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OZET
Sicanlarda Kronik Alkol Uygulamasimin Beyin Dokusu Oksidasyonu ve Norotrofin

Diizeyleri Uzerine Olan Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Kronik alkol kullanimi karaciger ve beyin basta olmak lizere viicutta bir¢ok
organ/sistemin igleyisini bozmakta ve bazi durumlarda kalic1 hasarlar olusturmaktadir. Bu
calisma kapsaminda etanoliin beyin dokusu BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL- 1
diizeyleri tizerine etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Yontem: Calismada 6 aylik Wistar Albino siganlar kullanildi. Salin grubu (SG) (n=8)
kronik alkol grubu (KAG) (n=8) ve kronik sukroz grubu (KSG) (n=8) olmak {izere toplam 3
adet hayvan grubu olusturuldu. SG’na 8 hafta siireyle haftada 5 giin sadece salin gavaj
yoluyla verildi. Herhangi bir tedavi almamigtir. KAG’na haftada 5 giin olmak tizere 4 gr/kg
%20’lik alkol 8 hafta siireyle gavaj yoluyla verildi. KSG’na haftada 5 giin olmak iizere
%»35’lik sukroz 8 hafta siireyle gavaj yoluyla verildi. Verilen miktar alkoliin kalori esdegeri
olarak hesaplandi. Biyokimyasal analizler ELISA yontemiyle gergeklestirildi.

Bulgular: Korteks, beyin sap1 ve hipokampiis dokular1 ve serum BDNF diizeylerinde
gruplar arasi istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi. Kortekste NT-3 diizeylerinde KSG’da
sirastyla SG ve KAG’larma gore anlamli bir artis gozlendi (p=0,009, p= 0,049). Beyin
sapinda NT-3 diizeylerinde KSG’da sirastyla SG ve KAG’larina gore anlaml bir azalma
gozlendi (p=0,003, p= 0,016). Beyin sapinda NT-4 diizeylerinde KSG’da sirastyla SG ve
KAG’larina gore anlaml bir azalma goézlendi (p<0,0001, p= 0,002). AOPP diizeylerinde
serumda SG’na goére KSG’nda anlamli bir diisiis gergeklesti (p=0,029). DNA hasari
gostergesi olan 8-OHdG diizeylerinde serumda SG’na gore KSG’nda anlamli bir diisiis
gerceklesti (p=0,009). Hipokampiis dokusu IL-1B diizeyleri incelendiginde SG’na gore
KSG’nda anlamli bir diisiis vardir (p=0,002).

Sonug: Etanoliin direkt olarak beyne ve hatta periferik dokulara bir etkisi gézlenmemekle
beraber, bunun sebebi olarak etanola maruziyet siiresinin kisa gelmis olabileceginden soz
edilebilir. ilging bir sonug ise kalori esdegeri olarak diisiiniilen sukrozun 6zellikle korteks ve
beyin sap1 dokularinda ve serum sonuclar1 15181inda da periferik dokularda etkileri oldugunu
sOylemek miimkiindiir.

Anahtar Sozciikler: BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG, IL-1p, etanol, sukroz



ABSTRACT

Chronic Administration of Alcohol in Rats to Evaluate The Effects on Brain Tissue
Oxidation and Neurotrophin Levels

Objective: Chronic alcohol use disrupts the functioning of many organs/ systems in the
body, especially in the liver and brain, and in some cases creates permanent damage. The
aim of this study is to investigate the effect of ethanol oxidative stress on the levels of
BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHDG and IL-1p in brain tissue.

Method: Six months old Wistar Albino rats were used in the study. There are 3 groups in
total, namely Saline group (SG), chronic alcohol group (CAG) and chronic sucrose group
(CSG). Our work lasted 8 weeks. SG: These animals have not received any treatment.
CAG: These animals were given 5 g/kg of 20% alcohol by gavage for 5 days per week.
CSG: These animals were given 5% sucrose by gavage for 5 days per week. The amount
given is calculated as the calorie equivalent of alcohol. The parameters of our study were
also analyzed using ELISA Kits.

Results: There was no statistically significant difference between groups in cortex, brain
stem and hippocampus tissues and serum BDNF levels. There was a significant increase in
cortex NT-3 levels in KSG compared to SG and CAG, respectively (p= 0,009, p= 0,049).
There was a significant decrease in KSG NT-3 levels in brain stem compared to SG and
CAG, respectively (p= 0,003, p= 0,016). There was a significant decrease in KSG NT-4
levels in brain stem compared to SG and CAG, respectively (p<0.0001, p= 0.002). At
AOPP levels, there was a significant decrease in serum in CSG according to SG (p=
0.029). At the 8-OHDG level, which is a DNA damage indicator, there was a significant
decrease in serum in CSG according to SG (p= 0.009). When the levels of IL-1f in the
hippocampal tissue were examined, there was a significant decrease in CSG relative to SG
(p = 0.002).

Conclusions: Although ethanol has no direct effect on the brain and even peripheral
tissues, it can be said that the duration of exposure to ethanol may have been short.
Interestingly, it is possible to say that sucrose, which is thought to be the equivalent of
calories, is especially affected in the tissues of the cortex and brain stem and in the

peripheral tissues in the light of serum results.

Key Words: BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG, IL-1p, ethanol, sucrose
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TEZ DENETLEME LiSTESI
Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmugtir.

X Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde

elde edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman ad1 yazilmamalidir).

%  Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

X Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniine dikkat!) ad,

program, y1l yazildi.

X Onay sayfasi uygun cizimde hazirlandi (kazamlan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstiti Miidiiri’niin imzas1 da gereklidir,

imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfalara i, ii, iii eklinde Roma rakamlari konuldu.
Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bigimde basild.
Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basild1.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

X X X X X X X X X X

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

/
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1. GIRIS
1.1. Alkoller
Etanol, metanol ve etilen glikol, tibben 6nemli olan alkoller olmakla birlikte keyif

verici i¢ecek olarak kullanilan ve ““icki” olarak ifade edilen alkollii i¢ecek, alkol olarak
etanol icermektedir (Guyton ve Hall 2011). Metanol ve etilen glikol ise diisiik miktarda
kullanimlar bile toksikolojik zehirlenme tablolarina neden olabilen, bu nedenle de kronik
kullanima uygun olmayan alkollerdir (Lieberman 2014).

Alkol ¢ok eski caglardan beri yatistirici, ilag, keyif verici ve uyusturucu olarak
kullanilan ve bagimlilik yapma potansiyeli yiiksek olan bir maddedir (WHO 2014).

Kronik alkol kullanimma bagli etkilerin beyin dahil bir¢ok organda hasar
olusturudugu gozlemlenmektedir. Alkol kullanim bozukluklari, fiziksel ve ruhsal

bozukluklara neden olabilmektedir (Chikritzhs ve dig. 2001).

1.1.1. Alkol Kullanim Bozukluklari _
Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi (DSM)-5’te tanimlandigi

sekilde; alkol kullanim bozuklugu kisinin fiziksel ve davranigsal saglhigmin aile, is ve
sosyal hayatinin uyumunu bozacak sekilde sik ve yiiksek miktarda alkol (etanol)
kullanmaktir (DSM-5).

Alkol kullanim bozuklugu tanist asagidakilerden en az ikisinin son 12 ay icerisinde
gerceklesmesi durumunda konulabilir (DSM-5) :

= Alkoliin amaglanandan daha uzun siire ya da miktarda alinmasi,

= Kullanimi azaltmak ya da birakmak i¢in basarisiz ¢abalar gosterilmesi,

= Alkol elde etmek, kullanmak veya etkilerinden kurtulmak igin gereksiz zaman

harcanmasi,

= Alkol kullanmak i¢in giiclii bir 6zlem ve istek duyulmasi,

= Hayatta {stlenilen sorumluluklarin yerine getirilememesine ragmen alkol

kullanimina devam etmek,

= Alkoliin etkisi nedeniyle olusan sosyal ya da kisiler arasi sorunlara ragmen

kullanmaya devam etmek,

= Alkol kullanimi nedeniyle 6nemli sosyal ya da mesleki etkinliklerden vazgegmek

ya da azaltmak,

= Fiziksel tehlikeli durumlara ragmen alkol kullanmaya devam etmek,

= Alkol kullanimi neden oldugu ya da siddetlenir olmast muhtemel kalici veya

tekrarlayan fiziksel ya da psikolojik sorunu oldugu bilgisine ragmen kullanmaya

devam etmek.



Alkol kullanimi, yaralanmalar, fiziksel ve davranigsal hastaliklar, gastrointestinal
rahatsizliklar, kanserler, kalp damar hastaliklari, immiinolojik bozukluklar, akciger
hastaliklari, kas ve iskelet sistemi rahatsizliklari, diisiik dogum agirligi ve artmis diisiik
riski gibi 200°den fazla degisik hastalik ve rahatsizliga neden olmaktadir (WHO 2014).

Her ne kadar 200°den fazla hastalikla iliskilendirilse de alkol kullaniminin en ¢ok
zarar verdigi organimiz beyindir. Alkol beyinde olusturdugu yapisal degisiklikler diginda
beynin fizyolojik fonksiyonlarmi da bozmaktadir. Alkol kullanimi; beyin glikoz
metabolizmasina, beyin kan akimina ve de ¢esitli ndrotransmitterlerin metabolizmasina
etki etmektedir. Bu gibi etkileri dolayisiyla alkol kullaniminin manik hastaliklarla da
iligkisi oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya koyulmustur (Guyton ve Hall 2011,
DSM-5).

1.1.2. Diinyada Alkol Kullanim Bozukluklari

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2014 yili raporuna gore diinya genelinde en az 140
milyon kiside alkol kullanim bozuklugu oldugu bildirilmektedir (WHO 2014). Alkol
kullanim1 diinyanin pek c¢ok bolgesinde ciddi bir morbidite ve mortalite sebebi
olusturmaktadir. 2012'de diinyada alkol kullanimindan kaynaklanan 3,3 milyon olim
meydana geldigi belirtilen raporda, alkol tiiketiminin sadece bagimliliga neden olmadigi,
aynt zamanda siroz ve bazi kanser tiirlerinin de aralarinda bulundugu 200'den fazla
hastaligin gelismesi riskine yol agtigi belirtilmistir. Diinyada alkolden kaynaklanan
Olimlerin erkeklerde %7,6, kadinlarda ise %4 oraninda oldugu raporlanmistir (WHO
2014).

1.1.3. Tiirkiye’de Alkol Kullanimi Bozukluklari

WHO’nun 2014 yilinda 194 iilkede yiiriittiigli aragtirmanin raporuna gore Tirkiye’
de niifusun %2,7’sinin alkole bagl rahatsizliklar yagadig:r belirtilmektedir (WHO 2014).

Saglik Bakanligi tarafindan yapilan Tiirkiye’de Hastalik Yiikii ¢alismasina gore
iilkemizde alkoliin zararli etkileri dolayisiyla gelisen hastaliklar en c¢ok 15-29 yas
grubundadir. Alkol kullanimina bagli 6liim nedenleri olarak en sik inme ve iskemik kalp
rahatsizliklart gdzlemlenmistir. Alkol kullanimina bagl diger en 6énemli 6liim nedenleri ise
hipertansif kalp hastaliklari, karaciger sirozu ve trafik kazalar1 olarak bildirilmektedir

(Basara 2004).

1.2. Etanol Metabolizmasi
Etanol kiiciik bir molekiil oldugundan pasif difiizyon ile bagirsaktan kolayca emilir.

Oral alman etanoliin yaklasik %35’1 gastrik mukoza hiicrelerinden emilerek metabolize
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olmaktadir. Geriye kalan etanol ise direk kan dolasimina gegmekte ve % 90 kadari
karacigerde metabolize edilmekte, geri kalan kisim da metabolizasyona ugramadan
akcigerler ve bobrekler yoluyla atilmaktadir (Guyton ve Hall 2011, Smith 2004).

Etanol metabolizmasinda gorev alan enzimler alkol dehidrogenaz (ADH), asetaldehit

dehidrogenaz (ALDH) ve mikrozomal etanol oksitleyici sistem (MEOS)’dir.

1.2.1. Alkol Dehidrogenaz

Karacigerde etanol metabolizmasi, sitozolik bir enzim olan ADH’in NAD™1
NADH’a indirgemesi ve etanoliin asetaldehide okside edilmesi ile baslar (Ciziml.1).
Asetaldehit metabolize edilerek uzaklastirilamaz ise asetaldehidin karaciger iizerindeki
toksik etkileri artar ve kan dolagimina girerek diger dokular iizerine de toksik etkiler

gosterebilir (Lieberman 2014).

Cizim 1. 1. Etanol metabolik yolu (Lieberman 2014)

ADH enzim ailesi 6 farkli izoenzim formu icermektedir (Cizelge 1.1). Etanol kiiciik
bir molekiil olup, yiiksek konsantrasyonlarinda ADH izoenzimlerinin bir ¢ogu tarafindan
non-spesifik olarak metabolize edilebilir. ADH1 izoenzimi, etanole en yiiksek 6zgiilliigi
olan izoenzim formudur. Insanlar ADH]1 igin, her biri allelik varyantlar sergileyen 3 gene
sahiptirler (Smith 2004).



Cizelge 1. 1. ADH izoenzimleri (Lieberman 2014)

Smif | Gen Al.t Doku Dagilim
Birim
ADH1 a En bol karaciger ve bobrekiistii bezlerinde bulunur. Bobrek,
| ADH? B Akciger, kalin ve ince bagirsak, goz, ovaryum, kan
damarlarinda daha diisiik diizeydedir. Beyin veya kalpte
ADH3 | vy bulunmaz.

Il | ADH4 T Birincil olarak karaciger, sindirim kanalinda daha az diizeyde
| ADH5 Cok yaygin olsa da karaciger agirlikli, Germinal hiicrelerde
X bulunan yegane izoenzim
v | ADH7 s En yiiksek diizeyi iist sindirim kanali, diseti ve agiz, 6zofagus,

mideye kadar. Karacigerde bulunmaz.
V | ADH6 - Fetal karacigerde bulunur.

ADH1 Kkaracigerde yiiksek miktarda bulunur ve karacigerdeki tiim ¢Oziiniir
proteinlerin yaklastk %3’ti ADHI enzimidir. ADHI1 genellikle karaciger alkol
dehidrogenazi olarak adlandirilir. Bu nedenle de etanol baslica karacigerde metabolize

edilmektedir (Smith 2004).

1.2.2. Asetaldehit Dehidrogenazlar
Asetaldehit ALDH enzimi araciligiyla NADH ve asetata okside edilir (Ciziml.1).
Insan karacigerinde asetaldehitin %80’inden fazlasi mitokondriyal ALDH tarafindan
metabolize edilir ve asetaldehite olan affinitesi ve spesifitesi yliksektir (Smith 2004).
Asetaldehit oksidasyonunun geri kalan kismimin ¢ogu sitozolik ALDH yoluyla
olmaktadir. ALDH’lar degisik organik alkoller, toksinler ve Kkirleticilerin de

metabolizasyonunda gorev alirlar (Lieberman 2014).

1.2.3. Asetatin Metabolizmas

Asetat, toksik olmayan bir metabolizma {irlinidiir. Karacigerde asetil KoA’ya
aktiflesebilen asetat; Krebs (TCA) dongiisiine veya yag asit sentez yoluna girebilir. Ancak,
karacigerde iiretilen asetatin cogu kan dolasimina gecer ve iskelet kaslar1 ve diger

dokularda asetil KoA’ya doniisiirler (Cizim 1.2).



Cizim 1. 2. Etanol metabolizmas1 ve asetatin kullanimi (Lieberman 2014)

Asetatin asetil KoA’ya aktivasyonu asetil KoA sentetaz (ACS) tarafindan katalizlenir
(Cizim 1.3). Karacigerde sitozolik bir enzim olan ACS I temel izoformu kolesterol ve yag
sentezinin yollar1 i¢in asetil KoA iiretir. Bu yollara giren asetat, kolesterol veya insiilinin

diizenleyici kontrolii altindadir (Lieberman 2014).

Cizim 1. 3. Asetat’in Asetil KoA’ya aktivasyonu (Lieberman 2014)

Asetat diger dokular tarafindan da alinir ve okside edilir. Ozellikle kalp ve iskelet
kasinda mitokondri matriksinde yiiksek konsantrasyonda mitokondriyal ACS 1II
izoformunun etki etmesiyle asetil KoA direkt olarak TCA’ya girebilir ve COy’e

oksitlenebilir (Smith 2004, Lieberman 2014).

1.2.4. Mikrozomal Etanol Oksitleyici Sistem
Karacigerde diger baslica etanol oksidasyon yolu etanolii asetaldehide okside eden

MEOS’dir (Cizim1.4).



Cizim 1. 4. Endoplazmik retikulumda MEOS tarafindan katalizlenen reaksiyon
(Lieberman 2014)

Bir mikrozomal enzim olan sitokrom P450 birlesik fonksiyonlu oksidaz izoenzimi
(CYP2E1) bir elektron alicis1 olarak O2 ve ilave bir elektron vericisi olarak NADPH’1
kullanarak etki gosterir. Orta diizeyde alkol alan bireylerde etanoliin oksidasyonun % 10-
20’sinde bu enzim etkilidir (Cizim1.5) (Lieberman 2014).

Cizim 1. 5. Sitokrom P450 enzimlerinin genel yapisi (Lieberman 2014)

Tim sitokrom P450 enzimlerinin icerdigi iki katalitik protein alt birimden birisi;
NADPH (sitokrom P450 rediiktaz)’dan elektronlar1 transfer eden bir elektron wverici
rediiktaz sistem iken, digeri sitokrom P450’dir. O, ve etanol baglanma yerleri igeren

Sitokrom P450 proteini, baglanma sonrasi tepkimeyi gerceklestirir (Guyton ve Hall 2011)
1.24.1. CYP2E1

MEOS sitokrom P450 enzimlerinin {ist ailesinin bir parcasi olup, bunlarin hepsi
benzer oksidatif reaksiyonlar1 katalize ederler. Memelilerde iist aile i¢inde en az 10 farkl
gen ailesi ve 100 farkl sitokrom P450 izoenziminden daha fazlas1 da bu gen aileleri i¢inde
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bulunur. Her izoenzim diger izoenzimlerle yapisal iligkilerine gore bir siniflandirilmaya
dahil edilir. Etanole en yiiksek aktiviteye sahip izoenzim CYP2EI olarak isimlendirilir.
Degisik p450 izoenzimleri arasinda bir¢ok 6zgiil ortiisme vardir. Etanol birkag diger p450
izoenzim tarafindan da okside edilir. MEOS tiim P450 enzimlerinin kombine etanol
oksitleyici aktivitesini ima eder.

CYP2E1 etanol i¢cin ADHI1 aile iiyelerinden ¢ok daha yiikksek Km degerine sahiptir.
Dolayistyla, fazla miktarda etanol icildiginde, etanol CYP2E1 vasitasiyla metabolize edilir
(Smith 2004, Lieberman 2014).

1.2.4.2. P450 Enzimlerinin Indiiksiyonu

Kronik etanol tiiketimi CYP2E1 diizeylerini yaklasik 5-10 kat artirir. Etanol
kullanimina bagl olarak endoplazmik retikulumda etanol metabolizmasiyla direkt alakasi
olmayan sit P450 enzimlerinin de proliferasyonu gergeklesir (Smith 2004).

