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OZET

Bu calismada modifiye sivi diyet araciligiyla prenatal ve postnatal etanol
maruziyeti olusturulan rat yavrularinin serebral korteksindeki noérodejenerasyonun
etkisini incelemeyi ve betain ve omega-3 takviyesinin koruyucu etkilerini gostermeyi
amagcladik. Prenatal ve postnatal periyodda etanole maruz kalindiginda yavrularda Fetal
Alkol Sendromu (FAS) goriilmektedir. Ratlar kontrol, etanol, etanolt+omega-3,
etanol+betain, etanolt+betaintomega-3 seklinde 5 gruba ayrildi. Rat yavrularinin
serebral korteksindeki etanol indiiksiyonuna bagli degisiklerde betain ve omega-3 iin
etkilerini incelemek amaciyla biyokimyasal olarak sitokrom c, kaspaz-3, kalpain,
katepsin B ve L, DNA fragmantasyonu seviyeleri incelenmis histolojik ve morfometrik

bulgular elde edilmistir.

Etanol grubunda kaspaz-3, kalpain, katepsin B, sitokrom c seviyeleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda belirgin derecede artmustir. Dahasi, kaspaz-3 ve kalpain
seviyeleri etanol+omega-3, etanol+betain, etanol+betaintomega-3 gruplarinda etanol
grubuyla karsilastirildiginda azalmistr. Ayni  zamanda katepsin B diizeyleri
etanol+betain grubunda kontrolden daha yiiksektir. Etanol+betaintomega-3 grubunda
katepsin B etanol ve etanol+betain gruplariyla karsilastirildiginda azalmistir. Katepsin L
ve DNA fragmantasyonunda istatistiksel olarak farklilik bulunamamistir. Doku hasari
degerlendirmesi  histolojik  ac¢idan; kontrol, etanol+omega-3, etanol+betain,
etanol+betaintomega-3 gruplarinda hemoraji, PMNL, mikroglia etanol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak diisiiktiir. Ayn1 zamanda etanol+omega-3 ve
kontrol gruplarinda konjesyon ve nekroz etanol indiiklii hasara gore azalis géstermistir.
Morfometrik analiz sonucu etanol alinimi etanolt+omega-3 ve kontrol gruplarma gore

nekrotik hiicre sayisini artirmistir.

Sonug olarak, postnatal etanol maruziyeti rat beyinlerinde nekrotik hiicre ¢limiinii
tetiklemektedir, omega-3 ve betain ndrodejenerasyonu azaltmaktadir. Omega-3 ve

betain 6zellikle FAS 1n 6nlenmesinde, ndrodejenerasyon agisindan yararl olabilir.

Anahtar kelimeler: Betain, Fetal Alkol Sendromu (FAS), Kaspaz-3, Omega-3,

Sitokrom c.



SUMMARY

We aim to study effect of neurodegeneration on cerebral cortex of rat pups caused
by prenatal and postnatal ethanol exposure with modified liquid diet, to illuminate
protective effects of betaine and omega-3 supplementation. When ethanol is consumed
during prenatal and postnatal periods, it may result in Fetal Alcohol Syndrome (FAS) in
the offspring. Rats were divided into control, ethanol, ethanol+betaine, ethanol+omega-
3, ethanol+omega-3+betaine groups. The effect of betaine and omega-3 in response to
ethanol-induced changes on cerebral cortex, by biochemical analyses cytochrome c,
caspase-3, calpain, cathepsin B and L, DNA fragmentation levels, histological and

morfometric methods were evaluated.

Caspase-3, calpain, cathepsin B, cytochrome c levels in ethanol group were
significantly higher than control group. Caspase-3, calpain levels were decreased in
ethanol+betaine, ethanoltomega-3, ethanol+omega-3+betaine groups compared to
ethanol group. Also cathepsin B in ethanol+betaine group was found to be significantly
higher than control. Cathepsin B in ethanolH+-omega-3+betaine group was decreased
compared to ethanol, ethanol+betaine groups. Cathepsin L, DNA fragmentation were
found not statistically significant. As a result of histological examination of tissue
damage, hemorrhage, PMNL, microglia in control, ethanol+betaine, ethanol+omega-3,
ethanolH+-omega-3+betaine groups were decreased statistically significant compared to
ethanol group. Congestion, necrosis ethanolHomega-3, control groups were decreased
ethanol-induced damage. Result of morphometric examination showed that ethanol
administration was increased necrotic cell number compared to ethanoHomega-3,

control groups.

In conclusion, we found that postnatal ethanol exposure is capable of triggering
necrotic cell death in rat brains, omega-3 and betaine reduce neurodegeneration.
Omega-3 and betaine may prove beneficial for neurodegeneration, particularly in
preventing FAS.

Keywords: Omega-3, Betaine, Caspase-3, Cytochrome ¢, Fetal Alcohol
Syndrome (FAS).
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SIMGE VE KISALTMALAR LISTESI

AA : Arasidonik asit

AC-DEVD-pNA: Asetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilidin
ADH: Alkol dehidrojenaz

ADHD : Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu

AIF: Apoptozu tetikleyici faktor

ALA: Alfa-linolenik asit (18:3)

AMC: A 7-Amino—4-Metil Kumarin

APAF-1: Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1
ARBD: Alkol iligkili dogumsal kusurlar

ARND: Alkol iliskili nérogelisimsel bozukluklar

ATP: Adenozin Trifosfat

BDNF: Beyinden tiireyen ndrotrofik faktor

BHMT: Betain-homosistein metiltransferaz

BOS: Beyin omurilik sivisi

CANP: Kalsiyum bagimli dogal proteaz (calcium-activated neutral protease)
CBS: Sistatyonin-p-sentaz

CK: Kreatin Kinaz

CYP2EL1: Sitokrom P450 karma fonksiyonlu oksidaz izoenzimi
DHA: Dokozahekzaenoikasit

DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DTT: Dithiothreitol

EAA: Eksitator Amino Asit

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

EGTA: Etilenbis(oksonitrilo)]tetra-asetik asit

EPA: Eikozapentaenoik asit (20:5)

ER: Endoplazmik Retikulum

FADD: Baglanma Fas ile ilgili 6liim bolgeleri (FADD)
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FAS: Fetal alkol sendromu

FASD: Fetal alkol spektrum bozuklugu

GABA: Gamma-aminobiitirik asit

H,0;: Hidrojen peroksit

HE: Hemotoksilen eosin

ICE : Interldkin-1 beta doniistiiriicii enzim

IP5: Inositol-1, 4, 5 trifosfat

LAMP2A: Lizozom iliskili membran protein tip 2A
LDH: Laktat dehidrogenaz

MS: Metiyonin sentaz (5-metiltetrahidrofolat-homosisteinmetiltransferaz)
MSD : Modifiye s1vi diyet

MSS: Merkezi sinir sistemi

MTHFR: Metilentetrahidrofolat rediiktaz

NAD': Nikotinamid Diniikleotit

NADPH: Nikotinamid Diniikleotit Fosfat

NCCD: Hiicre Oliimii {izerine isimlendirme Komitesi
NMDA: N-metil D-aspartat

NPD: Noroprotektin

PARP: Poli-adenozindifosfat riboz polimeraz

PC: Fosfatidilkolin

PEMT: Fosfatidiletanolamin-N- metitransferaz
PEST : Prolin, glu, ser, threo

PFAS: Parsiyel fetal alkol sendromu

PIDD : p53 uyaric1 protein

PLA;: Fosfolipaz A,

PMNL: Polimorf niiveli 16kosit

pNA: p-nitroanilin

PUFA: Coklu Doymamis Yag asidi (Poly Unsaturated Fatty Acids)
ROS: Serbest oksijen tiirleri

RyR: Riyanodin reseptor

SAH: S-adenozil homosistein
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1. GIRIS VE AMAC

Fetal alkol sendromu (FAS); kisa palpebral fissiir, incelmis iist dudak ve diiz
filtrum gibi karakteristik mindr yiiz anomalileri, prenatal ve/veya postnatal biiyiime
geriligi, mental gelisim bozuklugu ile karakterizedir. FAS’da bir ¢cok organda dogustan
defektler goriilebilmekle birlikte, zeka performansinda gerilik, algilamada zorluk ve bir
takim beceri isteyen gorevleri tamamlamada gecikme ve hiperaktivite gibi durumlara da

yol agmaktadir (120).

Kronik alkol kullanimi basit bir intoksikasyondan, hayati tehdit eden siddetli
metabolik bozukluklara kadar bircok patolojik durumla iligkilidir. Alkoliin hem
kimyasal hem de fiziksel olarak hiicre membran hasarina yol actig1 bilinmekte olup,
alkol arastirmalar1 etanol 1ile wuyarillan biyokimyasal mekanizmalar {izerinde
yogunlagmustir (43). Alkol, merkezi sinir sistemi (MSS) dahil bir¢ok sistemi etkiledigi
bilinen 6nemli bir teratojendir. Gebelik doneminde tiiketildiginde 6zellikle gelismekte
olan MSS’nin yapisina, ndronal migrasyonuna ve sinaptogenezine zarar vermektedir.
Gebeligin ilk donemi, 6zellikle de ¢ogu annenin gebe oldugunu fark etmedigi ilk ay1
boyunca asir1 ve diizenli alkol tiiketimi, MSS ve orta yiliz yapilarmin zedelenmesi
acisindan en biiylik riski olusturur (232). Alkolik anneden fetusa gegen alkol, yeni
doganlarda gerek immiinolojik, gerekse genetik etkilerle FAS’a yol agar (203).

Bir hiicrenin uyum gostermesi ya da zarara ugramasi, zorlayict etkenin tipi ve
siddetinin yanisira, etkene maruz kalan hiicrenin tipine, etkenin duyarliligina, kanlanma
ve beslenme durumuna da baghdir (125). Nekrotik hiicre 6liimii durumunda aktive
olmus kalpainlerin lizozomal zarlara zarar verdigi belirlenmistir. Iskemik olaylardan
sonra ilk goriilen durum kalpainlerin, lizozomlarin zarma yerlesmesidir. Sonrasinda ise
katepsinler sitoplazmaya sizar. Bu durum kalpain-katepsin aktivasyonu olusumuna
neden olur. Katepsin ve kalpain’in smirli aktivasyonu apoptozu tetiklerken, siddetli
aktivasyonu nekroz gelisimine neden olmaktadir. Ayni1 zamanda kalpainler, kaspaz-9

gibi prokaspaz-3 iin aktiflenmesini saglamaktadir (187,216).



Betain; serum metiyonin transmetilasyon oranini, homosistein remetilasyonu ve
metiyonin oksidasyonunu arttirmaktadir. Betain bir seri enzim reaksiyonuyla katabolize
olur. Bu cogunlukla bobrek ve karaciger hiicrelerinin mitokondrilerinde gergeklesir.
Transmetilasyon reaksiyonlar1 metil (tek karbon) gruplarinin metiyonin dongiisi
icerisinde transferini icermektedir. Homosisteinin metiyonine doniisiimii, metiyonin
diizeyini korunmasi, homosisteinini kirmizi kan hiicrelerinde protein, kreatin, fosfolipid,
hormonlar, poliaminler, karnitin ve adrenalin sentezi ile DNA metilasyonunda direkt
metil vericisi olarak gorev alan SAM (S-adenozil metiyonin) iiretiminde gorev alir.
Eger betain katabolize olmazsa organik bir ozmolit olarak is goriir. Hiicresel hidrasyon
durumunun diizenlenmesi hiicre fonksiyonunun devamliligi acisindan Onemlidir.
Betainin, betain-homosistein-metiltransferaz (BHMT) yoluyla homosisteini remetile
ederek hepatik SAM ve glutatyon seviyelerini korudugu ve bu yolla metiyonin
metabolizmasindaki alkol kaynakli degisimleri azalttigi daha Once gosterilmistir
(53,110). Kolin ve kolin metaboliti olan betaininin maternal kolin eksikliginde, fetal
beyin gelisiminde ndronal progenitor hiicre proliferasyonunda azalig, apoptozda artis,
DNA ve spesifik hipometilasyon kognitif ve hafiza ile ilgili fonksiyonlarda degisimler

s0z konusudur (87).

Beyinde omega-3 yag asitlerinden predominant olan, dokozahekzaenoikasit
(DHA) dir. DHA gri maddede yiiksek oranda bulunur (215). Hiicre membraninin yapis1
ve igerigi, hiicrenin normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. DHA,
ozellikle beyin, retina ve diger noral dokularda yogun olarak bulunan ve hiicre
membranimin yapisina katilan bir yag asididir. Sinir sisteminin gelisimi i¢in 6nemli rolii
olan DHA, serebral korteks yag iceriginin %15-20’sini olusturur. DHA, aksonal yapiy1
koruyarak, elektriksel uyarilarin diizgiin olarak iletilmesine katkida bulunur (29,138).
Hiicrenin normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in hiicre membraninin yapist ve
icerigi cok onemlidir. Omega-3 yag asitleri hiicre membranimnin 6nemli bilesenlerinden
olup; membranin biitiinliigi ve akigkanligi, hiicresel hareketleri, reseptorlerin
yerlesimini diizenler. Ayrica omega-3 yag asitlerinin antiinflamatuar, antioksidan,
antihipertansif, antihiperlipidemik, antiaterojenik, antiaritmik ve antiagregan 6zellikleri

oldugu tespit edilmistir (8,138). DHA, infantlarin beyin gelisimi ve fonksiyonel gelisim
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icin esansiyeldir. DHA eksikligi, fetal alkol sendromu, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu  (ADHD), kistik  fibrozis, fenilketoniiri, unipolar  depresyon,
adrenolokodistrofi ile iligkilidir. Omega-3 yag asidi hem ndronal saglamlik hem de
fonksiyonel agidan gereklidir ve eksikligi fetal ve neonatal gelisimi etkiler. Spesifik
omega-3 yag asidi eksikligi, 6grenme yeteneginde eksiklige yol acar ¢linkii DHA hiicre
sinyalinde gorev almaktadir. DHA, insan ve diger memelilerde beyin ve retinal
dokularda oldukc¢a fazla miktarda bulunmaktadir. Omega-3 6zellikle DHA, beyin
gelisimi ve beyin ndronlarmin iletisimindeki mekanizmada rol alir. Yapilan hayvan
calismalariyla; mental hastaliklar, beyin prosesi ve ruh hali, anksiyete durumu omega-3
destegi verilerek incelenmistir ve n-3 PUFA eksikliginin 6grenme ve hafizada belirgin
sekilde bozukluga sebep oldugu gosterilmistir (135,190). Homosisteinin metiyonine
doniistimii, metiyonin diizeyinin korunmasi, homosisteinini detoksifiye etmek ve S-
adenozilmetiyonini (SAM) iiretmek i¢in gereklidir. SAM’dan metil gruplar1t PEMT
(fosfatidiletanolamin-N- metitransferaz) ile DHA’ya, ordan da DNA ve histonlara
aktarilir. Fosfatidilkolin (PC), PUFAlarin karacigerden plazma ve periferal dokulara

dagiliminda 6nemli bir rol oynamaktadir (124).

Bu tez calismamiz prenatal ve postnatal etanol maruziyetine bagl olusan fetal
alkol sendromlu model olusturmak ve etanoliin beyin dokusunda yaptigi
norodejenerasyonu gostermek, nérodejenerasyonun 6nlenmesinde betain ve omega-3 {in
beyin hasarini dnlemedeki etkilerini arastirmak amaciyla planlanmistir. Bu amagla gebe
Spraque-Dawley tiirii ratlara hem prenatal hem de postnatal donem (p 21.giin) siirecinde
etanole maruziyet i¢in modifiye sivi diyet uygulamasi yapilmistir ve yavru rat
beyinlerindeki etkisi arastirilmigtir. Olusan hiicre 6lim siirecini gostermek igin
biyokimyasal olarak hem nekroz ve hem de apoptoz mekanizmasi i¢inde yer alan
sitokrom c salinimi, kaspaz-3 aktivasyonu, katepsin B ve L, kalpain ve DNA
fragmantasyonu diizeylerine, histolojik ve morfometrik analizlerle O6l¢timler
gerceklestirilmistir. Bu siiregte betain ve omega-3 iin potansiyel koruyucu ajanlar olup
olamayacaklari, hiicre 6liim yolaklarindaki koruyucu etkileri; hem biyokimyasal, hem

histolojik ve morfometrik analizlerle degerlendirilerek arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beyin Gelisimi

Beyin gelisimi, gebelik ile baglayip tiim adolesan donem boyunca da devam eden,
en hizli olarak yasamin ilk birkag¢ yili iginde olmaktadir. Beyin gelisimi agamalari, sinir
hiicrelerinin olusumu (ndrogenez), sinir hiicrelerinin gb¢li (migrasyon), sinir
hiicrelerinin birbiri ile iletisimini saglayacak akson ve dendritlerinin olusumu, sinaps
olusumu (sinaptogenez), sinapslarin artirilmasi, olgunlagsmasi ve sonug¢ olarak sinir
hiicrelerinin ¢evresinde destek dokularin ve etkili iletisimi saglayacak dokularm

olugmasidir (gliagenez ve miyelinizasyon) (169).

Beyin gelisimi i¢in kritik periyot, gelisime bagli olarak bir seri, hizli kdkten
degisikligin oldugu donemdir. Bu donem o6zellikle aksonal biiyiime, dendritik
olgunlasma, sinir hiicresi aglarmin kurulmasi, yeni sinapslarin olugmasi, glia
hiicrelerinin ¢gogalmas1 ve miyelinizasyon gibi degisiklikleri kapsamaktadir. Ayrica, bu
donemde motor ve duygusal yetenekler kazanilmakta, spontan motor davranislar pik
yapmaktadir. Kritik beyin gelisim periyodu, ndrotransmitter sistemlerin farklilastigi,
nicel ve nitel degisiklige ugradigi zaman dilimidir. Ornegin, bu dénemde glutamaterjik
sistem degisiklige ugrar ve NMDA reseptorlerinin sayis1 artar. Bir ¢ok davranig
ozelliklerinin ve biligsel islevlerin, kolinerjik ve glutamaterjik transmitter sistemlerle
baglantili olmasi nedeniyle, bu donemdeki degisiklikler biiylik 6nem tasir. Memelilerde
beynin kritik gelisim doneminin baslangic1 ve siiresi tiire gore degisim gosterir. Bu
kritik donem insanda, gebeligin 3. doneminde (trimester) baslar ve yasamin ilk 2 yilina
kadar devam eder, fare ve rat gibi kemirgenlerde ise yasamin ilk 3 haftasin1 kapsar ve

dogumdan sonra 10. giinde pik yapar (10,224).



2.1.1. Norogenez- Noroplastisite

Insandaki ndronlarin biiyiik ¢ogunlugu prenatal yasamin ikinci déneminin
sonunda olusur. Noronal migrasyon gebeligin ilk haftalarinda bagslar ve dogum
esnasinda biiyiik 6lgiide tamamlanmis olur. Dogumu izleyerek 6 yas civarmna kadar,
sinaps olusumu olduk¢a hizlidir. On dort yastan baslayarak sinaps sayilarinda giderek
bir azalma gozlenir. Ayrica yeni néron olusumu, noronlarin kronik siddetli stres gibi
olumsuz etkenlere karsi direnclerinde degisiklikler ve sinaptik etkinlikte artis veya
azalmalar ortaya cikabilir. Merkezi sinir sisteminde noroplastik yanitlarla iligkili
degisiklikler soyle siralanabilir:

a. Dendritlerde dallanmanin azalmas1 veya artmasi,

b. Dendritlerde kirilma,

c. Dendrit boylarinda uzama,

d. Yeni sinaps olusumu veya mevcut sinapslarin ortadan kalkmas,

e. Var olan sinapslarin etkinliginin degismesi (artmasi veya azalmasi),

f. Yeni noron olusumu (Norogenez),

g. Noron oliimii,

h. Temel beyin metabolitlerinde degisiklikler,

1. Mevcut noronlarm hayatta kalma siirelerinde degisiklikler,

J- Mevcut ndronlarin stres altinda bozulmaya kars1 direnglerinin artmasi,
k. Mevcut ndronlarin uyariya karsi sinaps sonrasi potansiyellerindeki degisiklikler,

1. Norotrofik faktorlerin etkinliklerindeki degisiklikler (209).

2.2. Etanol Metabolizmasi

Etanol karacigerde ii¢ enzim sistemi tarafindan okside edilmektedir (Sekil 2.3).

Ug sistemde de asetaldehit iiretilir ve hizlica astetata okside olur (131,192).



2.2.1. Sitozolik alkol dehidrojenaz: Alkol dehidrojenazin (ADH) 20 farkli
izoenzimi oldugu tahmin edilmektedir. Yolak genis dl¢iide NAD" orani ile
diizenlenir (192). Insan ADH enzimi, dimerik ¢inko bagimli bir
metalloenzimdir. Bu enzim 7. gen iizerinde kodlanmistir ve ADH1-ADH7
arasinda smiflandirilmistir (37). ADH enzimi, alkol substratinin zincir
uzunluguna 6zgilligii degisen izoenzim ailesine sahiptir. Etanol i¢in en
fazla 6zgiilliigii olan ADH smif 1°dir. ADHI i¢in her biri allellik varyantlar
gosteren 3 gen bulunmaktadir. ADHI1 karacigerde bol miktarda
bulunmaktadir. Etanol i¢cin diisiik Km degerine sahiptir. 0,05-4 mM’lik bu
Km degerine yiiksek affiniteyi gostermektedir (131). ADH enziminin alfa
(a), beta (B) ve gamma (y) alt birimleri olmak tlizere {i¢ adet alt birimi
tanimlanmistir. Her alt birim farkli bir gen tarafindan kodlanmistir (130).
Degisik wklarda degisik ADH gen polimorfizmi bildirilmistir. Ozellikle
ADH2*2 ve ADH3*1 izoenzimlerinde polimorfizm oldugu belirtilmistir.
ADH’m viicudun farkli bolgelerinde yerlesmis izoformlar1 oldugu
gosterilmistir (37). Malat / aspartat mekiginde dontstiiriiliir. Mitokondride
transport edilir, dahas1 solunum zincirinde NADH+H —NAD" ye okside
edilir (192). Karacigerde etanol metabolizmasinin ana yolu nikotinamid
adenin dinukleotidi (NAD"), indirgen nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH)’a indirgeyerek, etanolii asetaldehite yiikseltgeyen sitozolik bir
enzim olan alkol dehidrojenaz araciligiyla gerceklesir. Asetaldehit,
metabolize edilerek ortamdan uzaklastirilmazsa; karacigerde toksik etkiler
gosterir ve kan yoluyla diger dokulara gecip onlar iizerinde toksisite

gosterebilir (Sekil 2.1) (37,131).
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Sekil 2.1: Etanol metabolizmasi. ADH: Alkol Dehidrogenaz, ALDH: Asetaldehit Dehidrogenaz (131)

2.2.2. Mikrozomal-etanol okside edici sistem, MEOS: Bu sistem diiz
endoplazmik retikulumda lokalizedir ve sitokrom p 450 enzimlerini igerir.
Bunlar ilag¢ ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunundan sorumlu
monoksijenaz ailesindendir (192). Temel iligskili mikrozomal enzim,
elektron vericisi olarak indirgen adenin dinukleotid fosfat (NADPH),
elektron alicis1 olarak O;’yi kullanan sitokrom P450 karma fonksiyonlu
oksidaz izoenzimi (CYP2E1)’dir (131). Akut alkol alimmdan farkli olarak
kronik alkol aliminda CYP2E1 denilen 6zgiil bir sitokrom P450 enziminin
aktive oldugu gosterilmistir. Bu enzim sitokrom P450’nin etanolu
indiikleyen fraksiyonudur. CYP2E1’in Km degeri goreceli olarak yiiksektir.
CYP2E1 goreceli olarak NADP" kullanarak yiiksek indirgeme potansiyeline
sahiptir. Bu durum serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (118,130).
Bu enzim ayni zamanda birgok hepatotoksik bilesigin metabolize

edilmesinde de rol oynamaktadir. Kronik alkol kullanimi sirasinda baska
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ilaglarin alinmasi durumunda bu enzim nedeniyle diger ilaglarin da
metabolizmas1 etkilenmektedir. CYP2E1 etanolle asir1 indiiklendiginde

karaciger hasarma neden olmaktadir (Sekil 2.2) (130,131) .

Etanol

. /_~ NADPH
\ +H++02

| NADP*
= +2H,0

.
..... -

Ay Asetaldehit

Sekil 2.2 : Endoplazmik retikulumda MEOS (CYP2E1 dahil) tarafindan katalizlenen reaksiyon (131).

2.2.3. Etanoliin peroksizomal oksidasyonu: Katalazin hidrojen peroksit
kullanilarak alkole oksidasyonu ile olur. Ornek olarak, metanol ve etanol
iligkili aldehidler verilebilir (192). Katalaz, peroksizomlarda yag asitlerinin
beta (B) oksidasyonu sirasinda olusan hidrojen peroksit (H,O,) varliginda
rol oynar. Katalaz yolagi H,O, varliginda invitro olarak etanolu okside eder.
Fizyolojik kosullarda ¢ok az rol alan bir sistemdir. Alkolun az miktarda
alindigi durumlarda NAD"nin kofaktdr olarak rol almasma gerek
duyulmadan calisan bir sistemdir. Bu yolun sonunda da asetaldehit olusur

(37).

2.2.4. Nonoksidatif yol: Akut alkol intoksikasyonunda yag asitlerinin etil
esterlerinin pankreas, karaciger, kalp ve yag dokusunda yiiksek
konsantrasyonlarda biriktigi ancak bunun dogrulanmamis bir hipotez oldugu

belirtilmektedir (37). Bu metabolik yolda, potansiyel toksik iiriinler olan yag
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asidi etil esterlerinin iiretimi gergeklesmektedir. Bu metabolitler yag asiti

etil esteri sentaz tarafindan sentezlenirler (24).

