize edildi. Biyokimya igin SF, histoloji icin %10
formalinli pbs ile perfizyon vyapildi (Sekil 3.5). Hayvanlarin beyin dokular
dekapitasyon yapilarak ¢ikartildi. Histopatolojik ve immunohistokimya deneyleri igin
ayrilan ratlarin (n=24) total beyin dokulari cikartildi (Sekil 3.6). Dekapitasyondan
hemen sonra biyokimya deneyleri igin ayrilan ratlarin (n=40) hipokampdusleri
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cikartilarak sag ve sol olarak ikiye ayrildi (Sekil 3.7). Dokular ayri cryo tlplere
konularak, 6nce sivi nitrojen tankina daha sonra da tim dokular muhafaza edilmek
tzere -80°C’ye kaldiriimistir.

3.4.1. Transkardiyal Perflizyon

Transkardial perflizyon teknigi cerebrum’u istenilen protokole gore perfiize etmek igin
kullanildi. Siganlar, ketamin (200 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altindayken
diseksiyon masasina supin pozisyonda yerlestirildi. Karin boslugu acilarak
diaphragma insizyonu ile cavitas thoracis acgiga ¢ikartildi. Cavitas thoracis’i ve kalbi
aciga cikarabilmek igin “Y’ seklinde bir insizyon yapildi. Daha sonra ventriculus
sinister insizyonu yapilarak, bir kanul yardimiyla drenaj icin atrium dextrum’a kigik
bir insizyon daha yapildi. %10 formalinli PBS ve SF ventriculus sinister’e ayni kanul

yoluyla verilerek, rigor g6zlenene kadar perflizyona devam edildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Transkardiyal perfiizyon yapilmasi A. insizyon ve doku tespiti B.Ventrikiiliis sinister insizyou
C. Kanul takilmasi D. PBS ve SF perflizyonu

3.4.2. Doku Temini

Total Beyin Dokularinin Alinmasi

Perfiize edilen ratlara regio cervicalis posterior’dan bir insizyon yapilarak, cranium
dikkatlice cikartildi. Art. atlantooccipitale’den girilerek egri uclu makas yardimiyla
kafa kemikleri ekarte edildi ve beyin dokulari ¢ikartildi (Sekil 3.6. A-D).
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Sekil 3.6. A-D.Total beyin dokularinin alinmasi

Hipokampus Dokularinin Alinmasi

Hipokampus dokularini almak icin ince uclu penset kullanildi. Fissura longitudinalis
cerebri yoluyla hemispherium cerebri dexter ve sinister dikkatlice ayrilarak,
hipokampiis dokulari aciga cikartildi  (Sekil 3.7.A-H). Uzaysal hafiza ve
glutamat/glutamin ekspresyonu icin hipokampus dextra; TAK, ROS/RNS ve total
protein tayini icin ise hipokampds sinistra ayrilarak sivi nitrojen tankina yerlestirildi
(Sekil 3.7.A-H).
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Sekil 3.7. Hipokampis dokularinin alinmasi A. Total beyin (posterior) B. Total beyin (anterior) C.
Fissura longitudinalis cerebri yoluyla hemispherium cerebrilerin ayrilmasi D. Rat hipokampis’inin
diseksiyonu E. Cerebrumda hipokampis sinistra F. Cerebrumda hipokamplis dextra G. Rat
hippokampal dokularinin cerebrumdan ayrilmasi H. Diseke edilen hipokamps dextra I. Diseke edilen
hipokampls sinistra
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3.5. Dokularda Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Hipokampuste Total Antioksidan Kapasitenin Tayini

Hipokampuste total antioksidan kapasite; Total Antioxidant Capacity (TAK) Assay kit
(STA-360: OxiSelect™, Cell Bio. Inc., San Diego,USA) kullanilarak
degerlendirilmistir. TAK Deneyi antioksidanlar tarafindan bakirin (1) Cu*?, bakir (1)
Cu*'e indirgenmesi esasina dayanir. Rediiksiyon lzerine, Cu** 490 nm'de maksimum
absorbansa sahip bir renk Ureten kromojenik reaktif ile reaksiyona girer (Sekil 3.8).
Antioksidanlarin net absorbans degerleri, bilinen bir Urik asit standart egrisi ile
karsilastirilir. Absorbans degderleri, numunenin toplam reduksiyon kapasitesi ile
orantilidir. Sonuclar “uM Bakir Azaltici Esdegerleri” veya “mM Uric Acid

Equivalents” olarak ifade edilir.

Antioksidanlar Kromojen

2 4

2
€

Sekil 3.8. Total antioksidan kapasite dl¢lim prensibi

Prensip:

Bu metot Fenton reaksiyonu ile olusan potent bir radikal olan hidroksil radikalinin
renksiz bir substrati o-dianisidine ile reaksiyona girerek parlak sari-kahve renkli
dianisil radikali olusturmasi esasina dayanir (Sekil 3.8). Supernatantlara hidroksil
radikalinin ilave edilmesi oksidatif reaksiyonlari baslatir ve bu reaksiyon
antioksidanlar tarafindan baskilanarak renk degisimi énlenir. Bu surecte dokudaki

TAK’nin efektif 6l¢imu saglanir.

Reaktifler:
1X Reaksiyon Tamponu (Part No. 236002): Reaksiyon Tamponu 1:100'G 1X
PBS (hidrofilik) dilue edildi.
1X Bakir iyon Reaktifi (Part No. 236003): Bakir iyon Reaktifi 1:100'i
deiyonize su (hidrofilik) ile dillie edildi.
1X Durdurma Solutisyonu (Part No. 236004):1:10'u deiyonize su (hidrofilik) ile
dilie edildi.
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Islemler:

1. 96-kuyulu mikrotest plate’e 20 pL dilte edilmis Urik asit standartlari ve hipokampus
dokulari eklendi.

2. Her kuyuya cok kanalli pipetle 1X Reaksiyon Tamponu 180 pL eklendi ve
karistirildi.

3. Plate 490 nm'de okunarak baslangi¢ absorbansi elde edildi.

4. Reaksiyonu baglatmak icin, her kuyuya 1X Bakir iyon Reaktifinin 50 pL’sini eklendi
ve shaker’da 5 dakika inkiibe edildi.

5. Reaksiyonu sonlandirmak igin her kuyuya 50 pyL 1X durdurma solusyonu eklendi.
6. Plate tekrar 490 nm’'de okundu.

3.5.2. Hipokampuste Total Serbest Radikal Aktivite tayini

Hipokampuste total serbest radikal aktivite tayini, OxiSelect™ In Vitro ROS/RNS
Assay Kit (STA-347, OxiSelect™, Cell Bio. Inc., San Diego, USA) kullanilarak
Olcilmuistir. Bu metotta, Ornekte bulunan oksidanlar bir katalizator eklenerek
oksidatif reaksiyonu hizlandirmaya yardimci olur. Deney, 2',7 diklorodihidrofloresin
diasetat ile benzer kimyasal 6zelliklere sahip spesifik ROS/RNS florojenik probu olan
diklorodihidrofluoresin DiOxyQ (DCFH-DiOxyQ) kullanildi. DCFH-DiOxyQ probu
daha sonra yuksek oranda reaktif DCFH formuna stabilize edildi. Bu reaktif durumda,
ROS ve RNS tirleri, yiiksek oranda floresan 2',7’-dikloro dihidrofloresin (DCF)’e hizla
oksitlenen DCFH ile reaksiyona girebilir. Floresan yogunlugu, numune igindeki
toplam ROS/RNS seviyeleri ile orantilidir. DCFH-DiOxyQ probu hidrojen peroksit
(H202), peroksil radikali (ROO), nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit anyonu (ONOO-)
ile reaksiyona girebilir. Bu serbest radikal molekiller, hem ROS hem de RNS'yi temsil
eder, boylece bir 6rnek icindeki toplam serbest radikal miktarinin dlctilmesine izin
verir (Sekil 3.9) .OxiSelect ™ In Vitro ROS / RNS Test Kiti ayrica antioksidanlarin
serbest radikaller Uzerindeki etkisini degerlendirmek igin de kullanilmistir. Kit, DCF
icin 10 pM ve H2O: icin 40 nM'lik bir algilama hassasiyet sinirina sahiptir.

Prensip:
Kisa bir inkibasyondan sonra hazirlanan diklorodihidrofloresein (DCFH) probu
oksidatif reaksiyonunun hizlanmasina yardimci olur. Ornekler, bir hidrojen peroksit
veya 7'-diklorodihidrofloresein (DCF) standardina karsi florometrik olarak olgulur.
Ornekte mevcut olan oksidan molekiillerin serbest radikal icerigi, 6nceden belirlenmis
DCF veya hidrojen peroksit standart egrisiyle karsilastirma yoluyla belirlenir.
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Sekil 3.9. ROS/RNS analiz prensibi

Reaktifler:
1X Stabilizasyon Cozeltisi: 10X stabilizasyon solisyonu (Part No. 234702)
1:10'u, 13.5 ml deiyonize suya 1.5 mL ¢dzelti ilave ederek seyreltildi.
1X Katalizor: 250X Katalizor (Part No. 234703) 1:250 PBS icinde seyreltildi.
DCFH Solisyonu (Part No. 234202): DCFDiOxyQ'un stok ¢ozeltisi (Part No.
234704) seyreltilerek DCFH Solisyonu hazirlandi.
Priming Reaktifi (Part No. 234701): 1:5 oraninda hazirlandi (50 test i¢in, 100
ML Priming Reaktifine 25 uL DCF-DiOxyQ eklendi). Cozelti oda sicakliginda
30 dakika inkibe edildi. 1:40 oraninda 1X stabilizasyon solusyonu ile
seyreltildi (50 test igin, 125 pL DCFDiOxyQ / Priming Reaktif reaksiyonunu
4.875 ml stabilizasyon soliisyonuna eklendi).

Islemler:
1. Floresan 6l¢cimi icin 96 kuyulu plate’in kuyucuklarina 50 pL hidrojen
peroksit eklendi.
2. Her kuyucuga 50 pL katalizor eklendi ve iyice karistirilarak oda sicakhiginda
5 dakika inkube edildi.
3. Her kuyucuga 100 pL DCFH soliisyonu eklendi. Isiktan korunarak oda
sicakliginda 15-45 dakika inkiibe edildi.
4. 480 nm eksitasyon/530 nm emisyonda floresan plate reader ile okundu.

