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OZET

FARELERDE LiPOPOLISAKKARITLE OLUSTURULAN
NOROENFLAMASYONDA BEYINDE GELISEN OKSIDATIF STRES, YANGI
ve BDNF DUZEYI UZERINE ASETIiL-L-KARNITININ ETKIiSi

Amag¢: Bu calismada, asetil-L-karnitin (ALKAR)’in noroenflamasyon {izerine
etkilerinin beyin dokusunda oksidatif stres parametreleri, BDNF, TNF-a, IL-1p ve IL-
10 konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesini kapsayan analizler ile ortaya konulmasi amaglandi.
Materyal ve Metot: Calismada, 8-10 haftalik, 40 adet, erkek Swiss Albino fare
kullanildi. Farelerde noroenflamasyonun olusturulmasi amaci ile ¢alismanin 3. gilinii
kontrol hari¢ tiim gruplara tek doz 3 mg/kg lipopolisakkarit (LPS); profilaksi ve tedavi
icin, iki farkli gruba 5 giin boyunca giinde 1 kez 100 mg/kg ALKAR (100A) ve 300
mg/kg ALKAR (300A); kontrol grubundaki farelere 5 giin boyunca giinde 1 kez serum
fizyolojik periton i¢i uygulandi. Calismanin 6. giiniinde tiim fareler ketamin ve ksilazin
anestezisi ile sakrifiye edildi. Beyin dokusunda néroenflamasyon ile iliskili lezyonlar ve
ALKAR’m etkileri histopatolojik incelemeler ve biyokimyasal analizler ile belirlendi.
Bulgular: LPS grubunun beyin dokusu BDNF konsantrasyonunun kontrol ve 100A
gruplarina gore diisiik oldugu bulundu (p<0,05). 300A grubu TNF-a konsantrasyonun,
kontrol ve LPS gruplarina gore yiikksek oldugu tespit edildi (p<0,001). GSH
konsantrasyonunun 100A ve 300A gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek oldugu belirlendi (p<0,005). GPx aktivitesinin LPS grubunun kontrol, 100A ve
300A gruplarma gore; 100A grubunun 300A grubuna gore azaldigi tespit edildi
(p<0,001). MDA, IL-1B ve IL-10 konsantrasyonlar1 ile SOD aktivitesi bakimindan
gruplar arasindaki farkliligin istatistik olarak 6nemli olmadig: saptandi (p>0,05).

Sonu¢: Bu calismadan elde edilen bulgular dogrultusunda, ALKAR’1n merkezi sinir
sisteminde meydana gelen oksidatif stres ve yangi kaynakli hasarlarin hafifletilmesinde
noroprotektif bir secenek olarak kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Asetil-L-karnitin; BDNF; lipopolisakkarit; néroenflamasyon

Filiz KAZAK, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2017



ABSTRACT

THE EFFECT OF ACETYL-L-CARNITINE ON OXIDATIVE STRESS,
INFLAMMATION AND BDNF LEVELS IN THE BRAIN
NEUROINFLAMMATION GENERATED BY LIPOPOLYSACCHARIDE IN
MICE

Aim: In this study, it was aimed to reveal the effects of acetyl-L-carnitine (ALCAR) on
neuroinflammation with analyzes including the measurement of the concentrations of
oxidative stress parameters, BDNF, TNF-a, IL-1p and IL-10 concentrations in brain tissue.
Materials and Methods: A total of 40 male Swiss Albino mice aged between 8-10 weeks
were used in the study. Neuroinflammation was induced in mice by applying 3 mg/kg i.p.
lipopolysaccharide (LPS) in all groups except control group on the 3™ day of the experiment.
ALCAR was applied in two different doses as 100 mg/kg (100A) and 300 mg/kg (300A)
once daily for 5 days for prophylaxis and treatment for each group. Control group received
saline (0.5 ml i.p.) once daily for 5 days. Mice were sacrificed under xylazine and ketamine
anaesthesia and brain tissue was removed at necropsy on the 6th day of the experiment.
Lesions associated with neuroinflammation and effects of ALCAR in the brain tissue were
determined by histopathological examinations and biochemical analyses.

Results: The brain tissue BDNF concentration of the LPS group was lower than control and
100A groups (p<0.05). The concentration of TNF-a in group 300A was higher than control
and LPS groups (p<0.001). GSH concentration was significantly higher in the 100A and
300A groups than in the control group (p<0.05). GPx activity was decreased in the LPS group
compared to other groups (p<0.001). GPx activity was also decreased in 100A group than that
of 300A group (p<0.001). There was no statistically significant difference between the groups
in terms of the concentrations of MDA, IL-1p, IL-10 and SOD activity (p>0.05).

Conclusion: Findings from this study suggest that ALCAR may be used as a neuroprotective
option to attenuate oxidative stress and inflammatory damage in the central nervous system.

Key Words: Acetyl-L-carnitine, BDNF, lipopolysaccharide, neuroinflammation

Filiz KAZAK, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2017
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PLCy : Fosfolipaz C gamma
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1. GIRIS

Noroenflamasyon, sinir dokusunun iltihabt olup ndrodejenerasyona neden
olmaktadir. Giinlimiizde norodejeneratif hastaliklar ve norolojik bozukluklar 6nemli ve
bliyliyen bir sorun haline gelmistir. Norodejeneratif hastaliklarin en bilinen formlari
insanlarin Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, multipl skleroz, frontotemporal
demans, vaskiiler demans, Lewy cisimcikli demans, amyotrofik lateral skleroz,
Huntington hastaligi, akut dissemine ensefalomyelit, akut nekrotizan hemorajik
ensefalomyelit, néromyelitis optika ve postvaksinal-postenfeksiy6z ensefalomyelit
hastaliklari ile kdpeklerin distemper hastaligidir. Norodejeneratif hastaliklarin toplumsal
onemi lilkemizde ve diinyada her gecen giin artmakta ve hem sosyal hem de ekonomik
yonden olduk¢a 6nemli bir yiikii de getirmektedir. Avrupa’da 30 iilkeyi kapsayan bir
arastirmada 2010 yili i¢cin tahminen 179 milyon kisinin beyin ile ilgili herhangi bir
hastaliga yakalandig1 ve bunun yillik maliyetinin tiim Avrupa i¢in yaklasik olarak 800
milyar Euro oldugu bildirilmistir (Olesen ve ark., 2012; Olesen ve DiLuca, 2014). Bu
hastaliklar, ciddi saglik masraflar1 yaninda hastalarin yasam kalitelerini diisiirmesi, hem
hastalarda hem de hasta yakinlarinda sosyal, kiiltiirel ve psikolojik problemlerle
sonuglanmasi, is giicii kaybma yol agmasi vb. nedenlerle biiyiikk sosyo-ekonomik

kayiplar1 beraberinde getirmektedir.

Noroenflamasyonda aktive olan mikrogliyalardan yangisal sitokinler, nitrik
oksit, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin salinimi artmakta ve olusan dirlinler
noronlarin sagkalimini olumsuz yonde etkilemektedir (Chantong ve ark., 2014; Gray ve
ark., 2014; Lewis ve ark., 2014). Mikrogliyalardan salgilanan interlokin (IL)-1 beta
(1P), IL-6 ve tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi pro-enflamatuar sitokinler oksidatif
strese, apoptoza ve noronal hasara neden olabilmektedir. Mikrogliyalar ayn1 zamanda
noronal sagkalimi destekleyen doniistiiriicii bityiime faktori beta (TGF-B) ve IL-10 gibi
anti-enflamatuar sitokinlerin de kaynagidir (Righi ve ark., 1989; Benveniste ve ark.,
1995). TGF-B’nin  kronik norodejenerasyonda yangisal cevaplart diizenledigi
bilinmektedir (Boche ve ark., 2006). Ote yandan, TGF-B ve IL-10’un hem dogrudan
hem de mikrogliyalardan sitokinlerin sentezini baskilayarak ndronal hasar1 engelledigi

rapor edilmistir (Benveniste ve ark., 1995; Lodge ve Sriram, 1996; Knoblach ve Faden
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1998). Son yillarda yapilan bilimsel calismalarda pek ¢ok ndrodejeneratif hastaligin
etiyolojisi ve olusan hasarin mekanizmast arastirilmaktadir. Norodejeneratif
hastaliklarda beyin dokusunda molekiiler diizensizliklerin tanimlanmasi ve noéronlarin
sagkaliminda rol oynayan mekanizmalarin  belirlenmesi bu  hastaliklarin
patofizyolojilerinin anlasilmast ve tedavilerinin saglanmasi agisindan oldukca

Onemlidir.

Sistemik lipopolisakkarit (LPS) uygulamasi deneysel noéroenflamasyon
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Jeong ve ark., 2010).
Lipopolisakkaritin sistemik uygulamasinin, beyin dokusunda IL-la ve IL-1p mRNA
ekspresyonlarini artirdigi belirlenmistir (Gabellec ve ark., 1995). Periton i¢i 1 kez 3
mg/kg LPS uygulamasindan 24 saat sonra beyin dokusunda IL-1p konsantrasyonunun
arttigt rapor edilmistir (Erickson ve Banks, 2011). LPS’nin ratlara periton igi
uygulamasindan sonra serebral kortekste, serebellumda, hipokampusta, dalakta,
karacigerde ve adipoz dokuda pro-enflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1f’nin
ekspresyonlarinin énemli Ol¢lide arttigr saptanmistir (Turrin ve ark., 2001). IL-1 ve
TNF-a, 16kositlerin dokulara gogiinde endotel ylizeyine yapismasi i¢in gerekli olan

adezyon molekiillerinin uyaricisi olarak etki gostermektedir (Morzycki ve ark., 1990).

Asetil-L-karnitin (ALKAR), trimetillenmis aminoasit, L-karnitinin bir esteridir.
ALKAR’m molekiiler formiilii CgH17NO,4 ve molekiiler agirligi 203,23558 g/mol’diir.
ALKAR, asetil-L-karnitin transferaz enzimi araciligi ile beyinde, karacigerde ve
bobrekte sentezlenmektedir (Monograph, 2010). ALKAR’n antioksidan, antiapoptotik,
anti-enflamatuar ve noroprotektif etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Forloni ve ark.,
1994; Ishii ve ark., 2000; Di Cesare ve ark., 2007; Schaevitz ve ark., 2012). ALKAR’n
kan-beyin bariyerini kolaylikla gectigi bildirilmistir (Parnetti ve ark., 1992). Bu geciste
sodyum-bagimli organik katyon tasiyict (OCTN2) gorev almaktadir (Inano ve ark.,
2000; Kido ve ark., 2001). ALKAR’in normal beyin ve sinir fonksiyonlarinda gérev
aldig1 bilinmektedir (Sershen ve ark., 1991; Ando ve ark., 2001; Tanaka ve ark., 2003).
Merkezi sinir sisteminde ALKAR’1n asetil kismi beyin fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan
asetilkolin ve asetilli norotransmitterlerin sentezinde kullanilmakta, hiicre zari

stabilitesini saglamakta ve yasa bagl hiicre zar1 bozunmalarini onarmaktadir (Dolezal



ve Tucek, 1981). Karnitin eksikliginin astrositlerde siskinlik ile sonuglandigi ve
metabolik ensefalopatiye neden oldugu belirlenmistir (Kimura ve Amemiya, 1990).
Serebral iskemi modelinde ALKAR uygulamasimin, norodejeneratif degisiklikleri
hafiflettigi ve beyin dokusundaki glutatyon (GSH) diizeyini artirdig1 belirlenmistir (Goo
ve ark., 2012). Farelerde, etil alkol ile indiiklenen beyin hasarinda diyetle ALKAR
verilmesinin norolojik bozukluklart hafiflettigi, noronal fonksiyonlar1 korudugu
bildirilmistir (Rump ve ark., 2010). Parkinson hastaliginin rat modelinde agizdan
ALKAR verilmesinin beyin dokusundaki ATP iiretimini artirdigi, malondialdehit
(MDA) konsantrasyonunu azaltti§i, GSH konsantarasyonunu artirdigi, noronlari
korudugu ve bu etkilerinden dolayr Parkinson hastaliginin tedavisinde ALKAR'm
kullanilabilecegi One siiriilmiistiir (Zaitone ve ark., 2012). Aktif multipl skleroz
hastalarinda alt1 ay boyunca uygulanan ALKAR’mn bu hastaligin patogenezinde rol
oynadig1 diisiiniilen nitrik oksitin beyin omurilik sivisindaki miktarini azalttig1 ve beyin
dokusunu nitrozatif strese karsi koruyabilecegi belirtilmistir (Calabrese ve ark., 2003).
Yash ratlarin dorsal kok ganglion néron kiiltiiriine ALKAR ilavesinin ndronlarin 6liim
oranin1 Onemli Ol¢iide azalttigi saptanmistir (Manfridi ve ark., 1992). Rat ndron
kiiltirinde ALKAR ile birlikte alfa-lipoik asit uygulamasinin, fosfoinozitol-3 kinaz
(PI3K), ekstraseliiler-regiile edici kinaz 2 (ERK)2) ve c¢GMP-aracili protein kinaz
(PKG) sinyal yolaklariin aktivasyonunu saglayarak noronal sagkalimi destekledigi
bildirilmistir (Abdul ve Butterfield, 2007). Yash ratlarda uzun siireli ALKAR
uygulamasinin, ratlarin bazal 6n beyinlerinde p75 sinir biiyiime faktorii reseptorii
(p75NGFR) mRNA diizeylerini artirarak noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir
(Foreman ve ark., 1995). ALKAR’m in vivo ve in vitro olarak, beyin korteksinde
protein kinaz-C aktivitesini artirarak hafiza kaybini Onledigi ortaya konulmustur
(Pascale ve ark., 1994). ALKAR, hiicre dis1 kinaz aracili niikleer faktor eritroid 2-iligkili
faktor-2 (ERK-Nrf2) fosforilasyonu ile hipoksinin neden oldugu uzamsal hafiza kaybini
onlemektedir (Barhwal ve ark., 2009). Hota ve ark. (2012), hipoksi modelinde ALKAR
takviyesinin ERK-Nrf2 yolagi araciligiyla ALKAR’in mitokondriyal biyosenteze
katkida bulunarak noronlar1 korudugunu, iskemi ve inme gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda tedavi edici potansiyeli oldugunu ileri siirmislerdir. ALKAR

uygulamasinin, doza bagli olarak hiicresel GSH diizeyini ve sitokrom-c oksidaz
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aktivitesini artirdigi, hipoksi ile indiiklenen sitotoksisiteyi hafiflettigi, kaspaz-3
diizeylerini ve p-Bcl-2 expresyonunu azaltarak apoptozu engelledigi rapor edilmistir
(Barhwal ve ark., 2008).

ALKAR, norotrofin ailesinin bir {iyesi olan sinir bliylime faktori (NGF)

reseptoru p75NGFR

ekspresyonunu artirmaktadir (Taglialatela ve ark., 1992). ALKAR’1n
yash ratlarin merkezi sinir sisteminde NGF diizeyini artirdigi rapor edilmistir
(Taglialatela ve ark., 1994). Merkezi sinir sisteminin travmatik (McKay Hart ve ark.,
2002; Di Cesare ve ark., 2007) ve toksik (Pisano ve ark., 2003) hasarlarinda ALKAR’1n
koruyucu ve tedavi edici etkinligi gosterilmistir. Hipokampus ve korteks hiicre
kiiltiirlerinde ALKAR uygulamasinin hiicre 6liimiinii baskilayarak noroprotektif etki
gosterdigi ileri siirilmiistiir (Forloni ve ark., 1994). Primer kortikal noéron kiiltiiriinde
ALKAR takviyesinin noronal GSH diizeyini artirdigi ve mitokondriyal fonksiyon

bozuklugundan ve artmis protein oksidasyonundan noronlari korudugu ve amiloid beta

peptid ile indiiklenen apoptozisi azalttig1 bildirilmistir (Abdul ve ark., 2006).

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), sinir sisteminde noronlarin
yasamasini, biiylimesini ve fonksiyonlarini etkileyen, sinapslarin stabilizasyonunu
saglayan, sinaptik fonksiyonu, akson ve dendrit dallanmalarini diizenleyen bir
norotrofindir (Tyler ve Pozzo-Miller, 2001; Horch, 2004; Kellner ve ark., 2014).
Hipokampal ve kortikal ndronlarin, kolinerjik néronlarin ve periferik duyu néronlarinin
sagkalimini saglamak, BDNF’nin baglica fonksiyonudur (Alderson ve ark., 1990; Jones
ve ark., 1994; Eaton ve Whittemore, 1996). BDNF, beyin dokusunun gelisiminde ve
noronal gelisim siirecinde gerceklesen ndronal migrasyon, noronal yasam ve korunma,
noronal uyarilma, norotransmitter ve noropeptid sentezinin indiiklenmesi gibi pek ¢ok
asamada gorev almaktadir (Tapia-Arancibia ve ark., 2004). Beyin kaynakli norotrofik
faktor, hipokampusta dendritlerin biiyiimesinde 6nemli rol almakta ve sinaptik
plastisiteyi saglamaktadir (Horch, 2004). BDNF, norodejeneratif hastaliklarda ve
norolojik bozukluklarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Binder ve Scharfman, 2004;
Honea ve ark., 2013; Ozawa ve ark., 2014; Rosenblum ve ark., 2015). BDNF, tirozin
kinaz B reseptorii (TrkB)’ne baglandiktan sonra PI3K, fosfolipaz C gamma (PLCy) ve
ERK ' gibi biiyiime ve sagkalim sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir (Tapia-Arancibia
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ve ark., 2004; Bekinschtein ve ark., 2008; Heath ve ark., 2008). BDNF’nin
antiapoptotik bir protein olan ve sinaptik plastisite ve noron sagkaliminda rol oynayan
Bcl-2’yi stimule ettigi, TrkB reseptorlerine baglanarak mitojen aktif protein kinaz
(MAPK)/ERK dongiistinii uyardigr bildirilmistir (Bonni ve ark.,1999; Schibitz ve ark.,
2000; Heath ve ark., 2008; Almeida ve ark., 2009; Cohen ve ark., 2011). Piramidal
noronlarin dendritik dallanmasi {izerinde BDNF’nin etkisi bulunmaktadir (McAllister
ve ark., 1995). BDNF nin bu etkisi, Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin tedavisinde

kullanim bulmasinin altinda yatan en énemli faktordiir (Murer ve ark., 2001).

Son yillarda, enflamasyon ile seyreden merkezi sinir sistemi (MSS)
hastaliklarinin tedavisinde etkisi kanitlanmis maddeler kullanilsa da bu uygulamalar her
zaman etkili olamamaktadir. Bilimsel arastirmalar, ALKAR’in ndroprotektif olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Deneysel néroenflamasyon modelinde periton ici
ALKAR uygulamasinin, beyin dokusundaki oksidatif strese, yangiya ve BDNF
konsantrasyonuna etkisi tam olarak bilinmemektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda, sunulan tez ¢alismasinda; ALKAR’m deneysel
noroenflamasyonda beyin dokusundaki antioksidan, anti-enflamatuar ve noroprotektif
etkileri arastirilmis olup ALKAR’1n néroenflamasyon modelinde beyin dokusunda olasi
olumlu etkileri oksidatif stres parametreleri, BDNF konsantrasyonu ve yangisal
mediyatorler olan TNF-a, IL-1 ve IL-10 konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesini kapsayan
analizler ile belirlendi. Calismadan elde edilen bulgularin, ndrodejeneratif hastaliklarda
yapilacak  arastirmalara ve bu hastaliklarin  tedavisine katki  saglayacagi

ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Noroenflamasyon ve Noroimmunite

Merkezi sinir sisteminde enflamasyon ve immiin aktivasyon ndrodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Merkezi sinir sistemi,
bagisiklik aracili enflamasyonda kendini korumak igin ¢esitli mekanizmalar gelistirmis
olup olduk¢a 6zel immun-modiilator mikro gevreye sahiptir. Bu mikro ¢evreyi periferal
bagisiklik hiicreleri ve molekiillerinin igeri girisini sinirlayan kan-beyin bariyeri, anti-
enflamatuar 6zellikleri ile otonomik sinir sisteminin duyusal sinirleri, enflamatuar
baskilayict faktorlerin ve hiicre yiizey molekiillerinin sentezlenmesi yoluyla lokal
immuniteye katkida bulunan mikrogliyalar, astrositler ve ndronlar gibi yerlesik hiicreler

olusturmakta ve néroimmunitenin siirekliligini saglamaktadirlar (Carson ve ark., 2006).