CHs:CH:20H 113
etanol

NADPH+
oz

2H20
NADP+

CH:CHO

oplazmi

MEOS
sitokrom p450

asetal

asetaldehit

NAD+

NADH+H

dehit

CH3CH20H

etapol
NAD+
alkel dehidrojenaz

NADH+H @[ pirazel

CH3CHO
' asetaldehit

aldehit dehidrojenaz
distlforam

Sekil 2.3: Etanol metabolizmasinin 6zeti (192)

2.2.5. Asetaldehit metabolizmasi

mitokondri

Mitokondride aldehit dehidrojenaz tarafindan asetata okside olur. Sonugta asetat

Krebs siklusunda asetil Ko A ya aktive edilir, yine karacigerde Krebs siklusu asetil ko A

y1 okside edemez ve NADH+H/NAD" orani mitokondriyal matrikste artar. Sonugcta

asetat karacigerde okside olarak ekstrahepatik dokulara gider. Asetaldehit birikimi
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istenmeyen sonuclara yol acar. Japon ve Cinlilerin %45 inde genetik olarak aldehit
dehidrojenaz defekti s6z konusudur, disiilfliram (antabuse) verilir ve aldehit
dehidrojenaz inhibe edilir ve etanol tiiketilmesi durumunda asetaldehit akiimiilasyonu
olur. Diyabetik hastalarda da sik olarak kullanilan siilfoniliire grubu ilaglardan olan
klorpropamid, aldehit dehidrojenaz inhibitoriidiir ve ayn1 zamanda ‘alkolik flushing’
yani alkol alimini takiben gelisebilen ylizde kizarma, carpinti, bas agrisi, bulanti,
kusma, terleme, hipotansiyon gibi belirtilerin ortaya ¢ikmasindan da sorumludur

(105,192).

2.2.6. Etanoliin biyokimyasal etkileri

NADH+H'/NAD" oraninda artis: Etanoliin sindiriminden sonra hem sitozolik
alkol dehidrojenaz reaksiyonu hem mitokondriyal aldehit dehidrojenaz reaksiyonu ile
NADH+H" iiretilir ve NAD" deplesyonu sonucu NADH+H'/NAD" belirgin derecede
artar. Bu durum sonucu su degisimler izlenir:

1- Glukoneojenez inhibe olur: NADH+H'/NAD" oraninin sitozolde yiikselmesi ile
dehidrojenaz reaksiyonlar1 reaktantlar1 azalir. Ozellikle piruvattan laktata
doniisiim, okzaloasetattan malata doniisiimii azalir ve bdylece glukoneojenez
metabolitlerinin akis1 6nlenir ve hipoglisemiye neden olur.

2- Krebs siklusu karacigerde inhibe edilir: Yiiksek NADH+H /NAD® oram
mitokondriyal matrikste izositrattan a-ketoglutarat, a-ketoglutarattan suksinil Ko
A ve malattan okzaloasetata oksidasyonu oOnler. Sonucta karacigerde asetat,
asetil Ko A metabolizmasi i¢in aktive edilir ve fazlasi ekstrahepatik dokulara

dagitilir (192).

Hiperlaktatemi ve Gut: Laktat akiimiilasyonu hiperlaktatemi ile sonug¢lanir. Bu
hiperiirisemiye neden olmaktadir. Laktat ve iiratin renal tiibiillerden sekresyonu ayni
mekanizma ile olmaktadir. Gutta iirik asit plazmada artar ve kristalize olarak parmak

ucundan ¢ikar (192).
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2.2.7. Etanol ve flaclarla EtKilesim

Uzun siireli ila¢ tedavilerinde 6rnegin barbituratlar, diiz endoplazmik retikulum
proliferasyonuna neden olur ve viicuttan temizlenebilmek i¢cin metabolizmalarinda
gorevli olan sitokrom p 450 izoenzimlerinin aktivitelerinde artisa neden olur. Benzer
sekilde kronik alkol alimi endoplazmik retikulum proliferasyonunda artis ve bu
enzimlerin indiiksiyonuna neden olur. Sitokrom p 450 enzimleri bu ilaglar yerine alkolii
tercih eder sonucta inaktivasyon ve barbiturat klerensi baskilanir ve lethal (6liimciil)

doza neden olur. Etanol hizli bir sekilde hipoglisemiye gecisi indiikler (192).

2.2.8. Etanol farmakokinetigi

Ag1z yolundan alman etanol, mide—barsak kanalindan pasif diflizyonla hizli bir
sekilde ve tam olarak absorbe edilir. Absorpsiyon hizinin yiiksekligi, sivi olmasina,
molekiil kiitlesinin kii¢iik olmasina, iyonize olmamasina baglidir. Etanol alindiktan bes
dakika sonra kanda belirir. A¢ karnma alindiginda igilen miktarin yaklasik %20’si
mideden, geri kalan1 ince barsaktan absorbe edilir. Ince barsaktan olan absorpsiyonun
hizi, mideden olana gore daha fazladir. Normal bir kimsede tek bir dozdan sonra
maksimum kan konsantrasyonuna 40-60 dakikada eristigi halde, gastrektomili
hastalarda bu siire yaklasik 20 dakikadir. Mide dolu oldugu takdirde, mideden
absorpsiyon yavaglar; ayrica bu durumda midenin bosalma siiresinin uzamasi nedeniyle
ince barsaga gecis gecikir. Ince barsaga gelen etanoliin hepsi buradan absorbe edilir ve

kolona erisemez (113).

Etanoliin, absorbsiyon hizi gradiyentine bagli olarak farklilhik gostermektedir.
Alkollii igkilerdeki etanol orani ¢ok yiiksek seviyede olursa, etanoliin ince barsaga
gecisi engellendiginden, absorbsiyon hizinda diisme gozlemlenir. Etanol plazma
proteinlerine baglanmaz ve viicuttaki tiim s1vi kompartmanlara kolay bir sekilde difiize
olur. Kandaki orana yakin olarak akéz hiimor ve BOS gibi diger sivilarda hemen hemen

ayni konsantrasyona sahiptir (Sekil 2.4) (231). Alan etanoliin %98’1 yaklasik olarak

11



elimine edilir. Kalan kismi ter bezlerinden, akcigerlerden ve bobreklerden atilir. Ekspire
edilen havadaki etanol konsantrasyonu, kan konsantrasonu ile koreledir ve aradaki oran
1:1300 kadardir. Bundan dolay: etanol tayinini havadan yapmak kolaydir ve gercegi
yansitmaktadir. Sifir derece kinetige gore gerceklesen etanol metabolizmas: iki yolak

iizerinden gerceklesir (113).

Oksidatif metabolizma ve Oksidatif olmayan
atilim (~99%) metabolizma (~1%)
Idrar Etil
? glukuronat

Ter <« Etanol —» Nefes

Etil al Yag asiti
sulfat etil esterleri
ADH

Fosfatidil-
| etanol

Asetaldehit

l ALDH

Sekil 2.4: Etanoliin yikim yolaklart (231).

2.2.9. Etanoliin Noronal Etki Mekanizmalari

Etanol tarafindan etkilenen reseptdrler icerisinde en fazla incelenenler GABA A
ve Eksitator Amino Asit (EAA) reseptorleri yer almaktadir. Etanol glutamat NMDA ve
EAA reseptorlerini antogonize eder. Kronik etanol maruziyeti sonucunda bu
reseptorlerde “upregiilasyon” (reseptor siklifinda artig) gozlemlenir. Kronik etanol
maruziyetinin ortadan kalkmasindan sonra ise ortaya c¢ikan etanol yoksunluk

sendromuna hipereksitasyon eslik eder (134).
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2.2.9.1. GABA reseptorleri / Kloriir Kanal Sistemi

Etanol, beyinde ana inhibitor ndromediyator olan GABA’nin GABA A tipi
reseptorlerini indirekt olarak aktive eder. Etanoliin GABA sistemi lizerine etkilerinin
onun pekistirici etkisi ile bir sekilde iligkili oldugu diisiiniilmekte ve GABA A
reseptorlerinin pozitif allosterik modiilatorii olarak rol oynamaktadir. Akut etanol
yoksunlugunda merkezi GABA etkinligindeki azalma, 6diil esiginin yiikselmesine bagl

olumsuz duygulanimin en 6nemli nedenlerinden biridir (121).

GABA A ve GABA B, GABA’nin 2 ana reseptoriidiir. GABA’nin baskilayic1 bir
reseptor olmasinin ana sebebi reseptor kompleksinin kloriir kanalina baglanarak, hiicre
icine klor iyonu gecisinin diizenlenmesi ile klor kanalmin agilarak hiicrenin
hiperpolarize olmasindan dolayidir. Bu olay ndronlarin cogunda GABA A
reseptorlerinin uyarilmasi ile gerceklesir. GABA B reseptorii ise G proteinine bagl
calisan reseptor smifindandir (38). Etanoliin daha ¢ok beyin korteksindeki ve mediyal
septal néronlarda ve hipokampal ndronlarin bir kisminda GABA A’nin baskilayici
etkisini artirdigi bilinir (74). Kronik etanol alimi sonucunda GABA A reseptoriinde
reseptor alt birimlerinin gen ifadesinde azalmaya bagh olarak zamanla diizenlenmesinde

azalis (down regulation) oldugu diisiiniilmektedir (38).

Etanol ile hasarin olustugu diger sistemler;

1. Glutamat, NMDA reseptorii, ve kalsiyum kanallari,

2. Mono aminerjik ndrotransmitter sistemi ve

3. Norohormon ve noropeptit sistemidir ( Sekil 2.5) (221).
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Glimtn

H-Azevlasparcilgluzamac
AxpdiLal GABA

Glutamat

ARTMIS EKSITATOR NOROILETI

ALKOL MARUZIYETI NORON HASARI

R 1 il

ARTMIS OKSIDATIF STRESS

T Lipit Hidroperoksit

Supercksit Dismutazs *

Sekil 2.5: Etanol maruziyetine bagli, néronal mekanizmalar (221).

2.3. Fetal Alkol Sendromu

Intrauterin alkol maruziyetinin fetiis {izerine ¢ok sayida zararl etkisi vardir. Bu

zararl etkiler yapisal, ndro-kognitif ve davranigsal bozukluklar olarak ortaya ¢ikar. Bu

durum 'fetal alkol spektrumu bozukluklarr’ ‘fetal alkol spektrum bozuklugu’ (FASD)

olarak tanimlanmaktadir. Bu spektrumun en ciddi formu; biiylime geriligi, merkezi sinir

sistemi gelisim anomalileri, karakteristik yiiz 6zelliklerinin tamamini kapsayan fetal

alkol sendromudur. FASD'nin diger alt kategorileri parsiyel fetal alkol sendromu
(PFAS), alkol iliskili dogumsal kusurlar (ARBD) ve alkol iliskili ndrogelisimsel
bozukluklar (ARND) olarak adlandirilir. FASD 6nemli bir toplumsal saglik problemi

oldugu i¢in, riskli ¢ocuklarin erken taninmasi ve miidahale edilmesi gerekir (Sekil 2.6)

(175).
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Mikrosefali

Epikantal katlanma Mazal kopride

ditzlesme

Kisa palpebral fissurler

Kalkik burun

Filtrumda diizlegme

Ust dudakta incelme

Sekil 2.6: Fetal alkol sendromu bozukluklarindaki yiizdeki karakteristik gériiniimler (175)

Kronik alkol kullanim1 merkezi sinir sisteminde ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere yol agmaktadir (43). Alkoliin beyin iizerindeki metabolizmas1 heniiz tam
olarak netlik kazanmamustir. Fakat hipotalamus, serebellum ve korteks bolgelerine daha
cok etki ettigi belirtilmistir (73,107,157). Gebelik sirasinda alinan alkol fetal alkol
sendromu (FAS) olarak bilinen dogum kusurlarma neden olabilmektedir. FAS olarak
uzun siire alkol kullanan anneden dogan yavrularda goriilen biiyiime bozuklugu, yiiz
bolgesi anormallikleri ve mental gerilik olarak 1968 de Lemoine ve arkadaslar1 daha

sonra ise 1973’ te Jones ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (167).

Diinyada her 1000 dogumdan 1-2 tanesine FAS teshisi konulmaktadir. Fetal alkol

sendromuna bagli olarak olusan rahatsizliklarin Amerika’daki oranm1 %1°dir. Sadece

15



Amerika’da alkol kullanimindan kaynaklanan saglik sorunlarina her yil 125 milyar
dolar harcanmaktadir (58). Yapilan calismalarda, prenatal donemde alkol kullanan
kisilerin c¢ocuklarinda mikrosefali (beyinin kii¢lilmesi), anensefali (beyinin belli
kisimlarinin olmamasi), myelosizis ve spina bifida (omuriligin bozuk gelisimi)
morfolojik olarak siklikla goriilmiistiir (60). Bu tiir hastaliklar1 olan bireyler ¢cok sayida
ve ¢esitli saglik sorunlari ile dmiir boyu miicadele etmek zorunda kalmaktadirlar. Diger
bir belirteg ise gebelik doneminde kan alkol diizeyini 6lgmektir. Kan alkol diizeyinin

200 mg/dl olmas1 norodejenerasyon i¢in toksik sinir olarak belirtilmistir (103).

Alkol alindiginda kan dolasimina girer, plasentadan gecerek gelismekte olan
fetiise ulagir. Boylece annenin kan alkol konsantrasyonu ile fetiis ve amniyotik sividaki
alkol konsantrasyonu, anne alkolii alir almaz dakikalar i¢inde ayni seviyeye ulasir.
Fetiisiin kan dolasimi, alkolii hiicrelere yetiskinden ¢ok daha yavas tasidigi icin,
gelismekte olan bebegin kanindaki alkol konsantrasyonu annenin viicudundakinden
daha ytiksektir. Etanoliin ortalama viicuttan eliminasyon orami yaklasik saatte %0.017g.
dir (52). Bununla birlikte alkol dehidrojenaz polimorfizmi yolaktaki metabolik hizi
degistirmektedir (142). Alkol dehidrojenaz 1C varyanti: etanol oksidasyon oranimni
disiiriir ve bu da daha yiiksek kan alkol konsantrasyonu ile sonucglanir (35). Etanolun
plasental fonksiyonda bir¢ok yan etkisi vardir. Ornegin; etanoliin ¢ok diisiik seviyeleri

bile plasenta ve umblikal kordun vazokonstriksiyonuna neden olabilmektedir (6,111).

Prenatal ve postnatal alkol maruziyeti merkezi sinir sisteminde bir ¢ok teratojenik
etkiye yol agar (Sekil 2.7). Alkol, bebegin gelisen dokular1 ve organlar1 i¢in uygun olan
beslenmeyi zayiflatip beyin hiicrelerine zarar verebilir. Dogum sonrasi yavrularda
olusan fiziksel ve mental hasarlarin yani sira alkol kaynakli ndral gelisimde de
hastaliklar olusmaktadir. Alkole bagli noral, hastaliklarin meydana gelme siklig1 fetal
alkol sendromundan daha c¢oktur (79). Anormal olmayan yiiz hatlari, biiylimede
yetersizlik ve merkezi sinir sisteminde (MSS) fonksiyon bozuklugu ile karakterize
edilebilir. Bu fonksiyon bozukluklar1 6§renme, hafiza, dikkat esigi, iletisim, hayal giicii,
zeka geriligi, depresyon ve sizofreni, duyma ve buna benzer hasarlara sebep olmaktadir

(108,154,193). Alkole bagli beyin kortikal anormallikleri bir¢ok kategori igine
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almabilir. Bunlardan bazilar1 ndéron kayiplar, mitoz sonrast noron gelisimindeki
bozukluklar, dentritik daralma ve uzamalar, korteks bolgesindeki tabakalasmanin

belirsizlesmesidir (75,154,181).

Hiicre Hasan/Hiicre Oliimii

Hiicre enerp
: ‘ Growth ( Biiyiime) Faktor

metabolizmasinda bozulma
’ sinyalinde bozulma

bozulma

Hiicrelerde bozulma f Hiicre-Hicre etkilesimnde

disregiilasyon
Gen ekspresyonu

diizenlenmesinde degisikhk

Sekil 2.7: Etanoliin beyinde yaptig1 degisiklikler (174)

Annenin alkol kullanmasi (gebelik doneminde kronik alkol alimi), bir dizi
dogumsal anomalileri de igeren ve en dnemli mental retardasyon nedeni olan FAS’a

neden olabilmektedir (1).

ABD Alkolizm Arastirma Dernegine gore FAS kriterleri:

1- Intrauterin ve/veya postnatal gelisme geriligi:

Viicut agirligi, boy ve bas ¢evresinin 10 persentilin altinda olmasi.

2- Kraniofasial anomaliler:

Bas c¢evresinin 3 persentilin altinda olmasi, mikroftalmi veya kisa palpebral

fissiirler, az gelismis filtrum ve maksillanin diizlesmesi.
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3- SSS problemleri:
Norolojik bozukluklar ve gelismede geriliktir.Ayrica gebelikte alkol alimima bagl
olarak iskelet, eklem ve kardiak anomaliler (VSD), inmemis testis, yarik damak yarik

dudak gibi anomaliler goriilebilmektedir (1).

2.3.1. FASD’da Beyin Hasan

FASD goriilen farkli beyin hasar1 profillerinin olusumuna katilan birbiriyle iliskili
durumlar bulunmaktadir (86). ilk olarak, klinik ve deneysel ¢alismalardan elde edilen
bulgular 1s181nda, alkolle iligkili dogustan kusurlar, maternal yasa, dogum yapmis
olmaya, alkol bagimliliginin ge¢misine, gebelikteki alkol kullanim sekline (miktar,
siklik, siire ve gelisimin hangi evrelerinde alindigi)) bagh olarak degiskenlik
gostermektedir (2,3,106). Ayn1 zamanda, diger bir¢cok potansiyel (sigara kullanimi ve
cesitli kimyasallara maruziyet, beslenme bozukluklari, olumsuz prenatal bakim ve
destek, olumsuz postnatal ¢evresel kosullar) kosullar fetal alkol maruziyeti ile iliskili

olup, FAS olusumu i¢in oldukga biiyiik bir risk olusturmaktadir (4,5).

Maternal, cevresel ve genetik risk faktorlerine ek olarak, prenatal ve postnatal
alkol bagimli mekanizmalarin aciklanmasiyla 1ilgili problem, bir biitiinlik teskil
etmektedir, c¢iinkii alkol gelisimsel olarak genetik ve molekiiler olarak karsilikli
etkilesimde bulunan hiicre ve molekiillerle iliskide bulunmaktadir. Beyin hasarinda

birden ¢ok mekanizmanin rol oynadigi kabul edilmektedir (85,90).

Prenatal ve postnatal alkol maruziyeti, MSS iizerinde, mikrosefali, mental gerilik,
motor fonksiyon kayiplart ve kognitif eksiklikler gibi gelisimsel kusurlara neden
olmaktadir. Prenatal alkol maruziyetini takiben gerceklesen bir¢ok fonksiyonel eksiklik,
hassas siireclerde gerceklesen gelisimsel degisimlerin kiimiilatif sonuclar1 olarak
goriilmektedir. Alkole bagli beyin hasarlarmi arastirmak icin ratlar basarili bir model
olarak kullanilmaktadir. Insanlarla ratlar arasindaki farklhiliklardan dolayi, ratlardaki
(E)1- 10 ve (E)11-20 periyotlari, insanlardaki 1. ve 2. donemlere (trimesterlere) denk
gelmektedir (62,64). Bundan dolayi, insanlardaki 2. doneme denk gelen periyot ratlarin
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gebelik siiresinin yarisin1 kaplamaktadir. 1. donem boyunca alkol maruziyetinin yiizde
morfolojik bozukluklara yol actig1 bilinmektedir. Kemirgenlerde yapilan ¢cogu calisma,
insanlardaki 2. donemine karsilik gelen siire boyunca alkoliin, intrauterin biliyiime
geriligi ve mikrosefaliye yol actigni gostermektedir. Yine de, gelismekte olan beyin
iizerine alkol uygulama zamanlamasmm etkileri henliz ¢ok kesin olarak
bilinmemektedir. Ciinkii alkole bagli beyin hasarlarinda konu hakkidaki kritik
hassasiyeti ag¢iklamak i¢in mevcut klinik ve deneysel c¢aligmalar yeterli Olciide

bulunmamaktadir (159).

Beyin agirhigindaki azalma (mikrosefali) bir MSS fonksiyon kaybi olarak
goriilmektedir. Alkole baglh beyin agirligindaki azalma daha once yapilan ¢caligmalarda
gosterilmistir. Prenatal periyodun 2. yarisi ve erken postnatal donemin, alkole bagl
beyin agirliginin azaldigr goriilen yetiskin hayvanlardan elde edilen bulgular 1s18inda,
kritik periyodlar oldugu anlagilmistir. Yetiskin kronik alkoliklerin serebral
hemisferlerindeki beyaz cevher hacminde azalmalar gézlenmistir. Fakat, diisiik beyin
agirhigr ile kortikal gelisim arasindaki iliski hala netlik kazanmamuistir. Ratlarda, biitiin
birincil dendritler postnatal 10. giin (P10) itibari ile olusur ve dendrit dallanmasinin
miktar1 ve derecesi P20. giine kadar belirgin sekilde artarak yetiskindeki goriiniimiini
almaya baglar. Bu yiizden iiclincii donem (trimester) dendrit dallanmasi i¢in oldukca
onemli bir periyoddur. Prenatal ve postnatal alkol maruziyeti ayrica, uzama ve
regresyona katilan dendritlerin yeniden bigimlendirme paternlerini de etkiliyor olabilir

(181).

2.4. Hiicre Oliimii

Programlanmis hiicre 6limii ile ilgili ilk agiklamalar 1960' lardan bu yana kadar
uzanmaktadir. Hiicre 6lim mekanizmalari, bir cok girisimler sonucu hiicre Sliimii
degismez temelleri morfolojik 6zelliklerine gore smiflandirilmistir. Bu nedenle, 1973
yilinda Schweichel ve Merker ¢esitli hiicre 6liimii modeli smiflandirmalar1 'tip I hiicre

olimi' ile iliskili heterofaji, 'tip II hiicre 6liimii ' ile iligkili otofaji ve 'tip III hiicre
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olimi', apoptoz ve nekroz ile iligkili olmayan sindirim tipi de dahil olmak {iizere
simiflandirmalar Onermislerdir. Bu molekiiler yolaklar derinlemesine incelenmesine
ragmen hiicre Olimiinii yiiriitmek ve hiicre Olimiinii izleme ile ilgili olaylar igin
biyokimyasal testler laboratuvarda rutin olarak fenomen haline gelse de, bilimsel komite
heniiz morfolojik siniflandirmanmn yani sira; heniiz biyokimyasal yontemlere gore
yapilan hiicre 6liimiiniin sistematik bir siniflandirmasimi kabul etmemistir. Hiicre Oliimii
iizerine Isimlendirme Komitesi (NCCD), 2005 ve 2009 yillarinda Hiicre Oliimii ve
Farklilagsmasi ile ilgili siniflandirma Onerisinde bulunmuslardir. Orada, hiicre 6limii
morfotipler tanimi igin birlesik kriterler hiicre 6liimii ile ilgili terminoloji konusunda
oneriler, kurallar belirlenmis ve bir terminoloji verilmistir. NCCD gorev olarak daha
onceki formiile, hangi isimler ile bir diizen saglanmalidir ve hiicre olimiinii anlatan
farkli yontemleri kritik olanlarin tanimi ve kullanimini degerlendirerek, oOneriler
sunmaktadir. Hiicre 6limi i¢in tek tip adlandirma bilim adamlar1 arasinda iletisimi

kolaylastirmak ag¢isindan uygun olacaktir (Sekil 2.8) (83).

e
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Sekil 2.8: Hipoksik iskemik deneysel neonatal beyin hasarinda hiicre 6liim fenotipleri (83).
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Hiicreler bulunduklar1 ortamla siki iliskide bulunan ve ortam degisimlerine ya da
streslere uyum saglayarak cevaplar verebilen yapilardir. Bu adaptasyon
mekanizmalarmin baslicalar1 atrofi, hipertrofi, hiperplazi ve metaplazidir. Hiicreyi
zorlayan c¢evresel degisiklikler, hiicrenin adaptasyon yetenegini asar ise hiicrede hasar
olusur. Bu hasar bir noktaya kadar geri dosiimlii (reversibl) diir (Tablo 2.1). Daha
siddetli hasarlar ise geri doniisiimsiiz (irreversibl hasar) hiicre 6liimiine yol agar (Tablo
2. 2). Bir hiicrenin uyum gostermesi ya da zarara ugramasi, zorlayici etkenin tipi ve
siddetinin yan1 sira, etkene maruz kalan hiicrenin tipine, etkene duyarliligma, kanlanma
ve beslenme durumuna da baglidir. Eriskin organizmalarin homeostazi, yeni hiicrelerin
iretilmesi ve yaslananlarin 6lmesi arasindaki dengenin diizenlenmesi ile saglanir. Bazi
hiicreler ise onarillamayacak hasara yol acacak miktarda hipoksi, 1s1, hiicre viriis ya da
baska bir hiicre ici patojenle enfekte oldugunda, ultraviyole radyasyona maruz
kaldiklarinda oOliir. Hiicre hasarinda bazi kritik biyokimyasal sistemler 6nemli rol
oynarlar;

o ATP azalmasi veya yoklugu (hem iskemik hem toksik hasarda esas
nedendir)

o Oksijen ve oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumu.

o Hiicre i¢i kalsiyum hemostazinin bozuklugu: Pek ¢ok hiicre zararinda 6n
planda Onemlidir. Sitozolik (sitoplazmada) serbest kalsiyum artisi
(disardan gelen ya da mitokondri ve endoplazmik retikulumdan disar1
cikan) fosfolipazlari (membran zarari), proteazlar1 (yapisal ve
membrandz protein zarar1), ATPaz’1 (ATP azalmas1) ve endoniikleazlari
(genetik mataryelin par¢alanmasi) aktive eder.

o Membran permabilitesinde defekt (ATP sentezinde azalma ve Ca’
nedenli fosfolipaz aktivasyonu sonucu).

o QGeri donilisiimsiiz mitokondriyal hasar (sitoplazmik kalsiyum artisi,
oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu): Mitokondri hasar1 sonucu
mitokondri membraninda permabilite artar ve mitokondri elektron
transport sisteminin Onemli bir solubl proteini olan sitokrom c¢
sitoplazmaya gecer ki bu apoptotik hiicre 6llimiinii aktive eder.
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Nekroz daima patolojiktir ve daima iltihap ile takip edilir. Iltihab1 takiben izlenen

onarim siireci graniilasyon dokusu ve fibrozis ile ya da rejenerasyon ile gerceklesir

(125).

