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OZET

Amag: Sodyum metabisilfitin giinlik alinabilir miktarin tizerinde tlketilmesi halinde
toksik etkilerin ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Halk saghg: taramalar1 ¢ocuklarda stlfit
alimmim gilivenli guinluk dozun 110 katma kadar twrmandigini gostermektedir.
Gunlimuzde DEHB tanili ¢ocuk sayisindaki artig ve silfit alimi ile ilgili 6nceki
gOzlemlerimiz dikkate alindiginda, stlfitin DEHB gelisimine katki saglayabilecegi fikri
akla gelmis ve DEHB etiyolojisinde sulfit ndrotoksisitesinin yer alip almadigmin

deneysel olarak arastiriimasi hedeflenmistir.

Yontem: 20 giinliik sican yavrulart K, S25 ve S100 gruplarma ayrilmistir.35 Gin
boyunca S25 (25mg/kg) ve S100 (100mg/kg) gruplarma her giin sodyum metabisulfit, K
grubuna ise musluk suyu gavajla verilmistir. Davramis degisiklikleri agikalan ve
yiikseltilmis art1 labirent testleriyle degerlendirilmistir. Frontal ve motor kortekslerden 5
frekans bandinda bilateral EEG kaydi alimmistir. Frontal lobda glutamat, glutamin, AKG
dizeyleri, GDH, ALT aktiviteleri ve GDH, ALT mRNA’lar1 6l¢tilmdistiir.

Bulgular: Acik alan testinde kat edilen mesafe, girilen kare sayisi ve hiz S100 grubunda
K grubuna gore artmustir. Yikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gegirilen siire
S100 grubunda azalmistir. EEG Kayitlar1 S25 ve S100 gruplarinda frontal korteks i¢in o,
0 ve Bl bantlarinda, motor korteks i¢in ise 0, 6 ve f2 bantlarinda giiglenme oldugunu
ortaya koymustur. Frontal lobda AKG diizeyleri agisindan bir fark elde edilmemisken,
S100 grubunda K’ye goére GDH aktivitesinde artis, ALT aktivitesinde ise azalma
bulunmustur. Glutamin duzeyi, S25 ve S100 gruplarinda K grubuna gore yiikselmisken,
glutamat diizeyinde sadece S100 grubunda artig goriilmiistir. ALT ekspresyonu, S25 ve

S100 gruplarinda K’ye azalirken, GDH ekspresyonlar1 arasinda fark bulunmamustur.

Sonug: Bulgularimiz, ¢ocukluk ¢aginin modellendigi sigan yavrularinda sodyum
metabistlfit tiketiminin DEHB gelisimine katki saglayabilecegini isaret etmektedir. Bu
nedenle siilfitin norogelisimsel siiregler tizerindeki etkilerinin daha detayl arastirilmasi

ve toplumumuzda siilfit tiiketiminin takibe alinmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sodyum metabisulfit, DEHB, Glutamat regulasyonu, EEG



ABSTRACT

Objective: Sodium metabisulfite, a food additive has been reported to possess toxic
actions when consumed at amounts above safe level. Public health screenings have
revealed that sulfite intake among children can reach up to 110 times of the acceptable
daily level. Considering the increase in the number of children diagnosed with ADHD,
and our previous observations related to sulfite intake, the idea of the possibility of
sulfite to contribute to ADHD development in children emerged, and the investigation of
whether the abnormalities associated with ADHD ethiologytake place in sulfite

neurotoxicity was targeted.

Methods: Rat pups, 20-day old, were divided into K, S25 and S100 groups. S25 and
S100 groups were daily given sodium metabisulfite at doses of 25mg/kg and 100mg/kg,
respectively, and K group was administered tap water by gavage. Behavioral alterations
were evaluated by open field and elevated plus maze tests. EEG From frontal and motor
cortices were recorded bilaterally. Glutamate, glutamine, AKG levels, GDH, ALT

activities and GDH, ALT mRNA levels were measured in the frontal lobe.

Results: The total distanced moved, the number of squares entered and velocity were
higher in S100 group compared to K group. The time spent in the open arm in the
elevated plus maze was lower in S100 group in reference to K group.EEG Recordings
revealed enhanced 6, 6, Biand 6, 6, B2 frequency bands for frontal and motor cortices,
respectively, both in S25 and S100 groups. No difference was found for AKG levels;
however, ALT and GDH activities were lower and higher in S100 group, respectively.
Glutamine levels increased in both S25 and S100 groups compared to K group.
Glutamate level was only higher in S100 group. Whereas ALT expression presented a

decrease in S25 and S100 groups, there was no alteration in terms of GDH expression.

Conclusion: Our findings pointed out that sulfite intake might contribute to ADHD
development in childhood rat model. Thus, the effects of sulfite on neurodevelopmental

processes and the screening of sulfite intake in our country are suggested.

Key words: Sodium metabisulfite, ADHD, Glutamate regulation, EEG


https://www.seslisozluk.net/ethiology-nedir-ne-demek/
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1. GIRIS

Antimikrobiyal ve antioksidan etkileri nedeniyle kisa siirede bozulmayi engellemek
amaciyla olduke¢a sik kullanilan gida katki maddeleri arasinda siilfit bilesikleri de yer
almaktadir. Toplum saghgini gdzetmek igin Ingiltere, Japonya, Avustralya ve Amerika
Birlesik Devletleri gibi pek ¢ok iilkede belirli araliklarla yapilan anketlerle toplumdaki
ortalama giinliik siilfit alimi1 takip edilmektedir. Bu anketlerden elde edilen sonuglar
oldukga carpici niteliktedir. Ingiltere’de 16 — 64 yas araligindaki eriskinlerin aldig:
giinliik stlfit miktarinin giivenli dozdan 24 kat, 1,5 — 4,5 yas arasindaki ¢ocuklarin
tiketiminin ise 110 kat fazla oldugu ortaya ¢cikmustir (Vandevijvere ve ark. 2010).
Literatiirde siilfit maruziyetinin ¢ocuk yas gruplarinda giivenli dozun c¢ok iizerine
cikabildigi gosterilmis olmasina ragmen, siilfit bilesiklerinin ¢ocuk yas grubundaki

toksik etkileriyle ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamaktadir.

Gida boyalarinin ve katki maddelerinin ¢ocuklarda hiperaktivite davranis bozuklugu
olusumunda ve devamliliginda 6nemli etkileri olabilecegini 1975 yilinda Ben Feingold
one strmiistiir (Feingold 1975). Hiperaktivite, erken ¢ocukluk doneminde baslayan ve
okul cagindaki g¢ocuklar arasinda en sik rastlanan davramig bozukluklardan biridir
(Barkley 1998). Cocuklarda sadece sosyal iliskileri etkilemekle kalmayan hiperaktivite,
anksiyete ve Ogrenme bozukluguna da sebep olmaktadir (Hanwella ve ark. 2011).
Hiperaktivite bozuklugunun altinda yatan sebepler heniiz bilinmemekle beraber iizerinde
durulan olas1 mekanizmalardan biri noronlardaki enerji deplesyonudur (Todd ve
Botteron 2001; Russell ve ark. 2006). Noronlarin enerji regiilasyonunda bir dizi
kimyasal reaksiyondan olusan krebs dongiisii biiyiik Onem tasimaktadwr. Krebs
dongisine giren substratlardan biri de a-ketoglutarattir (AKG). Noronlarda ve
astrositlerde bulunan AKG, alanin aminotransferaz (ALT) ve glutamat dehidrogenaz
(GDH) enzimleriyle glutamattan sentezlenmektedir. Merkezi sinir sisteminin major
eksitator norotransmitteri olan glutamat ise cift yonli kataliz yapan ALT ve GDH
enzimlerinin yani sira substrat olarak glutamini kullanan glutaminaz enzimi tarafindan
da olusturulmaktadir (Sudhof ve ark. 1993; Daikhin ve Yudkoff 2000). Glutamat
metabolizmasinin disregiilasyonunun hiperaktivite davranis bozuklugu patogenezinde
yer aldigi klinik ve preklinik calismalarda manyetik rezonans spektroskopisiyle

1



gosterilmistir (MacMaster ve ark. 2003; Carrey ve ark. 2007; Lesch ve ark. 2013).
Ayrica, yakin zamanda yapilmisg bir calismada frontal korteksteki glutamat diizeyindeki
artigin hiperaktiviteyle pozitif korelasyonu gosterilmistir (Liso Navarro ve ark. 2014).

Silfitin norotoksisiteye yol agtigr bugilin bilinen bir gercektir. Zhang ve arkadaslari
(Zhang ve ark. 2004) siilfitin mus musculus kiiltiir néronlarinda GDH inhibisyonu
yaptigin1 ve adenozin trifosfat (ATP) biyosentezini azalttigini géstermistir. Benzer
sekilde, Grings ve arkadaglar1 (Grings ve ark. 2014), siilfitin geng sigan beyin
kesitlerinde mitokondrial GDH aktivitesini inhibe ettigini One slrmiistiir. Siilfit
norotoksisitesinin primer hedeflerinden birinin, beyinde yaygin olarak bulunan GDH’y1
inhibe etmesi ve glutamaterjik regiilasyonu bozmasi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
bilgilerin 15181 altinda c¢ocuklarda git gide yayginlasan hiperaktivite bozuklugunda
kontrolsiizce maruz kalinan siilfit bilesiklerinin noérotoksik etkilerinin ve glutamat

metabolizmasinin etkili olabilecegi fikri akla gelmektedir.

Hiperaktivite bozuklugu cocuklarda ve eriskinlerde dikkatsizlik, anksiyete ve motor
aktivite artis1 ile kendini gostermektedir. Buna ek olarak, beynin spontan aktivitesindeki
anomalilerin de hiperaktiviteye eslik ettigi pek cok calismada elektroensefalografi
(EEG) analizleri ile gosterilmistir (Monastra 2008; Fallahpour ve ark. 2010; Clarke ve
ark. 2011).

Yapmis oldugumuz literatiir taramalar1 g6z Oniinde bulundurularak, daha once
gozlemledigimiz siilfit tiiketimine bagli gelisen lokomotor aktivite artisinin, beyinde
glutamat ve  enerji  metabolizmasinin  bozulmasindan  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, gesitli gida katki maddelerinin ¢ocuklarda hiperaktiviteye yol
actig1 bilgileri dikkate almarak, siilfit derivelerinin 6zellikle ¢cocuklar tarafindan yiiksek
dozlarda alindig1 disiiniildiigiinden, bu tez ¢aligmasinda laktasyon sonrasi donemde
farkli dozlarda siilfite maruz birakilan sicanlarda silfitin etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda frontal ve primer motor korteksteki beyin
aktiviteleri incelenerek, siilfit maruziyetinin davramis ve EEG degisiklikleri {izerine
etkileri degerlendirilmis ve olas1 etkinin mekanizmasi frontal kortekste bulunan
glutamat, glutamin, AKG seviyelerine, ALT ve GDH mRNA dizeyleri ve aktivitelerine

bakilarak yorumlanmuigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri bilindigi kadariyla antik Misir’dan beri gesitli amaglarla gidalara
eklenmektedir (DM 1991). Giiniimiizde gida katki maddeleri Avrupa Birligi yasalarinda
“normalde gida olarak tiiketilmeyen, fakat koruma gibi teknolojik bir amagla gidalara
eklenen” her tiir madde olarak tanimlanmistir (Comission 2008). Katki maddelerinin
birer kimyasal oldugu (Kroes ve ark. 2002), her kimyasalin da potansiyel toksik etkilere
sahip olabilecegi (VWA 2008) ve katki maddeleri i¢in ylksek dozda maruziyetle
istenmeyen saglik sorunlarinin ortaya g¢ikabilecegi diisiiniilerek minimum maruziyet
seviyesi hesaplanmaktadir (Martyn ve ark. 2013). Bu seviye, “Ters Etkinin
Gozlenmedigi Seviye” (No Observed Advers Effect Level [NOAEL]) olarak bilinmekte
ve primer olarak deney hayvanlarinda yapilan g¢alismalarla belirlenmektedir
(Spanjersberg ve ark. 2007; VWA 2008). Deney hayvanlar1 ve insanlar arasindaki tiirler
aras1 farklilik i¢in 10 kat ve hassas populasyonlardaki bireyler arasi farkliliklar i¢in 10
kat olmak tizere NOAEL’ye 100 kat glvenlik faktorleri uygulanarak her bir katki
maddesi i¢in kabul edilebilir giinliik alim (Acceptable Daily Intake [ADI]) degeri elde
edilmektedir (Lambe 2002; Spanjersberg ve ark. 2007). Bu deger, insanlarin herhangi
bir saglik riski tagimaksizin yasami boyunca giinliik olarak tiiketebilecegi madde miktar1
olarak tanimlanmustir. Kabul edilebilir giinliik alim genellikle kilogram viicut agirhg: ve
giin bagina miligram (mg/kg-vicut agirligi/giin) olarak ifade edilmektedir (Organization
1987).

Gidalara konulan katki maddelerinin kontrollii kullanimini saglamak ve toplumdaki
tiikketimin ADI degerlerini ge¢ip gecmedigini belirlemek amaciyla kapsamli bir mevzuat
olusturulmustur. Iginde siilfitlerin de bulundugu 26 farkli kategorideki 322 katki
maddesi icin duzenli olarak populasyon maruziyet taramalar1 yapilmaktadir (Martyn ve
ark. 2013). Bu halk saghgi taramalari iilkeden iilkeye farkliliklar gostermekle
birlikte,populasyondaki beslenme aligkanliklarinin ve sosyoekonomik dagilimlarinin
buna neden oldugu goriilmektedir. Bu caligmalar katki maddelerinin degisik yas
gruplarindaki giinliikk alim miktarlarindaki farkliliklar1 da ortaya koymaktadir (Bemrah
ve ark. 2012; Mischek ve Krapfenbauer-Cermak 2012; Urtiaga ve ark. 2013).