3.5.3. Kitle Spektrometresi ile Hipokampuste Glutamat ve Glutamin Tayini

Perfuize edilerek cikarilan hipokampis dokularina hacminin 4 kati metanol eklenerek
homojenize edilmistir sonrasinda 18000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek
stpernatantlar alinmistir. Peletinden ayrilan 1 ml supernatant 10 pl i¢ standart
soliisyonu ve 10 pl su ile 5 dakika vortekslenmistir. Daha sonra 3000 g’de 10 dakika
santrifiij edilerek tekrar superanant alinmistir. Alinan supernatant 35°C’de kuruyana
kadar nitrojen ile ucurulduktan sonra elde edilen kuru ekstrakt 100 pl su eklenerek
tekrar ¢ozilmustlr ve hazirlanan 6rnegin 2 pl’si UFLC-MS/MS sisteminde Mass

47



Lynx NT Software (LYNX Computer Technologies, Wyomissing, USA) yazilimi ile

analiz edilmistir.

3.5.4. Hipokampuste Total Protein Tayini

Alkali ¢oOzeltide olusan bakir-protein  kompleksinin fosfomolibdat-fosfotungstat
reaktifini rediklemesi ve olusan rengin 750 nm de 6l¢tilmesi prensibine dayanir.
Olusan rengin koyulugu ile ortamdaki protein konsantrasyonunun dogru orantili
oldugunu gosterir. Her bir numune i¢in protein miktari bovine serum albumin ¢ozeltisi
ile hazirlanan standart egriye bakilarak ve dilisyon faktoriyle carpilarak
hesaplanmistir (Lowry OH, 1961). %10’luk doku homojenatinda ve 10.000G’de

protein miktari mg cinsinden hesaplanmistir.

3.6. Histolojik Degerlendirmeler

3.6.1. Histopatolojik Analiz

Fiksasyon ve Doku Takibi

Hipokampis bolgesine ait noronlardaki olasi histopatolojik — degisiklikleri
g6zlemlemek amaciyla alinan tim doku 6rnekleri % 10’luk formalin ile 24 saat oda
isisinda fikse edildi. %70, %80, %90 ve %1001k dereceli alkol serilerinden
gecirilerek, dehidrasyon islemi sonrasinda, ksilol ile seffaflastirma yapildi. Doku

ornekleri parafin serilerinden gecirilirek parafin bloklar hazirlandi.

Hazirlanan parafin bloklardan, 5 pm. kalinhginda kesitler alindiktan sonra,
hipokamplse ait kesitler hematoksilen-eozin (H & E) ve krezil violet boyalari ile
boyandi. Krezil violet ile ndronlarin nissl grandllerinin boyanmasi amaclanmistir.
Boyanma protokolu tamamlandiktan sonra, 1sik mikroskobunda (Zeiss Axioplan,
Oberkochen, Germany) histopatolojik degerlendirmeler gerceklestirildi. Bu amagcla rat

hipokampustine ait CA1 ve CA3 bolgelerindeki olasi degisiklikler degerlendirildi.

Hematoksilen ve Eozin (H & E) Boyama Protokolu
Islemler:
1. Parafin bloklardan alinan 5 ym kalinligindaki kesitler, 56°C’lik etlivde gece
boyu bekletildi.
2. Deparafinizasyonu gerceklestirmek (zere, iki kez 10’ar dakika ksilollerden
gecirilip, her birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol
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5.

serileri ile muamele edildi. Alkol serilerinden sonra kesitler, 5 dakika boyunca
distile suda (dH20) bekletildi.

30 saniye hematoksilene (Kat:1.051.740.500, Merck) daldirildiktan sonra
akarsu altinda yikandi.

Yikamadan sonra eozine (Kat:1.15935.0100, Merck) 2-3 kere daldirilip
cikarilarak, tekrar akarsu altinda yikandi.

Alkol  serilerinden  ve  ksilolden  gecirildikten sonra  entellan
(Kat:1.079.610.100, Merck) ile kapatildi.

Krezil Viyolet Boyama Protokolu

Islemler:

1.
2
3.

5 mikron kalinhi§inda alinan kesitler kurutuldu.

56°C’lik etiivde 1 saat bekletildi.

Deparafinizasyonu gercgeklestirmek uzere, iki kez 10’ar dakika ksilollerden
gecirilip, her birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol
serileri ile muamele edildi. Alkol serilerinden sonra kesitler, 5 dakika boyunca
distile suda bekletildi.

Crystal violet (BDH.34023) lgr
Metyl violet (Kat: 8559712, Merck) 0.59r
%10 luk alkol 100 ml

5 dakika bekletildi.

% 1 lik asetik asitte yikandi.

1 dak distile suda bekletildi.

Alkol serilerinden ve ksilolden gecirildikten sonra entellan (Merck, kat. no:
1.079.610.100) ile kapatildi.

3.6.2. immuinohistokimyasal Analiz

TUum deney gruplarina ait aktif kaspaz-3 protein ekspresyonunun degerlendirilmesi ve

apoptotik hicre yizdesinin hesaplanabilmesi icin immunohistokimya teknigi

uygulanmistir.

Islemler:

1.

5 pm kalinliginda alinan parafin kesitler, poli L-Lizin kapli lamlar izerine
alindi ve bir gece boyunca 56 °C’lik etlivde bekletildi.
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10.

Deparafinizasyonu gercgeklestirmek uzere, iki kez 10’ar dakika ksilollerden
gecirilip, her birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol
serileri ile muamele edildi. Alkol serilerinden sonra kesitler, 5 dakika boyunca
distile suda bekletildi.

Antijenik maskelenmenin giderilmesi igin, kesitler pH’1 6.0 olan sitrat tamponu
cozeltisinde 750 Watt’ta 7 dakika boyunca kaynatilarak antijen retrieval
uygulamasi yapildi ve 20 dakika oda isisinda sogumaya birakildi.

Kesitler daha sonra, distile suda yikandi. Dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesini baskilamak amaciyla %3’luk hidrojen peroksit (H202) sollisyonu
(Kat:1.086.001.000, Merck) (63ml metanol ve 7ml hidrojen peroksit
karistirildr) ile kesitler 15 dakika muamele edildi.

Hidrojen peroksit uygulamasindan sonra kesitler PBS (Phosphate Buffer Salin,
pH: 7.2-7.4) solisyonunda 3 kez 5’er dakika yikandi ve hidrofobik kalemle
kesitlerin etrafi ¢gizildi.

Oda sicakhiginda ve nemli ortamda 6zgul olmayan immunoglobulin
baglanmalarini 6nlemek amaciyla, bloklama serumu (Ultra V Block, Thermo,
kat no: TA-125-UB) ile 7 dakika muamele edildi.

Bloklama asamasindan sonra herhangi bir yikama ilemi yapilmadan, kesitler
aktif kaspaz-3 antikoru (Kat: 9661S, Cell Signaling, dilisyon: 1. 200) ile
uretici firmanin Onerileri dogrultusunda uygulandi. Negatif kontrol icin
kullanilacak kesitlere primer antikor ile ayni protein miktarinda izotip kontrol
uygulandi ve +4 derecede gece boyu (O/N ,Overnight) kesitler inkiibe edildi.
Gece boyu inkiibasyondan sonra, PBS solisyonunda 3 kez 5’er dakika
yikandiktan sonra kesitler biyotinli anti-tavsan sekonder antikor (Kat: BA-
1000, Vector, 1:400) ile muamele edildi ve 1 saat boyunca oda isisinda
bekletildi.

Kesitler sekonder antikor ile inkibasyondan sonra PBS solusyonunda 3 kez
5’er dakika yikandi. Streptavidin peroksidaz solisyonu (Kat: TS-125-HR,
Thermo) ile 30 dakika oda Isisinda inkube edildi.

Yikama islemi sonrasinda, DAB (Di-Amino Benzidine, Kat: D4168-50SET,
Sigma) kromojeni uygulanarak, reaksiyon alanlari kahverengi renkte gorinur

hale getirildi.
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Butun gruplara ait kesitler ayni kosullar altinda isleme tabi tutulmustur. Isik
mikroskobu dizeyinde hipokampis kesitlerinde aktif kaspaz-3 immunoreaktivitesi
tespit edilip fotograflandirilmistir. Aktif kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisi, alandaki
total hicre sayina oranlanarak apoptotik hicre orani belirlenip grafik haline

getirilmistir.

Kullanilan Soltsyonlar:
PBS solusyonu (1It) (Phosphate buffered saline, Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi)

hazirlanmasi:

2,85 gr NA2HPO4 (Sodyum fosfat dibasik)
16 gr NaCl (Sodyum Klorid)

0,8 gr HoKO4P Potasyum Dihidrojen Fosfat
2000 ml (2litre) distile su (dH20)

ph:7,4, 2M NaOH

Sitrik Asit Solusyonu:
2,1 gr Sitrik Asit
900 ml distile su (dH20)
ph:6,0, 2M NaOH

Hidrojen peroksit (H202) solUsyonu:
63ml metanol

7ml hidrojen peroksit

ABC solusyonu:
1 ml PBS
10ul A
10ul B

DAB solusyonu: 1ml distile suda (dH20) hazirlandi ve 5' gelistirildi.

3.7. Istatistiksel Analiz
Verilerin analizi SPSS 21.0 (IBM Electronics, USA) ve Sigma Stat 4.0 (Systat
Electronics, USA) programlari kullanilarak gerceklestirilmistir. Normal dagilima

uygunlugu icin Shapiro Wilk test yodntemi uygulandiktan sonra gruplarin
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karsilastirilmasi One-way ANOVA, alt gruplarin ikili karsilastiriimasinda post-hoc
Tukey testi kullaniimistir. Radial Arm Maze Testi, acik Alan testi, gruplarin agirlik
degisimleri, TAK, ROS/RNS, total protein miktari, glutamat ve glutamin ekspresyonu
ve immunohistokimyasal veriler One Way ANOVA istatistik yontemi ile analiz
edilmistir. Coklu karsilastirma da Tukey testi kullaniimistir. Sonuglar Ortalama+SEM
olarak verilmistir. p<0.05 olanlarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilmistir.
Istatiksel grafiklerin ¢izimi icin GraphPad Prism 7 (GraphPad Electronics, USA)

programi kullaniimistir.