Noroenflamasyon, akut ve kronik nérolojik bozukluklar, beyin yangisi, travma,
iskemi, felg, beyin enfeksiyonlari gibi ¢esitli MSS patolojilerine; multipl skleroz,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, amyotrofik lateral
skleroz gibi norodejeneratif hastaliklara cevap olarak gergeklesen, enflamatuar
mediyatorler ile astrositlerin ve mikrogliyalarin aktivasyonunu iceren bir siirectir.
Noroenflamasyonda, astrositler, mikrogliyalar, sitokinler, komplement ve es-tanima
reseptorleri, etkili hiicresel ve molekiiler immiin bilesenlerlerdir. Bu proenflamatuar
mediyatorler ya MSS icinde bolgesel olarak iiretilir ya da kan-beyin bariyerinin
bozulmasimi takiben ¢evresel sinir sisteminden alinmaktadirlar. Bu durum, gliyal
hiicreler olan mikrogliya ve astrositlerin aktivasyonuna yol agmaktadir (Shastri ve ark.,
2013).

Enflamatuar aktivite kisa bir zaman siirdiiglinde noroenflamasyonun etkisi,
noroprotektif kabul edilse de kronik noroenflamasyon durumunda MSS i¢in zararh
sonuglara neden olmaktadir. Yapilan arastirmalar ndroenflamatuar kaskatin, yaralanma
veya enfeksiyon tarafindan maruz kalinan sorunu gidermek, 6lii veya hasarli néronlari
temizlemek ve hayati organ olan beyinin normal isleyisini siirdiirmek i¢in beyin
tarafindan gergeklestirilen bir c¢aba oldugunu gostermektedir. Ayni1 zamanda,
noroenflamasyon norogenezisi tesvik etmektedir. Hafif akut néroenflamasyon sirasinda

salinan enflamatuar faktorler genellikle noérogenezisi uyarirken; kontrolsiiz enflamatuar
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cevap ile salinan faktorler ndrogenezisi baskilamaktadir (Correale ve Villa, 2004; Rice

ve ark., 2007; Gomes-Leal, 2012; Shastri ve ark., 2013).

Noroenflamasyonun, akut ve kronik ndroenflamasyon olmak iizere iki tipi
vardir. Akut ndroenflamasyon, felg, iskemik hasar, spinal kord hasar1 ve travmatik
beyin yaralanmasi gibi ndrotravmatik yaralanmalarda; kronik noroenflamasyon ise
Parkinson hastalig1 basta olmak iizere Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi ve
amyotrofik lateral skleroz gibi diger nérodejeneratif hastaliklarda da yaygin bulunan bir
bulgudur (Streit ve ark., 2004; Farooqui ve ark., 2007; Rice ve ark., 2007; Whitton,
2007; Baglio ve ark., 2013; Smith ve ark., 2013).

Noroenflamasyon, beyin dokusunun hasarli kismini1 hasarsiz kismindan izole
eden, hasarli hiicreleri yikimlayan, hiicre dis1 matriksi onaran karmasik bir konak
savunma mekanizmasidir.  Astrositler ve mikrogliyalar ndéroenflamasyonun
diizenlenmesinde birlikte 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Noroenflamasyonun ana
mediyatorleri mikrogliya hiicreleridir. Mikrogliyalar, erken beyin gelisiminde dokuya
yerlesmektedirler. Merkezi sinir sistemi boyunca esit sekilde dagilmis mikrogliyalar,
potansiyel efektor hiicrelerin bir agini olusturarak, dinlenme halinde nobet¢i bir
koruyucu olarak rol oynamaktadirlar. Mikrogliyalar, hiicre go¢ii, ¢ogalmasi,
sitokin/kemokin salinimi ve trofik ve/veya toksik etkileri igeren hizli bir immun tepki
baslatmaktadirlar. MSS parankimi i¢inde mikrogliyalardan sayica fazla olan astrositler

ise, MSS’nin dogustan bagisiklik sisteminin asil bilesenleridir (Farooqui ve ark., 2007).

Merkezi sinir sisteminde immun aktivasyonda mikrogliya ve astrositler ilk
savunma hattin1 olustursa da ndronlar da immiin modiilasyona katilmaktadir. Daha
onceki ¢aligmalar ndronlarin enflamasyonda pasif bir rol oynadigini gosteriyor olsa da
son zamanlarda yapilan bilimsel ¢alismalar ndronlarin hem kendi iiriinlerinin
(noropeptitler ve transmitterler) ¢gogunu hem de néronal membran proteinleri CD22,
CD47, CD200, CX3CLI1 (fractalkine), hiicreler arasi adezyon molekiilii (ICAM)-5,
noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM), semaforinleri ve C-tipi lektinleri saglayarak
enflamasyona katkida bulundugunu gostermektedir. Tiim bu noronal faktorler,
noroenflamasyonu diizenlemektedir (Tian ve ark., 2009). Noronlar, mikrogliyal

hiicreleri ve astrositleri modiile etmek icin uyarict ve baskilayict sinyaller
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kullanmaktadirlar. Noronlarin baskilayict sinyalleri, esas olarak mikrogliyal hiicrelerin
ve astrositlerin pasif durumlarmin  devamliligini  siirdiirmesine neden olarak
proenflamatuar aktiviteyi antagonize etmekte, uyarici sinyalleri ise patolojik kosullar
altindan olusacak herhangi bir yararli ya da zararli bir duruma karsi mikrogliyal
hiicreleri ve astrositleri uyarmaktadir. Boylece, cesitli noéronal sinyalizasyon molekiilleri
aktif olarak mikrogliyal fonksiyonlari1 diizenlemekte ve noérodejeneratif hastaliklarda
enflamatuar ortama katkida bulunmaktadir (Biber ve ark., 2007). Noronlar, mikrogliya
ve astrositler arasindaki iletisimin yani sira ¢esitli néroimmiin zorluklara uygun sekilde
yanit vermekle birlikte beyinde homeostazin saglanmasinda da Onemli rol

oynamaktadirlar (Chavarria ve Céardenas, 2013).
2.2. Mikrogliyalar

2.2.1. Mikrogliyalarin Kaynagi ve Dagilim

Mikrogliya, gelisme, yetiskinlik ve yashilik doneminde MSS homeostazinda
onemli bir rol oynayan, beyin dokusunun korunmasi ve immiin denetiminde rol alan
MSS’de ikamet eden bagisiklik hiicreleridir. Mikrogliya ilk kez 1932 yilinda Ispanyol
noroanatomist Pio del Rio-Hortega tarafindan MSS hiicresel elemanlarindan biri olarak

tanimlanmustir (Del Rio-Hortega, 1932).

Mikrogliyalar kemik iligindeki onciil hiicrelerden tiiremektedir (Hickey ve
Kimura, 1988; Simard and Rivest, 2004). Mikrogliyalarin kdkeniyle ilgili kesin bir bilgi
bulunmamakla birlikte, aragtirmacilar mikrogliyalarin miyeloid-monositik hiicreler
ve/veya hematopoetik Onciilerinden koken aldigina dair iki hipotez 6ne stirmektedir
(Kitamura ve ark., 1984; Hess ve ark., 2004). Mikrogliyalarin kdkenini inceleyen bir
caligmada yetiskin beyinlerinde hematopoetik progenitér hiicrelerin  mikrogliya
homeostazina katkilarinin  olmadigir  gosterilmistir (Ginhoux ve ark., 2010).
Mikrogliyalarin, daha ¢ok miyeloid-monositik kokenli oldugu kabul edilmektedir (Perry
ve ark., 1985; Ling ve Wong, 1993).

Mikrogliyalar beyinin 6nemli boliimlerinde; ozellikle hipokampus, olfaktor
telensefalon, bazal gangliya ve substansiya nigrada yogun; serebral korteks, talamus ve

hipotalamusta orta yogunlukta; lif yollari, serebellum ve beyin sapinda ise az
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yogunlukta bulunarak, heterojen bir sekilde dagilim gdstermektedir. Ayrica
mikrogliyalar gri cevherde beyaz cevherden daha ¢ok bulunmaktadir (Lawson ve ark.,
1990; Vela ve ark., 1995; Savchenko ve ark., 2000; Simard and Rivest, 2004; Jinno ve
ark., 2007). Substansiya nigrada % 12, korteks ve korpus kallozumda % 5 oranlarinda
bulunan mikrogliyalarin yogunluklar farklilik gostermektedir. (Lawson ve ark., 1990;
Mittelbronn ve ark., 2001). Mikrogliyalarin toplam sayilari ve yogunlugu, hipokampus
(Mouton ve ark., 2002), gorsel ve isitsel korteksler (Tremblay ve ark., 2012) ve retinay1
(Damani ve ark., 2011) kapsayan beyinin ¢esitli bolgelerinde yas ile dnemli derecede
artis  gostermektedir. Mikrogliya yogunlugu cinsiyetlere gore de farklilik
gostermektedir. Mouton ve ark. (2002), ayni yastaki disi farelerin hipokampusunda
erkek farelere gore yaklasik % 20 oraninda daha fazla miktarda mikrogliya ve astrosit

oldugunu bildirmislerdir.

2.2.2. Merkezi Sinir Sistemi Gelisiminde Mikrogliyalarin Rolii ve Mikro

Cevreleri ile Tletisimi

Mikrogliyalarin MSS’nin patolojik durumlarinda belirleyici rol oynamasinin
yani sira, MSS fizyolojik durumuna da 6nemli katkilarda bulundugu bilinmektedir.
Farkli mikrogliyal fonksiyonlar, noronlar, astrositler, kan-beyin bariyeri ve MSS T-
hiicreleri infiltrasyonu 1ile hiicreler aras1 etkilesimler tarafindan diizenlenir.
Mikrogliyalar, astrosit ve sinaps etkilesimleri ile ndronal aktivitenin diizenlenmesinde
rol oynamakta ve son derece dinamik olup, cevrelerindeki degisikliklere hizla yanit
vermektedirler (Lawson ve ark., 1990; Wake ve ark., 2009; Tremblay ve ark., 2010;
Zhan ve ark., 2014).

Postnatal gelisimin ilk iki haftasinda sinapslarin aktif olarak olusmasi ve
yeniden bigimlenmesi Onemli bir silirectir. Bu siirecte mikrogliyalar, talamus,
serebellum, olfaktor bulbus ve hipokampus gibi beyinin farkli bolgelerinde aktif sekilde
bulunarak, sinaptogeneziste, postnatal sinaptik (sinir liflerinin yeniden yapilanmas ile)
yeniden yapilanmada, sinaptik (aksonal eleminasyon ile) budamada anahtar rol
oynamaktadir (Dalmau ve ark., 1998; Fiske ve Brunjes, 2000; Schafer ve ark., 2012).
Yapilan birgok ¢aligmada sinaps gelisiminin mikrogliyalar ile iliskili oldugu

gosterilmistir. Erken postnatal donemde mikrogliyalarin sayilarinin azalmasinin ve/

9



veya mikrogliyalarin fonksiyonlarini yapamamasinin sinaps gelisimi ve sinaptik
plastiteyi olumsuz sekilde etkiledigi diistinlilmektedir. Mikrogliya membranlar
tizerinde ifade edilen norotransmitter, ndrohormon reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin,
noronal aktivite ve/veya astrositler ile iletisimleri algilamada rol almasi ile
mikrogliyalar sinaptik paternlerin fonksiyonel 6zelliklerini gosterirler (Biber ve ark.,
1999; Taylor ve ark., 2003; Kuhn ve ark., 2004; Krabbe ve ark., 2012). Mikrogliya
spesifik kemokin reseptorii (CX3CR1), mikrogliyalarin fizyolojik ve morfolojik
Ozelliklerini ve fonksiyonlarin1 gostermesinde oldukca onemlidir. CX3CR1, néronlar
tarafindan ifade edilen kemokine fraktalkin (CX3CL) reseptorlerle etkileserek,
noronlarla iletisimi saglamaktadir (Paolicelli ve ark., 2011; Pagani ve ark., 2015).
Paolicelli ve ark. (2011) CX3CR1 knock-out farelerle yaptiklar1 ¢alismada, mikrogliya
yogunlugunda onemli bir azalma ve postnatal hipokampusta sinaptik baglantilar ve

sinaptik plastisitede kisa siireli defektler gozlemlemislerdir.

Merkezi sinir sisteminde mikrogliya-sinaps etkilesimleri ilk kez patolojik
durumlarda ifade edilmistir (Kalla ve ark., 2001; Trapp ve ark., 2007; Yamada ve ark.,
2008). Bununla birlikte, yetiskin MSS’de patolojik bir durum olmadiginda da
mikrogliya-sinaps dinamik etkilesimleri olmaktadir (Wake ve ark., 2009; Tremblay ve
ark., 2010; Clark ve ark., 2015). Kalla ve ark. (2001), farelerde fasiyal sinir
aksotomisinin aktif mikrogliya c¢ogalmasinin inhibe edilmesi ile mikrogliyalar
tarafindan hasarli hiicrelerin ve islevsiz sinapslarin uzaklastirilmasi olarak adlandirilan
“sinaptik siyirma” {iizerine bir etkisinin olmadigini rapor etmislerdir. Wake ve ark.
(2009), orta serebral arter okliizyonuyla iskemi modeli olusturulmus fareler ile saglikli
farelerde immun elektron mikroskop kullanarak mikrogliyalar ile sinaptik etkilesimleri
goriintiilemisler ve hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda bu etkilesimlerin var
oldugunu rapor etmislerdir. Yavru farelerin sinaps-mikrogliyal etkilesimlerinin gorsel
deneyim ile modiile edildigini bildiren Tremblay ve ark. (2010), gérme korteksinde
normal ve degisen duyusal deneyim sirasinda sinaps ile mikrogliyal etkilesimleri
karakterize ederek, bu etkilesimlerin saglikli beyinde hafiza ve Ogrenme iizerine
katkilarinin oldugunu 6ne stirmiislerdir. Clark ve ark. (2015), sinaptik etkinligi dinamik
sekilde modiile edebilen spesifik mikrogliyal sinyalizasyon yolaklar araciligiyla

mekanizmalar tasvir etmigler ve mikrogliyalarin sadece kendisinin sinaptik etkinlik i¢in
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yeterli oldugunu goéstermislerdir.

Enfeksiyonlar sirasinda bakterilerin  fagositozu veya beyin gelisimi,
norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma siirecinde nekrotik ve apoptotik hiicrelerin
fagositozu, Omiir boyunca beyin doku homeostazinin saglanmasinda esansiyeldir.
Yetiskin beyininde apaptotik kalintilarin fagositozu, beyinin makrofajlar1 olan
mikrogliyalar tarafindan gerceklesmektedir (Koizumi ve ark., 2007; Sierra ve ark.,
2010; Neher ve ark., 2011).

2.2.3. Merkezi Sinir Sistemi Patolojisinde Mikrogliyalar ve Mikrogliyal

Aktivasyon

Mikrogliyalar MSS’nin  yerlesik bagisiklik hiicreleridir. Mikrogliyalar,
dinlenme halinde dallanmis hiicresel sekilli iken merkezi sinir sistemi patolojik
durumlarinda hipertrofik ve ameboid benzeri hale doniiserek aktif duruma gelirler. Aktif
mikrogliyalar, beyin dokusunun hasar1 sonrasinda mikrogliya molekiiler fenotipinin ve
fonksiyonel yanitinin belirlenmesinde 6nemli rol oynayan, patolojik lezyonlar {izerine
yararli etkilerin olusumundan zararli etkilerin olusumuna neden olabilecek, sitotoksik
mediyatorlerden trofik faktorlere kadar bircok faktorii liretip salgilayabilir. Bu faktorler:
pro-enflamatuar sitokinler (Jiao ve ark., 2008; Magni ve ark., 2012) ve anti-enflamatuar
sitokinler (Ledeboer ve ark., 2002a; 2002b; Nakajima ve ark., 2007), reaktif oksijen
tirleri (ROS) (Colton ve Gilbert, 1987; Levesque ve ark., 2010), nitrik oksit (Li ve ark.,
2005), reaktif nitrojen oksitler (Boje ve Arora, 1992), biiyiime faktorleri (IGF-I: insiilin
biiylime faktorii-1, FGF: fibroblast biiyiime faktorii) (Presta ve ark., 1995; Butovsky ve
ark., 2006) ve norotrofik faktorler (NGF, NT-3: norotrofik faktér-3, BDNF, GDNF:
gliyal hiicre hatti-kaynakli norotrofik faktor)’dir (Elkabes ve ark., 1996; Batchelor ve
ark., 1999; Nakajima ve ark., 2007).

Mikrogliyalarin aktif hale doniismesi beyin patolojisinin ayirict bir zelligidir.
Aktif mikrogliyalar, Parkinson hastaligi (McGeer ve ark., 1988; Gao ve ark., 2003;
Zhang ve ark., 2005), Alzheimer hastaligi (McGeer ve ark., 1988; Floden ve ark., 2005),
amyotrofik lateral skleroz (Troost ve ark., 1993; Turner ve ark., 2004) gibi
norodejeneratif; multipl skleroz, deneysel otoimmiin ensefalomiyelit gibi otoimmiin-

demyelinizan, enfeksiy6z ve enflamatuar (Bauer ve ark., 1994; B6 ve ark., 1994; Rinner
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ve ark., 1995); hipoksik-iskemik, travmatik beyin hasart (Soriano ve ark., 1994;
Lehnardt ve ark., 2003) ve fel¢ gibi akut vaskiiler ndroenflamatuar (Thored ve ark.,
2009; Yenari ve ark., 2010); sizofreni (van Berckel ve ark., 2008; Doorduin ve ark.,
2009) gibi norolojik hastaliklarin patolojisinde noroprotektif veya norotoksik etkilere
sahiptir. Bir yandan mikrogliyalarin kronik aktivasyonu, pro-enflamatuar sitokinler,
reaktif oksijen ara {irlinleri, proteinazlar ve kompleman proteinler gibi potansiyel olarak
sitotoksik molekiillerin salinmasiyla néronal hasara neden olurken (Gao ve ark., 2003;
Zhang ve ark., 2005; Knoch ve ark., 2008; Levesque ve ark., 2010), diger yandan
mikrogliyalarin, ndronal rejenerasyon, onarim ve ndrogeneziste faydali ve Onemli
fonksiyonlart bulunmaktadir (Thored ve ark., 2009; Liang ve ark., 2010; McPherson ve
ark., 2011).

Mikrogliya hiicreleri, noroprotektif veya norotoksik mikro c¢evreleri
diizenleyip, noronal sagkalimi kontrol ederek néroenflamasyonda Onemli rol
oynamaktadirlar. Noroenflamasyonda, enflamatuar cevaba aktiflesmis mikrogliyalar
aracilik eder. Merkezi sinir sisteminde enflamasyon, Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi, prion hastaliklari, multipl skleroz, insan immun yetmezlik virusu enfeksiyonu
(HIV)-demens kompleksi dahil olmak {izere bir dizi ndrodejeneratif hastalikta ndronal
hiicre 6liimiine neden olan yolakta énemli bir rol oynamaktadir (Achim ve Wiley, 1996;
Brown, 2001; Floden ve ark., 2005). Mikrogliyalar, normalde saglikli beyinde noronal
hasara cevap verir ve hasarli hiicreleri fagosite eder (Ashwell, 1990). Ayn1 zamanda
mikrogliyalar, Parkinson hastaligi (Zhang ve ark., 2005), Alzheimer hastalig
(Frackowiak ve ark., 1992), amyotrofik lateral skleroz (Troost ve ark., 1993), multipl
skleroz ve deneysel otoimmun ensefalomiyelit (Bauer ve ark., 1994; Bo ve ark., 1994;
Rinner ve ark., 1995) gibi ndroenflamasyonla karakterize nérodejeneratif hastaliklar ile
travmatik beyin hasar1 gibi beyinin diger hastaliklarinda da fagositoz yapma yetenegine

sahiptirler.

2.3. Merkezi Sinir Sisteminde Sitokinlerin Rolii
Sitokinler, 8-25 kDa agirliginda, hiicre-hiicre iletisimi ve hiicresel aktivasyonda
onemli rol oynayan, multifonksiyonel ve pleiotropik (farkli hiicre tipleri iizerinde etki

gosteren) proteinlerdir. Sitokinler monositler, makrofajlar ve lenfositler gibi bagisiklik
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hiicrelerine ilave olarak, mikrogliyalardan ve astrositlerden de salgilanan molekiillerdir.
Sitokinler enflamasyon, enfeksiyon ve/veya baglica hasarli dokularin onariminda ve
homeostazin yeniden saglanmasinda immunolojik degisikliklerin ortaya ¢iktig1 ve dahil
oldugu durumlar sirasinda sentezlenip, aktif hale gelmektedir (Woodroofe, 1995; Abbas
ve Lichtman 2003).