2.1.1. Bir Gida Katki Maddesi Olarak Siilfit

Sulfur dioksit [SO.] ve 5 silfit tuzu olan sodyum metabistlfit [Na2S20s], potasyum
metabisilfit [K2S20s], sodyum bisulfit [NaHSOz], potasyum bisilfit [KHSOs] ve
sodyum silfit [NaSOs] tibbi preparatlarda ve gidalarda koruyucu ozellikleri sebebiyle
yaygin bir sekilde kullanilan katki maddeleridir (Cressey ve Jones 2009; Vandevijvere
ve ark. 2010). Gidalara eklenen siilfitler, stlfir dioksit, bisiilfit ve siilfit formlarinda
serbest olarak veya karbonhidratlara ya da proteinlere bagli kombine bir bigimde
karsimiza ¢ikmaktadir (Karovicova J 1996). Sulfur dioksit gibi silfit tuzlar1 da suda
¢cOziinebilme o6zelligine sahiptir ve sulu ¢ozeltilerde hizli bir sekilde hidrate olarak
stlfuroz asit (H2SO3) olusturmaktadir. Sulfir dioksit, stlfiirdz asit, bistlfit anyonu ve
silfit anyonu ayni1 oksidasyon giicline sahiptir ve sulu c¢ozeltilerde birbirlerine
doniigebilmektedirler (Gunnison 1981). Oldukga gugcli nikleofilik anyonlar olan
stlfitler, pek ¢cok hiicresel yapiyla etkilesebilmekte ve toksisiteye yol acabilmektedir
(Vincent ve ark. 2004; Niknahad ve O'Brien 2008; Herken ve ark. 2009; Ozturk ve ark.
2011; Ercan ve ark. 2013). 1980'lerde pek ¢ok rapor, gidalardaki siilfitlerin advers (ters)
reaksiyonlar: tetikledigini ortaya koymustur; 1984'de Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) Gida ve Ila¢ idaresi (Food and Drug Administration: FDA) iclerinde 6 6lim
olgusunun da yer aldigi 250'den fazla siilfit reaksiyonu raporu almistir (Yang ve
Purchase 1985). Yiiksek seviyede serbest formda siilfit igeren gidalarin reaksiyon
olusturma olasilig1 daha yiiksek oldugundan (Martin ve ark. 1986), hem Avrupa Birligi
hem de ABD Gida ve Ila¢ Idaresi, 10 ppm'den (10 mg/kg) fazla siilfit ihtiva eden
gidalarm etiketlenmesi yoniinde bir diizenleme getirmistir (Administration 1986; Verger
ve ark. 1998; Zhang ve ark. 2014).

Diger katki maddelerine yonelik yapildig: tizere, gelismis diinya iilkelerinin biiyiik bir
kisminda toplumdaki siilfit alimi halk saghigi orgiitlerince takip edilmekte ve kontrol
altina alimmaya c¢alisilmaktadir ((JECFA). 1999). Toplum saghgi taramalariyla
Avusturya, Fransa, Cin, Glney Koreve ABD gibi pek ¢ok iilkede belirli araliklarla
yapilan anketlerle toplumdaki ortalama giinlik siilfit alimi takip edilmektedir (Bemrah
ve ark. 2012; Mischek ve Krapfenbauer-Cermak 2012; Urtiaga ve ark. 2013; Lim ve ark.
2014; Zhang ve ark. 2014). Bu anketlerden elde edilen sonuglar olduk¢a carpici

niteliktedir. Avustralya’da 25 — 64 yas arasindaki eriskinlerin giinliik siilfit tiikketimi
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giivenli smirin ortalama 14 kati olarak belirlenmistir. Ingiltere’de ise 16 — 64 yas
araligindaki eriskinlerin aldig1 gilinliik siilfit miktarinin giivenli dozdan 24 kat, 1,5 — 4,5
yas arasindaki c¢ocuklarin tiiketiminin ise 110 kat fazla oldugu ortaya c¢ikmigtir
(Vandevijvere ve ark. 2010). Literatiirde siilfit maruziyetinin ¢ocuk yas gruplarinda
giivenli dozun ¢ok iizerine ¢ikabildigi gosterilmis olmasina ragmen, siilfit bilesiklerinin
cocuklar  Uzerindeki toksik etkileriyle ilgili herhangi bir bilgiye heniz
rastlanmamaktadir. Dolayisiyla fizyolojik savunma sistemlerinin henliz tamamen
gelismedigi ¢ocuk yas gruplarinda stlfit aliminin doz bagimh etkilerinin aydinlatilmasi

hayati nem tagimaktadir (Martyn ve ark. 2013).

Siilfitin olas1 toksik etkilerinin anlagilabilmesi i¢in siilfit metabolizmasinin ayrintilariyla
bilinmesi gerekmektedir. Pek ¢ok arastirmaci siilfit metabolizmasinda bozukluk olan
insan popiilasyonlarinin, siilfit sindiriminin toksik etkileri acisindan biiyiik risk altinda
oldugunu ortaya koymustur (Calabrese ve ark. 1981; Jacobsen 1984). Nitekim sulfit
metabolizmasindaki bozukluklarin daha siddetli siilfit toksisitesiyle korele oldugu

deneysel ¢alismalarda da gosterilmistir (Cohen ve ark. 1973).

2.1.2. SUlfit Metabolizmasi

Serbest sulfitler, mitokondrinin intramembranéz boslugunda yer alan SOX enzimi
tarafindan metabolize edilmektedir (Kessler ve Rajagopalan 1972; Gunnison ve ark.
1981). Canli tiirleri arasinda farklilik gosterebilmekle beraber SOX enzimi 115,000 —
120,000 Da molekiiler agirliga sahiptir ve her biri yaklasik olarak 55,000 Da olan
subunitlerden olusmaktadir. Apoenzimin yani sira bir hem molekiiliine de sahip olan
SOX, bir molibdoproteindir (Cohen ve ark. 1971). Sdlfitin metabolize edilmesi
siirecindeki reaksiyon, elektronlarin siilfitten Mo*® bolgesine transferini icermektedir.
Daha sonra elektronlar hem molekiline ve buradan da mitokondriyal respiratuvar
zincirin bir elemani olan sitokrom c’ye aktarilmaktadir (Taylor ve ark. 1986). Bu
oksidatif reaksiyonun {irinii hizli bir sekilde idrarla atilabilen siilfattir. Silfit oksidaz,
aktivite diizeylerinde farkliliklar olabilmekle beraber bugiine kadar incelenmis tiim
memeli tiirlerinde bulunmaktadir. Siganlar tirler arasindan ylksek SOX aktivitesine
sahiptir ve bu aktivite dizeyi tavsanlardaki veya rhesus maymunlarindaki aktivitenin 3-5

katiyken (Gunnison ve ark. 1977) insanlardaki sulfit oksidaz aktivitesinin 10 — 20 katina



tekabil etmektedir (Johnson ve Rajagopalan 1976). Bugune kadar SOX pek ¢ok
kaynaktan piirifiye edilmis ve kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir (Cohen ve Fridovich
1971; Kessler ve Rajagopalan 1972). Memelilerde SOXen ¢ok karaciger ve bobrek
dokularinda olmak {izere kan hari¢ ¢ogu dokuda bulunmaktadir (Macleod ve ark. 1961,
Johnson ve ark. 1977).

Hem endojen hem de ekzojen sulfit i¢in primer metabolik yolagin SOX yolagi oldugu
bilinmektedir (Gunnison ve ark. 1981). Endojen silfit, sulfir igeren sistein ve metiyonin
aminoasitlerinin  metabolizmasindan  agiga  ¢ikmaktadir. Bu  aminoasitlerin
katabolizmasindaki son basamak siilfitin, SOX araciligiyla siilfata doniisimiidiir (Sekil
2.1) (Taylor ve ark. 1986). Endojen siilfit {iretiminin major yolagi, sisteinin
sitoplazmada bulunan sistein dioksijenaz enzimi tarafindan sistein siilfinik aside
oksidasyonuyla baglamaktadir (Lombardini ve ark. 1969). Sistein silfinik asit
mitokondride 2-ketoglutarat veya oksaloasetat ile transaminasyona girerek spontan
desiilfinasyona ugrayan 3-siilfinilpiriivat1 olusturur. Son reaksiyonla ortaya ¢ikan SO>

hidrasyon ve proton ayrilmasiyla siilfit tiretilmektedir.
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Sekil 2.1. Siilfit oksidazin siilfiti siilfata oksitlemesi

Siilfitin endojen olarak {tretildigi bir baska siire¢ de hipotaurin metabolizmasidir.
Hipotaurin, sistein  sllfinik asidin  dekarboksilasyonuyla veya sisteaminin

oksidasyonuyla olugmaktadir (Federici G. 1980; Spears ve Martin 1982). Hipotaurin, o-



ketoasitlerle transaminasyona girerek siilfinilasetaldehit olusturmakta ve bu drln
spontan desiilfinasyonla siilfit ve asetaldehide ayrilmaktadir (Fellman ve Avedovech
1982).

Hidrojen sulfitin oksidasyonu slrecinde de silfit formasyonu gorilebilmektedir.
Hidrojen silfit, f-sistatiyonin sentetazin sisteine, o-Sistatiyon liyazin sistine ve 3-
merkaptopiriivat siilfiir transferazin 3-merkaptopiriivata etkisiyle diisiik miktarlarda
iretilmektedir. Ayrica, metiyoninin transaminatif katabolizma siirecinde de hidrojen

stilfit agiga ¢ikmaktadir (Stipanuk ve Beck 1982).

Endojen olarak Uretilen siilfit, hizli bir bigimde siilfata okside olup idrarla atilmasi
nedeniyle normalde kan veya diger dokularda tespit edilememektedir (Gunnison ve ark.
1981). Insanlarin bir giinde idrarla yaklasik olarak 25mmol (2400mg) siilfatattig1 ve bu
stilfatin biiyiik bir kisminin (24mmol’e kadar) endojen siilfit metabolizmasinin bir Giriinii

oldugu ongoriilmektedir (Steve L. Taylor 1986).

2.1.3. Sulfit Toksisitesi

Kaynagindan bagimsiz olarak hem endojen olarak uretilen hem de ekzojen olarak alinan
stlfitlerin memeli dokularinda detoksifiye edilmesi gerekmektedir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi SOX, siilfiti siilfata okside ederek hiicrelerde toksisite olusumunu
onlemektedir (Cohen ve Fridovich 1971; Feng ve ark. 2007). Siilfit oksidaz yetmezligi,
insanlarda dogum defektlerine, yenidoganda ciddi norolojik problemlere ve erken 6liime
yol agabilen ve bilinen etkin bir tedavisi olmayan kalitimsal metabolik bir bozukluk olup
stilfitin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir (Johnson 2003). Sulfit

toksisitesinin olusumuna SOX yetmezliginin yanisira asir1 siilfit tiiketiminin de yol
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acabildigi pek c¢ok c¢alismada gosterilmistir(Ozturk ve ark. 2011; Kencebay ve ark.
2013).

Siilfitlere kars1 duyarlilik (sensitivite) reaksiyonlar1 gelistirilebildigi ilk defa 1973
yilinda Kochen tarafindan ortaya konmustur (Kochen 1973). Siilfitler, akcigerler i¢in
toksik olmalar1 ve allerjik reaksiyonlara yol agmalar1 sebebiyle bilim camiasmin ilgisini
cekmistir (Vally ve ark. 2009). 2005 Yilinda yayinlanan Hollanda Saglik Konseyi
derlemesinde silfitlerin insanlarda kronik irtiker, cilt allerjisi ve brongiyal astim
gelisiminden sorumlu oldugu ifade edilmistir (Netherlands 2005). Siilfit kaynakli pek
¢ok olgu raporunun sunulmasi siilfitin molekiiler etkilerinin arastirilmasini saglamistir.
Gunlimuze kadar sulfitin kalp (Zhang ve ark. 2015), karaciger (Bai ve ark. 2013),
bobrek (Xing ve ark. 2015), mide (Ercan ve ark. 2013) ve beyin (Zhang ve ark. 2004)
gibi hayati organlar iizerindeki etkileri incelenmis ve toksisiteye yol agtigi tespit

edilmistir.

Siilfit oksidaz eksikligi olan kisilerde ciddi norolojik disfonksiyonlarin bulunmasi ve bu
patolojik olgularin altinda yatan molekiiler mekanizmalarm tamamen aydinlatilamamais
olmasi, siilfitin beyin lizerindeki etkilerine dair daha ayrintili incelemeler yapilmasini
saglamis, pek ¢ok arastirmaci tarafindan siilfitin farkli beyin bolgelerinde ndrotoksik etki
mekanizmalar1 aydmlatilmaya ¢alisilmistir (Kocamaz ve ark. 2012; Noorafshan ve ark.
2015; Parmeggiani ve ark. 2015; Grings ve ark. 2016).

Deneysel ¢alismalar siilfitin hem in vivo hem de in vitro ortamda toksisiteye yol a¢tigini
gostermistir (Kencebay ve ark. 2013; Grings ve ark. 2014). Silfit ndrotoksisitesinin
ndronlar1 nasil etkiledigine dair bir fikir birligi heniiz saglanamamis olsa da temel
mekanizmada siilfiir ve oksijen merkezli serbest radikallerin yer aldigi diisiiniilmektedir
(Abedinzadeh 2001; Wang ve ark. 2016). Nitekim siilfit bilesiklerinin serebral kortekste
(Wang ve ark. 2016), hipokampusta (Kucukatay ve ark. 2005) ve total beyinde
(Kencebay ve ark. 2013) lipid peroksidasyonunu artirdigi, dolayisiyla da oksidatif strese
yol agtig1 pek cok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Ayrica, siilfit aracili oksidatif
stresin hiicre ici ATP deplesyonuna ve enerji yoksunluguna yol agtigi da One
surulmistiir (Salman ve ark. 2002; Grings ve ark. 2013). Sdlfitin bu molekiler

etkilerinin yan1 sira noron dliimlerine de yol actig1 da tespit edilmistir. Sigan hipokampal
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hiicrelerinde ve beyin dokusunda siilfit maruziyetine bagl apoptozis gelisimi in vitro ve
in vivo ¢aligmalarda ortaya konmustur (Akdogan ve ark. 2011; Kencebay ve ark. 2013).
Yakin zamanda yapilmis bir g¢alismada ise sican serebral korteksinde sulfitin
glutamaterjik norotransmisyonu bozdugu ve glutatyon metabolizmasiyla iliskili
enzimleri inhibe ettigi in vitro olarak gosterilmistir (Parmeggiani ve ark. 2015). Silfitin
norotoksik etkilerine aracilik eden molekiiler mekanizmalarin yani sira, bu etkilerin yol
acabilecegi davranigsal degisimler de literatiirde incelenmistir. Ozellikle silfitin
hipokampustaki toksik etkilerine istinaden hipokampus-bagimli 6grenme ve hafiza
caligmalar1 yapilmis ve siilfitin 6grenme ve hafiza tlizerinde olumsuz etkilere sahip

oldugu ifade edilmistir (Noorafshan ve ark. 2015).