Tablo 2.1: Geri doniisiimlii (Reversibl) hasar

Geri Doniistimlii (Reversibl) hasar
v
Mitokondride oksidatif fosforilasyonda azalma

\4

ATP iiretiminin azalmasi

a-Na-K e Hiicre i¢i Ca™ girisinde e Hiicrenin sismesi (Hidropik
pompasinda artis dejenerasyon)
bozulma
e Hiicre ici Na" ve H,O e Mikrovilluslarda kayip
artig1

e Sitoplazmik vakuollesme
e Hiicre i¢i K™ azalmas1 e Endoplazmik retikulumda sigsme

e Miyelin figiirlerin olusumu

bGlikolizde e Hiicre i¢i pH azalmasi e Niikleer kromatinin kondanse
artis olmasi

e Hiicre i¢i glikojen

diizeyinde azalma

c-ATP e Ribozomlarin,endoplazmik e Sitoplazmik lipit birikimi
azalmasi, retikulumdan ayrilmasi

pH da

diisme ve e Protein sentezinde durma

diger

etkiler
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Tablo 2.2: Geri Déniisiimsiiz (Irreversibl) hasar

Geri Déniisiimsiiz (Irreversibl) hasar: Hiicre i¢inde glikojen deposu bittiginde hasar devam

ediyor ise hiicrede irreversibl hasar gelisir.

a- Membran hasarn e Hiicre membranindaki
fosfolipidlerde kayip

e Hiicre iskeletinde degisim ve
yikim

e Serbest radikallerin olusumu

e Hiicre lipidlerinin yikilmasi

b- Lizozomal enzimlerin e Riboniikleoproteinlerin  azalmasi
hiicre icinde sonucu hiicrede bazofilide azalma
serbestlesmesi

o Niikleer degisiklikler

e Proteinlerin sindirilmesi izlenir.

e Hiicresel enzimlerin
kana gecisi (CK,
LDH)

e Hiicre i¢i asir1 iyon
girisi, mitokondride
Ca™ artig,

distrofik kalsifikasyon

e Sitoplazmik
eozinofilide artig

e Karyopiknoz
(blizlilme)

e Karyoreksis
(dagilma)

e Karyolizis (erime)

2.4.1. Hiicre oliimii tipleri

Hiicre 6liimiiniin ti¢ farkl: tip1 vardir.
Programsiz hiicre 6liimii

e Nekroz
Programl hiicre 6liimii

e (Tipl) Apoptoz

e (Tip2) Otofaji.
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2.4.1.1. Nekroz

Insan hiicreleri geri doniisiimsiiz (irreversibl) hasara girdiklerinde hemotoksilen
eosin (HE) boyasi ile 151k mikroskobik morfolojik degisim; hiicre niikleusunda biiziisme
(piknozis), kromatininde dagilma (karyoreksis) ve erime (karyolizis), sitoplazmada
hipereozinofilik, vakiioler goriiniim ve artmus sitoplazmik kalsiyum birikimidir. Olen
hiicre gruplar1 nekrotik dokuyu olusturur ve dokularda izlenen nekroz enzimatik yikim
veya protein denatlirasyonu iizerinden 6zel morfolojik goriiniimler olusturur.

Nekroz tipleri sunlardir:
e Koagiilasyon nekrozu (en sik izlenen nekroz)
o Kazedz nekroz
e Likefaksiyon nekrozu
e (Gangrendz nekroz
e Enzimatik yag nekrozu
e Travmatik yag nekrozu
e Fibrinoid nekroz
e Gummatdz nekroz

e Postmortem nekroz (otoliz) (125).

2.4.1.2. Apoptoz

Apoptoz  terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmasindan sorumlu olan, 6zgiin bir hiicre
Olim tipi olarak tanimlanmistir (115). Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari,
fizyolojik hiicre Oliimii, apoptoz ile aymi anlamda kullanilan terimlerdir (56, 199).
Fizyolojik ve patolojik siireglerde olusabilen bir hiicre 6liim tipidir:

a- Embriyogenez sirasinda implantasyon, organogenez ve gelisimsel involiisyon

olaylarinda izlenen programlanmis hiicre 6liimii goriiliir.
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b- Eriskinlerde hormonlara bagimli involiisyonlarda: Endometriumun menstriiel
siklusu, memenin siit salgilamasi gibi hormona bagli involusyon durumlarinda

gortlebilir.

c- Prolifere hiicre popiilasyonlarindan hiicre ayiklanmasi (Barsak kriptleri gibi)

durumlarda apoptoz goriiliir.
d- Tiimor hiicrelerinin 6liimii, siklikla tiimor regresyonu siirecinde apoptoz gortiliir.

e- Akut inflamasyon siirecinde nétrofillerin dliimii. Immiin sistem hiicrelerinin &liimii,
timusta otoreaktif T hiicrelerinin 6liimii ve folikiillerde B hiicrelerinin 6liimii meydana

gelir.

f- Sitotoksik T hiicreler1 tarafindan uyarilan hiicre olimii, ozellikle organ ret

reaksiyonlarinda apoptoz goriiliir.

g- Duktal obstriiksiyon sonrasi organlarda izlenen, patolojik atrofi durumlari; pankreas,

parotis ve bobrek gibi dokularda apoptoz gozlenebilir.

h- Bazi viral hastaliklarda saptanan hiicre hasari, akut viral hepatitte izlenen
Councilman cisimcikleri, CD8(+) T hiicresi i¢inde viriis bulunan parenkimal hiicre
sitoplazmik membranindaki Fas proteininin uzantisina baglanir, bu protein iizerinden

hiicrenin apoptozunu uyarir.

i- Diisik dozda 1s1, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaclar ve hipoksi gibi farkli
etkenler etkisi ile gergeklesen hiicre 6liimii apoptoz ile gergeklesirken; yiliksek dozda

hiicre 6limii ise nekroz ile gergeklesir (81,125).

Apoptozda ii¢ ayrnn mekanizma rol oynar. Bir yandan endoniikleazlar ile
kromatin parcalamirken diger yandan sitozolik proteazlar sitoplazmay1 bozmakta
ve aym zamanda hiicre iskeleti yikilmaktadwr. Hiicre apoptozun baslangicinda
biiziisiir. Cekirdek kromatini koyulasir, kondanse olur (Apoptozun en karakteristik
morfolojik bulgusudur). Takiben niikleus fragmanlara ayrilir. Sitoplazmik tanecikler ve
apoptotik cisimler (kiiclik, bazilar1 ¢ekirdek pargalar1 iceren bazilar1 igermeyen

sitoplazmik parcaciklar) olusur. Olusan apoptotik cisimcikler inflamasyon olusturmadan
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makrofajlar tarafindan fagositoz ile temizlenirler. Apoptozu takiben inflamasyon
gelismez. Apoptozda kromatin yikimi interniikleozomal araliklarda ve esit uzunluklarda
olur. Bu durum jel elektroforezinde klasik merdiven paterninin goriilmesine yol acgar.
Apoptoz olusumunda bir takim genler aktif rol oynarlar. Sitokrom c¢ serbestlesmesi,
erken donemde apoptoza ait morfolojik de§isimlerden sorumludur. Bax, Bad ve p 53
(sentezlenmesi apoptotik siireci baslatir, ana gorevi mitozun engellenmesi (mitozu bir
CDK blokérii olan p21 tizerinden durdurur)) apoptoza yardimci genlerdir. Bel- 2 ve
Bcl-X, ise apoptozu engelleyici etki gosterir. Bel-2 bir hiicrede aktive olursa hiicrenin p
53’iin etkisi ile apoptoz ile 6limiinii durdurur ve hasarli genetik materyalini onarmasini
saglar. Bunu basarir ise hiicre normale doner; ancak basaramaz ise p 53 tekrar aktive
olur ve Bax iizerinden apoptozun gelismesini saglar. Apoptoz, nekrozdan farkli olarak

aktif ve mutlak enerji kullanilan bir siirectir (125).

Apoptoz ii¢ yoldan tetiklenmektedir;
1- Intrinsik kaspaz bagimh yol,
2- Ekstrinsik kaspaz bagimh yol,
3- Kaspazlardan bagimsiz yol (Sekil 2.9).

Intrinsik Yolak Ekstrinsik Yolak
. . Oliim Ligand:
Intraseliler stres gl -
q
Ef
e S F [[
- 1 =
AR Shrakront ¢ . a"'J\rlﬁrr.ﬁ,mu-R "
~
-
" W Katpaz-§ J! I'UI
' |
Prokaspaz.% |
‘i} _| Prokaspaz-3
Apaf-1 Kaspaz - :
: Apgﬁto‘:as
@ - * - I Kaskadi - - Sy
Kaspz-9 Kagpiz-3

Apoptozom

Sekil 2.9: Apoptozda goriilen intrinsik ve ekstrinsik yolaklar (77).
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2.4.1.2.1. Intrinsik kaspaz bagimh yol

Reaktif oksijen tiirevleri ve DNA hasar1 gibi apoptotik sinyallere mitokondri
aracilif1 ile olusan etkidir. Mitokondrinin dis zarmmda Bcl-2 ailesi proteinleri
bulunmaktadir. Bunlar apoptozun olusumunu saglayan (pro-apoptotik) veya saglamayan
(anti-apoptotik) diye iki kisima ayrilir. Bu proteinler hiicrelerin yasam ile 6lim
arasindaki dengesini olustururlar. Pro-apoptotik proteinler (6rn: Bax) mitokondrinin
membran gecirgenligini bozarak sitokrom ¢ salinmasini saglarlar. Sitokrom ¢, dATP ve
prokaspaz-9 ile apoptozom formunu olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u aktif hale getirir
ve bu da kaspaz-3 1 aktive eder. Kaspaz-3e yapilan etki sonucunda poli-
adenosindifosfat riboz polimeraz (PARP) inaktive olur. Bdylece DNA tamir
mekanizmas1 durdurulur. Bununla beraber c¢esitli enzimler devreye girer (6rn: DNA
fragmantasyon faktorii 40), en sonunda DNA fragmantasyonu ve hiicre Olimii

gerceklesir (77).

2.4.1.2.2. Ekstrinsik kaspaz bagimh yol

Hiicre zar1 yiizey reseptorlerine baglanarak olusan etkidir. Ornek olarak; Fas
ligand, Fas reseptoriine baglanir. Baglanma Fas ile ilgili 6liim bolgelerinin (FADD) ve
Prokaspaz 8 veya 10’nun reseptdr oligomerizasyonuna sebep olur. FADD ile kaspaz-
8/10 olim sinyalleri kompleksi olusturarak kazpaz-3 i aktive edebilirler. Bunun
yaninda kaspaz-8, Bcl-2 proteinlerinden Bid’i aktive edebilir. Bid membranda Bax
proteinlerini artmasina sebep olur. Bunun sonucunda mitokondri membran geg¢irgenligi

bozulur ve intrinsik yol {izerinden kaspaz-3 aktive edilir (77).

2.4.1.2.3. Kaspazlardan bagimsiz yol:

Intrinsik yola mitokondri-bagimli bir yol oldugu igin benzemektedir. Apoptozu
tetikleyici faktor (AIF), mitokondri i¢ membran bdlgesinde direkt olarak DNaz
aktivitesini veya hiicre tamir ve hiicre bozulmasini 6nleyen poli-adenozindifosfat riboz
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polimerazi (PARP) inaktive eder (77). Tablo 2.3 ve Sekil 2.10 da nekroz ve apoptoz

arasindaki farklar 6zetlenmistir.

Tablo 2.3: Nekroz ve apoptoz arasi farklar

Nekroz

Apoptoz

Uyaran

Histoloji

DNA yikim

Mekanizmalar

Hipoksi ve toksinler (daima patolojik )

Hiicre toplulugu etkilenir

Ik neden ATP azalmasidir

Ik morfolojik bulgu hidropik
dejenerasyondur

(hiicrenin sismesi)

Organellerde hasar vardir

Hiicrede lizis ve par¢alanma

Hiicre artiklart makrofajlarca fagosite
edilir

Daima inflamatuvar cevap gelisir

Rastgele

ATP yetersizligi

Protein sentezi durur

Enerji gerektirmez
Membran zarar1

Serbest radikal hasar1

Fizyolojik veya patolojik faktorler

Tek hiicreleri etkiler
Degisken

Ik morfolojik bulgu hiicrenin biiziilmesidir

Organeller intakttir

Niikleus ve sitoplazmada fregmantasyon
Apoptotik cisimcikler makrofajlar ile fagosite
edilir

Inflamatuvar cevap gelismez

Difiiz interniikleozomal (DNA

elektroforezinde merdiven paterni)

Gen aktivasyonu

Gergeklesmesi igin erken protein sentezi
zorunludur

Enerji gerektirir

Endontikleazlar

Proteazlar
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Normal
hiicre

Apoptotik
cisim

- Fagosit

NEKROZIS APOPTOZIS

Sekil 2.10: Nekroz ve apoptoz (125).
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Tablo 2.4’te Programli hiicre 6liimii tipleri arasindaki farklar 6zetlenmistir.

Tablo 2.4: Programli hiicre 6liimii tipleri arasindaki farklar

TiP1 APOPTOZIS

TiP2 OTOFAJL

[Niikleus  [Kromatin kondensazyonu Kismi Kromatin kondensazyonu
-Piknozis -Bazen Piknozis
-DNA merdiven paterni -Son evreye kadar niikleus intakt
-Niikleer fragmantasyon halde
-DNA merdiven paterni yok
Sitoplazma [Sitoplazmik kondensazyon -Otofajik vezikiil sayisinda artig
-Graniillii endoplazmik retikulumda -Otolizozom sayisinda artis
ribozom kaybi -Lizozomal aktivitede artis
-Fragmantasyon sonucu apoptotik -Golgide genigleme, bazen
cisimcikler endoplazmik retikulumda (ER) da
-Sitozolde lizozomal proteazlarin varligi |goriiliir.
-Mitokondiyal permabilite -Kaspaz bagimsiz
gecirgenliginde kaspazlar aktif halde
Temizlenme|Diger hiicreler tarafindan heterofaji Son donemde diger hiicreler
tarafindan heterofa;ji
Saptanmasi [Elektron mikroskobisi Elektron mikroskobisi

Niikleer/hiicresel fragmantasyon tespiti
Kaspaz aktivasyon testi
Kaspaz-substrat ayrilmasi ile ilgili test
DNA merdiven paterni saptama
TUNEL boyama

FACS analizi sonucu G1 de artis

Anexxin V ile boyama

[Uzun stireli protein yikiminda artisin

tespiti

Artmis lizozomal aktivite testi
(MDC,akridin oranj...)
Sitoplazmik sekestrasyon artisi
(LDH,sukroz sek. Testi)

LC3 otofajik membran saptama
(intraselliiler lokalizasyonun

degisikligi)
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2.4.1.3. Otofajik hiicre oliimii

Otofaji yunanca “kendi kendini yeme” anlamina gelmektedir. Yiiksek dereceli
Okaryotlarda kisa siireli proteinler ubiquitin proteozom yolunda yikilir, ¢ogu uzun
siireli proteinler organellerde otofajik proseslerde yikima ugrar. Otofaji major hiicre i¢i
ve uzun siireli protein ve sitoplazmik organeller i¢in yikim yoludur. Otofajinin hiicrede
protektif (koruyucu) rolii vardir. Besin yetersizligi boyunca yasamin siirdiiriilmesini
saglar. Mizushima ve arkadagslar1 eger otofaji gerceklesmese, besin azliginda anne
karninda 6lim olusabilegini tespit etmislerdir. Daha sonraki kanit, besinsel streslere
kars1 koruyucu etki olarak otofaji artis1 olmasiyla hiicre Sliimiiniin engellenmesidir.
Otofaji bu kosullar altinda durdugunda hiicre apoptoza gider. Otofajik vakuol
olusumunda; ekstra ve intraselliiler stimiilasyon, besin yoklugu, hormonal terapétik
tedavi, bakteriyel enfeksiyonlar, yanlis protein katlanmasi, hasarli organeller de rol
oynar. Defektif (hasarli) otofaji, patolojik olaylar (vakuolar miyopati, ndrodejeneratif
hastaliklar, karaciger hastaligi, bazi1 kanser formlarinda) olusur. Otofaji, hiicrenin kendi
parcalarmi (organelleri) fagositoz ile yok etmesine verilen addir. Bu siirecte graniillii
endoplazmik retikulumdan kaynaklanan bir otofajik vakuol i¢cinde yikilmasi gereken
organeller ve sitoplazma pargalarin1 tasir ve primer lizozomlar ile birlesip
otofagolizozomlar1 olusturur. Bu mekanizma 6zellikle atrofiye giden hiicrelerde goriiliir

(54). Memeli hiicrelerinde otofajinin 3 major formu bulunmaktadir (Sekil 2.11);

1. Mikrootofaji
2. Saperon aracih otofaji

3. Makrootofaji
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Pre-otofagozom

rl
% . MAKROOTOFAJI
@ Lizozomda
. . N . azalma/otofagozom
Otofagozom o @ L4 flizyonu

olusumunda

azalma Otofajik Sitozolik
Vakuol Sitozolik protein saperon
(Substrat) kompleks
Sit-
KFERQ-motif ey
Ly l'bl‘

- SAPERON

ARACILI

MIKROOTOFAJI o .. OTOFAJI

L] -
® 1 ] LAMP-2A seviyesinde
@ FPeroksizom azalma
Sekil 2.11: Otofaji tipleri (137)
2.4.1.3.1. Mikrootofaji

Lizozomal membran invaginasyonu, parmak benzeri yapilar intralizozomal

vezikiillerde sitozolik bilesenlerin salinimi ile gergeklesir. Bazal kosullarda olusur.

Lizozomda molekiiler diizeyde otofajiden sorumludur (137).

2.4.1.3.2. Saperon aracih otofaji

Saperon aracili otofaji, sitozolik protein ve saperonun birlesmesiyle olusan bir

kompleksten olusur. Lizozom i¢ine lizozom membranindaki reseptor araciligiyla alinir.
Cogu memeli hiicrede ¢oziiniir haldeki sitozolik proteinler saperon aracili otofaji ile
yikilirlar. Substratlar1 biyokimyasal olarak iligkili pentapeptit KFERQ sekansi igerirler
ve lizozoma yoOnlenirler. Bu motif 1s1 sok proteini (hsc70) tarafindan tanmir. Substrat /

saperon kompleksi lizozomal membrana yonlenir ve orda reseptor protein olan lizozom

32



iliskili membran protein tip 2A ile (LAMP2A) ile baglanir. Bunun sonucunda;
lizozomal limende hsc70 varliginda yanlis katlanmis protein hizli bir sekilde

lizozomlarda yikima ugratilir (137).

2.4.1.3.3. Makrootofaji

Stres kosullarinda organeller ve uzun siireli proteinlerin yikimindan sorumlu
indiiklenebilir bir formdur. Besin azlig1 makrootofajinin en karakteristik aktivatoriidiir.
Organellerin dahil oldugu bir kisim, sitozol iceren yeni bir membran olusumuyla
sinirlayict ¢ift membran olusumu gozlenir. Bu olusum otofajik vakuol otofagozom

olarak isimlendirilir (137).

2.4.1.3.4. Otofajik hiicre 6liim mekanizmalan

Otofaji genetik temelli, programli, evrimsel koruma prosesidir ve uzun siireli
hiicresel protein ve organelleri yikima ugratir. Otofajinin gelisimi ve yanitinda ¢evresel
stimiilasyon, kanser, bakteriyel, viral enfeksiyonlar, norodejeneratif hastaliklar ve
kardiyovaskiiler hastaliklar rol almaktadiwr. Niikleasyon, ekspansiyon (gelisim),
olgunlasma ve tamamlama basamaklarini iceren otofagozom, primer lizozomlarla
birlesir. Otofaji ¢ift membranh vezikiilden olusur. Sitoplazma ve organellerden kapsiile
olur, lizozomla birlesir ve vezikiilde yikici icerikler bulundurur. Bu ¢ift membran
vezikiil olusumu kompleks bir prosestir ve 16 Atg protein igerir. Otofaji ubuquitin
benzeri konjugasyon sistemlerini igerir. Bu sistemler otofaji regiilatorleri (Atg8 PE,
Atg5-12-16) iceren modifiye kompleksleri igerir ve bu otofagozomun buytkligi ve
olusumunu tespit eder (229).

Otofagozom olusumunda baslama sinyali tam agiklanamamistir, fakat
memelilerde mTOR (rafamisin negatif regiilatorii) ve upstream mTOR sinyalinde;
PTEN, PDKI, Akt, TSCI/2 yolaklarmi igerir. Ornegin; PTEN-TSCI-2 pozitif
regiilatorleri otofajide rol almaktadir (50). Otofajinin hiicresel cevabinda cevresel

durum degisiklikleri, 6rnegin besin yetersizligi gibi durumlar etkilidir. Ac¢likta, hiicrede
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protein ve organellerin yikimi artar ve bunun sonucunda makromolekiillerin

prekiirsorleri olan amino asit, niikleozit kaynaklari olusur (Sekil: 2.12).

Growth Faktér

Growth Faktér reseptdri

Growth Faktér reseptdr
aktivasyonu

<

Akt Yolu

LQ”I
Y

C.Otofagozom

izozom Filzyonu

Olusumu L.
Rapamisin

D.Otofagozom

—_——
Yikami

Lizozom Fiizyonunda
Lamp2 nin Rolii ve Oto
Fagozom Yikim

Sekil 2.12: Otofajinin mekanizmasi (101)

2.4.2. Hiicre oliimiinde rol olan proteazlar

2.4.2.1. Kaspazlar

Kaspazlar (Sistein-igeren ASPartat ProteAZ) sistein proteazlardir ve aspartik
asitten sonraki peptit bagmi kirarlar (219). Merkezlerinde sisteinin yer aldig1 i¢in sistein
proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir. Su ana kadar 15 tanesi tanimlanmig
olup farkli isimlerle adlandirilmaktadirlar (Sekil 2.13). Kaspazlarin 12 tanesi insanda
tespit edilmistir (68). Hiicrede zimojen (inaktif) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak
biribirlerini aktiflestirirler. Kaspazlar, hiicrede diisiik konsantrasyonlarda monomerik
yapida bulunurlar (219). Apoptozu uyaran sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptozda
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aktif olarak rol alirlar (34). Kaspaz aracili proteazlar nekrozda da rol almaktadirlar.
Kalpastatin yikimi, endojen inhibitor kalpain ve kaspazlar, kalpain proteazlarla aktive
olur. Kaspaz aktivasyonunda mitokondriyal hasar olusur ve sitokrom c serbest kalir

(216).

2.4.2.1.1. Kaspazlarin yapisi ve siniflandirilmasi

Kaspazlarin apoptozla ilk iliskisi bir nematod olan Caenorhabditis Elegans' n
genetik analizi siwrasinda ortaya cikmustir. CED-3, CED-4 ve CED-9 genleri
Caenorhabditis Elegans' daki apoptozu diizenlemekte olup memelilerde de bu genlerin
homologlarinin bulundugu anlasilmistir. Memelilerdeki karsiligi ise ICE (interleukin-1
beta doniistiiriicli enzim) ya da diger ismiyle kaspaz-1’ dir. Her ne kadar kaspaz-1 hiicre
Olimiiyle agik bir iliskiye sahip olmasa da, ilk 6nce tanimlanan bu genis ailenin bir
iyesidir. Bcl-2, Apaf-1 ve kaspaz proteaz ailesi, CED-3, CED-4 ve CED-9' un
memelilerdeki analoglar1 olarak tanimlanmistir. Kaspaz ailesi CED-3' {in, Bcl-2 ailesi

ise CED-9' un homologudur (34).

Kaspazlar benzer amino asit dizilimine sahiptirler, yapisal ve substrat
spesifikligide benzer Ozellikleri paylasirlar. Tim kaspazlar proenzimler seklinde
iretilirler. Bu durumda kaspazlar {i¢ kistmdan meydana gelir (30-50 kD). Bunlar; NH,
terminal kisim (sub-2), genis alt iinite (20 kDa veya p20) ve kiiciik alt tinite (10 kDa
veya pl0)’ dir. Terminal kisim yiiksek degiskenlik gosteren bir dizilime sahiptir ve
uzundur, aktivasyonun diizenlenmesini igerir. Diger iki kisim ise tiim kaspazlarda
benzer Ozellikler gosterir. Proteolitik siire¢ i¢cinde aktivasyona ugrayan kisimlar
arasinda, yani genis ve kiiclik alt {initeler arasinda heterodimer olusturacak sekilde
birlesmeler olusur. Baz1 prokaspazlarm yapisinda iki alt {initeyi birbirinden ayiran 10

amino asitlik baglayic1 bolgelerin varligi tespit edilmistir (219).
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SEKANS YAPILARI SUBSTRAT FOHKSIYOHLARI

HOMOL OJILERI YAPILARI
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—— = ———
~ Kaspaz-4 =T W (¥¥/LJEHD (1)
~Kaspaz-5 = [ (W/L)EHD (1)
) % "SR
LKaspaz 13 Sitokin
mKaspaz-11 A Aktivasyonu
mKaspaz-12 S
I
4 Kaspaz-1 WEHD (1)
Kaspaz-14 i e _|
Kaspaz-3 SR Sd DEVD (11) ]
. Effektor
= s DEVD (N
.4[[ Kaspaz-7 RS an Kaspazlar
I Kaspaz-6 B YEHD (1) -
L [Kaspaz-s EIREE (S LETD (1) -
R - Baglatici
L Kaspaz-2 ] | [E ] DEHD (1) Kaspazlar
Kaspaz-9 ' [T LEHD (111) .
CED-3

S0 400 300 9 e o
Aminoasitier

Sekil 2.13: Kaspazlar (219)

1- Baslatic1 kaspazlar (apoptozisi baslatanlar): Kaspaz 2, 8, 9, 10 u i¢ermektedir.
Uzun prodomaine sahiptirler. Bu kaspazlar pro-apoptotik sinyalleri alarak, sinyalin alt
kisminda kalan diger kaspaz liyelerinin aktive olmasini saglarlar. Herbiri 100 amino
asitten olusan baslatic1 kaspazlar, transmembran proteinleri veya sitotoksik etkiye sahip
maddeler ile etkileserek aktif hale gegerler. Bu kaspazlar, adaptér ve diizenleyici
proteinlerin farkli kombinasyonlari ile etkilesime girerek apoptotik mekanizmanin hiicre
icerisinde farkli yonlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz-2 nin aktivasyonu i¢in
Olim bdlgesi iceren PIDD (p53 uyarici protein) ve adaptdr protein olarakta RAIDD
(RIP ile 1lgili protein) olmas1 gerekir (198).