CYP2E1 transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-translasyonel olarak
diizenlenebilmektedir. Aktif olarak alkol kullanicilarinda CYP2E1 mRNA diizeyleri
artmaktadir. Genellikle substratlar1 tarafindan P450 enzimlerinin indiiksiyon mekanizmast;
substratin intraseliiler reseptdr proteine baglanmasi ve boylece aktiflesen substrat-reseptor
kompleksinin  hedef gende kendisine ait yanit elementine baglanmasi ile
gerceklesmektedir. CYP2E1 indiiksiyonu kan dolasimindan etanol uzaklastirilmasini
artirtr; fakat {rlin olarak olusturdugu asetaldehitin ALDH’lar tarafindan metabolize
edilebilecegi diizeyi asmasi durumunda hepatik hasar riskini arttirmaktadir. Kan
dolagimina gegen asetaldehidin artan miktarlari, diger dokulara gegerek hasar olusumuna
neden olabilmektedir. Ayrica, sitokrom P450 enzimleri serbest radikal {iretimine neden

oldugundan, olas1 oksidatif stres hepatik hasar ve dolayisiyla siroza da neden

olabilmektedir (Guyton ve Hall 2011, Lieberman 2014).

1.2.5. Etanol Metabolizmasinin Enerji Verimi

Etanolden asetat olusumu esnasinda elde edilecek adenozin trifosfat (ATP) diizeyi
etanol metabolizmasi yoluna bagh olarak degismektedir. Sitozolik ADH ve mitokondriyal
ALDH nin kullanildig1 metabolik yolda, bir sitozolik ve bir mitokondriyal NADH ile en
fazla 5 ATP elde edilebilir. TCA dongiisii ve elektron tasima zinciri (ETZ)’de asetil
KoA’nin oksidasyonu 10 yiiksek enerjili fosfat bagin olusumuna yol acar. Ancak, asetatin
asetil KoA’ya aktivasyonu esnasinda 2 ATP harcandigindan, toplam enerji verimi 13 mol

ATP / mol etanol olur.



CYP2EI tarafindan etanoliin asetaldehide oksidasyonu esnasinda ise 2,5 ATP’ye
esdeger NADPH tiiketildiginden, bu yolla metabolize edilen her mol etanol i¢in net 8§ mol
ATP elde edilmektedir(Lieberman 2014).

1.3. Etanol Metabolizmasinin Toksik Etkileri
Kronik alkol bagimliliginin yaygin ve bazen Olimciil sonuglari ortaya ¢ikan
karaciger hastaliklari; karaciger yaglanmasi, alkol ile indiiklenen hepatitis ve siroz olarak
goriilebilir. Bunlar bir kiside tek basina meydana gelebilirken, kombinasyon halinde de
bulunabilir.

Bununla birlikte, etanol alimi yag asit oksidasyon inhibisyonu ve triagilgliserol
sentezinin uyarilmasi dahilinde karaciger metabolizmasi lizerinde akut etkilere de sahip
olup, karaciger yaglanmasina yol agabilir. Bunun disinda, alkol tiiketimi besinsel duruma
bagl olarak hipoglisemi veya hiperglisemiye neden olabilir ve ketoasidoz ya da laktik
asidoza yol acabilir. Bu etkilerin geri doniisiimlii oldugu diistiniilmektedir (Smith 2004).

Etanol metabolizmasindan iiretilen asetaldehit ve serbest radikaller, alkol kullanimi
ile indiiklenen hepatite yol agabilir, karacigerde enflamasyonu olmast durumunda hiicreler
apoptozis veya nekroza gidebilir. Hepatositlerde diffiiz hasar; fibrozis ile karakteristik
siroza yol acabilir, karacigerin normal yapist ve kan akimi bozulur, karaciger

fonsiyonlarint bozulur ve sonug olarak karaciger yetmezligi gelisebilir (Guyton ve Hall

2011).

1.3.1. Artmis NADH/NAD" Oramindan Kaynaklanan Etanoliin Akut Etkileri
Oral etanol alimmin akut etkilerinin ¢ogu karacigerde artmis NADH/NAD®

oranindan kaynaklanir (Cizim1.6).



Cizim 1. 6. Etanoliin Karaciger lipit metabolizmasi {izerine akut etkileri (Liebermann
2014)

Diisiik diizeylerde etanol alinmasinda, etanol oksidasyon hizi alinan etanol ve
elektron transport zinciri (ETZ)’nde tekrar okside edilen NADH orami tarafindan
diizenlenir. NADH, ADH veya ALDH’1n ¢ok etkin bir inhibitorii degildir ve ATP, ADP ve
ya AMP ile diger feedback diizenleme yoktur. Sonu¢ olarak, sitozol ve mitokondride
iiretilen NADH birikme egiliminde olup, NADH/NAD" oraninin yiiksek diizeylere ¢ikmasi
s6z konusudur (Cizim1.6, halka 1). Serbest radikaller veya asetaldehit mitokondride hasar

olusturur ise NADH/NAD+ oran1 artmaktadir (Smith 2004, Lieberman 2014).

1.3.1.1 Yag Asit Metabolizmasindaki Degisiklikler

Etanol oksidasyonundan meydana gelen yiiksek NADH/NAD" oram yag asitlerinin
oksidasyonunu inhibe edip, karacigerde yag asidi birikimine sebep olur (Cizim1.6, halka 2-
3). Bu yag asitleri gliserol-3-fosfat ile birleserek triacilgliserollere esterlesir. Artmis
NADH/NAD" orani glikoliz bilesiklerinden gliserol-3-p sentezinin artmasmna neden
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olmaktadir. Triagilgliseroller karacigerde VLDL yapisina katilarak birikirler ve daha
sonrada kan dolasimina gegerek alkol ile indiiklenen hiperlipidemiye yol agarlar
(Lieberman 2014).

Birkag¢ kadeh icki hepatik yag birikmesine yol agabilirken, kronik alkol tiiketiminde
karaciger yaglanmasi fazlasiyla artabilir. Endoplazmik retikulumda yag acil KoA
transferazlar tarafindan yag asitlerinin triacilgliserollere yeniden esterefikasyonu artar
(Cizim1.6). Ciinkii transferazlar mikrozomal enzimlerdir, MEOS indiiklenirken bu
enzimler etanol tiiketimiyle indiiklenir. Bunlarin bir sonucu olarak karaciger yaglanir
(hepatik steatozis) (Liberman 2014).

Yag asitlerinin kaynagi besinsel yag, karacigerde sentezlenen yag asitleri ve ya yag
doku depolarindan salinan yag asitleri olabilir. Alkol tiiketimi sonras1 epinefrin salinmasi

dolayisiyla yag doku lipolizi artmaktadir (Smith 2004).

1.3.1.2. Alkol Ile Indiiklenen Ketoasidoz

Okside olan yag asitleri asetil KoA ve sonra keton cisimlerine g¢evrilir. Yeterli
NADH, etanol ve yag asitleri oksidasyonundan {iretildiginden TCA dongiisiinde asetil
KoA oksitlenmesine ihtiya¢ kalmaz. Cok yiiksek NADH/NAD" oran1 TCA dongiisiinde
oksaloasetat (OAA)’1n hepsini malata gonderdigi i¢in sitrat1 sentez edecek olan sitrat
sentetazi ¢alistiracak OAA diizeyleri ¢ok diisiik kalir (Cizim1.6, halka 4). Asetil KoA TCA
dongiisii yerine keton cisimleri sentezi yoluna girer (Smith 2004).

Keton cisimleri yiikksek oranda {iretilmesine ragmen, diger dokularda keton
metabolizmasi tercih edilen asetat yakiti ile kisitlanir. Dolayisiyla keton cisimlerinin kan

derisimi normal aclik haline gore ¢ok daha yiiksek olabilir (Guyton ve Hall 2011).

1.3.1.3. Laktik Asidoz, Hiperiirisemi ve Hipoglisemi

Cok yliksek NADH/NAD+ oranmin diger bir sonucu laktat dehidrogenaz
reaksiyonundaki dengenin laktat yoniine kaymasi olup, laktik asidoz meydana gelir
(Cizim1.6, halka 6). Kan laktat artisi bobrek tarafindan iirik asit atilimini azaltabilir
(Cizim1.6, halka 7). Bundan dolayi, gut hastalarinin asir1 miktarda alkol tiiketmemesi
tavsiye edilir. Piirinlerin artan yikimi da hiperiirisemik duruma katki yapabilir (Smith
2004).

Artmis NADH/NAD" orani alkol tiiketen ag bir kiside hipoglisemiye de yol agabilir
(Ciziml1.6, halka 6-8). Alanin ve laktat glukoneogeneze piruvat seklinde giren baslica
glikoneojenik molekiillerdir. Yiikksek NADH/NAD" orani laktat dehidrogenaz dengesini

laktata kaydirir, bdylece alaninden olusan piruvat laktata g¢evrilir ve glukoneogeneze
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giremez. Yiiksek NADH/NAD" oram1 OAA ve gliserol gibi diger baslica glikoneojenik
onciillerin glukoneojenik yola girmesini de engeller (Lieberman 2014).

Bunlarin aksine bir 6glin yemek ile alkol tiiketimi gegici bir hiperglisemiye yol
acabilir, yilksek NADH/NAD" orani1 olasilikla gliseraldehit-3-P dehidrogenaz basamaginda
glikolizi inhibe edebilir (Smith 2004, Lieberman 2014).

1.3.2. Asetaldehit Toksisitesi

Kronik alkol tiiketiminin toksik etkilerinin birgogu ADH’lar ve MEOS her ikisi ile
etanolden tiretilen asetaldehit birikmesinden kaynaklanir. Asetaldehit karacigerde birikir ve
yiiksek doz alkol tiiketimi sonrasi kan dolasimina salinir. Ayrica asetaldehit bilesigi
oldukg¢a reaktiftir ve “adducts” (katma bilesikleri) olusumu ilgisinde amino gruplara,
stilfiidril gruplara, niikleotidlere ve fosfolipitlere kovalent olarak baglanir. Bu katma
bilesikleri karaciger protein sentezinde bir azalmaya yol agarak, karacigerde artmis serbest
radikal olusumu ve hasari, karaciger sirozuna ve karaciger fonksiyon kaybina yol agar
(Smith 2004).

Alkol kullanimi dozlaria gore; 1 kadeh/giin diisiik doz, 2 kadeh/giin orta doz ve >4
kadeh/giin yiiksek doz kullanim olarak adlandirilmaktadir. Ortalama olarak 10 g alkol
iceren 1 kadeh icki; %5 alkol igeren bira i¢in 355 mL, %12,5 alkol i¢eren sarap ic¢in 150
mL ve alkol oran1 >%40 igkiler i¢in 45 mL’ye tekabiil etmektedir.(Guyton ve Hall 2011).
1.4. Etanoliin Farmakolojik Etkileri

Etanol doza bagl olarak basta santral sinir sistemi (SSS) olmak {izere bir¢ok organ
ve doku sistemi iizerine etki yapar.

Santral Sinir Sistemi: Etanol SSS iizerinde yaygin depresyon yapar. Ufak dozda sedasyon
ve Ofori olusturur. Disinhibisyona bagli olarak davranigsal eksitasyona neden olur. Alkol,
kognitif yeteneklerde azalma yapar, beceri isteyen islerde hata oranini artirir. Serebellar
fonksiyonu bozar (Mukherjee 2013).

Kardiyovaskiiler Sistem: Etanol, cilt damar yataginda vazodilatasyon yapar, periferik
damar rezistansini diisiiriir, ciltte kizarma yapar, terlemeyi ve ciltten 1s1 kaybini artirir.
Ufak veya asir1 dozda kalp atis hizin1 azaltabilir. Orta miktarda alindiginda kan basincinin
diismesine bagli olarak gelisen refleks sempatik uyari, kalp hizini ve atis hacmini artirabilir
(Fernadez-Sola 2015).

Solunum Sistemi: Ufak ve orta dozdaki alkol, solunum merkezini stimiile eder ve

solunumu hizlandirir. Asir1 dozda alkol ise solunumu deprese eder (Guyton ve Hall 2011).
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Gastrointestinal Sistem: Etanol midede gastrin ve hidroklorik asit salgisini artirir. Asirt
dozda alkol bulant1 ve kusmaya neden olur (Rocco ve dig. 2014).

Diger etkileri: Alkol, hipofiz arka lobundan antidiiiretik hormon salgilanmasini inhibe
ederek ditiretik etki yapar. Oksitosin salgilanmasini inhibe ederek oksitosinin uterus kasi
tizerindeki biizlicii etkisini azaltir. Adrenal medulladan adrenalin ve noradrenalin
salgilanmasini artirir. Yiiksek dozda ACTH ve kortikosteroid salgilanmasini stimiile eder.

Erkeklerde plazma testosteron diizeyini azaltir (Kayaalp 1998, Fleming ve dig. 2001).

1.4.1.Etanol Intoksikasyonu

Kisisel farkliliklar ve etanol alim hizina baglh olarak intoksikasyon belirtileri
degismektedir. Hafif belirtiler ¢ogu insanda 500 mg/L. de ortaya cikarken, psikomotor
bozukluklar ise 1000-1500 mg/L arasinda olusur. Derin intoksikasyon, anestezi ve koma
ise 2500 mg/L ve iizerinde goriiliir. Oliim, solunum depresyonuna bagl olarak 5000 mg/L
ve lizerinde ortaya c¢ikar (Kayaalp 1998).

Barbitiiratlar ve diger sedatifler, benzodiazepinler (BZD), fenotiazinler, opioidler,
cogu antidepresan ve birgok Oksiirik ve soguk alginhigi ilaglar1 alkolle beraber

kullanildiginda etkileri potansiyalize olur (Kayaalp 1998, Kalant ve Khanna 1998).

1.4.2. Akut Intoksikasyonun Tedavisi

Tedavi, etanoliin viicuttan atilimin1 hizlandirmak veya etkilerini 6nlemek amaciyla
yapilir.  Metabolik  uzaklastirma ¢ok hizlandirilmazken, hemodiyaliz, d&liimle
sonuglanabilecek acil durumlarda etanoliin etkilerini ortadan kaldirmak igin tercih
edilmektedir. Farmakolojik olarak ciddi olmayan intoksikasyonlarda etanoliin etkilerini
geri cevirmeye calisilmaz. Cok fazla etkili olmamakla birlikte derin koma gibi ciddi

intoksikasyonlarda SSS stimiilanlari siklikla kullanilirlar (Kalant ve Khanna 1998).

1.4.3. Tolerans ve Fiziksel Bagimhilik

Stirekli alkol tliketimi tolerans gelismesine neden olmakta ve siire¢ igcerisinde ayni
etki i¢in daha fazla miktarda alkol tiiketmek gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir. Bu, hem
metabolik tolerans sonucu karacigerde hizli oksidasyon olmasi hem de sinir sisteminde
fonksiyonel toleransin gelismesinin bir yansimasidir. Fonksiyonel tolerans SSS
duyarliliginda meydana gelen gergek bir degisimdir. Tolerans gelismis bireylerde gastrik
bosalmadaki gecikme daha az goriildiigii i¢in absorpsiyon daha hizlidir. Buna karsin,
etanoliin dagiliminda bir degisiklik olmaz (Kayaalp 1998, Fleming v e dig. 2001).

Deneysel caligmalarda, sadece etanoliin kendisinin degil, genetik faktorlerin, ¢cevresel

ve kisisel faktorlerin, etanole benzer etki gosteren ilaglarin da etanole karsi tolerans
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gelismesinin hiz ve derecesini etkiledigi gosterilmigstir. Toleransin altinda yatan ndronal
mekanizmalar serotonin, glutamat, asetilkolin, vazopresin, dopamin, GABA reseptorleri,
Ozellikle septum ve hipokampustaki 6grenme ve bellekle ilgili yolaklardir. Gelisen
tolerans, fiziksel bagimliliga paralel olarak ortaya ¢ikar. Fiziksel bagimlilik, etanol
alimmin azalmasi veya kesildigi durumlarda yoksunluk sendromu seklinde ifade edilen

fizyolojik bir hastaliktir (Kalant ve Khanna 1998, Fleming v e dig. 2001).

1.4.4. Yoksunluk Sendromu

Etanoliin beynin c¢esitli bolgelerinde ndronal eksitabiliteyi ve spontan aktiviteyi
deprese etmesinden itibaren etanoliin etkilerini dengelemeye yonelik adaptasyonlar gelisir.
Alkol alim siiresince bu etkiye tolerans vardir. Alkol yoksunlugu durumunda hiperaktivite
ortaya ¢ikar. Bunun siddeti ve siiresi alkol alimimin siddeti ve siiresine baglidir. Alkoliin
tek bir toksik dozunda ya da bir gecelik i¢ki ile meydana getirdigi fizyolojik degisiklikler
de ndronal hipereksitabilitenin bir derecesidir. Kronik olarak birka¢ hafta veya ay alkol
alim1 sonrasinda alkol aniden kesilirse veya alkol alimi azaltilirsa yoksunluk reaksiyonu
olusabilir. Yoksunluktan 2-3 giin sonra farkli semptomlarla gézlenen bir agama goriiliir.
Belirtileri; deliryumla beraber hiperaktivite, haliisinasyon, ates, hipertermi, asir1
vazodilatasyon ve siddetli tasikardidir. Bu basamakta tedaviye ragmen bazen Olim
goriilebilir. Uzun stireli intoksikasyon ve erken yoksunluk sirasinda rebound olarak -
adrenerjik reseptor hipersensitivitesi meydana gelebilir (Kalant ve Khanna 1998, Fleming v
e dig. 2001).

Yoksunluk sendromunun tedavisi yoksunlugun siddetine baglidir. Ciddi vakalarda
“klordiazepoksit” ve “diazepam” gibi uzun siireli benzodiazepinler irritabiliteyi, tremor ve
uykusuzlugu azaltmada etkilidir. Semptomlar adrenoreseptdr agonisti “klonidin” tarafindan
hafifletilebilir. Fenotiazinler konviilsiyonlar1 engelleyemez ve riski artirir bu ylizden bazi
durumlarda  antikonviilsanlar ~ gerekebilir.  Antikonviilsan  benzodiazepinlerden
“karbamazepin” bu durumlarda etkili olabilir (Kalant ve Khanna 1998, Fleming v e dig.
2001).