Sulfit norotoksisitesinde hicre ici enerji deplesyonu ve glutamaterjik transmisyon
bozuklugu bulgulari ele alindiginda, 6nemli bir néronal enerji kaynagi olan glutamin —
glutamat — alfa ketoglutarat dongiisiiniin siilfitin toksik etkilerine aracilik edip etmedigi

sorusu akla gelmektedir.

2.2. Glutamat — Glutamin Déngusu

Glutamat merkezi sinir sistemindeki major eksitator nérotransmitterdir. Glutamaterjik
néronlar,bilginin kodlamasi, hafizanin olusumu ve geri ¢agrilmasi, uzaysal tanima ve
bilincin siirdiiriilmesi gibi hayati pek ¢ok siirece aracilik etmektedir (McEntee ve Crook
1993). Fizyolojik fonksiyonlarmin yani sira nérolojik bozukluklarin patogenezinde Kilit
roller oynayan glutamat, etkilerini reseptorleri aracihigiyla gostermektedir (Erecinska ve
Silver 1990; Vandenberg ve Ryan 2013).

Glutamat reseptorleri yapilarina gére iyonotropik ve metabotropik olmak tizere iki sinifa
ayrilmaktadir. Prototipik ligandlar1 baglama afinitelerine dayanilarak tanimlanmis ve
hizli transmisyona aracilik eden 3 tip postsinaptik iyonotropik glutamat reseptori
bulunmaktadir: Kainat, 2-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksalon propionik asit (AMPA)
ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri (Daikhin ve Yudkoff 2000). Bu reseptorler
ligand kapili iyon kanallaridir ve glutamatin baglanmasiyla dogrudan kanal formunu
alarak iyon gecisine olanak saglamaktadir. Metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuR)
ise G-proteinine bagl reseptorlerdir ve kanallara ikincil haberciler vasitasiyla dolayli bir

sekilde etki etmektedirler.
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Hiicre AMPA reseptorleri vasitastyla depolarize olmaya basladiktan sonra magnezyum
iyonu elektrostatik etkiyle kanaldan uzaklasmakta ve katyon gegisi miimkiin olmaktadir.
Nitekim norotransmitter olarak glutamatin yer aldigi ¢ogu merkezi sinapsta postsinaptik
membran hem AMPA hem de NMDA reseptdrlerini barmndirmaktadir. Iyonotropik
NMDA reseptorleri diger iyonotropik glutamat reseptorlerinden farkli 6zellikler
tasimaktadir. {1k olarak sodyum ve potasyum iyonlarinin yani sira kalsiyum iyonlarina
da gecirgenlik gostermektedirler. ikincisi, kanalin agilmasi igin tek basina glutamat
baglanmas1 yeterli olmamakta, bir kofaktor olarak glisin gereksinimi duyulmaktadir.
Uciincii olarak ise kanalin aktivasyonunun transmitter beraberinde membran voltajina da
bagimli olmas1 sebebiyle NMDA reseptorii ligand kapili kanallar i¢inde 6zel bir yere
sahiptir. Noronlar dinlenim durumundayken kanal poruna siki bir sekilde bagli olan

magnezyum iyonik akimi bloke etmektedir (Kandel 2013).

Metabotropik glutamat reseptorleri, ligand-reseptor eslenimini  takiben Ga-By
ayrismastyla Ga-aracili intraselliiler ikincil haberci artisini, iyon kanallarinin By-aracili
regulasyonunu ve G-protein bagimsiz yolaklarin aktivasyonunu saglamaktadir (Conn ve
Pin 1997; Gerber ve ark. 2007). Molekiiler yapilara ve aktive ettikleri hiicre i¢i sinyal
yolaklarma gore Grup I, Grup Il ve Grup Il1 olmak Uzere 3 alt gruba ayrilmis 8 mGluR
subtipi bulunmaktadir. Grup I, mGIuR1 ve mGIuRS5 reseptorlerini; Grup 1, mGIuR2 ve
MGIUR3 reseptorlerini ve Grup Il mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 ve mGIuR8
reseptorlerini icermektedir. Grup I, intraselliiler kalsiyum depolarmin doékiilmesini
saglayan Gag Uzerinden etki gosterirken, Grup 1l ve 111 adenilil siklaz inhibisyonuna yol

acan Go, subunitini kullanmaktadir (Pin ve Duvoisin 1995).

Beyindeki glutamat metabolizmasimna dair bugiinkii anlayisin merkezinde glutamat-
glutamin dongiisii yer almaktadir (Shank ve Aprison 1977; Hertz 1979; Norenberg ve
Martinez-Hernandez 1979). Bu dongu, glutamat iceren presinaptik vezikullerin kalsiyum
bagimli bir sekilde, néron membraniyla birlesmesi sonucu glutamat salmimiyla
baglamaktadir (Fillenz 1995). Sinapslarda salinim 6ncesi glutamat konsantrasyonu 2 — 5
umol/l iken, depolarizasyon sonrasi bu deger 50 -100 pmol/l seviyesine
yikselebilmektedir (Daikhin ve Yudkoff 2000). Sinaptik boslukta kalan glutamatin, agir1

eksitasyonun oOnlenmesi amaciyla hizli bir sekilde uzaklastiriimas: gerekmektedir.
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Ekstraselliiler ortamda glutamat1 degrade edecek bir enzim bulunmadigindan, glutamat
su yollarla sinaptik bosluktan uzaklastirilmaktadir: 1) postsinaptik nérona alinma 2)
presinaptik norona geri alinma 3) astrositlere alinma. Glutamatin postsinaptik nérona
alinmast major olarak glutamat reseptorleri ile saglanirken, presinaptik nérona ve
astrositlere alinma siiregleri glutamat tastyicilart araciligiyla  yiirtitiilmektedir

(Vandenberg ve Ryan 2013).

Astrositlere alman glutamat, bu hiicrelerde glutamin sentetaz enzimi ile glutamine
dontistiiriilmektedir. Bu mikrozomal sure¢ astrositlerde ¢ok fazla kullanilmaktadir
(Martinez-Hernandez ve ark. 1977; Norenberg ve Martinez-Hernandez 1979). Glutamin
uretimi icin gereken amonyak kandan veya beyin metabolitlerinden elde
edilebilmektedir (Sekil2.3.) (Cooper ve ark. 1979). Amonyum diizeyinin arttig1
durumlarda beyin glutamin diizeyi ani bir sekilde artis gosterebilmekte ve dolayisiyla
astrositler sisebilmektedir; glutamin sentetaz inhibisyonuyla bu sisme azaltilarak noronal

hasar olusumunun oniine gecilebilmektedir (Takahashi ve ark. 1991).
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Sekil 2.3. Glutamat — glutamin déngiisii sematizasyonu.

Sinaptik bosluga astrositlerden salinan glutamin, sodyum-bagimli ve sodyum-bagimsiz
mekanizmalarla néronlara alinmaktadir (Schousboe ve ark. 1979; Ramaharobandro ve

ark. 1982; Yudkoff ve ark. 1989). Depolarizasyon sirasinda, intraselliiler ATP’nin
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azalma egilimi gosterdigi siiregte glutamin sinir terminallerine alinmaktadir. Noronlara
alman glutamin biiylik oranda fosfat-bagimli glutaminaz araciligryla glutamat ve
amonyaga hidrolize olmaktadir (Erecinska ve Silver 1990). Glutaminaz mitokondriyal
bir enzimdir ve primer olarak ATP’nin hidrolizinden elde edilen inorganik fosfat
glutamin igcin  Km (Michaelis sabiti) degerini diisiirmektedir. Sinaptozomlarda
depolarizasyona eslik eden ani enerji tiikketimi glutamin hidrolizineneden olmaktadir
(Yudkoff ve ark. 1989; Erecinska ve Silver 1990). Ayrica, sinir terminallerinde
glutamat, transaminasyonla 2-okso-glutarata okside olabildiginden, glutaminin sadece
bir glutamat prekiirsdrii olmadigi, néronal enerji ihtiyacinin karsilanmasinda da rol

aldig1 ifade edilmektedir (Erecinska ve ark. 1988).

Glutaminden glutamatin tekrar elde edilmesiyle glutamat-glutamin  ddngusi
tamamlanmaktadir. Beyindeki glutamat dengesinin korunmasinda biiyiik 6neme sahip bu
dongii su sekilde Ozetlenebilmektedir: 1) sinapslardan glutamat hizli bir sekilde
uzaklastirilmakta, bdylece sinir terminallerinden glutamat salimi oldugunda sinyal-
gliriiltii oram disiirtilmektedir 2) ndroaktif 6zelligi bulunmayan glutamin astrositlerde
glutamatin noronlara geri tasinmasimna aracilik etmektedir 3) néronlarda glutamat tekrar
uretilmektedir 4) nodronlarda enerji ihtiyacini karsilamak igin metabolik bir substrat
olarak glutamin kullanilmaktadir ve 5) ndrotoksisite potansiyeline sahip amonyak, glial
glutamin sentetaz yolagiyla giivenli bir konsantrasyonda tutulmaktadir (Daikhin ve
Yudkoff 2000).

2.2.1. Glutamin — AKG Metabolizmasi

Glutamin, viicutta en bol bulunan serbest alfa-amino asittir ve plazmada hizli bir sekilde
dontisiime ugramaktadir (Wu 2009). Glutamin, viicudun tamaminda, 6zellikle organlar
aras1 karbon, nitrojen ve enerji transportunda olmak (izere metabolizmada 6nemli rol
oynamaktadir (Curthoys ve Watford 1995). iskelet kas1 gibi pek ¢ok hiicrede glutamin
protein sentezini arttiran anabolik sinyal molekiilii etkisi gostermektedir (Blomqvist ve
ark. 1995; Duran ve ark. 2012). Glutamin, barsakta hizli boliinen hiicreler igin major
enerji kaynagiyken (Labow ve Souba 2000), karacigerde tirogenez igin bir substrat,
bébrekte amonyagenezde katabolize edilebilen (Curthoys ve Watford 1995) ve beyinde

ise NH3 temizleyicisi olmanin yani swra glutamat-glutamin dongiisiine katilmaktadir
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(Broer ve Brookes 2001; Bak ve ark. 2006). Ozet olarak, her ne kadar normal kosullarda
bolca bulunsa da ve endojen olarak sentezlenebilse de, glutamin kilit zamanlarda
oldukca kritik roller tGstlenmektedir (Labow ve Souba 2000).

Glutamin, sulu c¢ozeltilerde kararli olmayan bir molekiildiir ve dekompozisyonuyla
beraber amonyak gibi toksik yan iiriinler olusmaktadir (Filip R 2007). Buna bagl olarak,
bilim camiasinda alfa-ketoglutarat (AKG) gibi glutamin prekirsorlerine biyiuk énem
verilmeye basglanmustir. AKG, sulu ¢Ozeltilerde goreceli olarak daha kararli olmakla
beraber iyi bir ¢oziiniirliige sahiptir. AKG toksik degildir ve glutamat dehidrogenaz
(GDH) enziminin aracilik ettigi transaminasyon reaksiyonuyla daha sonra glutamin
sentetaz (GS) enzimi tarafindan glutamin sentezinde kullanilacak olan glutamata
dontistirilmektedir (Radzki ve ark. 2009). Glutaminle ayni karbon iskelete sahip olan
AKG, cesitli deneysel (Jeevanandam ve ark. 1997) ve klinik (Filip R 2007)
aragtirmalarda gosterildigi lizere glutamine benzer metabolik etkiler gostermekte ve
boylelikle plazmada, karacigerde ve kaslarda asir1 glutamin tiiketimini engellemekte,

anabolik yolaklar1 stimiile etmektedir (Cynober 1999).

AKG, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiindeki ara yapilardan biridir ve hiicreler igin
enerji kaynagi olarak fonksiyon gérmektedir (Sekil 2.4.). Hiicrelerde enerjinin azaldigi
durumlarda TCA dongiisiine glutamin saglayan major yolak GDH-PAG (fosfatla aktive
olmus glutaminaz) yolagidir. TCA Doéngusiunde AKG, alfa-ketoglutarat dehidrogenaz
(AKGDH) tarafindan nikotinamid adenin dindkleotid hidrojen (NADH) uretimiyle
beraber suksinil-CoA’ya doniistiiriilmektedir. Alfa-ketoglutarat dehidrogenaz reaktif
oksijen tiirlerine duyarhdir ve oksidatif stresin metabolik yetmezligi stimule ettigi
durumlarda bu enzimin supresyonu hayati 6nem tasiyabilmektedir (McLain ve ark.
2011). Ayrica, bugiin enerji deprivasyonunun ortaya ¢iktig1 patolojik durumlarda AKG
diizeyini arttirmanin noroprotektif bir strateji olabilecegi onerilmektedir (Kim ve ark.

2017).
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Sekil 2.4.Glutamat — glutamin — AKG baglantis1 ve TCA iliskisi

Dolayisiyla, kesinligi kanitlanmamis olmakla beraber, dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu (DEHB) gibi patofizyolojisinde néronal enerji yoksunlugunun yer aldigi 6ne
stirilen hastaliklarda glutamat-glutamin-AKG ddngusinin incelenmesinin buyiuk dnem

tasidig1 diistiniilmektedir.

2.3. Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu

Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, cocukluk doneminde baslayan, yaygin goriilen
bilissel ve davranissal bir bozukluktur. Glnimizde dunya genelinde DEHB %8 — %12
prevelansa sahiptir (Biederman ve Faraone 2005). Bozuklugun temel semptomlari
hiperaktivite, impulsivite (dirtisellik) ve dikkat eksikligidir (Stevens ve ark. 2011).
DEHB, hem cocukluk hem de eriskinlik doneminde yasam kalitesini pek ¢cok yonde
etkilediginden major bir saglik problemidir (Biederman ve Faraone 2005). Ayrica, baslh
bagma bir problem olmanin yanisira DEHB, depresyon ve anksiyete gibi psikiyatrik
bozukluklarla da siklikla iliskilendirilmektedir (Danckaerts ve ark. 2010).

