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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NONILFENOL iLE OLUSTURULAN NOROTOKSISITEDE ALFA LiPOIK
ASITIN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Umran ERSOY

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Kiibra Tugce KALKAN
Ikinci Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Seda KOCAK

Nonilfenol (NP), ¢evrede yaygin olarak bulunan ve ndrotoksik etkileri bildirilen bir endokrin
bozucudur. Bu c¢alismada, NP ile olusturulan deneysel norotoksisite modelinde gelisen
histopatolojik ve ndroinflamatuar degisikliklerin degerlendirilmesi ve alfa lipoik asidin
(ALA) bu degisiklikler tizerindeki terapotik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismada
sicanlar kontrol, sham, NP, NP+ALA ve ALA olmak {izere bes gruba ayrilmistir. Deney
stiresi sonunda beyin dokular1 histopatolojik olarak incelenmis; mikroglial aktivasyon IBA-
1 ve inflamatuar belirte¢ olarak IL-1B immiinreaktivitesi ile degerlendirilmistir. Ayrica
davranigsal testler araciligiyla motor ve kesif davranislar analiz edilmistir. Bulgular, NP
uygulamasinin beyin dokusunda dejeneratif histopatolojik degisikliklere ve mikroglial
aktivasyonda anlaml artisa yol agtigint gostermistir. IL-1p immiinreaktivitesinde degisim
gozlenmis olmakla birlikte bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. NP+ALA
grubunda ise NP’ye bagli histopatolojik bozulmalarin azaldigi ve artmis IBA-1
immiinreaktivitesinin  anlamli  diizeyde  geriledigi  belirlenmistir.  Davranissal

degerlendirmelerde ALA’nin sinirh diizeyde iyilestirici etki gdsterdigi saptanmistir. Sonug
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olarak ALA’nin NP ile indiiklenen histopatolojik ve ndroinflamatuar degisiklikler tizerinde

terapotik etki gosterdigi ortaya konmustur.
Mayis 2026, 82 Sayfa.

AnahtarKelimeler: Nonilfenol, Norotoksisite, Alfa lipoik Asit, Si¢can, Noroinflamasyon.
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ABSTRACT

M.s.C THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ALPHA LIPOIC ACID ON
NONYLPHENOL-INDUCED NEUROTOXICITY

Umran ERSOY

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences

Department of Histology and Embryology

Supervisor: Lecturer Dr. Kiibra Tug¢e KALKAN
Co-Supervisor: Lecturer Dr. Uyesi Seda KOCAK

Nonylphenol (NP) is an environmental endocrine disruptor widely present in the
environment and reported to exert neurotoxic effects. The present study aimed to evaluate
histopathological and neuroinflammatory alterations in an experimental NP-induced
neurotoxicity model and to investigate the therapeutic effects of alpha-lipoic acid (ALA) on
these changes. Rats were divided into five groups: Control, Sham, NP, NP+ALA, and ALA.
At the end of the experimental period, brain tissues were examined histopathologically;
microglial activation was assessed using IBA-1, and the inflammatory marker IL-1p was
evaluated by immunoreactivity. In addition, behavioral tests were performed to analyze
motor and exploration activities. The findings demonstrated that NP administration caused
degenerative histopathological changes in brain tissue and significantly increased microglial

activation. Although changes in IL-1B immunoreactivity were observed, the increase was

XV



not statistically significant. In the NP+ALA group, NP-induced histopathological alterations
were reduced and the increased IBA-1 immunoreactivity significantly decreased. Behavioral
assessments indicated that ALA exhibited limited ameliorative effects. In conclusion, ALA
demonstrated therapeutic effects on NP-induced histopathological and neuroinflammatory

alterations.

May 2026, 82 Pages

Keywords: Nonylphenol, Neurotoxicity, Alpha-lipoic acid, Rat, Neuroinflammation.
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1. GIRIS

Giliniimiizde endiistriyel ve ¢cevresel kimyasallara maruziyetin artmasi, insan sagligi iizerinde
onemli biyolojik etkiler olugturmaktadir (1). Endokrin bozucu kimyasallar arasinda yer alan
nonilfenol (NP), deterjanlar, plastikler, pestisitler ve ¢esitli endiistriyel iiriinlerde yaygin
olarak kullanilmakta olup c¢evrede kaliciligi nedeniyle biyolojik sistemlerde birikim
gosterebilmektedir (2). Lipofilik yapisi sayesinde biyolojik membranlart kolaylikla
gecebilen NP nin 6zellikle sinir sistemi iizerinde toksik etkiler olugturdugu bildirilmektedir
(3). Deneysel calismalar, NP maruziyetinin beyin dokusunda oksidatif stres artisi,
noroinflamasyon, mikroglial aktivasyon ve buna eslik eden histopatolojik degisiklikler ile
iligkili oldugunu gostermektedir (4). Beyin dokusunda gelisen bu inflamatuar ve
histopatolojik stirecler, noronal biitiinliiglin bozulmasina ve fonksiyonel kayiplara yol
acabilmektedir (5). Noroinflamasyon siirecinde mikroglial hiicreler merkezi rol
oynamaktadir (6). Mikroglia aktivasyonu, IBA-1 (Ionized -calcium-binding adaptor
molecule-1) gibi belirtegler araciligiyla degerlendirilebilmekte ve artmis IBA-1
immiinreaktivitesi aktif mikroglial yanitin gostergesi olarak kabul edilmektedir (7). Aktive
mikroglial hiicreler proinflamatuar sitokinler (6zellikle IL-1 gibi) salgilayarak inflamatuar
yanitt siddetlendirebilmekte ve bu durum histopatolojik diizeyde noronal hasari
artirabilmektedir (5, 7). Bu nedenle mikroglial aktivasyonun baskilanmasi, néroinflamatuar
ve histopatolojik hasarin azaltilmasinda oOnemli bir terapotik hedef olarak
degerlendirilmektedir (5). Alfa lipoik asit (ALA), gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip, hem
suda hem yagda cozilinebilen bir molekiil olup mitokondriyal enerji metabolizmasinda
kofaktor olarak gorev yapmaktadir (8, 9) . ALA nin serbest radikal temizleyici etkisinin yani
sira inflamatuar sinyal yolaklarint modiile ettigi, mikroglial aktivasyonu baskiladig1 ve
histopatolojik hasar1 azaltabildigi bildirilmektedir (8, 10). Deneysel norodejenerasyon ve
inflamasyon modellerinde ALA’nin oksidatif stresi azalttifi, proinflamatuar sitokin
tiretimini diistirdiigli ve glial hiicre yanitini diizenledigi gosterilmistir. Bu 6zellikleri
nedeniyle ALA, norotoksik ajanlara bagl gelisen beyin hasarinda potansiyel terapotik ajan

olarak dikkat cekmektedir (10, 11).



Bu calismanin amaci, nonilfenol ile olusturulan deneysel noérotoksisite modelinde gelisen
histopatolojik ve noroinflamatuar degisikliklerin degerlendirilmesi ve alfa lipoik asidin bu
siire¢ lizerindeki terapotik etkisinin aragtirilmasidir. Bu kapsamda beyin dokusunda
histopatolojik incelemeler yapilmis, IBA-1 ve IL-1B immiinreaktiviteleri degerlendirilmis
ve davranigsal parametreler analiz edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda ALA nin
NP’ye bagli gelisen doku hasar1 ve inflamatuar yanit lizerindeki etkisinin ortaya konulmast

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Sistemi Histolojisi

Sinir sistemi viicudun en karmasgik sistemlerindendir. Temel gorevi; viicuda gelen tiim uyarilart
almak, bunlari analiz etmek, degerlendirmek ve cevap olusturmaktir. Ayrica bu sistem organlarin

ve diger sistemlerin isleyisini kontrol ederek bu yapilarin ¢alismasinda bir biitiinliik saglar (12).

Anatomik ag¢idan sinir sistemi merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sitemi (PSS)
olmak iizere ikiye ayrilir. Sinir sistemi fonksiyonel olarak somatik sinir sistemi ve otonom
sinir sistemi seklinde smiflandirilir. Otonom sinir sistemi de kendi igerisinde sempatik,

parasempatik ve enterik sinir sistemi olarak kategorize edilir (13).

2.1.1. Sinir Dokusunun Bilesenleri

Sinir sistemi noronlar olarak isimlendirilen hiicrelerden ve bunlar1 destekleyen

noroglialardan (destek hiicreleri) olusur (Sekil 2.1) (12).
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Sekil 2.1: Merkezi sinir sisteminde yer alan noronlar ve glia hiicrelerinin sembolize edilmis hali (14).
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Sinir sisteminin temel islevsel birimi ndéron veya sinir hiicresidir. Sinir hiicre govdesi diger
bir ifade ile perikaryon, ¢ekirdek ve periniikleer sitoplazma, uzunluklar1 farklilik gosteren
sitoplazmik uzantilardan (dendritler ve aksonlar) meydana gelir. Perikaryon, gelen uyarilari
algilayip bunlara uygun yanitlar iireten merkezidir. Biiyiikliikleri ve sekilleri gorevlerine ve

bulunduklar yere gore degisebilmektedir (Sekil 2).

Dendritler

Periniikleer
Sitoplazma  Akson

\#
N / ~\/> Cekirdek
f N} Akson Uglar

Lo

4

Hiicre govdesi

Sekil 2.2: Sinir hiicresi yapis1 (13).

Sinir hiicreleri, uyarilar1 hiicrelerden alir ve elektriksel uyarilar halinde sistemin diger
hiicrelerine iletir. Bu hiicreler arasinda birinden digerine bilgi aktarilmasi ile sinaps meydana
gelir (12, 13). Sinir dokuda yer alan bir baska hiicre tipi glia (néroglia) hiicreleridir. Bu
hiicreler ndronlarin ¢evresinde bulunan ve iletken olmayan hiicrelerdir. Noroglialar
noronlardan yaklasik 10 kat daha fazladir. Noronlarin sinirli boliinme yetenegi bulurken,
noroglia hiicrelerinin ¢ogalmast mitoz ile gerceklesir (12, 13). MSS; oligodendrositler,
astrositler, mikroglia hiicreleri ve ependim hiicreleri olmak iizere 4 tip glia hiicresinden
olugmaktadir (Sekil 2.1). PSS de ise Schwann hiicreleri, satellit hiicreleri ve enterik néroglia
hiicreleri destekleyici hiicreler olarak gorev yapmaktadir. MSS ve PSS’de bulunan néroglia

hiicreleri morfolojik ve fonksiyonel yapidan benzerlik gosterirler.

Noroglialar; noronlar i¢in fiziksel destek saglamanin yanisira birgok goreve sahiptir. Noron
gbvdeleri ve uzantilarinin yalitimi yani miyelin yapimi sayesinde hizli iletimi saglamasi bu
gorevlerden biridir. Ayrica néronal hasarin onarimi, beyin omurilik sivis1 (BOS) ile MSS’nin
i¢ s1v1 ortaminin diizenlenmesi, norotransmitterlerin sinaptik araliklardan temizlenmesi, kan

beyin bariyerinin (KBB) olusumuna katki saglamasi da bu gorevlerden bazilaridir (12, 13).

2.1.2. Merkezi Sinir Sistemi

MSS; beyin, beyincik ve omurilikten olusur. PSS ise; ganglionlar, periferik sinirler ve sinir
sonlanmalarindan meydana gelir (13). MSS’ nin en 6nemli yapilarindan olan beyin; dista
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korteks (gri cevher) icte medulla (beyaz cevher) den meydana gelerek kranial kavite
icerisinde yer almaktadir. Medulla spinalis ise vertebral kanal icerisinde olup, beyindeki
siralamanin tersine dista beyaz cevher ve icte gri cevherden meydana gelmektedir. Bu
karmasik sinirsel yapida her bir néron, en az bin farkli baglanti araciligiyla diger ndronlarla
etkilesim halindedir (14). Beyin, viicut ve zihinle iligkili bircok temel islevin
diizenlenmesinden sorumlu merkezi bir yapidir. Diisiinme, hafiza ve g¢evresel uyarilarin
algilanip degerlendirilmesi gibi bilissel silireglerin yanisira; motor hareketlerin kontrolii,
endokrin ve somatik sistemlerin yonetimi ile i¢ organlarin uyumlu ¢alismasini ve kontroliinii

saglamak gibi ¢ok sayida yasamsal gorevi yerine getirir (15).