2- Efektor kaspazlar (apoptozisi yiiriitenler): Kaspaz 3, 6, 7 yi icermektedir. Kisa
prodomaine sahiptirler. Bu kaspazlar ¢esitli hiicre i¢i proteinleri enzimatik
reaksiyonlarla pargalarlar ve apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden

olurlar (217,219).
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3- Sitokinleri aktive eden kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14 {i igcermektedir.
Hiicre sinyal iletiminde Onemli role sahip olan sitokinlerin aktivasyonu ve
inflamasyondan sorumludurlar. Kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptit olup kendi kendilerine aktive
olabilmektedirler. Aktif kaspazlarin ii¢ boyutlu yapisi1 tespit edilmis olup 2 heterodimer,
2 genis alt linite tarafindan ¢evrelenmis 2 komsu kiiciik alt iinite ile kars1 yonde bir
tetramer olusturur. Her bir heterodimer substratin baglanmasi ve katalizi i¢in gerekli
kiigiik ve genis alt liniteler icerir. Kaspaz-1 ve -3 iin kristal yapisi incelendiginde her
ikisininde, iki heterodimer yapinin birleserek tetramer yapiy1 olusturdugu goriilmektedir

(219).

Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edildigi belirlenmistir. Bunlar; otoaktivasyon,
transaktivasyon ve non-kaspaz proteazlari ile proteolizdir (219). Prokaspazlar diigiik
fakat saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar altinda otoaktivasyon
potansiyeline sahiptirler. Prokaspazlar hiicrede ¢ok fazla sentezlenirler ve yapay olarak
capraz baglarla aktive olabilirler. Prokaspazlarin aktivasyonu i¢in o6zel bir sekilde
kesilmeleri gerekmektedir. Aktif hale gelmeleri yine bagka bir kaspazin ilgili prokaspazi
aspartik asitin bulundugu 6zel bolgeden kesmesi ile olur. Aktive olmalar1 ile bu aktif

kaspazlar bagka prokaspazlari keser ve onlar1 da aktive ederler (Sekil 2.14) (219).
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Sekil 2.14: Prokaspaz ve Aktif Kaspazin Yapisi (46)

2.4.2.1.2. Kaspaz-3 iin ozellikleri

Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime giren bir kaspaz proteinidir.

CASP3 geni olarak kodlanmistir. Kaspaz-3 {in, insan kromozomunun 4q33-q35.1
bolgesinde bulunan 32 kDa agirhiginda bir sistein proteaz oldugu gdosterilmistir
(173,220). Kaspazlar inaktif proenzimler olarak bulunurlar ve proteolitik bir prosesle

aspartik asit kisimlarini koruyarak iki alt {inite {iretirler, dimerize formu enzimin aktif

halidir. Kaspaz-3, kaspaz-6 and 7’yi aktive eder ve ayrilir; kaspaz-8, 9 ve 10 tarafindan

aktive edilir (Sekil 2.16) (70).

Kaspaz-3, kaspazlarin tipik karakteristik ozelliklerini gosterir. Ornegin, aktif

bolgesi sistein kalintis1 (Cys-285) ve histidin kalintis1 (His-237) igerir, aspartik asit
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karboksi terminal bdlgede stabilizasyonu saglanir (227,178). Bu 0zgiillik, glutamik
asite gOre aspartik asit i¢in 20.000 kat tercihi ile, kaspazlarin se¢ici olmasimi saglar
(210). Hiicre icinde kaspazlar zimojen formda prokaspaz olarak bulunurlar.
Biyokimyasal degisikliklerle inaktif formdan aktif hale gegerler. Her prokaspazda N-
terminal bolgede genis bir alt linite yer alir ve bu alt {inite yaklagik 20 kDa’dur ve onu

daha kiiciik 10 kDa alt {inite izler, ve p20 ve p10 olarak adlandirilir (191).

Substrat ozgiilliigii: Normal sartlar altinda, kaspazlar tetrapeptit sekanslar1 tanir ve
aspartik asit kalintilarindan sonraki peptit baglarmi substrat olarak taniyip hidroliz

ederler. Kaspaz-3 1in spesifik substrati; tetrapeptit motif ‘Asp-x-x-Asp’ olarak taninir

(7).

Yapisi: Kaspaz-3, 32 kDa olup, zimojen formda olusur ve 17 kDa ve 12 kDa alt
iinitelere ayrilir. Prokaspaz formu aktif heterotetramer hidrofobik etkilesimlerle olusur
ve dort anti-parallel beta-yaprak yapist ile pl17 ve pl2 bir araya gelerek heterodimer,
tam olarak 12- beta-yaprak yapi, alfa-heliksle sarilarak tek yapi olusturur (Sekil 2.15)
(128,191).

Sekil 2.15: Kaspaz-3 iin ii¢ boyutlu yapisi (70)

Mekanizma: Kaspaz-3 iin katalitik bolgesi, siilfidril grubuna sahip olan Cys-285 ve
imidazol halkasindaki His-237’y1 icermektedir. Aspartat kalintilarindaki karbonil grup
His-237 ile stabilize edilir, peptit baglarinin aymrilmasinda Cys-285 islev goriir. Cys-

Gly-285 ve 238 ayrica, hidrojen baglar1 araciligiyla substrat-enzim kompleksinin
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tetrahedral gecis durumunu stabilize etmek icin islev goriir. In vitro olarak kaspaz-3,
DEVDG (Asp-Glu-Val-Asp-Gly) peptit sekansini tercih eder ve karboksi bolgedeki

ikinci aspartik asit kalintisindan ayirmay1 saglar (D ve G arasi) (128).
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Sekil 2.16: Kaspaz-3 aktivasyonu

2.4.2.2. Katepsinler

Lizozomlar asit ortamda hidroliz yapabilen organellerdir. Hiicre hasarina yol acan
cesitli etkenler lizozomlarin da aktive olmasina yol agarlar. Lizozomlarm hiicre
hasarindaki asil rolii heniiz tam olarak anlasilamamistir. Lizozomal enzimler olan
katepsinler hiicre 6liimii tiplerinin hepsinde 6nemli rol oynamaktadirlar (15). Lizozomal
proteolitik enzim olan katepsinlerden iki sinif hiicre 6liimiinde 6nemli rol oynar. Bunlar
aspartil (katepsin D) ve sistein (katepsin B, H, L) proteinazlardir. Katepsin proteinazlar
intraselliiler proteolizde ve ekstraselliiler matriksin yeniden olugsmasinda gorev yaparlar.
Diizenleyici fonksiyonlar ve yikim ile ilgili hiicresel proseslerde Onemli roller

istlenirler. Bununla birlikte katepsinlerin uygunsuz aktivasyonu hiicrenin hayatta
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kalabilirligine zarar verir. Lizozomal katepsinler, hem apoptozda hem de nekrozda rol

oynamaktadir (216).

Katepsinler, papain ailesi olarak adlandirilan C1 grubu sistein proteazlardir. Bu
proteazlar kaspazlarla karsilastirildiginda daha az substrat dzgiilliigiine sahiptir. Inaktif
proenzimler olarak sentezlenir ve posttranslasyonal olarak glikozillenirler. Hiicresel
mannoz-6-fosfat reseptorlerini kullanarak, lizozomal boliimlere dogru yonlendirilirler.
Bazi hiicreler 6nemli miktarda olgun ve prokatepsin salgilayabilir. Buna ek olarak
katepsinler lizozomlardan sitoplazmaya salinabilirler ve orada substratlarinin
boliinmesini katalize edebilirler (48). Sistein katepsinler proapoptotik protein olan Bid’1
bolerek aktiflestirirler. Ayrica katepsinler mitokondri dis zar potansiyelinin

korunmasinda rol oynayan anti-apoptotik protein Bcl-2’yi parcalarlar (189).

2.4.2.2.1. Katepsin B

Katepsin B, (E.C.3.4.22.1) peptidaz (veya proteaz) ailesine ait enzimatik bir
proteindir. Insanlarda the CTSB gen olarak kodlanmaktadir (Sekil 2.17) (39).

Fonksiyon: Bu protein disiilfid baghh agir ve hafif zincirlerin dimerizasyonu ile
lizozomal sistein proteazdan olusur ve protein prekiirsorii (Onciilii) olarak {iretilir.
Peptidaz C1 ailesi iiyesidir. Ayni proteinin en az 5 transkript varyanti (c¢esidi)

tanimlanmistir (71).

Sekil 2.17: Katepsin B nin ii¢ boyutlu yapisi (71)
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2.4.2.2.2. Katepsin L

Katepsin L, EC3.4.22.15 nosu olan Aldrichina grahami sistein proteinaz
(Aldrichina grahami cysteine proteinase) dir. Papaine benzer sekilde kimyasal
reaksiyonlar1 katalizler. Katepsin B’ye kiyasla katepsin L enzimi protein substratlara

daha aktiftir. Bu lizozomal enzim C1 peptidaz (papain ailesi) ailesindendir (19,20).

2.4.2.3. Kalpainler

Kalpainler (EC 3.4.22.52, EC 3.4.22.53), kalsiyum bagimli dogal proteaz
(kalsiyum-aktive eden notral proteaz (CANP)) lardir ve canli hiicrelerde otoliz
mekanizmas1 aktivasyonunda gorev aldig1 diisiiniilmektedir (65). Intraselliiler
proteinlerden olan noétral proteaz kalpain intraselliiler kalsiyum seviyelerine baghdir

(Sekil 2.18 ve 2.19). Iki izoformu tanimlanir:
1- kalpain I (pu- kalpain)

2- kalpain II (m- kalpain)

Kalpain ailesi tiyeleri, memelilerden Drosophila Melanogaster ve Caenarhabditis
Elegansa’ya kadar bir¢ok organizmada bulunur. En iyi bilinenler; m kalpainler ve p
kalpainlerdir. ~Aktiflenmeleri igin m kalpainler milimol seviyelerinde Ca™
konsantrasyonlarma  ihtiyag  duyarken, p  kalpainler ise mikromol Ca™

konsantrasyonlarinda aktiflenirler (57,188).
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Sekil 2.19: Kalpainin sematik yapist (112)
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En iyi karakterize edilmis olan p ve m kalpainler (kalpain I ve II) 80 kDa’luk
genis alt unite ve 30 kDa’luk kiigiik alt tiniteden olusur (Sekil 2.20 ve 2.21). Amino asit
homologlarinin yapisinda genis alt tinite 4 domain (d1-d4) ve kiictik alt {inite 2 domain
(d5-d6) igerirler. p kalpainler i¢in 5-50 mikromol, m kalpainler i¢in 200-1000 mikromol
kalsiyum konsantrasyonlarinda her iki kalpainde aktive olur ve kismi olarakta otolize
ugrarlar. In vivo olarak her iki kalpaininde fizyolojik kalsiyum konsantrasyonlarinda
(100-300 mikromol) aktive oldugu goriiliir. Bununla birlikte fosfolipidler gibi diger
faktorler de aktivasyon igin ek bir rol oynayabilirler (112). m Kalpainin yapisal analizi
molekiiliin diiz bir oval disk formunda oldugunu gosterir. Ust ve alt kutuplar1 iki
katalitik subdomain (d2a ve d2b) ve kalmodulin benzeri domain ¢ifti (d4-d6) ile
kaplidir. Domain d3 ve N-terminal domainler (d1-d5) her iki katalitik subdomainlerle

iki kalmodulin benzeri domaini baglar (112).

Domain VI -y

Domain IV
Sekil 2.20: Ug boyutlu Ca™ suz insan m-kalpain yapist (214).
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Sekil 2.21: Insan kalpain ailesi iiyelerinin domain yapilari.

Tipik kalpainler (80 K) 4 domain(I-1V) igerir, atipik kalpainlerde ise yoktur yada yer degistirmisdir.
Kalpainlerin kiigiik alt iinitesi (30K) iki domain (V ve VI) igerir (214).

Noronal hiicre 6liimii akut ve kronik norodejenaratif hastaliklarda apoptoz ve
nekroz gibi patolojik biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere yol agar. Intraselliiler
kalsiyum diizeylerinde bozulma ve mitokondriyal disfonksiyon sorunu olusur.
Kalpainler intraselliiler sistein proteazlardir, kalsiyum ile aktive edilirler. Iki formu
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vardir. Bcl-2, hiicre olim regiilatorii kalpain prosesidir ve Bid, mitokondriyal
permabilite ve kalpte iskemi reperflizyon izler. Kalpain sekans1 PEST (prolin, glu, ser,
threo) dizisinden zengindir. AIF proteinlerin karboksi terminalinde, PEST
mitokondriyal intermembranda yer alir. AIF, NMDA noéronlarinin uyarilmasi kalsiyum

aracilidir. Kalpain I aktivasyonu olur (179).

2.4.2.3.1. Kalpainlerin aktivasyonu

Kalpain aktivitesi, otoproteolitik salinim, fosforilasyon, Ca™ konsantrasyonu ve
endojen inhibitor kalpastatin ile diizenlenir. Kalpastatin (110 kDa), kalpainin endojen
inhibitor proteinidir. Kalpain haricinde diger proteazlari inhibe etmez. Kalpastatin,
kalpain ile beraber sitozolde ve membranda bulunur. Kalpastatin dort adet inhibitor

bolge icerir ve 1 molekiil kalpastatin 4 molekiil kalpain’i inhibe eder (188).

Kalpainler i¢in gerekli olan kalsiyum konsantrasyonlar1 pmol’den mmol’e kadar
oldukca yiiksektir. Bundan dolayr hiicrelerde Ca™ gereksinimini diisiirecek veya
kalsiyuma kars1 kalpainlerin hassasiyetini arttiracak mekanizmalar vardir. Hiicre ici
kalsiyum seviyelerine kalpainlerin hassasiyeti membran fosfolipidleri sayesindedir.
Kalpainlerin Ca™ ilgisini arttiran aktivator proteinlerin varligmda kalpain aktivasyonu
baslar. Aktif kalpain membranlarda bulunur. Kalpain aktivasyonunda membrandaki
lokalizasyonlar1  6nemli rol oynar. Kalpainlerin aktivasyonlarinda veya

inaktivasyonlarinda fosforilasyon dnemli bir role sahiptir (Sekil 2.22) (112, 214).

46



Sekil 2.22: Kalsiyum tarafindan kalsiyumun aktivasyon mekanizmasi.

m-Kalpaine Ca'* ve fosfolipidlerin baglanmasi konformasyonal degisikligi indiikler ve Domain Ila ve IIb
yakinlagip baglanir, bdylece fonksiyonel katalitik bir bolge olustururlar. Bu 30 kDa ve 80 kDa lik
bolgelerin ayrigmasima neden olur. Béylece 30 K lik homodimer olusumu ile sonuglanir. m-kalpaininin en
az birbirinden farkli Ca*? baglayan ii¢ bdlgesi vardir, ikisi kalmodulin benzeri EF —el yapisinda domain
IV ve VI bir asidik loop i¢eren domain III ve iki non-EF-el Ca baglayan bolge Ila vellb dir. C105 ve H
262 katalitik kisimlardir. K7 ve D154 kalsiyum iyonlar1 yokken bir tuz kopriisii olusturur.Ca*?, kalsiyum
atomunun kalpaine baglanmasi, NH,-terminal kalinti; - ve +, bazik ve asidik aminoasit kalintilar
kalsiyum iyonlar1 baglanmasi icin 6nmelidir (214).

2.4.2.4. Endoplazmik retikulum ve kalsiyum

Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu, kalsiyum kanallar1 ve kalsiyum baglayici
proteinler ile ayarlanarak endoplazmik retikulumda (ER) depolanir. Ca™
depolanmasinda ER depo gorevi goriir (Sekil 2.23). Ca™, endoplazmik retikulum
limeninde serbest veya kalretikulin ve kalneksin gibi luminal proteinlere bagl olarak
bulunur. Ca™, sitozolden sarkoplazmik/endoplazmik Ca™-ATPaz (SERCA) (ATP
aracili Ca™ pompasi) araciligiyla konsantrasyon gradiyentine karsi ER limenine tasimnir.
inozitol-1, 4, 5 trifosfat (IP3) reseptér/Ca’* kanallar1 veya riyanodin reseptdr (RyR)/Ca™
kanallar1  kalsiyumun ~ ER’dan  salmminda  6nemlidir.  Sitozolik  Ca"
konsantrasyonundaki artis kalpain’in, (Ca™ bagiml sistein proteazi) aktive olmasina
neden olur. Ayrica sitozolik Ca™* konsantrasyonu artis1 kalsindrin ve Bad aktivasyonuna

da neden olur (112).
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Sekil 2.23: Endoplazmik retikulum, kalpain ve kalsiyumun apoptozdaki rolleri (112)

2.4.2.5. Kalpain-katepsin- kaspazlarn iliskisi

Nekrotik hiicre oliimiinde aktive olmus kalpainlerin lizozomal zarlara zarar
verdigi belirlenmistir. Iskemik olaylardan sonra ilk goriilen kalpainlerin, lizozomlarin
zarma yerlesmesidir ve sonrasinda da katepsinler sitoplazmaya sizar. Bu durum kalpain-
katepsin aktivasyonunun olusumuna neden olur (Sekil 2.24). Katepsin ve kalpain’in
sinirli aktivasyonu apoptozu tetiklerken siddetli aktivasyonu nekroz gelisimine neden

olmaktadir (Sekil 2.25). Ayn1 zamanda kalpainler, kaspaz-9 gibi prokaspaz-3 iin
aktiflenmesini saglar ve apoptoza katilir (187,216).
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Sekil 2.25: Nekroz aracili proteolitik kaskat mekanizmasi (216)
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2.5. Betain

Betain mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde bulunan, bugdaym da dahil
oldugu, kabuklu deniz {iriinleri, 1spanak ve seker pancari gibi birgok gidanin 6nemli bir
bilesenidir. Bir zwitter iyon kuaterner amonyum bilesigidir ve trimetilglisin, glisin
betain, lizin, ve oksineurin olarak da bilinir. Betain, glisin amino asitinden tiiremis metil
gruplarma sahip bilesiktir, (CHs) 3N CH,COO olarak formiilize edilir ve 117.2 molekiil
agirhigmma sahiptir (Sekil 2.26). Kimyasal olarak reaktif metil grubu tasidigindan

metilamin olarak karakterize edilmektedir (53).

Belain CH-
(I:I) |T| ClHa CHs;—N*—CH.—COO"
O=C=C=N=CHax I
| I CH:s
H CH:E' CsHuNO: : 117.15

Sekil 2.26: Betainin kimyasal formiili (80)

Ik olarak 19.yy da seker pancar1 suyunda (Beta vulgaris) kesfedilmistir. Daha
sonra diger bazi organizmalarda da bulundugu tespit edilmistir. Betainin fizyolojik
fonksiyonu, hem stres altindaki hiicrelerin organik osmaliti olarak koruyucu bir etki
gostermek hem de bir ¢ok biyokimyasal yolakta metil gruplarmin katabolik kaynagi
olarak transmetilasyon i¢in kullanilmaktir. Bitki ve mikroorganizmalarda betainin temel
rolii ozmotik inaktivasyona kars1 hiicreleri korumaktir. Kuraklik, ytiksek tuzluluk veya
sicaklik stresine maruz kalindiginda, mitokondri i¢inde betain sentezi tetiklenir ve bu
betain birikimi ile sonug¢lanir. Betain osmolit olarak, hiicrelerde su tutulmasini artirir,
inorganik tuzlar1 degistirir, ozmotik uyarilma veya sicaklikla uyarilan inaktivasyona

kars1; intraselliiler enzimleri korur (145). Ornegin, tuzlu toprakta yetisen 1spanakta, taze
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agirhigmm % 3’1 kadar bir miktarda birikebilir. Bu yiiksek tuz varliginda kloroplastlarin

fotosentezini saglar (144).

Betain, bir metil donorii olarak, optimum beslenme i¢in gerekli olan metiyonin ve
kolinin olusmast i¢in gereken tek karbon birimlerini saglar (Sekil 2.27). Biiylimeyi,
besin kullanim verimliligini arttirir ve viicut yagini azaltir. S-adenozilmetiyonin (SAM)

sentezi i¢cin de gereklidir (17,76).
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Sekil 2.27: Betainin metabolizmadaki rolii (226)

Total homosisteinin konsantrasyonlarindaki artis ve diisiik SAM konsantrasyonlari
kronik hastaliklarla iliskilidir. Betain; serum metiyonin, transmetilasyon oranini,
homosistein remetilasyonu ve metiyonin oksidasyonunu arttirmaktadir. Betain
enjeksiyon yoluyla veya betain igeren besinler yoluyla hayvanlar tarafindan alinir ve bir
seri enzim reaksiyonuyla katabolize olur. Bu reaksiyonlar ¢ogunlukla bobrek ve
karaciger hiicrelerinin mitokondrilerinde gergeklesir. Transmetilasyon reaksiyonlari
metil (tek karbon) gruplarmnin metiyonin dongiisii icerisinde transferini icermektedir.

Betain, homosisteinin metiyonine donilisiimii, metiyonin diizeyini korumak,
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homosisteinin kirmizi kan hiicrelerinde protein, kreatin, fosfolipid, hormonlar,
poliaminler, karnitin ve adrenalin sentezi ile DNA metilasyonunda direkt metil vericisi
olarak gorev alan SAM 1n {iiretiminde 6nemli role sahiptir. Eger betain katabolize
olmazsa organik bir ozmolit olarak is goriir. Hiicresel hidrasyon durumunun
diizenlenmesi hiicre fonksiyonunun devamlilig1 agisindan onemlidir. Betainin, betain-
homosistein-metiltransferaz (BHMT) yoluyla homosisteini remetile ederek hepatik
SAM ve glutatyon seviyelerini korudugu ve bu yolla metiyonin metabolizmasindaki
alkol kaynakli degisimleri azalttig1 daha 6nce gosterilmistir. Ayrica, hiicre i¢i S-adenozil
homosistein (SAH) seviyesindeki etanol kaynakli degisimleri ve SAM/SAH oranini
diistiriir, homosistein salmimindaki artis1 engeller (Sekil 2.28) (53,110).

Asetilkkolin Fosfatidillcolin
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Kolin S-Adenozil Homosistein

Metilasyon

Betain —\l(lelu(l sistatyon <
("BQ

86

Homosistein S-Adenozil Metiyonin

BETAIN

Metivonin
Glisin
Diumetil glisin

\ Sarkozin / Serin

Sekil 2.28: Betain metabolizmast (53).
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2.5.1. Homosistein

Homosistein, metiyonin amino asitinin metabolizmas1 esnasinda bir ara {iriin olarak
olusan, siilfiir iceren bir molekiildiir (91). Metiyoninin demetilasyonu ile olusmus bir

tiol olan homosisteinin yapis1 Sekil 2.29°da gdosterilmistir.

COO™ cOO™
| |
+
H— C— NHY, H— C— NH

| 3 | 3

CH 2 (I3H 2

|

CH 2 (FH 2

|

S—CH 3 ) SH
METIONIN HOMOSISTEIN

Sekil 2.29: Metiyonin ve homosisteinin kimyasal yapisi (91)

Homosistein metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan metiyonin; proteinlerin
sentezinde, transmetilasyon reaksiyonlarinda, poliaminlerin sentezinde, sistatyonin,
sistein ve transsiilfiirasyon, hiicre i¢i folat metabolizmasi ve kolin katabolizmasi i¢in
gerekli olan homosisteinin saglanmasi gibi biyolojik siireglerde rol oynar ve
memelilerin bliylime ve gelisimi i¢in esansiyeldir (158). Homosisteinin klinik 6nemi,
1962 yilinda sistatyonin-f-sentaz (CBS) eksikligine bagh olarak olusan homosistiniiri
hastaligi dolayisiyla ortaya c¢ikmistir. Bu hastalikta trombotik olaylar, prematiir
ateroskleroz ve mental gerilik goriiliir (16,31). Yapilan calismalarda, homosisteinin,
merkezi sinir sistemi (MSS) gelisim bozukluklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar,
depresyon ve sizofreni gibi psikiyatrik bozukluklar ve bazi kanserlerle iligkili

olabilecegi gosterilmistir (139).

2.5.1.1. Homosistein metabolizmasi

Homosistein, metiyonin metabolizmasinin ayrilmaz bir bilesenidir (Sekil 2.30).

Metiyonin transmetilasyon yolu ile homosisteine doniisiir. Bir kez homosistein
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olustuktan sonra ya remetilasyon yolu ile tekrar metiyonine doniisiir ya da

transsiilflirasyon yolu ile sistatyonin ve sisteine metabolize edilir (163).

2.5.1.1.1. Transmetilasyon

Metiyonin metabolizmasi, metiyonin adenozil transferaz enzimi araciligi ile
kiikiirt atomuna ATP’den bir adenozil grubunun transferi sonucu S-adenozil-metiyonin
(SAM) olusmast ile baslar. SAM metil grubunu kolaylikla bir aliciya vererek S-
adenozil-homosisteine (SAH) donlismektedir. SAH ise geri doniisiimlii bir enzim olan
SAH hidrolaz enzimi ile adenozin ve homosisteine metabolize edilir. Bu reaksiyonlar
transmetilasyon olarak adlandirilir. Betain 1ile de {iretilen SAM metiyonin
metabolizmasinda anahtar bir ara {riindiir (78). SAM sadece bir metil grup vericisi
olmayip siklopropil yag asit sentezinde metilen grup vericisi, biotin sentezinde amino
grup vericisi, poliamin ve etilen sentezinde amino izopropil grup vericisi ve 5’-deoksi
adenozil radikal vericisidir. Ayrica biotin ve lipoik asit sentezinde siilfiir kaynagidir (33,

41).