Sitokinler, bagisiklik ve yangi reaksiyonlarma aracilik eder ve bunlar
diizenlerler. Viicutta depo edilmez, hiicresel aktivasyon sonuncunda yeni bir gen ifadesi
ile sentezlenirler. Bir sitokin siklikla diger sitokinlerin sentezini ve aksiyonunu
etkilemektedir. Sitokinlerin etkileri bdlgesel (parakrin/otokrin etki) ve sistemik
(endokrin etki) olabilmektedir. Sitokinler etkilerini hedef hiicreleri tizerinde bulunan

6zel membran reseptdrlerine baglanarak gostermektedir (Abbas ve Lichtman 2003).

Sitokinler ve reseptdrlerinin beyindeki varligi, Breder ve ark. (1988) ve Plata-
Salaman ve ark. (1988)’nin yaptiklari ¢alismalarda pro-enflamatuar sitokinler olan IL-
1B ve TNF-a’nin MSS'de, biyolojik etkinliklerini ve immiinreaktivitelerini géstermeleri
ile ilk kez kanitlanmistir. Sitokinler beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri (Reyes ve
ark., 1999), mikrogliyalar (Sebire ve ark., 1993; van Dam ve ark., 1995), astrositler,
enflamatuar hiicreler, perisitler, koroid pleksus (Wong ve ark., 1995; Mitchell ve ark.,
2009) dahil olmak iizere MSS’de iiretilmekte ve noronlarda eksprese edilmektedir
(Schobitz ve ark., 1993; Breder ve ark., 1994).

Sitokinler, MSS’de fizyolojik siiregte rol almakta (Woodroofe, 1995) ve
fizyolojik kosullar altinda genellikle diisiik seviyelerde bulunmaktadirlar (Pitossi ve
ark., 1997). Sitokin diizeylerinin, MSS’nin patolojik durumlarinda normal fizyolojik
durumlarina oranla 100 kat artis gdsterdigi bilinmektedir (Lee ve ark., 2002). interlokin-
1B ve TNF-o uykunun diizenlenmesine (Krueger ve ark., 1998), kemokinler ¢esitli
noroendokrin ve noronal fonksiyonlarin diizenlenmesine (Sawada ve ark., 1994;
Callewaere ve ark., 2006) katilmaktadirlar. Ayrica sitokinlerin noronal gelisimde
(Golan ve ark., 2004) ve normal yaslanmada (Lynch ve Lynch, 2002) 6nemli rolleri
bulunmaktadir (Yirmiya ve ark; 2002). Bununla birlikte, multipl sklerozda (Rovaris ve
ark; 1996; Baraczka ve ark., 2003), amyotrofik lateral sklerozda (Kiaiei ve ark., 2006),
Alzheimer’da (Ishizuka ve ark., 1997), bakteriyel (Barichello ve ark., 2010; 2012) ya da
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viral MSS enfeksiyonlarinda (Wesselingh ve Griffin, 1994; Parra ve ark., 1997) beyin
fonksiyonlarmin mediyatdrleri olarak rol oynamaktadir. Sitokinler fonksiyonel olarak
pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar sitokinler olarak baslica iki gruba ayrilmaktadir.
Proenflamatuar sitokinler; IL-1B, IL-6 ve TNF-a, anti-enflamatuar sitokinler; 1L-4, IL-
10 ve TGF-p olarak bilinmektedir (Yu ve ark., 2011).

2.3.1. Tiimor Nekroz Faktor-Alfa

Tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), 17 kDa agirhiginda bir polipeptid olup
(Aggarwal ve ark., 1985) ilk kez Carswell ve ark. (1975) tarafindan, endotoksemili fare
serumunda tespit edilmistir. Timor nekroz faktor-a, basta makrofaj ve lenfositler olmak
izere gesitli immun ve somatik hiicrelerde sentezlenmektedir (Powrie ve Coffmarr,
1993). TNF-o’nmin MSS’deki fonksiyonu, ancak mikrogliyalar tarafindan tiretildigi
kesfedildiginde fark edilmistir (Frei et al., 1987). Timér nekroz faktor-a, beyin
dokusunun bagisiklik ve yangisal aktivitelerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Pro-
enflamatuar bir sitokin olan TNF-a, néronal 6liime neden olan ndéroenflamasyonun en
Oonemli mediyatoriidiir. Tiimor nekroz faktor-o, néroenflamasyon ve nérodejenerasyona
katkida bulunarak norotoksik etki yapar (Dawson ve ark., 1996; Matusevicius ve ark.,
1996; Bruunsgaard ve ark., 1999). Ancak, tam tersi olarak belirli nérolojik durumlarda
noroprotektif etkilere de sahiptir (Cheng ve ark., 1994; Barger ve ark., 1995; Nawashiro
ve ark., 1997).

Timor nekroz faktor-o patojenlere karsi konak savunmasinda bir¢ok biyolojik
etkiye sahiptir. Normal hiicresel seviyesinde TNF-o, hiicre yasaminda,
proliferasyonunda ve farklilagsmasinda rol oynamakta ve ayni1 zamanda, belirli kosullar
altinda, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii bir arada tetiklemektedir (Goeddel ve ark.,
1986; Fiers, 1991; Wride ve Sanders, 1995). Timor nekroz faktor-a, bu biyolojik
etkilerini yiiksek affiniteli reseptorleri ile etkilesime girerek gostermektedir. TUmor
nekroz faktor-a’nin TNFR1 (p55) 55 kDa ve TNFR2 (p75) 75 kDa agirhiginda iki farkli
hiicre yiizey reseptorii bulunmaktadir (Brockhaus ve ark., 1990; Tartaglia ve ark.,
1991).

Timoér nekroz faktor-o, MSS patolojik vakalarina yanit olarak beyinde

Ozellikle mikrogliya ve astrogliya hiicreleri tarafindan iiretilir. Alzheimer hastalig
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(Alvarez ve ark., 2007), multipl skleroz (Rentzos ve ark., 1996), Parkinson hastaligi
(Mogi ve ark., 1994; 1999), meningokoksik menenjit (van Deuren ve ark., 1995), HIV
enfeksiyonu (Grimaldi ve ark., 1991), iskemi (Botchkina ve ark., 1997; Awooda ve ark.,
2014) ve travma (Ross ve ark., 1994) gibi ¢esitli MSS bozukluklar1 (Hua ve ark., 2006)
ile ilgili yapilan bir¢cok calismada beyin dokusu, beyin-omurilik sivisi ve plazma TNF-a

diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir.

2.3.2. interlokin-1Beta

Interlkin-beta (IL-1B), IL-1 ailesinin iiyesi olan pro-enflamatuar bir sitokindir.
Interlokin-1B inaktif prekiirsér formda bulunmaktadir. Kaspaz-1 enzimi (interlokin
donistiiricii enzim, ICE) araciligi ile hiicre iginde olgun aktif hale gelmektedir.
Interlokin-1B  aktivitesini interlokin-1 reseptor 1 (IL-1RI) ile etkilesime girerek
gostermektedir (Bayne ve ark., 1986; Black ve ark., 1989; Singer ve ark., 1995; Diem
ve ark., 2003; Metz ve ark., 2006). Normal fizyolojik sartlar altinda, IL-1p ve mRNA’s1
MSS'de iz miktarda bulunmaktadir (Bandtlow ve ark., 1990; Lechan ve ark., 1990).
Interldkin-1B diisiik konsantrasyonlarda néroprotektif, yiiksek seviyelerde bulundugu
patolojik durumlarda nérotoksik etkilere neden olmaktadir (Fan ve ark., 1995). Minami
ve ark. (1992)’nin yaptiklart ¢alismada, ratlarda gegici 6n beyin iskemisi sonrasinda,
serebral korteks, hipokampus, striatum ve talamus bolgelerinde IL-1p mRNA
ekspresyonun arttigr rapor edilmistir. Higgins ve Olschowka (1991), rat beyinlerine,
interferon-gamma ve lipopolisakarit endotoksin karigimi enjeksiyonu sonucunda IL-1f
mRNA ekspresyonunun arttigin1 bildirmiglerdir. Séderlund ve ark. (2009), sizofren
erkek hastalarin beyin omurilik s1vis1 (BOS)’nda IL-1p’nin belirgin bir artis gosterdigini

ifade etmislerdir.

Multipl sklerozlu hastalarin BOS’unda, IL-1B diizeyinin artti§1 ve bu artigin
norotoksisiteye neden olarak ndrodejenerasyonu ve hastaligin klinik ilerlemesini
tetikledigi One stiriilmiistiir (Rossi ve ark., 2014a; 2014b). Multipl sklerozlu hastalarda
plak bolgesinde IL-1B’nin fazla miktarda lokalize oldugu tespit edilmistir (Prins ve ark.,
2013). Bircok deneysel calismada LPS’nin periferal ya da intraserebral olarak
enjeksiyonunun beyin dokusunda IL-13 mRNA ve protein diizeyini artirdig
bildirilmistir (Higgins and Olschowaka, 1991; Nguyen ve ark., 1998; Cai ve ark., 2003).
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2.3.3. Interlokin-10

Interldkin-10 (IL-10), ilk kez 1989 yilinda Fiorentino ve arkadaslar tarafindan
yardimcr T2 hiicrelerinden salgilanan ve yardimci T1 hiicrelerindeki interlokin-2 ve
interferon-gamma sentezini durduran, yeni bir immun mediyator olarak ifade edilmistir.
Interlokin-10, MSS’de baslica mikrogliyalardan olmak {izere astrositlerden ve

noronlardan da eksprese edilmektedir (Hulshof ve ark., 2002; Ledeboer ve ark., 2002b).

Interlokin-10, enflamasyon sirasinda negatif geri bildirim olarak bagisiklik
hiicreleri ve gliyalar tarafindan endojen sekilde salgilanan (Ledeboer ve ark., 2002a),
MSS’de enflamasyonun sinirlandirilmast ve ortadan kaldirilmasinda, enflamatuar
yanitlarin ve immun reaksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan giiclii bir anti-
enflamatuar sitokindir. Interlokin-10, IL-10 reseptdr aracilifiyla, anti-enflamatuar
etkilerini gostermektedir (Boyd ve ark., 2003; Kremlev ve Palmer, 2005; Park ve ark.,
2007).

Interldkin-10, noroprotektif etkiye sahip olup direkt ya da indirekt olarak
noronlar ve mikrogliyalarin hayatta kalmasini saglamaktadir (Strle ve ark., 2002; Boyd
ve ark., 2003; Zhou ve ark., 2009). Beyinde enflamasyon sirasinda, aktif
mikrogliyalardan TNF-a ve IL-6 salgilanmakta ve IL-10 mRNA ekspresyonu
uyarilmaktadir. Interlokin-10 ise IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi ¢cok sayida pro-enflamatuar
mediyatorlerin liretimini baskilamaktadir (Balasingam ve Yong, 1996; Leon ve ark.,
1999; Kremlev ve Palmer, 2005). Boylece tiretilen I1L-10, negatif geri bildirim ile bu
proenflamatuar sitokinlerin salinimini1 engeller ve onlarin potansiyel ndrotoksik
etkilerini en aza indirir (Sheng ve ark., 1995). interlkin-10, IL-6’nin iiretimini niiklear
faktor kappa B (NF-«kB) sinyalizasyon yolagi aktivasyonunu azaltarak durdurmaktadir
(Heyen ve ark., 2000). Niiklear faktor kappa B aktivitesinin azalmasi sonucu,
norotoksik sinaptik glutamat birikmesini ve boylece glutamat nedenli néronal apoptozisi
onlemektedir (Bachis ve ark., 2001). Sharma ve ark. (2011), IL-10’un, dogrudan 1L-10
reseptorii ile etkilesime girerek, PI3K/Akt ve Jak-STAT-3 (Janus-iliskili kinazlar/sinyal
doniistiiriiciileri ve transkripsiyon faktorleri) sinyalizasyon yolaklarini aktive ederek

kortikal noronlar1 korudugunu bildirmislerdir (Tukhovskaya ve ark., 2014).
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Yapilan birgok c¢alisma, beyinde IL-10’un, LPS ile tetiklenen hastalik
davraniglarint (Bluthé ve ark., 1999) ve atesi (Leon ve ark., 1999) onledigini (anti-
piretik etki) ortaya koymustur. Ayn1 zamanda enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
degistirerek, noroenflamasyon, serebral arter tikanmasi, felg ve sivi-perkiisyon
yaralanmasini takiben gelisen beyin hasarlarini azalttigi, IL-10’un LPS-kaynakli sinir
dejenerasyonundan beyin dokusunu korudugu; yani néron koruyucu etkiye sahip oldugu
bilinmektedir (Knoblach ve Faden, 1998; Spera ve ark., 1998; Park ve ark., 2007).
Interlokin-10’un felg, multipl skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1, menenjit
gibi MSS hastaliklarinin  klinik semptomlarinin smirlandirilmasinda rol oynamasi
nedeni ile tedavi edici potansiyeli bulunmaktadir (Arimoto ve ark., 2007; Sloane ve
ark., 2009; Kiyota ve ark., 2012; Schwenkgrub ve ark., 2013).

2.4. Norodejeneratif Hastaliklarin Oksidatif Stres ile liskisi

Beyin dokusu diger dokularla kiyaslandiginda, oksijen kullanimiin fazla
olmasi, yiiksek aerobik enerji donglisii, mitokondrilerin beyinde diger organlara gore
daha fazla bulunmasi, ¢oklu doymamis yag asiti miktarinin fazla olmasi, yiiksek demir
iyonu igermesi, diisiik antioksidan savunma aktivitesinin olmasi gibi nedenlerden dolay1

oksidatif strese oldukga duyarlidir (Halliwell, 1992; Kienzle ve ark., 2002).

Normal fizyolojik kosullar altinda, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon gibi
hiicresel aerobik metabolizmanin farkli islemleri sirasinda, sinyalizasyon ve metabolik
yolaklarda onemli rol oynayan siiperoksit (O2"), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil
radikali (OH) ve peroksinitrit (ONOQO") gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturulur
(Freeman ve Crapo, 1982). ROS diizeyleri siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan savunma
sistemleri ile kontrol edilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmig iiretimi ve/veya
oksidan-antioksidan savunma sistemindeki dengesizlik oksidatif stres olarak
tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tilirlerinin asir1 iiretimi proteinler, niikleik asitler ve
lipitler gibi farkli makro molekiillere zarar verir, mitokondriyal fonksiyonun
bozulmasina ve hiicresel dejenerasyona yol agarak hiicre dliimlerine neden olur (Slater,

1984; Cohen ve d'Arcy Doherty, 1987).

17



Oksidatif stres ve mitokondriyal hasar ndrodejeneratif hastaliklarin
baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Alzheimer ve Parkinson
hastaliginda  gozlemlendigi gibi mitokondriyal kaynakli ROS iiretiminin,
norodejenerasyonda dnemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. Beyin dokusunun farkli
bolgelerinde oksidatif hasarin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin noksanligi,
bolgenin savunmasiz kalmasina, oksidatif stresin artmasina, apoptozu tetikleyerek
noronal hiicre Oliimlerine ve bdylece birgok norodejeneratif hastaligin gelismesine

neden olmaktadir (Venkateshappa ve ark., 2012b).

2.4.1. Merkezi Sinir Sistemi Hastaliklarinda Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, serbest radikal kaynakli doku hasarinin en &nemli
sonuglarindan biridir. Malondialdehit (MDA), 3 karbonlu, diisiik molekiil agirlikli bir
aldehit olup lipit peroksidasyonunun son friiniidiir ve biyolojik dokularda lipit
peroksidasyonunun siklikla kullanilan bir gostergesidir. Bu iiriiniin kan, idrar, doku
konsantrasyonunun olgiilmesi, lipit peroksidasyonunun indeksi hakkinda bilgi
vermektedir (Guichardant ve ark., 1994; Waterfall ve ark., 1995).

Parkinson hastaliginda beyin dokusu ¢oklu doymamis yag asitleri diizeylerinin
azaldigt ve Ozellikle substansiya nigrada lipit peroksidasyonu sonucu MDA
diizeylerinin arttig1 bilinmektedir (Dexter ve ark., 1989; Mythri ve ark., 2011). Ayrica
Parkinson hastalarinda plazma MDA konsantrasyonu artmaktadir (Sanyal ve ark.,

2009).

Alzheimer  hastalarinin  beyin  dokusunda  lipit  peroksidasyonu
norodejenerasyon olusumunda rol oynamaktadir (Subbarao ve Richardson, 1990; Bader
ve ark., 2008). Alzheimer hastaliginda beyinde olusan ve depo edilen amiloid B-peptit
(AB)’in beyin hiicre zarlarinda lipit peroksidasyona neden olmaktadir (Butterfield ve
ark., 1994; Mark ve ark., 1997). Bununla birlikte deneysel Alzheimer modelinde artan
amiloid plak olusumundan 6nce lipit peroksidasyonun arttig1 ve Alzheimer hastaliginin
patogenezinde beklenenden daha erken bir rol oynadigi rapor edilmistir (Pratico ve ark.,
2001). Alzheimer hastaligt noropatolojisinde, hiicre membran tabakasi icinde, 4-
hidroksinonenal ve akrolein lipit peroksidasyon fiiriinleri artmaktadir (Markesbery ve
Lovell, 1998; Lovell ve ark., 2001).
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Multipl skleroz etiyopatogenezinde lipit peroksidasyonun rol aldigi
bilinmektedir (Naidoo ve Knapp, 1992; Koch ve ark., 2007). Naidoo ve Knapp (1992),
multipl sklerozlu hastalarin serumunda lipit peroksidasyon iiriinlerinin arttigini, BOS’ta
bir degisiklik olmadigini, lipit peroksitlerin BOS proteinlerine baglanarak hizlica
taginmis olabilecegini One siirmiislerdir. Koch ve ark. (2007), farkli hastalik
safthalarinda bulunan multipl sklerozlu hastalarda plazma floresan lipit peroksidasyon
trtinleri ile diizeylerini Olgtiiklerinde, multipl sklerozlu plazmada oksidatif stresin

derecesi ve hastaligin ilerlemesi arasinda bir iliski olmadigini rapor etmislerdir.

2.4.2. Glutatyon

Glutatyon, L-glutamat, L-sistein ve glisin (y-L-Glu-L-Cys-Gly)’den olusan bir
tripeptid olup memeli hiicrelerinde en yaygin ve en 6nemli hiicre i¢i protein olmayan
tiyol/stilthidril bilesiktir (Meister ve Anderson, 1983). Beyin dokusunda en bol bulunan
¢oziinebilir 6zellikli antioksidan olan GSH, astrositler icerisinde bol olmasina ragmen,
noron ve gliyal hiicrelerde sentezlenmekte ve beyinde ¢esitli fonksiyonlari

bulunmaktadir (Slivka ve ark., 1987; Pileblad ve ark., 1991; Sagara ve ark., 1993).

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz

Beyinde oksidatif strese karsi onemli bir savunma sistemi, glutatyon kullanan
glutatyon rediiktaz/glutatyon peroksidaz sistemidir (Imam ve Ali, 2000). Cesitli hayvan
tirlerinde beyin dokusunda GPx aktivitesi oldugu bildirilmistir (De Marchena ve ark.,
1974). Glutatyon peroksidaz, H,O, ve organik peroksitlerin hiicreye zarar vermelerini
engellemede rol oynayan onemli bir antioksidan enzimdir (Meister, 1988). Ratlarda
prenatal donemde periton i¢i LPS uygulamasinin beyin dokusu GPx enzim aktivitesini
arttirdig1 bildirilmistir (Zhu ve ark., 2007). Dopaminerjik ve kolinerjik noronlarda GPx
eksikligi, bu hiicrelerin katekolamin oksidasyonu, noérotoksin ve eksitotoksisite dahil
olmak iizere ¢esitli nedenli oksidatif hasara duyarliligini arttirarak, ndorolojik
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Hirsch, 1992; Trépanier ve ark., 1996).
Postmortem Parkinson’lu beyin dokusunda substansiya nigra dahil olmak iizere farkli
beyin bolgelerinde saglikli postmortem beyin bolgelerine gore GPx aktivitesinin,
onemli derecede azalmis oldugu rapor edilmistir (Kish ve ark., 1985). Przedborski ve
ark. (1996) da amyotrofik lateral sklerozlu hastalarin postmortem presantral girus beyin
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bolgesi GPx aktivitesinde azalma oldugunu rapor etmislerdir. Goss ve ark. (1997),
ratlarda travmatik beyin hasar1 sonrast GPx aktivitesinin 2 kat arttigini1 bildirmistir.
Saglikli beyin dokusu ile Alzheimer primer dejencratif hastalik tipi (AD/SDAT),
Huntington ve striatonigral dejenerasyon hastalarimin beyin dokularinda bolgesel GPx
aktiviteleri bakimindan fark olmadigi rapor edilmistir (Kish ve ark., 1986). Parkinson
hastalik modeli kullanilan bir ¢alismada Lentivirus aracili GPx gen transferi ve
ekspresyonu saglanarak, GPx’in noroprotektif etkisi bulunmustur (Ridet ve ark., 2006).
Ayrica Huntington gibi oksidatif stres ile iliskili diger norodejeneratif hastaliklarin

tedavisi icin GPx mimetiklerinin kullanilabilir olacagi one siiriilmektedir (Mason ve
ark., 2013).