Beyin ve ona bagli yapilar kraniyal boslukta olup kafatasi kemikleri ile, medulla spinalis
vertabral kanalda bulunup omurga tarafindan korunmaktadir. Bu iki ana yap1’ meninks’
denilen ii¢ katli bag dokusu zar sistemiyle ¢evrelenmistir. BOS, bu zar katmanlarin arasinda
yer alan subaraknoid boslugu doldurarak MSS’ yi hem korur hem de besler (13). MSS’de
yer alan yapilar, temel olarak beyaz madde ve gri madde olmak {izere iki farkli dokusal
bilesen igerir. Beyaz madde, ¢ogunlukla miyelinli sinir liflerinden olusmakta; bunun yaninda
bir miktar miyelinsiz lifler ile destek hiicreleri olan noroglialar da yer almaktadir. Bu bolgeye
beyaz madde denmesinin nedeni, miyelin kilifin parlak ve agik tonlu goriiniimiidiir. Gri
madde ise, néronlarin gdvde kisimlarini, dendritleri, miyelinsiz akson segmentlerini ve
cesitli glial hiicreleri barindirir. Bu alandaki miyelinin yoklugu ve hiicre ¢ekirdegi
yogunlugu, gri tonlu goriiniimiin ortaya ¢ikmasina neden olur. Néronal uzantilar (akson ve
dendritler) ile glial ¢ikintilar birlikte ‘ndropil’ olarak bilinen karmasik bir sinir ag1 meydana

getirir (13).

Beyin sapinin distalinde konumlanan onunla siireklilik arz eden omurilik, 31 farkli boliime
ayrilmistir: 8 servikal, 12 torasik, 5 lomber, 5 sakral ve 1 koksigeal. Her bir segment, bir ¢ift
spinal sinirle baglant1 kurar. Bu sinirler, ilgili segmentlerine, dorsal (arka) ya da ventral (6n)
kokler araciligiyla baglanir (13, 15). Omurilik, enine kesiti incelendiginde beyin ve
beyincikten farkli bir morfolojiye sahiptir. Ortada santral kanal yer alir; bu kanal kelebek ya
da H seklini andiran gri madde ile gevrilidir. Gri madde néron govdeleri, bazi aksonlar ve
glia hiicrelerden olusur. D1s kisimda ise beyaz madde bulunur; bu bolge, MSS’nin yukar1 ve
asag1 baglantilarini saglayan miyelinli ve miyelinsiz aksonlar1 ve onlarin arasinda yer alan

glia hiicrelerini igerir (13, 15).



Iskelet kaslarina sinyal génderen yani inerve eden efferent motor néronlarin hiicre gdvdeleri,
omurilikteki ventral gri madde boynuzunda bulunur. Bu hiicreler klasik histolojik kesitlerde

genis sitoplazmalari, yogun bazofili 6zellikleri ve multipolar yapilar1 ile teshis edilir (12,
13).

Afferent 6zellik gosteren duyu noronlarinin hiicre govdeleri, spinal sinirlerin dorsal kok
ganglionlar igerisinde bulunur. Psédounipolar yapida olan bu noronlar, ¢evresel uyarilari
alan periferik bir uzant1 ile bu impulslar1 omuriligin gri maddesine ileten santral bir uzantiya

sahiptir (12, 13).

2.2. Beyin Gelisimi

Embriyonik gelisimin erken doneminde MSS, ektoderm tabakasindan koken alir ve bu siireg
‘noral plak’ olarak tanimlanan ektodermal bir kalinlasmanin olusumuyla baslar (16). Noral
plak, ilerleyen gelisimle birlikte noral katlantilara doniisiir ve zamanla noral tiip ile noral
krista yapilar1 olusur. Olusan noéral tiip, MSS’nin temel yapisini olusturuken; noral kristadan
koken alan hiicreler periferik ve otonom sinir sistemlerinin biiyiik bir boliimiinii meydana
getirir (17). Norulasyon donemi, embriyonik yasamin dordiincii haftasinda, yaklagik 22-23.
giinlerde baslar. Ugiincii haftanin sonunda, néral plagin kenarlarindaki yiikselmeler noral
katlantilarin olusuma neden olur. Bu katlantilar zamanla orta kisma yaklagsarak birlesir ve
bdylece noral tiipiin sekillenmesi saglanir. Kaynasma, servikal bolgeden itibaren hem yukari
dogru (kraniyal) hem de asagi (kaudal) yonlere dogru ilerler. Bu sirada, embriyonun ug
kisimlarinda kapanmanin ge¢ gergeklesmesi, amniyon boslugu ile noral tiip arasinda kisa
stireli bir baglantinin olugsmasina neden olur. Kapanma islemi ¢ift yonli ilerler. Kraniyal
ndropor, 6n beyinden baglayarak her iki yone dogru kapanirken, ilk kapanma noktasi servikal
bolgede goriiliir. Kraniyal ndéropor 25. giinde, kaudal néropor 27. giinde tamamen kapanir
(17). Noral tiipin hem 6n hem arka acikliklar1 kapanirken bu siirece eslik eden damar ag1
olusumu da tamamlanma evresine ulasir. Kapanmay1 takip eden asamalarda, ndral tiipiin
duvarlar1 kalinlagarak beyin ve omurilik yapilarin1t meydana getirir. Tiipiin i¢ kisminda kalan
bosluk ise, zamanla beynin ventrikiiler sistemi ile omuriligin santral kanalina doniisiir.
Genisligi nedeniyle diger bolgelerden ayirt edilebilen ve dordiincii somit ¢iftinin {izerine
konumlanan noéral tiip bolgesi, gelismekte olan beynin temelini olusturur. Bu bolgedeki ilk
yapisal ayrigma sonucunda, embriyonik gelisimin erken evrelerinde {i¢ ana beyin vezikiili
sekillenir; prosensefalon (6n beyin), mesensefalon (orta beyin) ve rombensefalon (arka

beyin) (18). Embriyonal gelisimin besinci haftasinda, 6n beyin yapis1 olan prosensefalon
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tam olarak ayrigmamus iki vezikiil haline doniistir. Bu yapilardan biri, ortada yer alan bir alan
ile her iki yaninda bulunan ¢ikintilardan olusan ve ilkel serebral hemisferleri igeren
telensefalondur. Digeri ise, disa dogru uzayan optik vezikiillerin gelisimiyle birlikte
Ozgiinlesen diensefalondur. Diensefalon bdlgesinden zamanla talamus, hipotalamus, epifiz
bezi, hipofiz bezi ve retina gibi MSS’ne ait 6nemli yapilar olusur. Orta beyin yani
mesensefalonda bu siirecte herhangi bir yapisal ayrisma gézlenmezken, arka beyin anlamina
gelen rombensefalon iki alt bolgeye ayrilir. Bu ayrismanin sonucunda, rombensefalonun 6n
kismi metensefalon olarak adlandirilir ve serebellum ile ponsun gelisimini saglar; arka kismi
ise medulla oblongata’yr olusturan myelensefalona doniisiir. Ayni donem iginde,
telensefalonun gelisimine eslik eden bir diger 6nemli olay ise serebral korteksin katmanli

yapisinin olusmaya baslamasidir (18).
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Sekil 2.3: Beyin gelisimini gosteren sematik ¢izim (19).

2.3. Beyin Anotomisi

Insan beyni, viicut kiitlesinin yaklasik %2’sini teskil eder. Erigkinlerde 1400-1500 gr
arasinda degisen bir agirliga sahiptir. Anatomik olarak, omurilikten baslayarak yukar1 dogru
lic ana bolim halinde siralanir. Bu boliimler; arka beyin (rombensefalon), orta beyin

(mesensefalon) ve 6n beyin (prosensefalon) olarak bilinir (15).



2.3.1. Rombensefalon

Rombensefalon, MSS’nin arka kismint olusturan ve serebellum (beyincik), medulla
oblangata (omurilik sogani) ile pons (koprii) yapilarindan meydana gelen bir beyin
bolgesidir. Gelisimsel olarak beyin sap1 ve beyincigin temel yapilarini igeren bu bolge, motor
koordinasyon, denge, solunum ve kardiyovaskiiler iglevlerin diizenlemesinde 6nemli rol

oynamaktadir (15).

2.3.1.1. Serebellum (Beyincik)

Serebellum, rombensefalonun metensefalon isimli alt bdlgesinden gelisir. Toplam beyin
kiitlesinin yaklasik %10’nunu olusturmasina ragmen beyindeki noronlarin yarisindan
fazlasim1 barindirmasiyla dikkat ceker (14). Yapisal olarak iki lateral lob (hemisferium
cerebelli) ve bu loblar1 medyan diizlemde birlestiren vermis cerebelli’den meydana gelmistir.
Fonksiyonel olarak motor hareketlerin koordinasyonu ve denge kontrolii basta olmak iizere

istemli kas aktivitelerinin diizgiin ve uyumlu bir bicimde gerceklestirilmesini saglar (15).

2.3.1.2. Medulla Oblongata (Omurilik Sogani)

Medulla oblangata, beyin sapinin kaudal (alt) boliimiinii olusturan ve medulla spinalis ile
pons arasinda konumlanan koni seklindeki bir yapidir. Anatomik olarak serebellumun da
yakin komsulugunda yer alir (15). Yasamsal 6neme sahip olan bu yap1; solunum ritmi, kalp
atim hiz1 ve kan basincinin diizenlenmesi gibi yasamsal fonksiyonlarin kontrol merkezlerini

igerir.
2.3.1.3. Pons (Koprii)

Yaklasik 2,5 cm uzunlugunda olan pons, medulla oblangata ile mesensefalon arasinda
serebellumun 6n yiizeyinde yer alir. Anatomik olarak, arka yiizii medulla oblangata ile
dogrudan devamlilik gésterirken, 6n ve lateral yiizeylerinde sulcus bulbopontinus ad1 verilen
oluk araciligiyla medulla oblangata’dan ayrilir (12). Pons, serebelluma gelen ve giden
sinyallerin iletiminde koprii gorevi gormekte olup, duyu ve motor yollarinin énemli bir

kavsagini olusturur.

2.3.2. Mesensefalon (Orta Beyin)

Mesensefalon, embriyonik donemde noroektodermden gelisen orta beyin vezikiiliine ait bir

yapidir. MSS’nin en kiiclik ancak fonksiyonel agidan kritik bilesenlerinden biridir. Gelisim
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stirecinde diger beyin bdlgelerine kiyasla nispeten daha az morfolojik degisiklige ugramistir.
Bu nedenle beyin vezikiilleri arsinda yapisal agidan en ilkel olanidir. Yaklasik 2 cm
uzunlugunda olan bu yapi, anatomik olarak pons ile diensefalon arasinda yer almaktadir.
Mesensefalonun ortasinda ti¢ilincii ve dordiincii ventrikiilleri birbirine baglayan aqueductus
cerebri (serebral akvediik, beyin kanali) gegmektedir. Bu bolge cok sayida noronal ¢ekirdek
(niikleus) ile birlikte, yukar1 ve asagi yonli sinir lifi demetlerini (traktuslari) icermektedir

(14).
2.3.3. Trunkus serebri (Beyin Sapi)

Truncus serebri, yani beyin sapi; medulla oblangata, pons ve mesensefalonun biraraya
gelmesiyle olusur. Prosensefalonun kaudal (arka-alt) ucundan baslayarak inferidr yonde
uzanir. Yasamsal fonksiyonlarin kontroliiyle dogrudan iliskili olan bu yapi, kraniyal sinirler
acisindan da merkezi bir kavsak niteligindedir. Birinci (N.olfactorius) ve ikinci (N.opticus)
kafa sinir ciftleri hari¢ tutuldugunda, kalan tiim kafa sinirlerinin beyin sapindan kdken aldigi

goriilmektedir (20).
2.3.4. Prosensefalon (On Beyin)

Embriyonik dénemde 6n beyin vezikiiliinden farklilasarak gelisen prosensefalon, morfolojik

ve fonksiyonel olarak, iki ana yapisal bolgeye evrilmektedir: telensefalon ve diensefalon.

2.3.4.1. Telensefalon

Telensefalon, beynin en genis ve karmagik yapisal bolgesidir. Sag ve sol olmak iizere iki
serebral hemisferden olusur. Bu hemisferler ortada yer alan fissura longitudinalis cerebri ile
birbirinden ayrilirken, alt kismdaki fissura transversa cerebri araciligiyla beyincikten
(serebellum) ayrilmaktadir. iki hemisfer arasinda baglantiy1 saglayan ana yap: korpus
kallosumdur (21). Her bir hemisferin igerisinde, BOS ile dolu lateral ventrikiiller

(ventriculus lateralis) yer alir.