2.5.1.1.2. Remetilasyon

Homosisteinin remetilasyon ile metiyonine doniisiimii iki enzimden biri araciligi
ile olur:
1- Metiyonin sentaz (MS; 5-metiltetrahidrofolat-homosisteinmetiltranstferaz)

2- Betain-homosistein metiltransferaz (BHMT) (127).

Homosisteinin remetilasyonu, 5-metiltetrahidrofolati metil vericisi ve vitamin B
12’nin bir formu olan metilkobalamini ise kofaktor olarak kullanan metiyonin sentaz
(MS) tarafindan katalizlenmektedir. 5-metiltetrahidrofolatin olusumu; tetrahidrofolattan
(THF) elde edilen 5,10-metilentetrahidrofolatin rediiksiyonunu katalizleyen 5,10-
metilentetrahidrofolat rediiktaza (MTHFR) bagimlidir. MTHFR enzimi ise kofaktor
olarak vitamin B 2’yi (riboflavin) kullanmaktadir. Bu remetilasyon yolunda folat hem
koenzim hem de kofaktoér olarak kullanilmakta ve bu olay dongii seklinde devam

etmektedir (127,200).
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Betaini metil vericisi olarak kullanan ikinci bir homosistein metilaz sistemi
memelilerin karacigeri ve primatlarin bobreklerinde tespit edilmistir (147). Bu yolu
katalize eden BHMT, metil vericisi olarak kolinin oksidasyon {iriinii olan betaini
kullanarak N,N-dimetilglisin ve metiyonin olusturmaktadir. Folat ve/veya kobalamin

eksikliginde bu yol SAM sentezi icin gerekli metiyoninin doku konsantrasyonunu

siirdiirmektedir (200).

2.5.1.1.3. Transsiilfiirasyon

Homosisteini metiyonin siklusundan alip geri doniisiimsliz olarak once

sistatyonine daha sonra smrasiyla sistein ve glutatyona doniistiiren yolaga
transiilfirasyon denir. Bu reaksiyonlar sirasinda a-ketobiitirat, NH,', taurin, piruvat,

siilfat + CO, de olusur (140,165).

Diyetsel Proteinler

METIVONIN ATP
ll'i MAT P
CH;- - CH,-CE,-C-CO0H
|
Serin HH, TRANSMETILASYON YOLU
Glisin THF SAM
N
3 R
> Clisi
Z  DMG Metiliransfera
4
SIOMTHF oo > METITony
DoNeiisy  (itBig—> MS§ 4 BHMT S R-CH,
3 /f DONGUST o oy
3 Betain
ITHFR < FAD < (fiL.B)) z
NADP s % SAH
S-MTHF
NADPH rll Adenozin
SH- CH,-CH,- - COOH SAH-lidrobw
KH,
HOMOSISTEIN
s"i"\tcw— @By
Sistatyonin TRANSSTLFIRASYON YOLU
7-sistatiyonaze— ﬁ_%
o-ketobiitirat + NH; */t -
Sistein

NG

Tawin  Ghtatyon Silfat+C0,

Sekil 2.30: Homosistein metabolizmasi
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Bunun yanisira, betainin in vivo ortamda etanol kaynakli hepatik steatozu azalttig1
ve tersine c¢evirdigi gosterilmistir. Bu nedenle, betain etanole bagli karaciger hasarini
onler, bunu da metiyonin metabolik yolundaki degisimleri diizelterek ve Onemli
metilasyon reaksiyonlarmi koruyarak yapar (17). Betain, homosisteini remetile etme
yetenegi sayesinde SAH seviyelerini diisiirmekte ve SAM/SAH oranindaki etanol
kaynakli olusan sorunu eski haline getirmekte, hiicresel metilasyonu uyarmakta,
steatozu ve homosistein kaynakli toksisiteyi engellemektedir. Diger taraftan SAM,
sadece SAM/SAH orani ile metilasyon kusurlar1 iizerinde etkili olmakta ve uzun siireli
kullanimi, homosistein salmimini arttirma 6zelligi yliziinden zararh olabilmektedir. Bu
sebeple betain sadece karaciger hastaliklarinda degil, homosistein artis1 ve metilasyon
bozukluklarina bagli diger hastaliklarda SAM’dan daha etkili bir tedavi edici ajan
olarak kullanilabilir (17,53,110).

2.6. Omega-3 Yag Asidi

Omega-3 yag asidi ¢oklu doymamis yag asitleri (Poli Unsature Yag Asitleri —
PUFA) ailesinde yer alan esansiyel bir yag asididir. Bu yag asidinin kimyasal yapisinda
metil terminalinin 3. karbonunda c¢ift bag bulunmaktadir. Metil terminalinin 3.
karbonunda ¢ift bag bulunan yag asitleri terminolojik olarak omega-3 yag asitleri diye

adlandirilmislardir (223).

Omega-3 terimi ("n-3", "®-3" olarak da kullanilir) ilk ¢ift bagin, karbon zincirin
ucundaki (o) metil grubundan itibaren sayilinca 3. karbon-karbon bagi oldugu anlamina
gelir. Insan beslenmesinde 6nemi olan omega-3 yag asitleri sunlardir: alfa-linolenik asit
(18:3, ALA), eikozapentaenoik asit (20:5, EPA) ve dokozaheksaenoik asit (22:6, DHA)
(Sekil 2.31). Bu ii¢ doymamais yagda, sirasiyla 18, 20 veya 22 karbonlu bir zincirde 3, 5,
veya 6 cift bag vardir. Cift baglarin hepsi cis-bicimindedir, yani hidrojen atomlar1 ¢ift
bagin ayni tarafindadir (47,109).
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Insanlar ve diger memeliler doymus yag asitleri ile bazi tekli doymamis yag
asitlerini karbohidrat ve proteinlerdeki karbon gruplarindan sentezleyebilirler ancak yag
asitlerinin (n-6) ya da (n-3) pozisyonuna cis ¢ift bagimi eklemelerini saglayacak

enzimleri yoktur (186). Sekil 2.32’te omega-3 yag asitlerinin metabolik yolagi

gosterilmistir (40).

Af-dasaturee

Edongar

AS-detarura

Elangir
AL-gdesaturass
Bpksidasyon

Agedesaturas

Omega-3 Yag asitleri
HO =
\/A\, /’\\ 7
a .
H!c‘f \"_—_/m —_—

c-Linolenik asif 18 3n-3)
H-‘:IDC\ //\ /-_—_\/
"y W,

N i I L. SR

Eikozapeniaenoik asii (20 Sn-3)

P p— 4
Y \//

HOOC

-
AN

Ha O

Dokorahekraenoik asit (22 6n-3)

Sekil 2.31: Omega-3 yag asitleri (100)

Omega-3 Yag asitleri

——
a-inalenikian Eryif inflam stusr
1B:3m.3 Erkoxsnaidier
. dders  Prostaglandin
— Seearidonk. il J-ierd  ThrombBoksan
1IE:4 o3 Ehmr [ WAL= ip,
Eilkoemetrmenaik Asit
— Mrdnd
Ell:n:.l.peﬂnunit T
5 o3
Dokesapeniacnosk Asal
4 Challeymiy
S—— I1:5m-3 pra-rasslye{Bn g B
mered bpsiBerlar
lstrukoeapuntasneak Al E-verh  Hesohin
S— 245 8.3
l'ctrakoeahekzacnalk Asil
- — Jd6 a3
Diekoeahs) ik A=t
» 1X60-3 l

Clzelapmiy

pro-rmolyoiSa gadeld )

medivatirks

D-grk Eesolan

Frotekon
R ain
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2.6.1. Omega-3 yag asidinin beyin i¢in 6nemi

Adipoz dokudan sonra beyin ikinci lipit yogunluguna sahip organdir (202).
Beyindeki lipidlerin biiyiik ¢ogunlugunu fosfolipidler olusturur. Fosofolipidlerin iki
onemli alt bolimiinde gliserofosfolipid ve sfingolipidler yer alir, 6zellikle beynin gri
maddesinde olduk¢a fazla bulunurlar. Hiicresel membranlarin elementleri olarak
vazgecilmezdirler. Gliserofosfolipidler; 1 gliserol iskeleti ve 2 yag asidinden
olugsmaktadir. Doymus yag asitleri genellikle Sn-1 pozisyonunda yer alirken, Sn-2
pozisyonunda doymamis yag asitleri, Sn-3 pozisyonunda ise fosfat grubu yer alir ve bu
polar basa kolin, serin, etanolamin, inozitol baglanabilir. Beyinde bu fosfolipidlerden;
fosfoetanolamin (PE), fosfotidilserin (PS) gibi gliserofosfolipidlerin igerisinde, en
yiiksek miktarda DHA bulunur. Gri maddenin ¢ofu ndronlardan ve %40 oraninda
lipidlerden olugmaktadir. Beyaz maddenin ise %50-70’1 lipidlerden ve miyelinden
olusur. Beyne spesifik bu gliserofosfolipidlerin doymamis yag asidi dagilimi sdyledir:
Beyaz maddede daha fazla tekli doymamis (monounsature) yag asidi varken, gri
maddede daha fazla ¢coklu doymamis (poliunsature) yag asidi bulunur. Beyinde omega-
3 yag asidinden predominant olan DHA, omega-6 yag asidinden predominant olan

arasidonik asit (AA) tir. Gri maddede en fazla DHA bulunur (Sekil 2.33) (215).

Noronal membran fosfolipidleri tercthen DHA’y1 korur ve onu kolay birakmaz.
Aksine astrositler DHA’y1 ortama kolayca birakir. Astrositler noronlar etrafindaki
kimyasal ortami kontrol eder ve uygun iyon ve aksiyon potansiyeli iletimini saglarlar.
Sinaptik membranlarda kolinerjik reseptorler gibi G protein bagh reseptorler, fosfolipaz
A, (PLA,) tarafindan, AA ve DHA iceren fosfolipidlerin uyarilmasimni saglar. Kolinerjik
uyarilma boyunca AA ve DHA membrandan sitozole serbest birakilir ve kiiclik
miktarlarda biyoaktif ikincil mesajcilara (eikozanoid ve dokozanoid) doniistiiriiliirler.
Serbest yag asidi salmimi ile havuzda kalan yag asitlerinin kiigiik bir kismu B
oksidasyona ugrar. Fakat yiiksek oranda membran fosfolipidlerine geri doniistiirtiliirler.
Bu doniisiim benzer sekilde diger membranlarda da Ornegin sinaptik vezikiilde de
gerceklesir. Ilging bir sekide AA ve DHA, PLA,’nin farkli izoformlar: tarafindan
diizenlenir. AA’ya spesifik form sitozolde ¢ PLA,, AA salgilatict form s PLA, dir,
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kalsiyumdan bagimsiz form 1 PLA, astrositlerde bulunmakta ve DHA ya spesifik
oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin; lityum, karbamazepin, valproat gibi ilaglar AA, COX

ekspresyonu, PGE,; iiretimini azaltirken; DHA doniisiimiinii degistirmemektedir (185).
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Sekil 2.33: Dokozahekzaenoik asidin (DHA) (22:6) ndron ve astrositlerdeki dagilimi (22)

Hiicre membraninin yapist ve igerigi, hiicrenin normal fonksiyonlarini
stirdiirebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. DHA aksonal yapiy1 koruyarak, elektriksel uyarilarim
diizgiin olarak iletilmesine katkida bulunur (29,138). Omega-3 yag asitleri hiicre
membranmin O6nemli bilesenlerinden olup membranin biitiinliigli ve akiskanhgi,
hiicresel hareketleri, reseptorlerin yerlesimini diizenlerler (8,138). Hiicre membraninin
kritik fonksiyonlar1 sunlardir,

Membran akiskanligi,

Hiicre sinyali ve gen ekspresyonu,

Eikozanoid ve dokozanoid sentezi (22).
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Huber ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada; membran fosfolipidlerinde bulunan
doymamis uzun zincirli DHA’nin, rodopsin gibi G protein bagli zar proteinlerinin

yararina hidrofobik alanlarda ¢6ziiniirligl kolaylastirdigimi diistinmektedirler (102).

Turner ve arkadaslar tarafindan yapilan arastirmada; memeli ve kuslardan alman
beyin, kalp, bobrek dokularin1 ¢evreleyen fosfolipidlerdeki DHA’nin membran
konsantrasyonu ile Na" K ATPaz pompas1 enzim molekiiler aktivitesi arasinda pozitif
dogrusal iligki gosterilmistir. Dahasi memeli beyninde en yiiksek konsantrasyonda DHA
icerigi ve Na" K ATPaz pompasinda buna benzer sekilde en yiiksek aktivite orani

saptanmigtir (222).

Brenna ve Diau’nun yaptig1 ¢alismada, serebral DHA diizeylerinin yliksek enerjili
dokularda yiiksek oldugunu bulmuslardir. Beyin dokusundaki DHA seviyeleri ile lokal
serebral metabolik hizda, hiicrelere glukoz alimi arasinda dogrusal bir iliski
saptamislardir. Brenna ve Diau, yine hiicre membraninda yapisal rolii olan DHA nin
ayni zamanda oksidatif streste diizenleyici metabolik rolii oldugunu Onermislerdir.
Bununla birlikte metabolik sendrom, nodrodejeneratif hastaliklarda DHA yararinin

biyokimyasal temellerle incelenebilecegini diistinmektedirler (32).

DHA ile ilgili olarak son zamanlarda protektin olarak adlandirilan dokozanoid
prekiirsorleri (6nctilleri) kesfedilmistir ve merkezi sinir sistemini koruyucu role sahiptir.
Protektin; periferal kan mononiikleer hiicreler, CD4 hiicreler (oksidatif strese cevap) ve
noron, astrosit ve akciger dokusunda bulunur (140). Ilk protektin NPD1 olarak sinir
dokuda bulunup adlandirilmistir (166). NPDI; sinir rejenerasyonunu indiikler, 16kosit
infiltrasyonu azalisi, yaslanma aracili proapoptotik ve proinflamatuar sinyali azaltarak
homeostazisi saglar. NDP1; oksidatif stres araciligi ile indiiklenir ve retinal ve ndronal
hiicrelerde, oksidatif strese bagli apoptozdan korur. II-1B baskilanmasi, Cox
uyarimininda dahil oldugu bir c¢ok mekanizmadan sorumlu tutulmaktadir (21).
Dokozahekzaenoikasitin sinir sistemindeki biyokimyasal ve biyolojik fonksiyonlari

Sekil 2.34 te gosterilmistir (119).
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Sekil 2.34: Dokozahekzaenoikasitin sinir sistemindeki biyokimyasal ve biyolojik

fonksiyonlart (119).

Betain ve vitamin BI12; homosisteinin metiyonine doniisiimii, metiyonin
diizeyinin korumasi, homosisteinini detoksifiye etmek ve S-adenozilmethiyonini (SAM)
iretmek icin gereklidir. SAM’dan metil gruplar1 PEMT(fosfatidiletanolamin-N-
metitransferaz) ile DHA ya ordan da DNA ve histonlara aktarilir. Fosfatidilkolin (PC),
coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) karacigerden plazma ve periferal dokulara
dagiliminda 6nemli bir rol oynar. Sekil 2.35 de folik asit, vitamin B12 ve DHA
arasindaki iliskiyi gostermektedir (124).
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Sekil 2.35: Bir karbon atomu siklusu: folik asit, vitamin B12 and DHA.

THF- tetrahidrofolat; 5, 10-MTHEF-
metiltetrahidrofolat; MTHFR- metilenetetrahidrofolat reduktaz; MS- methionin sentaz; SAH- S
adenozil homosistein;SAM- S-adenozilmethionin; DHA-dokozahekzanoik asit; PE-DHA-
phosphatidiletanolamin-DHA; PC-DHA-phosphatidilkolin-DHA; PEMT- fosfatidiletanolamin-
N-metiltransferaz; DNMT- DNA metiltransferaz; HMT- Histon metiltransferaz (124).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan ve Madde uygulamalar

Deneylerde ayni yasta, 200-250 g Spraque-Dawley cinsi disi ve erkek ratlar
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi (TICAM)’dan
saglanmustir. Bu ¢alisma icin ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Komite Raporu
almmistir (258-2/2013). Calismamizda gergeklestirdigimiz biyokimyasal analizler T1ibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda, histolojik analizler Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’'nda, morfometrik degerlendirme ise Anatomi Anabilim Dali’nda yapilmistir.
Ratlar standart hayvan bakim kafeslerinde, 12 saatlik gece/giindiiz doniisiimiinde, sabit
2243°C sicaklikta ve sabit nemli (%55+5) ortamda tutuldular. Erkek ve disi ratlar ayri
kafeslere koyulup deneylere baslamadan Once bir hafta laboratuvar kosullarina

alistirildi.

Vajinal plag olusumu ratlarda dollenme belirtisidir (Sekil 3.1). Erkek ve disi
ratlar ciftlestirilmek iizere bir araya koyulduktan sonra, her giin disi ratlarda vajinal plag
olusup olusmadigmin belirlenmesi i¢in kontrol yapildi. Plag olusumu (EO) ile yavrunun
dogumu arasinda gecen zaman, ¢alismada embriyonik prenatal donem (E) olarak ifade
edildi. Normal ratlar (kontrol grubu), E0 zamanindan itibaren 20 veya 21 giin i¢inde
(E20-21) dogumlarmni gerceklestirdiler. Ancak etanoliin uygulandig1 gruplarda, dogum
zamani 1— 3 giin gecikmistir. Yavrularin dogduktan sonraki ilk 24 saatlik zamanina

postnatal donem baglangic1 (PO) denilmistir.
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Sekil 3.1:Vajinal plak olusumunun goriilmesi

Ciftlestikleri veya dollendikleri plag olusumuyla belirlenen gebe ratlar erkek
ratlardan ayr1 kafeslere alinip bakildilar. Fetal alkol sendromu olusturmak i¢in prenatal
donemin 6. giiniinden (E6), dogumun bir giin dncesindeki giine (E22) kadar gegen
zamanda ve laktasyon siiresince (P21), ilgili gruptaki disi ratlara bilyali siseler ile

deneylerde uygulanacak maddeler verilmistir.

Prenatal ve postnatal alkol uygulamasi i¢in ayr1 kafeslerde tutulan ratlara modifiye
sivi diyet (MSD) uygulamas1 yapildi. Ratlar MSD’yi alkollii veya alkolsiiz prenatal ve
postnatal donem boyunca her sabah saat 10.00°’da aldilar. Ekstra siit/su destegi
yapilmadi. Modifiye Sivi Diyet (MSD): Diislik yaglh inek siitii 925 ml, 25-75ml Alkol
%96.5 ve Siikroz 17 g igermektedir. Bu karisimin tamami 1000.7 kcal/I’dir. Alkol orani
artarken diyetin izokalorik dengesini saglamak igin siikroz verilmesi azaltilmistir.
Deneyin baslangicinda ratlara adaptasyon siiresinde siv1 diyet alkolsiiz olarak 2 giin siire
ile (E1-E2) verilmistir. Deneyde etanol uygulamasina baslanilmadan dnce omega-3
ve/veya betain, li¢ giin boyunca verilmistir (E3-E5). Daha sonra etanol uygulamalariyla
beraber betain ve/veya omega-3 doguma kadar (PO) ve laktasyon esnasinda (P21)
uygulandi. Hayvanlara alkol orani yavas yavas artirilarak E6-E8. giinlerde %2.4
oraninda alkollii siit, E9-E11. glinlerde %4.8 oraninda alkollii siit, E12-E22. giinlerde ve
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P0-P21 giinlerde %7.2 oraninda alkollii siit verildi. Siv1 diyet her hayvana 100ml/giin
miktarinda taze olarak, her giin ayni saatte ve agiz kismi bilyali cam sigelerde
verilmistir. Ratlarin giinliik alkol alimi ve agirlik takibi yapilarak, agirliklarina gore

alkoliin uygulanmasi i¢in gerekli degerler hesaplandi .

Kontrol grubundaki ratlara ise alkolsiiz izokalorik MSD soliisyonu verildi.
Izokalorik kontrol grubu, 75ml etanol (60,75g) yerine 75ml inek siitii ile 96gr sukroz
icermistir (72). Etanoliin yaninda betain uygulanan gruplara giinliik %1 w/v dozlarinda
betain verilmistir (172). Etanol diyeti ile beraber omega-3 uygulanan gruptaki ratlara
30mg/100g/glin omega-3 takviyesi yapilmistir (13). Calismamizda toplam 65 yavru
kullanild1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Yeni dogan yavrular
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3.1.1. Deney Gruplan

1. Kontrol grubu (n=13): Bu gruptaki hayvanlara izokalorik MSD soliisyonu
uygulandu.

2. Etanol grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu uyguland:.

3. Etanol+Betain grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu yaninda ratlara

%1 w/v betain uygulandi.

4. Etanol+Omega-3 grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu yaninda
omega-3 (30mg/100g/giin) uyguland:.

5. Etanol+BetaintOmega-3 grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu
yaninda betain ve omega-3 uygulandi (Sekil 3.3).

Prenatal Postnatal
Dinem Dinem
Eo E3 Ec PO P21

)

Kontrol Grubu

Etanol Grubu

+ Etanol+Betain Grubu

+ Etanol+Omega-3 Grubu
Etanol+Betain+Omega-3 Grubu

Sekil 3.3: Deneyde uygulanan maddelerin sekil tizerinde gosterilmesi

n=13 her deneysel grubun igerdigi toplam yavru rat sayisidir. Bu yavru ratlarm (P
21.giin) 8 tanesi (n=8) biyokimyasal ¢alismalar, 5 tanesi (n=5) histolojik ¢alismalar i¢in
kullanild1 (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Postnatal 21.giindeki yavru ratlar

3.2. Cerrahi islemler

P21-22’inci giinde yavrular anestezi maddeleriyle (ketamin/Ksilazin 3:1, 1,32
mg/kg intraperitonal) uyutulup, dekapitasyonla oldiiriildii. Cerrahi olarak biiyiiteg
altinda serebral korteks kisimi ¢ikartildi. Biyokimyasal ¢aligmalar i¢in dokular ¢alisma
anina kadar -20°C’de saklandi. Histolojik ¢aligmalar i¢in dokular nétral formalinde 24—
48 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyondan sonra dokularin rutin histolojik takipleri

yapild1
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3.3. Biyokimyasal Yontemler:

3.3.1. Kaspaz-3 Aktivitesi Tayini
Kaspaz-3 aktivitesi kolorimetrik aktivite analiziyle belirlendi. Kaspaz—3
aktivitesini 6lgmek icin ticari kit (Sigma CASP-3-C) kullanildi. Bu kit, asetil-Asp-Glu-
Val-Asp-p-nitroanilidin (AC-DEVD-pNA), p-nitroanilin (pNA) olusacak sekilde

kaspaz-3 tarafindan hidrolizi ile olusan pNA2’nin absorbansmnin 405 nm’de Sl¢liimii

prensibine dayanmaktadir. p-Nitroanilinin en yiiksek absorbans1 405 nm (€™=10.5)dir.

Kaspae 3

Ac-DEVD-pNA —>  Ac-DEVD + pNA

Ac-DEVD-pNA: Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid
pNA: p-nitroanilin

Beyin doku o6rnekleri lizis tamponunda (250 mM HEPES, pH:7.4, %1 CHAPS,
50 mM DTT, 10 mM EDTA) homojenize (1/10) edilerek 3000 rpm’de +4 °C’de 20
dakika santrifiij edildi. Siipernatant 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek,
slipernatanda santrifiij islemi tekrarlandi. Siipernatant fraksiyonunda Kaspaz—3

aktivitesi belirlenmistir (234).

Kaspaz-3 aktivitesi 6l¢iimii kisaca su sekilde yapild:
1. 96’lik plate kuyucuklarina numune, kor ve standarttan 5 pl eklendi.
2. Uzerlerine 85 ul galigma soliisyonundan (200 mM HEPES, pH 7.4, 1%
CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM EDTA) eklendi.
3. Kaspaz 3 substrat1 Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidden 10 pl eklendi.
4. 1 saat 37 °C de bekletildikten sonra ELISA okuyucu ile 405 nm’de absorbanslar
olctldi.
p-Nitroanilin kullanilarak standart grafigi cizildi (Sekil 3.5). Doku protein igeriginin
Olciilmesiyle pumol pNA/ dakika/ mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.5: Kaspaz 3 aktivitesi standart grafigi(Grafik VICTORTM X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate
okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZAQ LTD, programinda ¢izilmistir)

3.3.2. Sitokrom ¢ Ol¢iimii

Rat/farelerde bulunan sitokrom c¢, 104 amino asitlik bir polipeptiddir ve
fosforilasyon ve apoptozda yer almaktadir. Sitozolde 12 kDa’luk bir apoprotein olarak
sentezlenmektedir. Bu apoprotein dis mitokondriyal membrandan intermitokondriyal
bosluga gecer. Burada ise hemin N-terminal bolgesine, sitokrom ¢ hem liyaz araciligiyla
kovalent bagla baglanir. Orada konformasyonel degisiklige ugrar. Ratlardaki sitokrom
¢, insanlardaki sitokrom c¢ ile % 91 amino asitlik benzer homolojiye sahiptir.
Sitokrom c 6l¢iimii The Quantikine Rat/Fare Sitokrom ¢ Immunassay 2.5 sa. lik kat1 faz

solid ELISA ile yapilmaktadir. Bu faz dogal rat sitokrom c ve antikorunu igermektedir.
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Yontem:

Sitokrom ¢ salmimi 6l¢iimii i¢in beyin dokusu tampon A (20 mmol/l HEPES-
KOH, pH 7.5, 250 mmol/I siikroz, 10 mmol/l KCI, 1.5 mmol/l MgCl,, 1 mmol/l EDTA,
I mmol/l EGTA, 1 mmol/I dithiothreitol, 0.1 mmol/l fenilmetilsulfonil florid, 2 pg/ml
of aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, ve 5 pg/ml pepstatin) igerisinde homojenize edildi.
800 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi ve pellet, tampon A ile
resiispanse edildikten sonra tekrar 8000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra supernatant baska bir tiipe alindi. Pellet tampon A ile yikandiktan sonra, tampon
B (10 mmol/I TrisHCI, pH 8.0, 0.5% Nonidet P-40 ve 5 mmol/l CaCl, iceren) igerisinde
¢oziildii ve mitokondriyal fraksiyon olarak kullanildi. Supernatant ise 100000 g’de

santrifiij edildi ve sonrasinda supernatant sitozolik fraksiyon olarak kullanildi (205).