2.4.4. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) toksik siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eden antioksidan bir enzimdir.
Memeli hiicrelerinde SOD’un 3 izoformu bulunmaktadir. Bunlar sitoplazmada yer alan
bakir/¢inko-SOD (Cu/Zn-SOD, SOD-1) (McCord ve Fridovich, 1969); mitokondriyal
matrikste lokalize olan manganez-SOD (Mn-SOD, SOD-2) (Weisiger ve Fridovich,
1973) ve hiicre dis1 boslukta bulunan ekstraseliiler SOD (EC-SOD, SOD-3)’dur
(Marklund, 1982).

Yapilan ¢alismalar ile Cu/Zn-SOD’nin ¢esitli yaralanmalardan sonra vazojenik
beyin ddemini onledigi ve iskemik hasardan beyini korudugu gosterilmistir (Chan ve
ark., 1991; Kinouchi ve ark., 1991; Xiong ve ark., 2005). Kondo ve ark. (1997), Cu/Zn-
SOD’nin apoptotik ndronal hiicre 6limiinii engelledigini bildirmislerdir. Mn-SOD, bir
mitokondriyal antioksidan enzimdir. Nitekim Izuo ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada,
Mn-SOD eksikliginin slingerimsi ensefalopati ile perinatal 6liime neden oldugunu, Mn-
SOD’un perinatal asamada oksidatif stresten sinir sistemini korudugunu, ayni zamanda
santral sinir fonksiyonu ve yavru farelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugunu
bildirmiglerdir. Yapisinda bakir ve c¢inko bulunan SOD-3’iin akciger ve bdbrek
dokularina gore beyin dokusunda daha az miktarda oldugu rapor edilmistir (Marklund,

1982; Ookawara ve ark., 1998).
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2.5. Merkezi Sinir Sistemi Hastaliklarinda Oksidatif Stres ve Antioksidan

Savunma Sistemleri

Parkinson hastaliginda oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluguna
bagli olarak substansiya nigradaki dopaminerjik noronlarin hasara ugradigi rapor
edilmistir. Mythri ve ark. (2011), Parkinson hastaligi postmortem beyin dokusu frontal
korteks, kaudat niikleus, putamen gibi bolgelerinde oksidatif stresi degerlendirmistir.
Protein oksidasyonu sadece kaudat niikleusta yiiksek iken, lipit peroksidasyonun sadece
frontal kortekste arttigini, bu li¢ beyin bolgesinde toplam GSH seviyelerinde 3-5 kat
artis oldugunu, ancak CAT, SOD, glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde bir artis olmadigini, astrositlerin proliferasyonuna
bagli olarak GPx aktivitesinde artis oldugunu belirtmislerdir. Ayrica artan GSH ve
astrosit proliferasyonunun, Parkinson hastalarinda substansiya nigra disinda diger beyin

bolgelerini oksidatif hasara karsi korudugunu bildirmislerdir.

Perry ve ark. (1982), Parkinson postmortem insan beyininde yaptiklart amino
asit analizinde, diger beyin bdlgelerine oranla substansiya nigrada anlamli derecede
azalmis GSH konsantrasyonu tespit etmislerdir. GSH 6nemli bir dogal antioksidan
oldugundan, substantsiya nigra i¢ginde GSH eksikligi oksidatif hasara karsi bu bolgeyi
savunmasiz yapmaktadir. Gec¢misten giliniimiize kadar yapilan bir¢cok c¢alismada
Parkinson hastalar1 beyininde 6zellikle substansiya nigranin GSH igeriginin, diger beyin
bolgelerine nazaran ciddi eksikligi vurgulanmaktadir (Perry ve ark., 1982; Pearce ve

ark., 1997; Mythri ve ark., 2011).

Oksidatif stres, norofibriler yumaklar ve senil plaklar gibi hastaligin patolojik
isaretleri gelismeden Once erken Alzheimer hastaliginin ilerlemesinde goriilmektedir.
Bircok calismada artmis oksidatif hasar ve GSH gibi antioksidanlarin tiikkenmesi,
Alzheimer hastalar1 beyininde tespit edilmistir (Ansari ve Scheff, 2010; Mandal ve ark.,
2012). Venkateshappa ve ark. (2012b), Alzheimer hastaliginda yaslanma ile
hipokampus ve frontal korteks beyin bolgelerinde yaygin oksidatif stres, antioksidan
fonksiyon kaybinin oldugunu, ayn1 zamanda beyin oksidan ve antioksidan belirtecleri
yoniinden beyin dokusunda SOD, CAT, tiyoredoksin rediiktaz, GR, glutatyon-S-

transferaz gibi antioksidan enzim aktiviteleri ve GSH diizeyinde bir azalma oldugunu
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belirtmislerdir.

Oksidatif stres ve anti-oksidatif sistem bir diger norodejeneratif hastalik olan
Multipl skleroz patofizyolojisinde de Onemli rol oynamaktadir. Multipl sklerozda
antioksidan kapasitesini asan ROS {iretimi makrofaj ve mikrogliya aracili néronal ve
oligodendrosit hasarin énemli bir mekanizmasini temsil etmektedir. Multipl sklerozda
dokularin korunmasinda antioksidan sistemler O6nem tasimaktadir. Reaktif oksijen
tirleri, multipl sklerozda ve alerjik ensefalomiyelitte demyelinasyondan ve aksonal
hasardan sorumlu tutulmaktadir. Enflamasyon ve oksidatif stres multipl sklerozda doku

hasarina neden olmaktadir (Fisher ve ark., 1988; Lin ve ark., 1993; Cross ve ark., 1997).

Multipl skleroz hastaliginin aktif déonemlerinde beyin, kan ve beyin omurilik
stvisinda Oksidatif stres indikatorler diizeylerinin degistigi tespit edilmistir (Langemann
ve ark., 1992; Jiménez-Jiménez ve ark., 1998). Multipl skleroz hastalarinda beyin
dokusu GSH konsantrasyonunun diisiikk oldugu rapor edilmistir (Choi ve ark., 2011).
Yaslanma ile norodejeneratif hastaliklara yatkinligin arttigi, bunun yas artisi ile beyinde
oksidatif hasarin artig1 ve azalan antioksidan fonksiyonun ortaya ¢ikmasi sonucu oldugu
ileri siirilmektedir. Artan yasla birlikte beyinde SOD, GPx, GR ve CAT aktiviteleri ile
total GSH konsantrasyonunun azaldigi bilinmektedir (Chen ve ark., 1989;

Venkateshappa ve ark., 2012a).

Amyotrofik lateral sklerozda artmis ROS ve oksidatif hasar tespit edilmistir
(Liu ve ark., 1999; lhara ve ark., 2005). Sporadik form amyotrofik lateral sklerozlu
hastalarin spinal kordlarinda, oksidatif stres sonucu olusan protein oksidasyonun bir
belirteci olan protein karbonil diizeylerinin kontrollere gore artmis oldugu belirtilmistir
(Shaw ve ark., 1995). Bir bagka ¢alismada amyotrofik lateral sklerozun farkli formlarina
sahip hastalar ilizerinde yapilmig ve sporadik form amyotrofik lateral sklerozlu
hastalarin motor korteksinde protein ve DNA oksidasyonun meydana gelmesi sonucu
oksidasyon triinlerinin olustugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar oksidatif stres ve lipit
peroksidasyonun amyotrofik lateral skleroz hastaligimin her iki formunda da noéronal
dejenerasyonun patogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir (Ferrante ve ark.,
1997; Bogdanov ve ark., 2000; Simpson ve ark., 2004).
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2.6. Asetil-L-Karnitin

Asetil-L-karnitin (ALKAR), trimetillenmis aminoasit, L-karnitinin bir esteridir.
Molekiiler formiilii CgH17NO,4 (Sekil 1) olan ALKAR’1n molekiil agirligi 203,23558
g/mol’diir. Asetil-L-karnitin, asetil-L-karnitin transferaz enzimi araciligi ile beyinde,

karacigerde ve bobrekte sentezlenir (Monograph, 2010).

Asetil-L-karnitin, mitokondride uzun zincirli yag asitlerinin -oksidasyonu i¢in
gerekli bir kofaktor olan karnitinin asetil tiirevi olup (Jakobs ve ark., 1995) enerji
metabolizmasinda anahtar rol oynayan temel bir besin, endojen bir bilesiktir (Kocsis ve
ark., 2014). Asetil-L-karnitin, karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda gorev
almaktadir. Asetil-L-karnitin ve karnitin asetiltransferaz enzimi o6zellikle hipotalamus
olmak iizere beyinde fazlaca bulunur. Asetil-L-karnitin, karnitin asetiltransferaz enzimi
araciligiyla beyinde sentezlenir ve asetilkolin sentezinde rol oynar (Bresolin ve ark.,
1982; Kalaria ve Harik, 1992). Ekzojen ALKAR’in sodyum-bagimli organik katyon
tasiyict (OCTN2) ile aktif olarak kan-beyin bariyerini kolaylikla gectigi bilinmektedir
(Parnetti ve ark., 1992; Kido ve ark., 2001; Inano ve ark., 2003).

CHs CH2 CH2

N/ N/ N\
CH3 — N* CH COOH

/ |
CHs OCOCH3

Sekil 1. Asetil-L-karnitin (Monograph’dan, 2010)

Asetil-L-karnitinin antiapoptotik, antioksidan, antienflamatuar ve noroprotektif
etki gosterdigi pek ¢ok bilimsel ¢alisma ile ortaya konulmustur (Forloni ve ark., 1994;
Ishii ve ark., 2000; Di Cesare ve ark., 2007; Schaevitz ve ark., 2012; Xu ve ark., 2015).
Asetil-L-karnitinin normal beyin ve sinir fonksiyonlarinda gorev aldigi bilinmektedir
(Sershen ve ark., 1991; Ando ve ark., 2001; Tanaka ve ark., 2003). Merkezi sinir
sisteminde ALKAR’m asetil kism1 beyin fonksiyonlart i¢in énemli olan asetilkolin ve

asetilli norotransmitterlerin sentezinde kullanilir, hiicre zar stabilitesini saglar ve yasa
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bagl hiicre zar1 bozunmalarini onarir (Dolezal ve Tucek, 1981). Karnitin eksikliginin
astrositlerde siskinlik ile sonuglandigi ve metabolik ensefalopatiye neden oldugu
belirlenmistir (Kimura ve Amemiya, 1990).

Asetil-L-karnitin, norotrofin ailesinin bir {iyesi olan sinir biiylime faktorii

(NGF) reseptoriiniin (p75NGFR

) ekspresyonunu artirmaktadir (Taglialatela ve ark., 1992).
Asetil-L-karnitinin yasli ratlarin MSS’de NGF diizeyini artirdigi rapor edilmistir
(Taglialatela ve ark., 1994). Ratlarda yaslanmaya bagli olarak ya da ratlarin strese
maruz kalmalar1 ile olusan sinirsel dejeneratif bozukluklarinda, uzun siireli ALKAR

NGFR

uygulamasinin, ratlarin bazal 6n beyinlerinde p75 mRNA diizeylerini artirarak

noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Foreman ve ark., 1995).

Kocsis ve ark. (2015), ALKAR’1n iskemik kosullar altinda ndéronlarin enerji
durumunu diizenleyerek koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini bildirmislerdir. Serebral
iskemi modelinde ALKAR uygulamasinin, nérodejeneratif degisiklikleri hafiflettigi ve
beyin dokusundaki GSH diizeyini artirdigi belirlenmistir (Goo ve ark., 2012). In vitro ve
in vivo calismalar, ALKAR’1n iskemiye karsi tedavi oncesi kullanilmasi ile néron
koruyucu etkisini vurgularken, Kocsis ve ark. (2015) ALKAR’in tedavi sonrasi
kullanildiginda da néron koruyucu etkisi olabilecegini bildirilmislerdir (Picconi ve ark.,
2006; Xu ve ark., 2015). Farelerde etil alkol ile indiiklenen beyin hasarinda diyetle
ALKAR verilmesinin norolojik bozukluklar1 hafiflettigi, noéronal fonksiyonlari

korudugu rapor edilmistir (Rump ve ark., 2010).

Parkinson hastaliginin rat modelinde agizdan ALKAR verilmesinin beyin
dokusundaki ATP dretimini ve GSH konsantarasyonunu artirdigi, MDA
konsantrasyonunu azalttigi, ndronlar1 korudugu ve bu etkilerinden dolayr Parkinson
hastaliginin tedavisinde ALKAR'm kullanilabilecegi belirtilmistir (Zaitone ve ark.,
2012). Aktif multipl skleroz hastalarinda alt1 ay boyunca uygulanan ALKAR’in bu
hastaligin patogenezinde rol oynadigi diisliniilen nitrik oksitin BOS’daki miktarini
azalttigt ve beyin dokusunu nitrozatif strese karst koruyabilecegi belirtilmistir
(Calabrese ve ark., 2003). Singh ve ark. (2016), Parkinsonlu ratlarda Wnt/p-katenin
sinyalizasyon aktivasyonu araciligiyla gliyal aktivasyonun ve oksidatif stres inhibisyonu

ile ALKAR’in noroprotektif ve pro-nérojenik etki gosterdigini bildirmislerdir.
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ALKAR’m Alzheimer hastaliginda zihinsel gerileme semptomunu geciktirdigi, amiloid
beta peptid norotoksisitesi tarafindan uyarilan oksidatif stres ve hiicre oOliimiinii
zayiflatmasi gibi yararli etkileri oldugu tespit edilmistir (Spagnoli ve ark., 1991;
Dhitavat ve ark., 2002; Montgomery ve ark., 2003).

Asetil-L-karnitin, beyin enerji ve fosfolipit metabolizmasi, norotrofik faktorler
ve ndrohormonlarin aktivitesi, sinaptik morfoloji ve ndrotransmitterleri igeren bircok
noronal yolaga katilmaktadir (Vivoli ve ark., 2010; Schaevitz ve ark., 2012; Smeland ve
ark., 2012). Wang ve ark. (2015), ALKAR’in PI3K/AKT/BDNF/VGF sinyalizasyon
yolag1 araciligr ile hizli-etkili antidepresan benzeri etki gosterdigini rapor etmislerdir.
Ayrica birkag caligmada, ALKAR’in major depresyonda yararli etkileri oldugu
gosterilmistir (Cuccurazzu ve ark., 2013; Nasca ve ark., 2013). Cuccurazzu ve ark.
(2013), ALKAR’m, néron koruyucu etkisinden bagimsiz olarak, eriskin hipokampal
noral projenitorlerin noronal farklilagmasi {izerine etkisi olan bir prondrojenik molekiil

oldugunu rapor etmislerdir.

Yash ratlarin dorsal kok ganglion néron kiiltiiriine ALKAR ilavesinin
noronlarin 6liim oranini 6nemli dl¢giide azalttigr saptanmistir (Manfridi ve ark., 1992).
Rat noron kiiltiirinde ALKAR ile birlikte alfa-lipoik asit uygulamasinin, PI3K, ERK":
ve PKG sinyal yolaklariin aktivasyonunu saglayarak noronal sagkalimi destekledigi
bildirilmistir (Abdul ve Butterfield, 2007). Asetil-L-karnitinin beyin korteksinde protein
kinaz-C aktivitesini artirarak hafiza kaybini Onledigi in vivo ve in vitro ortaya
konulmustur (Pascale ve ark., 1994). Asetil-L-karnitin, hiicre dis1 kinaz aracili niikleer
faktor eritroid iliskili faktor-2 (ERK-Nrf2) fosforilasyonu ile hipoksinin neden oldugu
hafiza kaybini onlemektedir (Barhwal ve ark., 2009). Hipoksi modelinde ALKAR
takviyesinin ERK!2-Nrf2 yolagi araciligiyla mitokondriyal biyosenteze katkida
bulunarak noéronlar1 korudugu iskemi ve inme gibi nérodejeneratif hastaliklarda tedavi
edici potansiyeli oldugu ileri siiriilmiistir (Hota ve ark., 2012). Asetil-L-karnitin
uygulamasinin, doza bagli olarak hiicresel GSH diizeyini ve sitokrom-c oksidaz
aktivitesini artirdigi, hipoksi ile indiiklenen sitotoksisiteyi hafiflettigi, kaspaz-3
diizeylerini ve p-Bcl-2 expresyonunu azaltarak apoptozu engelledigi rapor edilmistir.

Asetil-L-karnitin, hipoksik stres ve bununla iligkili norodejeneratif hastaliklar i¢in etkili
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bir terapdtik madde olarak kullanilabilmektedir (Barhwal ve ark., 2008).

Merkezi sinir sisteminin travmatik (McKay-Hart ve ark., 2002; Di Cesare ve
ark., 2007) ve toksik (Pisano ve ark., 2003) hasarlarinda ALKAR’1n koruyucu ve tedavi
edici etkinligi gosterilmistir. Hipokampus ve korteks hiicre kiiltiirlerinde ALKAR
uygulamasinin hiicre Olimiinii baskilayarak noroprotektif etki gosterdigi ileri
striilmigstiir (Forloni ve ark., 1994). Primer kortikal ndron kiiltiirliinde ALKAR
takviyesinin néronal GSH diizeyini artirdig1 ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugundan
ve artmis protein oksidasyonundan ndronlart korudugu ve amiloid beta peptid ile
indiiklenen apoptozisi azalttig1 bildirilmistir (Abdul ve ark., 2006). Patel ve ark. (2010),
ALKAR’1n omurilik yaralanmasindan sonra mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirdigini
rapor etmislerdir. Eriskin ratlarda spinal kord hasari sonrast ALKAR uygulamasinin
motor noron sagkalimini artirdigi ortaya konulmustur (Karalija ve ark., 2012). Zhang ve
ark. (2015), spinal kord hasar1 rodent modelinde ALKAR uygulamasinin apoptotik
hiicre sayisin1 azalttigini, spinal kord hasar1t kaynakli mitokondriyal yapisal

degisiklikleri ve mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirdigini rapor etmislerdir.

2.7. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), merkezi ve ¢evresel sinir sisteminde
baslica duyusal noronlar, retinal gangliyon, bazi kolinerjik néronlar, spinal motor
noronlar ve bazi dopaminerjik noéronlarin yasamasini, biliylimesini, ¢ogalmasini ve
fonksiyonlarmi etkileyen; sinapslarin stabilizasyonunu saglayan, sinaptik fonksiyonu ve
sinaptik plastisiteyi kontrol eden; akson ve dendrit dallanmalarini diizenleyen bir
norotrofindir. BDNF, MSS’de esas olarak noronlarin gelismelerine ve kendilerini
yenilemelerine yardimci olurken, norotransmitterlerin gorev yaptiklart onemli sinir
yolaklarinin yapisal olarak saglikli olmalarina ve gorevlerini siirdiirmelerine katkida
bulunur. Hiicre 6liimiinde, programlanmasinda ve yiiriitiilmesinde de 6nemli rolleri
vardir (Okazawa ve ark., 1992; Mamounas ve ark., 1995; Lewin ve Barde, 1996;
Karege ve ark., 2005). Beyin kaynakli norotrofik faktoriin sentezindeki yetersizligin ya
da bozuklugun insanlarin ve hayvanlarin ndrolojik, nérodejeneratif ve néroenflamasyon
ile karakterize hastaliklarina yatkinligini artirabilecegi ileri siiriilmektedir (Karege ve

ark., 2002). Stres faktorlerinin de beyinde BDNF ekspresyonunu azalttig1 bilinmektedir
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(Smith ve ark., 1995; D'Sa ve Duman, 2002).