Telensefalonun fonksiyonel yapisini olusturan beyin dokusu; néron govdeleri, akson ve
dendrit uzantilari, glia hiicreleri ile kan damarlarinin bir araya gelmesiyle karmasik bir
biitiinliik olusturur. Bu yapinin dis ylizeyini ¢evreleyen gri madde korteks serebri (beyin
korteksi) olarak adlandirilir. Burada néron govdeleri yogunlagmistir. Korteks iizerinde yer
alan ylizey kivrimlar1 gyrus olarak adlandirilirken, bu ¢ikintilar arasindaki derin oluklar

sulcus seklinde tanimlanir. Baz1 sulkuslar belirgin derinlige sahip olup, korteksin anatomik
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olarak loblara ayrilmasini saglar. Bu loblar frontal, parietal, temporal, oksipital ve insular
loblar olarak isimlendirilirler. Ayrica, anatomik olarak ayri lob seklinde tanimlanmasa da

limbik sistemin kortikal yapilarini igermesi sebebiyle islevsel bir biitiin olarak kabul edilen

limbik lob da bu siiflamaya dahil edilmektedir (21).

2.3.4.2. Diensefalon

Diensefalon serebral hemisferler ile beyin sap1 arasinda konumlanan merkezi bir beyin
bolgesidir. Sag ve sol yarim kiireleri arasinda BOS ile dolu olan {igiincii ventrikiil
(ventriculus tertius) yer alir. Bu ventrikiil, foramen interventrikulare (monro deligi)
araciligiyla lateral ventrikiillerle; kaudalde ise aqueductus cerebri araciligiyla dordiincii
ventrikiille baglant1 kurar (22). Diensefalon gelisimsel ve anatomik olarak bes alt birimden
olusur. Bu birimler talamus, hipotalamus, epitalamus, metatalamus ve subtalamusdur (21).
Bu alt yapilar; duyusal bilgi aktarma, otonomik sistemin diizenlenmesi, hormonal denetim

ve emosyonel yanitlarin koordnasyonu gibi ¢ok ¢esitli ndrofizyolojik islevleri yerine getirir.

2.4. Beyin Histolojisi

MSS organlari histolojik olarak incelendiginde, gri madde ve beyaz madde seklinde iki temel
yap1 gozlenmektedir. Bu ayrim sadece hiicresel bilesenlerden degil ayni zamanda
miyelinizasyon diizeylerindeki farkliliklardan da kaynaklanmaktadir. Beyaz madde baslica
miyelinli aksonlar ile bu miyelini sentezleyen oligodendrositlerden olusmaktadir. Bu
bolgede noron govdeleri (perikaryonlar) bulunmaz. Gri madde igerisinde de ndron
perikaryonlarinin yam sira dendritler aksonlarin baslangic boliimleri ve glial hiicrelerin
uzantilar yer alir. Gri madde, ndronlar arasindaki baglantilarin (sinapslarin) yogunlastig bir
bolge oldugundan bilgi isleme siirecinde merkezi 6neme sahiptir (23). Histolojik yapi1 olarak
beyin ve beyincikte gri madde, korteksin dis tabakasinda konumlanirken, beyaz madde daha
derin ve santral bolgede yer almaktadir. Medulla spinalis’te ise bu konumlanma tam
tersinedir. Beyaz madde dis kisimda iken gri madde merkezi kisimda, karakteristik ‘H’

harfine benzer sekilde gergeklesmistir (24).
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Sekil 2.4: Beyin anatomik sekli (25).

2.4.1. Beyin Korteksi

2.4.1.1. Beyin Korteksinin Noron Tipleri

Noronlar sinir sisteminin yap1 ve islev agisindan en temel hiicreleridir. D1 cevreden ya da diger
hiicrelerden gelen uyarilar1 algilamak, bu sinyalleri iletmek, bilgiyi isleyip depolamak ve
gerektiginde ilgili hiicrelerin hiicresel tepkilerini baglatmak gibi yasamsal gorevleri tistlenirler
(22). Ayrica hiicreleraras1 iletisimi  saglayan kimyasal ileticiler olarak bilinen
ndrotransmitterlerin salgilanmasinda 6nemli rol oynarlar. Hiicresel biiyiikliikleri degiskendir.
Caplar1 5 mikrometreden baslayp 150 mikrometreye kadar ulasabilir (24). Noronlar yapisal
olarak, perikaryon, dendrit ve akson olmak iizere {i¢ kisimda incelenir. Perikaryon terimi
Yunanca “peri‘ (¢evre) ve “karyon‘‘(¢ekirdek) kelimelerinin biitlinlesmesiyle tiiretilmistir. Hiicre
gbovdesi merkezi bir ¢ekirdek ve etrafindaki sitoplazmasindan olusmustur. Cekirdek genellikle
yuvarlak veya oval sekillenmis olup merkezdedir. Yogun okromatin ¢ekirdek yapisi yliksek
metabolik faaliyete isarete eder. Noronlardaki niikleoluslar (¢ekirdekgikler) da kolayca tespit
edilir. Elektron mikroskobuyla yapilan detayli incelemede, ¢ekirdek ¢evresi sitoplazmada yogun
graniillii endoplazmik retikulum (GER) ve dagmik ribozomlara rastlanmistir. Bu yapilar, 151k
mikroskobunda koyu renkle boyanan ve tiyoninle metakromatik Ozellige sahip Nissl
cisimciklerini meydana getirir. Sitoplazmada ayrica mitokondriler, Golgi kompleksi, lizozomlar,

mikrotiibiiller, norofilamentler, vezikiiller ve ¢esitli hiicre i¢i birikintiler de gozlenir (24).

Noronlar, hiicre gévdesinden ¢ikan tek bir aksona sahiptir. Bu yapi, sinirsel uyartyr diger

hiicrelere iletmekle gorevlidir ve ndronlar arasi iletisimin temel yoludur. Akson, genellikle

11



“akson tepecigi” denilen 6zel bir bolgeden baslar. MSS ve PSS igerisinde yer alan bazi glial
hiicreler, belirli aksonlarin ¢evresinde miyelin kilif sararak bu iletimin hizim arttirirlar. Ancak
her akson miyenli degildir. Miyelinsiz aksonlarda iletim yavastir. Miyelinli bir aksonda, akson
tepeciginden miyelinlesmenin basladig1 noktaya kadar uzanan kisim “inisiyal segment* olarak
adlandirilir. Bu bolge, nérona gelen uyarilarin analiz edildigi ve bir aksiyon potansiyelin olusup
olusmayacaginin belirlendigi yerdir (12). Bu segmentte ve devamindaki aksonal sitoplazmada
GER ve ribozom mevcut degildir. Bunun nedeni, protein sentezinin yalnizca perikaryonda
gerceklesmesidir. Aksonda ihtiya¢ duyulan proteinler perikaryonda iiretilerek mikrotiibiiller ve
norofilamentler araciligiyla aksonal tasima sistemi yoluyla ilgili bolgelere ulastirilir. Bu
mikrotiibiilllerin ve nérofilamentlerin akson ¢apini diizenlenmesi gorevleri sebebiyle miyelinli
aksonlarin iletim hizimi belirledikleri tahmin edilmektedir. Aksonun ug kismi, telodendron isimli
coklu dallara ayrilir. Her bir dalin sonunda bulunan genislemis yapilar “sinaptik diigme* olarak
tanimlanir (26). Bu sinaptik diigmeler, diger ndronlarla ya da hedef hiicrelerle temas kurarak

sinapslari olusturur. Sinapslar son ilgili hedefe bilgiyi iletirler (15).

Noronlarin ¢evreden gelen mesajlari almasinmi saglayan kisa dalli yapilar olan dendritler,
perikaryondan disa dogru adeta bir ag gibi ¢evreye yayilir. Bu kisa uzantilarin yiizeyinde yer
alan “denrit dikeni* ad1 verilen kiigiik ¢ikintilar, komsu néronlarin akson uglariyla temas ederek
sinaptik iletimin ger¢eklesmesini saglar (15, 26). Dendritler yapisal 6zellikleri ile aksonlardan
ayrilir. Daha genis ¢aplidirlar. Sitoplazmalarinda Nissl cisimcikleri, mitokondriler, nérofibriller
ile mikrotiibiiller bulunurken, genellikle golgi aygiti yer almaz (24, 26). Noronlarin islevsel
etkinligini stirdiirebilmesi igin ¢evrelerinde yer alan ndorogliya hiicreleri tarafinda
desteklenmeleri gerekir. Norogliya hiicreleri sinir doku biitlinliigiinii korurken ayni zamanda
iyon dengesi, besin taginmasi ve hasarli bolgelerin onarimi gibi birgok yasamsal faaliyeti de
tistlenir (15). Bu hiicrelerin MSS’de noronlara kiyasla neredeyse 10 kat daha fazla sayida oldugu
One siirlilmektedir. Ayrica kiiglik boyutlarina ragmen sinir dokunun yarisini olusturduklari
yoniinde goriisler de bulunmaktadir (23). Norogliya hiicreleri mitozla ¢ogalabilen hiicrelerdir.
Bulunduklarn sisteme gore “periferik® ya da “merkezi olarak siniflandirilirlar. MSS*de gorev
alan dort merkezi norogliya tipi mevcuttur. Bunlar astrositler, oligodendrositler, mikrogliyalar

ve ependim hiicreleridir (24).

2.4.1.2. Beyin Korteksinin Sinir Lifleri

Serebral kortekste sinir lifleri iki temel diizende yapilanir. Ismsal (radier) lifler; piramidal, stellat

ve fuziform noronlarin korteksten cikan aksonlarini igerir. Korteks ylizeyine dik dogrultuda
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uzanirlar. Buna karsin tanjensiyal (horizontal) lifler ise, yatay yerlesimli stellat hiicrelerin
aksonlarini ve piramidal ile fuzuform hiicrelerin kolletaral uzantilarini kapsar. Bu lifler daha ¢ok
4. ve 5. katmanlarda yogunlasir ve bu tabakalar literatiirde “Baillarger‘in i¢ ve dis tabakalar1*
olarak adlandirilir (22). Serebral kortekste noronlar, belirgin bir tabakali yapi igerisinde
dizilmistir. Hiicrelerin bu katmanlardaki dagilim bi¢imi sitoarkitektiir olarak adlandirilirken,
sinir liflerinin diizenlenisi ise miyeloarkitektiir ismini alir. Bu iki yapisal 6zellik birlikte
incelendiginde korteksin farkli morfolojik 6zellikler gésteren ndron gruplarina gore alt1 temel

tabakaya ayrildig1 goriiliir (24, 26). Bu tabakalarin distan ice dogru siralanmasiyla:

1. Lamina molekiilaris (Zonal tabaka): Beyin korteksinin en dis katmani olan bu tabaka,
sinir liflerinden olusan yogun bir ag yapisina sahiptir. Liflerin ¢ogu korteks yiizeyine
paralel, yani tanjensiyel yonde yerlesmistir. Bu yapi, 6zellikle piramidal ve fuziform
hiicrelerin apikal dendritleri ile Martinotti ve stellat hiicrelerin aksonlarindan
kaynaklanan uzantilarindan olusur. Sinir lifleri arasinda zaman zaman Cajal’a 6zgii yatay
diizlemde uzanan 6zel néronlara da rastlanir. Molekiiler katman, ¢ok sayida farkli néron

tipinin sinaptik baglantilar kurdugu bir iletisimin yogunlastig1 bir bolgedir.

2. Lamina graniilaris eksterna (Dis tanecikli tabaka): Bu katmanda bol miktarda kii¢iik
boyutlu piramidal néronlar ile stellat hiicreler bulunur. Dendritik uzantilar1 daha yiizeyde
yer alan molekiiler tabakaya yonelirken, aksonlar1 derin kortikal katmalara dogru ilerleyip
beyaz cevhere kadar ulagir. Hiicresel yogunlugun biiylik kismini graniiler néronlarin
olusturmasi nedeniyle bu tabaka adini da bu 6zellikten almistir. Miyeloarkitektiirel olarak,
sinir lifi bakimindan zayif bir yapiya sahiptir; bu 6zelligi nedeniyle baz1 kaynaklarda

“lamina disfibroza‘* olarak anilir.

3. Lamina piramidalis eksterna (Dis piramidal tabaka): Bu katman, boyutlar1 yiizeyden
derinlere dogru giderek artan piramidal néronlarin govdelerinden olusur. Hiicrelerin
apikal dendritleri korteksin en dis tabakasi olan molekiiler tabakaya kadar uzanirken,
aksonlar1 derine inerek beyaz cevhere yonelir. Bu diizenleme, hem dikey hem de yatay

baglantilarin kurulmasina katkida bulunarak kortikal iletisimi destekler.