Sitokrom c 6l¢iimii hem sitozolik fraksiyonda hemde mitokondriyal fraksiyonda
ticari kit (R&D Sistemleri MCTCO) kullanilarak Sitokrom ¢ dl¢iimii yapildi. Olgiim,
kantitatif sandvi¢ enzim immunassay teknigine dayanmaktadir. Orneklerde bulunan
sitokrom c’nin 6zgiil monoklonal antikora baglanmasiyla baglanan miktar1 6lgiliir.
Immobilize antikor ve enzim bagli monoklonal rat sitokrom c si igin spesifik antikor
iceren platelere konjugat, standart, kontrol ve 6rneklerin pipetlenmesi, takiben yikama
asamasl, substrat solusyonu ilavesi ve mavi renk olusumundan sonra stop solusyonu
ilavesiyle sar1 renge doniisim sonucu olusan renk konsantrasyonuna gore Ol¢iim

gerceklestirilmektedir.

Sitozolik fraksiyonun mitokondriyal fraksiyona orant mitokondriyal hasarin

gostergesi olarak kullanildi (88).

Sitokrom ¢ 6l¢iimii kisaca su sekilde yapildi:
1. Kitten c¢ikan plate de bulunan her bir kuyucuga 75 ul konjugat soliisyonu
(Horseradish peroksidaz bagh rat/fare sitokrom c antikoru ) eklendi.
2. 50 pl standart (200 ng rat/fare sitokrom c), kontrol, numune plate pipetlenip
karistirildi. 2 saat oda 1sinda bekletildi.
3. 400 pl yikama soliisyonu ile her bir kuyucuk 5 kez yikandu.
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4. 100ul substrat (H,O, ve Tetrametilbenzidin) eklenip 30 dakika oda 1si1sinda ve 1s1iktan
korunarak bekletildi.

5. 100 pl stop soliisyonu (Hidroklorik asit) eklenip 30 dakika icinde 450nm’de elisa
okuyucu (Victor) ile absorbanslar okutuldu.

Kitin igerisinden ¢ikan standart ile seri diliisyon yapildi (Sekil 3.6).

200l 200 L 200 pl 200 L 200 L

> > eim  em eem e

200pLstd. |
»

—
STANIVRD ‘

100 ng/mL 25ng/mL  125ng/mL  625ng/mL 3.12ng/mL  156ng/mL 078 ng/mL

Sekil 3.6: Standart ile hazirlanan seri diliisyonlar

Standartlarin absorbans degerleri 6l¢iildii ve standart grafigi yardimiyla sonuglar
ng/ml olarak hesapland1 (Sekil 3.7). Sitozolik fraksiyonun sonuglar1 mitokondriyal

fraksiyona oranlandu.
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Sekil 3.7: Sitokrom c 6l¢iimii standart grafigi(Grafik VICTORTM X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate
okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZAQ LTD, programinda ¢izilmistir)

3.3.3. Kalpain Aktivasyonu Ol¢iimii

Kalsiyum iceren ve icermeyen iki farkli tampondaki 6l¢iim sonuglarmim farki
kalpain aktivitesi sonucu olarak kullanildi. 63.2 mM imidazol-HCI igeren 10 mM of 2-
merkaptoethanol (pH 7.3) &l¢iim tamponu olarak kullanildi. Ol¢iim tamponuna 20mM
Etilenbis (oksonitrilo) tetra-asetat (EGTA) ve 25 mM Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ekleyerek pH’1 7.3 olan “kalsiyumsuz tampon” olarak isimlendirildi. Ol¢iim
tamponuna 1.25 mM CaCl, (pH 7.3) eklenerek “kalsiyumlu tampon” elde edildi.
Dokular “5 ml/g doku” oraninda kalsiyumsuz tampona koyularak homojenize edildi.
Daha sonra (14000 g, 4°C, 30 dakika) santrifiij edildi. Ol¢iim supernatantimn kalsiyumsuz

tamponda 5 kez diliisyonundan sonra yapild.
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500 pl supernatant iceren 4 tiipiin ilk ikisine 1.5 ml kalsiyumsuz tampon eklendi.
Diger ikisine 1.5 ml kalsiyumlu tampon eklendi. 37°C’de 10 dakikalik
preinkiibasyondan sonra 10 pl substrat N-siiksinil-Leu-Tyr—7-amino—4-metil kumarin

(10 mM DMSO i¢inde) eklendi.

30 dakikalik inkiibasyondan sonra biitiin tiipler flurometrede 380 eksitasyon ve
460 nm emisyonda okundu. Kalpain aktivitesi kalsiyum bagiml flurosans ve kalsiyum
bagimli olmayan flurosansin farki olarak tespit edildi. A 7-amino—4-metil kumarin
(AMC) ile standart grafigi cizildi (Sekil 3.8). Kalpain aktivitesi doku proteini ve
dakikaya gére AMC salinimi olarak ifade edildi (146).
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Sekil 3.8: Kalpain aktivitesi standart grafigi(Grafik VICTORTM X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate
okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZAQ LTD, programinda ¢izilmistir)
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3.3.4. Katepsin B ve Katepsin L Seviyelerinin Tayini

Lizozomlardan sitoplazmaya gecen ve biitiinliigii bozulmamis lizozomlarda kalan
katepsinlerin tespit edilmesi hiicre hasar1 hakkinda bilgi verebilmektedir. Siipernatanttan
sitozolik fraksiyonun elde edilmesi i¢in sukroz Tris-HCL tamponunda (0.32 M sukroz,
0.05 M Tris-HCl tamponu, pH 7.4) homojenizatér kullanilarak beyin dokusu
homojenat1 hazirlandi. Daha sonra homojenatlar +4 °C’de 5 dakika boyunca 1000 g’de
sanrifiij edildi. Pelletler ayrildiktan sonra siipernatantlar +4 °C’de 20 dakika boyunca
10000 g’de santrifiij edildi. Stipernatantlar sitozolik fraksiyon olarak kullanildi. Pellet
ise 1 ml Triton X 100 iceren tampon ile resiispanse edilerek lizozomal fraksiyon olarak
kullanild1 (104). Sitozolik ve lizozomal fraksiyonlarda ayri ayri1 Olgiilen katepsin

aktivitelerinin birbirine orani lizozomal hasarin miktarmi gostermektedir.

Katepsin B (E.C.3.4.22.1) ve L (E.C.3.4.22.15) enzim aktivitesi Kirschke ve
arkadaslarinin  modifiye ettikleri yonteme gore c¢alisildi. Enzim aktivitesi
metilkumarilamid substrati kullanilarak 6lciildi. 0.75 ml. Madde B (8.0 mM L-sistein)
0.90 ml. Madde C (% 0.1 (v/v) Brij 35 ¢ozeltisi), 0.10 ml. homojenat karistirildi
Uzerine 0.75 ml madde D (0.02 mM Z-Arg-Arg-7-Amido-4-Metilkumarin ve 0.02 mM
Z-Phe-Arg-7-Amido-4-Metilkumarin) konulduktan sonra olusan floresans 348 nm

eksitasyon ve 440 nm emisyonda ol¢iildi (18).

Na-CBZ-Arg-Arg-7-Amido-4-Methylcoumarin + Hz0 RS, Arg-Arg + 7-RMC

AMC’nin seri diliisyonu ile standart grafigi ¢izildi ve sonuglar nmol/ml olarak
hesaplandi (Sekil 3.9)

Sitozolik fraksiyonunun sonuglar1 lizozomal fraksiyona oranlandi.
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Sekil 3.9: Katepsin aktivitesi standart grafigi (Grafik VICTORTM X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate
okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZAQ LTD, programinda ¢izilmistir)

3.3.5. DNA Fragmantasyonu
DNA fragmantasyonu Ol¢iimiinde spektrofotometrik bir Ol¢iim metodu olan
difenilamin reaksiyonu kullanilmigtir. Bu 6l¢iim temel olarak DNA’nin hidrolizi esasina
dayanir (Sekil 3.10). Serbest 2-deoksi-riboz molekiilleri bu sartlarda dehidrasyona
ugrayarak m-hidroksilevulinil aldehit’e doniisiir. Olusan ®-hidroksi-levulinil aldehit ise
reaksiyon ortamma ilave edilen “difenilamin” ile reaksiyona girdiginde; mavi renkli

bilesikler olusturur (36).
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Sekil 3.10: DNA’nin hidrolizi ve 2-deoksi-riboz sekeri olusumu (92).

DNA fragmantasyonu elde edilmesi i¢in beyin dokusu homojenati homojenat
tamponunda (20 mM EDTA, 5 mM Tris-HCI buffer, % 0,5’lik Triton X-100 iceren pH
8.0) homojenizator kullanilarak hazirlandi. Daha sonra 1 ml homojenat alinarak +4
°C’de 25 dakika boyunca 26000 g’de sanrifiij edildi. Siipernatantlar fragmente olmus
DNA, pelletler saglam DNA iceren kisimlardi. Siipernatantin ve pelletin DNA igerikleri

difenilamin reksiyonu kullanilarak 6l¢iildii.
Cozeltiler:

1. 0,5 N Perklorik asit: 43 ml % 70’lik perklorik asit alind1 ve distile su ile son hacim
1000 mI’ye tamamlandi.

2. Soliisyon A: 1,5 gram difenilamin, 100 ml saf glasiyel asetik asitte ¢oziildii. Uzerine

1,5 ml %98’lik siilfiirik asit eklendi. Bu soliisyon karanlikta saklandu.

3. Soliisyon B: 50 ml deiyonize su 1 ml asetaldehit karistirilarak hazirlandi. Bu soliisyon

taze kullanild1
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Olgiim: Pelletler 0,5 N perklorid asit ile resiispanse edildi. Siipernatanlarin iizerine 0,5
N konsantrasyonda olacak sekilde perklorik asit eklendi. Numuneler (pellet ve
siipernatantlar) 90 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 1500 g’de 10 dakika
santrifiij edildi (11). 1 ml DNA 6rnegi, 1 ml Soliisyon A (1,5 gram difenilamin 100 ml
glusiyel asetik asitte ¢ozdiiriilerek {izerine 1,5 mk siilfiirik asit eklendi), 5 pl Soliisyon B
(50 ml distile su, 1 ml asetaldehitle karistirilir) karistirildi. 20 saat oda 1sisinda inkiibe

edildi. Bu siirenin sonunda 6rneklerin absorbanslar1 600 nm’de kore karsi okundu.

Sonucun Hesaplanmasi: Orneklerin konsantrasyonlarmi hesaplayabilmek igcin DNA
standard1 (calf thymus) 100, 200, 400, 800 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda
hazirlandi. Standartlarin 600 nm de spektrofotometrik 6l¢iimii sonucu elde edilen
absorbanslarla konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007 programinda
grafige gecirildi (Sekil 3.11). Orneklerin konsantrasyonlar1 grafikten elde edilen
dogrunun denklemi kullanilarak hesaplandi. DNA fragmantasyon sonuglar1 % olarak,
asagida verilen formiile gore hesaplandi (182, 189). Sonuglar yiizde siipernatant/pellet
olarak verildi (11,36,82,92,170).

Stipernatant
DNA Fragmantasyom (%)= X 100

Pellet
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Sekil 3.11: DNA fragmantasyonu standart grafigi (Microsoft Office Excel 2007 programinda grafik
¢izilmistir.)

3.3.6. Protein olciimii

Bradford metodu herhangi bir O0rnek icersindeki protein miktarmin kantitatif
olarak belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde boya olarak,
proteinlerdeki pozitif yiike baglanan negatif yiiklii Commassie Brillant Blue G-250
kullanilmaktadir. Asidik ¢ozeltilerde bu boyanin proteinlere baglanmasi, boyanin
maksimum absorbsiyonunun 465 nm (kirmizi) den 595 nm (mavi) ye kaymasina neden

olmaktadir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12: Bradford reaksiyonu (148)

Beyin dokusundan elde ettigimiz homojenatlarin protein miktar1 Bradford
yontemi ile 6l¢iildi. Whatman filtreden gecirilir ve bir cam sisede, oda sicakliginda
saklanir. 495-595 nm arasinda maksimum absorbsiyon degerleri elde edildi.
Kullanilmadan kalan Bradford stok ¢6zeltisi ortalama 1 y1l 4°C’de saklanabilmektedir
(30).

Reaktifler:

1. Coomassie Brilliant Mavi G-250
2. Ethanol %95

3. Fosforik asit (H3PO4) %85

Bradford soliisyonu hazirlamak igin;

1. Basamak: 25 mg Coomasie brillant blue G-250, 12.5 ml %95 etanolde ¢ozdiiriildii.

2. Basamak: Uzerine 25 ml %85 fosforik asit (H;PO,) eklendi.

3. Basamak: Bu ¢ozeltisi distile su ile 250 ml’ye tamamland:.

Bu soliisyon derisik stok soliisyondur. Isiktan korunarak oda 1sisinda saklanabilir.

Kullanimdan 6nce whatman filtre kagidi ile siiziildii ve 5 kez sulandirilarak kullanild.
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Olgiim:

100 pl 6rnek 5 ml soliisyon ile karistirildi, vortekslendi. 5 dakika oda 1sisinda
bekledikten sonra 595 nm spektrofotometrede Slgiildii.

Albumin ile seri diliisyon yapilarak standartlar hazirlandi. Protein sonug¢lari mg/ml
olarak ifade edildi. Standartlarin sonuglar1 elde edilen absorbanslarla konsantrasyon

degerleri Microsoft Office Excel 2007 programinda grafige gecirildi (Sekil 3.13).

14

y=1,2528x+0,0544 /

1|2 HEZDJgggq‘ /

\

Absorbans 595 nm
[
i)

0 02 04 06 0.8 1 12
mg/ml

Sekil 3.13: Doku protein 6l¢limii igin albumin ile yapilan standart grafigi (Microsoft Office Excel 2007
programinda grafik ¢izilmistir.)
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3.4. Histolojik Teknikler

Deney grubumuzdaki tiim yavru ratlar ketamin ksilazin ile 1,32 mg/kg 3:1
oraninda intraperitonal anestezik madde verilerek uyutuldu. Ratlarin beyin 6rnekleri,
151tk mikroskobik diizeyde histolojik incelemelerinin yapilabilmesi ig¢in %10’luk
formalin fiksatifi i¢ine alinarak 1 hafta siire ile fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlar1
saglanan Ornekler fiksatifin ¢cokmesini engellemek amaciyla 3-4 saat ¢esme suyunda
yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku parcalari daha sonra sirasiyla kademeli olarak
%70’lik, %80°lik, %90°lik ve %96°lik alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek
dehidratasyonlar1 saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan Ornekler seffaflandirilmak
izere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Beyin Ornekleri seffaflanmalarmin
ardindan etiiv icinde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika siireyle {i¢ ayri
parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayri ayri1 parafin iceren kasetlere
gomiilerek blokland1 ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan
kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bicagi buzdolabinda sogutularak,
mikrotom araciligi ile her bir 6rnekten 5’er mikro metre kalinliginda doku kesitleri
alimdi. Bu kesitlerden bir kismi Hematoksilen-Eosin boyama islemi i¢in, bir kismi ise
immiinohistokimyasal degerlendirme amaciyla apoptotik hiicrelerin belirlenmesi
amactyla TUNEL yontemi uygulanmas1 amaciyla ayrildi. Hematoksilen-Eosin boyama
icin kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine
almmasindan sonra etiiv icinde 1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er
saat stire ile iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama
asamasina ge¢ildi. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyasi1 kullanildi.
Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %96, %90, %80,
%70’lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve
Eosin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol
serilerinden gegirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr1 ksilolde 30’ar dakika
tutularak seffaflastirildi. Seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak 1sik
mikroskobik diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri yapildi ve beyin
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orneklerini igeren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflari
cekildi. Bulgularin degerlendirilmesinde korteks dokusundaki hasar; hemorayji,
konjesyon, 6dem, PMNL (Polimorf niiveli 16kosit) infiltrasyonu, mikroglia-makrofaj-
MNL infiltrasyonu, noronlardaki nekroz ve kromatolizis agisindan degerlendirildi.
Gruplara gore elde edilen bulgularin medyan ve 25.-75. Persantilleri hesaplanmigtir

(176).

Skorlamada; beynin korteks bolgesindeki doku hasarinin semikantitatif olarak

skorlamasi yapild1.

Hasarin siddeti skorlamada
0: Hasar yok 2: Orta hasar
1: Az hasar 3: Cok hasar olarak degerlendirildi.

Hematoksilen ve Eosin boyama

Her bir yavru rattan biitiin beyin alindiktan sonra immersiyon fiksasyonu yapildi
(1-2 giin +4 °C). Beyinin o kismi parafine gomiildii. Daha sonra 4-7 pm’lik doku

kesitleri olusturulacak ve bunlar slaytlarin tizerine yerlestirilip boyandi.

3.4.1. Tunel Yontemi Analizi

Apoptoz rutin histolojik teknikler ile gosterilebilir. Ancak apoptozu tespit etmek
icin daha hassas yontemler bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerin en erken evrelerde
goriilebilmesi i¢cin bu yontemlerin basinda TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick and labeling) yontemi gelmektedir. Apoptotik sinyaller,
DNA fiizerinde kiriklar olusturmaktadir. A¢iga ¢cikan DNA pargalarinin serbest 3'-OH
uclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligiyla digoxigenin

isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin
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isaretlenmis yeni niikleotidler anti-digoxigenin konjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine isaretlenmis O6rnek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bdlgesinde
coziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile zit boyama yapilarak islem
sonlandirilir. Arastirmamizda TUNEL aktivitesi deney ve kontrol gruplarmna ait 4um

kalinhigindaki parafin kesitlerde ¢alisilmistir (126,176).

Tablo 3.1: TUNEL yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)
Ksilol I 5
Ksilol IT 5
Ksilol IIT 5
%100 Alkol I 3
%100 Alkol IT 3
%95 Alkol 3
%70 Alkol 3
Fosfat buffer soliisyonu (PBS) 5
Proteinaz K soliisyonu 15
Distile su I o)
Distile su II )
% 3'lik hidrojen peroksit 5
R 5-10 dk calkala
Eguilibration buffer 5
TdT enzimi 37°C'de nemli 60
ortamda
Working Stop/ Wash buffer 1 1/5 calkala
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Working Stop/ Wash bufter 11

10
PBS I 1
PBS II 1
PBS III 1
Anti- digoxigenin peroksidaz damlatihir 30
iizerlerine plastik coverslip ile kapatihr
nemli ortamda
PBS 1 )
PBS II )
PBS III )
PBS IV 2
DAB soliisyonu 10
Distile su I 1
Distile su II 1
Distile su III 5
Metil green 15
Distile su I 1/10
Distile su II 1/10
Distile su III 1/10
Butanol 1/10
Ksilol I )
Ksilol 1T )
Ksilol III 5

Lamlarm Kapatilmasi
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3.4.2. Morfometrik Degerlendirme

Ratlardan elde edilen beyin dokular1 %10’luk nétral formalinde fikse edildi,
dereceli olarak artan alkol serilerinde dehidre edildikten sonra, ksilolde seffaflastirildi
ve parafine gomiildii. 4 pm kalinligindaki kesitler poly-L-lysine-kapli lamlara alinip,
hematoksilen ve eosin ile boyandi. Cizim tiipi atagmanli stereo 151k mikroskobunda;
sistematik rastgele drnekleme yontemiyle, kortekste yer alan birkag yiiz adet nekrotik
hiicrelerin birim hacimdeki korteksi isgal etme yiizdesi (volume fraction) (Vv); nokta

saymm yontemi ile saptandi (225).

Her rat icin 1iki ayr1 kesitte sayim yapildi

*
*
+ * +
+*
+*
+ + 4
+
+ + +
F’ *
+ +
r
+ + +
.
&

Sekil 3.14: Nokta sayim yapilan alan

3.5. istatistiksel Analizler

Calismamizda istatistiksel analizler, Biyoistatistik Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Istatistiksel analizde SPSS 15.0 Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) ve Sigmastat
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3.5 (Statcon INC.,B. Schdfer, Witzenhausen GERMANY) istatistiksel paket programlari

kullanilmastir.

Sonuglar ortalama + standart sapma ve veriler yilizdelik, medyan (25.-75.
persantil) olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla
Kruskal-Wallis Tek Yonlii Varyans Analizi testi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi
kullanilmistir. Sifir Hipotezinin reddi i¢in p<0.05 degeri yeterli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Ol¢iimler

4.1.1. Kaspaz-3 Aktivitesi

Caligmamizda, etanolle beslenen gebe ratlarin yavrularmin beyninin korteks
bolgesinde meydana gelen kaspaz-3 aktivitesi etanol grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,001). Yine tedavi gruplari
etanol+omega-3, etanol+betain, etanoltomega-3+betain gruplari etanol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktiir (p<0,001).

Tablo 4.1: Kaspaz-3 aktivite sonuglari

Deney Gruplan N [Kaspaz-3 (umol PNA/dakika/mg protein)
Kontrol 8 0,41+0,19

Etanol 8 0,81+0,13 *
Etanol+Omega-3 8 0,43 +0,21 E
Etanol+Betain 8 0,49 +0,04 E
Etanol+BetaintOmega-3 8 0,49 +0,17 E

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b: Etanol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
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Sekil 4.1: Beyin dokusunda kaspaz-3 aktivitesi diizeyleri (umol PNA/dakika/mg protein)

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b: Etanol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,001

4.1.2. Sitokrom c Diizeyleri

Calismamizda, etanolle beslenen gebe ratlarmn yavrularmmn beyninin korteks
bolgesinde meydana gelen sitokrom ¢ diizeyi etanol grubunda, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksekti (p=0,025).
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Tablo 4.2: Sitokrom c sitozolik/mitokondriyal (S/M) fraksiyon orani sonuglari

Deney Gruplan N |Sitokrom c (S/M) fraksiyon orani
Kontrol 8 0,08+0,04
Etanol 8 0,17+0,09*
Etanol+Omega-3 8 0,11+0,03
Etanol+Betain 8 0,14+0,05
Etanol+BetaintOmega-3 8 0,10+0,03

a: konrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Sekil 4.2: Beyin dokusunda sitokrom c (S/M) orani

a: konrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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4.1.3. Kalpain Aktivitesi

Calismada kalsiyumlu ve kalsiyumsuz iki farkli tampon kullanarak iki farklh
ortamda kalsiyum bagimli ve kalsiyum bagimsiz aktiviteler 6l¢tildii. Kalsiyum bagimli
aktiviteden kalsiyum bagimsiz aktivite ¢ikarilarak kalpain aktivitesi belirlendi.
Calismada, etanolle beslenen gebe ratlarin yavrularinin serebral korteks bdlgesinde
meydana gelen kalpain diizeyleri etanol grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,001). Yine tedavi gruplar1 etanol+omega-3,
etanol+betain, etanol+omega-3+betain gruplar1 etanol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli derecede diisiiktiir (p<<0,001).

Tablo 4.3: Kalpain aktivitesi sonuglar1

Deney Gruplan N | Kalpain (pmol/dakika/mg protein)
Kontrol 8 3,91+0,96

Etanol 8 6,26 £1,43*°
Etanol+Omega-3 8 4,33 £0,57 b
Etanol+Betain 8 4,39 £1,07 b
Etanol+BetaintOmega-3 8 4,40 £0,58 b

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b: Etanol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,001
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Sekil 4.3: Beyin dokusunda kalpain diizeyleri (pmol/dakika/mg protein)

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001
b: Etanol grubu ile karsilastirildiginda p<0,001

4.1.4. Katepsin B Diizeyleri

Calismada, etanolle beslenen gebe ratlarin yavrularinin serebral korteks
bolgesinde meydana gelen katepsin B diizeyleri etanol ve etanol+betain gruplarinda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,001).
Etanol+omega-3+betain grubu, etanol ve etanol+betain gruplarina gore istatistiksel

olarak anlaml1 derecede diisiiktiir.
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Tablo 4.4: Katepsin B (Sitozolik/Lizozomal) orani sonuglar1

Deney Gruplan N |Katepsin B (S/L) oram
Kontrol 8 0,72+0,40
Etanol 8 2,41+0,86°
Etanol+Omega-3 8 1,45+0,39
Etanol+Betain 8 2,13 £1,04*
Etanol+Betain+Omega-3 8 0,72 +0,33°¢

a. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,001

b. Etanol grubu ile karsilastirildiginda  p<0,001

C. Betain grubu ile kargilastirildiginda p<0,001
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Sekil 4.4 : Beyin dokusundaki katepsin B (Sitozolik/Lizozomal) orani

a. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,001
b. Etanol grubu ile karsilastirildiginda  p<0,001

C. Betain grubu ile kargilagtirildigimnda p<0,001
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4.1.5. Katepsin L Diizeyleri

Lizozomal hasarin gostergelerinden olan, sitozolik fraksiyonun katepsin L
aktivitesinin lizozomal fraksiyonun katepsin L aktivitesine oraninda, gruplar arasinda

onemli bir fark bulunmamaistir.

Tablo 4.5: Katepsin L (Sitozolik/Lizozomal) oran1 sonuglari

Deney Gruplan N Katepsin L (S/L) oram
Kontrol 8 0,68+0,12
Etanol 8 0,68+0,17
Etanol+Omega-3 8 0,72+0,14
Etanol+Betain 8 0,58+0,09
Etanol+BetaintOmega-3 8 0,73+0,13
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Sekil 4.5 :Beyin dokusundaki katepsin L (Sitozolik/Lizozomal) orani

4.1.6. DNA Fragmantasyonu

DNA Fragmantasyonu agisindan; gruplar arasinda dnemli bir fark bulunmamustir.