Dinya genelinde olduk¢a yaygm olarak karsilagilan bir bozukluk olmasi sebebiyle

DEHB etiyolojisinin aydmlatilmas1 biiyiikk 6nem tagimaktadir. Heterojen, kompleks ve
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cok faktorlii bir bozukluk olarak degerlendirilen DEHB’nin hem genetik hem de
cevresel faktorlerden kaynaklanabilecegi One siiriilmekle beraber bu bozuklugun
patofizyolojisi tamamen aydmlatilamamistir (Verlaet ve ark. 2014). Dahasi, farkli
DEHB subtiplerinin ve es hastaligm bulundugu DEHB olgularinin farkl etiyolojilere
sahip olup olmadigi dahi heniiz bilinmemektedir (Wallis ve ark. 2008).

2.3.1. Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu Etiyolojisi

Calismalar DEHB’nin %75 oraninda genetik aktarimla, %20-30 oraninda ise g¢evresel
faktorlerle ortaya ¢iktigina isaret etmektedir (Biederman ve Faraone 2005; Faraone ve
ark. 2005). Hastaliga yol agan faktorlerin degiskenlik gésterebilmesinin yani sira, bu
faktorlerden herhangi birinin DEHB tetiklemek i¢in tek basma yeterli olmadigi da
bilinmektedir (Poelmans ve ark. 2011). Esasen, hastaligin klinik c¢esitliliginin temel
kaynagi da bu nedensel heterojenitedir (Corradini ve ark. 2009). Genetik faktorlerin
DEHB olusumunda oldukg¢a biiylik bir 6nemi oldugu vurgulaniyor olsa da, ortadan
kaldirilma veya degistirilebilme ihtimali bulunan g¢evresel faktorlerin DEHB gelisimine
sagladig1r katkilar titizlikle incelenmektedir (Verlaet ve ark. 2014). DEHB ile
iliskilendirilmis ¢evresel faktorlerden bazilar1 diisiik sosyoekonomik smif, ailesel
sorunlar, diisiik dogum agirligi, dogum komplikasyonlari, prematurite, dismaturite ve
prenatal alkol/titin maruziyeti gibi gebelikle iliskili faktorlerdir (Biederman ve Faraone
2005). Ayrica, son yillarda endokrin ve immiin sistem sorunlarma yol agabilen perinatal
stres de DEHB olusumuna katki saglayan faktorler arasinda yerini almistir (Sekil 2.5.)
(Ma ve ark. 2011).

Gidalarin alimma bagl ortaya ¢ikan egzema, astim, gastrointestinal sistem bozukluklar1
gibi reaksiyonlarin siklikla davranigsal es hastaliklarla birlikte goriilmesi, gidalarin
sadece cildi, gastrointestinal ve respiratuvar sistemleri degil, beyni de olumsuz bir
sekilde etkileyebilecegi spekiilasyonlarint giiglendirmistir (Pelsser ve ark. 2009; Pelsser
ve ark. 2011; Stevens ve ark. 2011). GUnumizde beslenmenin hiperaktivite ve dikkat
bozukluklarmda rol oynadigi hipotezini destekleyen yeterli sayida kanit olmasma
ragmen bilim diinyast bu konuyu halen tartigmaktadir ve bircok yeni c¢alisma
yapilmaktadir (Millichap ve Yee 2012). Nitekim 1970’lerden beri var olan beslenmenin

DEHB etiyolojisinde anlaml1 bir yere sahip olabilecegi goriisiinii destekleyecek nitelikte,
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DEHB tanis1 almig ¢cocuklarda belirli gidalara ve gida katki maddelerine karsi reaksiyon
gelisebildigi pek ¢ok arastirma sonucunda rapor edilmistir (BF 1973; Sinn 2008; Stevens
ve ark. 2011; Millichap ve Yee 2012).

DEHB Etiyolojisi
Gener | it
Gida Katki Maddeleri Stres
Allerjenler Cevre
Immiin Sistem Noroendokrin Sistem

\

Immiin Biyobelirtegler

e

Davranig  Allerji
Kognisyon Hipersensitivite

Sekil 2.5. DEHB etiyolojisi

Cocuklarda ve ergenlerde oldukga yiiksek prevelansa sahip olan bu hastaligin tedavisi,
kisilerin doyumlu ve basarili bir yagam silirebilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Gunumizde DEHB icin etiyolojinin ve semptomlarin baz alindig: terapotik yaklagimlar

tercih edilmektedir (Banaschewski ve ark. 2017).

2.3.2. Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozukluguna Yo0nelik Terapotik Yaklasimlar

Diinya genelinde DEHB tedavisi, ¢ocuklarda ve ergenlerde semptomlar1 biiyiik 6lgiide
azaltan metilfenidat ve deksamfetamin gibi stimulan ve atomeksetin gibi stimulan
olmayan farmakolojik ajanlarla yuaritulmektedir (Biederman ve Faraone 2005). DEHB
tanis1 alan ¢ocuklara verilen primer farmakolojik ajan metilfenidat i¢in aralarinda bag
agrisiin, uyku bozukluklarinin, istah kaybimnin, psikotik semptomlarmn ve duygudurum

bozukluklarmin bulundugu ciddi yan etkiler bildirilmistir (Schachter ve ark. 2001;
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Shibib ve Chalhoub 2009). Dolayisiyla aileler ilag tedavilerine siipheyle bakmakta ve
genellikle de tedaviyi uygulamama yoluna gitmektedirler (Antshel ve ark. 2011). Ayrica,
bugiin bilinen terapdtik yaklasimlarla DEHB hastalarinda semptomlarin tamamen Yok
edilemiyor olmast bu norobiyolojik bozuklugun alternatif tedavilerine ve
patofizyolojisine yonelik daha detayli deneysel arastirmalarm yapilmasi geregini
dogurmustur (Verlaet ve ark. 2014).

2.3.3. DEHB Patofizyolojisi

Klinik heterojenitesi oldukca yiliksek olan DEHB’nin patofizyolojik profilini agiga
cikarmak ve hastalik i¢in biyolojik bir belirte¢ bulmak amaglariyla deneysel hayvan
caligmalar1 yiriitiilmektedir. Literatiirde yaygin olarak kemirgen DEHB modelleri
kullanilmaktadir. Her ne kadar DEHB klinigini birebir taklit edemiyor olsa da spontan
hipertansif siganlar (Okamoto ve Aoki 1963), yiksek impulsiviteye sahip siganlar
(Dalley ve ark. 2007), DAT knockout fareler (Giros ve ark. 1996), neonatal 6-
hidroksidopamin lezyonu olusturulmus kemirgenler (Shaywitz ve ark. 1976; Russell
2007), Coloboma mutant fareleri (Hess ve ark. 1992), GIT1 knockout fareler (Menon ve
ark. 2010; Won ve ark. 2011) ve NOS1 knockout fareler (Huang ve ark. 1993) deneysel
calismalarda DEHB denekleri olarak yer almaktadir.

Yapilan arastirmalar sonucunda DEHB patofizyolojisine yonelik ortaya atilmis en giiglii
hipotez, astrosit/néron laktat tasimimindaki disfonksiyona bagli ndronal enerji
disregiilasyonudur (Todd ve Botteron 2001; Russell ve ark. 2006). Ayrica, eksitator bir
norotransmitter olan glutamatin da dopamin ve norepinefrinle iliskisi (Lesch ve ark.
2013) ve/veya glikolizle ve astrosit/noron laktat tasinimiyla baglantisi (Pellerin ve
Magistretti 1994)sebebiyle DEHB patofizyolojisinde yer alabilecegi one Suriilmiistiir.
Hayvan caligmalarinin disinda, DEHB insan arastirmalarinda girisimsel olmayan bir
teknik olan proton manyetik rezonans spektroskopisiyle beyin metabolitleri 6l¢iilmiis ve
DEHB tanis1 almis ¢ocuklarda, saglikli bireylere kiyasla prefrontal kortekste ve
striatumda daha yuksek (glutamat+glutamin)/total kreatinin ve glutamat/total kreatinin
oranlar1 ve anterior singulat kortekste ise daha diisiikk (glutamat + glutamin)/inozitol
orani Ol¢iilmistiir (MacMaster ve ark. 2003; Courvoisie ve ark. 2004; Carrey ve ark.
2007).
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DEHB ile ilgili molekiiler arastirmalarin yani sira norofizyolojik bir belirte¢ olarak
kantitatif EEG’nin kullanildigi ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir (Prichep ve John
1992; Chabot ve ark. 1999). Kantitatif EEG (QEEG) calismalarinin ortak noktasi teta
band1 baskin olmak iizere, diisiik frekans aktivitesinin DEHB tanist almis ¢ocuklarda
artmig olmasidir. Kontrol ve DEHB grubu ¢ocuklarint degerlendiren ¢alismalar 6zellikle
frontal ve santral beyin bolgelerinde, diisiik frekanslarm hem mutlak hem de goreceli
glicleri arasinda farkliliklar oldugu gorilmiistir (Lubar 1991; Mann ve ark. 1992;
Lazzaro ve ark. 1998). Temmuz 2013’te FDA c¢ocuklarda ve ergenlerde DEHB
degerlendirmesine yardima yonelik “ilk beyin dalgasi testi”nin piyasaya sliriilmesini
onaylamistir. Bu beyin dalgasi testi EEG’den elde edilen teta/beta oranini vererek Klinik

DEHB degerlendirmelerine yeni bir perspektif getirmistir (FDA 2013; FDA 2013).

Elektrofizyolojik calismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda teta ve alfa
jeneratorlerini igeren bir DEHB modeli ortaya atilmistir (di Michele ve ark. 2005). Daha
once yapilmis arastirmalarda teta aktivitesinin septal-hipokampal devrede, alfa
aktivitesinin ise talamo — kortikal dongiilerde olustugu one siirtilmiistiir (Lopes da Silva
1990; Lopes da Silva 1996). Teta aktivitesinin kaynagi oldugu diisiiniilen septal —
hipokampal devrede (Sekil 2.6.) septal niikleus ve niikleus akumbens, ventral tegmental
alandan D2 reseptorleri araciligiyla inhibitér dopaminerjik innervasyonla modiile
edilmektedir (DeBoer ve Abercrombie 1996; lIkarashi ve ark. 1997). Dahasi, septal
cekirdek ve hipokampus, serotonerjik sinyallerle medyan rafe c¢ekirdegi tarafindan
negatif modiilasyona ugratilmaktadir (Vertes ve Kocsis 1997). Medyan rafe
cekirdeginde lezyon olusmasi halinde teta dalgalarmin siireli bir sekilde ortaya ¢iktigi
gosterilmistir (Maru 1979). Septal niikleus ve nikleus akumbensten kalkan kolinerjik
eferentler hipokampusu ve singulat korteksi pozitif bir bicimde module ederken
hipokampus da septal niikleusu kolinerjik néronlar araciligiyla yavaslatabilmektedir.
Dolayisiyla, hipokampal-septal projeksiyon seviyesindeki lezyonlar devrenin asiri
aktivasyonunu saglayarak teta aktivitesinde artisa yol acabilmektedir (Sekil 2.6.)
(Anchel ve Lindsley 1972). Bu sistemin asir1 aktivasyonu alternatif olarak negatif
dopaminerjik regiilasyon aracili disinhibisyona sekonder olarak da gelisebilmektedir. Bu
durum sinaptik araliktaki dopamin miktarinin azalmasi veya mezolimbik noronlardaki

D2 reseptor etkinliginin artmasi ile ortaya ¢ikabilmektedir. Mezolimbik sistem
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disfonksiyonunun DEHB’de goriilen davranis bozuklarmin altinda yatabilecegi

onerilmistir (Russell ve ark. 1995).

Alfa aktivitesinin liretiminde yer alan temel yapinin talamus oldugu diisiiniilmektedir
(Hindriks ve van Putten 2013). Talamik noronlar sadece kendilerine 6zgii olan atesleme
paternlerini degistirebilme 6zelligi sayesinde dis diinyadan gelen uyaranlarin kortekse
iletimini diizenlemektedir. Intrensek talamo — kortikal aktivitenin yamisira talamo —
kortikal yapilara projekte olan veya bu yapilarda bulunan glutamaterjik, GABAerjik,
kolinerjik, dopaminerjik ve serotonerjik sistemler de kilit roller oynamaktadir (Deleuze
ve Huguenard 2016; Tassin ve ark. 2016; Moeini ve ark. 2017) (Sekil 2.6.). Yapilan
caligmalara dayanilarak alfa aktivitesine katki saglayan kortiko — striatal — talamik —
kortikal agin (di Michele ve ark. 2005) ve nigro — striatal devrenin (Castellanos 1997) de
DEHB patofizyolojisinde yer alabilecegi diisiiniilmektedir.

ORTALAMA ALFA FREKANSININ REGULASYONU
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Sekil 2.6. DEHB ndérofizyolofizyolojisi — alfa/teta bantlarmimn regiilasyon modeli.

2.4. Elektroensefalografi
Elektroensefalografi, 1929°da Hans Berger’in 16 yasindaki oglunun spontan beyin
aktivitesine dair bulgularin1 yaymlamasindan itibaren kognisyona, beyin fonksiyonlarina

ve disfonksiyonlarma dair kesifler yapilmasina olanak saglamis 6nemli ve kullanigh bir
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Olcim yontemidir (Cohen 2017). Noronlar uyarilabilir hiicreler olduklarindan,
uyarilabilirliklerindeki degisimler dogrudan veya dolayli bir sekilde olgtlebilmektedir.
Beynin elektriksel aktivite kayitlar1 intraselliiler veya ekstraselliiller elektrotlar
araciligiyla alinabilmektedir. Ekstraselliiler elektrotlar komsuluklarindaki ndronlarin
aksiyon potansiyellerini algilayabilmekte ve belirli hiicre gruplarmm “alan
potansiyelleri” olarak adlandirilan senkronize aktivitelerini tespit edebilmektedir.
Ekstraselliiler bicimde kaydedilen alan potansiyelleri, diisiik zaman c¢oziiniirliigiinde
(milisaniyenin  yiizde Dbiri) incelendiginde gecici degisimler olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu degisimler sadece tek hiicreye ait yerel potansiyeli degil, pek ¢ok
noronda ortaya ¢ikmis olan yerel potansiyelleri yansittigindan EEG, kafa derisi tzerine
yerlestirilen coklu elektrotlarla kaydedilen alan potansiyelleri kiimelerini temsil

etmektedir (Kandel 2013).