4. Lamina graniilaris interna (I¢ graniiler tabaka): Bu katman, sikica paketlenmis stellat
ndronlarin yogun olarak bulundugu bir yapidir. Aralarina seyrek olarak kii¢lik piramidal
hiicreler de dagilmistir. Hiicrelerin bu yogun dizilimiyle birlikte, yatay dogrultuda uzanan
sinir liflerinn belirginlestigi bir fibriller bolge gelisir. Bu yapi, histolojik olarak
“Baillarger’in dis band1 “seklinde anilir.
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5. Lamina piramidalis interna (I¢ piramidal tabaka): Bu katman literatiirde siklikla ganglionik
tabaka olarak da adlandirilir. Bu katmanda, biiyiikk boyutlu piramidal hiicreler (6zellikle
Betz’in dev hiicreleri) ile orta biiytikliikte piramidal hiicreler bulunur. Aralarina dagilmis
halde Martinotti ve stellat hiicrelere de rastlanir. Yatay yonde seyreden sinir lifleri, bu bolgeyi

lif agisindan zenginlestirir ve Baillarger’in i¢ bandi, olarak adlandirilan lifsel yapiy1 olusturur.

6. Lamina multiformis (Cok bigimli hiicre tabakast): Beyin korteksinin en derin katmani olan bu
boliim, farkl sekil ve biiyiikliikteki ndronlarla zenginlesmistir. Bu sebeple polimorfik tabaka
olarak da adlandirilir. Fuziform hiicrelerin yogunlukta oldugu bu bélge, liggen ya da oval soma
yapisina sahip noronlar da gozlemlenebilir. Martinotti hiicreleri bu alanda baskindir. Ayrica
beyaz cevhere ulagan ve oradan ¢ikan ¢ok sayida sinir lifi yer almaktadir (22, 26).

Sekil 2.5: Luxol fast blue ile boyanan beyin korteksinin 6 tabakadan olustugu goriiliiyor. Sirasiyla;
PM: pia mater, V: ven, KD: kan damari, SK: Serebral korteks,BC: beyaz cevher, NN: norogliyal
niikleuslari, GH:glial hiicreler, PH:piramidal hiicreler, FH: fusiform hiicreler (27).
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2.4.2. Beyin Medullas1 (Beyin Beyaz Cevheri)

Beyin korteksinin altinda konumlanan beyaz cevher, miyelinli sinir liflerinin olusturdugu
demetler ile norogliya hiicrelerinin bir araya gelmesinden meydana gelir. Bu alan,
miyelinizasyon dilizeyi yiiksek lifler sayesinde sinirsel iletimin hizli ve koordineli
ger¢eklesmesini saglar. Beyaz cevherdeki sinir lifleri islevlerine gore ilic temel grupta

toplanir:

Assosiyasyon (baglant1) lifleri: Ayni1 serebral hemisferin i¢inde yer alan farkli kortikal
bolgeleri birbirine baglayan bu lifler, kisa ve uzun olmak {iizere ikiye ayrilir. Kisa
assosiyasyon lifleri komsu giruslar1 bibirine baglarken, uzun assosiyasyon lifleri ayni

yarimkiiredeki farkli loblar1 birbirine baglar.

Komissural lifler: Bir yarimkiiredeki korteksi, karsi yarimkiiredeki homolog kortikal

alanlarla iligkilendiren bu lifler, iki beyin yarimkiiresi arasinda bilgi aktarimini saglar.

Projeksiyon lifleri: Korteksi MSS’nin daha alt bolgeleriyle iletisim kurduran bu lifler, iki
farkli grupta siniflandirilir. Kortikofugal lifler, beyaz cevherden ¢ikarak bazal ¢ekirdekler,
beyin sap1 ve omurilik gibi derin merkezlerde sonlanir. Kortikopedal lifler ise talamustan

baslayip kortikal alanda biter (28).

2.4.3. Meninksler

MSS’de beyin ve beyincik kafatasi i¢inde; medulla spinalis ise omurga igerisinde yer alir.
MSS organlari, bag dokusundan yoksun yumusak ve jel kivaminda olan organlardir. Bu
nedenle kafatas1 ve omurga tarafindan koruma altina alinmistir. Ek olarak bu yasamsal
organlar ii¢ katmanli bag dokusu zarlariyla ¢evrelenmistir. Bu koruyucu zarlar, distan ige
dogru dura mater (sert zar), araknoid mater (Sriimceksi zar) ve pia mater (ince zar) olarak
adlandirilir. Bu ii¢ zarin tiimiine birden “meninks* denir. Dura mater’e “pasimeninks®,

araknoid mater ve pia mater’e ise “leptomininks “denir (23).

2.4.3.1. Dura Mater (Sert zar)

Kafatasinin periosteumuna sikica bagli, yogun bag dokusundan olusan dis zar katmanidir.
Kafatasinda dura mater ile periosteum arasindaki iliski dogrudan iken, omurga bolgesinde
dura mater ile periosteum arasinda epidural aralik (spatium epidurale) bulunur. Bu alanda
ince duvarli venler, gevsek bag dokusu ve yag dokusu yer alir (15). Dura mater iki tabakadan

meydana gelir. Kafatasina yakin olan periosteal dura mater (endosteal tabaka), fibroblastlar,
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osteoprogenitor hiicreler, kollajen lif demetleri, zengin damar ag1 ve sinirler icerir. Kollajen
lifleri arasinda elastik lifler de bulunur. I¢ tabaka olan meningeal dura mater ise daha yogun
fakat daha az damarl bir yapiya sahiptir. Cogunlukla fibroblastlardan, kollajen liflerden ve
kiiciik kan damarlarindan olusur. Beyin bolgesinde kafatasi kemigi ile dura mater sikica
birlestiginden epidural aralik yoktur. Bu alanda dura yiizeyini saran mezotel hiicre bulunmaz.
Damarlar, dura materi delerek periosteuma ulasir. Dura mater, tiibiiler bir kilif igerisinde
kafatasindan ¢ikan sinirlerin etrafini sarar ve sinirin dis kilifi olan epineurium ile birlesir (21,
23). Dura materin i¢ tabakasi, belirli bolgede ice dogru septumlar olusturarak, kraniyal

boslugu falks cerebri, tentorium cerebelli, diafragma sella boliimlerine ayirir (26).

2.4.3.2. Araknoid Mater

Araknoid mater, dura materin hemen altinda yer alir. Oriimcek agina benzer bir yap1 gosterir.
Bu zar, iki ayr1 bilesenden olusur: biri dogrudan dura mater ile temas halinde bulunan yiizey
tabakas1 digeri ise pia mater ile araknoidi birbirine baglayan ince trabekiiler ag sistemidir.
Damar igermeyen bu ince yapi, beyin ylizeyindeki giruslar orter; fakat sulkuslara dogru
derinlesmez. Araknoid zar, omuriligi de ¢evreler ve kranial araknoidin yapisal biitiinliiglinii
stirdliriir. Dura mater ile araknoid arasindaki bosluk subdural aralik, serdz siv1 i¢eren dar bir
bosluktur. Araknoid ile pia mater arasinda yer alan subaraknoid aralik ise BOS dolagimina
olanak saglar (24). Subaraknoid bosluk, BOS igcermesi sayesinde MSS’ni darbelere kars1
koruyan sivi dolu bir tampon gorevi goriir. Araknoid mater ile pia materin birbirine bakan
ylzeyleri ile araknoidin dis ylizeyi, tek katli mezotel hiicreleriyle ortiiliidiir. Bu bosluk, bazi

bolgelerde belirgin sekilde genisleyerek sisternalar ad1 verilen yapilari olusturur.

Araknoid zar, belirli alanlarda dura materin i¢ine dogru parmak benzeri ¢ikintilar uzatir ve
bu yapilar dogrudan venoz siniislerle baglant1 kurar. Genisleyen ug kisimlartyla dikkat ¢geken
bu olusumlar “araknoid villuslar* olarak adlamdirilir. Bu villuslar, subaraknoid boslukta
bulunan BOS‘un vendz sistem igerisinde tek yonlii gegisini saglayan valf benzeri yapilardir.
BOS villuslarin tepe noktasindan vendz siniis i¢ine aktarilir. Villuslarin u¢ kisminda dura
mater oldukc¢a incedir. Bu bolgede BOS ile venoz arasinda yalnizca vendz endotelden olusan
bir bariyer yer alir. Bu bolgede bulunan damarlarin gecirgenligi, sistemik dolasimdaki

damarlara gore daha sinirlidir (26, 28).
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2.4.3.3. Pia Mater

Pia mater, MSS yapilarini dogrudan saran, ince yapili ve yogun damar agina sahip bir bag
dokusu tabakasidir. Beyin ve medulla spinalis ile yakin konumda olmasina ragmen, bu zar
sinir hiicreleri ya da aksonlarla dogrudan temas kurmaz. Bunun yerine buradaki damarlar pia
mater aracilifiyla perivaskiiler bag dokusu kilifiyla baglanti i¢erisindedir (26). Pia mater ile
noral yapilar arasinda, bu zarin sikica tutunmasini saglayan ve sinir sistemiyle BOS arasinda
bir sinir olusturan noroglial uzantilarin meydana getirdigi bir fiziksel bariyer yer alir. Pia

mater mikroskobik incelemede iki farkli katman goriiliir (15).

Intimal pia tabakas1, beyin dokusuna en yakin yerlesimi olan, ince zar yapisindaki katmandir. Bu
katmanda retikdiler lifler bulunur ve bu lifler fibroz uzantilar olusturarak sinir dokusu i¢ine dogru
ilerler. Epipial tabaka ise pia materin dis kisminda yer alir. Bu katman, yogunlukla kollajen lifler
ve i¢inde sinirl sayida fibroblast barindirir. Dis ylizeyi, tek katli yassi mezotel hiicreleriyle
kaplanmistir. Beyin dokusuna giren arterler, beraberlerinde pia materi de yaninda tasir. Bu nedenle
zar, prekapiller arteriollere kadar damarlarin etrafin1 sarmaya devam eder. Pia mater ile damarlar
arasinda bosluga Wirchow-Robin aralig1 ya da perivaskiiler aralik adi verilir. Bu bosluk, damar
ilerledik¢e daralir ve kortikal diizeyde tamamen kaybolur. Embriyonik gelisim agisinda araknoid
ve pia mater aynt mezodermal kokene sahip olduklar i¢in siklikla pia-araknoid olarak birlikte
anilir. Bu iki zarin ortak kokenine olan kanit, eriskin meninkslerinde araknoid ile pia mater

arasindaki gdzlenen ¢ok sayidaki bag dokusu kopriistidiir (26).
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Sekil 2.6: Beyin zarlarin1 gosteren sematik ¢izim (29).
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2.5. Kan Beyin Bariyeri (KBB)

MSS, insan organizmasinda islevsel biitiinligi en kolay bozulabilen sistemlerdendir.
Noronal aktivitenin siirdiiriilebilmesi i¢in iyon konsantrasyonunun sabit kalmas1 ve sinir
dokusunun metabolik gereksinimlerinin etkin bigimde karsilanmasi biiyiik 6nem tasir.
Giinliik yasamda yer alan bircok madde, sistemik dolasimda zararsiz olarak metabolize
edilmesine ragmen, norotoksik etkiler olusturabilmektedir. Bundan dolay1 MSS ile dolasim
sistemi arasinda segici gegirgen Ozellige sahip bir arayliziin bulunmasi yasamsal 6nemlidir.
Bu arayiiz; iyon dengesini dinamik bir bi¢imde diizenlemek, gerekli besinleri taginmasini
saglamak ve zararli molekiillerin gegisini sinirlandirmak gibi pek cok gorev {istlenir. Kan-
beyin bariyeri (KBB) olarak adlandirilan bu yap1 beyin mikrovaskiilatiiriinde homeostatik
dengenin korunmasinda temel rol oynar ve MSS’nin i¢ ortamini kararli tutarak norolojik

fonksiyonlarini saglikli bicimde siirdiirmesine katki sunar (30).

2.6. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucu kimyasallar, viicudun hormonal sistemine disaridan etki eden ve endokrin
dengeyi bozan kimyasal bilesiklerdir. Bu maddeler hormonlarin sentezlenmesi,
salgilanmasi, taginmasi, metabolize edilmesi, reseptorlere baglanmasi ya da pargalanarak
viicuttan uzaklastirilmasi gibi fizyolojik stireclerle dogrudan ilgilidir. Etkilerini hormon
metabolizmasini uyararak ya da baskilayarak gosterirler. Bu durum da dolagimdaki hormon
diizeylerinde degisikliklere yol agabilir. Yapisal olarak bir¢ok dogal hormona benzeyen bu
maddeler, olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda bile biyolojik aktivite gdsterebilir. Hiicresel
diizeyde, endojen hormonlar taklit ederek benzer etkilere neden olabilir veya reseptorleri

isgal ederek gercek hormonlarin etkisini engelleyebilirler (31-34).