1.5. Etanol ve Santral Sinir Sistemi

Etanoliin farmakolojik etkilerinden biiyiik oranda SSS ndronlar ile etkilesmesi
sorumludur. Yeterince yliksek konsantrasyondaki etanol, SSS’deki tiim dokulari ve
hiicreleri birbirinden farkli derecelerde etkiler. Diisiik konsantrasyonlarda etanol,
hipokampus, hipotalamus ve ¢ikan retikular formasyon gibi 6n beyin i¢in 6nemli uyarilma

mekanizmalarini tetikler. Diislik doz etanoliin (10-20 g) ilk etkisi santral orijinli yiizeyel
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vazodilatasyondur. Bu olay preoptik alan ve anterior hipotalamustaki termoregiilator
merkezlerin fonksiyonlarmin bozulmasi ile ilgilidir. Daha sonra deri kizarir, 1sinir ve
terleme ile deriden 1s1 kaybi artar. Vazodilatasyon periferik arteriyal rezistansin diigmesine
ve tasikardiye neden olur. Etanoliin hipotalamik etkilerinin sonucu olarak da hidroklorik
asidin gastrik sekresyonu ile birlikte gastrointestinal motilite artar. Diisiik doz etanol,
bireylerde genellikle relaksasyon ve hafif sedasyon yapar. Eger etanol yavasca intravendz
infiizyon seklinde verilirse, total dozun siirekli artmasi, sedasyon ve uyku artis1 ile
sonuclanir ve en son olarak anestezi ve koma olusur. Diisiik doz etanol entellektiicl
yetenekleri bozmaz. Yiiksek dozlarda entellektiiel yeteneklerin bozulmasinin yani sira
mental fonksiyonlarin bozulmasi, karar vermede eksiklik, risk almada artis ve konflizyon
goriilebilir (Kalant ve Khanna 1998).

Kronik etanol tiikketimi biitiin beyin sistemlerinde olmasa da c¢ogu yapinin
fonksiyonunu ve morfolojisini degistirir. Etanol, hayvanlarda ve insanlarda diensefalon ve
medial temporal lob yapilarinda, bazal 6n beyin, frontal korteks, serebellum morfolojisi ve
fonksiyonlarinda belirgin degisiklikler meydana getirir. Ornegin etanoliin kognitif siirecte
meydana getirdigi bozukluklar, mezensefalik ve kortikal yapilarin fonksiyonlarindaki
noropatolojik degisikliklerle iliskilidir (Fadda ve Rosetti 1998).

Etanoliin santral etkilerinden tek bir sistemin sorumlu olmadigi, tersine santral sinir
sisteminde bircok hedefi etkiledigi kesin olarak bilinmektedir. Bazi ndrotransmiter
sistemlerdeki selektif farmakolojik uygulamalarin etanol alimini ve etanol yoksunluk
sendromu siddetini azalttig1 bildirilmistir (Nevo ve Hamon 1995).

Norokimyasal olarak orta diizeyde tiiketilen etanolin GABAerjik, serotonerjik,
dopaminerjik, kolinerjik ve opiaterjik noronal sistemleri selektif olarak etkiledigi

bildirilmektedir (Eckardt ve dig. 1998).

1.5.1. Gama-aminobiitirik asid (GABA)

GABA beynin ana inhibitér ndéromediyatoriidiir. GABA saliveren (GABAerjik)
noronlar beyinin ve daha az olarak omuriligin her tarafina yayilmistir. Postsinaptik
membranda GABAA reseptorleri, ayn1 molekiiler kompleks i¢inde bulunan kloriir kanallar
ile kenetlenmis durumdadir (Kayaalp 1998). Normalde GABA membran eksitabilitesini
azaltarak, klor iyonunun hiicre igine girigini ve akson terminalinden disar1 ¢ikisini artirir.
Diisiik doz etanoliin GABA- benzodiazepin reseptdr/klor kanal kompleksinin etkilerini
artirdigi bildirilmistir. Etanoliin meydana getirdigi bu artis yliksek konsantrasyonlarda daha

belirgindir ve etanol intoksikasyonunun davranigsal ve psikolojik bir¢ok belirtisini ortadan
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kaldirabilen BZD parsiyel invers agonisti (R0o15-4513) tarafindan onlenebilir (Kalant ve
Khanna 1998).

GABAerjik ve glutamaterjik sistemlerin noroadaptasyonlar1 akut ve kronik etanoliin
etkilerinde 6nemli rol oynamaktadir. Kronik alkol alimi, GABAerjik fonksiyonlarin
azalmasi ve glutamaterjik fonksiyonlarin artmasi ile iligkili olarak etanol toleransina ve
bagimliligina onciilik eder. Kronik etanolin GABA ve glutamat transportunda yaptigi
adaptasyonu incelemek icin yapilan bir ¢alismada, serebral kortekste kontrol grubuna gore
fark gozlenmezken, hipokampus ve hipotalamus’ta bazi tasiyicilarin seviyelerinde artma
gozlenmistir. Ayrica serebral kortekste GABA re-uptake hizinda azalma oldugu
bildirilmigtir (Devaud 2001). Bir baska calismada akut etanol aliminin ve ekzojen GABA
uygulamasinin hepatik GABA-transport proteinin mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Bundan yola c¢ikarak GABAerjik aktivitedeki artmanin, akut etanol
kullanimimin sonucu olarak GABA transport sisteminin transkripsiyon asamasindaki
degisikliklerden meydana geldigi ileri stiriilmiistiir (Gong ve dig. 1999).

Davranis c¢alismalari, GABAmimetik ilaglarin etanoliin sedatif ve koordinasyon
bozuklugu olusturan etkilerini potansiyelize ederken, buna karsin GABA antagonistleri ve
invers agonistlerinin bu etkileri hafiflettigini gostermistir (Alan ve Harris 1987). Ro15-
4513, yiiksek dozda etanoliin spontan lokomotor aktivite iizerindeki depresan etkisini,
diisiik dozdaki stimiilan etkisine dokunmadan bloke eder (Becker 1988). Ayrica GABAA
reseptorleri ve guanin niikleotid baglayicit proteinle birlesmis GABAg reseptorleri de
etanoliin GABAerjik sistemin aracilik ettigi santral etkilerine katkida bulunmaktadirlar. Bu
sonuglar GABAA reseptdr kompleksinin etanoliin santral etkisinde 6nemli role sahip
oldugunu gostermektedir (Nevo ve Hamon 1995).

Biyokimyasal ve elektrofizyolojik ¢alismalarda akut etanol intoksikasyonu sirasinda
fare ve sigan beyinlerinde diisiik afiniteli GABAA reseptor dansitesinde artma oldugu
bulunmustur (Ticku ve Burch 1980).

Alkolik withdrawal syndrome prone (WSP) ve withdrawal syndrome resistant
(WSR) farelerde yapilan bir ¢alismada kronik etanol uygulamasi ile her iki tiirde de y3
mRNA’nin arttigini, al mRNA’nin WSP farelerde azalirken, WSR farelerde bu etkinin
goriilmedigini, a6 mRNA’nin ise WSR tipi farelerde azalirken, WSP tipi farelerde ise
azalmadigin1 gostermislerdir (Buck ve dig. 199). Buna karsilik, bes giinden fazla siirekli
etanol inhale ettirilen farelerde mRNA’nin 1 alt tiplerinde belirgin bir artis bulmuslardir,
ama bu artig etanol inhalasyonunun kesilmesinden sekiz saat sonra tekrar normal

seviyesine donmiistlir. Son yillarda yapilan bir calismada GABAerjik noroaktif steroidlerin
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GABAA reseptor duyarlilifinda artigla beraber etanole bagli davranis degisikliklerinde
onemli rolii oldugu gosterilmis ve bunun alkolizme karsi yeni tedavi yontemleri
gelistirmede 6nemli bir sonug¢ oldugu bildirilmistir (Hirouchi ve dig. 1993, Morrow ve dig.
2001). Insan genetik calismalar1 bazi GABA(A) alt birimi genlerinin alkol bagimlilig
olusmasinda 6nemli role sahip oldugunu ileri siirmektedir (Loh ve Ball 2000).

Sonug olarak etanoliin, santral GABAerjik norotransmisyon iizerindeki etkileri kabul
edilmekle birlikte bunun mekanizmasin1 tamamen agiklamak zordur. Yiiksek doz akut
etanoliin genellikle GABAerjik transmisyonu kolaylastirdigi, buna karsin kronik etanoliin
ise bunun zitt1 etki olusturdugu goézlenmistir. Ancak kronik etanol uygulanmasiyla iligkili
olarak gelisen tolerans/bagimlilik fenomenine GABAerjik sistemdeki uzun siireli

degisikliklerin katkida bulunup bulunmadigi hala tartismalidir (Nevo ve Hamon 1995).

1.5.2. Glutamat

Glutamat, beyindeki major eksitatdr ndrotransmiterdir ve glutamat reseptorlerinin
NMDA, AMPA, kainat, L-AP4 olmak tizere dort alt tipi vardir. NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu, reseptore bagli katyon kanallarin1 agar, boylece sodyum ve kalsiyum
katyonlarmin, néron i¢ine girmesini saglar. Bu katyonlarin girisi 6grenme ve bellek
proseslerini etkiler, ama en Onemli etkileri epileptik krizlere ve noéronal 6liime neden
olmalandir (Kayaalp 1998, Kalant ve Khanna 1998). Glutamat ile asir1 noronal
stimiilasyona bagli olarak olusan ndron dejenerasyonuna eksitotoksisite denir. Ozellikle
kainat alt tipi olmak iizere non-NMDA reseptorlerinin aktivasyonu bu nodrotoksisiteye
katkida bulunur. NMDA reseptorlerin stimiilasyonu ile intraselliiler kalsiyum katyonunda
asir1 bir artis olur ve bu olayin ndronal 6liim ile sonuglanan ndrotoksik siirecte anahtar
gorevi gordiigli diistiniilmektedir. Kronik etanol tiikketiminin de sicanlarda dendiritik
hipertrofi, hipokampusta ve serebellumda néronal kayipla birlikte gbzlenen norotoksisitede
rol oynadig1 bildirilmistir. Ayrica insanlarda serebellar purkinje hiicrelerinde dejenerasyon,
difiiz kortikal ve serebral atrofi ile ndron sayisinda ve biiyiikliigiinde belirgin bir azalma
gbzlenmistir (Nevo ve Hamon 1995).

Etanol kullaniminin glutamaterjik sistem iizerine etkileri literatiirde yogun olarak
arastirilmistir. Akut etanol uygulamasi (20 mM ya da daha yiiksek konsantrasyonlarda)
glutamat reseptorlerinin NMDA alt tipinde doza bagimli bir inhibisyona neden olur. Etanol
intoksikasyonu sirasindaki 6grenme ve bellekteki bozukluklart NMDA reseptorlerinin
inhibisyonu agiklayabilir (Kalant ve Khanna 1998). Calismalar bu reseptorlerin etanoliin

neden oldugu akut kognitif bozukluklara ya da hamilelik sirasinda etanoliin zararh
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etkilerine katkida bulunabilecegini gdostermektedir (Hoffman ve Tobakoff 1994). Kronik
etanol uygulamast NMDA reseptorlerinin sayisim artirir (Hu ve dig. 1996, Kumari ve
Ticku 1998, Hu ve Ticku 1995). Bu up-regiilasyon noronal hipereksitasyonla sonuglanir ve
etanoliin noronal depresan etkilerine karsi olusan toleransa ve etanol yoksunlugunun major
belirtilerine (tremor, asir1 tendon refleksleri ve krizler gibi) katkida bulunur (Kalant ve
Khanna 1998). Kronik olarak etanol uygulanmis hayvanlarin beyinleri veya hiicre
kiltiirlerinde adaptif NMDA reseptor up-regiilasyonu oldugu gosterilmistir. Yoksunluk
krizleri NMDA reseptor antagonistleri ile hafifletilebildiginden dolayi, bu up-regiilasyonun
etanoliin yoksunluk sendromuna katkida bulundugu disiiniilmektedir (Hoffman ve
Tobakoff 1994).

Yeterli kan alkol diizeyi olusturulmus insanlarda akut etanoliin, NMDA reseptor
agonistlerin etkisini selektif olarak inhibe ettigi elektrofizyolojik tekniklerle gdsterilmistir.
Ayrica, in-vivo mikrodiyaliz ¢aligmalar1 2 g/kg etanol uygulamasindan sonra striatumda
ekstraseliiler glutamat konsantrasyonunun azaldigini ayni zamanda NMDA’nin lokal
uygulamasinin meydana getirdigi striatal glutamat saliniminin etanol tarafindan inhibe
edildigini gostermektedir (Kalant ve Khanna 1998). Bazi ¢alismalarda uzun siireli
potansiyalizasyon (LTP) gibi sinaptik plastisite ile ilgili olaylarda NMDA reseptorlerinin
roliiniin oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte hipokampusta etanoliin LTP’yi inhibe
etmesi, etanoliin NMDA aracili sinaptik asirim tizerinde yaptig1 negatif etkisiyle iligkilidir.
Ayrica akut, kronik, prenatal etanol uygulamasinin 6grenme ve hatirlama iizerindeki
olumsuz etkilerinde LTP ile bellek arasindaki muhtemel iligkinin rolii oldugu

diistiniilmektedir (Nevo ve Hamon 1995).

1.5.3. Dopamin

SSS’de noradrenalin gibi yaygin olarak bulunan bir katekolamindir. Dopamin,
dopaminerjik sinir uclarinda, noradrenerjik sinir ucglarindaki noradrenalin prekiirsorii
dopamin gibi sentez edilir. Dopaminerjik uglarda dopamin- hidroksilaz enzimi bulunmaz
ve sentez zinciri dopaminde sonlanir (Kayaalp 1998).

Sican beyninin belirli bdlgelerine yerlestirilen elektrodlarla yapilan elektriksel
uyarilar hayvanda “ddiillendirme” (rewarding) veya baska bir deyisle “pozitif pekistiri”
(possitive reinforcement) yapabilir; elektrod yerlestirilmis hayvana pedala basmak
suretiyle self-stimiilasyon yapma olanag1 verilirse, hayvan kendi beynini uyarir ve
keyiflenebilir. Insan beynindeki 6diillendirme noktalarina uyan yerlerin (6rnegin septal

bolge ve n. caudatus) elektriksel uyarilmasinin keyif verici etkisinin oldugu saptanmistir.
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Stimiilasyonla olusan 6diillendirmede, dopaminerjik ve kolinerjik sistemlerle birlikte tam
olarak aydinlatilamamis bir¢ok sistemin rol aldig1 saptanmistir (Kayaalp 1998).

Birgok ¢alisma siganlarin alkolii tiiketme isteklerinin de etanoliin santral pekistirici
etkisinden dolayr oldugunu gostermektedir. Dopaminerjik sistemin antagonize
edilmesinin odiillendirmeyi azalttig1 ve kokainle amfetaminin pozitif pekistirici etkisini
bloke ettigi bilinmektedir. Cesitli beyin bolgelerinde diisiik doz etanoliin dopamin
turnover’in1 ve salinimini artirdigl, buna karsin nucleus accumbens ve striatumda etanol
yoksunlugu sirasinda dopamin saliniminin azaldigr bildirilmistir. Elektrofizyolojik
calismalar diisiik doz akut etanoliin, substantia nigra ve ventral tegmental alanlarda
dopamin ndronlarini tetikleme hizini artirdigini gostermistir (Nevo ve Hamon 1995).

Etanol uygulamasindan sonra gelisen dopaminerjik sistemin duyarliligi biiyiik
olasilikla katyon akisindaki degisikliklere baghidir. Bu degisimler tolerans gelismesinde ve
yoksunluk sendromunda 6nemli rol oynayabilir. Cilinkii etanoliin sodyum ve kalsiyum
katyon akislar1 ve asetilkolin salinimi {izerine inhibitdr etkisi oldugu bilinmektedir (Kalant

ve Khanna 1998, Fleming ve dig 2001).

1.5.4. Norepinefrin (Noradrenalin)

SSS’de noradrenerjik néronlarin biiyiik bir kisminin somalar1 locus coeruleus (LC)’ta
toplanmistir (Kayaalp 1998). Noradrenalin ve dopamin sistemlerinin etanol alimindaki rolii
incelenirken her iki parametre beraber degerlendirilmelidir. Dopamin, santral aracili etanol
odiillenmesinden sorumlu en Onemli norotransmiter olsa da, LC’ta noradrenerjik
aktivitenin inhibisyonu da bu olayda rol oynar. Bu etki dopamin néronlarinin noradrenerjik
inhibisyon sirasinda saliverilmesi ile baglantili olabilir (Nevo ve Hamon 1995).

Bircok calisma norepinefrin turnover’inin etanol uygulamasindan sonra arttigini
gostermistir. Uzun siire etanol uygulamasi, hipokampiistan katekolamin salinimini
artirirken, serebellar kortekse lokal etanol uygulamasi, norepinefrin uptake’ini inhibe
etmektedir (Huttunen 1991, Link ve dig. 1993). Akut etanol uygulamasinin norepinefrin
tizerinde bifazik etki olusturdugunu ve diisiik dozun (0.2 g/kg) norepinefrin’in hiicre digina
akisim1  artirirken, yliksek dozun (2g/kg) norepinefrin salinimini inhibe ettigini

gostermislerdir (Rosetti ve dig 1992).

1.5.5. Serotonin
Serotonin, (5-hidroksitriptamin, 5-HT), beyindeki nérotransmiter ve néromodiilatér

gorevi iizerine birgok calisma yapilmig bir monoamindir (Kayaalp 1998).
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Ik olarak 1975’lerde etanoliin etkisine tolerans gelismesinde serotonerjik
norotransmisyonun rolii olduguna dair kanitlar elde edilmistir. Serebral 5-HT
konsantrasyonun azalmasina neden olan farmakolojik manipulasyonlar, hayvanlarda etanol
alimin1 artirmakta, 5-HT salimimimi veya turnover’ini artirmak ise, etanol aliniminda
azalmaya neden olmaktadir. Serotonerjik ndrotransmisyonu artiran, 5-HT prekiirsorleri 5-
hidroksitriptofan ve triptofan, 5-HT reuptake inhibitorleri, 5-HT salivericiler ve spesifik 5-
HT reseptor antagonistlerinin hem insanda hem de laboratuvar hayvanlarinda etanol
tilketimini azalttig1 bildirilmistir. Hayvan c¢alismalarinin sonuglar1 klinik bulgularla
desteklenmektedir. Alkolik hastalarda 5-HT sisteminin fonksiyonlarinda azalma oldugu
bulunmustur. Gergekten de serotonerjik transmisyonu aktive eden ilaglar etanol
tiiketiminde azalma saglayabilecek terapdtik degere sahiptir. Saglikli goniilliilerde etanol
tilketiminden sonra serebrospinal sivida triptofan diizeyi diiser, alkol alimi kesilmis
hastalarda ise serebrospinal sivida bazal triptofan diizeyleri ve diisik olan 5
hidroksiindolasetik asit diizeyleri artar, bu da etanol intoksikasyonu sirasinda 5-HT
sentezinde bir artig oldugunu gosterir (Nevo ve Hamon 1995).

Dopamin ve serotonin arasindaki etkilesme Ozellikle etanoliin santral etkilerini
aciklamak i¢in dnemlidir. In vivo mikrodiyaliz ¢alismalar1 sirasinda, nucleus accumbens’e
lokal veya i.p etanol uygulamasi, dopamin ve serotonin salinimini tetikler, sonugta frontal
korteks’ten 5-HT salinir. Ventral tegmental alana 5-HT mikroinjeksiyonu veya eksitator
ajanlarin dorsal raphe nucleus’a direkt uygulanmast nucleus accumbens’de dopamin
salmmmin artirir (Guan ve McBride 1989 ve Yoshimoto ve McBride 1992). 5-HT3
antagonistlerinin sistemik veya lokal olarak mikrodializ ile uygulanmasi etanoliin nucleus
accumbens’den dopamin salinimi iizerindeki stimiile edici etkilerini hafifletir (Nevo ve

Hamon 1995).