Tablo 4.6: DNA Fragmantasyonu Sonuglar1

Deney Gruplan N |DNA fragmantasyonu % orani
Kontrol 8 8,52+2.16
Etanol 8 8,56+4,01
Etanol+Omega-3 8 7,12+1,76
Etanol+Betain 8 5,84+2.11
Etanol+BetaintOmega-3 8 6,38+1,98
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Sekil 4.6: DNA fragmantasyonu % orani

4.2. Histolojik bulgular

4.2.1. H&E Bulgulan

Hemotoksilen Eosin (HE) Bulgularina gore yapilan skorlamalar:
Hemotoksilen Eosin ile boyanan beyin dokusunun korteks bolgesinin genel

histolojik 6zellikleri ve doku hasar1 incelenmistir. Gruplara gore elde edilen bulgularin

medyan ve 25.-75. persantilleri hesaplanmustir.
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Tablo 4.7: Gruplara gore elde edilen bulgularin medyan ve 25.-75. Persantilleri

GRUPLAR (medyan ve 25.-75. Persantil)

Kontrol Etanol Etanol+Betain || Etanol+Omega-3 || Etanol+Betain+
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) Omega-3
(n=5)
HEMORAJI 0(0-0)* 2(1.75-2.25) || 0(0-0)* 0(0-0)* 0(0-0)* (P<0,001)
KONJESYON 0(0-0.25)* 3(2-3) 0(0-1) 0(0-0.25)* 1(0-1) (P=0,005)
NEKROZ 0(0-0.25)* 3(3-3) 1(1-1.25) 0(0-1)* 1(0,750-1,250) (P=0,004)
PMNL 0(0-0)* 1(0-1.25) 0(0-0)* 0(0-0)* 0(0-0)* (P=0,011)
MIKROGLIA 0(0-0)* 1(1-1.25) 0(0-0)* 0(0-0)* 0(0-0)* (P <0,001)

Gruplar hemoraji acisindan incelendiginde; etanol grubuna gore diger tiim gruplar
arasinda istatistiksel olarak farklihik bulunmustur (p<0,001). Konjesyon agisindan
degerlendirildiginde etanol grubuna gore konrol ve etanolt+omega-3 gruplarinda
(p=0,005) ve nekroz acisindan ise etanol grubuna gore kontrol ve etanolH+omega-3
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustur (p=0,004). PMNL agisindan
etanol grubuna gore diger tiim gruplarda (p=0,011) ve mikroglia agisindan etanol
grubuna gore diger gruplarda anlamli derecede istatistiksel olarak farklilik bulunmustur

(p<0,001) (Sekil 4.7-4.11).
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Sekil 4.7: Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan ratlarm beyinlerinin 151k mikroskobisi
incelenmesinde normal goriiniimlii piamater (—) ve beyin korteksinde yer alan néronlar ve
glial hiicre yapisi (a) ile normal goriiniimlii beyin korteksi ve burada yer alan Skromatik
niikleuslu néronlar (=) goriilmektedir (b) (bar: 100um, bar: 50.0um, HE).
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Sekil 4.8: Etanol grubu: Etanol grubunu olusturan ratlarin beyin korteksinin farkl
tabakalarindaki piramidal (—) ve noroglial hiicrelerde nekroz dikkat ¢ekmekte (a) ve beyin
korteksinin farkli tabakalarindaki piramidal ve ndroglial hiicrelerde nekroz ile &zellikle
piamater tabakasindaki damarlarda kongesyon (=) dikkat ¢ekmektedir (b) (bar: 100pum, HE).
Beyin korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde (=) ve noroglial hiicrelerde (—) piknotik
niikleus yapisi ve hiicrelerin kiigiilerek etrafinda bosluk olusturmasiyla nekroza giden hiicre
yapilart dikkat cekmektedir. Ayrica kortekste yer alan damarlarda kongesyon (P ) goriilmekte
(c) ve beyin korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde piknotik niikleus ve hiicrelerin
kiiglilerek etrafinda bosluk olusturmasiyla nekroza giden hiicre yapilann (—) dikkat
cekmektedir (bar: 50.0um, HE).
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Sekil 4.9: Etanol + Betain grubu: Etanol + Betain grubu ratlarin beyin korteksinde yer alan
piramidal hiicrelerde ve noroglial hiicrelerde azalmis hiicresel hasar dikkat cekmektedir. Ancak
yine de bazi hiicreler 6kromatik niikleuslar1 (—) ile normal yapida gézlenmekle beraber bazi
hiicrelerde nekrozun devam ettigi goriilmekte (P ) (a) ve beyin korteksinde yer alan piramidal
hiicrelerde ve noroglial hiicrelerde azalmig hiicresel hasar dikkat ¢cekmektedir. Ancak yine de
bazi hiicreler Okromatik niikleuslar1 (—) ile normal yapida gozlenmekle beraber bazi
hiicrelerde nekrozun devam ettigi goriilmektedir (P ) (b). (bar: 100um, bar: 50.0um, HE).
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Sekil 4.10: Etanol + Omega-3 grubu: Etanol + Omega-3 grubu ratlarin beyin korteksinde yer

alan piramidal hiicrelerde ve noroglial hiicrelerde azalmis hiicresel hasar dikkat ¢ekmektedir.
Ancak yine de bazi hiicreler 6kromatik niikleuslari (—) ile normal yapida gézlenmekle beraber
bazi hiicrelerde az da olsa nekrozun devam ettigi goriilmekte (P) (a) ve beyin korteksinde
oldukga diizgiin korunmus okromatik niikleuslu piramidal hiicre yapilar1 (—) goriilmektedir
(») (b). (bar: 100pm, bar: 50.0um, HE).
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Sekil 4.11: Etanol + Betain + Omega-3 grubu: Etanol + Betain + Omega-3 grubu ratlarin
beyin korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde ve noroglial hiicrelerde etanol grubuna gore
azalmis hiicresel hasar dikkat c¢ekmekle birlikte bazi hiicrelerde nekrozun devam ettigi
goriilmektedir (). Daha az sayida olmakla birlikte 6kromatik niikleuslar: (—) ile korunmus
hiicreler de goriilmekte (—) (a) ve beyin korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde ve néroglial
hiicrelerde etanol grubuna gore azalmis hiicresel hasar dikkat cekmekle birlikte baz1 hiicrelerde
nekrozun devam ettigi goriilmektedir (P). Daha az sayida olmakla birlikte 6kromatik
niikleuslar1 (—) ile korunmus hiicreler de goriilmektedir (—) (b)( bar: 100pm, bar: 50.0um,
HE).

101



S TR e e
i

%

Sekil 4.12: TUNEL ydntemi uygulanmis beyin korteksinde tiim gruplar.

TUNEL negatif (-) olarak gézlenmektedir. Kontrol grubu (a), Etanol grubu (b), Etanol + Betain grubu (c),
Etanol + Omega-3 grubu (d), Etanol + Betain + Omega-3 grubu (e). (bar: 200pum, TUNEL).
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4.2.2. Histolojik bulgularin degerlendirilmesi

Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan ratlarin beyinlerinin 1s1k mikroskobik
incelenmesinde gerek piamater yapisi, gerekse beyin korteksinde yer alan noronlar ve

noroglial hiicre yapilar1 normal histolojik yapida gozlendi.

Etanol grubu: Etanol grubunu olusturan ratlarin beyinlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde beyin korteksinin farkli tabakalarindaki piramidal ve noroglial
hiicrelerde piknotik niikleus yapilari, belirsiz sitoplazmalar1 ve hiicrelerin kiictiilerek
etrafinda bosluk olusturmasiyla nekroza giden hiicre yapilari1 dikkat ¢ekti. Ayrica

kortekste yer alan damarlarda konjesyon goriildi.

Etanol + Betain grubu: Etanol+betain grubunu olusturan ratlarmn beyin
korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde ve noroglial hiicrelerde azalmis hiicresel hasar
dikkat c¢ekti. Ancak yine de bazi hiicreler 6kromatik niikleuslar1 ile normal yapida

gozlenirken bazi hiicrelerde ise nekrozun devam ettigi goriildii.

Etanol + Omega-3 grubu: Etanol + omega-3 grubunu olusturan ratlarm beyin
korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde ve ndroglial hiicrelerde etanol grubuna gore
azalmis hiicresel hasar dikkat c¢ekti. Ancak yine de bazi hiicreler 6kromatik niikleuslar1
ile normal yapida gozlenmekle beraber bazi hiicrelerde az da olsa nekrozun devam ettigi
goriildii. Ayrica piamaterde ve burada yer alan damarlarda korunmus yap1 goriildii. Bu
gruptaki beyin Ornekleri etanol+betain grubu ve etanolt+betaintomega-3 verilmis

gruplar karsilastirildiginda hiicrelerin daha iyi korunmus oldugu dikkat cekti.

Etanol + Betain + Omega-3 grubu: Etanol+betaintomega-3 grubunu olusturan
ratlarin beyin korteksinde yer alan piramidal hiicrelerde ve noroglial hiicrelerde etanol
grubuna gore azalmis hiicresel hasar dikkat cekti. Ancak yine de bazi hiicrelerde
nekrozun devam ettigi goriildii. Daha az sayida olmakla birlikte 6kromatik niikleuslar1

ile korunmus hiicreler de gorildii.
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TUNEL yontemi uygulanmis beyin Orneklerinde ise tiim gruplarda TUNEL
negatif (-) boyanma goézlendi. Burada beyin Orneklerinde boyanmanin olmamasinin
hiicrelerin piknotik niikleuslu belirsiz ve eozinofilik sitoplazmali goriiniimleriyle
nekroza gittikleri ancak bir Onceki asama olan hiicre Olimiiniin yani apoptotik
hiicrelerin bu deneyde kullanilan yliksek doz ve uzun siire neticesinde nekroza

yonelmesi sebebiyle olabilecegi diisiintilmektedir.

4.3. Morfometrik Bulgular
Birim hacimde bulunan nekrotik hiicre sayis1 (/mm™) incelendiginde etanol grubu
ile karsilastirildiginda kontrol grubu ve etanol+omega-3 grubu anlamli derecede

istatistiksel olarak farklilik bulunmustur (p=0,002).

Etanol+betain ve etanol+betaintomega-3 gruplarinda etanol grubuna gore

istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunmamistir. (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Beyin korteksi morfometrik bulgular:

N Nekrotik hiicre sayisi (/mm™)
Deney gruplar Median (%25-%75)

3,60 (2,78-3,83) *

12,04 (10,97-13,05)

5,92 (4,49-9,47) *

9,18 (9,08-9,80)

9,59 (6,05-12,48)

Kontrol

Etanol

Etanol+Omega-3

Etanol+Betain

DN WD WD WD WD

Etanol+BetaintOmega-3

*Etanol grubu ile karsilastirildiginda; p=0,002
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5. TARTISMA

Alkoliin norotoksik bir madde olup teratojenik etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Uzun siireli alkol kullanimmin prematiir 6liimlere neden oldugu yine
ciddi hastaliklarda artisa neden oldugu saptanmistir (149). Yapilan ¢alismalarda, fetal
gelisim doneminde uzun siireli alkol maruziyetinin neden oldugu beyin hasar1 sonucu,
fetal alkol sendrom spektrumlu hastaliklara sebep olabildigi gosterilmistir (12,141,86).
Hamilelik sirasinda agsir1 alkol tiiketimi, yeni dogan c¢ocuklarin yiizlerinde morfolojik
bozukluk, biiylime geriligi, beyin biyiikliigliniin azalmasi, merkezi sinir sistemi
anormallikler1 ve fetal alkol sendromu ile sonuglanir (211). Hiperaktivite, dikkat
bozuklugu, motor koordinasyon bozukluklari, sosyal davranmiglarin diizenlenmesindeki
eksiklikler veya psikososyal fonksiyonlarin zayifligi, kavrama bozuklugu, matematiksel
yetenek, sozel akicilik ve analitik hafiza gibi belirli nérodavranigsal bozukluklarin FAS

vakalarinda sikca rastlandigi rapor edilmistir (86).

Gebelik ve laktasyon donemi boyunca fetal alkol sendromuna neden olan alkol
kullanimi bir ¢cok nedenlerle beyne zarar vererek kalici hasarlar olusturabilir. Ornegin;
alkol kullanimi hiicresel enerji dagilimini1 bozar. Glukoz kullanimi ve transportunu
degistirir, protein ve DNA sentezini baskilar (76,201,204). Hiicrenin gelisim siirecini
bozar. Hiicre siklusunu degistirir, norogenez, gliogenez, hiicre gelisimi ve goci,
sinaptogenez ve miyelinizasyonu bozar (133,155). Gen ekspresyonunu degistirir.
Retinoik asit sinyalini azaltir ve diger transkripsiyon faktorlerine etki eder (5). Hiicre-
hiicre etkilesimini bozar, L1 hiicre adhezyon molekiilii (L1 CAM) fonksiyonunu inhibe
eder (23). Growth-faktor (biiylime faktorii) sinyal yolaklarinda araya girerek diger hiicre
sinyal yolaklarmi da etkiler (28,55). Hiicre hasarv/hiicre 6liimiine neden olur; apoptoz,
oksidatif stres, glutamaterjik eksitotoksisite indiiksiyonunu saglar (44,94,98,122,132).
““Ikincil>> hasar kaynag1 olarak; plasental fonksiyon ya da diger intrauterin faktorleri

degistirir, hipoksi/ iskemi, asetaldehit olusumuna neden olur (97,218).
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Savage ve arkadaslar1 tarafindan gestasyonel ve laktasyon siirecinde alkol
maruziyeti olan anne ratlarin yavrularinda 6grenme ve hafizada bozukluklar tespit
edilmistir (197). Savage ve arkadaslarinin yaptigr diger bir ¢alismada ise ratlarin
gebeliginde %35 etanol iceren sivi diyet uygulanilarak olusturulan ilimh tiiketim
modellerinde hafiza fonksiyonlarinda bozukluklar goériilmiistiir (196). Etanol beyinde
hiicrelerin canliligmi, hiicre goclerini, néron ve beyin gelisimini hasara ugratir
(153,157). Bunun yani sira alkol kullanimi, astroglial hiicrelerin gelismesini bozar
(89,183). Glutamaterjik, serototerjik, dopaminerjik, kolinerjik, opioid néron sistemini
GABAerjik fonksiyonlarmi engeller (51,66). Hipokampal yapida ve ndron sayisinda
neonatal ratlarda azalan de§isimler gorilmiistiir (151,168). Ratlardaki postnatal bu siire
insanda intrauterin gelisimin son donemine denk gelmektedir ve hiicre 6liimii artis1 fetal
alkol sendromu gelisiminde 6nemli bir bilesen olabilir (162). Rat beyninin hizl1 biiylime
donemi, dogum sonrast 3. haftanin sonunda tamamlanir. Bu dénemin insandaki
karsiliginin; gebeligin 2. doneminden postnatal yasamin ikinci yilina kadar uzandigi
bildirilmistir (61). Sanchis ve arkadaslari, etanolle beslenen anne ratlarin yavrularmin
gelisiminde etanole bagli yan etkiler tespit etmislerdir ve bunlardan biri postnatal
donemde anne siitii ile etanole maruz kalan yavrularda biiyiime geriligi ve beyin

gelisiminde gerilemedir (194).

Ratlar poliostrik hayvanlar olup, 4-5 giinde bir diizenli olarak siklus
gostermektedirler. Cinsel olgunluga 6.5-7.5 haftalikken ulasirlar ve ilk ¢iftlesme yaslari
da 80-90. giinlerdir. Bir dogumdaki yavru sayis1 wrka, soya ve yasa gore farklilik
gostermekle birlikte 6-12 arasinda degisir. Gebelik stireleri 20-21 giin ve laktasyon
siireleri de ortalama 21 giindiir (14,235).

Calismamizda bu verilere dayanarak fetal alkol sendromu olusturmak ig¢in
prenatal donemin 6. giliniinden (E6) baslayip laktasyon siiresince (P21) de ilgili
gruptaki disi ratlara modifiye sivi diyet (MSD) uygulamas1 yapilmistir. Deneyde etanol
uygulamasina baslanilmadan Once betain ve/veya omega-3 {i¢ giin boyunca verildi.
Daha sonra etanol uygulamalariyla beraber betain ve/veya omega-3 doguma kadar (PO)

ve laktasyon esnasmnda (P21) uygulanmistir. Hayvanlara alkol orani yavas yavas
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artirilarak E6-E8. gilinlerde %2.4 oraninda alkollii siit, E9-E11. giinlerde %4.8 oraninda
alkollii siit, E12-P21. giinlerde %7.2 oraninda alkollii siit verilmistir.

Calismada, etanolle beslenen disi ratlarin yavrularmin serebral korteks bolgesinde
sitokrom ¢ diizeyleri artmustir. Ozellikle ¢alismamizda, etanolle beslenen gebe ratlarm
yavrularmin serebral korteks bolgesinde meydana gelen sitokrom c diizeyi etanol
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir. Tedavi
gruplarinda, etanol grubuna goére sitokrom c diizeyinde azalma gozlenmis fakat
istatistiksel olarak anlam bulunamamistir. Tedavi gruplarmin kontrol grubu ile farki
yoktur. Bu durum tedavi etkinligini gosterir niteliktedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar
da bizim bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Sitokrom c salinimi, kaspaz-9 ve 3 iin
aktivasyonu ve apoptoza gotliren niikleer fragmantasyon ile sonuglanir. Sitokrom c
oksidaz elektron transport zincirinin major diizenleyici enzimidir. Patolojik durumlarda
mitokondri hasar1 sonucu ortaya ¢ikar. Ca™ homeostazisindeki bozulma ile sitokrom ¢
eksikligi durumunda ciddi derecede aerobik ATP iiretiminde bozulma olur. Defektif
sitokrom ¢ mitokondriyal ROS iiretimini artirr (208). Etanole  bagli organ
toksisistesinde ve oksidatif stres durumunda mitokondrideki hasar sonucu enerji
metabolizmas1 bozularak hiicre 6liimiine yonelir ve bu durum apoptoz veya nekrozla
sonuglanir (96). Mitokondride hasar sonucu mitokondriyal glutatyon konsantrasyonu
azalir, solunum zincirindeki kompleks IV ve ATP sentazin aktivitesi azalir ve
mitokondrinin gegirgenligi artar (96,208,228). Bunun sonucunda sitozole dogru
sitokrom ¢ salinimi baglar. Bu da kaspaz kaskadini baglatir. Sari ve arkadaslar1 fetal
alkol sendromunda alkol ile artmig sitokrom c diizeylerini gostermislerdir (195).
Insanlarin iigiincii {ic aylik donemi, farelerin dogduktan sonraki 10-15 giiniinii igerir
(63). Light ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, etanolle beslenen ratlarda bu donemde

purkinje hiicrelerinde sitokrom ¢ salimiminin arttigini tespit etmislerdir (132).

Calismamizda, etanolle beslenen gebe ratlarin yavrularinin serebral korteks
bolgesinde meydana gelen kaspaz-3 aktivitesi etanol grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olup; aym1 zamanda tedavi gruplari

etanol+omega-3, etanol+betain, etanol+omega-3+betain gruplar1 etanol grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik olarak bulunmustur. Bu durum betain,
omega-3 ve kombine tedavi gruplarmin kaspaz-3 aktivitesini azaltarak hiicre 6lim
yolaklar1 {izerine olumlu etki yapabilecegini gosterir niteliktedir. Kaspaz-3 aktivasyonu
hiicre Oliimiinde Onemli bir asamadir. Ciinkii etanoliin kaspaz-3 aktivitesini
indiikleyerek hiicre Oliimiine neden oldugunu gosteren birgok arastirma vardir
(114,230). Chen ve arkadaslari, kaspaz-3 {in gecikmis noronal 6liime aracilik ettigini
rapor etmisler ve kaspaz-3 inhibitorlerinin hiicre 6liimii iizerine etkilerinin kaspaz-1
inhibitorlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir (45). Noronlarda apoptozun
efektor fazinda 6nemli bir rol oynayan kaspaz-3 iin aktivitesinin engellenmesi ndrolojik
defektlere yol agar. Deneysel iskemi ve travmatik beyin yaralanmasi sonucunda ndronal
hiicre 6liimiine kaspaz-3 aktivitesi katkida bulunur (49). DNA fragmantasyonunda,
DNAaz aktivasyonuna sebep olan kaspaz-3 iin direk rolii oldugu diisiiniilmektedir.
Kaspaz-3 geninin kromozom 8 iizerinde lokalize oldugu bilinmektedir. Bu gen
embriyonik dénemin 4. giiniinden itibaren gelisimden sorumludur. Kaspaz-3 deki
eksiklik ciddi ndrolojik gelisim problemlerine hatta ii¢ haftalik embriyoda 6liime neden
olabilmektedir. Kaspaz-3 iin ndronal gelisim ve yaralanmada oldukc¢a Onemli rolii

oldugu gosterilmistir (7,129,206).

McAlhany ve arkadaslari, ratlarin néroblastoma hiicrelerinde 34 mmol/ml etanol
konsantrasyonu DNA fragmantasyonunu artirmig, 103 mmol/ml etanol konsantrasyonu
nekroz olusturmustur (143). Asetaldehide maruz kalan astrosit hiicre kiiltlirlerinde DNA
fragmantasyonunda 6nemli artiglar goriilmiistiir (98). Calismamizda etanol tiiketiminin
neden oldugu DNA fragmantasyonunda gruplar arasi istatistiksel bir fark
bulunamamistir.  Etanol grubunda az bir yiikselis gozlenmis, tedavi gruplart bir
miktarda olsa azaltict etki olmustur fakat istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde
edilememistir. Caligmamizda uzun siireli doz uygulamas: yapildigindan dolay:
apoptozdan daha c¢ok nekroza yonelis oldugundan DNA fragmantasyonu net olarak iyi

sonug¢ vermemis olabilir.

Etanol serbest radikallerin olusumuna ve olusan reaktif oksijen tiirleri lizozomal

destabilizasyona neden olmaktadir (9,213,233). Bdylece etanol, katepsinlerin
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lizozomlardan sitozole sizmasmna yol a¢maktadir (213). Etanol verilen gruplarda
gordiigiimiiz  katepsin B diizeyleri literatiirdeki bu bilgileri desteklemektedir.
Calismamizda katepsin L seviyelerinde gruplar arasinda bir fark bulunamamistir.
Calismamizda, katepsin B diizeyleri etanol ve etanol+betain gruplarinda, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Katepsin B
diizeyleri ozellikle tedavi gruplarindan; etanol+omega-3+betain grubu, etanol ve
etanol+betain gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur.
Lizozomal enzimlerin hiicre sitoplazmasma salinmasi bir hiicre i¢i yikim olaylari
dongiisiinii baglatiyor olabilir. Bu lizozomal enzimler; a) Dogrudan mitokondrilere
sitokrom ¢ salinimini uyarabilir b) Dogrudan ya da dolayli olarak mitokondrial ROS
olusumu artisina (ve lizozomal destabilizasyonda oksidan kaynakl: artisa) sebep olabilir
¢) Hem mitokondri hem de lizozomlara fosfolipaz A, gibi litik proenzimleri aktive
ederek saldirmasini saglayabilir d) Bid ve/veya diger apoptotik proteinleri aktive

edebilir. e) Direkt olarak pro-kaspazlar1 aktive edebilir (233).

Hiicre ic1 kalsiyum konsantrasyonu; mekanik, metabolik ve regiilatér prosesler
gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde bir ikinci haberci olarak merkezi
rol oynar (25). Etanoliin de hiicre i¢i kalsiyum depolarin1 bozucu etkisi vardir (59).
intraselliiler Ca™ artig1 néronal 6limde hem apoptoz hem nekrozla sonuglanir. Ca™
artis1, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve kalsiyum bagimli proteaz
aktivasyonunu tetikler. Sitozolik sistein proteaz (kaspaz ve kalpain) ve lizozomal
aspartil proteazlar (katepsinler) nekrotik hiicre 6liimii ve norodejenerasyona neden olur
(168). Calismamizda etanol verilen gruplarimizda kalpain aktivasyonunda artig
gb6zlenmistir. Bu durum etanoliin kalsiyum iizerindeki etkilerinin sonucu olabilir. Ayn
zamanda tedavi gruplar1 etanoltomega-3, etanol+betain, etanol+omega-3+betain
gruplar1 etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk bulunmustur.
NMDA, kainat ve  AMPA reseptorlerinin beyindeki fazla aktivasyonu, kalsiyumun
voltaj bagimhi kalsiyum kanallarindan siirekli akimma neden olur. Kalsiyum
homeostazisindeki dengesizlikler kalpainleri iceren bir ¢ok kalsiyum bagimli enzimin
aktivasyonu ile sonuclanir. Kalpainlerin asir1 salinimi, iskemi, travma ve Alzheimer

hastaligi gibi hem akut hemde kronik noérodejeneratif olusumlarla pozitif olarak
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baglantilidir (207). Kronik alkol tiiketenlerde patolojik ve fizyolojik olarak ndron
kayiplar1 goriilmiistiir (123). Alkoliin etkisiyle olusan néron hiicre 6liimleri ve merkezi
sinir sistem hasarlarinda hiicre ici serbest Ca™ konsantrasyonunda artma, kaspaz-3 ve
kalpain aktivasyonuna neden olur (16,182). Neonatal serebral hipoksi ve iskemide
Blomgren ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, kalpastatinin hipoksiye karsilik
olarak upregule oldugu ve kalpaine kars1 bir intihar substrati oldugu tespit edilmistir

27).