Beyin kaynakli norotrofik faktdr, ndrotrofin biiylime faktor ailesinin prototipi,
NGF’den sonra tanimlanan ikinci tiyesidir. Dorsal kok ganglion ndronlarmin alt
populasyonlarinin hayatta kalmasini sagladigi kanitlanan BDNF ilk kez domuz beyin
dokusundan izole edilmistir (Barde ve ark., 1982; Leibrock ve ark., 1989). Beyin
kaynakli ndrotrofik faktdr ndronlarin biiylimesinden sorumlu kiiciik dimerik bir protein
olup, cogunlukla MSS noéronlarinda sentezlenen bir norotrofik faktordiir (Hofer ve ark,
1990; Wetmore ve ark., 1991; Patterson ve ark., 1996). Beyinde yaygin olarak
bulundugu bolge hipokampus ve serebral kortekstir (Hofer ve ark, 1990). Beyin
kaynakl1 norotrofik faktoriin MSS’de NGF’den daha ¢ok miktarda eksprese edildigi ve
yaygin bir dagilim gosterdigi bilinmektedir (Hofer ve ark, 1990; Wetmore ve ark.,
1991). Saglikli bireylerde BDNF ekspresyonunun, fotal gelisim sirasinda diisiik
seviyelerde oldugu, dogum sonrasinda arttigt ve eriskinlerde azaldigi ortaya

konulmustur (Maisonpierre ve ark., 1990).

Beyin kaynakli norotrofik faktdr, beyin ve periferal sinir sisteminde bol
miktarda bulundugu icin ndrotrofin ailesinin en 6nemli iiyesidir. Noronal c¢ikintilar,
farklilasma, sinaptik baglant1 ve ndronal tamir gibi sinir sistemi {izerinde ¢esitli etkileri
oldugu bilinmektedir (Lewin ve Barde, 1996, Karege ve ark., 2005). Bu norotrofin
bir¢ok norotransmitterin fenotipik ekspresyonunda (Okazawa ve ark., 1992; Mamounas
ve ark., 1995) sizofreni, (Takahashi ve ark., 2000), major depresyonun belirli formlar
(Nibuya ve ark., 1995) gibi psikiyatrik rahatsizliklarda amyotrofik lateral sklerozis ve
Alzheimer hastaligi (Connor ve ark., 1997; Durany ve ark., 2000) gibi norodejeneratif

hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Karege ve ark., 2002).

Norodejeneratif hastaliklarin tedavi edilmesinde ndrotrofinler tek olarak ya da
diger biiyiime faktorleri ile (siliyar norotrofik faktor, insulin benzeri biiyiime faktorii ve
fibroblast biiylime faktorii vb.) kombine edilerek kullanim alani bulmaktadir (Lindsay
ve ark., 1993; Yoo ve ark., 2003; Manni ve ark., 2013). Ozellikle BDNF’nin
norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilabilecegine
dair bilimsel veriler bulunmaktadir (Murer ve ark., 2001; Binder ve Scharfman, 2004;

Honea ve ark., 2013).
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2.7.1. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktoriin Yapisi ve Biyosentezi

Beyin kaynakli ndrotrofik faktor, 13,5 kDa’luk dimerik bir proteindir
(Leibrock ve ark., 1989; Wetmore ve ark., 1991; Bekinschtein ve ark., 2008).
Baliklarda, amfibilerde, siiriingenlerde ve memelilerde BDNF ekspresyonu rapor
edilmistir (Isackson ve ark., 1991; Murer ve ark., 2001). insan BDNF’si domuz, fare ve
rat BDNF’si ile homologdur (Hofer ve ark., 1990; Rosenthal ve ark., 1990; Murer ve
ark., 2001). Beyin kaynakli norotrofik faktér % 50’den fazla oranda NGF, % 50
oraninda NT-3 ve NT-4/5 ile homolojiye sahiptir (Isackson ve ark., 1991; Wetmore ve
ark., 1991; Murer ve ark., 2001; Binder ve Scharfman, 2004). Beyin kaynakli norotrofik
faktor baslangicta pre-proBDNF seklinde sentezlenir. Pre-proBDNF endoplazmik
retikulumda onciil dizisinden kesilir, 32 kDa’lik proBDNF olarak golgi aygiti
aracilifiyla trans golgi agina hareket eder. Golgi aygitinda prokonvertaz enzimlerin
katalizorliigiinde olgun peptid formu olusur. ProBDNF hiicre i¢inde furin veya pro-
konvertaz enzimleri tarafindan kesilerek ya da proBDNF olarak salindiktan sonra, hiicre
disinda matriks metalloproteinazlar ve plazminin katalizledigi enzimatik reaksiyonlarla,
proteazlar etkisiyle pro formundan yaklasik 14 kDa’luk olgun BDNF (mBDNF)
formuna dondstiirilir (Sekil 2) (Mowla ve ark., 2001; Lessmann ve ark., 2003; Tapia-
Arancibia ve ark., 2004; Bekinschtein ve ark., 2008; Cunha ve ark., 2010).

Beyin kaynakli norotrofik faktér salinimi hem diizenleyici hem de siirekli
salmim yolaklar1 ile gergeklesir (Sekil 2). Siirekli salinim ndron govdesinde
gerceklesirken, diizenleyici salimim govdeden uzak bolgelerde, akson ve dendritlerde
meydana gelir (Brigadski ve ark., 2005). Beyin kaynakli nérotrofik faktoriin diizenleyici
salinma yolagina girisi, BDNF 6nciil proteininin pro-bdlgesi ile kontrol edilir (Cohen-
Cory ve ark., 2010). Noronal aktivitenin BDNF nin trankripsiyon ve translasyonunun
yant sira salinimini da kontrol ettigi rapor edilmistir (Lu, 2003; Jeon ve ark., 2011). Pre
mRNA’nin pre sekansi, BDNF geninin translasyonunu direkt olarak endoplazmik
retikulumda yonetir. Bu siire¢ temelde hiicre gdvdesinde meydana geliyor olmasina
ragmen bazi durumlarda BDNF sentezi pre mRNA’nin translokasyonu sonrasinda
dendritlerde de meydana gelebilir ve translasyon sonucunda dimerik pro-BDNF proteini
olusur. Olgun BDNF yapis1 ise sekresyon oncesinde gerceklesir (Tongiorgi ve Baj,

2008).
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Sekil 2. Noronlarda BDNF formlarinin sentezi, paketlenmesi ve salinimi (Cunha ve ark.’dan, 2010)

Noronlarda BDNF sekresyonu iki farkli yolla meydana gelir. Diizenlenen
yolaktaki sekresyonda BDNF biiyiik capli vezikiiller icinde paketlenir ve hiicre igine
kalsiyum girisine bagli olarak plazma membranina vezikiiliin fiizyonu ile hiicre disina
cikar. Temel yolakta ise BDNF kiiciik vezikiiller i¢ine paketlenir, ortamda herhangi bir
uyar1 olmadan veya hiicre icine slirekli kalsiyum girisi olmadan, stirekli hiicreden salinir
(Mowla ve ark., 1999). Bahsedilen iki degisik salimm sekli noéronlarin farkl
kisimlarinda olur. Ornegin, siirekli BDNF salinimi sadece ndronun soma ve proksimal
alanlarinda gergeklesirken diizenli salinim ortamda var olan uyarana karsilik ndronun

distal kisiminda ger¢eklesir (Egan ve ark., 2003).

2.7.2. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktoriin Ekspresyonu ve Viicutta

Bulundugu Hiicreler

Beyin kaynakli nérotrofik faktor mRNA ekspresyonu, ndronal aktiviteyle
pozitif iligkilidir. Bu siireclerde gbzlenen artis, bazen fazla sinaptik aktiviteye bagh
olarak veya BDNF’nin trofik fonksiyonuyla baglantili olarak olusabilmektedir
(Tongiorgi ve Baj, 2008). BDNF mRNA ekspresyonu fizyolojik ve patolojik
durumlarda degismektedir (Lindholm ve ark., 1994). Isik uyarmmi gorsel kortekste
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(Castrén ve ark., 1992), ozmotik uyarim hipotalamusta (Castrén ve ark., 1995),
elektriksel uyar1 hipokampusta BDNF ekspresyonunu degistirirken, 6grenme ve hafiza
olaylarinda BDNF mRNA ekspresyonu artmaktadir (Patterson ve ark., 1992; Castrén ve
ark., 1993; Bramham ve ark., 1996). Fiziksel egzersizin de hipokampusta BDNF
ekspresyonunu artirdigi saptanmistir (Neeper ve ark., 1995). Ayrica, BDNF mRNA
diizeyleri 6strus siklusu boyunca da degismektedir (Scharfman ve ark., 2003).

Beyin kaynakli nérotrofik faktor insan ve hayvan beyininde farkli hiicre
tiplerinde dagilim gostermektedir. Beyin kaynakli norotrofik faktér mRNA ve protein
diizeyleri hipokampus (Dugich-Djordjevic ve ark., 1995), amigdala, koku sisteminin
projeksiyon bolgeleri (Phillips ve ark., 1990), prefrontal serebral korteks i¢ ve dis
tabakalarinin piramidal tabakalar1 (Huntley ve ark., 1992), hipotalamus, neokorteks,
serebellum, striatum, talamus (Nawa ve ark., 1995) ve superior colliculus bolgelerinde
tespit edilmistir (Wetmore ve ark., 1990; 1991). Rat ve insan hipokampusunda BDNF
mRNA ekspresyonu (Phillips ve ark., 1990; Wetmore ve ark., 1991) ve protein
diizeyleri (Wetmore ve ark., 1991; Dugich-Djordjevic ve ark., 1995), piramidal ve
graniil hiicre tabakasinda goriintiilenmistir (Connor ve Dragunow, 1998). Olfaktor
bulbusta, medulla spinaliste ve adrenerjik beyin sap1 ¢ekirdeklerinde de BDNF
mRNA’s1 belirlenmistir (Hofer ve ark., 1990; Castrén ve ark., 1995; Dugich-Djordjevic
ve ark., 1995; Tapia-Arancibia ve ark., 2004). Gliyal hiicrelerde (Murer ve ark., 2001),
schwann hiicrelerinde (Acheson ve ark., 1991), astrogliyalarda (Rudge ve ark., 1992) ve
mikrogliya hiicrelerinde (Elkabes ve ark., 1996) BDNF mRNA ekspresyonu rapor
edilmistir (Murer ve ark., 2001).

Yapilan ilk BDNF ekspresyonu ¢alismalarinda molekiiliin noéronlarla iligkili
oldugu belirlenmis olmasina ragmen, daha sonraki ¢aligmalarda BDNF’nin gliya ve
periferal bagisiklik sistemi hiicrelerinde de bulundugu saptanmistir. Beyin kaynakli
norotrofik faktoériin MSS’de noéron harici hiicrelerden, periferde vaskiiler endotel
hiicrelerinden, lenfositlerden, trombositlerden, lokositlerden, monositlerden, T ve B
lenfositlerden sentezlendigi belirlenmistir (Yamamoto ve Gurney, 1990; Braun ve ark.,
1999; Kerschensteiner ve ark., 1999; Hohlfeld ve ark., 2000; Nakahashi ve ark., 2000;
Gielen ve ark., 2003; Lommatzsch ve ark., 2007). Kalpte, akciger dokusunda, bobrek,
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mesane ve viseral epitelyal hiicrelerinde, biiyilkk damarlarda, dalakta ve diiz kas
hiicrelerinde de BDNF mRNA ekspresyonu rapor edilmistir (Scarisbrick ve ark., 1993;
Timmusk ve ark., 1993; Yamamoto ve ark., 1996; Lommatzsch ve ark., 1999).
Dolasimdaki BDNF’nin ¢ogunlukla trombositlerde depo edilmesinden dolayr serum
BDNF diizeyi plazmadaki diizeyinden olduk¢a yiiksektir. Beyin kaynakli norotrofik
faktoriin serumda 22,6 ng/ml, trombositlerde 92,7 pg/10° trombosit ve plazmada 92,5

pg/ml konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir (Lommatzsch ve ark., 2005).

Beyin kaynakli norotrofik faktor ekspresyonunun glutamat, asetilkolin ve
serotonin ile uyarildigi, GABA ile baskilandig1 tespit edilmistir (Tapia-Arancibia ve
ark., 2004). Ayrica asetilkolinin (Knipper ve ark., 1994), serotoninin (Nibuya ve ark.,
1995; Zetterstrom ve ark., 1999), nitrik oksitin (Xiong ve ark., 1999), tiroksinin (Liiesse
ve ark., 1998), glukokortikoidlerin, mineralokortikoidlerin (Chao ve ark., 1998; Schaaf
ve ark., 1998) ve steroidlerin (Gibbs, 1999), MSS’de BDNF ekspresyonunu diizenledigi

gosterilmistir.

Ogrenmenin hipokampusta BDNF diizeylerini artirdigi rapor edilmistir
(Schmidt ve Duman, 2007). Hipoglisemi, stres ve iskemiye iligkin beyin dokusu
hasarlarinin BDNF ekspresyonunu etkiledigi ortaya konulmustur (Hohlfeld ve ark.,
2000; Tapia-Arancibia ve ark., 2004; Karege ve ark., 2005). Akut ve kronik stresin
hayvan modellerinde BDNF ekspresyonunun azaldigi ileri stirtilmustiir (Karege ve ark.,
2005; Kotan, 2009). Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarda BDNF
diizeyinin azalmis oldugu saptanmistir (Connor ve ark., 1997; Howells ve ark., 2000;
Murer ve ark., 2001). Insanlarda enflamasyon ile karakterize bir hastalik olan multipl
sklerozda beyin dokusunda artmig BDNF sentezi saptanmistir (Hohlfeld ve ark., 2000;
Gielen ve ark., 2003).

2.7.3. Beyin Kaynakhh Norotrofik Faktoriin Reseptorleri ve Etki
Mekanizmasi

5NTR adlr iki farkli transmembran

Beyin kaynakli norotrofik faktor, TrkB ve p7
reseptOr araciligl ile fonksiyonlarini gerceklestirir. Beyin kaynakli norotrofik faktoriin
yiiksek affiniteli reseptorii TrkB, diisiik affiniteli reseptorii ise p75" ~’dir (Murer ve
ark., 2001; Dechant ve Barde, 2002; Lu, 2003; Tapia-Arancibia ve ark., 2004;
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Bekinschtein ve ark., 2008). Tiimér nekroz faktor iist ailesinin bir iiyesi olan p75"',

hiicre dig1 kismi dort adet negatif yiiklii sistein tekrarma sahiptir. Ugiincii ve dérdiincii
tekrarlar ligand baglanma bolgesini olusturur ve hiicre i¢i kismi ise apoptozu tesvik
eden bolgeyi igerir (Gruss ve Dower, 1995; Coulson ve ark., 2004). ProBDNF ve olgun
BDNF’nin her ikisine de baglanabilme yetenegine sahip p75™ +, diger nérotrofinlerle de
etkilesime girerek norit gelisimi, ¢cogalma ve hiicre oliimii gibi hiicresel olaylarda
onemli rol alir (Chao ve ark., 2006). p75NTR’nin varhigi, TrkB reseptoriinde ana
norotrofin ligandinin baglanmasina aracilik eder (Choa ve Hempstead, 1995). Bununla

NTR P
apoptozisi yoneten

birlikte, TrkB reseptoriiniin veya BDNF’nin yoklugunda, p75
mekanizmalar1 baglatabilir (Blochl ve Blochl, 2007). Pro-norotrofinlerin bir reseptorii
olan sortilin ile p75"™nin, etkilesimi ve proBNDF’ye baglanmasi noronal apoptozisi

tesvik eder (Sekil 3) (Ye ve ark., 2012; Deinhardt ve Chao, 2014).

FURI™, PLAZMIN, METALLOPROTEAZ
oy
7] T ]
proBDNF Cfb olgun BDINF

/ \ ’/ \ TE

v v

HI'CRE SAGKALIMI

proNTR

APOFTOE

Sekil 3. p75N™® reseptoriiniin etki mekanizmasi (Deinhardt ve Chao’dan, 2014)

Insan beyininde, TrkB reseptoriiniin farkli sinyalizasyon yeteneklerine gére 3
farkli izoformu tanimlanmistir. TrkB tam boy katalitik reseptor (TrkB-TK+, Trk-FL) ve
kesime ugramis, tirozin kinaz bolgesi olmayan, 2 izoformu; TrkB-TK- (Trk-T1) ve
TrkB-Shc (Trk-T2)’dir. TrkB-TK+ birgok tanimlanmis sinyal yolagiyla iliskili olan, iyi
korunmus hiicre i¢i kisim igeren transmembran bir tirozin kinaz reseptoriidiir. TrkB-

TK+ noronal yasam, faklilasma ve sinaptik plastisite uyarilarini bagslatabilir. Kesime
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ugramis izoformlari, TrkB-TK+'nin baglattigt bu etkileri baskilamaktadir. Kesime
ugramis izoformlar hiicre i¢i tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir, fakat farkli
biyolojik cevaplara karsi sinyal baslatabilmektedirler (Tapia-Arancibia ve ark. 2008;
Wong ve ark., 2013). Beyin kaynakli norotrofik faktoriin bir¢ok rolii TrkB-TK+ ile
baglantili iken biiyiime, gelismenin engellenmesi (Fryer ve ark., 1997; Luikart ve ark.,
2003) ve TrkB reseptoriiniin ekspresyon ve foksiyonunun negatif diizenlenmesi (Eide
ve ark., 1996; Haapasalo ve ark., 2002) kesilmis reseptorleri ile baglantilidir. Hasar
sonrasinda astrositler tizerindeki kesilmis Trk reseptorlerin ekspresyonu (Frisen ve ark.,
1993), noronal duyarliligr (Saarelainen ve ark., 2000) ve astrositlerde BDNF’nin
sentezini etkilemektedir (Alderson ve ark., 2000). Beyin kaynakli nérotrofik faktor
kesilmis Trk reseptorleri araciligiyla gliyal kalsiyum sinyalizasyonunu baglatmaktadir

(Climent ve ark., 2000).

BDNF-TrkB

v NOROYAL
— — FARKLILASMA,
\ NORIT GELISIMi
Ca 2 \

¢ v 8
e L’

N\ et

. \\l?xD/E/SI/ SINAPTIK PLASTISITE

Sekil 4. TrkB reseptorii ve sinyal yolaklar1 (Autry ve Monteggia’dan, 2012)

Beyin kaynakli norotrofik  faktor TrkB’ye baglandiginda reseptor
dimerizasyonu sekillenir. Bu agsamadan sonra sitoplazmada tirozin fosforillenmesi ile 3
yolak aktiflesir (Sekil 4):

1- MAPK yolagi: Noronal farklilagsma, norit gelisimi
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2- PI3K yolagi: Hiicre sagkalimi
3- PLCy yolagi: Sinaptik plastisite

Beyin kaynakli nérotrofik faktor TrkB reseptoriine baglandiktan sonra PI3K,
PLCy ve ERK', sinyal yolaklarindan bir veya daha fazlasinin aktive eder (Bekinschtein
ve ark., 2008). Beyin kaynakli norotrofik faktér TrkB reseptor kompleksinin,
Ras/MAPK ve PI3K/Akt yolak reaksiyonlarini kapsayan biiylime ve sagkalim gibi
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin uyarilmasinda gorevi vardir (Sekil 5) (Lee ve Chao, 2001;

Tapia-Arancibia ve ark., 2004; Heath ve ark., 2008; Woo ve Lu, 2009).

olgunBDNF
§® E== plazmin S @ s}
9 ™ = DD
proBDNF : :

TrkB
, receptor

P13 yolag:

RhoA-GTP
ERK/MAPK yolagi
| IP3 # DAG PIP, |
| — |
. @@
Hucre Olimi Hiicre Sagkalim

Sekil 5. BDNF nin reseptorleri ve sinyalizasyon yolaklari (Woo ve Lu’dan, 2009)

Presinaptik alandaki mBDNF veya proBDNF sirasiyla TrkB ve p75" "

reseptorlerine baglandiktan sonra hiicre i¢ine mBDNF-TrkB ve pro-BDNF-p75N™R

kompleksleri olarak alinip aksonlarda dinein, dinaktin ve diger diizenleyici proteinler

aracilifiyla hiicre govdesine dogru geri tasinir (Sekil 5) (Ye ve ark., 2012). Beyin

kaynakli norotrofik faktor sinaptik plastisite ve noron sagkaliminda rol oynayan

antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’yi ve TrkB reseptorlerine baglanarak MAPK/ERK
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yolagini stimule eder (Kotan ve ark., 2009). Beyin kaynakli norotrofik faktdriin gen
ifadesinin diizenlenmesinde noronal sagkalim ve sinaptik plastisite ile iliskili genleri
diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olan cAMP yanit elemani baglayan protein
(CREB)’in etkisi vardir. CREB fosforillendiginde transkripsiyonel olarak aktiflesir ve
noronal aktiviteye, hormonlara ve biiylime faktorleri gibi uyaranlara karst cevap
olusturur (Jeon ve ark., 2011). Beyin kaynakli norotrofik faktoriin, periferik sinir
siteminde p75" '™

belirlenmistir (Lee ve Chao, 2001).

reseptorii araciligi ile sempatik noronlarin apoptozisine neden oldugu

2.7.4. Beyin Kaynakl Norotrofik Faktoriin Fonksiyonlari

Beyin kaynakli ndrotrofik faktoriin baglica fonksiyonu hipokampal ve kortikal
noronlar ile periferik duyu néronlarinin yasamasini saglamaktir (Alderson ve ark., 1990;
Yamamoto ve Gurney, 1990; Ernfors ve ark., 1994; Jones ve ark., 1994; Huang ve
Reichardt, 2001). Hipokampusta dendritlerin biliylimesinde gorevi bulunan BDNF,
sinaptik plastisiteyi uyarir (Tongiorgi ve ark., 1997; Horch, 2004; Tapia-Arancibia ve
ark., 2004; Bekinschtein ve ark., 2008). Beyin kaynakli norotrofik faktoriin piramidal
noronlarin dendritik dallanmasi tlizerinde etkisi bulunur (McAllister ve ark., 1995).
Beyin kaynakli norotrofik faktoriin bahsedilen etkilerinden dolayi, Parkinson ve
Alzheimer hastaliklarinin tedavisinde kullaniminin faydali olacag diisiiniiliir (Murer ve

ark., 2001).