Elektriksel aktivite, altta yatan beyin dokusundaki noéronlardan kaynaklandigindan,
ylizey elektrotlarinca kaydedilen dalga formu, elektriksel kaynagin elektroda gore
oryantasyonuna ve uzakligma bagli olarak degismektedir. Kaginilmaz bir sekilde, EEG
sinyali aradaki yumusak ve kemik dokularm filtreleyici 6zellikleri sebebiyle bozulmakta
ve zayiflamaktadir. Tek bir hicredeki, yiiksek frekansli aktiviteler EEG sinyaliyle
filtrelendiginden, EEG primer olarak hiicre membranindaki sinaptik potansiyeller gibi

yavas voltaj degisimlerini yansitmaktadir (Kandel 2013).

Her ne kadar EEG sinyali pek ¢cok néronun elektriksel aktivitesinin toplu bir 6lcimi olsa
da, tiim hiicreler EEG sinyaline ayni katkiy1 saglamamaktadir. Yiizeyel EEG baskin
olarak EEG elektrodunun komsulugundaki kortikal noronlarin  aktivitesini
yansitmaktadir. Dolayisiyla hipokampus, talamus veya beyin sap1 gibi derin yapilar

yiizeyel EEG’ye dogrudan katki yapmamaktadir.

Yiizeyel EEG, elektriksel aktivitenin frekans ve genligiyle karakterize edilen, uyku ve
uyaniklhigin farkl evreleriyle ve bazi patofizyolojik slreglerle korelasyon gdsteren dalga
paternleri sergilemektedir. Insanlarda EEG, frekans araligi 1-100 Hz, genlik aralig1 ise
20 — 100 pV olan dalga formlar1 igermektedir. Gozlemlenen dalgalar tasiyict
frekanslarina gore klasik bicimde delta (0,5 — 4 Hz), teta (4 — 8 Hz), alfa (8 — 13 Hz),
beta (13 — 30 Hz) ve gama (30 — 100 Hz) dalgalar1 olarak siniflandirilabilmektedir.Bu
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frekans bantlari, beynin iglevsel, fizyolojik ve topografik farkliliklarini yansitmaktadir
(Gurau ve ark. 2017).
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Sekil 2.7. Frekans bantlarina gére EEG dalgalart

Giinlimiizde ylizeyel EEG’nin yani sira, ¢esitli frekans bantlarindaki sinyal guctinin ve
farkli beyin bolgeleri arasindaki baglantisalligin = sinyal analizi teknikleriyle
degerlendirildigi kantitatif EEG (qEEG) artan bir hizla 6nem kazanmaktadir (Billeci ve
ark. 2013). Kantitatif EEG, noropsikiyatrik bozukluklarin mekanizmalarinin agiga
cikarilabilmesine katki saglamanin Otesinde klinikte daha net aymict tami
koydurtabilecek ve daha etkin tedavi takibi saglayabilecek bir teknik oldugundan,
literatlire bakildiginda sizofreni (Owens ve ark. 2016), bipolar bozukluk (Khaleghi ve
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ark. 2015), depresyon (Lee ve ark. 2017), panik bozukluk (Di Giorgio Silva ve ark.
2017), otizm (O'Reilly ve ark. 2017) ve DEHB (Rommel ve ark. 2016) gibi cesitli
hastaliklardaki qEEG degisimlerinin rapor edildigi gorilmektedir. Bu degisimleri soyle
orneklendirmek miimkiindiir: panik atakta ve DEHB’de epileptiform desarjlara
rastlanirken sizofrenide sol temporal teta artisi, duygu durum bozukluklarindaysa sag

temporal teta artig1 goriilmektedir (Chandra ve ark. 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali, Biyokimya Anabilim Dal1
Laboratuvarlar1 ve Deney Hayvanlar1 Unitesinde gerceklestirilen bu tez ¢alismasinda 20

gunlik, ortalama 80 - 100g agirliginda erkek Wistar siganlar kullanilmistir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii
Deney Hayvanlar1 Unitesinden 40 giin ara ile rastgele alman toplam 72 adet sican her

grupta 24 hayvan olacak sekilde ii¢ gruba bolinmiistir.
1. Grup: Kontrol grubu (K)

2. Grup: 25 mg/kg Sulfit grubu (S25)

3. Grup: 100 mg/kg Slfit grubu ( S100)

Deney protokoli:
Deney siiresi boyunca, hayvanlar her kafeste 5 hayvan olacak sekilde, 12 saatlik
karanlik/aydinlik siklusunda tutulmuslardir. Bu siire i¢cinde hayvanlar, ticari sican yemi

ve musluk suyu ile beslenmistir.
Deney suresince;

i) 35 Giln boyunca K grubuna musluk suyu, S25 grubuna 25 mg/kg dozunda sodyum
metabistlfit ve S100 grubuna 100mg/kg dozunda sodyum metabisilfit gavaj yoluyla
verilmistir (Kencebay ve ark. 2013; Noorafshan ve ark. 2015).

ii) Postnatal 20. glinde (P20) teslim alinan siganlara 3 giin boyunca, hayvan basina
giinde 5 dakika olmak {izere ele alistirma islemi uygulanmustir (Liso Navarro ve ark.
2014).

iii) P24. ve P25. gunlerde, P38. ve P42. glinler arasinda ve P55. ve P58. giinler arasinda
her gruptan 18 sigan deney ortamma alismalar1 amaciyla giunde 5 dakika boyunca agik
alan diizenegine birakilmig, P59. glin agik alan testi gergeklestirilmistir (Liso Navarro ve
ark. 2014).
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iv) Acik alan testine alman sicanlara P54. giinde yiikseltilmis art1 labirent testi

uygulanmistir (Liso Navarro ve ark. 2014).

v) Her gruptan 6 sicana postnatal 53. gunde stereotaksik cerrahi ile EEG elektrotlar1
takilmig ve 1 haftalik iyilesme siirecinin sonunda postnatal 59.giin EEG kayitlar1

alinmistir (Vorobyov ve ark. 2011).

P60. giinde iiretan anestezisi altinda siganlarin sol ventrikiiliinden girilip aortaya kantil
yerlestirilmig, kaniiliin distalinden okliizyon yapilarak heparinli serum fizyolojik ile
beyin perfliizyonu saglanmistir. Perflizyonu takiben beyin dokulari ¢ikarilmis ve
biyokimyasal parametrelerde kullanilmak tizere frontal loblar1 ayrilarak ependorf tiiplere

konulmus ve —80°C’de saklanmistir.

3.2. Davranis Parametrelerinin Tayini
Projemizde, davranis parametreleri igin agik alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent testi

kullanilmastir.

3.2.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi 20:00 — 23:00 saatleri arasinda, duvar yiiksekligi 40 cm ve taban alani
80x80 cm? olan kare seklinde siyah mat tabanl bir diizenekte yapilmistir (Sekil 3.1).
Alan, birbirine esit 16 kiiciik kareye bollinmiistiir. Deneyin baslangicinda siganlar tek tek
bu alanin merkezine birakilmis ve 5 dakika boyunca hareketleri dijital olarak
kaydedilmistir. Navarro ve ark. (Liso Navarro ve ark. 2014) tarafindan tanimlanmis
protokole gore Olglim testinin yapildigit P59’dan 6nce P20-P23 giinleri arasinda
hayvanlar ele alistirma siirecinden gegirilmistir. P24, P25 gunlerinde, P38-P42 giinleri
ve P55-P59 giinleri arasinda ise DEHB tanisi almis cocuklarin hiperaktif davranis
bigimini, agina olduklar1 ortamlarda daha belirgin bigimde ortaya ¢ikarmalarina (Sleator
ve Ullmann 1981) dayanarak, deneme testleri yapilip hayvanlarin deney diizenegini
tanimalar1 saglanmistir. P59. gln toplanan veriler degerlendirilmistir (Noldus Ethovision
XT). Agik alan testi diizenegi, koku duyusuna gore hareketleri engellemek amaciyla her
bir sigan deneyi sonrasinda %70’lik etanol ile temizlenmistir. Girilen kare sayisi,

katedilen toplam mesafe ve hiz incelenmistir.
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Sekil 3.1. Acik alan test diizenegi.

3.2.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yiikseltilmis art1 labirent testi P54. glin 20:00 — 23:00 saatleri arasinda kol genisligi 10
cm, kol uzunlugu 50 cm, duvar yiiksekligi 30 cm ve yerden yiiksekligi 40 cm olan art1
seklinde, iki kolun duvarlarla ¢evrili, diger iki kolun ise ¢evresinin tamamen acik oldugu
siyah mat zeminli bir diizenekte yapilmustir (Sekil 3.2). Navarro ve ark. (Liso Navarro
ve ark. 2014) tarafindan tanimlanmis protokole gore her sigan kollarin ¢akigsma noktasi
olan merkeze birakilmis ve davramislari 5 dakika boyunca kaydedilmistir (Noldus

Ethovision XT). Acik ve kapali kollarda gegirilen zaman degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegi.

3.3. Elektroensefalografi Parametreleri
3.3.1. Kayit Kablosunun Yapilmasi
Kullanilan Malzemeler:

1. EEG Elektrodu

2. Iki srali disi VGA soketi
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Islemler:

Alt1 adet jakli EEG elektrodunun disk kisimlar1 kesildikten sonra ¢iplak kablo uglari, her
bir kablo bir pinle eslesecek sekilde 2x3 konfigiirasyonunda disi VGA soketine
lehimlenmistir. Kablo — soket birlesim bolgesinin izolasyonunu saglamak ve
dayanikliligmi arttirmak amaciyla birlesim bolgesi sicak silikonla kaplanmistir. Bu
sekilde 4 kanaldan es zamanl kayit alinabilmesini saglayacak bir baglanti kablosu elde

edilmistir.

Sekil 3. 3. Kayit kablosunun yapimi. A) iki sirali VGA soketi. B) 2X3 konfigiirasyonunda kesilip ¢iplak

uclu EEG elektrodu kablosuna lehimlenmis soket pargasi.

3.3.2. Vida Elektrot Baglantis1 I¢in Konnektor Sisteminin Yapilmasi
Kullanilan Malzemeler:

1. Paslanmaz celik vida
2. Ozdireng kablosu

3. Iki sirali erkek VGA Soketi

Islemler:
Iki swrali soketler 2x3 konfigiirasyonunda 6 pinlik pargalar elde etmek amaciyla
kesilmistir. Iki santimetrelik 6zdirenc kablo parcalar1 kesilmis ve bir ucu daha sonra vida

elektrotlara lehimlenmek iizere serbest birakilmis, diger ucu ise pinlere lehimlenerek

28



vida elektrot konnektorleri elde edilmistir. izolasyonu ve dayanikliligi saglamak

amaciyla baglant1 bolgeleri sicak silikonla kaplanmustir.

bt :.nim.‘mm‘

Sekil 3.4. Konnektdr sisteminin yapimi. A) Kesilmis VGA soketi. B) Ozdireng kablosu. C) Kafatasina

implante edilmis vida elektrotlara baglanmig konnektor sistemi.

3.3.3. Vida Elektrotlarin implantasyonu

Postnatal 53. gilinde siganlar 100 mg/kg dozunda ketamin ve 10mg/kg dozunda ksilazin
ile anestezi edildikten sonra stereotaksi cihazina yerlestirilmistir. Cerrahi sirasinda viicut
sicakliklarmin 37 °C’nin altina diismemesi icin si¢anlarin altina elektrikli 1sitict ped
konulmustur. Cerrahi saha povidin iyot ile boyandiktan sonra 2,5 cm’lik santral ortahat
insizyonu yapilmis ve kafatasi ekspoze edilmistir. Cerrahi sahanin infeksiyonunu
Onlemek amaciyla 1 pl Rifampisin damlatilmis ve kurumasi beklenmistir. Aktif
elektrotlar icin frontal korteks (Bregmaya gore AP: + 5mm, LM: = 2,0 mm) ve primer
motor korteks (Bregmaya gore AP: + 3 mm, LM: £ 3,0 mm), referans ve toprak
elektrotlar icin ise serebellum ftizerine gelecek sckilde el matkabiyla bilateral vida
delikleri ac¢ilmistir. Vida elektrotlar deliklere yerlestirildikten sonra doku 1simmasini ve
kurumasint engellemek amaciyla cerrahi saha %0,9’luk izotonik NaCl ¢ozeltisiyle
yikanmig ve bir ucu konnektére bagli olan baglanti kablolar1 havya ile vidalara
lehimlenmistir. Konnektor — vida baglantist saglandiktan sonra dental akrilik dokiilerek

elektrotlar kafaya sabitlenmistir.
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Sekil 3. 5. Elektrot implantasyonu yapilmig deney hayvani.

3.3.4. Elektroensefalografi Kaydimin Alinmasi

P59. giin sicanlar kayittan 2 saat 6nce EEG’nin kaydedilecegi laboratuvara gotiiriilmiis
ve ortama adapte olmalarma imkan verilmistir. Her bir sigan taban alan1 40x40 cm? ve
duvar yliksekligi 40 cm olan bir kutunun i¢ine birakildiktan sonra vida elektrotlarin bagh
bulundugu konnektor ile kayit kablosunun baglantis1 kurulmustur. Bir saat boyunca kutu
icerisinde serbestge gezen siganlardan 0,3 — 100 Hz bant geciren filtre kullanilarak 500
ornekleme frekansinda Brain Vision sistemi ile EEG kaydi almmustir. Kayit

baglatilmadan dnce yapilan kontrollerde empedanslari 1 kQ oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.6. EEG kayd1 alinan deney hayvani.
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3.3.5. Spektral Analiz

Kayitlar, gevrimdis1 olarak BrainVision Analyzer 2 ile incelenmistir. Ilk etapta 50 Hz’lik
notch filtre uygulandiktan sonra manuel artefakt rejeksiyonu yapilmistir. Sinyaller
temizlendikten sonra 10 saniyelik EEG segmentlerinin hizli Fourier doniisiimii ile delta
(0,5—4 Hz), teta (4 — 7 Hz), alfa (8 — 13 Hz), beta 1 (13 — 17,8 Hz) ve beta 2 (17,8 — 30
Hz) bantlarma ait frekans spektrumlar1 elde edilmistir. Her bir sigana ait frekans
spektrumu verisi segmentlerdeki frekans spektrumlarinin aritmetik ortalamalar1 alinarak

elde edilmistir (\Vorobyov ve ark. 2011).