52



4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Agirlik Degisimleri

Kontrol (K), DTM, SA ve DTM+SA gruplarinin, deney protokoliiniin basinda ve
sonunda vucut agirhiklarr ortalamalari, total agirlik degisimi (agirhik kazanci veya
kaybi) gosterilmistir (Sekil 4.1, Tablo 4.1). DTM’ nin agirlik artisinin K ve SA
gruplarina gore anlamh olarak azaldigi tespit edilmistir (p<0,05). SA’nin DTM+SA
ve DTM gruplarina gore agirhk artisinin anlaml olarak daha fazla oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Kontrol ve SA gruplarinda agirhk artis, DTM ve DTM+SA
gruplarinda diger gruplarla kiyaslandiginda 2 ay sonunda agirlik azalisi tespit
edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.1).

b

-
- DM Nk
3501 Y 350- | l..”\-l
E - DTM+8A _  sA
5 = B DTM=5A
E= =
8 S 304 E 3004
& C g
il g I
BEE ax
250 X 23
E flar ]
& =
A o e e I s B. 200 T T T T
il 1 2 a 4 s L] 2 H (.9 1NN sA DTNI+5A
siire (¥ hafta) Gruplar
[ ] 1
K * R
F BLUE mm
B sA A B
400- B DTMESA v DTME5A
36+ e
_ £ 30
E EIIE E E 2.4
s = E 15{ —o—
m -
= 2004 Eg |;
g =3 I O
< 100 TE o ——
(5]
=124 -
C. o D. i T . T
' kK M A DTM+5A K DT SA DIAM4SA
Laruplar Liruplar

Sekil 4.1. Gruplarin agirlik degisimleri A. Gruplardaki sicanlarin 2 aylik agirhk ortalamalari B.
Gruplarin agirlik degisimleri C. Gruplarin agirhk farkinin One Way ANOVA ile istatiksel analizinin
grafiksel gosterimi D. Gruplarin agirhktaki total artis/azalis miktarlarinin karsilastiriimasi
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Tablo 4.1. Gruplarin ortalama agirliklari ve adirlik degisimleri. Degerler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir.

Gruplar 1.Hafta 8.Hafta Agirlik

Ort. Agirlik +SD Ort. Agirlik +SD Degi§imi(gr)
K 247.42 + 23,16 266.18 + 28.57 18.76 + 8.52
DTM 275.87 + 20.96 267.81+29.34 -8.06 +5.70
SA 236.61 + 24.64 272.01 + 27.28 35.38+1.8
DTM+SA 243.11 +29.01 23741 +£27.71 -571+9.8

4.2. Ogrenme Deneyi Sonuclari
4.2.1. Open Field (OF) Testi Sonugclari
Lokomotor aktivite parametresi olarak alinan yol (distance), girilen kare sayisi

(frequency) ve ortalama hizlar (velocity) degerlendirildi.

Alinan Toplam Yol
Alinan toplam yola baktigimizda kontrol grubu ile DTM ve DTM+SA gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goralmustir (p<0.05) (Sekil 4.2).

Alinan Toplam Yol

[ | okl [ ]
4000 ' '
x| KR 11 KER 1 3 Kontrol
1 11 1
—_ —— H DI
g™ _F ' = SA
3 B DTM+SA
> 2000
= *  p<0.05
C
<—E 1000- »% p<0.01
www P<0.001
0 T T
Kontrol DTM SA DTM+SA

Sekil 4.2. Tum gruplarin open field testi alinan toplam yol verilerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi

Kontrol (Grup 1) ve Deltametrin (Grup II) alinan toplam yola bakildiginda kontrol
grubunun deltametrin grubuna gére Ustunlig gorilmektedir (p<0,05). Kontrol grubu
ile SA grubunda, kontrol grubununa gore artis olmasina ragmen herhangi bir fark
goralmemistir (p>0,05). DTM ve DTM+SA grubuna kiyasla SA grubunda anlamli bir
artis gorulmastur (p<0.01) DTM grubuna gére DTM+SA grubunda alinan toplam yol
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daha fazla olmasina ragmen anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.2,
Tablo 4.2).

Ortalama Hiz

Ortalama hiz verisinde alinan toplam yol verisine benzer sonuclara rastlanmistir.
Kontrol grubu ile DTM ve DTM+SA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gorulmustir (p<0.01). Kontrol grubu ile SA grubunda kontrol grubuna gore
artis olmasina ragmen anlamh farklilik goérialmemistir (p>0,05). DTM ve DTM+SA
grubuna kiyasla SA grubunda anlamli bir artis gorilmastir (p<0.001). DTM ve
DTM+SA grubu arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik g6zlenmemistir (p>0,05)
(Sekil 4.3, Tablo 4.2).

Ortalama Hiz

L *% 1

800- ' '
. L XxE ARk 3 Kontrol
c *% 11 1 BN DTV
n I—I m——
E 6004
3 — El SA
N Hl DTM+SA
I 4004
g * p<0.05
o - p<0.001

0 T T
Kontrol DTM SA DTM+SA

Sekil 4.3. Tum gruplarin ortalama hizlarinin istatiksel olarak karsilastiriimasi

Girilen Kare Sayisl

Girilen kare sayisi verilerine gore Kontrol gurubuna kiyasla DTM+SA grubunda
p<0.05 ve DTM grubunda p<0.01’lik istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gorulmustir. DTM ve DTM+SA gruplari arasinda anlamli bir fark gortlmemistir
(p>0,05). SA grubunda DTM ve DTM+SA gruplarina gore p<0.001’lik anlamli bir
artis goralmastur (Sekil 4.4, Tablo 4.2). Lokomotor aktivite degerlendirmesinde
kullanilan Acik Alan testinde Kontrol ve SA gruplarina gére DTM ve DTM+SA
gruplarinda alinan toplam yol, ortalama hiz ve girilen kare sayisinda yani lokomotor
aktivite testinde anlaml bir azalma gorulmustir (p<0.05). Sonug olarak DTM’nin
lokomotor aktivite Uzerinde azaltici, SA’nin ise arttirici bir etkiye sahip oldugu
goralmastir (p <0.05).
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Girilen Kare Sayisi
*

L
T
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-
[==]
1

®*% p<0.0]

Girilen Kare Sayisi

kkwp<0.001

0 T T
Kontrol DM SA DTM+SA

Gruplar

Sekil 4.4. Tum gruplarin girilen kare sayilarinin istatiksel olarak karsilastiriimasi

Tablo 4.2. Tiim gruplarin alinan toplam yol, ortalama hiz ve girilen kare sayisi degerlerinin ortalama
ve standart sapma verileri

Acik Alan Testi
Gruplar  Alinan Toplam Ortalama Girilen Kare

Yol Hiz Sayisl
Kontrol Mean 2621,0353 538,6037 15,7200
Std. Error of 128,43457 22,75592 1,14715

Mean
DTM Mean 1869,6607 400,0633 10,4286
Std. Error of 168,54894 35,74979 1,17021

Mean
SA Mean 3066,1188 618,4630 23,4545
Std. Error of 150,63047 20,42366 1,83086

Mean
DTM+SA | Mean 1965,9437 431,7652 11,0714
Std. Error of 97,43891 25,00912 ,75930

Mean
Total Mean 2394,0118 500,8163 15,3143
Std. Error of 98,99606 18,10310 1,02219

Mean
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4.2.2. Radial Arm Maze (RAM) Testi Sonuglari
Radial Arm Maze (RAM) testinde Referans Hafiza Hatasi, Calisan Hafiza Hatas! ve

%80 Dogruluk Kriterini Tamamlama Suresi verileri degerlendirilmistir.

Referans Hafiza Hatasi; yemsiz kola ilk giris sayisi,

Calisan Hafiza Hatasi; yemli kola tekrar giris sayist,

%380 Dogruluk Kriterini Tamamlama Suresi; ise dogru olan herhangi dort
koldan g¢une girmesi olarak degerlendirilmistir.

Referans Hafiza Hatasi (RME)

Testte kullanilan grubun yemsiz kola giris sayisi referans hafiza hatasi olarak
degerlendirilmistir. Referans hafiza hatasinda, 1.-10. ginlerde Deltametrin (DTM)
grubuna kiyasla Kontrol, Sirinjik Asit (SA) ve Deltametrin+ Sirinjik Asit (DTM+SA)
gruplari arasinda anlamh bir azalma gérulmustir (p<0.01). 9. ve 10. gunlerde SA
grubu Kontrole gére anlamh bir azalis gostermistir (p<0.01). DTM+SA grubu ile
Kontrol ve SA gruplari arasinda herhangi bir farka rastlanmamistir (p>0.05). Referans
hafiza hatasinda, kontrol grubuna gére DTM grubunda artis SA grubunda ise azalma
goralmustir (p<0.01). DTM+SA grubuna baktigimizda DTM ile bozulan referans
hafizayr SA’nin dizelttigi gortlmastar (Tablo 4.3, Sekil 4.5).

-o- kontrol
'y VIV . olo) = DTM
YV vy 222 WV opuy vy VYV yypy B9 oy y
# VY #ez VVV L SA
4 ¥ hikk EE . R £ e, R
# Hk FFEF w7 dik - DIMSA

*H gwn  FEE
, */H\*_H/*/*\{———i 4 Kontrol & DTM

#5A & DIM

24 WOLTMASA & LM
4_;\{—5—1 @ kontrol & SA
14 # pi), 05
w201
T 0,00
1.Giin 2.Gin 3.Giin 4.0in 5.0Gin b.Giin 7.0Gin 8.Gin .0Gi6n T0Lin

Sekil 4. 5. Gruplarin referans hafiza hata verilerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi
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Tablo 4.3. Tum gruplarin referans hafiza hatasi degerlerinin ortalama ve standart sapma verileri

Grup
K ' Mean

Std.
Error
of
Mean
DTM | Mean

Std.
Error
of
Mean
SA  Mean

Std.
Error
of
Mean
DTM+SA  Mean

Std.
Error
of
Mean

Calisan Hafiza Hatasi (WME)

I.RE
2,2778

,18840

3,2222
22222

2,3462

,15385

2,0357

,23124

11.RE
2,2273
,22727

3,3889
11111

2,5000
,16575

1,8750
,18592

Refarans Hafiza Hatasi

111.RE
1,7000

,16997

3,5000
,11785

2,0385

124325

1,6429

,21882

IV.RE
1,7222

,18840

3,0556
,21155

1,7857

,20778

1,6071

,26301

V.RE
1,5000

,14907

3,0000
,22048

1,7917

,14379

1,4643

,19233

VI.RE
1,5909

,22175

3,1111
123241

1,2143

,16336

1,0357

,21268

VIIL.RE
1,6000
,20817

3,2222
125154

1,2500
,17967

,9286
,15599

VIILRE
1,5000

,23570

3,3889
,16197

,8929

,15880

,6429

,13289

IX.RE
1,5000

,18257

3,2778
,18840

,3571

12212

,7500

,13618

Calisilan grubun yemli kola (cikolata konulan kabin yer aldigi kol) tekrar giris sayisi

calisan hafiza hatasidir. Benzer sonuclar calisan hafiza hatasinda da gortlmustar.

Cahsan hafiza hatasinda, DTM gurubuna goére Kontrol grubu, SA ve DTM+SA

gruplarinda 1.-10. ginlerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma goéralmustir

(p<0.05). SA grubu ile DTM+SA grubu arasinda c¢alisan hafiza hatasinda 1. ve 2.

glinlerde anlamh bir azalma gorilmistir (p<0.05). Kontrol ile SA ve  DTM+SA

gruplari arasinda anlamli bir fark gérilmemistir (p>0.05). Ozellikle SA ve DTM+SA

grubunda 5. giinden sonra referans ve galisan hafiza hatalarinda anlamh bir sekilde

azalma gorulmustir (p<0.05). SA grubunun 8., 9. ve 10. gunlerinde deney 30 saniyede

tamamlanmistir ve deneklerde herhangi bir hataya rastlaniimamistir (p<0.05). (Tablo

4.4, Sekil 4.6).