1.5.6. Asetilkolin

Asetilkolin; kolinerjik sinir uglarinda reversibl reaksiyon sonucu kolin ile
asetilkoenzim A’dan alan aktif asetil radikalinin kolin asetiltransferazin katkis1 sonucu
birlestirilmesi suretiyle sentezlenir. SSS’de asetilkolin yaygin olarak bulunan bir
norotransmiterdir (Kayaalp 1998).

Kronik etanol aliminin 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda bozukluk yaptigi
azalmada asetilkolinin rolii arastirilmistir. Irreversibl bellek kaybi, konusma bozuklugu ve

disoriyantasyonla karakterize Korsakoff sendromlu kronik alkol bagimlis1 kisilerde nucleus
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bazalis’teki kolinerjik noronlarda kayip belirlenmistir (Arendt ve dig. 1983). Hayvanlarda
yapilan bir ¢aligmada, 12 hafta etanol alimindan sonra kolinerjik néronlarda harabiyet
gozlemislerdir. Ayrica bazi beyin bdlgelerinde 12 hafta sonunda asetilkolin diizeyinde,
asetilkolin transferaz ve asetilkolin yikan asetilkolinesteraz etkinliginde azalma tespit
etmiglerdir (Arendt ve dig. 1988). Diger bir calismada ise, 28 hafta etanol alan siganlarda
beynin ¢esitli bolgelerinde asetilkolin transferaz ve asetilkolinesteraz aktivitesi ile
asetilkolin diizeyi diisiik bulunmustur, buna bagli olarak da asetilkolin sentez ve salinimi
ile kolin uptake’i azalmistir (Arendt ve dig. 1989).
1.6. Norotrofik Faktorler

Norotrofin kelimesi sinir hiicresi “noron” ve beslenme anlamima gelen “trophe”
kelimelerinin birlesimidir. Norotrofin, ndronlarin sag kalimini, biiyiimesini, cogalmasini ve
fonksiyonlarini etkileyen, sinapslarin stabilizasyonunu saglayan, sinaptik fonksiyonu ve
sinaptik plastisiteyi kontrol eden, akson ve dendrit dallanmalarini diizenleyen dimerik
polipeptid yapili bliylime faktor ailesidir (Yano ve Chao 2000). Norotrofinler, 6zellikle
SSS olmak tizere periferal sinir sistemi néronlar1 ve periferal dokularda non-noéronal birgok
hiicre tipinden sentezlenmektedir (Vega ve dig. 2003). Norotrofinler, 30-35 kDa prekiirsor
pre-pro-proteinlerden ya da prondrotrofinler seklinde sentezlenir. Prondrotrofinler furin
gibi prohormon konvertaz enzimler araciligr ile olgun noérotrofinlere doniisiir. Boylece
yaklasik 250 amino asit sekansli prekiirsor norotrofinlerden, 118-120 amino asit sekansh
norotrofinlerin  olgun formlar1 sekillenir. Pronérotrofinler, olgun ndrotrofinlerle
kiyaslandiginda baglanma 6zellikleri ve belirgin biyolojik aktiviteleri degismistir (Longo
ve Massa 2013, Yano ve Chao 2000). Prondrotrofinlerin ve olgun norotrofinlerin baglanma
ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri Cizim 1.7.’de gosterilmektedir. Norotrofinler, 6zellikle
korunmus dimer ara yiizleri, alt1 sistein rezidiilerin varligi, disiilfit baglar1 ve aminosit
dizilimleri bakimindan yapisal ve biyolojik olarak birbirlerine benzerdir (Huang ve
Reichardt 2001, Prakash ve dig. 2010). Norotrofin ailesinin prototipi olarak kabul edilen
sinir biiyiime faktoriiniin 1950’11 yillarda tanimlanmasi ile birlikte norotrofinler ile ilgili
bilimsel ¢aligmalar hiz kazanmig olup takip eden yillarda ndrotrofin ailesinin diger iiyeleri
de tanimlanmistir (Hohn ve ark 1990, Huang ve Reichardt 2001, Levi-Montalcini ve
Hamburger 1951, Levi-Montalcini ve Angeletti 1968). Norotrofinler; sinir biiyiime faktorii
(NGF, nerve growth factor), beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF, brain-derived
neurotrophic factor), noérotrofin-3 (NT-3, neurotrophin-3), nérotrofin-4/5 (NT-4/5,
neurotrophin-4/5), norotrofin-6 (NT-6, neurotrophin-6 ) ve norotrofin-7 (NT-7,

neurotrophin-7) olmak tizere alt1 alt sinifa ayrilirlar (Hallbook 1999, Nilsson ve dig. 1998).
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Insanlarda ve rat, domuz, kus, balik, kurbaga, yilan gibi hayvanlarda ¢ogunlukla NGF,
BDNF, NT-3 ve NT-4/5 sentezlenmektedir. NT-6 ve NT-7’nin balik hiicrelerinden
eksprese oldugu rapor edilmistir (Lai ve dig. 1998, Li ve dig. 1997, Nilsson ve dig. 1998).

Olgun norofrofin,

Pro-norotrofin

Endosstorda
Degradasyonda
artiy

|

|
lJnrrv' Ol Sapkalun |
Akson ve Dennit Geliginu

Cizim 1. 7. Pronoérotrofinlerin ve olgun ndrotrofinlerin baglanma o6zellikleri ve biyolojik

aktiviteleri (Longo ve Massa 2013).

Norotrofinler etkilerini, yiiksek baglanma egiliminde olduklar tirozin kinaz reseptor
(Trk) ve daha diisiik baglanma egiliminde olduklari pan-ndrotrofik reseptor (p75SNTR)
aracilig1 ile gosterirler. p7SNTR, ilk izole edilen ndrotrofin reseptdr olup, timdr nekrozis
faktor reseptor ailesine ait, glikoprotein yapisinda, 75 kDa agirligindadir. Spesifik etkili
tirozin kinaz reseptoriin, TrkA, TrkB ve TrkC olmak iizere {i¢ tipi vardir (Cizim 1.8)
(Hallbook 1999, Kaplan ve Miller 1997, Yano ve Chao 2000). p75NTR sinyalizasyonu,
Trk reseptorlerinin sinir hiicreleri yasam ve gelisimi ile ilgili biyolojik aktivitelerinde ve
ozellikle apoptozun programlanmasina, baslatilmasina ve yiiriitiilmesine aracilik eder

(Roux ve dig. 1999, Dechant ve Barde 2002).
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Cizim 1. 8. Norotrofin-reseptor etkilesmeleri (Reichardt 2006).

Norotrofin sentezindeki yetersizligin ya da bozuklugun noérodejeneratif hastaliklara
yatkinlig1 artirabilecegine dair goriisler mevcuttur. Norodejeneratif hastaliklarin tedavi

edilmesinde norotrofinler kullanim alani bulmaktadir (Manni ve dig. 2013, Yoo ve dig.
2003).

1.6.1. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

BDNF, cogunlukla SSS noronlarinda sentezlenen bir nérotrofik faktordiir (Patterson
ve dig. 1996). BDNF’nin SSS’de NGF’den daha ¢ok miktarda eksprese edildigi ve yaygin
bir dagilim gosterdigi bilinmektedir (Wetmore ve dig. 1991). BDNF ekspresyonunun, fotal
gelisim sirasinda diisik seviyelerde oldugu, dogum sonrasinda arttifi ve eriskinlerde
azaldig1 ortaya konulmustur (Maisonpierre ve dig. 1990).

BDNF, 13.5 kDa olup hiicre dis1 boslukta yapisal olarak NGF ile iligkili bir dimerik
pre-pro BDNF protein seklinde sentezlenir (Wetmore ve dig. 1991). Endoplazmik
retikulum ve golgi aygitinda prokonvertaz enzimlerin katalizorliigiinde olgun peptid
formuna dontstiiriiliir. Matriks metalloproteinazlar (MMPS) ve plazminin katalizledigi
enzimatik reaksiyonlar ile pro formundan olgun formu olusur (Mowla ve dig. 2001).

BDNF gen kodlar1 baliklarda, amfibilerde, siirlingenlerde ve memelilerde
bulunmustur. Insan BDNF olgun form sekans1 domuz, fare ve rat BDNF’si ile homologdur

(Isackson ve dig. 1991, Murer ve dig. 2001).
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BDNF ekspresyonu korteks, serebellum, amigdala ve cesitli hipotalamik
cekirdeklerde ve adrenerjik beyin sap1 ¢ekirdeklerinde bildirilmistir (Fawcett ve dig. 1997,
Hofer ve dig. 1990). Gliyal hiicrelerde (Murer ve dig. 2001), schwann hiicrelerinde
(Acheson ve dig. 1991), astrogliyalarda (Rudge ve dig. 1992) ve mikrogliya hiicrelerinde
(Elkabes ve dig. 1996) BDNF mRNA ekspresyonu rapor edilmistir (Murer ve dig. 2001).
BDNF’nin SSS’de ndron harici hiicrelerden, periferde vaskiiler endotel hiicrelerinden,
lenfositlerden, trombositlerden lokositlerden, monositlerden, T ve B hiicrelerden
sentezlendigi belirlenmistir (Kerschensteiner ve dig. 1999, Yamamoto ve Gurney 1990).
Akciger dokusunda, kalpte, biiyiik damarlarda, dalakta, diiz kas hiicrelerinde, bobrek,
mesane ve viseral epitelyal hiicrelerinde de BDNF mRNA ekspresyonu rapor edilmistir
(Lommatzsch ve dig. 1999, Timmusk ve dig. 1993b, Yamamoto ve dig. 1996).
Dolasimdaki BDNF’nin ¢ogunlukla trombositlerde depo edildigi ve buna bagli olarak
serum BDNF diizeyinin plazmadaki diizeyinden 100 kat daha fazla oldugu ortaya
konulmustur (Lommatzsch ve dig. 2005, Yamamoto ve Gurney 1990).

BDNF’nin yiiksek affiniteli reseptorii TrkB, diistik affiniteli reseptorii p7SNTR’dir
(Chao 1994, Tapia-Arancibia ve dig. 2004). BDNF reseptoriine baglandiktan sonra
fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI-3 K), fosfolipaz C gamma (PLCy) ve hiicre dis1 sinyal
diizenleyici kinaz %2 (ERK, %), sinyal yolaklarindan bir veya daha fazlasini aktive eder
(Bekinschtein ve dig. 2008). BDNF-TrkB reseptér kompleksi, Ras/MAPK ve PI-3
kinaz/Akt yolaklarin1 kapsayan bir dizi biliylime ve sagkalimi saglayan hiicre i¢i sinyal

yolaklarinin uyarilmasinda rol alir (Cizim 1.9).
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Cizim 1. 9. BDNF’ nin etki mekanizmasi (Woo ve Lu 2009).

BDNF’nin baglica fonksiyonu hipokampal ve kortikal noronlarin, kolinerjik
noronlarin ve periferik duyu noéronlarinin sagkalimini saglamaktir (Alderson ve dig. 1990,
Huang ve Reichardt 2001). Hipokampusta dendritlerin biiylimesinde onemli rol alan
BDNF, sinaptik plastisiteyi saglamaktadir (Horch ve dig. 1999, Horch ve Katz 2002).
BDNF’nin piramidal néronlarin dendritik dallanmasi {izerinde etkisi bulunmaktadir (Mc
Allister ve dig. 1995) ve bu etkisi, Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin tedavisinde
kullanim bulmasinin altinda yatan en 6nemli faktordiir (Murer ve dig. 2001). BDNF, beyin
dokusunun gelisiminde ve noronal gelisimin siirecinde gergeklesen ndronal migrasyon,
noronal yasam ve korunma, néronal uyarilma, norotransmitter ve noropeptid sentezinin
indiiklenmesi gibi pek ¢ok asamada gorev almaktadir (Tapia-Arancibia ve dig. 2004).

BDNF’nin  bagisiklik  sisteminde de fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir
(Kerschensteiner ve dig. 1999). BDNF’ nin glukoz ve kolesterol metabolizmasini etkiledigi
saptanmistir (Chaldakov ve dig. 2007, Suzuki ve dig. 2007). Kas hiicrelerinde lipid
oksidasyonunu uyardigi rapor edilmistir (Matthews ve dig. 2009). Bu etkileri BDNF’ nin
norotrofin olmasinin yaninda metabotrofin olarak da tanmlanmasinin nedenidir (Chaldakov
ve ark 2007).
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1.6.2. Norotrofin-3 (NT-3)

Norotrofin-3 (NT-3), norotrofin ailesinin {i¢iincii tanimlanmig tiyesidir. NT-3 mRNA
ekspresyonu, ilk defa fare hipokampusunda bildirilmistir (Hohn ve dig. 1990).

NT-3, 13.6 kDa agirliginda basit bir protein olup 119 aminoasitten olusmustur (Hohn
ve dig. 1990, Kelly ve dig. 1994). BDNF ve NGF ile igerdikleri korunmus alt1 sistein
rezidiileri yoniinden homologdur (Hohn ve dig. 1990, Maisonpierre ve dig. 1990b). NT-3
insandan, fareden, rattan ve kanatlilardan izole edilmistir (Brodski ve dig. 2000, Hallb66k
ve dig. 1991, Hohn ve dig. 1990). NT-3 aminoasit dizilimleri yoniinden incelendiginde,
NGF sekansi ile % 58-67 ve BDNF sekansi ile % 60-69 olarak benzer bulunmustur
(Hallbook ve dig. 1991).

NT-3 ekspresyonu SSS hiicrelerinde, kalpte, akcigerde, karacigerde, dalakta, timusta,
bobrekte, deride, bagirsakta ve iskelet kasinda bildirilmistir. NT-3 SSS’de baglica
serebellum, serebral korteks ve hipokampusta eksprese olmaktadir (Maisonpierre ve dig.
1990b). Bunun yaninda, sempatik noronlarin kolinerjik hedef dokularinda, sempatik
gangliyonlarda ve kan damarlarinda da NT-3 varlig1 saptanmistir (Brodski ve dig. 2000).

NT-3 etkisini yliksek affiniteli reseptorii olan TrkC aracilifi ile gosterir ve gevresel
sinir sistemindeki ndronlarin sagkaliminda ve farklilasmasinda gorev alir (Brodski ve dig.
2000, Cristofaro ve dig. 2010). NT-3, disiik affinite gosterdigi TrkA ve TrkB
reseptOrlerine de baglanarak noronlarin sagkalimina destek olur (Cristofaro ve dig. 2010,
Patapoutian ve Reichardt 2001). NT-3, oligodendrositlerde MAPK’in fosfosforilasyonu
saglar (Cohen ve dig. 1996).

NT-3’lin en 6nemli fonksiyonu, ndronal sagkalimi desteklemektir (Lindholm ve dig.
1996, Kelly ve dig. 1994, Shimazu ve dig. 2006). NT-3, norotrofinler ve norotransmitter
plastisite arasinda baglanti kurarak, sempatik noronlarin kolinerjik farklilagmasinm
saglamaktadir. Erken embriyonik donemde sempatik ndronlarin sagkaliminda rol aldigi
ileri siirtilmiistiir (Brodski ve dig. 2000, Park ve dig 2006). NT-3, ganglion olusumu
sirasinda dorsal kok ganglion noronlarinin sagkalimi ve embriyonik donemlerde cesitli
periferal gangliyonlarin gelisimleri lizerine de olumlu etkilere sahiptir (Ghosh ve
Greenberg 1995). Oligodendrosit prekiirsor hiicrelerin proliferasyonunu uyararak, diger
norotrofik faktdrlerle beraber oligodendrositlerin gelisiminde gorev almaktadir (Barres ve
dig. 1994). NT-3’lin, yeni dogan ratlarda fasiyal motor noronlarin Oliimiinii kismen
azalttigt ve noradrenerjik ndronlarin 6liimiinii engelledigi ileri siirlilmiistiir (Arenas ve
Persson 1994). Bagirsak hareketlerinin kontroliinde gorev alan enterik ndronlarin

fonksiyonlar1 i¢in de NT-3’iin gerekli oldugu belirtilmistir (Chalazonitis 2004).
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1.6.3. Norotrofin-4/5 (NT-4/5)

Norotrofin-4/5 noronlarin yasamalari i¢in kullanilan n6rotrofin ailesinin bir tiyesidir.
Norotrofik faktorlerin dordiincli iiyesi olarak norotrofin 4 geni, ilk kez bir kurbaga
ovaryumundan ve engerek yilanindan izole edilmistir (Hallbook ve dig. 1991). Kisa bir
stire sonra iki farkli calismada NT-4 (Ip ve dig. 1992) ve NT-5 (Berkemeier ve dig. 1991)
seklinde farkli isimlendirilen NT-4/5’in memelilerde de ekspresyonu bildirilmistir (Huang
ve Reichardt 2001, Ibanez 1996). Ayrica kurbagada NT-4 ve NT-5’ in gorevleri ayni iken
dokularda yayilimi farkli olup memelilerde ise dordiincii nérotrofin olarak sadece NT-4
tanimlanmistir (Berkemeier ve dig. 1991). Bu nedenle bu norotrofin literatiirde NT-4/5
olarak anilmaktadir.

Olgun NT-4/5 proteini 123 aminoasitten olusmaktadir ve 13.9 kDa agirligindadir
(Berkemeier ve dig. 1991, Hallbook ve dig. 1991). NT-4/5 sekanslari, BDNF ile % 54, NT-
3 ile % 52 ve NGF ile % 50 homolojiye sahiptir (Berkemeier ve dig. 1991, Hallb6ok ve
dig. 1991, Ip ve dig. 1992, Tokunaga ve dig. 2002). Ayrica insan ile rat NT-4/5 sekanslar1
arasinda da % 95 homoloji oldugu kanitlanmistir (Ip ve dig. 1992).

NT-4/5 mRNA ekspresyonu insanda periferik sinir sisteminde, prostat, timus,
plesanta, iskelet kasi ve testiste (Ip ve dig. 1992), ratlarda hipokampus, serebral korteks,
beyin sap1, pons, hipotalamus, talamus ve beyincik ile kalp, karaciger, akciger, bobrek, kas,
deri, testis ve yumurtalikta NT-4 ekspresyonu bildirilmistir (Timmusk ve dig. 1993a).

NT-4/5, TrkB’nin tirozin fosforilasyonunu giiclii  uyarirken  TrkA’nin
fosforilasyonunu zayif uyarir (Ip ve dig. 1992). NT-4/5’in baslica sinyalizasyon
reseptoriinlin TrkB oldugu saptanmistir (Davies ve dig. 1993, Huang ve Reichardt 2001,
Koliatsos ve dig. 1994, Zheng ve dig. 1995).