2.6.1. Endokrin Bozucu Kimyasallarin Siniflandirilmasi

Endokrin bozucu kimyasallar, yapisal ¢esitlilik agisindan oldukga genis bir grubu temsil
eder. Heterojen 6zellikleri nedeniyle bu maddeler, kaynaklarina ve kimyasal yapilarina gore

temel olarak iki ana grupta incelenebilir:

2.6.1.1. Dogal Kokenli Endokrin Bozucular

Baz1 bitkisel kaynakli maddeler, oOzellikle insan ve hayvan besinlerinde bulunan

fitodstrojenler bu gruba girer. Ornek olarak genistein, mirisetin ve kumestrol gibi bilesikler
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verilebilir. Bu maddeler bitkisel hormonlara benzer yapilar tagiyarak endokrin sistem

tizerinde Ostrojenik etki gosterebilir (35) .

2.6.1.2. Sentetik Endokrin Bozucular

Endiistriyel iiretim siireclerinde ortaya ¢ikan ya da dogrudan kullanilan kimyasal maddeler
bu gruba dahildir. Bu bilesikler hem yaygin kullanim alanlarina hem de toksikolojik etkilere
gore siniflandirilabilir. Bu siniflandirmada sanayi kimyasallar1 ve yan iirlinleri grubunda,
poliklorlu bifeniller (PCB), polibromlu bifeniller ve dioksinler mevcuttur. Plastik tiirevleri
sinifina 6rnek olarak Bisfenol A (BPA) verilmektedir. Bu maddeler, 6zellikle igecek kaplari
ve gida ambalajlarinda yer alir. Plastiklestiriciler sinifinda yer alan fitalatlar, yumusak plastik
tiretiminde yaygin bi¢imde kullanilir. Zirai kimyasallara verilen orneklerin basinda
pestisitler (6r. DDT) ve fungusitler (6r. Vinclozolin) gelmekte olup tarimsal alanlarda yogun
kullanima sahiptirler. Baz igerikli farmasétik ajanlardan 6zellikle dietilstilbestrol (DES) gibi

sentetik Ostrojenler, bu gruba 6rnek teskil eder (35).

2.6.2. Endokrin Bozucularin Biyolojik Etkileri

Endokrin bozucu kimyasallar ¢ogunlukla lipofilik 6zellik gosterir, yani yagda ¢oziiniirler.
Yag dokularinda kolayca tutunduklari i¢in metabolizmadan yavas atilirlar ve durum
biyolojik yar1 dmiirlerini uzatir (36). Hem insanlarda hem de hayvan modellerinde endokrin
sistemin fizyolojik isleyisini bozarak cesitli olumsuz sonuglara yol agmaktadir (37). Bu
maddelerin etkileri yalnizca hormonal sistemi sinirl tutmayip, basta lireme olmak {izere
bagisiklik ve sinir sistemleri iizerinde de belirgin hasarlara neden olabilmektedir. Ayrica
insanlarda bazi timor tiplerinin gelisimi, dogumsal anomaliler ve biiylime-gelisme
bozukluklar1 gibi ciddi saglik sorunlariyla iliskilendirilmistir (38). Endokrin bozucularin
dikkat ¢ceken etkilerinden biri de reaktif oksijen tiirleri (ROS) liretimini artirmalaridir. Olusan
bu serbest radikaller, hiicresel yapilar1 hedef alarak ozellikle proteinlere, DNA’ya ve
membran lipidlerine zarar verir. Bu etkilesimler sonucunda oksidatif stres artar ve dokularda

kalic1 hasar meydana gelebilir (39).

2.6.3. Endokrin Bozuculara Maruziyet Yollar

Endokrin bozucu kimyasallara maruziyet cesitli yollarla gerceklesebilir. Bu kimyasallar
kontamine i¢gme suyunun tiiketilmesi, kirli havanin solunmasi veya cilt yoluyla emilmesi

gibi farkl yollarla viicuda girebilmektedir (31, 32).
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Endokrin bozucu bilesiklerin biiyiik bir kism1 su kaynaklarina karisma potansiyeline sahiptir.
Bu sekilde yiizey ve yer alt1 sular1 bilesikler icin bir tasiyici ortam haline gelebilir. Ozellikle
atik su aritma siireglerinin bazi basamaklarinda (flokiilasyon, ¢oktlirme, filtrasyon, klorlama
gibi) bu kirleticilerin tamamen uzaklagtirilamamasi, suyu potansiyel bir kontaminasyon
kaynagi haline getirmektedir. Ayrica ylizeysel akislar yoluyla tarim alanlarindan veya kirli

topraktan kanalizasyon sistemlerine karigan maddeler de bu duruma katkida bulunur (37).

Yapilan bazi arastirmalarda, hayvansal kaynakli gidalarla belirli diizeyde endokrin bozucu
kimyasallarin (EBK) varlig1 rapor edilmistir. Ozellikle balik, sigireti, yumurta ve peynir gibi
yag icerigi yliksek besinlerde, 1-2 mg/kg diizeyinde poliklorlu bifenil (PCB) tespit edilmistir.
Insanlarin yiiksek miktarda balik tiiketmeleri ve kontamine anne siitiiyle bebeklerini

beslemeleri, bu tiir kimyasallara maruziyeti artmaktadir (40).

Fitalatlar, yiiksek tiretim hacmine sahip plastiklestiriciler olup, hem evsel hem de endiistriyel
tiriinlerde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Gida kaplari, icecek siseleri, plastik tabaklar,
ambalaj malzemeleri ve oyuncaklar gibi giinliik tiikketim iiriinlerinde siklikla yer alirlar. Bu
maddeler, cocuk iirlinleri ve biberonlarda bulunabildiginden, bebekler agisindan énemli bir
maruziyet kaynagidir. Bu nedenle, Amerika Birlesik Devletlerinde 2008 yilinda yiiriirliige
giren Tiiketici Uriinleri Giivenligini Iyilestirme Yasasi (CPSIA), ¢ocuk iiriinlerinde alti

fitalat tlirevinin kullanimin1 yasaklamistir (37).

2.6.4. Nonilfenoliin Genel Ozellikleri

Nonilfenol (NP), DES, BFA,DDT, polibrominat difenil eter (PBDE) ve PCB gibi maddelerle
birlikte en yaygin bilinen endokrin bozucular arasinda olan alkilfenol polietoksilat (AFEO)
grubunda yer almaktadir (41). AFEO bilesikleri , cevrede kalici olup ve dokularda birikerek
toksik etkilere yol agmaktadir. AFEO bilesikleri, ortam sicakligi 20°C’nin iizerine ¢iktiginda
¢ozlinme siirecine girer. Bu siirecte, etoksilat gruplari hidrolizle uzaklastirilir ve bunun
sonucunda oktilfenol, biitilfenol ve NP gibi bilesikler olusur (41). NP; tekstil sanayi, tarimsal
ilaglama, temizlik iirtinleri, leke ¢ikaricilar, gida paketleme sistemleri, kozmetik iiretimi ile
boya ve kaplama sanayilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (42). Ayrica yapay regine
tiretiminde ise katalizor islevi goren seyreltici olarak rol almaktadir. Plastik gida
ambalajlarinda yaygin bicimde kullanilan bir antioksidan olan tris (4-nonil-fenil) fosfit
(TNPP), NP iceren bir bilesiktir ve bu bilesik NP’nin kullanimiyla sentezlenmektedir. TNPP,
genel olarak giivenli olarak degerlendirilse de, lipofilik 6zellikleri nedeniyle 6zellikle yag

icerigi yiiksek besinlerle temasinda insan viicuduna ge¢me potansiyeline sahiptir (42). NP,
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yiiksek lipofilik yapisi sebebiyle akiimiilasyon egilimindedir (43). NP nehirde yasayan
baliklara gectikten sonra ¢ogunlukla bobrek ve karacigerde depolanmaktadir (44). NP’ {in
biyobirikim faktorii arastirildiginda bu kimyasalin tath sularda yasayan organizmalarda ve
kuslarda biyolojik olarak birikme potansiyelinin yiiksek oldugu bildirilmistir (45). Insanlar,
NP gibi toksik maddelere biyolojik birikim yoluyla en ¢ok maruz kalan canlilardir. NP’lin
atik sular yoluyla yayilmasi disinda plastik kaplardan besin ve igme sularina da gectigi
gosterilmistir (46, 47). Bu bilesigin Avrupa iilkelerinde kullanimi ve tiretimi 2003 ten beri
yasaktir (48). Bu nedenle Japonya ve Kanada’da yasak olan nonilfenol hakkinda yeterli risk
degerlendirme c¢alismast bulunmamaktadir. Tolere edilen giinliik alinim miktar1 (TDI),
Danimarka Cevre Ajansi (Danish Environmental Agency) tarafindan 5 pg/kg viicut

agirligi/giin olarak belirlenmistir (48).

2.6.4.1. Nonilfenoliin Tarihgesi

NP, ilk kez 1940 yilinda sentezlenmis ve kimyasal endiistride kullanim1 1960’11 yillardan
itibaren hizl bir sekilde yayginlagsmistir (49). Sucul ekosistemler lizerindeki NP’ nin toksik
etkileri, 1980-1985 yillar1 arasinda gerceklestirilen ¢esitli bilimsel ¢aligmalarla saptanmistir
(46, 47). Bu donemde yapilan ¢evresel analizlerde, NP'nin atik su aritim tesislerinden elde
edilen camurlarda ve dogal tortularda 50 ile 200 mg/g arasinda degisen konsantrasyonlarda
biriktigi tespit edilmistir (2). 1990’11 yillarda elde edilen bulgular ise, NP' nin endokrin
sistemi olumsuz etkileyebilen Ozelliklere sahip oldugunu ve ozellikle balik tiirlerinde
Ostrojen benzeri fizyolojik tepkilere neden oldugunu gostermistir (46, 47). Bunun yani sira,
cesitli arastirmalar NP kalintilarinin gida maddelerinde de tespit edildigini ortaya koymus
ve bdylece insan sagligi acgisindan tasidigi risklere dikkat ¢ekilmistir (50, 51). Bu bilimsel
veriler dogrultusunda, bircok iilkede NP' nin {iiretimi ve kullanimina yonelik smirlayici
diizenlemeler yiiriirliige girmistir. Ornegin, igme suyunda NP konsantrasyonunun 28 pg/L’yi
geemesinin saglik agisindan olumsuz sonuglar dogurabilecegi belirtilmistir. Ancak,
Hindistan ve Cin gibi bazi iilkelerde s6z konusu diizenlemelere ragmen NP iiretimi halen

genis Ol¢ekte siirdiiriilmektedir.

2.6.4.2. Nonilfenoliin Kimyasal Yapisi

Nonilfenol etoksilatlar (NPE) suda ve anaerobik kosullarda, parcalanarak NP’ye doniisiir (48).
NP yapisindaki benzen halkasi sayesinde canlilarda birikebilen bir kimyasaldir (52). Diger
AFE’lere gore organizmada daha fazla birikir ve daha toksiktir (52). Sekil 6’ de NP’ {in

kimyasal yapis1 gosterilmistir. NP, a¢ik sar1 renkli ve kivamli bir sividir. Hafif fenol benzeri
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bir kokusu bulunur. Saflik orani genellikle %90 civarindadir. Erime noktasi, farkli zincir
yapilarindan dolay1 tam olarak belirli degildir ve -10°C ile 20°C arasinda degisen degerler
bildirilmistir. Kaynama noktasit yaklasik 290-310°C arasindadir; ancak bu sicakliklara
ulasmadan parcalanmaya baslayabilir. 20°C sicaklikta yogunlugu 0.95 g/mL civarindadir.

Colyo JH

Sekil 2.7: Nonylphenol’iin kimyasal yapisi (42).