58

X.RE
1,5000

,26968

3,3333
,18634

,4286

,11552

,5000

,11323



Tablo 4.4. Tam gruplarin ¢alisan hafiza hatasi de§erlerinin ortalama ve standart sapma verileri

Calisan Hafiza Hatasi

Grup I.RE 11.RE 111.RE IV.RE V.RE VI.RE VIIL.RE VIIIL.RE IX.RE X.RE
K ' Mean ,8182 ,8636 ,5000 ,5500 ,5455 ,5455 ,4000 ,4000 ,1000 ,3182
Std. ,23619 ,21417 ,25820 , 15723 , 12531 ,18408 ,19437 12472 ,06667 12197
Error
of
Mean
DTM | Mean 35714 31111 55625 53333 49444 | 56111 6,0000 7,6111 7,0000 6,1667
Std. 41445 46976  ,48585 ,60093 | ,32750  ,84893 ,84163 ,54504 ,36324 , 70711
Error
of
Mean
SA  Mean 1,2857 = 1,0385 = 8846 = 6071 @ 6538 = ,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Std. 15473 18311  ,32103 17524 | 18244 03571 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Error
of
Mean
DTM+SA  Mean ,5000 ,1538 ,1429 ,1429 1154 ,0357 ,0714 0,0000 0714 ,0357
Std. ,13868 ,08742 ,06265 ,08168 ,06081 ,03571 ,04853 0,00000 ,07143 ,03571
Error
of
Mean
-e- Kontrol
VVV i = DTM
 EEE W o
8 vy YV RS 22 vy SA
- \‘IV '\_ i _ — e
. V' EEE -+ DTM+SA
Py T FEE VYV xR
, FEE  ewew FEF * Kontrol & DTM
6qVVV *®
ez YVV #SA & DTM
*kKx FTEE
4 V DTM+SA & DTM
# SA & DTM+SA
21 *  p<0,05
% * % p<0,01
. S S S S I-i;>.. —=t=—=_ . 1<0,001
1.GiUn 2.GiUn 3.Gin 4.Gin 5.Gun 6.Gun 7.Gun 8.Giun 9.Gin 10.Gln

Sekil 4.6. Gruplarin calisan hafiza hata verilerinin istatiksel olarak karsilastirilmasi

%380 Dogruluk Kriterini Tamamlama Suresi

%80 dogruluk kriterini tamamlama suresinde 1.-10. glinlerde DTM grubuna kiyasla

Kontrol, SA ve DTM+SA gruplari arasinda anlamli bir azalma goérulmustir (p<0.05).

DTM+ SA grubuna gére SA grubunda 10. gtinde istatiksel olarak anlamli bir azalma

gorulmastir (p= 0,009, p<0.05). 1., 2., 3., 6. ve 7. glnlerde Kontrol grubuna gore SA

grubunda %80 dogruluk kriterini tamamlama suresinde anlamli

bir azalma

59



gorulmustir (p<0.05). Kontrol grubu ile DTM+SA grubu arasinda herhangi bir fark
gortulmemistir (p>0.05) (Sekil 4.7, Tablo 4.5).

-o- Kontrol
'EI . (0] L] @ o ‘e - DTM
g-VVV @00yyy ___ VYV VVV yyy vy VVV gyy SA
YL 'i, I ol S
gz VVV oo #Ey FEFE o #EE FEF  gayg
. FEEE _:** o kkk REK ggn kkk KRR ggn -+ DTM+SA

64 - e * Kontrol & DTM
# SA&DTM

%Y DTM+SA & DTM

47 @ Kontrol & SA
# SA & DTM+SA
. * p<0,05
* %k p<0,01
0 T T T T T 1 *%% p<o'001
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 4.7. Gruplarin %80 dogruluk kriterini tamamlama siresi verilerinin istatiksel olarak
karsilastiriimasi

Sonug olarak uzaysal hafiza ve calisan hafiza degerlendirmesinde kullanilan RAM
testi verilerine gore deltametrinin 6grenme ve hafizayl bozdugu goérilmastir. Sirinjik
Asitin 6grenme (zerine olumlu etkilerinin oldugu ve o6grenmeyi giclendirdigi
sonucuna variimistir. Deltametrinin bozdugu 6grenmeyi, uzaysal ve ¢alisan hafizayi
antioksidan bir ajan olan SA uygulamasinin duzelttigi gérilmastur. SA’nin 6grenme
Uzerine etkisi 10 gunlik deney protokoliinde 0zellikle 6. glinden sonra gorulmustir
(p<0.05).
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Tablo 4.5. Tim gruplarin %80 dogruluk kriterini tamamlama siiresi degerlerinin ortalama ve standart sapma verileri

Grup I.RE 11.RE 111.RE 1IV.RE V.RE VI.RE VII.RE VIIL.RE IX.RE X.RE

K Mean 3,9655 4.0515 2,9035 2,2565 2,1218 1,5795 1,5475 1,3090 1,0960 1,1085
Std. 27423 30257 ,52180 AT177 42802 ,26630 ,24808 27567 ,19904 19126
Error of
Mean

DTM Mean 5,5428 5,7356 6,0067 5,6056 6,2494 6,4117 6,1417 6,1572 6,2794 6,1206
Std. ,43198 28711 ,28059 ,27834 , 17239 , 18836 ,25709 22408 24280 25234
Error of
Mean

SA Mean 2,5513 1,8592 1,2500 1,5477 1,5775 , 7558 , 7488 ,5804 5471 5796
Std. ,22202 ,20413 ,23109 ,21834 ,25844 , 13534 , 11009 ,09235 ,06937 ,06667
Error of
Mean

DTM Mean 2,7550 2,0750 2,2908 1,9468 1,3561 1,4188 1,1419 1,1519 1,2546 1,2718

+SA
Std. ,40410 ,28708 ,28201 33787 , 18038 , 18359 ,16103 ,20736 ,28556 , 15258
Error of
Mean
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4.3. Dokularda Biyokimyasal Analiz Sonuclari

4.3.1. Hipokampus Glutamik Asit Degerleri

Kontrol = 13,68 + 1,8, Deltametrin = 15,06 + 0,99, Sirinjik Asit = 13,89 + 1,66,
Deltametrin + Sirinjik Asit = 13,02 * 1,23. Sirinjik Asit Grubu glutamik asit (ug/ml)
degerlerine bakildiginda Kontrol ve Deltametrin + Sirinjik Asit grubuna gore glutamik
asit (ug/ml) acisindan anlamli bir artis olmustur ancak gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p=0,114, p>0,05). DTM grubu glutamik asit
degerleri diger gruplara gore daha fazladir. Fakat bu fazlalik anlamli degildir (p>0,05)
(Tablo 4.6, Sekil 4.8). Bu sonuglar DTM’nin glutamat ekspresyonunu bozdugunu

gostermektedir.

Tablo 4.6. Gruplarin glutamik asit degerleri

Gruplar Glutamik Asit  Glutamik Asit  Protein
(ng/mg doku  (ug/ml) (mg/ml)
protein)

Kontrol (K) 2,89 +1,23 13,68+ 1,8 5,48 + 2,05

Deltametrin (DTM) 3,02+ 0,56 15,06 + 0,99 5,17+1,15

Sirinjik Asid (SA) 2,28 + 0,69 13,89 + 1,66 6,51 + 1,64

DTM+SA 2,67 +0,47 13,02 + 1,23 4,95 + 0,58

Glutamik Asit Ekspresyonu

8-
—~ 3 Kontrol
E a4 T B DIV
z 2 B SA
<z
e e Bl DTM+SA
: S >(.05
a2 p =000
c E
E
0 T T
Kontrol DM SA DIM+58A
Gruplar

Sekil 4.8. Gruplarin glutamik asit dederlerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi
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4.3.2. Hipokampus Glutamin Degerleri

Kontrol = 9,68 £+ 1,79, Deltametrin = 9,92 + 0,56, Sirinjik Asit = 7,52 = 1,34,
Deltametrin + Sirinjik Asit = 8,77 + 0,77. istatiksel olarak Deltametrin ve Deltametrin
+ Sirinjik Asit gruplari arasinda anlamli bir farklilik yoktur. Kontrol ve Deltametrin
gruplari Sirinjik Asit grubuna gore glutamin (ug/ml) degerleri agisindan istatiksel
olarak anlamli farkhlik gostermistir (p<0,05). Bu sonuclar Sirinjik Asidin farkh bir

yolak (asetil kolin, dopamin gibi) Uzerinden 0grenmeyi glclendirdigini ve
Deltametrinin de glutamin ekspresyonu (zerinden 6grenmeyi bozdugunu
gostermektedir (Tablo 4.7, Sekil 4.9).
Tablo 4.7. Gruplarin glutamin degerleri
Gruplar Glutamin Glutamin Protein
(ug/mg doku  (ug/ml) (mg/ml)
protein)
Kontrol (K) 2,06 £ 0,91 9,68+ 1,79 5,48 + 2,05
Deltametrin (DTM) 21041 9,92 + 0,56 517+ 1,15
Sirinjik Asid (SA) 1,26 £ 0,49 7,52+ 1,34 6,51 + 1,64
DTM+SA 1,79 £0,23 8,77 £ 0,77 4,95 + 0,58
Glutamin ekspresyonu
A [ Kontro
. U
L * 1 £ sA
3 —_ 0 B UIMSA
"
— ¥

g s

Glutamin (ug/me doku protein)
bd

Kontrol DTM SA
Gruplar

DTM+SA

Sekil 4.9. Gruplarin glutamin degerlerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi
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4.3.3. Hipokamptis ROS/RNS Aktivite Sonuglari
Deltametrin (DTM) doku oksidan duzeyini kontrol ve sirinjik asit gruplarina gore

arttirmistir. Deltametrin verilen hayvanlara sirinjik asit verilmesi (DTM+SA) doku

oksidan degerlerini deltametrin (DTM) grubuna goére disirmis olsa da iki grup

arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05). Sirinjik asit verilen gruplarda

oksidan olusumu, deltametrin+sirinjik asit (DTM +SA) grubuna gore anlamli olarak
daha dusuk bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubu ROS/RNS degerleri ortalama
=169,15 + 19,31 DCF (nM)/mg.ml* protein, Deltametrin ortalama = 288,63 + 19,13
DCF (nM)/mg.mlIt protein, Sirinjik Asit (SA) = 117,97 + 4,02 DCF (nM)/mg.ml*
protein, DTM+ SA= 212,23 + 6,07 DCF (nM)/mg.ml* protein (Tablo 4.8, Sekil 4.10).