Nekroz, akut neonatal hipoksi iskemi hasar1 durumunda rat yavru beyinlerinde
major hiicre yikimidir. Nekrotik hiicre O6liimiinde; genel olarak sitoplazmik sisme,
niikleer dissolusyon (karyolizis) ve lizis olur ve hiicre hizli ve ciddi sekilde homeostaza
girer; hiicrenin hacmi dikkate deger Ol¢iide degisir. Nekroz prosesi, hiicre plazma
membrani iceriginde fonksiyonel ve yapisal hasar1 igerir ve enzimler (Na', K', adenozin
trifosfataz, [ATPaz]) ile iliskili olarak hiicre i¢ine asir1 iyon akisi, Na ve Ca™ ve H,O
akisinda bozulma, hizli mitokondriyal hasar ve enerjetik kollapsa neden olur. Metabolik
inhibisyon ve reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan oksidatif stres nekrozu tetikleyen
ana etkendir. Son zamanlarda hiicresel nekrozun kaotik veya rasgele meydana
gelmedigi bulunmus, aktivasyonunda spesifik sinyal yolaklar1 veya hiicre 6liimiinde
belli programlari igerdigi ongoriilmiistiir (171). Daha 6nce yapilan ¢alismalara uyumlu
olarak ¢alismamizda, etanoliin beyin dokusu korteks bolgesinde belirgin derecede doku
hasar1 yaptig1 gézlenmistir (162). Ozellikle ndronlarda kromatolizis ve nekroz agisindan
goriilen hasar ¢ok belirgindir. Etanol grubunun neden oldugu nekrotik hiicre 6 iimiiniin;
betain ve omega-3 uygulamasiyla belirgin derecede gerileme gostermesi dikkat g¢ekici
bir bulgudur. Calismamizda hem gestasyonel hem laktasyon siiresinde anne ratlara
verdigimiz etanol, yavru rat beyinlerinde nekrotik hiicre sayisini belirgin derecede
artrrarak, ciddi bir hasara yol agmistir. Bu sonu¢ daha Once yapilan c¢alismalarla
uyumludur (150,152,156,162,180). TUNEL boyamada boyanmanin olmamasimin
nedeni, hiicrelerin piknotik niikleuslu belirsiz  ve eozinofilik sitoplazmali
goriiniimleriyle nekroza gittikleri ancak bir 6nceki agsama olan hiicre 6liimiiniin yani
apoptotik hiicrelerin bu deneyde kullanilan yiiksek doz ve uzun donem postnatal siire

sonucunda nekroza yonelmesi sebebiyle olabilecegi diistiniilmektedir. Birim hacimde
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bulunan nekrotik hiicre sayisi (/mm®) incelendiginde artan nekrotik hiicre sayisi
ozellikle etanol+omega-3 grubunda etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmis; yine 1limli derecede etanoltbetain ve etanol+betaintomega-3
uygulanmis tedavi gruplarinda etanole gore azalis oldugu gozlemlenmistir. Alkoliin
etkisiyle korteksteki nekroza giden hiicre sayisinin arttigi, bu nekrotik hiicre artigini1 en

1yi sekilde omega-3 uygulanmasiyla azaltildig1 gézlenmistir.

Omega-3 hiicre membranmin yapist ve icerigi, hiicrenin normal fonksiyonlarmni
stirdiirebilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Beyinde omega-3 yag asitlerinden biri olan DHA,
ozellikle beyin, retina ve diger noral dokularda yogun olarak bulunan ve hiicre
membraninin yapisina katilan bir yag asitidir. Sinir sisteminin gelisimi i¢in dnemli roli
olan DHA, serebral korteks yag igeriginin %15-20’sini olusturur. DHA, aksonal yapiy1
koruyarak, elektriksel uyarilarin diizgiin olarak iletilmesine katkida bulunur (29,138).
DHA, infantlarmm beyin gelisimi ve fonksiyonel gelisim i¢in esansiyeldir. DHA
eksikligi, fetal alkol sendromu, ADHD, kistik fibrozis, fenilketoniiri, unipolar
depresyon, adrenolokodistrofi ile iliskilidir. Omega-6 ve omega-3 esansiyel yag asitleri
hem noronal saglamlik hem de fonksiyonel agidan gereklidir ve eksikligi fetal ve
neonatal gelisimi etkiler (164). Spesifik omega-3 yag asidi eksikligi Ogrenme
yeteneginde eksiklige yol acar ¢iinkii DHA hiicre sinyalinde gorevlidir. DHA, insan ve
diger memelilerde beyin ve retinal dokularda, 6zellikle beyinde gri maddede yiiksek
oranda bulunmaktadir (99). Omega-3 0Ozellikle de DHA, beyin gelisimi ve beyin
noronlarmnin iletisimindeki mekanizmada rol alir. Omega-3 {in etkisi, mental hastalik ve
anksiyete modeli olusturulan hayvan calismalarinda incelenmistir ve n-3 PUFA
eksikliginin 6grenme ve hafizada belirgin sekilde bozukluga sebep oldugu gosterilmistir
(190). DHA noroprotektif faktorlerle iligkilidir. DHA ile beslenen farelerde striatumda
(bu bolge ise oOzellikle Parkinson hastaligini icermekte) yiiksek seviyede BDNF
(Beyinden tiireyen norotrofik faktor) seviyesi saptanmustir (184). Mills ve arkadaslar1
yaptiklar1 arastirmada; ratlardaki travmatik beyin hasarmna karst DHA nin profilaktik
bir yarar saglayacagini onermislerdir (161). Yine Patten ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada gestasyonel ve laktasyon doneminde etanol maruziyetinde, omega-3

desteginin oksidatif stresi azalltig1 ve antioksidan kapasiteyi artirdigini gostermislerdir
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(177). El-Ansary ve arkadaslar1 ise propiyonik asit ile indiiklenen ndrotoksisite
gelistirilen 21 giinliik rat yavrularinda, omega-3 verilen grupta diisiik 11-6, TNF-a ve
kaspaz-3 diizeylerini Olgerek, omega-3 iin koruyucu etkisini gostermislerdir (69).
Dokozahekzaenoik asit (DHA, 22:6n-3), santral sinir sisteminin en fazla bulunan
omega-3 yag asididir ve néronal ve retinal fonksiyon i¢in gereklidir. Normalde ndronal
membranlarda yliksek diizeyde bulunurken yetersiz omega-3 destegi veya alkol
maruziyetinde noronal hiicrelerden belirgin derecede kayiplar olmaktadir (119).
Bertrand ve arkadaslarmin yaptigi morfometrik analiz sonucu gestasyon déneminde
omega-3 eksikligi sonucu embriyonik rat beyinlerinde norogenezde inhibisyon yada
gecikme gozlenmistir (26). Martin ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, ratlarda yas ile
iligkili artan sitokrom c translokasyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve hiicre 6liimiini EPA
(10ve 20 mg/rat/giin 3hafta) geriye ¢evirmistir (136). DHA, enerji metabolizmas1 ve
ATP iiretimini kontrol eden genlerin de dahil oldugu gen ekspresyonunu diizenlemekte;
mitokondriyal biyogenezis ve oksidatif metabolizmay1 diizenleyici rol oynamaktadir.

DHA ayni1 zamanda peroksizomal B-oksidasyonu artirmaktadir (67).

Yaptigimiz caligmada tedavi olarak verdigimiz etanol+omega-3 grubunda etanol
grubuna gore biyokimyasal Ol¢iimlerden kaspaz-3 ve kalpain diizeylerinde anlamli
azalis, sitokrom c, katepsin B, DNA fragmantasyonunda ise ilimli Ol¢lide azalig
gozlenmistir. Histolojik agidan hemoraji, konjesyon, nekroz, PMNL, mikroglia
diizeylerinde ve morfometrik analizde istatistiksel olarak anlamli derecede azalig

gozlenmistir.

Betain hiicre membranlarinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliiglinii saglanmasinda
onemli bir role sahiptir. Ganesan ve arkadaslar1 yaptig1i calismada; betainin
izoprenalinle indiiklenen miyokardiyal infarktiiste lizozomal membrani korudugu ve
membran stabilizasyonu ve serbest radikallere kars1 korunmada 6nemli bir role sahip
oldugunu Onermiglerdir (84). Safra asidi indikli apoptoz kolestatik karaciger
hastaliginda 6nemli bir rol oynamaktadir. Safra asiti ile indiiklenen in vitro ve in vivo
calismada betainin antiapoptotik etkisi proapoptotik mitokondriyal yolagin inhibe

edilmesiyle etki ettigi gosterilmistir (87). Barak ve arkadaslari, etanolle beslenen
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ratlarin  hepotositlerinde yiikselen S-adenozil-homosistein seviyesinin betainle

disiirildiigiini saptamiglardir (17).

Betainin antioksidan icerigi nedeniyle beyin sinaptozomlarinda lizozomal
membranlart korudugu betain ile yapilan 30 gilinliik bir 6n tedavi c¢aligmasinda
gosterilmistir (110). Homosisteinin erigkin ratlarda, apoptozu hizlandirdigi, ndronal
plastisitede defekt olusturdugu ve sonugta, kognitif performans: kotilestirdigi
gosterilmistir (160,212). Betain tedavisi, sistatyonin B-sentaz (CBS) eksikligi olan
cocuklarda spinal kord sivisindaki homosisteini dramatik sekilde azaltmaktadir (93).
Onemli olarak betain, folat eksikligi durumunda bile hiperhomosisteinemiyi azaltabilir,
MTHEFR eksikligi olan kisilerde de betain tedavisi etkin bir yanit olusturabilmektedir
(95).

Kharbanda ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; alkolle indiiklenen hepatik SAM
seviyesindeki azalisa bagli, hepatoselliler SAM:SAH oranindaki azalism; SAM
bagimli metilasyon reaksiyonlarinda olumsuz bir ¢ok etki olusturdugunu 6nermislerdir.
Bu durumun alkolik karaciger hastaligi gelisiminde Onemli bir isaret oldugu
gosterilmistir. SAM ilavesi ile alkolle indiiklenen SAM:SAH orani1 normalize edilebilir.
Ayni1 zamanda; SAM ilavesi ile mitokondriyal genom ve proteom diizeyinde, alkol
bagimli mitokondriyal siiperoksit liretimi artig1 azaltilarak; mitokondriyal solunum
kapasitesinin korunabilecegi gosterilmistir. Betainin hepatoselliiler SAM:SAH oranini
normalize ettigi, defektif hiicresel metilasyon reaksiyonlarini diizelttigi ve alkol aracili
steatozis, apoptoz ve hasarli proteinlerin akiimiilasyonunu onledigi gosterilmistir.
Kronik alkol maruziyetine bagli rat modelinde alkolle indiiklenen mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon sistemi degisikliklerine kars1 betainin 6nleyici etkisi saptanmigtir
(116). Betain lipotropiktir, disardan verildiginde membran lipit tabakasini hizlica gecer
ve hiicresel membranlarda lipit peroksidasyonu inhibe eder. Betain ilavesinin nekrotik
hasara karsi koruyucu oldugu Kim ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada
gosterilmistir (117). Kolin ve metaboliti olan betaininin maternal kolin eksikliginde,
fetal beyin gelisiminde noral progenitor hiicre proliferasyonunda azalis, apoptozda artis,

DNA ve spesifik hipometilasyon kognitif ve hafiza ile ilgili fonksiyonlarda degisimler
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s0z konusudur (226). Chai ve arkadaglar1 yaptiklari calismada Alzheimer benzeri
patolojik degisiklikler olan hafiza defektli hiperhomosisteinemik ratlarda, betainin
koruyucu etkisi saptanmistir. Ek olarak betain AP iiretimi ve presenilin-1 protein

seviyelerini azalttig1 gdzlenmistir (42).

Calismamizda beyin dokusu, histolojik olarak incelendiginde etanol+betain
grubunda hemoraji, PMNL, mikroglia agisindan etanol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azalma ve morfometrik verilerimizde az da olsa diisiis gozlenmistir. Bu
verilere paralel olarak biyokimyasal olarak yapmis oldugumuz O6lgiimlerde kaspaz-3,
kalpain diizeylerinde etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli Glgiide diisiis
olmus, yine sitokrom-c, katepsin B, katepsin L, DNA fragmantasyonununda ilimli bir
diisiis gézlenmistir. Elde ettigimiz betainle ilgili verilere gore; etanol kaynakli néronal

hasari, betainin ortadan kaldirabilecegini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢alismada betain ve omega-3 iin birlikte kullanildig1 grupta, kaspaz-3,
kalpain, katepsin B diizeyleri etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml 6lciide
azalmig, bunun yani sira katepsin B seviyesini de etanol+betain grubuna gore de
istatistiksel olarak daha fazla azalttigi gozlenmistir. Yine sitokrom c diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da tedavi gruplarma gore daha fazla diisiis, DNA
fragmantasyonunda da iliml diizeyde azalis saptanmistir. Histolojik agidan hemorayji,
PMNL, mikroglia da istatistiksel farklilik gozlenmis ve morfometrik analizde 1liml
derecede etanol grubuna gore diisiis gozlenmistir. Kulkarni ve arkadaslarinin yaptigi
calisma da, calismamizi desteklemektedir. Kulkarni ve arkadaslarinin calismasinda
plasental olgunlasma ve gelisimde vitamin B12 eksikligi ve DHA yoklugu, ytliksek
diizeyde hipometilasyona neden olmaktadir. Bulgularina gére DHA destegi metilasyon
seviyelerinde artisga neden olmustur. Buna bagli olarak omega-3 yag asitlerinden
ozellikle DHA, plasentada metilasyon seviyelerinin saptanmasinda 6nemli role sahip

olabilir (124).

Ozetle biyokimyasal histolojik ve morfolojik verilerimize dayanarak hem

gestasyonel (prenatal) hem laktasyon (postnatal 21.giin) siiresinde etanol maruziyeti
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sonucu etanol siddetli bir teratojenik etki yapmis ve yavru rat beyinlerinde apoptozdan
daha cok nekroz gozlenmistir. Fakat buna ragmen elde ettigimiz verilere gore tedavi
gruplarimizda omega-3 basta olmak {izere, betain ve kombine kullaniminin prenatal ve
postnatal etanol maruziyeti sonucu olusturulan fetal alkol sendromlu rat yavru

beyinlerinde nérodejenerasyona karsi koruyucu etki gostermektedir.

Bu deneysel ¢alisma verileri fetal alkol sendromuna kars1 koruyucu etkisi olan
omega-3 ve betain ile ilgili arastirmalara 6nemli bir katki saglayabilir. Sonug olarak
prenatal ve postnatal donemde alkol uygulanmis ratlardan dogan fetal alkol sendromlu
yavru ratlarin korteksinde noérodejenerasyonun meydana geldigini ve bu durumu
engellemede betain ve omega-3 hem tek basma hem de kombine etkilerinin
olabilecegini biyokimyasal Ol¢iimlerimiz, histolojik ve morfometrik incelemelerimiz
acik bir sekilde ortaya koymaktadir. Yeni dogan rat yavrularinin beyin dokusunda
yaptigimiz bu arastirma; daha ileriki zamanlarda alkol kullanan gebelerin ¢ocuklarinda
olusabilecek hasarlarin 6nlenmesinde, betain ve omega-3 kullanimini1 destekleyecek

niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alkol kullanimina bagh fetal alkol sendromu olusumunu en aza indirebilmek ve
hiicre 6limiinii azaltabilmek i¢in uygun tedavi yontemleri gerekmektedir. Prenatal
(dogum o6ncesi) ve postnatal (laktasyon) donemde anne tarafindan kullanilan alkol, fetal
alkol sendromuna (FAS) neden olabilmektedir. Calismada, serebral korteks bdlgesinde
prenatal ve postnatal alkol maruziyeti sonucu yeni doganda olusan nérodejenerasyonun

betain ve omega-3 takviyesiyle koruyucu etkisi arastirilmistir.

Bu calismada, ratlarda fetal alkol sendromu olusturmak i¢in prenatal ve postnatal
donemde anne ratlar etanole maruz birakilmislardir. Yaptigimiz calismada yavru rat
beyinlerinde  biyokimyasal, histolojik ve morfometrik testler kullanilarak
norodejenerasyon  saptanmistir. Norodejenerasyon hiicre dliimiinde bir  ¢ok
mekanizmay1 i¢cermektedir. Calismamizda oldugu gibi prenatal ve postnatal donemde
siirekli olarak anne ratlar alkole maruz birakilarak alkol miktar1 artirilmis, buna bagh
olarak apoptozdan nekroza yonelis olmustur. Ozellikle histojik ¢alismalar, TUNEL
boyanmama ve morfometrik analizdeki nekrotik hiicre sayis1 artisi  durumu

desteklemektedir.

Beyin dokusunda etanol grubunda biyokimyasal metotlarla Glgiilen kalpain,
katepsin B ve L ve kaspaz-3, DNA fragmantasyonu aktiviteleri ile sitokrom c
salinmmmm arttig1 ve boylece hiicre Oliimii yolaginin aktivasyonu gozlenmistir.
Histolojik metotlar ve morfometrik analizler, biyokimyasal verilerimizi destekler

niteliktedir.

Yaptigimiz calismada histolojik olarak beyin dokusu incelendiginde etanol+betain
grubunda etanol grubuna gore hemoraji, PMNL, mikroglia acisindan istatistiksel olarak
farkli diizeyde azalis ve morfometrik verilerimizde az da olsa diisiis gozlenmis ve
bunlara paralel olarak biyokimyasal olarak yapmis oldugumuz oOlgiimlerde kaspaz-3,

kalpain seviyelerinde etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiis; yine
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sitokrom-c, katepsin B, katepsin L, DNA fragmantasyonununda iliml bir diisis

gozlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada etanol+omega-3 grubunda biyokimyasal parametrelerden
kaspaz-3 ve kalpain diizeylerinde etanol grubuna gore anlamlh azalig, sitokrom c,
katepsin B, DNA fragmantasyonunda ise ilimli 6l¢iide azalis gozlenmistir. Histolojik
acidan hemoraji, konjesyon, nekroz, PMNL, mikroglia diizeylerinde ve morfometrik

analizde etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalis gozlenmistir.

Yaptigimiz caligmada etanol+betaintomega-3 grubunda, kaspaz-3, kalpain,
katepsin B diizeyleri etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dl¢iide azalmus,
bunun yami sira katepsin B de etanol+betain grubuna gore de istatistiksel olarak daha
fazla azalttig1 gozlenmistir. Yine sitokrom c diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
olmasa da diger gruplara gore etanol+betaintomega-3 grubunda daha fazla diisiis, DNA
fragmantasyonunda da ilimh diizeyde azalis saptanmistir. Histolojik agidan hemorayji,
PMNL, mikroglia da istatistiksel farklilik gozlenmis ve morfometrik analizde etanol

grubuna gore 1limhi derecede diislis gdzlenmistir.

Sonu¢ olarak, etanoliin rat beyinlerinde hiicre 6liimiinii tetikleme kapasitesine
sahip oldugu, biyokimyasal deneylerle, histolojik ve morfometrik incelemeler sonucu
basta omega-3 olmak iizere betainin tek basina nekrozu azaltabilecegi bulundu. Betain
ve omega-3 birlikteginin prenatal ve postnatal alkol kullanimindan dogan hasar1 ortadan

kaldirabilecek terapotik yaklasimlara katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Hem betainin hem de omega-3 {in, potansiyel tedavi edici etkilerinin
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Bu sebeple, etanol kaynakli beyindeki
norodejenerasyonda betain ve omega-3 iin iyilestirici fonksiyonlarini, hiicre 6lim
yolaklarinda yer alan kaspaz-3, sitokrom c, kalpain, katepsin B, L, DNA
fragmantasyonu seviyeleri gibi biyokimyasal Olgiimler ve histolojik ve morfometrik
analizlerin es zamanli olarak birlikte incelenerek degerlendirilmesi daha dogru veriler

elde etmemizi saglamistir. Yeni dogan rat yavrularinin beyin dokusunda yaptigimiz bu
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arastirma; daha ileriki zamanlarda alkol kullanan gebelerin ¢ocuklarinda olusabilecek
hasarlarin Onlenmesinde betain ve omega-3 kullannommnin etkisini destekleyecek
niteliktedir. Bu bulgularin sonraki c¢alismalar i¢in bir basamak olusturacagina

inantyoruz.

Sonug olarak, fetal alkol sendromu ve tedavi edici ajanlarin in vivo hayvan
modelleri, in vitro hiicre modelleri ve ileri molekiiler ¢alismalarin yapilmasi ve bu
bilgilerin klinik ve insan deney calismalariyla desteklenmesi sonuglarin giivenirliligini

artirmada fayda saglayacag diisiiniilmiistiir.
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Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Ogretim iiyesi Prof.Dr. Giingor KANBAK ‘“in aragtirma yiriitiictisii oldugu 258-1/2012
kayit numarali ve “Prenatal ve Postnatal Alkol Kullanimi Sonucunda Rat Beyinlerinde
Olusan Norodejenerasyonun Betain ve/veya Omega-3 Uygulanmasiyla Onlenmesinin
Arastinlmas.” konulu ¢alisma; tarafimizdan degerlendirilmistir.

Deneylerde ayni yasta 200-250gr 65 adet Spraque-Dawley cinsi (disi ve erkek)
sicanlar kullanilacaktir. Sicanlar standart hayvan bakim kafeslerinde, 12 saatlik gece/glindiiz
doniistimiimde, sabit 22439C sicaklikta ve sabit nemli (%55+5) ortamda tutalacaktir. Erkek ve
disi sianlar ayn kafeslere koyulup deneylere baslamadan once bir hafta laboratuvar
kosullarina alistinlacaktir. Vajinal plag olusumu siganlarda dollenme belirtisidir. Erkek ve
disi siganlar giftlestirilmek tizere bir araya koyulduktan sonra her giin disi siganlar vajinal plag
olusup olugmadiginin belirlenmesi igin kontrol edilecektir. Plag olusumu (EO) ile yavrunun
dogumu arasinda gegen zaman, caligmada embriyonik prenatal dénem (E) olarak amlacaktir.
Normal si¢anlar, EO zamanindan itibaren 20 veya 21 giin i¢inde (E20-21) dogumlarini
gergeklestirirler. Ancak bazi calismalarda etanoliin, dogum zamanini 1-2 giin geciktirdigi
belirtilmistir. Yavrularin dogduktan sonraki ilk 24 saatlik zamanimna postnatal (PO) dénem
denilecektir.

Ciftlestikleri veya dollendikleri plag olusumuyla belirlenen gebe disiler erkek siganlardan ayri
kafeslere aliip bakilacaklardir. Fetal alkol sendromu olusturmak i¢in embriyonik prenatal
dénemin 6. giiniinden (E6), dogumun bir giin oncesindeki giine (E22) kadar gegen zamanda
ve laktasyon siiresince postnatal donem(P21), ilgili gruptaki disi siganlara bilyah siseler ile
deneylerde uygulanacak maddeler verilecektir.

Prenatal alkol uygulamast igin ayri kafeslerde tutulan sicanlara modifiye siv1 diyet (MSD)
uygulamasi yapilacaktir. Siganlar MSD’yi alkollii veya alkolsiiz her sabah saat 10.00’da
alacaklardir. Ekstra stit/su destegi yapilmayacaktir. Modifiye Sivi Diyet (MSD): Diisiik yagh
inek siitii 925 ml, 25-75ml Alkol %96.5 ve Siikroz 17 gr icermektedir. Bu karigimin tamami
1000.7 keal/L’dir. Alkol oramn artarken diyetin izokalorik dengesini saglamak igin siikroz
verilmesi azaltilir. Deneyin baslangicinda siganlara adaptasyon siiresinde s1v1 diyet alkolsiiz
olarak 2 giin siire ile (E1-E2) verilecektir. Deneyde etanol uygulamasina baslanilmadan once
betain ve/veya omega-3 3 giin boyunca verilecektir (E3-ES). Daha sonra etanol
uygulamalariyla beraber betain ve/veya omega-3 doguma kadar (P0) ve laktasyon esnasinda
(P21) uygulanir. Hayvanlara alkol oram yavas yavas artirlarak E6-E8. giinlerde %2.4
oraminda alkollii siit, E9-E11. giinlerde %4.8 oraninda alkollii siit, E12-E22. giinlerde %7.2
oraninda alkollii siit verilecektir. Stvi diyet her hayvana 100ml/giin miktarinda taze olarak, her
giin ayni saatte ve agiz kismi bilyali cam siselerde verilecektir. Siganlarin giinliik alkol alimi
ve agirlik takibi yapilacak, agirliklarina gore alkoliin uygulanmasi igin gerekli degerler
hesaplanacakir .
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Kontrol grubundaki siganlara ise alkolsiiz izokalorik MSD soliisyonu verilecektir. Izokalorik
kontrol grubu, 75ml etanol (60,75g) yerine 75ml inek siitii ile 96gr sukroz igerecektir (1).
Etanoliin yaninda Betain uygulanan gruplara giinliik siganlara %1 w/v dozlarinda destekleyici
madde verilecektir (2).

Etanol diyeti ile beraber omega-3 uygulanacak gruptaki siganlara 30mg/100g/giin omega-3
takviyesi yapilacaktir (3). Calismamizda toplam yavru sayisi 65 olarak diistiniilmektedir.

Deney Gruplari
1. Kontrol grubu (n=13): Bu gruptaki hayvanlara izokalorik MSD soliisyonu

uygulanacak grup.

2. Etanol grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu uygulanacak grup.

3. Etanol+Betain grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soltisyonu yaninda si¢anlara
%1 w/v Betain uygulanacak grup.

4. Etanol+omega-3 grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu yaninda omega-3
(30mg/100g/giin) uygulanacak grup.

5. Etanol+Betain+omega-3 grubu (n=13): Etanol ile beraber MSD soliisyonu yaninda
betain ve omega-3 uygulanacak grup (Sekil 1).

n=13 her deneysel grubun igerdigi toplam yavru sigan sayisidir. Bu yavru siganlarin 8 tanesi
(n=8) biyokimyasal ¢alismalar, 5 tanesi (n=5) histolojik ¢alismalar i¢in kullanilacaktir.
Cerrabhi islemler

P21-22’inci giinde yavrular anestezi maddeleriyle (ketamin/Ksilazin 3:1, 1,32 mg/kg
intraperitonal) uyutulup ve dekapitasyonla 6ldiiriilecektir. Cerrahi olarak biiyiiteg altinda
serebral korteks kisimi ¢ikartilacaktir. Biyokimyasal galismalar i¢in dokular ¢alisma anina
kadar -20°C saklanacaktir. Histolojik ¢aligmalar i¢in dokular nétral formalinde 24-48 saat
stire ile fikse edilecektir. Fiksasyondan sonra dokularin rutin histolojik takipleri yapilacaktir.

Prenatal Postnatal
Dénem Dénem
EO E3 Ec o P21

I

Kontrol Grubu

Etanol Grubu

+ e Etanol+Betain Grubu

+ Etanol+Omega-3 Grubu

_ Etanol+Betain+Omega-3 Grubu

Sekil 1: Deneyde uygulanan maddelerin sekil iizerinde gosterilmesi

Kullanilan yontemler uluslararasi standardi olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler verilmistir.
Calismanin yapilmasinda, Komisyonumuzun olumsuz goriisii bulunmamaktadir.
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