NT-4/5 cesitli noronlarin hayatta kalmasin1 destekler (Schober ve dig. 1998, Hynes
ve dig. 1994, Lingor ve dig. 2000, Spalding ve dig. 2002). NT-4/5, embriyonik rat
trigeminal, jugular ve nodos duyusal gangliyon néronlar (Davies ve dig. 1993, Ibanez ve
dig. 1993) gibi noradrenerjik (Friedman ve dig. 1993, Ibanez ve dig. 1993), orta beyin
dopaminerjik noronlarin (Defazio ve dig. 2000), 6n beyin kolinerjik néronlarin (Friedman
ve dig. 1993) ve retinal ganglion néronlarin (Cohen ve dig. 1994, Spalding ve dig. 2002)
sagkalimi i¢in gereklidir (Schmalbruch ve Rosenthal 1995). NT-4/5, hipokampustaki
prekiirsor noronlarin farklilagmasinda, sag kaliminda ve yetiskin duyusal ndronlarin
sagkaliminda rol oynamaktadir (Huang ve Reichardt 2001, Lindholm ve dig. 1996, Stucky
ve dig. 2002).
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NT-4/5’in ratlarin embriyonik substantia nigra dopaminerjik néronlar1 apoptozunu
baskiladigin1 rapor etmiglerdir (Hynes ve dig. 1994). NT-4/5’in nitrik oksitin toksik
hasarindan dopaminerjik néronlar1 korudugu saptanmistir (Lingor ve dig. 2000). NT-4/5’in
orta beyin dopaminerjik ndronlar i¢in fizyolojik bir sagkalim faktérii olmasindan,
Parkinson hastalig1 i¢in terapotik bir madde olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir
(Hynes ve dig. 1994, Lingor ve dig. 2000).

NT-4/5’in, spinal gangliyon ndronlarin sagkalimi {izerindeki etkisinin BDNF ile esit
diizeyde ve NT-3’ ten daha gii¢lii oldugu belirtilmistir. NT-4/5’in, antikanserojenik bir ajan
olan, sisplatinin norotoksik etkilerinden spinal gangliyon néronlari korudugu rapor
edilmistir (Zheng ve dig. 1995). NT-4/5" in bu etkisinden dolayi, isitsel noronlarin
hasarinin neden oldugu isitme bozuklugunun tedavisinde kullanilabilecegi o6ne
stiriilmiistiir. Meningitis ve ensefalitis olgularinda serebrospinal sividaki NT-4/5
konsantrasyonunun artmis oldugunu ve hasara bagli olarak, astrositlerden,
mikrogliyalardan ve noronlardan bu norotrofin  salinmminin  indiiklendigi, bunun
noroprotektif veya bagisiklik sistemini diizenleyici bir mekanizma olabilecegini
bildirmislerdir (Tokunaga ve dig. 2002).

1.7. Serbest Radikaller

Yasamin devami igin vazgegilmez bir element olan oksijen, enerji iiretiminde
kullanildiginda hem reaktif okisjen tiirleri (ROT) hem de reaktif nitrojen tiirleri (RNT) gibi
serbest radikallerin olusumuna sebep olur. Viicudun normal oksijen kullanimi sirasinda
pek cok dokuda olusabilen ve cogunlugunun mitokondrilerdede iiretildigi diisiiniilen
serbest radikaller, lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapilarinda degisiklikler
olusturur (Shinde ve dig. 2012).

Serbest radikaller, genellikle bir elektronunu kaybetmis, yiiksek enerjiye sahip atom
ya da molekiillerdir (Nawar 1996). Eslenmemis elektrona sahip olduklarindan diger
maddeler ile kolayca reaksiyona girerler (reaktifdirler). Eslenik elektrona sahip atom ya da
molekiiller kararli bir yapiya sahip olduklar1 i¢in baska bir molekiille daha az reaksiyona
girme egilimindedirler (Halliwell ve Gutteridge 1999, Valko ve dig. 2007).

ROT’nin arasinda siiperoksit (O;"), hidroksil (OH), peroksil (ROO), lipit peroksil
(LOO) ve alkoksil (RO) radikalleri vardir. RNT’ler ise nitrik oksit (NO’) ve nitrojen
dioksit (NOy)’den olusur. Genellikle oksidanlar olarak siniflandirilan hidrojenperoksit
(H20,), ozon (Os), hipokloroz asit (HOCI), nitrik asit (HNO) ve lipit peroksit (LOOH)
gibi molekiiller serbest radikal degillerdir. Bunlar patolojik veya fizyolojik durumlarda

canhda iretilir ve organizmada kolaylikla serbest radikal iiretici reaksiyonlara yol agarlar
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(Feng ve dig. 2002, Halliwell ve Gutteridge 1999, Pham-Huy ve dig. 2008, Valko ve dig.
2007).

Organizmada, endojen ya da eksojen kaynakli olabilen, serbest radikaller hiicrede
stirekli olarak iiretilirler (Sarma ve dig. 2010).

Serbest radikallerin endojen kaynaklarma bakacak olursak; Aerobik solunumda
elektron tagima sistemi tarafindan katalize edilen oksijenler yan {iriin olarak, yangi
durumunda serbest kalan sitokinler ve bunun sonucu olarak makrofaj ve notrofiller, viicut
yorgunlugu ve zihinsel strese bagli yan iiriinler olarak, katekolamin ve kortizol gibi
hormonlar kendileri ya da olusturduklar stres dolayisiyla ve son olarak immiin sistem
hiicreleri de patojenlere yanit olarak serbest radikalleri olustururlar (Ali ve dig. 1996,
Cadenas 1989, Sarma ve dig. 2010, Sen ve dig. 2010).

X, ultraviyole (UV), gamma, mikrodalga 1sinlari, organik maddelerin pisirme
sirasinda yakilmasi, volkanik aktiviteler, tutkal, tiner, parfiim, boya gibi kimyasallar,
asbest, benzen, karbonmonoksit, kloroform, formaldehit ve ozon gibi hava ve su
kirleticileri, alkol ve sigara kullanimi, egzoz dumani da eksojen kaynakli serbest radikal
tiretiminden sorumludurlar (Bagchi ve dig. 1998, Cadenas 1989, Nagendroppa 2005, Pham
ve dig. 2008).

Yogunluklar1 az oldugunda ROT ve RNT nin faydali etkileri goriilmektedir. Bir¢cok
hiicre i¢in normal fizyolojik bir fonksiyon olarak hiicresel yanita kars1 O,, H,O, ve NO
tiretiminden bahsedilebilir. Bunun yani sira bazi hiicreler de etkilerini ROT ve RNT
salinim sistemini indiikleyerek gostermektedir. ROT ve RNT nin yararli oldugu durumlar,
sitokrom p450 (sit. p450) ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride ATP
iretimi, hiicre biiylimesi, fagositoz ile enfeksiyonlara karst savunmadan séz edilebilir.
Ayrica diisliik yogunlukta iken niikleer transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonu, hiicre ici
depolardan Ca®* salinim, non-reseptor tirozin kinazin aktivasyonu, sitokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin sinyal aktivasyonu gibi hiicresel sinyaller iizerine de etkilidirler. Bunlarin
disinda ROT hiicrede guanilat siklaz aktivitesinin dlizenlenmesinde ve gen
transkripsiyonunda kullanilir. Endotel hiicrelerinin kullandigi NO; 16kosit adezyonu,
platelet agregasyonu, trombozis, anjiogenesis ve damar diiz kaslarinin kan basincinm
diizenlemesinde rol alir. Noronlarin irettigi NO noral plastisite i¢in 6nemli bir transmitter
maddedir. Makrofajlarca iiretilen NO ise immiin yanit olusturmada gorevli bir
mediatordiir. HoO; ve siiperoksit ise ikinci haberci gibi gorev alirlar. ROT ve RNT nin az

yogunlukta gosterdigi bu yararlar, serbest radikallerin birikimi arttikca zararhi etkiye
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dontismektedir (Devasagayam ve dig. 2004, Droge 2002, Fang ve dig. 2002, Lander 1997,
Scheck ve Baeuerle 1991, Valko ve dig. 2007).

Hiicre i¢i organel membranlarindaki lipitler serbest radikal hasarlarina karsi oldukca
duyarhdirlar. Lipitler ile reaksiyona girdiklerinde olusan lipit peroksidasyonunun g¢ok
zararl etkileri vardir. Lipit peroksidasyonu ¢ok miktarda toksik yan iirlinler iiretir ve bu
tirtinler ikinci haberciler gibi davranarak iiretildikleri yerden uzak bolgelerde etki
gosterirler. Bu hasar hiicre fonksiyonu i¢in olduk¢a zararlidir (Devasagayam ve dig. 2003).
Lipit peroksidasyonu, hiicre membran akiskanligini ve gecirgenligini bozar. Lipitlerin
peroksidasyonu metilen grubundan bir hidrojen atomunun koparilmasiyla karbon atomu
tizerinde eslenmemis bir elektronun varligr ile sonlanir. Bu karbon radikali, molekiil il
yeniden diizenleme ile konjuge diene sabitlenir ve daha sonra da oksijen molekiilii ile
reaksiyona girerek LOO' olusturur. Olusan bu radikal daha fazla hidrojen atomu
ayrilmasina ve diger lipit molekiilleri ile reaksiyona girmesine sebep olur. Bunun
sonucunda da daha fazla LOOH olusur (Devasagayam ve dig 2003, Devasagayam ve dig
2004, Fang ve dig. 2002, Sarma ve dig. 2010, Valko ve dig. 2007).

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi proteinin amino asit icerigine
baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri
iceren proteinler doymamis bag ve siilfiir i¢eriklerinden dolay1 serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer (Devasagayam ve dig. 2003). Yapisal proteinlerin fonksiyon ve enzim
aktivitesini engelleyen serbest radikaller, bu nedenle bir¢ok protein hasarina neden olabilir.
ROT ve RNT’nin neden oldugu hasarlar sonucu protein hidroperoksitleri meydana gelir.
Bu {irtinlerin ge¢is metal iyonlar1 ile etkilesimi radikal olusumuna neden olur. Bunun yam
sira oksitlenmis proteinler fonksiyonel olarak dogada inaktif durumdadirlar. Organizmadan
hizlica uzaklastirilsalar bile zaman i¢inde kademeli olarak birikirler ve bu da ¢esitli
hastaliklara ve yaghiliga bagl hasarlara yol agmaktadir (Devasagayam ve dig. 2004, Sarma
ve dig. 2010).

ROT ve RNT, DNA ile de etkileserek oksidatif hasara yol agarlar. OH" gibi serbest
radikaller DNA’y1 kolayca hasara ugratir. DNA ile reaksiyona giren bu radikaller seker
kismindan hidrojen atomu kaybina ya da ilavesine neden olur. Pirimidinin C4=C5 ¢ift bag
OH' radikali saldirilarina karst olduk¢a duyarlidir. Bu saldirilar sonucunda timin glikol,
urasil glikol, iire kalintis1, 5-hidroksideoksitiridin ve hidantoin gibi pirimidin hasar {iriinleri
olusur. Pirimidinler gibi piirinler de OH' radikali saldirilarina karsi hassastir. Radikal
saldiris1 sonucu 8-hidroksideoksiguanin (8-OHdG) ve 8-hidroksideoksiadenozin (8-OHdA)

gibi tirtinler olusmaktadir. ROT ve RNT saldirilar1 sonucu poli ADP-riboz sentetaz (PARS)
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enzim aktivasyonu gerceklesir ki bu enzim DNA’nin par¢calanmasina ve apoptozise neden
olur. Bu islemler elektron tasima zinciri (ETZ)nin fonksiyonlarin1 bozarak NAD”
seviyelerini hiicresel diizeyde tliketmektedir (Devasagayam ve dig. 2004, Sarma ve dig.
2010, Kuraoka ve dig. 2001, Fang ve dig. 2002).

Karbonhidrat ile reaksiyona giren OH' radikali herhangi bir karbon atomundan
hidrojen kopararak karbon merkezli radikaller olusturur. Olusan bu radikaller hyaluronik
asit gibi molekiillerde zincir kopmalarina yol acar (Devasagayam ve dig. 2004).

1.8. Tleri Diizey Okside Protein Uriinleri (AOPP)

Olduke¢a reaktif olan serbest radikaller, canli organizmada toksik bir etki gosterir
(Berry ve Hare 2004). Protein oksidasyonu, ROT ile direkt olarak etkilesen ya da oksidatif
stres sonucu olusan sekonder firinler ile indirekt olarak reaksiyona giren proteinlerin
kovalent modifikasyonudur. Son zamanlarda protein oksidasyonu belirteci olarak AOPP
kullanilmaktadir (Blandin ve dig. 2004, Dalle-Donne ve dig. 2003). AOPP, ilk olarak 1996
yilinda tiremik hastalarda tanimlanmistir. Ditirozin igeren protein ailesi lriinleri olarak
tanimlanan AOPP, protein hasarinin seviyesini belirlemede kullanilan bir belirtegtir.
AOPP, oksidatif stres sirasinda viicutta olusan HOCI’ye maruz kalan proteinlerin bir {irlinii
olarak olusurlar (Witko-Sarsat ve dig. 1996, Descamps-Latscha ve Witko-Sarsat 2001).

Oksidasyona ugrayan proteinlerde bir¢ok kovalent modifikasyon gozlenmektedir. Bu
degisikliklerin bazilar1 serbest radikallerin direkt etkileri sonucu, bazilar1 da oksidasyon
sonucu olusan yan firiinlerin proteinlere kovalent baglanmasi sonucu olusur. AOPP’nin
mononiikleer fagositlerin aktivasyonunu saglayarak, noétrofiller ve bazofiller arasinda
sitokin benzeri bir mediator gorevi gordiigli de gézlenmistir (Schacter 2000).

1.9. 8-hidroksideoksiguanin

Bakir iyonlari (Cu*®) ozellikle DNA’nin guanin bazlarma yiiksek bir afinite ile
baglanmakta ve H,O; ile reaksiyona girerek guanin baz hasar1 olusturmaktadirlar
(Halliwell ve Auroma 1991). Olusan DNA baz hasarmin gostergesi olarak 8-OHdG
Olctimiinden yararlanilmaktadir (Helback ve dig. 1999). DNA yapisinda baz eslesmeleri
normal sartlarda Guanin-Sitozin ve Adenin-Timin seklindedir. DNA’nin 8-OHdG igermesi
durumunda, in vitro DNA sentezinde kalip olarak kullanilirsa yanlis okumalara ve GC-TA
mutajenezine yol agtig1 gézlenmistir (Kasai 1997).

OH' radikali guaninin 8. karbon atomuna katilarak C8-OH' radikalini olusturur. Bu
tirtinde birer elektron ve protonunu kaybederek 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua)’e okside olur
ya da birer elektron ve proton alarak indirgenir ve imidazol halka agilmasi ile 2,6-diamino-

4-hidroksi-5—-formamidoprimidin ~ (FAPyG)’e  doniisiir.  Diisiik  seviye  oksijen
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konsantrasyonlarinda 8-OH-Gua/FAPyG oraninda azalam go6zlenir (Kasai ve Nishimura
1984).

Oksidatif DNA baz modifikasyonu, direkt ROT/RNT etkisiyle ya da DNA
replikasyonu veya DNA hasar onarimi sirasinda olusup mutasyona yol agabilmektedir.

DNA replikasyonunun kuvvetli bir inhibitérii olan timin glikol olusumu ayni
zamanda adenin bazi ile hidrojen bagi yaparak GC->TA transversiyon mutasyona neden
olur (Cheng ve dig. 1991). 8-hidroksiadenin (8-OH-A) de yiiksek oranda timin
eslesmesinin yani sira az da olsa guanin ile yanlis eslesme yapabilir. Piirin halka agilmasi
ile olusan FAPyG ve FAPyA lezyonlart DNA replikasyonunu inhibe ederek mutajenik etki
gosterirler (Tchou ve dig. 1991).

Oksidatif hasara bagli mutasyonlar, gen konformasyonu ve baz dizilimi, onarim
etkinligi, gen replikasyonu yapan DNA polimeraz tiirii ve polimeraz kopyalanmasina etki
eden ¢evresel DNA konformasyonu gibi bir¢ok faktérden etkilenir (Cook ve dig. 2002).
1.10. Sitokinler

Hiicrenin biiylimesi, aktivasyonu, farklilasimi ve inflamatuvar cevaba katkisini
saglayan ¢0ziiniir proteinlere sitokin adi verilmektedir (Commins ve dig. 2010).
Lenfositler, mikroglialar, endotelyum ve ndronlar1 da kapsayan bir¢ok hiicre tarafindan
salgilanan sinyal molekiilleridir. Baslica Tiimor nekroz faktér (TNF), interlokin (IL),
interferon (IFN) ve kemokinler olarak siniflandirilir (Griffith ve dig. 2014, Williams ve
dig. 2014).

Bagisiksal ve inflamatuvar yanitlar1 yonetmek goérevi olan sitokinler bunun yani sira
l6kositlerin birbirleri ve diger hiicreler ile iletisimini saglar. Reseptorleri korteks,
hipokampiis, talamus, hipotalamus ve serebellumda bulunmaktadir (Abbas 2014, Arisi
2014). Kemokinler ise hiicrenin go¢iinii uyaran ve SSS’de homeostatik fonksiyonun
devamini saglayan kemotaktik sitokinlerdir. Insan fotal gelisimi sirasinda astrosit ve
mikroglialardan salinan sitokinler SSS’nin gelisiminde de Onemli bir role sahiptirler
(Williams ve dig. 2014).

Fizyolojik durumlarda sinir sisteminde diisiik seviyede bulunan sitokinler, patolojik
durumlarda bazal konsantrasyonlarinin yiizlerce katina kadar c¢ikabilir (Arisi 2014).
Patolojik durumlarda astrosit ve mikroglialar tarafindan sentezlenen sitokinler beynin
korunma mekanizmasinda yer alir. Son ¢alismalarda proinflamatuvar sitokin tiretimi i¢in
beynin ve glial hiicrelerin 6nemli bir etkisi oldugu ortaya konmustur (Barres ve dig.

Michell ve dig. 2015).
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1.10.1. Interlékin -1 (IL-1p)

Interldkin-1 (IL-1), sitokin ailesinin bir iiyesi olup, immiinolojik reaksiyonlarin ve
inflamasyonun baslamasinda gérevi olan pleiotropik etkili iki agonist proteinden (IL-1a ve
IL-1B) meydana gelen 6nemli bir mediatérdiir (Apte ve Voronov 2002). Viicut 1sisinda
yiikkselmeye sebep oldugu i¢in “endojen pirojen” olarak da isimlendirilen en gliclii
sitokindir. Enfeksiyon, travma, toksinler veya iskemi ile uyarildiginda, lokal inflamasyon
bolgesinde iiretilir ve hedef endotelde inflamatuvar mediatorlerin olusumunu baglatir
(Martin ve Tschopp 2007).

IL-1 sitokin ailesi bazi aminoasitleri benzerlik gosteren 11 sitokinden meydana
gelmektedir. IL-1 aktivitesi ayni reseptore baglanan ama iki farkli gen tarafindan iiretilen
IL-1a ve IL-1PB araciligr ile gergeklesir. Bu iki molekiil % 22 benzer amino aside sahiptir.
IL-1B baslica makrofajlarda iiretilip, 6nciil formu olan pro-IL-1p, sistein proteaz kaspaz-1
ile kirildiktan sonra olgun formuna doniistir. IL-1a ve IL-1p arasindaki baglica fark; IL-1P
oncili biyolojik olarak inaktif iken, IL-1o’nin hem onciilii hem de olgun formu kendi
reseptorlerine baglanarak hiicresel yanit olusturur (Burger ve dig. 2006).