Tablo 4.8. Gruplarin ROS/RNS ortalama degerleri

Gruplar DCF Protein ROS/RNS ortalama
(nM) (mg/ml)  degerleri (DCF nM/mg.ml-!
protein)
Kontrol (K) 2,56 0,015 169,15 + 19,31
Deltametrin (DTM) 3,33 0,012 288,63 + 19,13
Sirinjik Asid (SA) 2,02 0,018 117,97 + 4,02
DTM+SA 2,99 0,014 212,23 + 6,07
= 400- o
3 — [ Kontrol
2 * Bl DTM
2 300-
N B SA
£ E Hl DTM+SA
& o 2001 *
O £ I o p <0.05
% 100+
n p<0.01
©)
S
Kontrol DTM SA DTM+SA
Gruplar

Sekil 4.10. Gruplarin ROS/RNS degerlerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi
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4.3.4. Hipokampuste Total Antioksidan Kapasite Sonuclari
Total Antioksidan Kapasiteye bakildiginda Kontrol = 60,94 + 10,96 nM UAE/mg.ml
! protein, DTM = 33,14 + 4,09 nM UAE/mg.ml* protein, SA = 61,33 + 15,08 nM
UAE/mg.ml protein, DTM + SA = 61,78 = 9,78 nM UAE/mg.ml™* protein olarak
bulunmustur. Sirinjik Asit Total Antioksidan duzeyini DTM ve DTM+SA’ya gore

istatiksel olarak anlamli 6l¢tide arttirmistir (p<0,05). DTM de antioksidan kapasitesini

kontrol grubuna gore anlamh olarak distrmustur (p<0,05). DTM+SA ve SA nin

antioksidan duzeyi ortalamasinin Kontrol ve DTM gruplarina gére fazla olmasi
SA’nin antioksidatif etkisini gostermektedir (Tablo 4.9, Sekil 4.11).

Tablo 4.9. Gruplarin TAK ortalama degerleri

Gruplar Doku protein TAK ortalama degerleri (nM
degerleri (mg/ml) UAE/mg.ml! protein)
Kontrol (K) 7,32 60,93 £ 10,95
Deltametrin (DTM) 7,48 33,14 + 4,09
Sirinjik Asid (SA) 7,28 61,33 £ 15,07
DTM+SA 7,06 61,78 £9,78
| e ]
1 1
» .E 100+ o
-‘g E s — [ Kontrol
£ Z 80- — BN DM
- -T- == T
=
= E 604 Bl DTM+SA
m oo -
= E a0 ke o * p<0.05
=4
f_:ﬁ 204 > op<=0.01
z =
=E ol ** p<0.001

Kontrol

rm

SA
Gruplar

DTM + SA

Sekil 4.11. Gruplarin TAK degerlerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi
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4.3.5. Hipokampus Total Protein Sonuclari

Hipokampus total protein miktari ortalamalari Sirinjik Asit grubunda diger gruplara
(DTM, DTM+SA, Kontrol) oranla daha fazla bulunmustur. Fakat bu farklilik istatiksel
olarak anlamli degildir (p >0,05) (Sekil 4.12, Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Gruplarin hipokampdis total protein miktari degerleri

Gruplar Protein x DF  Total Protein
DF=1/1000 miktari(mg/ml)

Kontrol (K) 5479,757 5,48
Deltametrin (DTM)  5174,089 5,17
Sirinjik Asid (SA) 6513,066 6,51
DTM+SA 4949,393 4,94

Doku Protein mg/mL

101
| S

84 T- B DT
E’*ﬁ' . . Hl DTM+SA
B
2 47 > (.05
£ .

L

“ L] 1

K DTM SA  DTM+SA
Gruplar

Sekil 4.12. Gruplarin total protein de@erlerinin istatiksel olarak karsilastiriimasi

4.4. Dokularda Histolojik Analiz Sonuclari

4.4.1. imminohistokimyasal Degerlendirmeler

Immiinohistokimyasal olarak, aktif kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisi, alandaki total
hiicre sayisina oranlanarak apoptotik hticre orani belirlenmistir (Sekil 4.13). Sonuglar
grafik haline getirilerek ortaya konulmustur (Sekil 4.14, Sekil 4.15).
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Kontrol SA+DTM

Sekil 4.13. Hipokampiis CA1 ve CA3 alanlarinda immunohistokimyasal olarak, aktif kaspaz-3 ile boyanan hiicre sayisi. (Siyah oklar aktif kaspaz-3 ile
boyanan hiicreleri gostermektedir).

CAl
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CA1 Bolgesi ve Aktif Kaspaz-3 immiinohistokimyasi

Aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal analizler yapilarak apoptotik hicre ylzdesi
ortaya konuldugunda, CAl bélgesinde en fazla reaksiyonun Deltametrin (DTM)
grubunda oldugu goruldi (%36.52 + 2.38). Kontrol grubunda %12.82 + 0.35 olan bu
oran, sirinjik asit (SA) grubunda %10.96 + 0.31, sirinjik asit ve deltametrinin birlikte
uygulandigi grupta (SA+DTM) ise %15.38 + 0.67 olarak belirlendi (Tablo 4.11, Sekil
4.14). istatistiksel degerlendirmelerde, kontrol ve SA grubu ile; kontrol ile SA+DTM
gruplari arasinda herhangi bir farklilik bulunmamistir. Bununla birlikte DTM grubu,
gerek kontrol, gerek SA ve SA+DTM gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde daha yuksek apoptotik aktif kaspaz-3 boyanmis hiicre orani gosterdi (p
<0.001). Bununla birlikte SA ve SA+DTM gruplar arasinda da anlaml farkhliklar
tespit edilmistir (p <0.001). Bu sonuglar sirinjik asidin tek basina veya deltametrinle

birlikte verildiginde CA1 apoptoz orani izerinde etkili oldugunu géstermektedir.

Tablo. 4.11. Gruplarin hipokampiis CAL1 alt alani apoptoz degerleri

Gruplar Ort. = Std. Sapma Maximum  Minimum
Kontrol (K) 12.82 £0.35 16 10
Deltametrin (DTM) 36.52 + 2,38 54 17
Sirinjik Asid (SA) 10.96 + 0.31 14 8
DTM+SA 15.38 £ 0.67 21 6
I s | 3 Kontrol
— B DT™
IR £ % E =A
s B DIM-+SA
X
g;; 4 * o op<(0.05
g3 = p<0.0]
7_;1: ¥ ¥
= E 20 - A e p = 0.001
R = — -I—
- =
£
0 T

Kontrol DTM SA  DIM +58A
Gruplar

Sekil 4.14. CA1 Aktif Kaspaz 3 immiinohistokimya degerlendirmesi
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CA3 Bolgesi ve Aktif Kaspaz 3 immiinohistokimyasi

CALl bolgesinde oldugu gibi, en yiiksek apoptotik hiicre yiizdesinin DTM grubunda
oldugu tespit edildi (%40.81 + 3.20). Bu gruptaki artmis apoptotik hicre yuzdesi
histopatolojik bulgulari da desteklemistir. Kontrol grubu, SA ve SA+DTM gruplart,
sirastyla %13.05 + 0.41, %11.77 £ 050, ve %14.35 + 0.60 apoptotik hticre indekslerine
sahipti (Tablo 4.12, Sekil 4.15).

Tablo.4.12. Gruplarin hipokampis CAS3 alt alani apoptoz degerleri

Gruplar Ort. = Std. Sapma Maximum  Minimum
Kontrol (K) 13.05 +0.41 16 10
Deltametrin (DTM) 40.81 £ 3.20 58 15
Sirinjik Asid (SA) 11.77 + 0.50 19 9
DTM+SA 14.35 £ 0.60 21 9

Istatistiksel olarak karsilastirmalar yapildiginda, CA1 bolgesindekine benzer bir
sekilde kontrol ve SA grubu ile; kontrol ile SA+DTM gruplar arasinda herhangi bir
farklihk gézlenmemistir. DTM grubunda belirlenen artmis apoptotik hiicre oraninin,
kontrol, SA ve SA+DTM gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenirken (p<0.001), bu farkliik SA ve SA+DTM gruplari arasinda da izlenmistir
(p<0.001). Dolayisiyla aktif kaspaz-3 immiin boyanmalarini esas alarak
degerlendirdigimiz bulgularimizin, CA1 ve CA3 bélgeleri icin benzer sekilde oldugu
gorulmaustir (Sekil 4.15).

I L2 ] [ Kontrol
I o | DM
60 e == N

5o Bl DTM +SA
55
<2 40 * p<0.03
Z 5
Z = = p<i).0)]
T = ok p=U.
22 201 | |
= = - —_ FEE p<0.00]
=

Kontrol  DYIM 5A  DTM +SA
Gruplar

Sekil 4.15. CA3 Aktif Kaspaz 3 immiinohistokimya degerlendirmesi
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4.4.2. Histopatolojik Analiz Sonuclari

Hematoksilen ve Eozin (H & E) Boyama

Istk mikroskobu diizeyinde kontrol ve deney gruplarina ait 6rneklerde hipokampiis
seviyesinde CA1 ve CA3 alanlari degerlendirildi. Gerek CAL gerekse CA3 alanlari
icin en fazla néronal hasarin DTM deney grubunda oldugu saptandi (Sekil 4.16, Sekil
4.17). Ozellikle bu grupta hiicre organizasyonunun bozuldugu ve bazi hiicrelerin
dejenerasyon Kkarakteristiklerini gosterdigi dikkat cekmistir. Deltametrin grubu
ratlardan alinan kesitlerde hipokampus’in CA1 ve CA3 bolgeleri, niklear piknoz ve

hicre biztlmesi ile karakterize hucreler icermistir (Sekil 4.16).
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1.

~Kontrol DTM SA SA+DTM

Sekil 4.16. Isik mikroskobu diizeyinde kontrol ve deney gruplarina ait 6rneklerde hipokampts seviyesinde CA1 ve CA3 alanlarinin Hematoksilen ve Eozin
(H & E) boyama sonuclari (DG = Gyrus Dentatus).