2.6.4.3. Nonilfenoliin Genel Toksisitesi

Erkeklerin NP’ye maruziyet oraninin ayni yas grubundaki kadinlar ile karsilastirildiginda
daha fazla oldugu ve giinliik NP alimimin yasa bagl olarak azaldig: belirlenmistir. Okul
oncesi donemde ¢ocuklarin NP’ ye maruziyetinin ¢ok daha yiiksek oldugu ve buna bagh
olarak giinliik alinan dozun viicut agirligi ile iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir (53). Ayrica
2008’de italya’da yapilan bir calismaya gére anne siitiinde NP tespit edilmis ve bu durum
yag doku ile iligkilendirilmistir. Caligmaya gore NP seviyesi 13—56 pg/L’dir. Bu da anne
siitii ile beslenen c¢ocuklar igin risk olusturmaktadir (54). Ostrojenle iliskili reseptorlerin
diizenlenmesi ve sentezi sirkadiyen ritim ile kontrol edilen ve yliriitiilen bir siirectir. Fareler
ile yapilan bir ¢aligmada, NP nin ve diger endokrin bozucularin bu reseptorlerin sentezini
etkiledigi ortaya koyulmustur (55). Sicanlarda NP’nin oral yolla alinmasinin testislerde
patolojik sonuglara neden oldugu, epifiz bezinden salgilanan melatonin hormonunun ise bu
hasar i¢in koruyucu 6zellik gosterdigi belirtilmistir (56). Yapilan ¢calismalarda genel olarak
NP’nin, insanlarda steroid hormonlar taklit edebildigi tespit edilmistir (47). NP ile yapilan
caligmalar sonucunda oral gavaj yolu ile verilen NP nin 10 dakika sonra kanda tespit edildigi
ve intravendz uygulamalar sonucunda da yarilanma Omriiniin 310 dakika oldugu
belirtilmistir. Yarilanma 6mrt, viicuttaki plazma konsantrasyonunu veya kimyasal miktarini
%350 azaltmak icin gegen siire olup bu nedenle onemlidir. Ayrica NP’nin laboratuvar
hayvanlarinda cilt ve gézde tahris edici ve agindirict oldugu goézlemlenmistir (57). NP iireme
sistemi dahil bir¢ok sistem i¢in toksik bir bilesiktir. Yapilan calismalar sonucu etkilenen
gebe bireylerin fetal kordon kaninda, maternal dolagimda, plasenta da NP’ ye rastlanmistir.
Buna gore NP, plasentadan gecebilen bir kimyasaldir. Maternal dolasimdaki NP ile

amniyotik sivi arasinda bir iliski oldugu ortaya koyulmustur (53). Tirkiye’de Mersin
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bolgesinde 103 idrar 6rnegi 3-51 yas araligindaki kadin, erkek ve ¢ocuklardan toplanmis
olup yapilan analizler sonucunda toplanan idrar 6rneklerinde BPA ve NP’ ye rastlanmistir
(58). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda, NP’ nin oral yolla maruziyetinin testislerde patolojik
bulgulara neden oldugu tespit edilmistir (56). Insanlarda ise NP’nin 6strojen hormon

seviyelerini etkileyerek endokrin bozucu 6zellik gosterdigi belirtilmistir (59).

2.6.4.4. Nonilfenoliin MSS Uzerindeki Toksik Etkileri

Bu bilesik karaciger, bobrek, tiroid, géz, pankreas ve solunum sistemlerinin yani sira MSS
tizerinde de ciddi toksik etkiler gosterebilen bir kimyasaldir (60-63). Xu ve arkadaslarinin
bir ¢aligmasinda gebeligin 9-15. giinleri arasinda 50, 100 ve 200 mg/kg/giin dozlarinda NP’
ye maruz kalan sicanlarin erkek yavrularinda, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda belirgin
azalma goriilmiistiir (64). Bu etkilerin, NP’ nin hipokampusta yapisal bozulmalara yol
acmas1 ve noronal toksisiteye neden olmasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn
zamanda NP’nin kan-testis bariyerini ge¢erek hormon diizeylerini etkilemesi, hem sinirsel
gelisimi hem de davranigsal islevleri bozabilmektedir. Erken yasam doneminde NP veya
benzeri endokrin bozuculara maruz kalmak, beyin gelisimi ve davranis iizerinde kalici
etkiler birakabilmektedir. Ishido ve arkadaslar1 yeni dogan siganlara uygulanan 87 nmol
dozundaki NP’nin, dopaminerjik sistemin gelisimini bozdugunu ve bu durumun 4-5 haftalik
donemde hiperaktiviteye yol agtigini belirtmistir (65). Bu etki, 6zellikle orta beyindeki
dopamin tireten c¢ekirdeklerde tirozin hidroksilaz (TH-ir) diizeyinin azalmasi ile
iligkilendirilmistir. NP bilesiklerinin merkezi sinir sistemine zarar verdigi spesifik beyin
bolgelerinin ¢alismasini etkiledigi 6ne siirlilmiistiir. In vivo ve in vitro ¢aligmalarla NP nin

merkezi sinir sistemi hiicrelerinde apoptoza neden oldugu gdsterilmistir (66).

Yapilan bir ¢alismada NP uygulamasinda sican beyninde glutatyon (GSH) seviyesinin
azaldigy, lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehitin (MDA), kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugu tespit edilmis. Bu ¢calisma ile NP’nin beyin
dokusunda oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir (67). MSS {izerine etkileri; biligsel
fonksiyonlarin zayiflamasi, 6grenme ve hafiza siireglerinde bozulma, norogenezde
aksakliklar gibi ¢esitli alanlarda kendini gostermektedir (68). Lipofilik 6zelligi sayesinde
NP, yutulmasinin ardindan kan dolagimina gecer ve kan-beyin bariyerini kolayca asarak sinir
dokularina ulasir (69). Norotoksisite mekanizmalar1 arasinda inflamasyon (70), oksidatif
stres (71), gliozis ve ndron kayb1 (67) gibi siiregler de yer alir. Matsunaga ve arkadaslari,

NP'nin hipokampal néronlarda dendritik biiylimeyi engelledigini ve bu durumun ¢ocukluk
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doneminde psikolojik bozukluk riskini artirabilecegini rapor etmistir (72). COX-2 ve iNOS
gibi iltihapla iligkili genlerin asir1 aktivasyonu, 6zellikle hipokampus ve korteks bolgelerinde
gozlemlenmis, bu da NP’nin beyin dokusunda kronik inflamasyona yol agtigini
gostermektedir (73). Mao ve arkadaslan tarafindan yiiriitiilen baska bir deneyde, 90 giin
boyunca 0-200 mg/kg/giin dozlarinda NP verilen farelerde; SOD, CAT, GPx ve GR gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesi azalmis, MDA diizeyleri ise artmistir (74). Bu sonuglar,
NP’nin beyinde oksidatif stres ve apoptoz olusturarak bilissel yetilerde bozulmaya neden

oldugunu gostermektedir.

2.7. Alfa Lipoik Asit

2.7.1. Alfa Lipoik Asitin Tarihcesi

Lipoik Asit (LA) insan viicudunda sentezlenebilmesine ragmen, kesfi 1937 yillarina
dayanmaktadir. Bu donemde yapilan ¢esitli c¢alismalarda, laktik asit bakterilerinin
biiylimesini stimiile eden asetatin yerini alabilecek kristal yapida bir bilesik, karacigerden
elde edilmis ve bu bilesigin laktik asit bakterileri tarafindan piruvatin oksidatif
dekarboksilasyonu i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Daha sonra 1950’lerde asetatin mevcut
olmadig1 ortamlarda, apo-piruvat dehidrojenazin bir aktivatorii olarak Streptococcus lactis'in
biiylimesi i¢in oldukg¢a aktif olan kalintilar tespit edilmis ve bu kalintilara ‘lipoik asit’ adi
verilmistir. Bu isim ise bilesigin yag coziiciilerinde oldukca ¢oziiniir olmasi, asidik olmasi
ve piruvatin oksidatif dekarboksilasyonu yoluyla yag asitlerinin bir Onciisii olan asetat
olusumunda yer almas1 gerceginden tiiretilmistir (75). Daha sonra molekiiler yapinin tespiti
ile 1,2-ditiolan-3-pentanoik asit olarak adlandirilmigtir. 1994 yilinda, yapilan bir ¢aligmada
ise lipoik asit; ‘Escherichia coli'nin piruvat dehidrojenaz, a-ketoglutarat dehidrojenaz ve
glisin parcalayic1 enzim komplekslerinin islevi i¢in gerekli olan, kovalent olarak bagh

disiilfiir igeren bir kofaktordiir’ seklinde tanimlanmstir (76).

2.7.2. Alfa Lipoik Asitin Kimyasal Yapisi

Alfa lipoik asit (ALA) dogal olarak olusan ve iki siilfiir molekiilii igeren sekiz karbonlu kisa
zincirli bir yag asitidir (77). ALA igerisinde 2 adet siilfiir marifetiyle, organizmalarin enerji
metabolizmalari sirasinda gerceklesen reaksiyonlarda kofaktor olarak rol alan ve antioksidan
islevi belirgin olan, mitokondriyal membranlarda destek gorevi goren bir molekiildiir (78).

Diisiik redoks potansiyeli ve benzersiz rediiksiyon kapasitesi sayesinde ROS’un
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yakalanmasinda ve diger antioksidanlarin okside formlarinin rediiksiyonunda gorev alan
ALA’ ya bu yiizden ‘antioksidanlarin antioksidani’ denilmektedir (79). ALA’nin iki formu
bulunmaktadir. Bunlar rediikte form ve rediikte olmayan formlardir (Sekil 2.8). Viicutta
gerekli durumlarda bu formlarin birbirine doniismesi miimkiindiir. ALA nin rediikte formuna
ayrica dihidrolipoik asit (DHLA) ismi de verilmektedir. DHLA hiicre i¢i reaksiyonlarda daha
aktif olan formdur (80). ALA viicutta DHLA’ya indirgenir ve viicutta dogal olarak rediikte
formda bulunur. DHLA antioksidan ve prooksidan etki gostermektedir. Prooksidan etkiyi

ozellikle demir varliginda gostermektedir (81).

(@)

o-Lipoic acid (LA)
*
OH

S—S8
Oxidized

Dihydrolipoic acid (DHLA)
= OH

SH HS
Reduced

Sekil 2.8: o-lipoik asitin okside formu ile dihidrolipoik asit (DHLA)’in indirgenmis formunun
kimyasal yapilarinin sematik gdsterimi (81).

2.7.3. Alfa Lipoik Asitin Metabolizmasi

ALA, 6zellikle enzim yapis1 fazla olan hayvanlarda ve bitkilerde yogun miktarda bulunur
(100). Bitkiler igerisinde en fazla 1spanak, bezelye, domates, piring kepegi, Briiksel lahanast,
brokoli de bulunurken, hayvan dokular igerisinde ise en fazla karaciger, kalp ve bobrekte
yer alir (82). ALA, pek cok prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizmalardan da
sentezlenebilen bir molekiildiir (83, 84). Okaryotik mikroorganizmalarda sentez yeri
mitokondrilerdir. Mitokondride oktanoik asit ve bir siilfiir kaynagi kullanilarak
gerceklesmektedir. Yapisindaki karbon iskeleti oktanoik asitten saglanirken, siilfiirlenme
reaksiyonu sonucunda ALA olusur. Bu biyosentez siireci, mitokondride bulunan lipoik asit
sentezaz enzimi araciligiyla yuriitiiliir. Bu siirecte oktanoik asit ve siilfiir kaynagi olan
sistein, substrat olarak kullanilir (10). Insanlardaki sentez yeri 6zellikle karaciger olup, diger
dokularda da sentezi yapilmaktadir. ALA, oral veya intravendz yollarla viicuda alindiginda
hizla absorbe edilir ve burada aktif form olan DHLA’ya indirgenir. Viicut igerisinde tasinma
yollari ile ilgili iki mekanizma bildirilmistir. 75 pm’den daha kii¢lik molekiiller, tasiyicili
olarak reuptake (tastyict aracili geri alim) mekanizmasiyla tasinirken; yiiksek

konsantrasyondan daha diisiik konsantrasyona gegciste ise pasif diflizyon yolu ile taginmasi
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gerceklesmektedir (85). ALA’ nin oral alimlarda %93°den fazlasi bagirsaklardan emilir. ALA
emilimini takiben 1,2 ditiyolen halkasinin indirgenmesiyle DHLA formuna doniisiir (86).

Viicuttan eliminasyonu %80 oraninda bobrekler yardimiyla saglanir (79).

2.7.4. Alfa Lipoik Asitin Antioksidan Etkisi

ALA’nin, antioksidan etkinligi yiiksek olan E vitamini ve C vitaminini rejenere ettigi son
yillarda gosterilmistir. E vitamini antioksidan dongiisiiniin en 6nemli bilesenlerindendir.
Ozellikle membran ve yag dokusundaki serbest radikal aktivasyonunu durdurmak icin calisir
(87). Hem ALA’nin hem de DHLA’n1n serbest radikallerden olan hidrojen peroksit, hidroksil
radikali, hipoklorik asit gibi serbest radikalleri detoksifiye ettigi bildirilmistir (88, 89). Ayni1
zamanda ubikinol gibi antioksidanlarin olusumuna destek olarak hiicrenin antioksidan
kapasitesini desteklemektedir (89). ALA’'nin lipofilik yonii sebebiyle KBB’yi geg¢me
potansiyeli vardir. Bu 6zellik sayesinde potansiyel bir beyin antioksidani ve terapdtik ajan

olarak kullanilabilir (11).