Sekil 3.7. Kaydedilmis EEG trasesi rnegi.

3.4. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

3.4.1. Alfa Ketoglutarat Tayini

Alfa ketoglutarat tayini dokuya uyumlu kolorimetrik alfa ketoglutarat tayini Kiti
kullanilarak yapilmistir. Kit, a-ketoglutarat miktariyla orantili olarak 570 nm
dalgaboyunda kolorimetrik dl¢timle tespit edilebilen bir iiriin olusturan eslenmis enzim

tayini ile galismaktadir (Jin ve ark. 2013).

Reaktifler ve Kimyasallar:
1) Alfa Ketoglutarat Tayin Kiti (a-Ketoglutarate Assay Kit, Sigma)
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2) 10 kDa Molekiiler Agirlik Kesme Degerli dondiirme filtresi

Islemler:

Frontal loblar (n=7/grup) eppendorf tlplerine alindiktan sonra 20 mg doku bagina 100
Hla-ketoglutarat kit tamponu eklenip homojenize edilmis ve 13000xg’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Toplanan siipernatantlar 10 kDa molekiler agirlik kesme degerli
dondiirme filtrelerine aktarildiktan sonra 14000xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Filtratlarin numune olarak kullanildigi kolorimetrik kit ile frontal lobdaki alfa

ketoglutarat miktar1 ng/ul olarak tayin edilmistir.

3.4.2. Glutamat Dehidrogenaz Aktivite Tayini

Glutamat dehidrogenaz enzim aktivitesinin 6lgimu dokuya uyumlu kolorimetrik GDH
aktivite tayin kiti kullanilarak yapilmistir. Kit, glutamatin GDH tarafindan tiiketilip
NADH iirettigi ve NADH’ nin GDH aktivitesiyle orantili olarak 450 nm dalgaboyunda
Olgiilebilen iiriin olusturmak tizere “probe” ile reaksiyona girdigi bir eslenik enzim tayini

ile yapilmaktadir (Abu Shmais ve ark. 2012).

Reaktifler ve Kimyasallar:
Glutamat Dehidrogenaz Aktivitesi Tayin Kiti (Glutamate Dehydrogenase (GDH)
Activity Assay Kit, Sigma)

Islemler:

Frontal loblar (n=7/grup) eppendorf tiplerine alindiktan sonra 50 mg doku basina 200 ul
glutamat dehidrogenaz kit tamponu eklenip homojenize edilmis ve 13000xg’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Toplanan siipernatantlarin numune olarak kullanildig: aktivite

Kiti ile frontal lobdaki glutamat dehidrogenaz aktivitesi U/l olarak belirlenmistir.

3.4.3. Alanin Aminotransferaz Aktivite Tayin Kiti

Alanin aminotransferaz enzim aktivitesinin 6lcimi dokuya uyumlu kolorimetrik ALT
aktivite tayin kiti (Alanine Aminotransferse Activity Assay Kit, Sigma) kullanilarak
yapilmustir. Kitte ALT aktivitesi iiretilen piriivata orantili bi¢gimde kolorimetrik olarak
tespit edilebilen bir iirliniin olustugu eslenmis enzim tayini ile 6l¢iilmektedir (Yang ve
ark. 2009).
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Reaktifler ve Kimyasallar:
Alanin Aminotransferaz Aktivitesi Tayin Kiti (Alanine Aminotranserase Activity Assay
Kit, Sigma)

Islemler:

Frontal loblar (n=7/grup) eppendorf tliplerine alindiktan sonra 50 mg doku basina 200
MIALT kit tamponu eklenip homojenize edilmis ve 15000 x g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Toplanan siipernatantlarin numune olarak kullanildig: aktivite kiti ile frontal

lobdaki alanin aminotransferaz aktivitesi U/l olarak belirlenmistir.

3.4.4. Kiitle Spektrometresi ile Glutamat ve Glutamin Tayini

Perflize edilerek ¢ikarilan frontal lob dokularma (n=8/grup) hacminin 4 kati1 kadar
metanol eklenerek homojenize edilmis ve sonrasinda 18000 g’de 10 dakika boyunca
santriflij edilerek silipernatantlar alinmistir. Peletinden ayrilan 1 ml siipernatant 10 pl i¢
standart soliisyonu ve 10 pl su ile 5 dakika vortekslenmistir. Daha sonra 3000 g’de 10
dakika santrifiij edilerek tekrar siipernatant alinmistir. Alman siipernatant 35°C’de
kuruyana kadar nitrojen ile ucurulduktan sonra elde edilen kuru ekstrakt 100 pl su
eklenerek tekrar ¢oziilmiis ve hazirlanan 6rnegin 2 ul’si UFLC-MS/MS sisteminde

MassLynx NT Software yazilimi ile analiz edilmistir (Wei ve ark. 2014).

3.4.5. Real-time PCR Ile Alanin Aminotransferaz ve Glutamat Dehidrogenaz
MRNA Tayini

Total RNA izolasyonu:

Kontrol ve deney grubuna ait doku drneklerinden (n=3/grup) total RNA izolasyonu,
trizol (Invitrogen) reaktifi kullanilarak gerceklestirilmistir. MagNa Lyser Gren Beads
tiiplerine alinan dokularin tizerine 1 mltrizol reaktifi eklenmis ve homojenizasyon islemi
MagNa Lyser cihazinda 3000 rpm 30 saniyede gergeklestirilmistir. Homojenizasyon
isleminden sonra Invitrogen’in protokoliine gére RNA izolasyonu tamamlanmistir.
Protokol sonunda elde edilen RNA pelletleri tizerine RNaz-icermeyen su konulmus ve
toplanan RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga

boyunda 6l¢llmiistiir. Daha sonra tlpler -80°C*ye kaldirilmistir.
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Dnaz-muamelesi:
RNA (3 pg) 1U Dnaz | (Invitrogen) ile muamele edilmis ve komplementer DNA
(cDNA) sentezi i¢in kullanilmistir.

cDNA sentezi:

cDNA sentezi, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kkiti (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak gerceklestirilmistir. Dnaz ile muamele edilmis olan RNA
ornegine, 10xRT tamponu, 25xdNTPmix, 10xRT random primerler, Rnase inhibitor ve
Multiscribe reverse transcriptase (50 U/ul)’den olusan toplam 10 ul’lik cDNA sentez
karisimi ilave edilip yavasca karistirilmistir. Bu karisim, 25°C’de 10 dakika, 37°C’de
120 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon 85°C’de 5 dakika inkiibe edilerek
sonlandirilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar PCR ig¢in kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmustir.

Real-time PCR reaksiyonu:

Sican ALT ve GDH igin spesifik primerler (Tablo 3.1) kullanilarak StepOnePlus™
Real-Time PCR (Applied Biosystems) cihazinda, Power SYBR® Green Master Mix
protokoline gére Real-time PCR ¢alisilmistir. Reaksiyon karigimi; 10 ul PowerUp
SYBR® Green PCR Master Mix (2X), 10 uM forward, 10 uM reverse primer, 2 ul
cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde nikleaz-icermeyen sudan olusacak sekilde
hazirlanmistir. Amplifikasyon kosullari; 50°C’°de 2 dakika, 95°C’de 2 dakika, 95°C’de 3
saniye, 53°C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30 saniye olacak sekilde olusturulmustur.
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems) cihazina ait software programi
yardimiyla CT (siklus esik degerleri) degerleri belirlenmistir. Elde edilen CT degerleri
2-AACT formiiliinde kullanilarak her genin kontrol grubuna kiyasla goéreceli degisim
dizeyleri hesaplanmistir. Amplifikasyon, 35 siklusta gergeklestirilmistir. Ayrica,
Melting Curve analizi ile {iriinlerin beklenen ve gozlenen Tm degerleri karsilastirilarak
PCR iirtinlerinin dogrulugu degerlendirilmistir (Cavallaro ve ark. 1997; Yang ve ark.
2009).
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Tablo 3.1. Real-time PCR igin kullanilan primerlerin sekanslar1

HGeedr?f Sekans Fragman Biiyiikliigii (bp)
ALT | lleri 5-CCAGAGGATGCCAAGAGAAG-3 138

Geri 5-GCCTCCGTCTCTTCTCTCAA-3’
ooy | lleri S-GAGGACAAGCTGGTGGAAGA-3’ 115

Geri 5’-AGGAGAGGCTCAACACATGG-3’

3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmelere SPSS Versiyon 15.0 Paket Programi kullanilarak
yapilmistir. Davranis testleri olan agik alan ve yiikseltilmis art1 labirent testine ait veriler
tek yonlu varyans analizi ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi ile analiz edilmistir.
Biyokimyasal veriler ve frekans spektrumlarinin ¢oklu karsilastirmalari i¢in parametrik
olmayan Kruskal Wallis Testi ve ikili karsilastirmalar1 igin Mann Whitney-U Testi
kullanilmistir.Bulgular, ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur. P<0,05’i saglayan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
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4. BULGULAR

4.1. Genel Gortnim

Deneye P21. giinde alinan sican yavrularinin gelisim egrileri haftalik agirlik tartimi
yapilarak tiim gruplar i¢in 35 giinlilk deney siireci boyunca takip edilmis ve gruplar
arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir. Cerrahi girisim uygulanan siganlarin

postoperatif takiplerinde herhangi bir komplikasyon veya sekelle karsilasiimamuistir.

4.2.Davramssal Bulgular

4.2.1. Agik Alan Testi Bulgular

Tim gruplarmm katedilen mesafe, girilen kare sayis1 ve hiz degerleri Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Ag¢ik alan testinde sodyum metabisiilfit almig S25 ve S100 grubu
sicanlarinin lokomotor aktivite gostergesi olan parametrelerinde doz bagimli bir artis

gbzlenmistir.

Katedilen mesafeler ve girilen kare sayilar1 agisindan K ve S25 gruplar1 arasinda anlamli
bir farklilik goriilmezken, S100 grubunun kat ettigi mesafe ve girdigi kare sayisinin K

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Ortalama hizlar ele alindiginda ise sadece S100 grubunda K grubuna gére istatistiksel

olarak anlamli bir artis izlenmis, K ve S25 gruplar1 arasinda farklilik gériilmemistir.

Tablo 4.1. Agik alan testinde katedilen mesafe, girilen kare sayisi ve hiz degerleri.

Grup Katedilen Mesafe Girilen Kare Hiz
(n=18) (cm) Sayisi (cml/s)
K 1303,7 £ 126,9 42,9 +6,5 4,7+04
S25 1643,2 + 148,0 58,9 +7,7 5,9 40,5
S100 1883,9 + 129,3** 75,8 £ 7,5** 6,7 £0,5**

** p<0,01 K grubuna gore fark.
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4.2.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgular:

TUm gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testi acik kolda gecirilen siire ve kapali kolda
gegirilen siire degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir. Yikseltilmis art1 labirent testinde
sodyum metabisiilfit almis S25 ve S100 grubu siganlarmm anksiyetelerini gosteren
kapali kolda gegirilen siirede doz bagimli bir artis gézlenmis, ancak gruplar arasinda
anlamli fark bulunmamistir. Ac¢ik kolda gegirilen siire S25 ve S100 gruplarinda K
grubuna gore azalmis, fakat sadece S100 grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Tablo 4.2. Yiikseltilmis art1 labirent testinde acik kolda gegirilen siire ve kapali kolda gegirilen siire
degerleri.

Gru
( 1:) Ac¢ik Kolda Gegirilen Siire (s) Kapal Kolda Gegirilen Siire (s)
n=
K 104,3 £ 8,7 174,3+9,8
S25 82,7+6,8 1779+75
S100 61,5 + 8,6*** 206,1 +11,3

*** n<0,001 K grubuna gore fark.

4.3. EEG Bulgulan

Kontrol ve deney gruplarinin frontal kortekslerinden bilateral alinmis EEG kayitlari
incelendiginde S25 ve S100 gruplarmin delta ve teta frekans bandi genliklerinin K
grubuna gore anlamli olarak arttigi, betal bant genliginin ise her iki deney grubunda K
grubuna gore azaldigir goriilmiistiir. Alfa ve beta2 frekans bandi genlikleri agisindan

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.
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Tablo 4.3. Frontal korteksten alinan EEG dalgalarinin frekans spektrumu.

Frontal Korteks Frekans Spektrumu (pV)

GRUP
(n=6)
) 0 o B1 B2
K 580+0,11 | 3,76+0,07 | 255+0,05 | 1,44+0,03 | 0,98+0,02
S25 8,42+0,117" | 4,76 £0,06™ | 2,63+0,03 | 1,33+0,01™ | 1,01+0,01
S100 |8,37+0,087 | 459+0,067 | 2,53 +0,03 | 1,34+0,01™ | 1,02+0,01

*** n<0,001 K grubuna gore fark.

Primer motor korteksten alman EEG sinyalleri incelendiginde S25 ve S100 gruplarinda

delta, teta ve beta2 frekans bandi genliklerinde K grubuna gore istatistiksel olarak

anlamh artis bulunurken alfa ve betal frekans bantlarmmin genlikleri agisindan gruplar

arasinda fark goriilmemistir.

Tablo 4.4. Motor korteksten alinan EEG dalgalarmin frekans spektrumu.

Motor Korteks Frekans Spektrumu (uV)

GRUP
(n=6)
B 0 a B1 B2
K 5,36 £ 0,11 3,70+0,07 |262+0,06| 1,45+0,03 0,96 + 0,02
S25 7,75+0,07™ | 518+0,057 | 2,69+0,02 | 1,47 +0,01 1,09 +0,01™
S100 7,99+0,06™ | 515+0,057 | 2,71+0,04 | 1,47 +£0,01 1,10 £ 0,01™"

*** n<0,001 K grubuna gore fark.
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4.4 Biyokimyasal Bulgular
4.4.1. Alfa Ketoglutarat Seviyesi Bulgulari

Frontal lobdaki AKG seviyesi degerlendirildiginde S25 ve S100 gruplarinda K grubuna
gore nicel bir azalma izlenmis olsa da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamustir. TUm gruplara ait AKG duzeyleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Frontal lobda alfa ketoglutarat seviyeleri (n=7).
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4.4.2. Glutamat Dehidrogenaz Aktivitesi Bulgular:

Frontal lobdaki GDH aktivitelerine bakildiginda S25 ve S100 gruplarinda doz bagimli
bir artis oldugu izlenmis, fakat K grubuna gore sadece S100 grubundaki artigin
istatistiksel anlam tasidigi tespit edilmistir. TUm gruplara ait GDH aktiviteleri Tablo
4.5’te ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

8.00 - *ok
7.00 A
6.00 A
5.00 -
4.00 -
3.00 -~

2.00 A

Glutamat Dehidrogenaz Aktivitesi (U/L)

1.00 -

0.00

K S25 S100

Sekil 4.2. Frontal lobda glutamat dehidrogenaz aktiviteleri (n=7).