Krezil Viyolet Boyama

Bolge farki olmaksizin histopatolojik olarak kontrol ve SA gruplari arasinda belirgin
bir farkhihk tespit edilmedi (Sekil 4.17). Bununla birlikte SA+DTM grubu, sadece
deltametrin grubu kadar olmasa da kondanse kromatin yapisina sahip, Nissl bizismesi
ile yogun bazofili gésteren hasarli néron yapilari icermistir (Sekil 4.17). Deltametrin
grubu ratlardan alinan kesitlerde hipokampusun CA1 ve CA3 bolgeleri krezil violet ile
boyanmis bazi sinir hiicrelerinin Nissl buzismesi ile birlikte gicli boyanarak, benzer

morfolojik degisiklikleri icerdikleri goraldi (Sekil 4.17).
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Kontrol DTM SA SA+DTM

Sekil 4.17. Isik mikroskobu diizeyinde kontrol ve deney gruplarina ait érneklerde hipokampus seviyesinde CA1 ve CA3 alanlari krezil viyolet boyama sonuglari
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5. TARTISMA

Deltametrin’in beyinde yuksek afiniteye sahip olmasi (Martinez-Larranaga, Anadon
ve ark., 2003) burada bulunan en 6nemli eksitatér nérotransmitter olan glutamati akla
getirmektedir. Glutamat’in noral uyart ve plastisite gibi fonksiyonlari vardir
(Martinez-Larranaga, Anadon ve ark., 2003). Evonuk ve ark. yaptiklar ¢alismada
glutamat’in hem amino asit yikimi hem de fazla azotun atilmasinin yani sira 6grenme
ve hafizada énemli bir rol oynadigini belirtmektedirler (Evonuk, Baker ve ark., 2015;
Sloniecka, Le Roux ve ark., 2015). Sinaptik araliga aksonlarin presinaptik
terminalinden salinan glutamat, sinyal iletiminden sonra astrositik glial hicreleri
tarafindan reabsorbe olur. Reabsorbsiyon asamasi, ¢zel glutamat veya eksitator
aminoasit tasiyici proteinleri ile saglanir. Bu tasiyici proteinler, norodejeneratif
hastaliklarda az oranda bulunur (Rothstein, Van Kammen ve ark., 1995). Glutamat
transportundaki aksaklik, sinaptik araliktaki eksitator norotransmitterlerin strekli
glutamat reseptoriinii uyarmasina ve hiicre igerisine stirekli Ca*2 girmesine sebep olur.
Hiicre icindeki asiri Ca*?, proteinler ve mitokondriler tarafindan depolanir (Van Den
Bosch, Schwaller ve ark., 2002). Kalsiyum seviyesi depolanma kapasitesini asarsa
inhibitor enzimler tarafindan katalizlenerek, apoptozu olusturan reaktif oksijen ve
nitrojen tdrleri gibi serbest radikallerin olusmasina neden olur (Van Den Bosch,
Schwaller ve ark., 2002). Glutamat aktivasyonu NMDA tipi glutamat reseptorlerinin
asiri aktivasyonunu indiikleyebilir ve hiicre igine asirt Ca*2alimi, hiicrelere zarar veren
oksidatif /nitrozatif tdrlerin olusumuna sebep olabilmektedir. (Quincozes-Santos,
Bobermin ve ark., 2014). Benzer sekilde yaptigimiz calismada DTM verilen gruptaki
ROS/RNS artisi ve asirt glutamat ekspresyonuna bakildiginda glutamat
aktivasyonu’nun intraseliiler Ca*? artisina sebep olarak hiicre hasari yaratip, serbest

radikallerin olusumunu tetikledigini distinmekteyiz.

Meyer ve arkadaslari 2008 yilinda yapmis olduklari ¢alismada DTM verilen grupta
DTM’yi baglayan reseptorleri inhibe ederek hipokampal néronlardan glutamat
salinimint hizli bir sekilde arttirdigini bulmuslardir. DTM potansiyel etkisini
konsantrasyona bagli bir sekilde hipokampal nd&ronlarin glutamaterjik aglarin
inhibisyonu yoluyla gerceklestirir. Bu da presinaptik néronlardan spontan glutamat
salinimini ve glutamaterjik transmisyonu etkiler (Meyer, Carter ve ark., 2008).

Glutamat seviyeleri DTM verilen grupta doza bagl olarak artmistir. DTM, 10
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mg/kg'lik dozda, glutamat saliniminda anlamli olmayan bir artisa neden olurken, 20
mg/kg’lhlk DTM dozda, hipokampal glutamat salinimini daha ¢ok arttirmis, 60 mg/kg
DTM dozda ise ¢ok yuksek glutamat ekspresyonuna yol acmistir. Boylece
hipokampusteki ekstraselller glutamat duzeyini artirip, hiicre dist GABAnin doza
bagimli bir sekilde ekspresyonunu azaltmistir. En yiksek DTM dozunun glutamat
lizerindeki uyarici etkileri Na* ve diger iyon kanallarina (voltaja duyarli Ca*2
kanallarina) baghidir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008). Bu sonug, deltametrinin,
hipokampiiste hiicre disi glutamati arttirmak icin hem Na* hem de Ca* kanallari
uzerinde etkili olabilecegini dustndurmektedir. Presinaptik sinir terminallerinde DTM
ile guclendirilmis Ca®* aracili glutamat salinimi DTM ile indiklenen nérotransmiter
saliniminin  kalsiyum ahmiyla yiksek oranda iliskili oldugunu bildirmislerdir
(Hossain, Suzuki ve ark., 2008). Hossain ve ark. deltametrin’in hipokampuste
ekstraseliler glutamat diizeylerini doza bagli arttirdigini ve hipokampusteki eksitator
glutamaterjik néronlarin inhibitor GABA salan interndronlarla module edildigini
gostermislerdir (Hossain, Suzuki ve ark., 2008). Wu ve ark. deltametrin’in glutamata
bagh bir yolak araciligi ile nérodejenerasyonu indtkledigini bildirmislerdir (Wu A ve
Y., 2003). Rat cerebrokortikal sinaptozomal membranin, glutamat reseptorini
baglamasina DTM’nin etkisinin analiz edildigi calismalarda, DTM verilen grupta
glutamat baglanma orani artarken, DTM norotoksisitesinin, glutamat’in
norotransmitter mekanizmasini bozdugunu gostermislerdir (Zhao X, Dai S ve ark.,
1995; Zhao, Zhu X ve ark., 1997). Tayebati ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada
kronik DTM maruziyetinin toksisiteye karsi toleransin gelismesinde azalan nikotinik
ve muskarinik reseptorler yoluyla nérotransmisyon mekanizmasini bozdugunu
bildirmislerdir (Tayebati, Di Tullio ve ark., 2009). Subakut DTM intoksikasyonuna
maruz kalan ratlarin, kontrol degerlerine gore deneyin erken ve son asamalarinda
cerebral glutamik asit (eksitatér amino asit) seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir
artisa neden olmustur. Bu artisin sebebi olarak DTM’ nin cerebral sinaptozomlarindan
Ca*?’ya bagll L-glutamat salinimini stimule ettigini ve DTM norotoksisitesinin
glutamat metabolizmasinin bozulmasinda énemli bir rol oynadigini géstermislerdir.
Ayni zamanda DTM maruziyetinin ratlarda orta derecede hipoglisemiyi karakterize
eden norolojik belirtiler ve semptomlar gosterdigini ve orta derecede hipoglisemide
alternatif enerji kaynaklari olarak glutamat/glutamin gibi amino asitlerin
kullanilmasinin glutamat ve glutamin’in huicre disi konsantrasyonlarinda énemli bir

artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle deltametrin’in alfa-siyano grubu ile
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yuksek afiniteli glutamat aliminda beyin dokusunun islevini bozabilecegini ve
glutamata baglh bir yoldan nérodejenerasyona yol actigini bildirmislerdir (El-Zayat E,
Rawi S ve ark., 2008). Yaptigimiz calismada literattrle uyumlu olarak DTM verilen
gruplarda (Grup Il ve 1IV) DTM’nin glutamat ekspresyonunu istatiksel olarak anlamli
derecede arttirdigini saptadik. Glutamat ekspresyonunun artmasinin nedeni olarak
glutamat eksitotoksisitesini arttirarak glutamin ve glutamat ndérotransmitter
mekanizmasini bozdugunu veya glutamat transport sistemini bozarak, nérotoksik asiri
reaktif oksijen ve nitrojen tirlerini (ROS/RNS) olusturdugunu dustinmekteyiz. Olusan
serbest oksijen radikalleri, glutamat uptake inhibisyonu veya iyon kanalli reseptorlerin
asir aktivasyonu (hiice i¢i Ca*? artisi) ile glutamin ve glutamat ekspresyonunu bozmus
olabilir. Ya da glutamata bagh bir yoldan glutamat ve glutamin ekspresyonunu
arttirarak nérodejenerasyonun indiiklenmesine sebep olmus olabilir. Bu nedenle DTM
norotoksisitesinin gelisimindeki potansiyel roliini agikhga kavusturmak igin,
DTM’nin glutamaterjik fonksiyon tzerindeki molekdiler etkileri hakkinda daha fazla

bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yiksek dozda deltametrin’e maruz kalmak rat hipokampls hucrelerinde intraseliiler
Ca*? konsantrasyonunu ve apoptotik hizi arttirir (Li, Shi ve ark., 2002). in vitro ve in
vivo calismalar, deltametrin ndrotoksisitesinin  6nemli bir mekanizmasinin da
apoptozda p53, bax, bcl-2 ve kaspazlarin ekspresyonu oldugunu gdstermistir
(Cicerale, Lucas ve ark., 2010; Wu A, Li L ve ark., 2003; Wu A ve Y., 2000). Kaspaz,
apoptoz mekanizmasinda énemli rol oynayan bir sistein proteaz ailesidir (Alnemri,
Livingston ve ark., 1996). Wistar albino erkek ratlarin ndron hicrelerinde
deltametrin’in apoptotik hizi ve kaspaz-3 ekspresyonu lzerine etkisini arastirmak igin
yapilan bir calismada, hipokampiste akut DTM’ye maruz kalan gruplarda apoptoz
oranlari daha yiiksek oranda bulunmustur. Deltametrin ndrodejenerasyonunda rat
hipokampustinde 24 ve 48 saat sonra dejenerasyon ve apoptoz indiklenmistir (Wu A
ve Y., 2000). Yuksek dozda deltametrine maruz kalan ratlarin néronal hucrelerinde
olusan apoptoz, kaspaz-3 aktivitesini ve ekspresyonunu etkiler (Huang, Qing ve ark.,
2010; Li, Shi ve ark., 2004). Bu sonuclar deltametrin’in, rat hipokampusiinde
dejenerasyon ve apoptotik hicre o6limine neden oldugunu ve deltametrin
ndrotoksisitesinde apoptozun énemli bir rol oynadigini disundirmektedir (Wu A, Li
L ve ark., 2003; Wu A ve Y., 2000). Literatirde DTM’ye maruz kalan gruplarda