2.8. interlokin-1 Beta

Interlokin-1 beta (IL-1p), MSS’de meydana gelen inflamatuar siireglerin baslatilmasinda ve
stirdiiriilmesinde kritik rol oynayan proinflamatuar bir sitokindir. Mikroglialar tarafindan
uiretilen IL-1B, hiicresel stres, patojen varlig1 ya da travma gibi uyaricilarla aktive edilir ve
cesitli sinyal yollarini etkileyerek noroinflamasyonun sekillenmesine katki saglar (90, 91).
IL-1B, noronal uyarilabilirligi ve glial hiicre aktivasyonunu artirarak, sitokin liretimini tegvik
eder. Bununla birlikte, KBB gec¢irgenligini degistirme kapasitesine sahip olmasi, periferal
immiin bilesenlerin MSS’ ye olan erisimini kolaylastirarak inflamatuar yaniti derinlestirir
(92, 93). Ozellikle Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda IL-1B diizeylerinin artmig olmast,
bu sitokinin nérodejeneratif siireclerdeki patojenik roliinii desteklemektedir (94, 95). Uzamis
IL-1B aktivitesi, fizyolojik inflamatuar yanitin Gtesine gegerek hiicre hasarina, sinaptik
disfonksiyona ve ndronal 6liimle sonuglanan kronik néroinflamatuar ortamin olugmasina
neden olabilir. Bu nedenle, IL-1 hedefli tedavi stratejileri, birgok nérodejeneratif hastalikta

potansiyel terapdtik yaklagim olarak degerlendirilmektedir (96, 97).
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2.9. IBA-1: Mikroglia Aktivasyonunun Spesifik Bir Belirteci

Iyonize Kalsiyum Baglayic1 Adaptér Molekiilii 1 (IBA-1), yalnizca mikroglia eksprese
edilen, mikroglia aktivasyonunu degerlendirmede kullanilan spesifik bir hiicresel markerdir.
Normal kosullarda dinlenim halinde bulunan mikroglialar, sinir sistemi hasari, toksik ajanlar
veya enfeksiyon gibi uyarilarla aktive olur. Bu aktivasyon sonrasinda morfolojik,
fonksiyonel degisiklikler gosterirler. Aktivasyon siirecinde IBA-1’in ekspresyonu belirgin

sekilde artar (90, 98, 99).

IBA-1, aktin iskeleti diizenleyici proteinlerle etkileserek mikroglialarin fagositoz
yeteneklerini artirir. Bu sayede, hiicre dig1 enkazin temizlenmesi, hasarli néronlarin ortadan
kaldirilmasi ve patojenlere karsi savunma gibi 6nemli gorevler tistlenilir (96, 100). Ancak
kroniklesen aktivasyon durumlarinda mikroglialar, proinflamatuar fenotipe (M1) gecerek
IL-1B, TNF-a gibi mediatorleri salgilar ve bu durum noérodejeneratif siireci hizlandirabilir
(101, 102). IBA-1’in immiinohistokimyasal olarak kolaylikla saptanabilir olmas1 sayesinde
deneysel modellerde ve insan doku orneklerinde mikroglial yanit1 izlemede sikca tercih
edilen bir biyobelirtegtir. Parkinson ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda artmis
IBA-1 diizeyleri, hastalik progresyonu ile mikroglial aktivasyon arasindaki iligkiyi
desteklemektedir (48).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Nonilfenol ile Olusturulan Norotoksisitede Alfa Lipoik Asitin Etkilerinin Arastirilmasi
isimli bu tez calismasinin tiim deneysel protokolleri, Kirsehir Ahi Evran Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis (Bkz. EK 1); TIP.A4.25.003 no’lu proje
olarak Kirsehir Ahi Evran Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.

3.2. Hayvan Deney ve Calisma Diizeni

Calismada, 220420 gr agirhiginda Wistar Albino cinsi 30 adet erkek rat kullanilacaktir.
Deney Oncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat 151k 12 saat karanlik foto
periyodunda ve 22-24 derece sabit 1sidaki odalarda barindirildi. Hayvanlarin beslenmesinde,
pellet yem ve ¢esme suyu kullanildi. Yem ve su tiiketiminde kisitlama yapilmadi. Calismada
ratlar, her birinde 6’sar rat olacak sekilde rastgele dagitildi. Deney protokoliinde kullanilacak
sicanlar 5 gruba ayrildi. Deney toplam 28 giin slirmiis olup, hayvanlarin viicut agirliklart
deney baslangicinda (Giin 0), deneyin 21. Giiniinde (Giin 21) ve deney sonunda (Giin 28)
Olciilerek takip edildi.

Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir igslem yapilmadi. Calismanin sonunda
bu gruptaki si¢anlar, ksilazin (10 mg/kg canli agirlik, intraperitoneal) ve ketamin (60 mg
ketamin hidrokloriir/kg canli agirlik, intraperitoneal) genel anestezisi altinda doku 6rnekleri

toplanarak servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

Sham grubu: Calisma boyunca NP ve ALA’ y1 ¢6zen misir yagi bu gruptaki sicanlara oral
gavaj yolu ile verildi. Islem sonunda sicanlar, ksilazin (10 mg/kg canl agirlhk,
intraperitoneal) ve ketamin (60 mg ketamin hidrokloriir/kg canli agirlik, intraperitoneal)

genel anestezisi altinda doku ornekleri toplanarak servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

NP grubu: Bu gruba 21 giin boyunca misir yaginda ¢ozdiiriilen 100 mg/kg dozda NP oral

gavaj yoluyla verildi. Calismanin sonunda (4. hafta sonunda) bu gruptaki siganlar, ksilazin
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(10 mg/kg canli agirlik, intraperitoneal) ve ketamin (60 mg ketamin hidrokloriir/kg canli
agirlik, intraperitoneal) genel anestezisi altinda doku Ornekleri toplanarak servikal

dislokasyon ile sakrifiye edildi.

NP + ALA grubu: Bu gruba 21 giin boyunca musir yaginda ¢ozdiiriilen 100 mg/kg NP verilmistir.
Ardindan 7 giin boyunca 100 mg/kg ALA, yine musir yaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla
uygulandi. Calismanin sonunda bu gruptaki siganlar, ksilazin (10 mgkg canli agirlik,
intraperitoneal) ve ketamin (60 mg ketamin hidrokloriir/kg canli agirlik, intraperitoneal) genel

anestezisi altinda doku 6rnekleri toplanarak servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

ALA grubu: Bu gruba 7 giin boyunca 100 mg/kg ALA, misir yaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj
yoluyla verildi. Calismanin sonunda bu gruptaki sicanlar, ksilazin (10 mg/kg canli agirlik,
intraperitoneal) ve ketamin (60 mg ketamin hidrokloriir/kg canli agirlik, intraperitoneal)

genel anestezisi altinda doku 6rnekleri toplanarak servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

Tablo 3.1: Deney gruplari.

Kontrol Hayvanlara herhangi bir islem yapilmadi.

Sham Caligsma siiresince NP ve ALA’nin ¢oziiciisii kadar hacimde misir yagi oral gavaj yoluyla verildi.

NP 21 giin boyunca misir yaginda ¢ozdiiriillen 100 mg/kg dozda NP oral gavaj yoluyla verildi.

NP+ALA 21 giin boyunca misir yaginda ¢dzdiiriillen 100 mg/kg dozda NP uygulanip, ardindan 7 giin
boyunca 100 mg/kg dozda ALA, yine misir yaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verildi.

ALA 7 giin boyunca 100 mg/kg ALA, misir yaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verildi.

3.3. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan NP (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) ve ALA (Sigma-Aldrich, CAS:
1077-28-7, St. Louis, MO, USA) ticari olarak temin edilmistir. 1mmﬁn0histokimyasal
boyama, Lab Vision™ UltraVision™ Large Volume Detection System (anti-polyvalent,

HRP, TA-125-HL) kullanilarak gerceklestirildi.

3.4. Histopatolojik Analizler

Her bir deney grubuna ait beyin dokularinin histolojik olarak degerlendirilebilmesi igin,
deney sonunda alinan doku drnekleri %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edilmistir.
72 saat formaldehitte bekleyen dokular akan musluk suyunda yikanarak artan dereceli alkol
serilerinden gecirilerek ksilol ile seffaflandirildiktan sonra parafine géomiilmiis ve parafin
bloklar hazirlanmistir (Tablo 3.2). Siganlara ait dokular1 igeren parafin bloklardan alinan 5

um’luk kesitler histopatolojik degerlendirme amaciyla rodajli lamlara alinmistir. Ayrica
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immiinohistokimyasal boyamalar i¢in de polilizin kapli lamlar kullanilmistir. Hazirlanan
lamlar standart histolojik boyama yontemi kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirilmis ve
dereceli alkol (%100, %96, %80, %70, %50) serilerinden gecirilip suda yikanmistir. Genel
histolojik yapinin belirlenmesi amaciyla kesitler Hematoksilen&Eozin (H&E) (Tablo 3.3)
ve ayrica ndronal hasarin (nissl graniillerinin) belirlenmesi acisindan Toluidin Blue (Tablo
3.4) ile boyanarak once artan alkol serilerinden daha sonra ksilolden gegirilip entellan

damlatilarak lamel yardimiyla kapatilacak ve 151k mikroskobu altinda degerlendirildi.

Tablo 3.2: Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi.

Sira Yapilan islem  Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Musluk suyu 2 saat 7 Absolii Alkol 3-5dk
2 %50 Alkol 10 dk 8 Absolii Alkol 1 dk
3 %70 Alkol 10 dk 9 Ksilen 1 dk
4 %80 Alkol 10 dk 10 Ksilen 1 dk
5 %96 Alkol 5dk 11 Ksilen 1 dk
6 Absolii Alkol 5 dk 12 Eriyik parafin (60 °C) 1 dk

Tablo 3.3: Hematoksilen&eozin boyama teknigi.

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5dk
2 Ksilen I 10 dk 15 Akarsu 1 dk
3 Ksilen II 10 dk 16 %50 Alkol 1 dk
4 Ksilen III 10 dk 17 %70 Alkol 1 dk
5 Absolu Alkol 1 5dk 18 %80 Alkol 1 dk
6 Absolu Alkol 1T 5dk 19 %96 Alkol 1 dk
7 %96 Alkol 5dk 20 Absolu Alkol 1 1 dk
8 %80 Alkol 5dk 21 Absolu Alkol 1T 2 dk
9 %70 Alkol 5dk 22 Absolu Alkol IIT 2 dk
10 %50 Alkol 5dk 23 Ksilen I 20 dk
11 Akarsu 2 dk 24 Ksilen II 20 dk
12 Hematoksilen 5-8 dk 25 Ksilen III 20 dk
13 Akarsu 5dk 26 Kapatma

Tablo 3.4: Toluidin Blue boyama teknigi.

Sira Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 10 Distile su 2 dk
2 Ksilen I 10 dk 11 Toluidin Blue %0,1 8 dk
3 Ksilen II 10 dk 12 Distile su 10 dk
4 Ksilen III 10 dk 13 %50 Alkol 1 dk
5 Absolu Alkol 1 5dk 14 %70 Alkol 1 dk
6 Absolu Alkol 1T 5dk 15 %96 Alkol 1 dk
7 %96 Alkol 5dk 16 Absolu Alkol 1 dk
8 %80 Alkol 5dk 17 Ksilen 10 dk
9 %70 Alkol 5dk 18 Kapatma
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3.4.1. Beyin Histopatolojik Skorlama Yontemi

Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitlerde beyin korteksinde eozinofilik noron, perivaskiiler
6dem, noropilde vakuolizayon, koyu néronlar (dark neurons) ve vaskiiler konjesyon semikantitatif
olarak degerlendirildi. Her beyin kesitinde 10 farkli alanda her bir hasar parametresi skorlanarak,
grup icindeki ortalama yiizdelik degerler hesaplandi. Histopatolojik degisimler, beyin hiicrelerinin
%?33’iinden azinda gozlemlendiginde 1 (hafif), %33-66 arasinda oldugunda 2 (orta) ve %66’dan
fazla oldugunda 3 (siddetli) olarak derecelendirildi (yok=0, hafif=1, orta=2, siddetli=3) (Tablo
3.5). Ayrica Toluidin Blue boyama yapilan beyin korteks bolgesinde dejeneratif ndronlart

belirlemek amactyla her beyin kesitinde rastgele 10 farkl alan segildi ve degerlendirmesi yapildi.