Beyin kaynakli nérotrofik faktdr, beyin dokusunun gelisiminde ve ndronal
gelisim siirecinde gergeklesen nodronal proliferasyon, migrasyon, néronal yasam ve
korunma, ndéronal uyarilma, nérogenez, morfogenetik ve kemotrofik etkiler, aksonal
dallanma, dendritik biiyiime ve dallanma, sinaps formasyonu ve sinaptik ileti, plastisite,
eksitator norotransmitter ve noropeptid sentezinin uyarilmasi, saliverilmesi, N-metil-D-
aspartik asit reseptorlerinin regiilasyonunda rol oynar (Hartmann ve ark., 2001,
Lessmann ve ark., 2003; Lu, 2003; Tapia-Arancibia ve ark., 2004). Beyin kaynakli
norotrofik faktoriin presinaptik ndrotransmitter salinimini  artirdigi  ve sinaptik
yapilanmay1 hizlandirdigi rapor edilmistir (Tartagliya ve ark., 2001; Tyler ve Pozzo-
Miller, 2001). TrkB araciligi ile dopamin salinimini regiile ettigi belirtilmistir (Blochl
ve Sirrenberg, 1996).
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Beyin kaynakli norotrofik faktor, retinal gangliyonlar ve spinal motor ndronlar
gibi bazi periferal duyu néronlarinin da sagkaliminda rol oynar (Cellerino ve ark., 1997;
Murer ve ark., 2001; Allen ve Dawbarn, 2006). Bilinen bu etkileri in vivo ve in vitro
arastirmalar ile gosterilmistir (Alderson ve ark., 1990; Eaton ve Whittemore, 1996).
Sinaptik transmisyon ve hiicresel uyarilabilirligi modiile ederek davranis ve 6grenme ile
ilgili fonksiyonlart ve bellegi etkileyen sinaptik degisiklikleri etkiler (Castrén ve ark.,
1993; Patterson ve ark., 1996; Tongiorgi ve ark., 1997; Hartmann ve ark., 2001;
Lessmann ve ark., 2003; Lu, 2003; Bramham ve Messaoudi, 2005; Bekinschtein ve ark.,
2008).

Antiepileptik ve duygudurum dengeleyici bir ajan olarak kullanilan, ancak
otizm benzeri davranigsal ve zihinsel bozukluk gibi yan etkileri bulunan valproik asitin,
gebe ratlara ve farelere verilmesinden sonra, fotuslarin beyin dokusunda BDNF
ekspresyonunun ve protein diizeyinin arttig1 ve fotal beyin dokusunda valproik asitten
kaynakli artmis BDNF ekspresyonunun bilissel bozukluklara neden olabilecegi
anlasilmistir (Almeida ark., 2014). Korkunun ifadesinde, néroendokrin ve davranigsal
duyarliliginda bireysel farkliliklara arabuluculuk eden amigdala bolgesindeki sinyal

yolaklarinda BDNF nin rolii oldugu ifade dilmistir (Chou ve ark., 2014).

Beyin kaynakli nérotrofik faktoriin monositlerden de salgilandigi ve bagisiklik
sisteminde fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. (Kerschensteiner ve ark., 1999; Vega ve
ark., 2003; Hohlfeld ve ark., 2006). Sitokinlerin monositlerden BDNF salinimini
uyardig1 in vitro olarak gosterilmistir (Schulte-Herbriiggen ve ark., 2005). Beyin
kaynakli norotrofik faktoriin kan glukoz ve lipit diizeylerini etkiledigi; tip-2 diyabette
BDNF diizeylerinin azalmis oldugu saptanmistir. Kas hiicrelerinde lipit oksidasyonunu
uyardig1 rapor edilmistir (Matthews ve ark., 2009). Bu etkileri BDNF’ nin nérotrofin
olmasinin yaninda metabotrofin olarak da tanimlanmasinin nedenidir (Krabbe ve ark.,

2007).

2.8. Psikiyatrik Bozukluklarda Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor
Psikiyatrik bozukluklarin etiyolojisinde norotrofik biiylime faktdrlerinin rol
oynadig bildirilmistir (Angelucci ve ark., 2000; Hock ve ark., 2000; Shimizu ve ark.,
2003; Sen ve ark., 2008). Ozellikle BDNF nin psikiyatrik bozukluklarda rolii oldugu
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bilimsel olarak kanitlanmigtir. Duygu durum bozukluklarinin patofizyolojisinde, MSS
ve periferik sinir sistemi BDNF diizeyinin rol oynadigi rapor edilmistir (Mai ve ark.,
2002; Shimizu ve ark., 2003). Depresyonun siddeti ile BDNF diizeyleri arasinda negatif
bir korelasyon saptanmistir (Karege ve ark., 2002; Shimizu ve ark., 2003). Major
depresyonun diisiik serum BDNF konsantrasyonu ile karakterize olmast duygudurum
bozukluklarinda BDNFnin rol oynadigi hipotezini desteklemektedir (Karege ve ark.,
2002). Erkek ve disi fareclerde BDNF’nin farkli beyin bolgelerinde yogunlastigi ve
depresyona yatkinlikta cinsiyet farkliliginin etkisi olabilecegi rapor edilmistir

(Angelucci ve ark., 2000).

Psikiyatrik hastaliklarda hastaya uygulanan antidepresan tedaviyle, hastalikta
azalmis olan BDNF diizeylerinde artis oldugu bircok arastirmada gozlenmistir. Sen ve
ark. (2008), yaptiklari meta-analiz sonucunda depresif hastalarda azalmis BDNF
diizeylerinin antidepresan tedavi sonrasinda arttigini1 belirlemislerdir. Beyin kaynakli
norotrofik faktdr ve cAMP sinyal yolagi antidepresan tedavinin 6nemli hedeflerinden
biri olup, major depresyon, bipolar bozukluk, sizofreni ve psikiyatrik olmayan kontrol
hipokampus dokusunda postmortem BDNF ekspresyonu immunohistokimyasal olarak
incelenmistir (Chen ve ark., 2001). Bu c¢alismanin bulgulari, 6liim zamaninda
antidepresan ila¢ kullananlarin hipokampuslarinin dentat girusunda, hilar bolgesinde ve
supragranular bolgesinde BDNF ekspresyonunun antidepresan kullanmayanlarinkine

gore arttigin1 gostermistir.

2.9. Norodejeneratif Hastaliklarda Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor

Alzheimer (Connor ve ark., 1997; Holsinger ve ark., 2000), Parkinson hastalig1
(Mogi ve ark., 1999; Howells ve ark., 2000), Huntington hastalig1 (Zuccota ve ark.,
2008), amyotrofik lateral skleroz (Nishio ve ark., 1998) gibi noérodejeneratif
hastaliklarda beyindeki BDNF ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. Multipl
skleroz hastalariin 16kositlerinde BDNF ekspresyonunun arttig1 saptanmistir (Gielen
ve ark, 2003). Yangisal hastaliklarda artmis BDNF konsantrasyonunun ndéronlari
koruma mekanizmasi oldugu ileri siiriilmekle birlikte (Hohlfeld ve ark., 2006), yangi
dokusunda artmis beyin kaynakli nérotrofik faktdriin noronal hiperaktivasyona ve

agriya neden olabilecegi bildirilmistir (Mannion ve ark., 1999). Alzheimer’l1 hastalarin
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6limiinden sonra beyin dokusunda azalmis BDNF mRNA ekspresyonu saptanmistir
(Connor ve Dragunow, 1998; Murer ve ark., 2001). Bazi bilimsel ¢aligmalarda
Alzheimer’li ve Parkinson’lu hastalarda serum BDNF konsantrasyonunun azaldigi
(Connor ve ark., 1997; Laske ve ark., 2007; Scalzo ve ark., 2010), baz1 ¢calismalarda ise
Alzheimer hastalifinin erken asamalarinda (Angelucci ve ark., 2004; Laske ve ark.,
2007) ve ilerlemis Alzheimer’li hastalarda serum BDNF konsantrasyonunun arttigi
rapor edilmistir (O’Bryant ve ark., 2011). Bununla birlikte, iki bilimsel ¢alisma grubu
Alzheimer’li  hastalarda BDNF’nin  serum konsantrasyonunun degismedigini
bildirmislerdir (Laske ve ark., 2006; O’Bryant ve ark., 2011). Serum BDNF
konsantrasyonunun Alzheimer’li hastalarda 2,5 ng/ml ve saglikli kontrollerde 1,5 ng/ml
oldugu belirlenmis olup, beyin kaynakli norotrofik faktérdeki bu artisin erken
norodejenerasyona karst bir savunma mekanizmasini yansittigt ve yangi ile iliskili

olabilecegi ifade edilmistir (Faria ve ark., 2014).

Serum BDNF konsantrasyonunun, multipl sklerozda yiikseldigi ve BDNF nin
yangisal hasardan néronlar1 koruyabilecegi one siiriilmiistiir (Hohlfeld ve ark., 2000;
Lommatzsch ve ark., 2005; Frota ve ark., 2009). Multipl sklerozda nérodejenerasyonun,
bagisiklik hiicrelerinden norotrofik destek eksikligi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir
(Hohlfeld, 2008; Tongiorgi ve ark., 2012). Multipl skleroz hastalarinda BDNF mRNA
ekspresyonunun, diger norolojik hastaliklilara ve saglikli kontrollere gore, % 60
oraninda artmis oldugu saptanmistir (Gielen ve ark., 2003). Sarchielli ve ark. (2002),
multipl sklerozun atak doneminde ve iyilesme asamasinda periferal kan mononiiklear
hiicreler tarafindan BDNF iiretiminin kontrollere gore daha diisiik oldugunu ve bu
azalmanin multipl sklerozun ilerlemis oldugu hastalarda daha belirgin oldugunu tespit
etmislerdir. Multipl sklerozlu hastalarda serum mBDNF ve proBDNF formlarinin
arttig1, kesik BDNF formunun azaldigi western-blot analizi ile ortaya konulmustur

(Tongiorgi ve ark., 2012).

2.10. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktoriin Tedavi Amach Kullanimi
Noronlarin sagkalimini, akson biiylimesini ve rejenerasyonunu destekledigi
kanitlanmis olan BDNF’nin noérolojik, psikiyatrik ve ndrodejeneratif hastaliklarin

tedavisinde kullanilabilecegine dair pek ¢ok bilimsel veri mevcuttur (Yan ve ark., 1992;
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Kobayashi ve ark., 1997; McTigue ve ark., 1998). Beyin kaynakli nérotrofik faktoriin,
deneysel norodejenerasyon modellerinde olumlu etkilere sahip oldugu rapor edilmistir
(Mitsumoto ve ark., 1994; Hohlfeld ve ark., 2000). Beyin kaynakli norotrofik faktoriin
antidepresan etkisi bulunmaktadir (Siuciak ve ark., 1997; Shirayama ve ark., 2002;
Karege ve ark., 2005). Deneysel stres modelinde BDNF uygulamasinin, monoaminerjik
sistemlerin aktivasyonuna aracilik ederek antidepresan benzeri etki gosterdigi
saptanmistir (Siuciak et al., 1997). Hipokampusa BDNF inflizyonunun depresyonun
davranis modeline, 6grenilmis caresizlige ve zorla ylizme testine olasi etkilerinin
incelendigi bir arastirmanin sonuglart BDNF’nin antidepresan tedavisine katki

yapabilecegini gostermektedir (Shirayama ve ark., 2002).

Ratlarin substansiya nigrasina 6-hidroksidopaminin uygulamasi ile olusturulan
kismi nigrostriatal dopamin lezyonlarinda ayni1 bolgeye BDNF uygulamasinin
dopaminerjik ndronlarin hayatta kalmasini tesvik ettigi ortaya konulmustur (Altar ve
ark., 1994). Hipokampal BDNF uygulamasinin ratlarda yer tanimada rolii olan
mekansal bellegi destekledigi rapor edilmistir (Ozawa ve ark., 2014). Makar ve ark.
(2008), deneysel alerjik ensefalomyelitisin tedavisi i¢cin BDNF kullanarak
dontstiiriilmiis kemik iligi kok hiicrelerinin BDNF iiretimini gerceklestirmediklerini
ama hasta olan farelerde klinik bozukluklari, yangiyr ve apoptozu azalttigini

gozlemlemislerdir.

Hipoksik iskemik beyin hasari modelinde korteks ve hipokampusa nakledilen
noral kok hiicrelerden BDNF ile muamele edilmis olanlarin sagkaliminin BDNF ile
muamele edilmeyen noéral kok hiicrelerden belirgin derecede daha fazla oldugu rapor
edilmistir (Rosenblum ve ark., 2015). Beyin kaynakli nérotrofik faktoriin fensiklidin ile
uyarilmis apoptozu ERK ve PI3K/Akt yolaklarini aktive ederek engelledigi ve apoptoza
kars1 koruyucu etkisi oldugu kanitlanmistir (Xia ve ark., 2010). Deneysel fokal serebral
iskemi olusturulduktan sonra damar i¢ci BDNF uygulamasinin infarktiis boyutunu

azaltarak noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Schébitz ve ark., 2000).

Huntington modeli ¢alismalarda BDNF’nin, hastalilk semptomlarini
tyilestirdigi ve Huntington hastalifinda potansiyel terapdtik etkisinin olabilecegi one

striilmiistiir (Lynch ve ark., 2007; Gharami ve ark., 2008). Ratlarda norotoksik p-
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kloroamfetamin ile olusturulmus serotonerjik ndéron hasar1 modelinde BDNF’nin
kortekse uygulanmasinin serotonerjik aksonlarin sagkalimini ve aksonal filizlenmeyi

arttirdigi bildirilmistir (Mamounas ve ark., 1995).

Nagahara ve ark. (2009), Alzheimer hastalikli transgenik farelerde, yash
ratlarda ve yasli maymunlarda entorhinal korteks BDNF uygulamalarinin etkilerini
incelemiglerdir. Transgenik farelerde BDNF uygulamasinin sinaps kaybini azalttigini,
anormal gen ekspresyonunu kismen normallestirdigini, 6§renme ve hafiza bozuklugunu
onardigini, yagh ratlarda ve maymunlarda ise noronal atrofiyi azalttigini, yasa baglh

bilissel bozukluklar hafiflettigini rapor etmislerdir.

Norodejeneratif hastaliklar ve norolojik bozukluklar 6nemli ve biiyiiyen bir
sorun haline gelmistir. Norodejeneratif hastaliklarin tanist ile iligskili molekiiler
diizensizliklerin tanimlanmasi, bu hastaliklarda erken, dogru ve ayirici tanmi igin
patogenetik mekanizmalarin aydinlatilmasi ve yeni biyobelirteglerin kesfi i¢in 6nemli
bilgiler saglayabilir. Son yillarda, norodejeneratif hastaliklarda ve ndrolojik
bozukluklarda BDNF’nin rol oynadigimi gosteren bilimsel calismalar, BDNF’nin bu
hastaliklar i¢in yeni bir belirte¢ ve ayn1 zamanda tedavi edici olarak kullanilabilecegine

isaret etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Sunulan tez ¢alismasinda hayvan materyali olarak 8-10 haftalik, erkek, 40 adet
Swiss Albino fare kullanildi. Fareler, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calisma protokolii Ondokuz Mayis Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylandi (HADYEK/2014-19, 02.06.2014)

ve deneysel calismalar etik kurallara uygun olarak gerceklestirildi.

3.1.2. Deneme Plani

Fareler, 20-22°C’de 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongiiye sahip ortamda
standart plastik kafeslerde barindirilarak yem ve sulari ad libitum olarak saglandi.
Noroenflamasyonun olusturulmasi amaci ile, Erickson ve Banks (2011) tarafindan
bildirilen yontem kullanildi. Bu amagla, 3 mg/kg LPS 0,2 ml %0,9°’luk NaCl’de
¢ozdiiriilerek periton i¢i uygulandi. Asetil-L-karnitin tedavisi i¢in Al-Majed ve ark.
(2006) ile Scafidi ve ark. (2010)’nin bildirdigi prosediir uygulandi. Bu amagla,
ALKAR’m 0,5 ml %0,9’luk NaCl igerisinde 100 mg/kg ve 300 mg/kg cozeltisi

hazirlanarak periton i¢i uygulandi.
Gruplar

Kontrol Grubu: Bu gruptaki 10 adet fareye 5 giin boyunca giinde 1 kez %
0,9°luk NaCl (0,5 ml/fare) periton i¢i uygulandi.

LPS Grubu: Bu gruptaki 10 adet fareye 1., 2., 4. ve 5. giinlerde giinde 1 kez
olmak tizere % 0,9’luk NaCl (0,5 ml/fare) periton i¢i ve denemenin 3. giinii 3 mg/kg
LPS tek doz periton i¢i uygulandi.

100A Grubu: Bu gruptaki 10 adet fareye 5 giin boyunca giinde bir kez periton
ici 100 mg/kg dozda ALKAR ve denemenin 3. giinii periton i¢i 3 mg/kg LPS tek doz
uygulandi.
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300A Grubu: Bu gruptaki 10 adet fareye 5 giin boyunca giinde bir kez periton
ici 300 mg/kg dozda ALKAR ve denemenin 3. giinii periton i¢i 3 mg/kg LPS tek doz
uygulandi.

Farelerde giinlilk olarak noéroenflamasyonun klinik bulgular1 izlendi.
Denemenin 6. giiniinde biitiin fareler ketamin ve ksilazin anestezisi altinda sakrifiye
edildi ve nekropsileri yapilarak beyin dokular1 ¢ikarildi. Beyin dokusunda
noroenflamasyon ile iligkili lezyonlar ve ALKAR’1n etkileri histopatolojik incelemeler

ve biyokimyasal analizler ile belirlendi.
3.2. Metot
3.2.1. Analizler

Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik incelemeler i¢in aliman beyin dokusu Ornekleri tamponlu
formaldehit soliisyonunda tespit edildikten sonra parafinde bloklandi. Hazirlanan
bloklardan alinan 4-5 um’lik birinci kesitlere HXE boyama metodu uygulanarak
mikroskobik muayenede herhangi bir lezyon olup olmadig1 saptandi. Ikinci kesitlerde
ise aktive olmus mikrogliyal hiicrelerin yogunlugunu belirlemek igin iyonize kalsiyum

baglayici adaptor molekiil (Ibal) antikoru ile immunohistokimyasal boyama yapildi.