** p<0,01 K grubuna gore fark.
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4.4.3. Alanin Aminotransferaz Aktivitesi Bulgular

Frontal lobdaki ALT aktiviteleri degerlendirildiginde sodyum metabisiilfit almig S25 ve
S100 gruplarinda K grubuna gére doz bagimli bir azalma gozlenmis olup, sadece S100
grubu ile K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Tim

gruplara ait ALT aktiviteleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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0.70 -
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Alanin Aminotransferaz Aktivitesi (U/L)
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0.10

0.00

S25 S100

Sekil 4.3. Alanin aminotransferaz aktiviteleri (n=7).

* p<0,05 K grubuna gére fark.
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4.4.4. Glutamin Duzeyleri

Frontal lobdaki glutamin diizeyleri incelendiginde hem S25 grubunda hem de S100
grubunda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig bulunmustur. Ayrica, S100
grubunun frontal lob glutamin seviyesinin S25 grubuna gore de yiikselmis oldugu tespit
edilmistir. TUm gruplara ait glutamin duzeyleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Glutamin dlzeyleri (n=8).

*p<0,05, ***p<0,001 K grubuna gore;Tp<0,05 S25 grubuna gore fark.

42



4.4.5. Glutamat Diizeyi Bulgulan

Deney gruplarinin frontal lob glutamat seviyeleri degerlendirildiginde S100 grubuna ait
glutamat diizeyinin K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde yiiksek oldugu
goriilmiistiir. S25 grubundaki glutamat seviyesinin de K grubuna gore yiiksek oldugu
gozlenmis olmakla beraber istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir. Tiim gruplarin

glutamat diizeyleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.5.’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Glutamat Duzeyleri (n=8). *p<0,05 K grubuna gore fark.

43



4.4.6. Alanin Aminotransferaz mRNA Bulgular

Frontal lob dokularindaki ALT mRNA miktarlar1 6l¢iildiigiinde S25 ve S100 gruplarinda
K grubuna gore anlamli bir diisiis oldugu, fakat S25 ve S100 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi tespit edilmistir. Tiim gruplarin ALT

MRNA diizeyleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Alanin aminotransferaz mRNA miktarlar1 (n=3).

*p<0,05; *** p<0,001 K grubuna gore fark.

4.4.7. Glutamat Dehidrogenaz mRNA Bulgulari
Deney gruplarinin frontal korteksindeki GDH mRNA miktarlar1 6lgtildiiglinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Tiim gruplarim GDH mRNA

dizeyleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Glutamat dehidrogenaz mRNA miktarlar1 (n=3).
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Tablo 4.5.Frontal lobda incelenmis biyokimyasal parametreler.

K

S25

S100

AKG
Duzeyi
(n=7)

2,5+0,1

2,2+0,1

23%+0,1

Glutamat
Duzeyi
(ng/ml)

(n=8)

22073,6 +£1391,9

23095,9 + 1564,4

24181,8 + 1037,9*

Glutamin
Duzeyi
(ng/ml)

(n=8)

7106,5 = 344,6

7907,9 + 488,6

8677,9 £ 711,9%,***

ALT
Aktivitesi
(U/L)
(n=7)

0,78 £0,02

0,74 +£0,02

0,67 = 0,05*

GDH
Aktivitesi
(U/L)
(n=7)

6,26 + 0,24

6,76 + 0,26

7,10 £ 0,25**

ALT
Ekspresyonu
(n=3)

1,0

0,7*

0’6***

GDH
Ekspresyonu
(n=3)

1,0

0,8

0,9

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 K grubuna gore fark; $p<0,05 S25 grubuna gore fark.
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5. TARTISMA

Silfit bilesikleri 1959 yilindan beri FDA onayiyla gida katki maddeleri olarak
sofralarimizda yer almaktadir (Schroeter 1966). Gerek ani anaflaktik reaksiyonlar,
gerekse solunum yollarindaki ve ciltteki iritan etkileri sebebiyle siilfit bilesiklerinin diyet
yoluyla alimi bilim camiasi tarafindan mercek altina alinmistir (Yang ve Purchase 1985;
Taylor ve ark. 1986). Buglne kadar, deneysel arastirmalarla siilfit alimmin gesitli
sistemler tizerindeki doz bagimli etkileri arastirilmisken, halk saglig1 taramalar1 ile farkl
populasyonlarda sulfit maruziyetinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar devam
etmektedir (Cressey ve Jones 2009; Bemrah ve ark. 2012; Bai ve ark. 2013; Ercan ve
ark. 2013; Zhang ve ark. 2015; Mahmoudi ve ark. 2017). Literatiire bakildiginda siilfit
bilesiklerinin ciddi norotoksik etkiler gosterdigi ve ozellikle de kiiciik yas gruplarinca
giivenli miktarin ¢ok tizerinde tiiketilebildigi goriildiigiinden, tarafimizca givenli ve
toksik dozlarda siilfit alimimin ¢ocukluk ¢agindaki uzun-dénem etkilerinin ndrofizyoloji
ve davranis perspektiflerinden incelenmesi planlanmistir (Vandevijvere ve ark. 2010;
Urtiaga ve ark. 2013; Parmeggiani ve ark. 2015; Wang ve ark. 2016). Ayrica, projede
incelenmis olan parametreler, Onceki arastrmalarimizda siilfit alimmm lokomotor
aktiviteyi anlamli 6l¢iide arttirdigina dair gdzlemlerimize ve literatiirde mevcut olan gida
katki1 maddelerinin ¢ocuklarda DEHB gelisimine katki sagladig1 hipotezine dayanilarak
belirlenmistir (Millichap ve Yee 2012; Martyn ve ark. 2013; Verlaet ve ark. 2014). Bu
baglamda bu tez projesinde, insanlardaki c¢ocukluk doénemine tekabiil eden si¢an
yavrularinda uzun-donem siilfit alimmin lokomotor aktivite, anksiyete, frontal lobdaki
glutamat, glutamin, AKG diizeyleri, GDH, ALT aktiviteleri, ALT, GDH mRNA’lar1 ve

frontal ve motor kortekslerde EEG frekans bantlar1 tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Silfit alimmin davranis {izerindeki etkilerinin arastirildigi calismalara literatiirde
rastlanmaktadir (Kucukatay ve ark. 2005; Noorafshan ve ark. 2013; Ozsoy ve ark.
2017). Ozsoy ve ark. 2012 yilindaki c¢aligmalarinda (Ozsoy ve ark. 2012) eriskin
siganlarda, 2017 (Ozsoy ve ark. 2017) yilinda ise yash siganlarda giivenli dozdaki
stilfitin  6grenme bozukluguna yol a¢madigini aktif sakinma testi araciligiyla
gostermistir. Ayrica Kiigiikatay ve ark. (Kucukatay ve ark. 2005) da yine aktif sakinma

testiyle gilinliik 25 mg/kg uzun donemde Ogrenme bozuklugu olusturmadigini
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gostermistir. Ne var ki, Nooarfshan ve ark. (Noorafshan ve ark. 2013) 2013 yilinda
yayimladiklar1 makalelerinde radyal kollu labirent testi verilerine dayanarak, gunlik 25
mg/kg giivenli dozdaki siilfit tiiketiminin dahi uzaysal 6grenme ve hafiza bozukluguna
yol actigini One siirmiistiir. Literaturde silfit tuketiminin lokomotor aktivite Uzerinde
nasil etkilere sahip oldugunu gostermis bir calisma heniiz bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinda ¢ocukluk donemindeki sicanlarda uzun donem siilfit tiiketiminin lokomotor
aktivite tizerindeki etkileri ilk defa arastirilmistir. Verilere bakildiginda giivenli dozda
silfit alan S25 grubunda K grubuna gore anlamli bir farklilik goriilmezken,
100mg/kg/glin sulfit dozunda tim parametrelerin, hiperaktiviteyi isaret edecek sekilde,
belirgin olarak yiikseldigi goriilmektedir. Lokomotor hiperaktivite serebral
disfonksiyonla ve norolojik bozukluklarla iligkilendirildiginden, ndrotoksisite
calismalarinda siklikla incelenen kiymetli bir parametredir (Artigas 2013; Quines ve ark.
2014). Quines ve ark. yaygin olarak kullanilan bir gida katki maddesi olan monosodyum
glutamat maruziyetinin siganlarda lokomotor aktivite artisina yol agtigini ve bu artisa
serebral korteksteki serotonin aliminda yiikselme ile Na*/K™-ATP-az aktivitesindeki
azalmanm eslik ettigini gostermistir (Quines ve ark. 2016). Bir bagka calismada ise
prefrontal kortekse GABA-A antagonisti olan picrotoksin maddesinin enjekte
edilmesiyle lokomotor aktivitede doz bagimli artisin ortaya ¢iktigi rapor edilmistir
(Pezze ve ark. 2014). Diger yandan sodyum kanali aktivatorii veratrinin infralimbik
kortekse uygulanmasiyla lokomotor aktivite diisiisii ve ekstraseliiler glutamat duzeyinde
artis elde edilmistir (Suzuki ve ark. 2016). Dahasi, medial prefrontal korteksin sitotoksik
ajanlarla haraplanmasinin hiperaktiviteye yol a¢tig1 gosterilmistir (Yee 2000). Sodyum
metabisilfitin Na*/K*-ATP-az pompasi, GABA-A reseptorleri veya sodyum kanallari
iizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu ve lokomotor aktivite artisina nasil yol actigi
henliz bilinmemektedir. Dolayisiyla, gelecek projelerde siilfite bagli hiperaktivite
olusumunda rol oynadigi gosterilmis yapilarla etkilesiminin incelenmesiyle siilfit
kaynakli lokomotor aktivite artisinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin agiga

cikarilmasi hedeflenmektedir.

Projemizde davranigsal agidan ele alinmis bir diger parametre olan anksiyete,
yikseltilmis art1 labirent testinde kapali ve agik kolda gegirilen zamanlar araciligiyla

degerlendirilmistir. S25 grubunda K grubuna gore anksiyete artis1 goriilmemisken, S100
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grubunda bir anksiyete belirteci olarak agik kolda gegirilen siirenin anlamli bigimde
azaldig1 tespit edilmistir. Literatiirde diyetle siilfit aliminin herhangi bir yas grubunda
anksiyete tizerindeki etkilerini incelemis bir ¢aligma bulunmamaktadir. Anksiyete
bozuklugunun patofizyolojisinde serotonin, dopamin (Stein ve ark. 2002), GABA
(Lydiard 2003) ve glutamat (Carlsson 2001) gibi norottransmitterlerin yer alabilecegi
pek ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Parmeggiani ve ark. (Parmeggiani ve
ark. 2015) serebral korteks kesilerinde siilfitin glutamaterjik iletimi bozdugunu
gostermistir. Dolayisiyla siilfit alimma bagl anksiydoz davranis olusumun altinda da
glutamaterjik noral iletim degisikliklerinin yatmast muhtemeldir. Diger yandan, yakin
zamanda yapilmis bir bagka calisma ise anksiyete benzeri davranislarin altinda ndéral
aglardaki bilgi isleme siireclerindeki bozukluklarin yer alabilecegi one siiriilmiistiir
(Labiano-Fontcuberta ve ark. 2015). Postsinaptik yogunluk 95 (PSD95), gefirin ve
sinaptofizin proteinleri sinaptik fonksiyonlarn diizenlenmesinde rol oynayan temel
yapilardir ve anksiyete benzeri davranislarin molekiiler mekanizmalarinda yer aldiklari
kemirgen modellerinde gosterilmistir (Varty ve ark. 1999; Luscher ve ark. 2011; Zhang
ve ark. 2012). PSD95, eksitator sinapslarin diferansiasyonunu duzenlerken (Bassani ve
ark. 2013), gefirin GABAerjik sinapslar1 organize etmekle yiikiimliidiir (Choii ve Ko
2015). Presinaptik vezikiil proteini olan sinaptofizin ise sinaptik yapilanmanin Kkilit
bilesenlerindendir. Kumar ve ark. (Kumar ve Thakur 2017) Bisfenol-A (BPA) toksisitesi
ile ilgili arastirmalarinda fare korteksinde PSD95, sinaptofizin azalmasinin ve gefirin
artisginin anksiyete benzeri davranig artisiyla korelasyon gosterdigini bulmuslardir. Son
zamanlarda yapilmis bir diger arastirmada ise kronik, 6ngoriilemeyen orta siddetli strese
maruz birakilan siganlarda hipokampal dopamin igerigindeki azalmanin anksiyete
benzeri davranis ve lokomotor aktivite artisina eslik ettigi ortaya konmustur (Spasojevic
ve ark. 2016). Dolayisiyla siilfitin neden oldugu anksiyete artisinin molekiiler
temellerinin sadece kortekste degil hipokampusta da arastirilmasi gerektigi
diisiiniilmektedir. Ayrica, ¢ocukluk doneminin yanisira siilfitin diger yas gruplar1 icin de
anksiyete lzerindeki doz bagimli etkisinin gelecek projelerde calisiimasi
planlanmaktadir. Zira anksiyete artisinin goriildiigii “anksiyete bozuklugu” gibi pek ¢ok
psikiyatrik hastalik her yas grubunun yasam kalitesini onemli derecede etkilemektedir ve

belki de elde edilecek bulgular dogrultusunda semptomlarin diyet diizenlenmesiyle
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hafifletilebilme ihtimali giindeme gelecektir. Bu tez ¢alismasinin hedefleri agisindan ise
DEHB tanisinin oldukg¢a yaygin konuldugu bir yas grubunda, giivenli miktarin lizerinde
stlfit alimmin DEHB ile iliskilendirilmis olan hiperaktiviteye ve anksiyete artigina yol
acmig olmasi biiyilk 0nem tagimaktadir. Cocukluk doneminde siilfit muhteviyat1 yiikksek
olan gidalarmn DEHB gelisimine katki saglayabilecegi dnermesinin gii¢lendirilebilmesi
icin, DEHB ile iliskilendirilen primer bulgulardan biri olan impulsivitenin de sulfit
alimindan nasil  etkilendiginin ileride yapilacak arastirmalarda incelenmesi

diistiniilmektedir.