Mononiikleer hiicreler yiiksek miktarda IL-1a ve IL-1f salgilar iken, nonfagositik
hiicreler cogunlukla IL-1p, az miktarda da IL-1a salgilarlar. IL-1’in etkileri serbest kalan
sitokin miktarma bagli olup, timoér immiinitesinde T-hiicre aracili immiin cevaplarla
etkisini gosterir. Malign siirecte dnemli etkilere sahip olan IL-1, kanser olusumunda tiimdr
bliyiimesi ve yayilmasini saglarken, diger taraftan tiimoriin biiylimesini engelleyici
mekanizmalar aktif hale getirmektedir (Apte ve Voronov 2002).

IL-1a ve IL-1B, TNF- a ile birlikte inflamatuvar cevapta makrofajlarca salgilanir ve
inflamasyonu baglatirlar. IL-10 ve IL-1f inflamasyona yol agmakla beraber, siklooksijenaz
tip 2 (COX-2), IL-6 ve uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi proinflamatuvar genlerin
de sentezini indiiklerler (Apte ve Voronov 2002).

IL-1B hipotalamusta ates olusumunu uyarmakla beraber, yavas dalga uykusu,
anoreksi, inflamatuvar agr1 hipersensitivitesi, hasar veya enfeksiyonla ilgili uyarilar SSS’de
gosterdigi etkilerden bazilaridir. Bunlarin yani sira basta endotel hiicrelerinin fonksiyonu
olmak tizere, damar duvarin etkiler. Bunu da ateroskleroz patogenezinde, koagiilasyon ve
trombozu etkileyen yollar ile yapar. Kemik hastalig1 ve ligament hasarinda rolii olan IL-1p,
kondrositlerden metalloproteinazlarin, sinyal hiicrelerinden de kollajenazlarin yapimini
uyarir. Langerhans adaciklarindan insiilin tireten B hiicreleri igin toksik olan IL-1B’nin bu

0zelligi de insiilin bagimli tip I diyabetin patogenezinde rolii oldugunu gostermektedir. Ek
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olarak inme ve akut norodejenerasyonda da ylikselen diizeyleri noéronlar i¢in toksik

olabileceginin bir gostergesidir (Martin ve Tschopp 2007).
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2. AMAC

Alkol, yaygin kullanimi ve bagimlilik yapict etkisi nedeniyle, farmakokinetik,
farkodinamik ve son yillarda farmakogenetik calismalarin merkezinde yer alan
maddelerden biri olmustur. Alkol ile ilgili aragtirmalar kronik alkol kullaniminin neden
oldugu patolojiler ve aracilik eden mekanizmalar, alkol bagimliligi ve ilaglarla etkilesim
mekanizmalart gibi bagliklar seklinde ele alinabilir.

Alkol, yagda c¢oziinebilen bir madde olmasi nedeniyle gastrointestinal kanaldan
kolayca emilerek tiim viicuda diizgiin bir sekilde dagilir; ince bagirsak, pankreas, beyin,
karaciger, bobregi de icine alan hemen hemen tiim organlarin yasamsal fonksiyonlarimi
etkiler. Kronik alkol kullanim1 (KAK) karaciger ve beyin basta olmak iizere viicutta birgok
organ/sistemin isleyisini bozmakta ve bazi durumlarda kalic1 hasarlar olusturmaktadir.
KAK’nin beyinde biligsel islevleri bozacak sekilde ndronal hasara ve metabolik
anormalliklere neden oldugu kabul goérmektedir. Noral goriintiileme caligsmalari alkoliin
neden oldugu beyin hasarmin bolgesel 6zellik tagidigi ve en belirgin hasarin prefrontal
korteksin hem beyaz hem de gri maddesinde, korpus kallosumun da icinde yer aldig1 genis
beyaz madde yapilarinda oldugu gbzlenmistir. Etanoliin metabolizmasi esnasinda serbest
radikaller tiretildigi i¢in alkol organ sistemlerini etkilemektedir. Alkolle iliskili toksisite ve
hasarin gelismesinde oksidatif stresin c¢esitli dokulardaki roliiniin {izerine yapilan
calismalarin biiyiik bir kismi1 azalmis antioksidan savunmasi veya artmis serbest radikal
tiretimi ile sonuglanan oksidan stres iizerine odaklanmistir. Akut veya kronik alkoliin
neden oldugu oksidatif stres; karaciger, beyin, periferik sinirler, kalp ve iskelet kasi, tireme
organlari ve plazma gibi bircok dokuda calisilmistir (Chao ve dig. 2005, Peng ve dig. 2005,
Yang ve dig. 2005, Das ve dig. 2015).

Serbest radikal zararina neden olan baslica sebepler; otooksidasyon, geg¢is metal
iyonlarinin etkisi fotooksidasyon, enzimatik oksidasyonlar, ksantin oksidaz, NADPH
oksidaz, nétrofil miyeloperoksidaz ve halojenlenmis hidrokarbonlardir. Oksidatif stresin
degerlendirilmesinde ¢ok sayida uygulanabilecek yontem bulunmaktadir. Ancak bu
yontemlerin  birgogu otomasyona adaptasyonunun yapilamamasi veya c¢alisma
yontemlerinin zorlugundan dolay:1 rutinde kullanilamamaktadir. 1996’da kronik tiremik
hastalarin plazmasinda, AOPP olarak adlandirilan, yeni bir oksidatif stres belirteci tespit
edildi ve galisma sekli klinik kimya analizorlerine programlandi. AOPP’nin mononiikleer
fagositleri aktive ederek, notrofil ve monositler arasinda sitokin benzeri mediatdr gibi

davrandig1 da 6ne siiriilmektedir.
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Guanin, DNA bilegenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve
oksidasyona en yatkin olan bazdir. Modifiye bir baz olan 8-OhdG, reaktif oksijen tiirlerinin
DNA’da yaptig1 20°den fazla oksidatif baz hasar {iriiniinden biri olup guaninin 8. karbon
atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarli bir
gostergesidir. Bu nedenle 8-OHdG ol¢iimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan
gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini belirlemede en sik kullanilan
yontem olarak uygulanmaktadir (Del Rio ve dig. 2002, Witko-Sarsat ve dig. 1996, Yokus
ve Cakir 2002, Sarma ve dig. 2010).

Norotrofin, ndronlarin yasamasini, biliylimesini, ¢ogalmasini ve fonksiyonlarini
etkileyen, sinapslarin stabilizasyonunu saglayan, sinaptik fonksiyonu ve sinaptik
plastisiteyi kontrol eden, akson ve dendrit dallanmalarin1 diizenleyen dimerik polipeptid
yapili biiylime faktor ailesidir. Norotrofinler, 6zellikle SSS olmak iizere periferal sinir
sistemi noronlart ve periferal dokularda non-néronal birgok hiicre tipinden
sentezlenmektedir. BDNF, cogunlukla SSS noéronlarinda sentezlenen bir norotrofik
faktordiir. BDNF’nin baglica fonksiyonu hipokampal ve kortikal ndronlarin, kolinerjik
noronlarin ve periferik duyu noronlarinin sag kalimini saglamaktir. Hipokampusta
dendritlerin biliylimesinde onemli rol alan BDNF, sinaptik plastisiteyi saglamaktadir.
BDNF, beyin dokusunun gelisiminde ve ndronal gelisimin siirecinde gergeklesen noronal
migrasyon, ndronal yasam ve korunma, ndronal uyarilma, norotransmitter ve noropeptid
sentezinin indiiklenmesi gibi pek ¢ok asamada gorev almaktadir. NT-3’lin en Onemli
fonksiyonu, ndronal sag kalimi desteklemektir. NT-3, norotrofinler ve ndrotransmitter
plastisite arasinda baglanti kurarak, sempatik néronlarin kolinerjik farklilagmasini
saglamaktadir. Erken embriyonik donemde sempatik ndronlarin sag kaliminda rol aldigi
ileri siiriilmiistiir. NT-3’{in, yeni dogan ratlarda fasiyal motor néronlarin 6liimiinii kismen
azalttig1 ve noradrenerjik noéronlarin dlimiinii engelledigi ileri stirlilmiistiir. NT-4 ¢esitli
noronlarin hayatta kalmasimi destekler. NT-4, hipokampustaki prekiirsér ndronlarin
farklilasmasinda, sag kaliminda ve yetiskin duyusal noéronlarin sag kaliminda rol
oynamaktadir (Yano ve Chao 2000, Mowla ve dig. 1999, Shimazu ve dig. 2006, Lingor ve
dig. 2000, Manni ve dig. 2013).

Aktive olmus lenfositler ve makrofajlar basta olmak {izere bir¢ok hiicreden
sentezlenen ve diger hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde mesaj alip verici rol
oynayan peptid yapisindaki maddelere sitokin denilmektedir. Enfeksiyon hastaliklarinda,
hiicreler arasi etkilesimde, hiicre farklilagmasi, aktivasyonu ve doku onariminda 6nemli

biyolojik rolleri vardir. Onceleri endojen pirojen, lenfosit aktive edici faktor ve katabolin
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olarak bilinen IL-1 fibroblast, endotel hiicreleri, B hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan
yapilsa da 6zellikle makrofajlarca yapilir. immiinolojik reaksiyonlarin ve enflamasyonun
baslamasi i¢in onemli bir mediatordiir (Aydin ve dig. 1997, Oppenheim ve Ruscetti 2001,
Elgert 1996, Griffth ve dig. 2014).

Bu calisma kapsaminda etanoliin beyin dokusunda yaratig1 oksidatif stresin BDNF,
NT-3 ve NT-4/5 norotrofin diizeylerine ve IL-1f diizeyine yaptig1 etkinin aragtirilmasi ve
aralarinda bir iliski olup olmadiginin incelenmesi amaglanmistir. Bu amacla oksidasyon
belirteci olarak AOPP, DNA hasar1 belirteci olarak 8-OhdG, norotrofinlerden BDNF, NT-3
ve NT-4/5, sitokinlerden IL-1p diizeyleri beyin dokusu homojenatinda ELISA yontemi ile

tayin edilmistir.
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3. YONTEM

Hayvan deneyleri Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi’nde (DETAB) Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 21.01.2016 tarihinde yapilan
toplantisinda alinan 1/6-2016 sayili karar dogrultusunda etik yonden ‘uygun’ bulunarak
gerceklestirilmistir. Calismamizda DETAB laboratuvarlarinda iiretilen altt aylik Wistar
albino 1rki, ortalama 350g agirliginda erkek siganlar kullanildi. Bu birimde hayvanlar 4’erli
gruplar halinde, yem ve su kisitlamasi olmaksizin, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik
periyotlarda muhafaza edildi. Deneysel arastirma standartlarina uyum saglamayan ya da
Olen sicanlar calisma disinda birakildilar. Calismada kullanilan hayvanlar ise rastgele {i¢
gruba ayrildi;
Grup 1: Gavaj ile serum fizyolojik uygulanan grup (Salin Grubu = SG)
Grup 2: % 20 Etanol uygulanan grup (Kronik Alkol Grubu = KAG)
Grup 3: % 5 Sukroz uygulanan grup (Kronik Sukroz Grubu = KSG)

3.1. Hayvan Deneylerinin Yapilmasi

Hayvan deneylerinde kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich® firmasindan temin
edildi. Toplamda deneysel asama 8 hafta siirdi. Tiim hayvanlar kardiyak kanlarinin
alimmasini takiben sakrifiye edildi, kanlar1 alind1 ve beyin dokular1 ¢ikartilarak bolgelere

ayrild.

3.1.1. Salin Grubu
Bu hayvanlara 8 hafta boyunca haftada 5 giin olmak iizere 5 mL salin gavaj yoluyla
verildi. Haftalik kilo takipleri yapildi.

3.1.2. Kronik Alkol Grubu

Bu hayvanlara 8 hafta boyunca haftada 5 giin olmak tizere 4 g/kg % 20’lik etanol
gavaj yoluyla verildi. Haftalik kilo takipleri yapildi. Etanol uygulanirken giinliik dozlar1 5
mL olacak sekilde hayvanlarin kilolarina gére doz ayari yapildi (Katalog Numarasi: 24102.
Formiilii: CH3CHOH. Formiil Agirligi: 46,07 g/mol. Depolandig: sicaklik: Oda sicakligy).

3.1.3. Kronik Sukroz Grubu

Bu hayvanlara 8 hafta boyunca haftada 5 giin olmak {izere % 5’lik sukroz gavaj
yoluyla verildi. Verilen miktar alkoliin kalori esdegeri olarak hesaplandi. Haftalik kilo
takipleri yapildi. Sukroz uygulanirken giinliik dozlar1 5 mL olacak sekilde hayvanlarin
kilolarina gore doz ayar1 yapildi (Katalog Numarasi: s8501. Formiili: C12H2,01;. Formiil

Agirligi: 342,30 g/mol. Depolandig: sicaklik: Oda sicakligr).

37



3.2. Kan ve Beyin Dokularinin Toplanmasi

8 hafta sonunda hayvanlar eter ile anestezi altina alind1 ve gogiisleri agilmadan
yaklasik 7-8 mL olacak sekilde kanlar1 alindi. Daha sonra giyotinle dekapite edilerek
beyinleri ¢ikartildi. Beyin hipokampus, beyin sap1 ve korteks olmak lizere 3 bdlgeye
ayrildi.

Tartilan her bir doku, -40 °C’de derin dondurucuda analiz edilecegi zamana kadar
depolandi. Her hayvandan alinan kan serumlarina ayrildi ve -40 °C’de analiz edilecegi
zamana kadar depolandi.

3.3. Doku Homojenizasyonu

Toplanan sigan beyin hipokampus, beyin sap1 ve kortekslerinde; BDNF, NT-3, NT-4,
IL-1B, AOPP, 8-OHdG ve protein tayini yapilabilmesi i¢in dokularin agirligima gore 1/10
(agirhik/voliim) oraninda fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (0,1 M / pH: 7,4) eklenip doku
homojenizatorii ile homojenize edildi (Calkins ve dig. 2001). Homojenatlar 20 dk
1006g’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar1 ayrildi ve ependorflara alinarak -40 °C’
de analiz edilecegi zamana kadar saklanda.

3.4. Doku Protein Tayini

Calismamizda, protein tayini modifiye Lowry metoduyla yapildi (Hartree 1972).
Analizi yapilan doku parametrelerinin sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak
hesaplandi.

3.5. ELISA Kitlerinin Calisiimasi

BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG (SunRed, Shangai/China, lot no: 201606) ve
IL-1P (eBioscience, Vienna/Austria, lot no: 135951022) ELISA kitleri kullanilarak Alisei
Quality System Seac Radim Company Analyser ELISA plate okuyucu cihazinda yapildi.
Caligmalar kit protokoliine uygun olarak yapildi. ELISA Kkitlerinin hepsinin calisma
prensibi ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA teknigine dayanmaktadir.

3.6. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar

3.6.1. Kimyasal Malzemeler

Xylazine (50 ml)

Ketamin (500 mg) (Pfizer: 150086)

NaOH / sodyum hidroksit (Sigma 06203)

Na,CO3/ sodyum karbonat (Sigma S7795)

CuSQy/ bakir (II) siilfat (merck A810587 504)
KNaC4H4054H,0 / potasyum sodyum tartarat (merck A655285)

BSA / s1g1r serum alblimin ( sigma A4563)
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Folin&Ciocalteu’s Fenol Reaktifi 2N (sigma F9252)
PBS / fosfat tamponu (sigma P 4417)
3.6.2. Cihazlar
Buzdolabi (Argelik)
Homojenizatdr (IKA T18 Digital ULTRA TURRAX)
ELISA plate okuyucu (Alisei Quality System Seac Radim Company Analyser)
Spektrofotometre (UVmini-1240 UV-VIS-SHIMADZU)
Etiiv (Niive FN 500)
Hassas Terazi (And Company)
Derin dondurucu (-40°C Ugur)
Otomatik Pipet (Eppendorf)
Cam tiip (isolab)
1,5 mL kapakl1 tiip (Eppendorf)
Santrifiij (Niive NF 800)
3.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programi kullanilarak yapildi. Normal dagilima uygunluk testini degerlendirmek igin
Kolmogorov-Smirnov Testi kullanildi. Normal dagilim gosteren niimerik (sayisal)
degiskenler ortalama +/- standart sapma, normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler
ise medyan (25. persantil - 75. persantil) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik; normal
dagilima sahip olan niimerik degiskenler i¢cin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile,
normal dagilima sahip olmayan niimerik degiskenler icin ise Kruskal Wallis Testi ile
gosterildi. Coklu karsilastirmalar Tukey, Dunn ve Dunnett testleri kullanilarak yapildi.
Tekrarlayan oOlgiimler arasindaki farkliliklart belirlerken normal dagilim varsayimi
saglandig1 icin eslestirilmis t-testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamlilik i¢in

yeterli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Bulgular

4.1.1. Beyin Korteks Dokusu BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1p Diizey

Tayini Bulgular:

4.1.1.1. Beyin korteks dokusu BDNF diizey tayini bulgular:

Gruplarin korteks dokusu BDNF diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar arasi anlamli

bir fark bulunmamistir (p=0,162) (Cizelge 4.1, Cizim 4.1).

Cizelge 4. 1. Gruplara gore sicanlarin korteks dokusu BDNF diizeyleri

Gruplar BDNF Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Aras1 P
Median (25.Persentil -75. Degeri
Persentil)
SG 0,3418 (0,3240-0,3801)
KAG 0,3495 (0,3225-0,3738) 0,162
KSG 0,2975 (0,2762-0,3591)
BDNF (Korteks) Dizeyleri
1,007
80 =21 =
.
¢ [
-
I
Saline Alk'ol Suk:'oz

Cizim 4. 1. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu BDNF diizeyleri
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4.1.1.2.Beyin korteks dokusu NT-3 diizey tayini bulgulart

SG ve KAG arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,722).
KSG’nda KAG’na gore NT-3 diizeyleri bakimindan anlamli bir artis séz konusudur
(p=0,049).

SG ve KSG arasinda, SG’ye gore KSG’de NT-3 diizeylerinde bir artis soz
konusudur (p=0,009) (Cizelge 4.2, Cizim 4.2).

Cizelge 4. 2. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu NT-3 diizeyleri

Gruplar NT-3 Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P Degeri
SG 1,2093+0,07673
KAG 1,2657+0,17465 o0
KSG 1,4493+0,16396

NT3 (Korteks) Duzeyleri

1,8
1,6 -
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

o

ngfmg protein

Saline Alkal Sukroz
EDegerler 1,2093 1,2657 1.4493

Cizim 4. 2. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu NT-3 diizeyleri
** p=0,009 * p=0,049
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4.1.1.3.Beyin korteks dokusu NT-4 diizey tayini bulgular

Gruplarin korteks dokusu NT-4 diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli bir
fark bulunmamistir (p=0,053) (Cizelge 4.3, Cizim 4.3).

Cizelge 4. 3. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu NT-4 diizeyleri

Gruplar NT-4 Diizeyi (pg/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 67,3720+6,11028
KAG 74,9706+7,34101 0,053
KSG 65,6985+9,02349
NT4 (Korteks) Diizeyleri
an -
Eﬂ L
7o |
i o
= o
E 40
w30
20
10
Saline [ Alkol . Sukroz
- Degerler | 67,372 | 74,9706 | 65,6985

Cizim 4. 3. Gruplara gore si¢canlarin korteks dokusu NT-4 diizeyleri

42




4.1.1.4. Beyin korteks dokusu AOPP diizey tayini bulgular:

Gruplarin korteks dokusu AOPP diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlaml
bir fark bulunmamuistir (p=0,934) (Cizelge 4.4, Cizim 4.4).