Immunohistokimyasal incelemeler

Noroenflamasyona iliskin mikrogliyal aktivasyonun belirlenmesi i¢in beyin
dokusu orneklerinden alinan kesitlere Ibal i¢in immunohistokimyasal boyama yontemi
uyguland1 (Imai ve ark., 1996; Chen ve ark., 2012). Bu amagla, streptavidin-biotin
immunohistokimya kiti ve fare Ibal’e kars1 gelistirilmis olan primer antikor kullanildi.
Parafin kesitler 3-aminopropiltrietoksilan (APES) kapli lamlara alindi ve 10’ar dk.
olmak tizere iki kez ksilende bekletilerek parafini giderildi. Daha sonra mutlak alkol, %
96’Iik alkol ve % 70’lik alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi ve yikama
islemlerinde fosfat tampon soliisyonu (pH 7,4) kullanildi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin giderilmesi i¢in metanoldeki % 3’lik H,O,’de 10 dk. bekletildi. Kesitler,
formaldehit soliisyonuna bagl perdelenmis antijenik yapisinin agiga ¢ikarilmasi igin

sitrat tamponlu (pH 6) antijen retrieval soliisyonu ile mikrodalga firinda 600 watt’da 10
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dk. tutuldu ve ardindan sogutuldu. Spesifik olmayan antijenik baglanmalar1 engellemek
icin % 5°lik kegi serumunda 10 dk. bekletildikten sonra Ibal primer antikoru ile +4
°C’de bir gece inkiibe edildi. Sekonder antikorla 20 dk. muamele edilen kesitler enzim
ile 20 dk. inkiibe edildi ve ardindan 3 amino etil karbazol (AEC) kromojeni ile 5 dk.
muamele edildi. Kesitler, Mayer’s hematoksilen ile 1-2 dk. boyandi, distile su ile
yikandi ve su bazli immun yapistirict ile yapistirildi. Ibal immunopozitif hiicre sayilar
arastirma mikroskobu kullanilarak belirlendi. Iba-1 immunopozitif hiicreleri
hesaplamak icin beyin korteksindeki bes farklt alanin 20 objektif biiylitmede
fotograflar1 c¢ekildi ve hiicre morfolojisi tam olarak secilen mikrogliyal hiicreler

sayilarak degerlendirildi.

Doku Homojenizasyonu

Biyokimyasal analizler i¢in alinan beyin dokusu numuneleri hassas terazide
(Ohaus EP214C, USA) tartild1 ve iizerine fosfat tamponu (100 mg/ml) eklendi. Dokular
ultrasonik homojenizatdr (Sonics Vibra Cell VCX 130, USA) kullanilarak homojenize
edildi. Homojenat igeren tiipler 18.000 rpm’de, +4°C’de, 10 dk. santrifiij (Niive NF048,
Tiirkiye) edildi. Elde edilen siipernatantlar, BDNF, sitokin ve oksidatif stres ile ilgili

analizler yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Total Protein Tayini
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S o.

20.15 /
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Sekil 6. Total Protein Standart Kalibrasyon Egrisi
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Dokularin protein konsantrasyonunun o6l¢iilmesinde Lowry ve ark. (1951)
tarafindan bildirilen yontem kullanildi. Bu amagla, 6rnek ve standart tiiplerine 10 pl
beyin ekstrakti ve standart ¢ozeltiler, kor tiipiine de 10 pl saf su konuldu ve iizerine
2500 pl caligma reaktifi (% 2’lik NapCO3’1n 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi, % 1°lik CuSOq4
cozeltisi, % 2’lik Na-K tartarat ¢ozeltisi (98v/v/v)) eklendi. Tiipler vortekslendi (MSI
Minishaker IKA, Brezilya) ve laboratuar sicakliginda 10 dk. bekletildikten sonra,
tizerlerine 250 pl folin-fenol reaktifi (v/v distile su) eklendi ve vorteks ile karistirildi. Su
banyosunda (Niive nb20, Tirkiye) 25 °C’de 30 dk. bekletildikten sonra, absorbanslar
spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific G10S UV-Vis, USA) 700 nm’de kore
karst okundu. Numunelerin total protein konsantrasyonu standart kalibrasyon

grafiginden yararlanilarak hesaplandi (Sekil 6).

Sitokinlerin ve BDNF’nin Konsantrasyonlarinin Olciimii

Beyin dokusu numuneleri BDNF, TNF-a, IL-1B ve IL-10 konsantrasyonlari
ELISA yontemi ile belirlendi. Tiim parametreler paralel ¢alisildi. Fareye 6zgii ELISA
test Kitlerinin kullanildigi analizlerde iiretici firmanin (SunRed, Shanghai, Cin) belirttigi
prosediir takip edildi. Tim ELISA analizler i¢in mikropleytte olusan rengin absorbansi,
ELISA cihazinda (Tecan Infinite F50, Avusturya) 450 nm’de 6l¢iildii. Sonuglar her bir

parametreye 0zgii standart egrinin kullanilmas1 ile hesaplandi.
Oksidatif Hasar Belirteclerinin Ol¢iimii

Malondialdehit Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Beyin dokusu Orneklerinde MDA konsantrasyonu Yoshioka ve ark. (1979)
tarafindan gelistirilen yontem ile 6l¢iildii. Bu amacgla, numune tiiplerine 100 pl beyin
homejenati, kor tiipiine ise homojenat yerine 100 ul trikloroasetik asit konularak; tim
tiipler tlizerine 500 pl % 20’lik TCAA, 200 pl % 0,67’lik tiyobarbitiirik asit eklendi.
Tiipler vorteks yardimu ile karistirildi. Su banyosunda 90 °C’de 30 dk. inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiipler hizli bir sekilde sogutuldu ve iizerine 800 pl n-butanol
eklendikten sonra 3000 rpm’de 10 dk. santriifiij edildi. Tiplerin {ist kismindaki n-
butanol tabakasi spektrofotometre kiivetlerine pipetlenerek absorbanslari 535 nm’de

okundu. Numunelerin MDA konsantrasyonu MDA standart kalibrasyon grafiginden
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yararlanilarak hesaplandi (Sekil 7). Beyin dokusu MDA konsantrasyonu nmol/mg

protein olarak sunuldu.
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Sekil 7. MDA Standart Kalibrasyon Egrisi
Antioksidan Savunma Sisteminin Ol¢iimii

Glutatyon Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Glutatyon konsantrasyonu Beutler ve ark. (1963) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilarak belirlendi. Buna gore, analiz i¢in kullanilacak tiipler kor, standart ve test
olarak isimlendirildi. Test tiipiine 100 pl beyin ekstrakti, standart tiipiine 100 pul standart
GSH ¢ozeltisi (20 mg GSH distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanir) konuldu.
Bu tiipler tizerine 900 pl distile su ve 1500 pl ¢oktiiriicti ¢ozelti (1,67 g metafosforik
asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl distile suda ¢oziilereck hacim 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanir) eklendi. Kor tiiplerine 1000 pl distile su ve 1500 pl ¢oktiirticii ¢ozelti
konuldu. Tiim tiipler vortekslendi. Buzlu suda 5 dk. bekletilip, 3000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Supernatantlardan 1000 pl alinarak, yeni hazirlanan kor, standart ve test
tiplerine konuldu. Tim tiiplere 4000 ul fosfat ¢ozeltisi (0,3 M Na,HPO,) eklendi.
Tiipler vortekslenerek, tizerlerine 500 pul Ellman’s ¢ozeltisi (40 mg 5,5'-ditiyo-bis-(2-
nitro benzoik asit) % 1’lik sodyum sitrat ile hacim 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanir)
konuldu. Tiipler vorteks ile karistirildiktan sonra, standart ve testin absorbanslar1 kore
kars1 412 nm’de okundu. Beyin dokusu glutatyon konsantrasyonlart nmol/mg protein

olarak sunuldu.
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Hesaplama: GSH konsantrasyon hesabi i¢in asagidaki formiil kullanildi.

GSH (mg/dl) = (Testin absorbansi/ Standartin absorbansi) x Standartin konsantrasyonu

Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve ark. (1989) tarafindan bildirilen y6ntem
ile Ol¢iildii. Kor tiipiine 500 pl distile su, test tiiplerine beyin ekstraktlarindan 500 pl
konuldu. Tim tiiplere 2450 ul ¢aligma reaktifi (20 ml 0,3 mmol/l ksantin (2,3 mg
ksantin 0,5 ml 0,1 N NaOH ile ¢oziliip 10 ml’ye distile su ile tamamlanir ve 10 kat
seyreltilerek hazirlanir), 10 ml 0,6 mmol/l NaEDTA, 10 ml 150 pmol/l nitroblue
tetrazolium, 6 ml 400 mmol/l Na;COs, 3 ml 1g/1 sigir serum albumini) ile 50 pl ksantin
oksidaz c¢ozeltisi (20 pl 20 U/ml ksantin oksidaz 2 ml 2 M NH;SO, ¢ozeltisi ile
karigtirilarak hazirlanir) eklendi. Tiipler 25 °C’de 20 dk. inkiibasyona birakildi. Tiiplere
1000 pl CuCly ¢ozeltisi (0,8 mmol/l) ilavesi ile reaksiyon sonlandirildi. Kor ve
numunelerin absorbansi 560 nm’de ¢alisma reaktifine karsi okundu. Beyin dokusu

stiperoksit dismutaz aktivitesi U/mg protein seklinde hesaplandi.

Hesaplama: Bir SOD iinitesi NBT nin indirgenmesini %50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesi olarak hesaplandi.

% inhibisyon = (K&riin absorbans1 — Ornegin absorbansi) / Kériin absorbansi x 100

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentine (1967) tarafindan
gelistirilen yonteme gore ¢alisildi. Cozeltilerde ¢oziicii olarak fosfat tamponu kullanildi.
Tiiplere 2650 ul EDTA’l fosfat tamponu (50 mmol KH,PO,4, 50 mmol Na;HPO, 6v/4v
seklinde karistiritlip 5 mmol EDTA ilave edildi ), 100 pl 2 mmol rediikte GSH, 100 pl
0,2 mmol NADPH, 10 pul 1,2 U/ml GSH rediiktaz (30 mg enzim 1 ml 3,2 M NH;SO,’de
¢oziildi), 10 ul 1 mM sodyum azid, 20 pl numune konuldu. Tipler vortekslenerek, oda
sicakliginda 30 dk. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplere 100 pl 0,25 mmol
hidrojen peroksit eklenerek, reaksiyon baslatilmasi ile her bir numunenin absorbans
azalmas1 3 dk siiresince 340 nm’de Olgiildii. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi

U/mg protein olarak hesaplandi.
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Hesaplama: Bir GPx iinitesi, bir dakikada okside olan NADPH’in pumol cinsinden
hesabidir.

U/L (umol/dk/l)= [(AA/t) x Vtx 10°]/Ex Vs x L
E:  NADPH’1n ekstinsiyon sabiti (6,22 x 103 Lxmol™ Cm'l)
Vt. Total reaksiyon zamani (3 dk.)
Vs: Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi (0,02 ml)
L: Kivet gap1 (1 cm)
AA/t: Dakikada absorbans degisimi

10%  Moliin mikromole ¢evrilmesi

3.2.2. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in SPSS 15.0 paket
programindan yararlanildi. Onemlilik testlerine gecilmeden &nce tiim veriler parametrik
test varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene testi ile degerlendirildi. Parametrik test varsayimlarini saglayan
degiskenler icin gruplar arasi farkliligin 6nem kontrolii i¢in tek yonlii varyans
(ANOVA) analizinden, parametrik test varsayimlarini saglamayan degiskenler icin ise
Kruskal Wallis testinden yararlanildi. Gruplar arasit farkliligin anlamli bulundugu
durumlarda ileri asama (post-hoc) testi olarak parametrik test varsayimlarini saglayan
degiskenler i¢cin Tukey testinden, parametrik test varsayimlarini saglamayan degiskenler
icin ise her bir karsilagtirma i¢cin Mann Whitney U testinden yararlanilip, sonuglar
tizerinde Bonferonni diizeltmesi uygulandi. Tiim istatistiksel degerlendirmeler igin

p<0,05 degeri anlamlilik kriteri olarak kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal boyamalarda, kontrol grubuna gore LPS grubunun ve
100A grubunun beyin korteksinde Ibal ekspresyonunun artmis oldugu, 300A grubunda
bu artisin ¢cok daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Kontrol ve deneme gruplarinin beyin korteksinde Ibal immun boyanmalar1 a: Kontrol grubunda
hafif diizeyde Ibal expresyonu, b: LPS grubunda artmus Ibal ekspresyonu, ¢: 100A grubunda
artmis Ibal ekspresyonu, d: 300A grubunda yiiksek diizeyde artmig Ibal ekspresyonu. ABC

immun boyamasi, AEC kromojen, Mayer’s hematoksilen karsit boyamasi, a,b,c,d x20 objektif

biiylitmesi

4.2. Beyin Dokusunda BDNF Konsantrasyonlari

Beyin dokusu BDNF konsantrasyonlart kontrol grubunda 0,65+0,08 ng/mg
protein, LPS grubunda 0,33+0,08 ng/mg protein, 100A grubunda 1,07+0,22 ng/mg
protein, 300A grubunda 0,64+0,09 ng/mg protein olarak bulundu (Sekil 9, Tablo 1). Bu
bulgular dogrultusunda LPS grubu BDNF konsantrasyonun, kontrol ve 100A gruplarina

gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0,05). Beyin kaynakli norotrofik
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faktor konsantrasyonu bakimindan 100A grubu ile Kontrol grubu karsilastirildiginda
100A grubunda artig goriilse de istatistiksel olarak bu artig anlamli bulunmadi (p>0,05).
Ayrica 300A grubu ile kontrol grubu BDNF konsantrasyonlarinin birbirine yakin
degerlerde oldugu saptandi.
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Sekil 9. Gruplarin BDNF konsantrasyonlart bakimimdan karsilastirilmasi

4.3. Beyin Dokusunda TNF-a Konsantrasyonlari
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Sekil 10. Gruplarin TNF-a konsantrasyonlar1 bakimindan karsilagtiritlmasi

Beyin dokusu TNF-a konsantrasyonlari kontrol grubunda 0,64+0,01 pg/mg
doku, LPS grubunda 0,61+0,04 pg/mg doku, 100A grubunda 0,69+0,03 pg/mg doku,
300A grubunda 0,79+0,03 pg/mg doku olarak bulundu (Sekil 10, Tablo 1). Bu bulgular
dogrultusunda 300A grubu TNF-a konsantrasyonun, Kontrol ve LPS gruplarina gore
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anlamli derecede yiiksek oldugu Dbelirlendi (p<0,001). Timér nekroz faktor-o
konsantrasyonu bakimimdan 100A grubu ile kontrol ve LPS gruplar karsilastirildiginda
100A grubunda artis goriilse de istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05).

4.4. Beyin Dokusunda IL-1p Konsantrasyonlari
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Sekil 11. Gruplarin IL-1p konsantrasyonlar1 bakimindan karsilagtiritimasi

Beyin dokusu IL-1B konsantrasyonlar1 kontrol grubunda 0,08+0,005 pg/mg
doku, LPS grubunda 0,07+0,005 pg/mg doku, 100A grubunda 0,1+0,009 pg/mg doku,
300A grubunda 0,1+0,009 pg/mg doku olarak bulundu (Sekil 11, Tablo 1). Bu sonuglar
ile 300A ve 100A gruplart IL-1B konsantrasyonun, Kontrol ve LPS gruplarina gore
yiiksek oldugu, fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu
(p>0,05).

4.5. Beyin Dokusunda IL-10 Konsantrasyonlari

Beyin dokusu IL-10 konsantrasyonlari kontrol grubunda 0,95+0,24 pg/mg
doku, LPS grubunda 1,20+0,15 pg/mg doku, 100A grubunda 1,43+0,38 pg/mg doku,
300A grubunda 1,08+0,12 pg/mg doku olarak bulundu (Sekil 12, Tablo 1). Bu bulgular
dogrultusunda 100A grubu IL-10 konsantrasyonunun, diger gruplara gore yliksek
oldugu fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig: saptandi (p>0,05).
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4.6. Beyin Dokusunda MDA Konsantrasyonlari
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Sekil 13. Gruplarin MDA konsantrasyonlar1 bakimidan karsilastiriimasi

Beyin dokusunun MDA diizeyleri kontrol grubunda 4,00+1,26 nmol/mg
protein, LPS grubunda 9,674+2,56 nmol/mg protein, 100A grubunda 3,22+1,58 nmol/mg
protein, 300A grubunda 2,85+3,13 nmol/mg protein olarak 6l¢iildii (Sekil 13, Tablo 2).
Bu sonuglara gore MDA diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamli derecede bir
fark bulunmadi (p>0,05). LPS grubu MDA konsantrasyonunun diger gruplara kiyasla

artmis oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0,05).

4.7. Beyin Dokusunda GSH Konsantrasyonlari
Beyin dokusunun GSH konsantrasyonu kontrol grubunda 3,27+0,54 nmol/mg

protein, LPS grubunda 4,36+0,52 nmol/mg protein, 100A grubunda 5,87+0,65 nmol/mg
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protein, 300A grubunda 7,3940,72 nmol/mg protein olarak bulundu (Sekil 14, Tablo 2).
Glutatyon konsantrasyonu bakimindan gruplar karsilastirildiginda 100A ve 300A
gruplar1 GSH konsantrasyonlarinin kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
oldugu saptand1 (p<0,05). Glutatyon konsantrasyonu yoniinden 100A ve 300A gruplari
LPS grubuna gore artig gostermis olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
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Sekil 15. Gruplarin SOD aktivitesi bakimindan karsilagtirilmasi

Beyin dokusunun SOD aktivitesi kontrol grubunda 1,93+0,26 U/mg protein,
LPS grubunda 1,60+0,26 U/mg protein, 100A grubunda 2,50+0,20 U/mg protein, 300A
grubunda 2,18+0,26 U/mg protein olarak belirlendi (Sekil 15, Tablo 2). Bu sonuglar

dogrultusunda SOD aktivitesi bakimindan 300A grubunun diger gruplara gore yliksek
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bulunsa da bu artisin anlamli olmadigr saptandi. Ayrica gruplar arasi farklilik

istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi (p>0,05).

4.9. Beyin Dokusunda GPx Aktiviteleri
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Sekil 16. Gruplarin GPx aktivitesi bakimindan karsilastirilmasi

Beyin dokusunun GPx aktivitesi kontrol grubunda 0,0188+0,0036 U/mg
protein, LPS grubunda 0,00224+0.0003 U/mg protein, 100A grubunda 0,0046+0,0013
U/mg protein, 300A grubunda 0,0116+0,0011 U/mg protein olarak bulunmustur (Sekil
16, Tablo 2). Bu bulgular dogrultusunda GPx aktivitesi bakimindan LPS grubunun
kontrol, 100A ve 300A gruplarma goére; 100A grubunun 300A grubuna gore anlamli
derecede azaldig1 belirlendi (p<0,001). 100A ve 300A grubunda GPx aktivitesinin

kontrol grubuna gore azaldig1 ancak bu azalmanin anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05).
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Tablo 1. Sitokin ve BDNF konsantrasyonlari

TNF-a IL-1p IL-10 BDNF
(pg/mg doku) | (pg/mg doku) | (pg/mg doku) | (ng/mg protein)
Kontrol | 0,64 £ 0,01 0,08 + 0,005 0,95 + 0,24 0,65 + 0,08°
LPS 0,61 + 0,04° 0,07 + 0,005 1,20 +0.15 0,33 +0,08"
100A 0.69 + 0,03 0,10 % 0,009 1,43 +0,38 1,07 + 0,222
300A 0,79 £ 0,03* 0,10 £ 0,009 1,08+ 0,12 0,64 + 0,09®

*Aynu siitunda yer alan ortalamalardan farkl: {ist simgeyi tagiyanlar istatistiksel bakimdan énemlidir.