DEHB patogenezinde yer aldigi one siirillen anomalilerden biri noronal enerji
yoksunlugudur. Enerji disfonksiyonu, serebral metabolizmada alternatif enerji
kaynaklarmin kullanimi gibi adaptasyonlar1 indiklemektedir. Bu adaptasyonlarin bir
parcast olarak glutamat, glutamin gibi aminoasitler metabolik yakit olarak
kullanilabilmektedir (Stelmashook ve ark. 2011). Gerek normal kosullar altinda gerekse
enerji ihtiyacinin arttigi durumlarda glutamat, GDH, AST ve ALT ile bir TCA ddngusi
elemani olan AKG’ye doniistiiriilmektedir (Sonnewald ve ark. 1997). Bu bilgilerin 15181
altinda bu tez calismasinda silfitin, DEHB ile ilgili degisikliklerin en sik gorildigi
frontal lobdaki AKG, glutamin, glutamat dizeyleri ve ALT, GDH aktiviteleri ve

ekspresyonlar1 6l¢iilmiistiir.

Incelemelerimiz sonucunda frontal lob glutamin diizeylerinin her iki siilfit grubunda,
glutamat seviyesinin ise sadece toksik dozda siilfit alan grupta yiikseldigi bulunmustur.
Literatiirde siilfitin dogrudan glutamin diizeyleri iizerine etkisini gosteren bir yayin
bulunmazken Parmeggiani ve ark. (Parmeggiani ve ark. 2015) serebral korteks
kesitlerinde siilfitin doz bagimli bicimde glutamat alimmi azalttigin1 gostermis ve bu
etkinin siilfitin glutamat tasiyicilarini hedef almasiyla agiklamistir. Bu durumda serebral
korteksteki glutamat miktarin1 artirirken sinaptik bosluktan alimini kisitlayan siilfitin
norotoksik etkilerine aracilik eden mekanizmalardan birinin glutamat eksitotoksisitesi
oldugu da soylenebilmektedir. Ayrica ekibimiz tarafindan yapilmig bir arastirmada da
glivenli dozda uzun siireli siilfit aliminin hipokampusta glutamin sentaz ve glutaminaz
seviyelerini belirgin olarak azalttigi goriilmiistiir (Derin 2015). Diger yandan serebral

glutamin artisi amonyum diizeyinin arttif1 durumlarla ve astrositlerin sismesiyle;
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astroglial hasarla iligkilendirilmektedir (Takahashi ve ark. 1991). Ayrica, DEHB tanis1
almis cocuklarin beyinlerinde glutamat ve glutamin diizeylerinin yiikseldigi de rapor

edilmistir (Hammerness ve ark. 2012; Altabella ve ark. 2014).

AKG duzeylerine bakildiginda S25 ve S100 gruplarinda K grubuna gore azalma
gozlenmigse de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Hicrelerin enerji
tretimini saglayan TCA dongiisii bilesenlerinin diizeyindeki azalma beraberinde enerji
deprivasyonunu getirmektedir. Nitekim, AKG {iretimini saglayan enzimlerden biri olan
GDH’nin sadece beyinde knockout edildigi farelerde santral enerji deprivasyonu
olustugu ortaya konmustur (Karaca ve ark. 2015). Bu tez ¢alismasinda frontal lobdaki
GDH ekspresyonu agisindan bir farklilik goriilmemis olmasina ragmen, aktivitenin S100
grubunda K grubuna goére anlamli bi¢imde arttig1 bulunmustur. Bulgularimizin aksine,
Zhang ve ark. (Zhang ve ark. 2004) Neuro-2a ve PC12 sican beyin hiicrelerinde siilfit
maruziyetinin doz bagimli GDH inhibisyonuna yol a¢tigini One silirmiistiir. Sulfit
alimiyla beraber azalma egilimi gostermis olan AKG seviyeleri ile artrms GDH
aktivitesi ilk bakista ¢elisiyor gibi goriinmektedir. Ancak, oksidatif glutamat
metabolizmasinin, GDH’nin yam swra ALT ve AST enzimleri tarafindan da regile
edildigi unutulmamahidir (Abbrescia ve ark. 2012). Ayrica, aktivitesi ADP, GTP ve
NAD+/NADH gibi ara iriinler tarafindan allosterik bi¢imde kontrol edilen bu
enzimlerin fizyolojik olarak ¢ift yonlii ¢alistig1 ve reaksiyon yoniiniin anlik olarak ¢evre
kosullarma bagli oldugu g6z 6niinde bulundurulmahdir (Spanaki ve ark. 2014). Daha da
onemlisi, 6lcimlerimiz sonucunda AKG — glutamat doniisiimiinii saglayan ALT mRNA
ve aktivitesinin S100 grubunda K grubuna gére 6nemli 6lgiide azaldigi tespit edilmistir.
Artmis GDH aktivitesinin, ALT ekspresyon ve aktivitesinde azalmasimin kompansatuvar
bir mekanizma olup olmadiginin ve AST enzim parametrelerinin nasil degistiginin

gelecek caligmalarda arastirilmasi 6nerilmektedir.

Bu tez calismasinda cocukluk doneminin modellendigi sican yavrularinda giivenli ve
toksik dozlarda uzun sureli sulfit tiketiminin DEHB benzeri degisimlere neden olup
olmadig1 EEG sinyalleri yoniinden de incelenmistir. Her ne kadar son arastirmalar EEG
sinyallerinin sadece ritmik osilasyonlardan degil, aritmik fraktal bilesenlerden de

olustugunu belirtiyor olsa da (Wen ve Liu 2016) esas olarak farkli frekanslardaki
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osilatuvar EEG bilesenleri {lizerinde durulmaktadir (Guntekin ve Basar 2016). Sinyal
isleme tekniklerinin ham EEG sinyallerinin analizinde kullanilmasiyla elde edilen
kantitatif EEG, gunimuzde psikiyatrik ve ndrolojik bozukluklarla ilgili ¢aligmalarda
yaygin bi¢imde kullanilmaktadir (Olbrich ve ark. 2015; Franko ve ark. 2016; Leuchter
ve ark. 2017). Nitekim norogelisimsel bir bozukluk olan DEHB’nin patogenezine
yonelik klinik ve preklinik aragtirmalarda kantitatif EEG parametrelerine siklikla yer

verilmektedir (Botanas ve ark. 2016; Rodriguez ve ark. 2016; Duffy ve ark. 2017).

DEHB tanis1 almis c¢ocuklarda kantitatift EEG anomalilerine frontal ve santral beyin
bolgelerinde rastlandigi i¢in frontal korteks ve primer motor korteksten toplanan EEG
sinyallerinin frekans spektrumlar1 elde edilmistir (Vorobyov ve ark. 2011; Poil ve ark.
2014). Frontal korteksten elde edilen bulgular hem guvenli hem de toksik dozlardaki
uzun siireli siilfit tiiketiminin yavas EEG dalgalar1 olan delta ve teta bantlarmin
genliginde giiclenmeye, hizli dalga bileseni olan betal bandinda ise zayiflamaya yol
actigin1 gostermistir. Bulgularimiza benzer sekilde Vorobyov ve ark. (Vorobyov ve ark.
2011) DEHB modeli olarak kullanilan spontan hipertansif si¢canlardan alman EEG
sinyallerinde frontal alanlardaki yavas dalga aktivitesinde artis ve alfa-betal
aktivitesinde azalma oldugunu ifade etmistir. Ozkaya ve ark. (Ozkaya ve ark. 2006)ise
bizden farkli olarak giivenilir dozda uzun siireli siilfit aliminin posterolateral bélgeden
kaydedilen spontan EEG aktivitesinde herhangi bir fark olusturmadigini rapor etmistir.
Sonuglar arasindaki farkliligin sinyallerin toplandigi bolgelerin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Zaman icinde pek cok kognitif stirecin bir EEG osilasyon paterniyle iliskilendirilmis
olmasma ragmen, klasik EEG frekans bantlariyla mutlak baglantis1 kurulamamis
kognitif durum sayis1 ¢ok daha fazladir. Dolayisiyla kognitif olaylarm EEG dalgalariyla
birebir esleniminin kurulabilmesi olas1 gbzilkmemektedir. Ancak bugiine kadar elde
edilmis bilgilerin 15131nda EEG osilasyonlarmnin, olustugu beyin bdlgesine gore farkl
kognitif fonksiyonlara katki sagladigi goriisii benimsenmistir (Siegel ve ark. 2012;
Herrmann ve ark. 2016). Ornegin topografik olarak alfa aktivitesi duysal alanlardan
kaydedildiginde duysal fonksiyonlar1 temsil ederken (Basar ve ark. 1999) gonilli motor
kontrol alanlarindan kaydedildiginde motor yanitlar1 yansitmaktadir (Pineda 2005).
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Ayrica, noronal aglarda inhibitor etki yaratti1 diisiiniilen delta osilasyonu kaynaklari en
sik frontal ve singulat kortekslerde tespit edilmistir (Harmony 2013). Teta dalgalarinin
da yine esas olarak frontal kortekste goriildiigii ve inhibisyon araciligiyla diger beyin
yapilarini regiile ettigi ifade edilmistir (Colgin 2013). Beta dalgalarinin ise motor
gorevler (Pfurtscheller ve ark. 2001) ve sensorimotor etkilesim gerektiren kognitif
gorevler sirasinda modiilasyona ugradigi bildirilmistir (Kilavik ve ark. 2013). EEG
frekans bilesenleriyle ilgili unutulmamasi gereken 6nemli nokta bu sinyalleri tek basina
korteksin iiretmedigidir. Oyle ki, talamusun ¢ikarilmas: halinde geriye sadece yavas
delta dalgalar1 kalmakta, bu durum da beynin elektriksel aktivitesinin olusumunda
talamokortikal baglantilarm 6nemini ortaya koymaktadir (Villablanca ve Salinas-
Zeballos 1972). Nitekim literatiirde DEHB tanis1 almis ¢ocuklarda teta giiciindeki artigin
talamik degisikliklerden kaynaklandigi da one siiriilmiistiir (Bailey ve Joyce 2015).
Frekans bantlariyla ilgili bu bilgiler 151¢1inda kendi sonuglarimiz ele alindiginda delta ve
teta aktivitelerindeki artis sebebiyle siilfitin noronal aglarda inhibisyona yol aciyor
olabilecegi akla gelmektedir. Siilfitin derin beyin bdlgelerinde inhibisyona yol acip
acmadig1 gelecek ¢alismalarda beyin osilasyonlarinin derin elektrotlarla kaydedilmesiyle
ortaya konabilecektir. Diger yandan, bulgularimizdaki belirgin teta gticlenmesi, silfitin
teta osilasyonlarinin kaynagi olan derin yapilarla etkilesiminin arastirilmasimi da zorunlu
kilmaktadir. Ayrica teta gliclenmesinin DEHB’de de goriiliiyor olmasi siilfitin DEHB
olusumuna katki saglayabilecegi diisiincesini guclendirmektedir. Buna karsin, siilfit
alimmin frontal ve motor alanlardan toplanmis olan alfa dalgalarinda herhangi bir gii¢
degisikligine yol agmamus olmasi, DEHB patogenezinde alfa jeneratorlerinin yer
alabilecegi fikrine (di Michele ve ark. 2005) ters diismiistiir. Son zamanlarda teta, alfa
jeneratorlerinin DEHB patofizylojisindeki yerinden ¢ok teta/beta oranmin klinikte
DEHB icin tam koydurucu parametre olarak kullanimi tartisilmaktadir. Ikibinoniic
yilinda FDA, frontal teta/beta oranin1 hesaplayan noropsikiyatrik elektroensefalografiye
dayali DEHB degerlendirme destegi (NEBA — Neuropsychiatric Electroencephalograph-
Based ADHD Assessment Aid) sisteminin DEHB tanisi igin klinik kullanimini ve
satigin1 onaylamistir (FDA 2013). Sistemin basaris1 Snyder ve ark (Snyder ve ark.
2015)tarafindan yapilmig prospektif kohort c¢aligmasinda sorgulanmig ve sistemin

kullanimimnin klinisyenlerin DEHB tanilarmin dogruluk oranmi %61°den %88’e
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cikarttig1r tespit edilmistir. Dolaysiyla, siilfitin DEHB olusumuna katki saglayip
saglamadigin1 degerlendirirken tek basina frontal teta bandindan ziyade teta/beta

gucundeki degisimin dikkate alinmasi daha yerinde olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez projesinde, guvenilir dozun Uzerindeki miktarlarda siilfit alimmin g¢ocukluk
caginin modellendigi sicanlarda hareketlilik ve anksiyete artisina neden oldugu
gorilmiistiir. Bununla beraber toksik miktarin yani sira alinabilir giivenli dozda dahi
stlfitin kicik yas gruplarinda beynin elektriksel aktivitesini etkileyebildigi izlenmistir.
Biyokimyasal agidan durum ele alindiginda da yine giivenli kabul edilen tiiketim
miktarinin sigan yavrularmin frontal loblarinda DEHB patofizyolojisine benzer nitelikte
molekiiler degisimlere yol agtig1 tespit edilmistir. Dolayisiyla, bulgularimiz ¢ocukluk
caginin modellendigi si¢can yavrularinda sodyum metabisiilfit tiiketiminin DEHB
gelisimine katki saglayabilecegini igsaret etmektedir. Bu nedenle siilfitin norogelisimsel
stiregler tizerindeki etkilerinin daha detayli arastirilmasi Onerilmektedir. Ayrica, bu
verilerin 1s1¢mda toplumumuzda gidalar araciligiyla ne kadar siilfit alindiginin
bilinmemesinin bir halk saglig1 sorunu olabilecegi ve siilfit alim ile ilgili taramalarin

halk saglig1 birimlerince yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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