hipokampus kalinliginda ve agirliginda azalma (Husain, Malaviya ve ark., 1994),
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norodejenerasyon, CAl ve CA3 alt alanlarinda piramidal hiicre yogunlugunun
azalmasli, vakualizasyon, nekrozis, glial hiucre dejenerasyonu, invivo ve invitro
apoptozis’in arttigi gézlenmistir (Sharma, 2015; Tayebati, Di Tullio ve ark., 2009).
Hematoksilen-eozin (H & E) boyama ile, 12,5 mg /kg'lik bir dozda deltametrin
uygulanmasindan sonra hipokampuste ¢ok sayida dejeneratif hicre (hucre
cekirdeklerinin  piknozisi, eozinofilik sitoplazmanin bozulmasi) goérilmustar.
Dejeneratif hucrelerin benzer morfolojik degisiklikleri, krezil viyole ile de
gOzlenmistir (Wu A ve Y., 2000). Calismamizda da her iki boyama ydnteminde de
DTM grubunda hipokampdste piknozis ve nérodejeneratif hiicre sayisi diger gruplara
oranla daha fazla bulunmustur (p<0,05). DTM grubundan alinan Kkesitlerde
hipokampuste CA1 ve CAS3 alt alanlari bozuk hiicre organizasyonu, nérodejeneratif
hicreler, niklear piknoz, hiicre bizilmesi ve krezil violet ile boyanmis bazi sinir
hlcrelerinde ise nissl blzusmesi gibi morfolojik degisiklikler gortlmustir. Benzer
sekilde calismamizda hipokampus CA3 alt alanlarinda DTM verilen grupta diger
gruplara gore apoptoz orani istatiksel olarak anlamli farklilik gostermistir (p<0,05).
Mekansal 6grenme ve hafiza icin énemli olan hipokampis CA1 bdlgesi ndronlari
degerlendirildiginde deltametrin grubunda diger gruplara (Kontrol, Sirinjik Asit (SA),
Deltametrin+Sirinjik Asit (SA+DTM)) gore apoptoz orani istatiksel olarak anlamli
farklihk gostermistir (p<0,05). Sirinjik Asit (SA) grubu ile Deltametrin+Sirinjik Asit
(SA+DTM) gruplari arasindaki fark da anlamlidir (p<0,05). Bu sonuglar Sirinjik Asit
verilen grubun CAL alt alanindaki apoptoz oraninin digerlerine gére daha az oldugunu
ve DTM norotoksisitesine karsi etkili oldugunu gostermektedir. DTM ise artan
oksidatif kapasite, serbest radikal indiiksiyonu, nérotransmitter transport mekanizmasi
veya uptake inhibisyonu yoluyla hipokampal noéral hiicrelerde apoptozisi ve
ndrodejenerasyonu tetiklemis olabilir.

Hossain ve ark. tekrarli deltametrin maruziyetinin hipokampus ve 6grenme Gzerindeki
etkilerini degerlendirdikleri bir calismada deltametrin verilen grupta hipokampusteki
hlcrelerin azalmasina ve hipokampal nevrojenezin potansiyel olarak bozulmasina
neden oldugunu bildirmislerdir ve sonu¢ olarak deltametrin maruziyetinin,
hipokampal prekirsor proliferasyonundaki aciklara yol actigini ve bunun da 6grenme
bozuklugu ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir (Hossain, DiCicco-Bloom ve ark.,
2015). Chen ve arkadaslarinin oral gavaj ile 28 guin DTM uyguladiklari ratlarda

hafizada 6nemli rol oynayan sinaptik proteinlerden olan N-metil-D-aspartat reseptor
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1, sinaptofizin ve sinapsin’in eszamanli olarak azaldigini ve boylece uzaysal hafiza ve
6grenmenin bozuldugunu bildirmislerdir. Ayni zamanda hiperfosforilasyon yoluyla
hipokampiste néron kaybi ve kognitif anormallikler oldugunu saptamislardir (Chen,
Luo ve ark., 2012). Ratlarda hipokampus ve striatum Gzerine yapilan bir ¢alismada
agirlikh olarak DTM uygulanan gruplarda davranissal testlerin sonuclari (acik alan ve
labirent testleri), anksiyete, 6grenme, hafiza diizeyini ve genel motor aktivitesini kot
yonde etkiledigini ve dnemli davranissal degisikliklere sebep oldugunu géstermektedir
(Gasmi, Rouabhi ve ark., 2017). Deltametrin ile ilgili yapilan bu calismalar 6grenme
islevini belirgin bir sekilde bozdugunu géstermektedir (Husain, Husain ve ark., 1996;
Husain, Malaviya ve ark., 1994). Benzer sekilde calismamizda kontrol, SA ve
DTM+SA gruplarinin dogruluk indeksleri DTM grubuna gore daha yuksektir
(p<0,05). Testi bitirme suresinde (open field, radial arm maze testleri) kontrol grubuna
gore dzellikle SA grubunda anlamli bir sekilde azalma gorilirken, DTM+SA grubu
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0,05). Bu sonuclar
deltametrin maruziyetinin hipokampal néronal hiicreleri etkileyerek uzaysal hafiza ve

6grenmenin bozuldugunu gostermektedir.

Literatirde deltametrin maruziyetinin cerebral dokularda lipid peroksidasyon diizeyini
(Abdel-Daim, Abd Eldaim ve ark., 2014; Dubey, 2012; Galal, Khalaf ve ark., 2014;
Li H. Y, Shi ve ark., 2005) ve antioksidan enzim kapasitesini farkli yollardan etkiledigi
gosterilmistir (Abdel-Daim, Abd Eldaim ve ark., 2014; Limon-Pacheco ve Gonsebatt,
2009; Tuzmen, Candan ve ark., 2008). Merkezi sinir sistemi, oksidatif hasardan daha
fazla etkilenir. Bunun baslica nedenleri O2'nin yiksek kullanimi, az gelismis
antioksidan agi ve ¢ok sayida oksitlenebilen yag asitleri icermesidir (Tuzmen, Candan
ve ark., 2007). Bu nedenle deltametrin verilen gruplarda beyindeki total protein
seviyesinin azaldigi ve bu azalmanin ¢esitli antioksidan enzim seviyesinin ve hiicre igi
gecirgenligin azalmasi nedeniyle oldugu bildirilmistir (Sharma, 2015). Benzer sekilde
calismamizda DTM verilen grupta oksidatif hasarin (ROS/RNS) diger gruplara gore

daha fazla oldugu tespit edilmistir.

DTM’ye maruz birakilan ratlarda lokomotor aktivitenin azaldigini gosteren bircok
calisma yapilmistir. Open field testleri ile DTM uygulanan gruplarda azalan lokomotor
aktivite ve artan hareketsizlik stiresi tespit edilmistir. DTM, lokomotor aktivitede doza
bagh dususler tretmektedir (Ricci E.L, Ferreira V ve ark., 2013). Spontan lokomotor

aktivitede olan degisikligin sebebi uygulama siresinin artisina bagl olarak (kronik)
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hipokampiiste DTM ve metabolitlerinin birikimidir (Dayal, Parmar ve ark., 2001).
Literatirle uyumlu olarak open field testlerinde Kontrol ve SA gruplarina gére DTM
ve DTM+SA gruplarinda alinan toplam yol, ortalama hiz ve girilen kare sayisinda yani
lokomotor aktivite testinde anlamli bir azalma goralmastir (p<0,05). DTM’nin
lokomotor aktivite tizerinde azaltici bir etkisinin oldugu, SA’nin ise lokomotor aktivite
Uzerinde arttirici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (p<0,05). DTM verildikten
sonra acik alan aktivitesinin azalmasi, (cok distk dozlarda bile olsa uygulama siiresine
bagh olarak) artmis ‘anksiyete’ nin bir sonucu olabilir. SA verildikten sonra artan
lokomotor aktivitenin sebebi ise antioksidatif ve noroprotektif etkisinin anksiyete

duzeylerini azaltmasi olarak acgiklanabilir.

Biyoflavonoidlerin antiinflamatuar aktivite, sitokrom P450 enzimlerinin inhibisyonu
ve antiviral aktivite gibi cesitli biyolojik aktiviteleri gosterdikleri bilinmesine ragmen,
noroprotektif rolleri tam olarak bilinememektedir. Bu nedenle SA’nin biyolojik
etkisinin arastirildigi bir calismada SA'nin ROS ile induklenen oksidatif hasara karsi
noroprotektif etki gosterdigi tespit edilmistir. Kang ve ark. apoptozise aracilik ettigi
bilinen staurosporin ile yaptiklari calismada, SA’In néroprotektif etkisinin hicre 6lim
kaskadlarini veya apoptoza yol acan sinyallerin dogrudan blokaji ile iliskili
olabilecegini ortaya koymuslardir (Tokmak, Yuksel ve ark., 2015). Hipokampal néral
hicrelerin oksijen-glukoz yoksunlugunu takiben reperfiizyon yapilan in vitro bir
calismada SA'nin farkli dozlarinin hipokampus néronlarinda apoptozun azalmasina ve
gucli noroprotektif etkiler gostermesine neden oldugu bildirilmistir (Cao, Zhang ve
ark., 2016). SA’nin oksidatif hasari (ROS/RNS), apoptozu ve nérodejenerasyonu
istatiksel olarak anlamli derecede azalttigi calismalar vardir (Tokmak, Yuksel ve ark.,
2015). Kim ve arkadaslarinin sirinjik asidin hipokamptis CA1 alt alaninda potansiyel
etkisini degerlendirdikleri bir calismada 20 mg/kg SA’nin glia aktivasyonunun
inhibisyonunu saglayarak gucli noroprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir (Kim,
Yan ve ark., 2013). Yaptigimiz calismada benzer sekilde SA tedavisinden sonra
hipokampiste TAK degerlerinde artis ve CA1l ve CA3 alt alanlarinda ROS/RNS
seviyelerinde ve oksidatif hasarda bir azalma bulunmustur (p<0,05). Bunun sebebi
olarak SA’nin, noral dokulari oksidatif hasara karsi daha duyarli hale getirdigini ve

bunun da antioksidan enzim indlksiyonu ile TAK duizeyini arttirdigini diistinmekteyiz.

Kaspaz-3'un (intrinsik yol) aktivasyonunun, nérodejeneratif hiicrelerin neden oldugu
apoptozda 6nemli ve irreversibl oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda ratlarda
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kaspaz-3 aktivitesinin sirinjik asit verilen gruba kiyasla diger gruplarda belirgin bir
sekilde arttigi bildirilmistir (Tokmak, Yuksel ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda da
SA grubu DTM grubu ile karsilastirildiginda daha az kaspaz-3-immdiinopozitif néron
gosterdigi ve DTM+SA grubu ile karsilastirildiginda ise kaspaz-3 immiunopozitif
noronlarin  SA uygulandiginda 6nemli 0Olctide azaldigr gorilmastir (p<0,05).
Hipokampiis CA1 ve CA3 alt alanlari ortalamalarina bakildiginda en az apoptotik
hicre sayisi Sirinjik Asit ve SA+DTM gruplarinda iken en fazla apoptoz gosteren
hicreler DTM grubundadir (p<0,05). Bu sonuclar sirinjik asidin tek basina veya
deltametrinle birlikte verildiginde CA3 alt alaninda apoptoz orani Uzerinde etkili
oldugunu gdstermektedir. Sirinjik asitin bu etkisini hipokampusteki total antioksidan
seviyesini arttirarak veya serbest radikallarin inhibisyonu yoluyla apoptoz oranini

azalttigini distinmekteyiz.