Cizelge 4. 4. Gruplara gore si¢anlarin korteks dokusu AOPP diizeyleri

Gruplar AOPP Diizeyi (nmol/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama = Standart Hata P Degeri
SG 5,0292+0,22448
KAG 5,1021+0,45671 0,934
KSG 5,0372+0,55047
AOPP (Korteks) Diizeyleri
6
5
E
g a4
a
DEi 3
]
g 2
£
1
Saline [ Alkol . Sukroz
- Degerler | 5,0292 | 35,1021 | 5,0372

Cizim 4. 4. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu AOPP diizeyleri
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4.1.1.5. Beyin korteks dokusu 8-OHdG diizey tayini bulgulart
Gruplarin korteks dokusu 8-OHdG diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli
bir fark bulunmamistir (p=0,147) (Cizelge 4.5, Cizim 4.5).

Cizelge 4. 5. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu 8-OHAG diizeyleri

Gruplar 8-OHdG Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Median (25.Persentil -75. Persentil) P Degeri
SG 0,5766 (0,5376-0,6222)
KAG 0,6241 (0,5918-0,7922) 0,147
KSG 0,6729 (0,5608-0,8454)

80HdG (Korteks) Diizeyleri

-

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

ng/mg protein

Saline ' Alkol - Sukroz
m Degerler 0,5813 0,6742 0,6901

Cizim 4. 5. Gruplara gore sigcanlarin korteks dokusu 8-OHdG diizeyleri
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4.1.1.6. Beyin korteks dokusu IL-1p diizey tayini bulgular

Gruplarin korteks dokusu IL-1B diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar aras1 anlamli
bir fark bulunmamistir (p=0,282) (Cizelge 4.6, Cizim 4.6).

Cizelge 4. 6. Gruplara gore siganlarin korteks dokusu IL-1f diizeyleri

Gruplar IL-1p Diizeyi (pg/mg protein) Gruplar Arasi
Median (25.Persentil -75. Persentil) P Degeri
SG 73,2745 (50,6466-85,8408)
KAG 79,4437 (49,6174-88,5492) 0,282
KSG 61,6254 (38,5676-77,0670)
IL-1p (Korteks) Diizevlen
100,00
g T
& !
Q
a
oo
E
3
80,00~
40,00~ l
Saline Alkol

Sukroz

Cizim 4. 6. Gruplara gore si¢canlarin korteks dokusu IL-1p diizeyleri
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4.1.2. Beyin Sap1 Dokusu BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1p Diizey Tayini
Bulgular

4.1.2.1. Beyin sapi dokusu BDNF diizey tayini bulgular:

Gruplarin beyin sap1 dokusu BDNF diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar aras1 anlamli

bir fark bulunmamistir (p=0,837) (Cizim 4.7).

Cizelge 4. 7. Gruplara gore sicanlarin beyin sap1 dokusu BDNF diizeyleri

Gruplar BDNF Diizeyi (ng/mg protein)] Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 0,3521+0,03580

KAG 0,3473+0,02093 0,837

KSG 0,3576+0,05056

BDNF (Beyin Sapi) Duizeyleri

ng/mg protein
=
P

0,15
0,1
0,05
0 Saline Alkol Sukroz
| Degerler 0,3521 0,3473 0,3576

Cizim 4. 7. Gruplara gore sigcanlarin beyin sap1 dokusu BDNF diizeyleri

46



4.1.2.2. Beyin sapt dokusu NT-3 diizey tayini bulgular

SG ve KAG arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,738).

KSG’'nda KAG’na gore NT-3 diizeyleri bakimindan anlamli bir azalma soz
konusudur (p=0,016).

SG ve KSG arasinda, SG’ye gore KSG’de NT-3 diizeylerinde bir diisiis soz
konusudur (p=0,003) (Cizelge 4.8, Cizim 4.8).

Cizelge 4. 8. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu NT-3 diizeyleri

Gruplar NT-3 Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 1,4211+0,17947

KAG 1,3668+0,13322 0,0025

KSG 1,1462+0,11519

NT3 (Beyin Sapi) Diizeyleri

1,8
1,6
1.4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0.2
0

ng/mg protein

Saline | Alkol - Sukroz
W Degerler 14211 1,3668 1,14862

Cizim 4. 8. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu NT-3 diizeyleri

** n=0,003 * p=0,016
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4.1.2.3. Beyin sapt dokusu NT-4 diizey tayini bulgular

SG ve KAG arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,094).

KAG’nda NT-4 diizeyleri KSG’na gore anlamli olarak ytiksektir

(p=0,002).

SG ve KSG arasinda, SG’ye gore KSG’de NT-4 diizeylerinde bir diisiis soz
konusudur (p< 0,0001) (Cizelge 4.9, Cizim 4.9).

Cizelge 4. 9. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu NT-4 diizeyleri

Gruplar NT-4 Diizeyi (pg/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 73,9184+4,10442

KAG 67,9426+7,57020 <0,0001

KSG 57,1564+3,76832

NT4 (Beyin Sapi) Diizeyleri
90

80
70

&0
50
40
30
20
10

o

P/ mg protein

Saline ' Alkol ' Sukroz
WDegerler 73,9184 67,9426 57,1564

Cizim 4. 9. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu NT-4 diizeyleri

*xx n< 0,0001 ** p=0,002
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4.1.2.4. Beyin sapt dokusu AOPP diizey tayini bulgular
Gruplari beyin sap1 dokusu AOPP diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli

bir fark bulunmamistir (p=0,108) (Cizelge 4.10, Cizim 4.10).

Cizelge 4. 10. Gruplara gore sigcanlarin beyin sap1 dokusu AOPP diizeyleri

Gruplar AOPP Diizeyi (nmol/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 5,1011+,32671

KAG 4,7531+0,29748 0.108

KSG 4,9608+0,31800

AOPP (Beyin Sapi) Diizeyleri

0 I I I

Saline Alkol Sukroz
m Degerler 51011 4,7531 4,9608

[, ]

<y

nmol/mg protein
[ Lk

(=

Cizim 4. 10. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu AOPP diizeyleri
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4.1.25. Beyin sapt dokusu 8-OHdG diizey tayini bulgular:
Gruplarin beyin sap1 dokusu 8-OHdG diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,512) (Cizelge 4.11, Cizim 4.11).

Cizelge 4. 11. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu 8-OHdG diizeyleri

Gruplar 8-OHdG Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 0,6307+0,08505
0,512
KAG 0,5958+0,05081
KSG 0,6279+0,05726

80HdG (Beyin Sapi) Diizeyleri

ng/mg protein

0,1
0

Saline Alkol Sukroz
m Degierler 0,6307 0,5958 0,6279

Cizim 4. 11. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu 8-OHdG diizeyleri
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4.1.2.6. Beyin sapt dokusu IL-1p diizey tayini bulgulart
Gruplarin beyin sap1 dokusu IL-1B diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlaml
bir fark bulunmadi (p=0,313) (Cizelge 4.12, Cizim 4.12).

Cizelge 4. 12. Gruplara gore siganlarin beyin sap1 dokusu IL-1p diizeyleri

Gruplar IL-1P Diizeyi (pg/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 41,2759+19,73685

KAG 22,1649+11,80683 0,313

KSG 22,1571+13,52639

IL1B (Beyin Sapi) Dizeyleri

70

10) T

S0

40

30

pe/mg protein

20

10

o
Saline Alkol Sukroz

M Degerler 41,27 22,16 22,15

Cizim 4. 12. Gruplara gore si¢anlarin beyin sap1 dokusu IL-1f diizeyleri
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413. Hipokampiis Dokusu BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1p Diizey
Tayini Bulgulari

4.1.3.1. Hipokampiis dokusu BDNF diizey tayini bulgular:
Gruplarin hipokampiis dokusu BDNF diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar arasi

anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,669) (Cizelge 4.13, Cizim 4.13).

Cizelge 4. 13. Gruplara gore si¢anlarin hipokampiis dokusu BDNF diizeyleri

Gruplar BDNF Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 0,3436+0,04551
KAG 0,3721+0,07052 0,669
KSG 0,3546+0,04381
BDNF (Hipokampus) Diizeyleri
0,5
0,45 —

04

e 0,35 I l [

3
E 0,3
nEq 0,25
= 0,2
= 015
0.1
0,05
0
Saline Alkol Sukroz
u Degerler 0,2436 0,3721 0,3546

Cizim 4. 13. Gruplara gore siganlarin hipokampiis dokusu BDNF diizeyleri
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4.1.3.2. Hipokampiis dokusu NT-3 diizey tayini bulgular
Gruplarin hipokampiis dokusu NT-3 diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi
anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,451) (Cizelge 4.14, Cizim 4.14).

Cizelge 4. 14. Gruplara gore siganlarin hipokampiis dokusu NT-3 diizeyleri

Gruplar NT-3 Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 1,4532+0,38335
KAG 1,2915+0,22302 0,451
KSG 1,4897+0,20372

NT3 (Hipokampus) Diizeyleri

1,8

1,6 -
1.4 | ]:
1,2 1

0,8
0,6

o

0.4

¥

0,2
0

ng/mg protein

Saline Alkol Sukroz
Degierler 1,4532 1,2915 1,4897

Cizim 4. 14. Gruplara gore si¢canlarin hipokampiis dokusu NT-3 diizeyleri
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4.1.3.3. Hipokampiis dokusu NT-4 diizey tayini bulgular

Gruplarin hipokampiis dokusu NT-4 diizeyleri karsilastirildifinda gruplar arasi
anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,707) (Cizelge 4.15, Cizim 4.15).

Cizelge 4. 15. Gruplara gore siganlarin hipokampiis dokusu NT-4 diizeyleri

Gruplar NT-4 Diizeyi (pg/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 73,9580+8,74509

KAG 70,7513+7,98020 0,707

KSG 74,5073+8,28049

NT4 (Hipokampus) Diizeyleri
=1
80 { - [
70
60 1

50
40

pg/mg protein

30

20
10

0

Saline Alkol Sukroz
u Degerler 73,958 70,7513 74,5073

Cizim 4. 15. Gruplara gore si¢canlarin hipokampiis dokusu NT-4 diizeyleri
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4.1.3.4. Hipokampiis dokusu AOPP diizey tayini bulgular
Gruplarin hipokampiis dokusu AOPP diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi
anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,154) (Cizelge 4.16, Cizim 4.16).

Cizelge 4. 16. Gruplara gore siganlarin hipokampiis dokusu AOPP diizeyleri

Gruplar AOPP Diizeyi (nmol/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 5,1624+0,60052
KAG 5,0781+0,47190 0,154
KSG 4,5866+0,48516

AOPP (Hipokampus) Diizeyleri

nmol/mg protein
Lak

i)
Saline Alkol Sukroz

M Degerler 2,1624 20781 4,5866

Cizim 4. 16. Gruplara gore siganlarin hipokampiis dokusu AOPP diizeyleri
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4.1.3.5. Hipokampiis dokusu 8-OHdG diizey tayini bulgular
Gruplarin hipokampiis dokusu 8-OHdG diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi
anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,625) (Cizelge 4.17, Cizim 4.17).

Cizelge 4. 17. Gruplara gore sicanlarin hipokampiis dokusu 8-OHdG diizeyleri

Gruplar 8-OHdG Diizeyi (ng/mg protein) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 0,6180+0,05948
KAG 0,6319+0,03137 0,625
KSG 0,6036+0,05374

80HdG (Hipokampus) Diizeyleri
0.8
0,7

&

0,6 I

0.5

¥

=
—

0,4
0,3
0,2
0.1

0

ng/mg protein

Saline Alkol Sukroz
 Degerler 0,618 0,6319 0,6036

Cizim 4. 17. Gruplara gore si¢anlarin hipokampiis dokusu 8-OHdG diizeyleri
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4.1.3.6. Hipokampiis dokusu IL-1f diizey tayini bulgular

Gruplarin hipokampiis dokusu IL-1B diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi
anlaml bir fark bulunmustur (p=0,002). Bu fark SG’nda KSG’na gore anlamli bir artis

olarak gozlenmistir (p=0,002) (Cizelge 4.18, Cizim 4.18).

Cizelge 4. 18. Gruplara gore siganlarin hipokampiis dokusu IL-1f diizeyleri

Gruplar IL-1p Diizeyi (pg/mg protein) Gruplar Arasi
Median (25.Persentil -75. Persentil) P Degeri
SG 63,4812 (52,0289-70,7142)
KAG 46,8761 (44,6559-63,3049) 0,002
KSG 16,7960 (13,2858-19,7888)
IL-1p (Hipokampis) Dizevlen
ey
*
0,00
£ ==
L]
B
& L
"?: 40 00
20 D0 ——
T ] T
Saline Alkal Sukraz

Cizim 4. 18. Gruplara gore si¢anlarin hipokampiis dokusu IL-1f diizeyleri

* p=0,002
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4.1.4. Serum BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1p Diizey Tayini Bulgulari
4.1.41. Serum BDNF diizey tayini bulgular

Gruplarin serum BDNF diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli bir fark

bulunmamustir (p=0,453) (Cizelge 4.19, Cizim 4.19).

Cizelge 4. 19. Gruplara gore siganlarin serum BDNF diizeyleri

Gruplar BDNF Diizeyi (ng/mL) Gruplar Arasi
Ortalama = Standart Hata P degeri
SG 3,8592+0,60944
KAG 4,1962+0,84527 0,453
KSG 3,8146+,42968

BDNF (Serum) Diizeyleri

ng/mL
L)
i

saline ' Alkol ' Sukroz
w Degerler 3,8592 14,1962 3,8146

Cizim 4. 19. Gruplara gore sicanlarin serum BDNF diizeyleri
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4.1.4.2. Serum NT-3diizey tayini bulgulart

Gruplarin serum NT-3 diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli bir fark

bulunmamustir (p=0,074) (Cizelge 4.20, Cizim 4.20).

Cizelge 4. 20. Gruplara gore siganlarin serum NT-3 diizeyleri

Gruplar NT-3 Diizeyi (ng/mL) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
NKG 33,1133+5,30817
KAG 29,0454+3,74579 0,074
KSG 27,8835+4,36706

NT3 (Serum) Diizeyleri
35

45
20
15
10

ng/mL

0 : i
Saline Alkol Sukroz

m Degerler | 33,1133 29,0454 27,8835

Cizim 4. 20. Gruplara gore siganlarin serum NT-3 diizeyleri
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4.1.4.3. Serum NT-4 diizey tayini bulgulart

Gruplarin serum NT-4 diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar aras1 anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0,232) (Cizelge 4.21, Cizim 4.21).

Cizelge 4. 21. Gruplara gore sicanlarin serum NT-4 diizeyleri

Gruplar NT-4 Diizeyi (pg/mL) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri

SG 1336,6208+244,81364

KAG 1417,7063+370,29301 0,232

KSG 1581,1903+201,49321

NT4 (Serum) Diizeyleri

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

pg/mL

saline ' Alkol . Sukroz
®m Degerler 13366208 1417,7063 1581,1903

Cizim 4. 21. Gruplara gore si¢anlarin serum NT-4 diizeyleri
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4.1.4.4. Serum AOPP diizey tayini bulgular:
Gruplarin serum AOPP diizeyleri karsilagtirildiginda NKG ve KAG arasinda anlamli

bir fark bulunmamaistir (p=0,221).

KAG ve KSG arasinda anlamli bir fark bulunmamastir (p=0,0549).

KSG AOPP diizeyleri SG’na gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,029) (Cizelge
4.22, Cizim 4.22).

Cizelge 4. 22. Gruplara gore siganlarin serum AOPP diizeyleri)

Gruplar AOQOPP Diizeyi (nmol/mL Gruplar Arasi
Ortalama = Standart Hata P degeri

SG 42,5529+3,11916

KAG 41,0317£3,18391 0,035

KSG 38,5582+2,21280

AOPP (Serum) Duizeyleri

nmolfmL
(%]
o

Saline Alkal Sukroz
I B Degerler 42,5529 410317 38,5582

Cizim 4. 22. Gruplara gore siganlarin serum AOPP diizeyleri

* p=0,029
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4.1.45. Serum 8-OHdG diizey tayini bulgular
Gruplarin serum 8-OHdG diizeyleri karsilastirildiginda SG ve KAG arasinda

anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,152).
KAG ve KSG arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,380).
SG’nda KSG’na gore anlaml1 bir yilikseklik gézlenmistir (p=0,009) (Cizelge 4.23,

Cizim 4.23).

Cizelge 4. 23. Gruplara gore sicanlarin serum 8-OHAG diizeyleri

Gruplar 8-OHdG Diizeyi (ng/mL) Gruplar Arasi
Ortalama + Standart Hata P degeri
SG 8,0468+0,95564
KAG 7,2083+0,97331 0,012
KSG 6,6212+0,61783
80HdG (Serum) Duzeyleri
10
9
8
7
d E
% 5
4
3
2
1
0
Saline Alkol Sukroz
HDegerler 8,0468 7.2083 6.6212

Cizim 4. 23. Gruplara gore sigcanlarin serum 8-OHdG diizeyleri

** S p=0,009
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4.1.4.6. Serum IL-1p diizey tayini bulgular
Gruplarin serum IL-1B diizeyleri karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0,520) (Cizelge 4.24, Cizim 4.24).

Cizelge 4. 24. Gruplara gore siganlarin serum IL-1p diizeyleri

Gruplar IL-18 Diizeyi (pg/mL) Gruplar Arasi
Ortalama = Standart Hata P degeri

SG 21,4615+7,79058

KAG 18,5769+6,56266 0,520

KSG 17,2308+7,88763

IL1B (Serum) Dizeyleri
30

25
20

15

pg/mL

10

un

] : :
Saline Alkol Sukroz

®m Degerler - 21,4615 18,5769 17,2308

Cizim 4. 24. Gruplara gore sicanlarin serum IL-1p diizeyleri
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5. TARTISMA

Diinya saglik orgiitiiniin 2014 yili kiiresel raporuna gore; Diinyada 2012 yilinda
gerceklesen 3,3 milyon oliim alkol bagimlilig1 nedeniyledir. Erkeklerde alkol bagimlilig
nedeniyle 6liim oran1 %7,6 iken kadinlarda %4 olarak tespit edilmistir. Alkol bagimliligi,
Amerika’da 6nlenebilir 61iim nedenlerinden iigiinciisiidir (WHO 2014). Yapilan ¢alismalar
alkol bagimhiliginin  kalitimsal regiilasyonunun olabilece§ini ortaya koymaktadir.
Hamilelikleri doneminde alkol tiiketen annelerin bebeklerinde alkoliin fetal gelisim
tizerinde ciddi etkileri olabilmekte ve fetal alkol sendromu tablosuna yol agabilmektedir.
Kronik alkolizmin beyin dokusunun dejenerasyonuna ve yetiskinlerde Wernicke-Korsakoff
sendromuna yol acabildigi bilinmektedir (Mokdad ve dig. 2004). Hipokampus, hafizadaki
rolii ve alkoliklerde klinik olarak go6zlemlenen bozulmus biligsel islev nedeniyle
norotoksisite acisindan en kapsamli sekilde incelenen beyin dokusu olmustur (Miller ve
dig. 2002).