Tablo 2. Oksidan ve antioksidan degerler

MDA GSH SOD GPx
(nmol/mg protein) [ (nmol/mg protein) | (U/mg protein) | (U/mg protein)
Kontrol 4,00 £ 1,26 3,27 +0,54° 1,93 +0,26 0,0188 + 0,0036*
LPS 9,67 + 2,26 4,36 +0,52% 1,60 + 0,26 0,0022 + 0,0003"
100A 3,22+ 1,58 5,87 + 0,65% 2.51+0,20 0,0046 + 0,0013%
300A 2,85+3,13 7,39, +0,72° 2,18+ 0,26 0,0116 + 0,0011°

*Ayni siitunda yer alan ortalamalardan farkl: list simgeyi tasiyanlar istatistiksel bakimdan 6nemlidir.
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5. TARTISMA

Son yillarda, enflamasyon ile seyreden merkezi sinir sistemi hastaliklarinin
tedavisinde etkisi kanitlanmis maddeler kullanilsa da bu uygulamalar her zaman etkili
olamamaktadir.  Bilimsel  arastirmalar, = ALKAR’in  ndroprotektif  olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Deneysel noroenflamasyon modelinde periton ici
ALKAR uygulamasinin, beyin dokusundaki oksidatif strese, yangiya ve BDNF
konsantrasyonuna etkisi tam olarak bilinmemektedir. Sunulan tez ¢alismasinda, farkli
dozlarda uygulanan ALKAR’in deneysel noéroenflamasyonda beyin dokusundaki
antioksidan, antienflamatuar ve noroprotektif etkileri aragtirildi. Bu amagla, ALKAR 1n
noroenflamasyon modelinde beyin dokusunda olasi olumlu etkileri oksidatif stres
parametreleri, BDNF konsantrasyonlar1 ve yangisal mediyatorler olan TNF-a, IL-1B ve

IL-10 konsantrasyonlarinin 6lgiilmesini kapsayan analizler ile ger¢eklestirildi.

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvari bileseni olan LPS’nin, néron 6liimiine
neden oldugu, norogenezisi azalttigi, sinaptik plastisite ve hafizayr olumsuz etkiledigi
bilinmektedir. Bu etkilerinin mekanizmalar1 tam olarak ortaya konulmamis olsa da
LPS’nin periton i¢i enjeksiyonu ile periferal enflamasyonun bu etkilere neden oldugu
ileri  siriilmektedir. LPS’nin enflamasyon yaninda noérotrofinlerin = salinimin,
yolaklarini, etki mekanizmalarini degistirerek MSS patolojilerine neden olabilecegi de

diistiniilmektedir (Guan ve Fang, 2006).

Sunulan tez ¢alismasinda, farelerde néroenflamasyon olusturulmasi amaciyla
periton i¢i, tek doz, 3 mg/kg LPS uygulamasi gergeklestirildi (Schnydrig ve ark., 2007,
Erickson ve Banks, 2011). Lipopolisakkarit uygulanan gruptaki farelerin beyin
dokusunda BDNF konsantrasyonlarinin kontrol grubundaki farelere gore anlamli
diizeyde azaldigi belirlendi. Calismamiza benzer sekilde bazi bilimsel ¢aligsmalar,
periton i¢i LPS uygulamasinin beyin dokusunda BDNF mRNA ekspresyonunu ve
protein diizeyini diistirdiigiinii gostermistir (Lapchak ve ark., 1993b; Schnydrig ve ark.,
2007; Wei ve ark., 2015). Guan ve Fang (2006), calismamizda kullandigimiz LPS
dozundan daha diisik dozda periferal LPS uygulamasi sonucunda beyin BDNF
konsantrasyonun azaldigini bildirmistir. Bu arastirmacilar, LPS’nin beyin dokusunda
BDNF’nin ndron koruyucu etkisini baskiladigini ifade etmislerdir. Lipopolisakkaritin
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uygulanmasi ile mikrogliyal aktivasyonun artmasi sonucu ya da proenflamatuar
sitokinlerin aktivasyonu beyinde norogenezisi azaltmakta ve apoptozisi artirmaktadir
(Ekdahl ve ark., 2003; Nolan ve ark., 2003). Immun aktivasyonun BDNF iizerine
negatif etkisi oldugu dustiniilmektedir. Bilimsel raporlar, LPS ve proenflamatuar
sitokinlerin  hipotalamus-hipofiz-adrenal  aksisi  etkinlestirerek beyin ~BDNF
ekspresyonunu baskiladigimi gostermektedir (Lapchak ve ark., 1993b; Beishuizen ve
Thijs, 2003; Hansson ve ark., 2003; Gubba ve ark., 2004). Diger ¢alismalar ile sunulan
tez c¢alismasinin bulgulari BDNF’nin noroenflamasyonun patofizyolojisinde rol
oynadigini desteklemektedir.

Calismamizda LPS ile néroenflamasyon olusturulan farelere 100 mg/kg ve 300
mg/kg ALKAR uygulanan gruplarin beyin BDNF konsantrasyonun LPS grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu. Calismamiza benzer sekilde, Wang ve ark.
(2015), depresyon modeli olusturulmus farelere periton i¢i 5, 25, 50 ve 100 mg/kg
olmak {iizere farkli dozlarda akut ALKAR uygulamasinin beyin BDNF seviyesini
arttirdigint ve PI3K/AKT/BDNF/VGF sinyalizasyon yolagi araciligi ile hizli-etkili
antidepresan benzeri etki gosterdigini bildirilmislerdir. Sunulan ¢alismanin aksine,
Swiss Albino farelere 7 giin boyunca giinde iki kez periton i¢i 100 mg/kg ALKAR
uygulamasinin farelerin beyin BDNF protein ekspresyonlarini arttirdigi ancak bu artigin
istatistik 6oneme ulasmadigi rapor edilmistir (Di Cesare ve ark., 2011). Bu bulgular,
ALKAR’1n néroenflamasyonun neden oldugu beyin dokusunda BDNF azalmasini

hafiflettigini gostermektedir.

Lipopolisakkaritin periferal uygulamasi beyin dokusunda baslica mikrogliyal
hiicrelerden, astrositlerden, noronlardan, endotel ve ependimal hiicrelerden sitokin
salimimimna yol ag¢maktadir (Hillhouse ve Mosley, 1993). Beyin dokusundaki
proenflamatuar sitokinler, enfeksiyon sirasinda merkezi sinir sistemi ile periferal immun
sistem arasindaki koordineli savunma yanitinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Watkins
ve ark., 1995; Licinio ve Wong, 1997). Pek ¢ok bilimsel ¢alisma periton i¢i LPS
uygulamasmin, beyin dokusunda genellikle IL-18 ve TNF-o mRNA sentezini
arttirdigini rapor etmistir (Gatti ve Bartfai, 1993; Hillhouse ve Mosley, 1993; Gabellec
ve ark., 1995; Quan ve ark., 1998; Turrin ve ark., 2001).
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Sunulan ¢alismada, beyin dokusunda TNF-a ve IL-1B protein
konsantrasyonlari degerlendirildi. TNF-a ve IL-1p protein seviyelerinde kontrol ve LPS
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadig: belirlendi. Bununla birlikte, 300 mg/kg
ALKAR uygulanan grupta TNF-o konsantrasyonun, kontrol ve LPS gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0,001). Calismamizin aksine, Quan ve ark.
(1998) ratlara periton i¢i 2,5 mg/kg LPS enjeksiyonundan 2 ve 12 saat sonra beyin IL-
1B; Turrin ve ark. (2001) da 100 pg/kg dozda LPS uyguladiktan 5 saat sonra beyin
dokusu IL-1p ve TNF-oo mRNA diizeylerinde artis oldugunu bildirmislerdir. Benzer iki
farkli arastirmada, ¢alismamizda oldugu gibi periton i¢i, tek doz, 3 mg/kg LPS
(Erickson ve Banks, 2011; Song ve ark., 2013) bir diger ¢alismada ise 2 mg/kg LPS
(Cazareth ve ark., 2014) uygulanmis, ¢alismamizdan farkli olarak 48 saat sonra degil de
24 saat sonra 6lgiilen beyin dokusu TNF-o ve IL-1p konsantrasyonunda artis oldugu
rapor edilmistir. Bu zamana kadar periferal LPS uygulamasi ile yapilan birgok ¢alisma
LPS’in TNF-a ve IL-1p konsantrasyonlarinda artisa neden oldugunu goéstermis olsa da
LPS uygulamalart sonucunda beyin sitokin salinmindaki artis ya da azalisin LPS

dozuna ve uygulama zamanina bagli olarak degisiklik gosterdigi diistiniilmektedir.

Lipopolisakkarit uygulamast ile yapilan ¢alismalarda beyin dokusu
proenflamatuar sitokin konsantrasyonlar1 bdolgesel olarak da belirlenmis ve
degerlendirilmistir. Ratlarda periton i¢i, 2 mg/kg LPS uygulamasindan 1 saat sonra
hipofizde ve hipotalamusta TNF-a mRNA seviyelerinin kontrollere gore artig
gosterdigi, fakat striatumda ve hipokampusta TNF-a mRNA diizeylerinde bir farklilik
olmadig bildirilmistir (Gatti ve Bartfai, 1993). Bossu ve ark. (2012), ratlara periton i¢i,
5 mg/kg LPS enjeksiyonundan 7 giin ve 10 ay sonra beyin dokusu TNF-o protein
diizeylerini bolgesel olarak degerlendirmistir. Lipopolisakkarit uygulanmasindan 7 giin
sonra, LPS ve kontrol gruplari arasinda serebellum, striatum, hipotalamus TNF-a
protein diizeylerinde 6nemli bir fark bulunmazken; LPS grubunun hipokampusunda ve
frontal Kkorteksinde TNF-a protein diizeylerinin olduk¢a yiiksek oldugunu
bildirilmislerdir. LPS uygulanmasindan 10 ay sonra serebellum, frontal korteks ve
hipokampus TNF-a protein diizeylerinde o6nemli bir artis oldugu, striatum ve

hipotalamustaki diizeylerinde bir degisiklik olmadig: ifade edilmistir.
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Merkezi sinir sisteminde bir enfeksiyon ya da doku hasar1 sirasinda mikrogliyal
proenflamatuar sitokinlerin asir1 Giretimini diizenleyen giiglii bir antienflamatuar sitokin
olan IL-10’un, LPS ile uyarilan TNF-o f{retimini engelledigi in vivo ve in vitro
calismalar ile ortaya konulmustur (Di Santo ve ark., 1995; Ledeboer ve ark., 2002a;
Park ve ark., 2007). Di Santo ve ark. (1995), intraserebroventrikiiler LPS uygulanan
fareler ile yaptiklari bir ¢alismada IL-10’un hipotalamus-hipofiz-bobrekiistii aksinin
aktiflesmesini etkilemeden, beyin dokusunda LPS’nin indiikledigi TNF-a ve IL-1B
tiretimini inhibe ettigini gostermislerdir. Sunulan c¢alismada, LPS grubunun beyin
dokusunda IL-10 konsantrasyonunun kontrol grubundakine gore artmis oldugu, ancak
bu farkliligin istatistik 6neme ulasmadig: belirlendi (p>0,05). Bunun yaninda, TNF-a ve
IL-1B protein konsantrasyonlarinda kontrol ve LPS gruplari arasinda bir degisiklik
olmadig1 saptandi. Rat beyin korteksinde LPS ile indiiklenen sinir dejenerasyonunda,
mikrogliyalardan IL-10’un eksprese oldugu ve IL-10’un néron koruyucu etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir (Park ve ark., 2007). Sunulan ¢alismada da 100 mg/kg ALKAR
uygulanan grubun beyin dokusu IL-10 konsantrasyonunun diger gruplara gore yiiksek
oldugu fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05).
Calismamiza benzer sekilde Virmani ve ark. (2011), in vitro nérotoksisite modelinde
ALKAR uygulanmasinin norotoksisite sonucu azalan IL-10 gen ekspresyonunu

artirdigini bildirmislerdir.

Bilimsel ¢aligmalar, LPS uygulamasinin beyin dokusunda antioksidan enzim
aktivitelerinde ve glutatyon konsantrasyonunda azalmaya, MDA konsantrasyonunda
artisa neden olarak oksidan-antioksidan durumu etkiledigini ve oksidatif stresi
olusturdugunu gostermektedir (Kheir-Eldin ve ark., 2001; Sebai ve ark., 2009). Sunulan
caligmada, beyin dokusu MDA konsantrasyonu kontrol grubunda; 4,00+1,26 nmol/mg
protein, LPS grubunda; 9,67+2,56 nmol/mg protein olarak belirlendi ve MDA
konsantrasyonunda artis oldugu, ancak bu artisin istatistiksel olarak 6neme sahip
olmadigi anlasildi. Calismamizin aksine, Santhanasabapathy ve Sudhandiran (2015) 7
giin boyunca, periton i¢i, 250 pg/kg LPS uygulamasindan; Kheir-Eldin ve ark. (2001)
periton i¢i, 2 mg/kg LPS uygulamasindan 2 saat ve ayrica Sebai ve ark. (2009), 8 mg/kg
LPS uygulamasindan 24 saat sonra beyin dokusu MDA konsantrasyonunun 6nemli

derecede arttigini bildirmislerdir.
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Calismamizda LPS grubunun beyin dokusu glutatyon konsantrasyonunun
istatistik diizeyde degismedigi belirlendi. Sunulan c¢aligmanin aksine, diger bilimsel
calismalarda LPS uygulamasinin beyin dokusu glutatyon konsantrasyonunu azalttig
rapor edilmistir (Kheir-Eldin ve ark., 2001; Sebai ve ark., 2009; Santhanasabapathy ve
Sudhandiran, 2015).

Sunmus oldugumuz calismada, periferal LPS uygulamasi ile néroenflamasyon
olusturulan farelerin beyin dokusu SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore azalmis
oldugu belirlendi (p>0,05). Calismamiza benzer sekilde, Sebai ve ark. (2009) ile
Santhanasabapathy ve Sudhandiran (2015)’in  yaptiklar1  ¢alismalarda LPS
uygulamasinin beyin dokusunda SOD aktivitesini azalttigin1 ve bu azaligin istatistik
oneme sahip oldugunu rapor etmistir. Bununla birlikte, bir diger ¢alismada ise LPS
uygulamasinin beyin dokusu SOD aktivitesinde bir degisiklige neden olmadig:

bildirilmistir (Kheir-Eldin ve ark., 2001).

Glutatyon peroksidaz, dokuda oksidatif hasarin oldukg¢a duyarli ve spesifik bir
gostergesidir. Oksidatif stres savunmasinda 6nemli rol oynayan GPx, ndroprotektif
etkiye sahip antioksidan bir enzimdir (Barkats ve ark., 2000; Ridet ve ark., 2006).
Sunulan g¢aligmada periton i¢i LPS uygulamasi ile noéroenflamasyon olusturulan
farelerin beyin dokusu GPx aktivitesinin kontrol, 100A ve 300A gruplarina gore anlamli
derecede diisiik oldugu anlasildi (p<0,001). Calismamiza benzer sekilde, Rosales-Corral
ve ark. (2004) ratlarda hipokampus iizerine fibriler amiloid-beta enjeksiyonuyla
olusturduklart néroenflamasyon modelinde, Raza ve ark. (2011) ratlarda akut orta
serebral arter okliizyonu modelinde, beyin dokusu GPx aktivitesinin énemli diizeyde
azaldigim rapor etmislerdir. Diger calismalarda merkezi sinir sisteminde olusturulan
oksidatif stres modellerinde ve g¢alismamizda LPS ile olusturulan ndroenflamasyon
modelinde oksidatif stres belirteci olan GPx aktivitesinin azalmis olmasi, GPX
aktivitesinin beyin dokusunun oksidan-antioksidan dengesinin degerlendirilmesinde

onemli bir kriter olabilecegini gostermektedir.

Asetil-L-karnitinin  beyin dokusunda lipit peroksidasyon artisini, hiicresel
disfonksiyonunu inhibe ederek oksidatif strese karsi korudugu bilinmektedir (Yasui ve

ark., 2002). Altun ve ark. (2010), ALKAR’in néroblastoma hiicrelerinde sisplatinle
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indiiklenen lipit peroksidasyonunu inhibe ederek noroprotektif bir etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Asetil-L-karnitin, yash ratlarin beyin dokusunda lipit
peroksidasyonunu azaltmaktadir (Kaur ve ark., 2001). Liu ve ark. (2004), ALKAR’1n
ratlarin beyin dokusunda yasa bagli olarak MDA artisini1 baskiladigini rapor etmislerdir.
Sunulan ¢alismada, beyin dokusu MDA konsantrasyonunun ALKAR uygulanan
gruplarda LPS grubuna gore diisiik oldugu, SOD aktivitesinin 100A grubunda diger
gruplara gore yiiksek oldugu belirlendi. Ancak bu degisimlerin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05). Ratlarda karbon tetrakloriir-indiiklii oksidatif hasar
modelinde ALKAR uygulamasinin beyin dokusunda SOD aktivitesini arttirdigi ve
MDA konsantrasyonunu azalttigi bildirilmistir (Annadurai ve ark., 2011). Sunulan
caligmada ALKAR uygulanan gruplarin GPx aktivitesinin LPS grubuna goére anlamli
derecede yiiksek oldugu, ayn1 zamanda 300A grubunun GPx enzim aktivitesindeki
artisin 100A grubundaki artisa gére daha 6nemli oldugu belirlendi (p<0,05). Annadurai
ve ark. (2011) karbon tetrakloriir-indiiklii oksidatif hasar modelinde ALKAR
uygulamasinin beyin dokusunda GPx aktivitesini arttirarak oksidatif stresi baskiladigini
ve bu maddenin antioksidan 6zellige sahip oldugunu bildirmektedir. Yapilan ¢alismada

elde edilen bulgular da Annadurai ve ark. (2011)’nin bulgularini destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Her gecen gilin sosyal ve ekonomik etkileri artan norodejeneratif hastaliklar
insanoglunu tehdit eden boyutlara ulasmistir. Insan beyinini etkileyen hastaliklarin
teshisi, tedavisi ve bu hastaliklarin 6nlenmesi i¢in toplumda bilinglendirmeyi artirmak
tizere “Avrupa Beyin Konseyi” Onderliginde “Avrupa Parlamentosu” ve “Avrupa
Konseyi”nin aldig1 karar ile 2014 yili “Avrupa Beyin Yili” olarak ilan edilmistir.
Ulkemizde beyin sagligini korumanin énemine dikkat cekmek ve beyin hastaliklariyla
ilgili farkindalik yaratmak amaciyla “Avrupa Beyin Konseyi’nin {iyesi olarak
faaliyetlerini yiiriiten “Tiirk Noroloji Dernegi” de "Tiirkiye Beyin Yili" projesini
baslatmistir. Diinya Noroloji Federasyonu, 2015 yilinda, kendi kurulus tarihi olan 22
Temmuz’un “Diinya Beyin Giinli” olarak anilmasina karar vermistir. Bu siirecle birlikte
hem iilkemizde hem de tiim diinyada beyin hastaliklar1 konusundaki caligmalar hiz
kazanmistir. Norodejenerasyonla karakterize hastaliklarin  Onlenmesi ve tedavisi
konusunda yogun bilimsel ¢alismalar siirdiiriilmesine ragmen heniiz umut verici bir
sonuca ulasilamamistir. Norodejeneratif hastaliklarda beyin dokusunda molekiiler
diizensizliklerin tanimlanmasi ve ndronlarin sagkaliminda rol oynayan mekanizmalarin
belirlenmesi bu hastaliklarin etiyopatogenezlerinin anlasilmasi, profilaksilerinin ve
tedavilerinin saglanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bilimsel arastirmalar, ALKAR’in
antioksidan, antiapoptotik, antienflamatuar ve noroprotektif olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Ancak, ALKAR’mn noéroenflamasyonun tedavisindeki etkinligi

bilinmemektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda, farelerde LPS ile indiiklenen noroenflamasyonda
ALKAR’mm beyin dokusundaki oksidatif strese, yangisal mediyatérlere ve BDNF
konsantrasyonuna etkileri arastirildi. Asetil-L-karnitin tedavisinin antioksidan sistemi
destekleyerek ve BDNF konsantrasyonunu arttirarak noroenflamasyonu azalttigi
saptandi. Buna gore ALKAR uygulamasinin merkezi sinir sisteminde meydana gelen
oksidatif stres ve yangi kaynakli hasarlarin giderilmesinde 6nemli bir potansiyel ajan
olabilecegi kanaatine varildi. Elde edilen sonuglarin, ndrodejeneratif hastaliklarda

yapilacak ¢aligmalara ve bu hastaliklarin tedavisine katki saglayacagi dngoriilmektedir.
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Noroenflamasyon ile seyreden merkezi sinir sistemi hastaliklarinda ALKAR’1n
potansiyel tedavi edici olabilecegi hipotezini giiclendiren bu tez ¢alismasinin
sonuglarmin diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir saglik problemi olan,
insanlar1 onemli diizeyde etkileyen norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde veya
profilaksisinde yeni stratejilerin ~ gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayacagi

ongoriilmektedir.
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