Husein R ve ark. ratlarda deltametrin’in davranissal, nérokimyasal ve néromorfolojik
etkilerini inceledikleri bir calismada oral olarak DTM’ye maruz birakilan ratlarin
viucut agirhginda 9. gunden itibaren bir dusiis oldugunu ve maruziyetin 15.giinlinde
vicut agirliklarinin 6nemli élgide azaldigini bulmuslardir (Husain, Husain ve ark.,
1996). Benzer sekilde calismamizda DTM ve DTM+SA verilen gruplarda total viicut
agirliginda istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalma bulunmustur (p<0,05).
DTM+SA verilen grupta DTM grubuna goére bu azalma daha azdir. Viicut agirhiginda
en fazla artisin SA verilen grupta oldugu tespit edilmistir. Bu artis diger gruplara gore
istatiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Bu sonuglar SA’nin DTM (zerinde agirhk
degisimi acisindan olumlu bir etkisi oldugunu gostermektedir. DTM verilen
gruplardaki azalmanin nedeni olarak kronik uygulanan DTM’nin (uygulama suresine
bagl) hayvanlarda oksidatif hasar olusturarak yem tuketimini azalttigini ve kalori

kaybi sonucu vicut agirhgi artisinin azaldigini diistinmekteyiz.

Elde edilen bulgular sirinjik asidin, deneysel kronik deltametrin maruziyetine karsi
reaktif oksijen ve nitrojen tdrlerinin hipokampiste olusturdugu oksidatif hasari
iyilestirebilecegini dustindurmektedir. Ayrica total antioksidan seviyesindeki artisa
bagh olarak noérodejenerasyonu ve bozulmus hicresel organizasyonunu
azaltabilecegini gostermektedir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkili bir
terapotik ajan olarak sirinjik asit kullanimini degerlendirmek icin daha fazla deneysel
calisma yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle sirinjik asidin hipokampiiste hangi

fizyolojik mekanizma yoluyla (resptorler, yolaklar ve ndrotransmitterler) kisa ve uzun
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streli hafiza Gzerine etki ettigini arastiran ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calismadaki parametreler geleneksel Cin tibbinda kullanilan alternatif sirinjik asit
tedavisinin gelecekte kullanilmak tizere daha da gelistirilmesi icin yararli bir temel

saglar.
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6. SONUC ve ONERILER

Deltametrin (DTM) uygulanmasi; Hipokampiste CAl ve CA3 alt
alanlarindaki total antioksidan kapasitesini, total protein miktarini azaltarak,
ROS/RNS aktivitesini, apoptoz oranini arttirmasi toksisite calismalarinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak 6grenme deneyleri bulgularina gére
o6grenmeyi bozmus ve hipokampuste glutamat/glutamin ekspresyonunu
arttirmistir. Bunun sebebi olarak bozulmus glutamat/glutamin transport
mekanizmasi, hicre icerisine asiri glutamat alimi, eksitator glutamat
resptorlerinin kinetiginin degismesi, glutamat eksitotoksisitesi ve ekspresyon

mekanizmasinin bozulmus olabilecegini gostermektedir.

Sirinjik Asit (SA) uygulanmasi; Hipokamptiste CAl ve CAS3 alt alanlarinda
total antioksidan kapasitesini, total protein miktarini arttirmasi, ROS/RNS
aktivitesi ile apoptoz oranini azaltmasi SA’nin potansiyel koruyucu rollni ve
antioksidan etkisini gostermektedir. Ogrenme deneyleri ile de kisa, uzun siireli
hafiza ve 6grenme Uzerine olumlu etkisi gorulmektedir fakat glutamin
ekspresyonunu azaltmasi farkli bir yolak (dopamin, asetil kolin vs.) Gizerinden

hafizay! glclendirdigini distindtrmektedir.

Deltametrin ve Sirinjik Asidin (DTM+SA) birlikte uygulanmasi;
DTM+SA birlikte verildiginde DTM grubu’na goére total antioksidan
kapasiteyi ve total protein miktarini arttirmasi SA’nin DTM Uzerindeki
potansiyel antioksidan etkisini gostermektedir ve hipokampus CAl ve CA3 alt
alanlarindaki apoptoz oranini ve ROS/RNS aktivitesini azaltmasi ise DTM’nin
oksidatif etkisini azalttigini gostermektedir. Glutamat/glutamin ekspresyonunu
DTM grubu kadar bozmamis olsa da kisa/uzun sureli hafiza ve 6grenme

testlerinde de DTM grubu’na goére daha iyi sonugclar elde edilmistir.

Uygulama Siresi; Deltametrin’in akut toksisitesi kapsamli bir sekilde
arastiriimisken, Wistar Albino tird ratlar’in DTM’nin kronik (2 ay) maruziyeti
uzerine daha az bilgi mevcuttur. DTM’nin kronik etkisine bakilan bu ¢alismada
oksidatif ve apoptotik etkisi tespit edilmistir. Fakat uygulama suresine bagli
olarak DTM norotoksisitesi, norodejenerasyonu, glutamat ve glutamin

ekspresyon dizeyi, norodejeneratif hicre sayisi, hipokampusteki piknozis,
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ratlarda gozlenen davranissal degisiklikler, viicut agirligi, lokomotor aktivite
ve anksiyete diizeyi degismektedir.

Sirinjik Asidin potansiyel koruyucu etkisi; Literatirde Wistar albino ratlarin
deltametrin’in kronik toksisitesine karsi sirinjik asidin hipokampis CAL ve
CA3 alt alanlarindaki néron morfolojisi tzerindeki potansiyel néroprotektif
etkisini, antioksidan potansiyelini uzun, kisa sireli hafiza ve 6grenme
tizerindeki etkisini degerlendiren bir ¢alisma yoktur. Ogrenme deneyleri ile
SAnin istatiksel olarak anlamli etki gosterdigi aciktir. DTM ile birlikte
uygulandiginda DTM grubuna gore farklilik géstermesi DTM Uzerinde etkisiz
oldugunu géstermez. SA tedavisinden sonra hipokampiste antioksidan enzim
induksiyonu ile TAK duzeyini arttirmasi, CA1/CAS3 alt alanlarinda ROS/RNS
seviyelerinde, oksidatif hasarda bir azalma olmasi antioksidatif ve
noroprotektif etkisini gostermektedir. DTM grubunda belirlenen artmis
apoptotik hiicre oraninin, SA ve SA+DTM gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli  olmasi, SA’nin antiapoptotik etkisini gostermektedir. Vicut
agirligindaki anlamh artis, lokomotor aktivite tizerinde arttirici etkisi, 6grenme
testlerini bitirme sireleri ve dogruluk indeksleri kisa/uzun sireli hafiza
Uzerindeki anlamh etkisini gostermektedir. Bu nedenle SA’nin molekiler
mekanizmasinin aydinlatilabilmesi igin tek doz yerine farkli dozaj calismalar
ile hipokampusteki farkli norotransmitterler, reseptorler veya yolaklar
(dopamin, asetil kolin gibi) tzerinden hafiza Gzerindeki etkisini incelemek,

yeni ve alternatif bir tedaviye yol acabilir.

Uyguladigimiz antioksidan madde ve dozu hipokamplste oksidatif stres,
apoptoz ve norodejenerasyonu azaltmaktadir. Bu nedenle calismanin
biyokimyasal ve histopatolojik sonuclari ile SA’nin alternatif bir tedavi
yontemi olarak kullanilabilecegini diisinmekteyiz.

Sirinjik asidin norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ilacglarin gelistirilmesi
icin potansiyel bir kaynak olabilecegini diisiinmekteyiz.

Literattrde hipokampuste deltametrin ile indtklenen oksidatif stres tizerine cok
cesitli antioksidanlar kullanilmistir. Fakat deltametrinle olusturulan oksidatif

hasari ve apoptoz’u dnlemek icin sirinjik asit’in (SA) olasi koruyucu etkisini
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gOsteren bunun yani sira hafiza ve 6grenme tzerindeki etkisini degerlendiren
deneysel bir calisma bulunmamaktadir. Sirinjik asidin glutamat ve glutamin
ekspresyonu Uzerinden 6grenmeyi etkilemedigi aciktir. Bu nedenle sirinjik
asidin ogrenme deneylerindeki etkilerine bakilarak 6grenme ve hafiza
bozukluklarinda hangi yolaklar (asetil kolin, dopamin, GABA) (zerinden
hafizayi glglendirdiginin ileride yapilacak calismalarla arastiriimasi gerekir.

Bulgularimiz halk saghgi acgisindan deltametrinle etkilenmis yiyecek ve su
tliketimi yoluyla maruz kalanlara, antioksidan 6zellikleri nedeniyle sirinjik asit
takviyesinin  deltametrin  norotoksisitesine  karsi  olumlu etkilerinin

olabilecegini gostermektedir.

Sirinjik asit’in (SA) ve DTM+SA’nin hipokampusteki total antioksidan
aktivitesine bakilarak serbest radikallerin inhibisyonuna sebep oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle deltametrinin olusturacagi hasarin 6nlenmesinde
Ozellikle uygulayanlara destek verilebilecegi ya da ilag gelistirilmesi

asamasinda SA’dan yararlanilabilecegini disinmekteyiz.

SA tedavisi histopatolojik ve imminohistokimyasal ekspresyon agisindan

DTM ile indlklenmis apoptoza karsi koruma saglamaktadir.

Bu sonuglar deltametrin kaynakli nérotoksisite mekanizmalarina ve sirinjik
asidin 6grenme, glutamat/glutamin ekspresyonu, aktif kaspaz-3 ekspresyonu,
total antioksidan kapasite, reaktif oksijen ve nitrojen turlerine etkilerine dair
onemli bilgiler saglar. Bu nedenle deltametrin maruziyeti ile olusan néron
hasarina karsi noroprotektif onlemler hakkinda daha fazla arastirma

yaptlmasinin gerektigini disundirmektedir.

Literatirde kronik sirinjik asidin kisa ve uzun sureli hafiza Uzerindeki etkilerini
degerlendiren (open field, radial arm maze), ek olarak kronik deltametrin
norotoksisitesine karsi potansiyel koruyucu rolinu arastiran herhangi bir
calisma yapilmamistir.
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