Calismamizda etanol kullaniminin beyin dokusunda oksidatif stres olusturma
potansiyeli ve norotrofin diizeyleri lizerine olan etkilerini; korteks, hipokampus ve beyin
sap1 alanlarinda ayr1 ayr1 incelemeyi amagladik.

Calismamizda etanol grubu korteks, hipokampus, beyin sapi dokulari ve serum
BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1B diizeyleri salin grubundan farklilik
géstermemistir. Ayrica etanol grubun korteks NT-3 diizeyleri sukroz grubuna gore diisiik
bulunurken, etanol grubu beyin sapt NT-3 ve NT-4 diizeyleri sukroz grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Azalmis norotrofik aktivite, yetiskin beyninde ve alkol ile iliskili
norogelisimsel bozukluklarin etiyolojisinde etanol kaynakli ndrodejenerasyonda rol
oynayabilir. Bu, etanoliin BDNF'nin ekspresyonunun azaltmasiyla veya reseptoriiniin
sinyal transdiiksiyonu i¢in yetersizligi yoluyla gerceklesebilir. Yiiriitiilen baz1 ¢aligmalara
bakildiginda, BDNF proteini ve BDNF mRNA seviyeleri ile ilgili verilerin ¢eligkili oldugu
goriilmiistiir; bazi calismalarda bizim caligmamizla uyumlu olarak hipokampal BDNF
diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadigr gozlemlenirken (Miller ve dig. 2002,
Okamoto ve dig. 2006), digerlerinde BDNF'de diisiisler gdzlemlenmistir (MacLennan ve
dig. 1995, Tapia-Arancibia ve dig. 2001).

Ayrica yakin zamanda BDNF’ nin bagimlilik diizenleyicisi olarak da etkileri oldugu

ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismalarda ise onceki ¢aligmalarin aksine, etanole maruz kaldiktan
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sonra anksiyete, bagimlilik ve homeostazda BDNF ve iligkili sinyal yollarinin bolgeye
0zgii up-regiilasyonunu gostermektedir (Davis 2008).

Joe ve arkadaslar1 alkol bagimlilig1 olan hastalarda diisiik serum BDNF seviyeleri
bulmusglardir (Joe ve dig. 2007). BDNF ile ilgili insan c¢aligmalar1 V66M [Valine (66)
Methionine (Val66Met)] allelinin alkol bagimliligi igin ©6nemli olabilecegini
diistindiirmiistiir (Grzywacz ve dig. 2010).

Etanoliin etkisini arastiran deneysel hayvan modeli ¢alismalari, BDNF ve/veya TrkB
reseptorii mRNA diizeyleri lizerine yogunlasmistir (Zhang ve dig. 2000, Miller ve dig.
2002, Baek ve dig. 1996; Tapia-Aranibibia ve dig. 200). Bazilari, yetiskinlerde etanol
kullanim1 kesildiginde TrkB mRNA seviyelerini degistirmedigini (Zhang ve dig. 2000,
Miller ve dig. 2002), bazilar1 ise up-regiilasyonunu rapor etmektedir (Baek ve dig. 1996;
Tapia-Aranibibia ve dig. 2001). Reseptoriin diizenlenmesi esas olarak mRNA ekspresyonu
basamaginda degil, protein sentezi asamasinda olmaktadir. BDNF ve TrkB karsilikli olarak
diizenlenmektedir.

Akut olarak ortaya ¢ikan homeostatik degisiklikleri ortaya koyan caligmalara ek
olarak, kronik etanol maruziyeti nedeniyle ndrodejenerasyona yol acan patolojik
degisiklikleri ortaya koyan calismalar da mevcuttur (Davis 2008). Bu calismalarin ¢ogu,
uzun siireli maruziyetle hipokampus BDNF mRNA'sinda bir azalma oldugunu bildirmekte
ve bu azalmanin, ndrodejenerasyonda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Angoa-
Pérez ve dig. 2017, Davis 2008). Bununla birlikte, zamansal ve metodolojik farkliliklarin
degisik sonuglarin eldesine neden oldugu disiiniilmektedir. Uzun siireli etanol
kullaniminin, siganlarda hipokampal atrofi olusumuna neden oldugu (Walker ve dig.
1980), boylelikle 28 haftadan fazla kronik etanol maruziyetinin dendritik agda azalmaya
neden olarak, dejenerasyon mekanizmalarimin tespitini engelledigi gézlemlenmistir.

Kisa siireli etanol maruziyeti esnasinda olusan etanol geri ¢ekilmeleri kompanse
edilebilirken, wuzun silireli maruziyette reseptér up-regiilasyonuna ve buna
bagli hiperaktiviteye neden olarak, sinyal iletim mekanizmalarinin dengesinin
bozulmasina neden olur (McGough ve dig. 2004, Miller 2004, Miller ve Mooney 2004,
Tapia-Arancibia ve dig. 2001). Sinyal iletimi ile ilgili bu degisiklikler reseptorlerin etanol
varlifinda dahi sinyali iletememelerine neden olabilir. Fakat bu caligmalar primer olarak
mRNA y1 incelediginden rapor edilen degisiklikler salgilanan protein veya aktivitesini

gercek anlamda yansitmayabilir (Davis 2008). Kronik etanol maruziyetinin siganlarda
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bazal 6n beyin ve kortekste norotrofin igerigini degistirdigi ortaya konmustur (Miller
2004). Bunun yaninda yapilan hayvan ¢alismalarinda bizim ¢alismamiz ile uyumlu olarak,
herhangi bir beyin bodlgesinde BDNF ekspresyonu iizerine alkoliin kesin bir etkisi
oldugunun gosterilemedigi de olmustur (Autry ve Monteggia 2012).Literatlirde siire ve
doz olarak etanol uygulamalar1 arasinda farkliliklar vardir. Hansen ve arkadaslar1 28 giin
etanolii (%98) damitilmis su i¢inde %20'ye (w/v) seyreltip, oral yoldan (gavaj) 10 mL/kg,
alkol dozu (gilinde 2 g/kg agirliginda) olarak uygulamislar ve frontal korteks BDNF mRNA
diizeylerinde degisiklik olmadigin1 bulmuslardir (Hansen ve dig. 2017). Ratlarin 28 giin
boyunca %6 oraninda alkole serbest ulasimina izin verip, kronik alkol maruziyeti
olusturduklarini ifade ederek yiiriitiilen ¢aligmalar da mevcuttur (Du ve dig. 2018).

Miller ve arkadaslar1 siganlara epizodik olarak alkol maruziyeti uygulamis, haftada 3
giin vermek kosuluyla 6 hafta alkol uygulanmasini akut, 24 hafta alkol uygulamasini
kronik maruziyet olarak degerlendirmistir. Parietal korteks, entorinal korteks, hipokampus,
bazal ¢ekirdek ve septal gekirdek NGF, BDNF ve NT-3 diizeylerini degerlendirmisler.
Parietal korteks NGF ve BDNF igerigi yiikselmis ve NT-3 icerigi diismiis olarak tespit
edilirken, entorinal kortekste higcbir degisiklik bulamamislar. Hipokampusta, epizodik
etanol maruziyetinin ardindan {i¢ norotrofin miktarin1 da yiikselmis olarak bulmuslardir.
Etanol maruziyeti ile bazal 6n beyindeki NGF ve NT-3 iceriginin azaldigmi ve septal
cekirdeklerdeki NGF ve BDNF iceriginin ise yiikseldigini gozlemlemislerdir. Ancak
etanoliin etkisi ile olusan bu degisiklikler gegici oldugundan, 24 haftalik epizodik
maruziyetle bile belirgin bir degisiklik olmadigin1 ifade etmislerdir. Bdylece, etanoliin
etkileri beyin bolgesine ve uygulama siiresine bagimli olarak gdézlemlenmektedir. Ancak
bu model epizodik maruziyeti test etmektedir. Dolayisiyla da kronik etanol maruziyetinin
neden oldugu degisikliklerden farklidir (Miller 2004).

Bizim ¢aligmamizda ise etanol maruziyeti %20 (v/v) lik etanol haftada 5 gilinden
(pazartesi-cuma) 8 hafta boyunca uygulanmistir. Calistigimiz beyin bolgelerinde BDNF
degisikligi olugsmamasi1 nedeniyle bu siire veya uygulama dozunda nérodejenerasyon
olusmadigini1 diisiindiik. Ancak BDNF reseptor diizeylerini 6lgmedigimiz i¢in, reseptor
diizeyleri ile ilgili fikir sahibi olamadik. Bu nedenle BDNF reseptor diizeyinin ¢alisiimamis
olmast caligmanin kisithiligr olabilir diye diisiindiik. Ayrica BDNF yiiksekligi tesbit
etmemis olmamiz nedeniyle uygulamis oldugumuz doz ve siirenin si¢anlarda alkol

bagimlilig1 olusturmadigini da sdyleyebiliriz.
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Calismamizda etanol ve salin grubu arasinda beyin dokular1 ve serum NT-3 diizeyleri
acisindan anlamli farklilik bulunmamistir. Ancak sukroz grubu korteks NT-3 diizeyleri
diger gruplara gore anlamli yiiksek iken, beyin sap1 NT-3 diizeyleri anlamli diisiikliik
gostermistir. Hipokampus ve serumda ise NT-3 diizeyleri agisindan gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunamamigtir. Bu durum bize korteks, beyin sap1 ve hipokampusun
etkilenme diizeyleri arasinda farklilik olabilecegini diisiindiirmektedir. NT-3 hem noral
sagkalimi destekleyen hem de noroprotektif etkiye sahip bir proteindir. Sukroz grubunda
anlaml yiliksek Korteks NT-3 diizeylerinin tespit edilmesi bu bdlgenin sukroza olan
hassasiyetinin yiiksek oldugunu diisiindlirmektedir. Tirapelli ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da oldugu gibi sukroz etanoliin kalori esdegeri olarak ¢aligmamizda kullanildi.
(Tirapelli ve dig. 2006). Beyin sapinin sukroz alimi sonrasi olusan sinyal iletimi yoluyla
uyarildigi, noronal aktivitesinin harekete gectigi ve tatli aliminin modiilasyonunda rolii
oldugu disiiniilmektedir (Chen ve dig. 2011). Oral epitelyumda tanimlanan tat-sinyal
mekanizmalart bagirsakta da calisir ve hem seker saptamada hem de bagirsak ve
pankreatik hormon salgilanmasinin diizenlenmesinde rol oynarlar. iki ana dedektdr grubu
vardir: Bunlar G-protein-bagli reseptorler (GPCR) ailesi ve seker tasiyicilaridir (6rn.
GLUT2, GLUTS, sodyum-bagimli glukoz ko-transporter 1 (SGLT1) ve GLUTS).
Enteroendokrin hiicreleri GPRC ailesi yoluyla sekerleri direkt olarak algilarlar. Tatl
reseptorleri tipl (T1R) de GPRC ailesinin bir iiyesidir. Bu reseptdrler tatl tat tercihlerinde
de rol oynamaktadir (Ochoa 2015). Sican etanol modeli olusturulan ¢alismalarda sukroz,
kontrol grubu olusturmak (etanoliin kalori esdegeri olarak) amaciyla kullanilabilmektedir,
ancak sukrozun kronik kullaniminin beyin hasari olustugunu gosteren calismalar da
mevcuttur. Ornegin, 4 ay boyunca igme suyuna ilk 2 ay %10, sonraki 2 ay %34’liik sukroz
uygulanan sigcanlarin hipokamuslarinda DNA hasar1 olustugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Franke ve dig. 2017, Franke ve dig. 2018).

Stresin hipokampusteki BDNF ve NT-3 mRNA ifadesi iizerine etkisini inceleyen bir
calismada BDNF'nin aksine, NT-3 mRNA ifadesinin, dentat gyrusda ve CA2 ve medial
CAl piramidal noronlarda tekrarlanan immobilizasyon stresine yanit olarak arttigi, akut
stres uygulandiginda ise NT-3 mMRNA seviyelerinin yilikselmedigi gosterilmistir. NT-3
mRNA seviyeleri, immobilizasyon stresine yanit olarak tinea tecta veya serebellumda
degismemis ancak NT-3 ekspresyonu, LC’da strese bagli olarak yilikselmistir (Smith ve
dig. 1995). Diger bir calismada da rafineri sekerinin doz ve zamandan bagimsiz olarak
hipokampiis NT-3 mRNA seviyelerini degistirmedigi bulunmustur. Bu c¢alismada rafineri

sekeri olarak bahsedilen sukrozdur ancak uygulama dozundan bahsedilmemistir (Molteni
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ve dig. 2002). Bizim c¢alismamizda bu calisma ile uyumlu olarak hipokampus NT-3
diizeylerinde gruplar aras1 anlamli farklilik bulunamamastir.

Kortikal néronlarin kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada etanoliin norotrofin aracili
hiicre sagkalimi tizerindeki etkileri incelenmistir. Etanol, kiiltiir ortaminda néronlarin NGF
aracili sag kalimini tamamen bloke etmis bununla beraber etanol toksisitesinin BDNF
lizerine bir etkisi olmadigi gdsterilmistir (Davis 2008). Etanoliin ndrotrofin aracili hiicre
sagkalimi lizerine etkisi hiicre kiiltiirleri yapilarak incelenmis ve NT-3’lin etanoliin
uyardigi hiicre 6liimiinii bloke edici etkisi oldugu sonucuna varilmistir (Seabold ve dig.
1998). Bu nedenle de NT-3 iin noroprotektif etkili oldugu belirtilmistir. NT-3, TrkC
reseptoriine yiiksek afinite ile baglanan tek nérotrofindir. Bu 6nemlidir ¢iinkii kortikospinal
traktusun noronlar1 TrkC reseptoriinii eksprese eder. In vitro olarak, NT-3 iin hipokampus,
sempatik gangliyonlar, dorsal kok gangliyonlar1 ve ventral mezensefalonun dopaminerjik
ve GABAerjik noronlarinin hayatta kalmasima katkida bulundugu gosterilmistir (Keefe ve
dig. 2017).

Calismamizda etanol ve salin grubu arasinda beyin dokular1 ve serum NT-4 diizeyleri
acisindan anlaml farklilik bulunmamustir. Sukroz grubu beyin sap1 NT-4 diizeyleri diger
gruplara gore anlaml diistiklilk gostermistir. Ancak korteks, hipokampus ve serumda
gruplar aras1 NT-4 diizeyleri agisindan farklilik bulunmamustir.

NT-4’1in, spinal gangliyon noronlarin sagkalimi lizerindeki etkisinin BDNF ile esit
diizeyde ve NT-3’ ten daha gii¢lii oldugu belirtilmistir (Zheng ve dig. 1995). Beyin tutlumu
olan bazi hastaliklarda, astrositlerden, mikrogliyalardan ve noronlardan bu noérotrofin
saliniminin indiiklendigi, bunun noéroprotektif veya bagisiklik sistemini diizenleyici bir
mekanizma olabilecegini bildirmislerdir (Tokunaga ve dig. 2002).

Protein peroksidasyonu gostergesi olan AOPP ve 8-OHdG diizeylerinde beyin
dokularinda gruplar arast anlamli bir farklilik bulunamadi. Bu sonuglar 15181 altinda, etanol
uygulanan grup i¢in uygulanan etanol doz ve zamanina baglh olarak ¢alistigimiz beyin
bolgesi dokularinda ve serumda etanoliin protein peroksidasyonu ve DNA hasari
belirteclerinde degisiklik olusturmamustir.

Son olarak inflamasyona, hiicre biiylimesi, iyilesme ve yaralanmalara kars1 sistemik
yanit1 da i¢ine alan bagisikliksal ve enflamatuvar olaylar1 diizenleyen polipeptidler olan
sitokinlerden IL-1B diizeylerinde de gruplar arast anlamli farklilik bulunmamustir.

Kronik etanol kullaniminin hipokampiis ve serebral kortekste IL-1p diizeylerini
arttirdigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Tiwari ve Chopra 2013). Chen ve arkadaglar1 8

hafta boyunca 10 g/kg etanol uygulanan siganlarda prefrontal korteks, hipokampus ve
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amigdala bolgelerinde IL-1 diizeylerinin arttigini tesbit etmisler. Bu durumun kognitif
bozukluk olusumunda etkili oldugunu ileri stirmiislerdir (Chen ve dig. 2017).
Calismamizda bu c¢alismalardan farkli olarak etanol grubunda beyin sap1 IL-1P
diizeylerinde degisiklik bulunmamustir. Literatiirde orta diizey alkol kullaniminin immiin
modulatdr etkiler gosterebilecegine dair goriisler de yer almaktadir (Romeo ve dig. 2007).
Yapilan bir ¢aligmaya gore, immiin sistemi baskilayan bir madde olan
etanol, viicuttaki sitokin dengesi ve fonksiyonlarini bozmaktadir (Crews ve dig. 2006).
Erkek ratlarda bir calismada kronik alkol tiiketiminin hiicresel immiinitenin 6nemli
bilesenlerinden olan CD3+, CD4+ ve CD8+ sayilarinda azalmaya sebep oldugu
gosterilmektedir (Boyadijeva ve dig. 2002). Watzl ve arkadaglar1 da bizim ¢alismamizla
uyumlu olarak alkol kullaniminin immiin sistem iizerine herhangi bir etkisi olmadigim

bulmuslardir (Watlz ve dig. 2004, Romeo ve dig. 2007).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda, sigcanlarda kronik etanol maruziyeti modeli olusturarak etanol
kullaniminin beyin korteks, hipokampus, beyin sap1 bolgeleri ve serum BDNF, NT-3, NT-
4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1p diizeyleri lizerine olan etkilerini analiz ettik.

Calismamizda etanol grubu korteks, hipokampus, beyin sapi dokulari ve serum
BDNF, NT-3, NT-4, AOPP, 8-OHdG ve IL-1B diizeyleri salin grubundan farklilik
gostermemistir. Ancak sukroz grubu korteks NT-3 diizeyleri diger gruplara gore anlamli
yiiksek iken, sukroz grubu beyin sapt NT-3 ve NT-4 diizeyleri anlamh diisiikliik
gostermistir.

Calismamiz 15181 altinda degerlendirdigimizde, siganlara 8 hafta boyunca haftada 5
giin olmak tizere 4 g/kg % 20’lik etanol gavaj yoluyla uygulanarak olusturulan kronik
etanol maruziyeti modelinde, bu siirenin veya uygulama dozunun beyin Kkorteks,
hipokampus ve beyin sapinda protein ve DNA hasar1 ve norotrofik faktor (BDNF, NT-3,
NT-4) degisikligi olusturmadigini tespit ettik.

Sonug olarak hayvan sayisinin arttirilarak ya da etanol uygulamasindaki zaman veya
doz bagimhiliginin dikkate alindigi ileri ¢alismalar yapmak gerektigi ve bunun yani sira
sukrozun etkilerinin daha detayli olarak incelenecegi ileri ¢aligmalara ihtiyag oldugu

kanisindayiz.
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