Tablo 3.5: Beyin dokusunda histopatolojik skorlama tablosu.

SKORLAMA TABLOSU
YOK HAFIF ORTA SIDDETLI
Eozinofilik néron 0 1 2 3
Perivaskiiler 6dem 0 1 2 3
Noropilde vakuolizasyon 0 1 2 3
Koyu néron 0 1 2 3
Vaskiiler konjesyon 0 1 2 3

3.5. Immunohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimya boyama yontemi, 6zgiil antijenik saptama &zelligine sahip belirleyicinin,
hiicre ylizeyine baglanmasi temeline dayanmaktadir. Nonilfenol ile olusturulan norotoksisite
modelinde, beyin dokusunda inflamasyon belirteci olan IL-1P (Proteintech, Cat no:26048-1-AP-
1:200) ve mikroglial aktivasyonu belirleyen IBA-1 (MedChemExpress, Cat no: HY-P80501-
1:500) ekspresyonu immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Belirlenen bu marker i¢in primer
antikorlar kullanilmistir. immiinohistokimyasal boyama metodu igin streptavidin-biotin kiti
(UltravisionPolyvalent (Rabbit-Mouse) HorseradishPeroxidase (HRP) Kit, 125 ml fromThermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) kullamlarak avidin-biotin peroksidaz yontemi
uygulannistir. immiinohistokimyasal boyama i¢in %10’luk formalin fiksasyonu sonrasi rutin
takip ile hazirlanmis parafine gdmiilii bloklardan 5 pum’luk kesitler dokularin dokiilmemesi i¢in
polilizinli lamlara alinmustir. Kesitler 60°C etiivde 1 saat bekletildikten sonra 15 dakika ksilolde
deparafinize edilip ardindan %99, %96 ve %70’lik azalan alkol serilerinin her birinde tutularak
dehidrate edilecek ve distile suda bekletilecektir. Daha sonra antijen geri kazanimi i¢in %5°lik sitrat
tamponu ile mikrodalga firmda 600W’de kaynatilan kesitler PBS ile tekrar yikanarak endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek igin %3 hidrojen peroksit (H202) ile muamele edilecektir.

Kalan islemler dokularm kurumasmi 6nleyen chamber icerisinde gergeklestirilecektir. Kullanilan
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her bir soliisyon dokunun iizerini tamamen kapatacak sekilde uygulanacaktir. PBS ile yikanan
kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasini saglamak i¢in oda sicakliginda
10 dakika Blok serum uygulanacaktir. Preparatlardaki dokularin iizerine hazirlanan primer antikor
damlatilarak bir gece +4°C’de inkiibe edilecektir. Negatif kontrol olarak, primer antikor yerine
PBS kullanilacaktir. Yikama isleminden sonra kesitler biotinli-sekonder antikor ile inkiibe edilecek
ve ardindan yikama islemi tekrarlanacaktir. Daha sonra streptavidin-peroksidaz ile muamele edilen
kesitler yikandi ve immiinreaktivitelerinin gorliniir hale getirilmesi amaciyla 3-Amino-9-
ethylcarbazole (AEC) kromojen ve substrat sistemi (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) ile inkiibe edildi. Kromojen uygulamasimin ardindan kesitler 5 dakika
deiyonize HO ile yikandi. AEC kromojeni alkolde ¢oziinebilir 6zellikte oldugundan, preparatlar
alkol serilerinden ve ksilolden gegirilmedi. Kesitler dogrudan su bazhi kapatma medyumu
kullanilarak hava kabarcig1 olusmayacak sekilde kapatildi.

Immiinohistokimyasal boyama uygulanan kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi ve her
preparattan 10 farkli alandan mikroskobik goriintiiler elde edildi. Elde edilen goriintiilerde AEC
ile boyanmig kesitlerde pozitif alanlar Image] yazilimi kullanilarak analiz edildi. “Color
Threshold” fonksiyonu araciligryla HSB renk uzayinda esikleme yapilarak kirmizi kromojen
secildi. Belirlenen esik degerleri ayni boyama serisine ait tiim kesitlere uygulanarak AEC pozitif

alanlar olgiildii. Sonuglar toplam pozitif alan (piksel) olarak kaydedildi.

Tablo 3.6: Immiinohistokimya boyama metodu.

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 18  Sekonder Anikor 10 dk
2 Ksilen I 10 dk 19 PBS 3x5 dk
3 Ksilen II 10 dk 20 Streptavidin Peroksidaz 10 dk
4 Ksilen III 10 dk 21  PBS 3x5 dk
5 Absolu Alkol 1 5dk 22 AEC kromojen 2-6 dk
6 Absolu Alkol 1T 5dk 23 Distile su 2x3 dk
7 %96 Alkol 5dk 24  Hematoksilen 1 dk
8 %80 Alkol 5dk 25  Musluk suyu 2 dk
9 %70 Alkol 5dk 26  Distile su 5 dk
10 Distile su 2x5 dk 27 Kapama

11 %10 Sitrat Buffer 3x5 dk

12 PBS 3x5 dk

13 %3 H0, 12 dk

14 PBS 3x5 dk

15 Ultra V block 5dk

16 Primer Antikor 5dk

17 PBS 3x5 dk
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3.6. Davrams Deneyi Analizleri

3.6.1. Acik Alan Testi (Open Field Test)

Ac¢ik Alan Testi, genel lokomotor aktiviteyi ve anksiyete ile iligkili davranislari
degerlendirmek amaciyla kullanilan klasik bir deneysel yontemdir. Ilk olarak 1934 yilinda
Hall tarafindan tanimlanir ve hayvanin agik ve yeni bir ¢evreye maruz kaldiginda gosterdigi
davranigsal yanitlar1 temel alir . Agik alan ve yeni ¢evre, kemirgenlerde anksiyete benzeri

davraniglar1 ortaya ¢ikaran uyaricilar olarak kabul edilir.

Test diizenegi, 50 cm yiiksekliginde duvarlarla ¢evrili, 6060 cm boyutlarinda pleksiglas
kare bir alandan olusur. Ortam 100-110 lux siddetinde aydmlatilir. Testler aydinlik faz
sirasinda gerceklestirilir ve tiim deney gruplar1 ayni zaman diliminde degerlendirilir.
Hayvanlar test giinli deney odasina alinir ve ortam kosullarina uyum saglamalar1 amaciyla

test Oncesinde kendi kafeslerinde en az 1 saat bekletilir.

Her hayvan acik alanin merkez bolgesine yerlestirilerek teste baglanir ve 5 dakika boyunca
serbestce kesfetmesine izin verilir. Davraniglar iistten kayit yapan video kamera sistemi ile

kaydedilir ve analiz edilir. Tiim hayvanlar teste yalnizca bir kez tabi tutulur.

Her denekten sonra diizenek %70 etanol ile temizlenir. Daha diisiik konsantrasyonlardaki
soliisyonlar onceki hayvanlardan kalan idrar, digki ve tiiy kaynakli kokular1 yeterince
uzaklastiramaz. Alkoliin tamamen kurumasi beklenir; aksi halde kalan koku hayvanin

yonelim davranigini etkileyebilir. Temizleme soliisyonu giinliik olarak hazirlanir.

Davranis analizinde merkez bolgede gegen siire, merkez bolgeyi ilk terk etme siiresi ve
merkez bolgeye giris sayis1 anksiyete diizeyinin degerlendirilmesinde temel parametreler
olarak kabul edilir. Periferik bolgede gegirilen siire ve duvarlara yakin hareket etme egilimi
(thigmotaksis) artmis anksiyete gostergesi olarak degerlendirilir. Toplam kat edilen mesafe
ve kareler aras1 gegis sayist horizontal lokomotor aktiviteyi yansitirken, desteksiz ve destekli
iki ayagi tizerine kalkma davranislari ile toplam rearing sayisi vertikal lokomotor aktivitenin
gostergeleri olarak analiz edilir. Donma davranisi, dis gicirdatma, asir1 kasinma, tiiy yolma
ve koselere sinme gibi davraniglar ise artmis anksiyete belirtileri olarak kaydedilir. Merkez
bolgede gecirilen siirenin ve merkeze giris sayisinin artmasi ile rearing davranigindaki artis
azalmis anksiyete ile iliskilendirilirken, periferik bolgede gecirilen siirenin artis1 ve kaginma

davraniglar1 anksiyete artis1 ile iligkilendirilir.
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3.6.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze, EPM)

Yiikseltilmis Arti Labirent (YAL) testi, kemirgenlerde anksiyete benzeri davranislarin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan, valide edilmis bir davranis testidir. Test,
kemirgenlerin dogal olarak acik ve yiiksek alanlardan kaginma egilimi ile yeni ortami
kesfetme motivasyonu arasindaki catismaya dayanir. Ac¢ik kollara yonelim anksiyete
diizeyinin azalmasi ile, kapali kollara yonelim ise artmis anksiyete ile iliskilendirilir.
Diizenek yerden 50 cm yiikseklikte konumlandirilmis olup iki agik kol (50x10 cm), iki
kapali kol (50x10x40 cm) ve bu kollarin birlesim noktasinda bulunan 10x10 cm
boyutlarinda merkezi bir platformdan olusur. A¢ik kollarda yan duvar bulunmazken kapali
kollar ii¢ tarafi 40 cm yiiksekliginde duvarlarla ¢evrilidir. Test ortami sabit 151k siddeti altinda
tutulur ve dis uyaranlarin minimuma indirilmesine 6zen gosterilir. Hayvanlar test dncesinde
deney odasina alinarak yaklasik 30 dakika siireyle ortama adaptasyonlar1 saglanir. Her bir
sican teste merkezi platform iizerine yerlestirilerek baglatilir; hayvanin basi agik kola
bakacak sekilde konumlandirilir. Test siiresi 5 dakika olup bu siire boyunca hayvanin labirent
icinde serbestce hareket etmesine izin verilir. Tim denemeler {istten yerlestirilmis bir video
kamera sistemi ile kaydedilir ve analizler kayitlar {izerinden gergeklestirilir. Her hayvandan
once diizenek %70 etanol ile temizlenir ve alkoliin tamamen kurumasi beklenir; bdylece
onceki denekten kaynaklanabilecek koku ipuglarinin davranigsal yanitlari etkilemesi 6nlenir.
Davranis analizinde agik kollarda gecirilen siire ve acik kollara giris sayisi temel anksiyete
gostergeleri olarak degerlendirilir. Acik kollarda gegirilen siirenin artmasi ve agik kola giris
sayisinin ylikselmesi azalmis anksiyete diizeyi ile iliskilendirilirken, kapali kollarda daha
fazla zaman gegirilmesi artmis anksiyete gostergesi olarak kabul edilir. Kola giris, hayvanin
dort patasinin tamaminin ilgili kola gegmesi kriteri ile tanimlanir. Ayrica yiiksekten asagi
bakma davranis1 (head dipping), 6zellikle acik kol kenarlarindan asag1 dogru yapilan bas ve
boyun uzatma hareketleri seklinde tanimlanir ve risk degerlendirme davranisi olarak kabul
edilir. Head dipping sayisindaki artis genellikle azalmig anksiyete ile iliskilendirilir. Buna
karsilik acik kollarda hareketsiz kalma, geri ¢cekilme ve kapali kollara hizli yonelim artmis
anksiyete gostergeleri arasinda degerlendirilir. Test siiresince elde edilen veriler anksiyete
benzeri davranislarin nicel degerlendirilmesini saglar ve kesif davranisi ile kacinma

davranig1 arasindaki dengeyi ortaya koyar.
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3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilere ait tanimlayici istatistikler ortalama, ortalamanin standart hatasi (SEM)
ve quartiller olarak hesaplanmigtir. Tiim istatistiksel analizler Graphpad 9.1 versiyon
programinda degerlendirildi. Verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri ile analiz edildi. Normal dagilima sahip degiskenlerde gruplar arasi karsilagtirmalar
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile post hoc Tukey testi kullanilarak yapildi. Normal
dagilim gostermeyen degiskenlerde Kruskal-Wallis Analizi ile gruplar aras1 karsilastirmalar,
farkliliklar varsa Mann Whitney U testi ile ¢coklu karsilagtirmalar gergeklestirildi. Degerler
ortalama + SEM ve medyan (Q1-Q3) olarak ifade edilerek, P <0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhklarina iliskin Bulgular

Deney siiresince gruplarin viicut agirliklart Giin 0, Giin 21 ve Giin 28’de 0l¢lilmiis ve
karsilastirilmistir. Baslangigta (Giin 0) gruplar arasinda viicut agirliklart bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Tim gruplarin baglangi¢
agirliklar birbirine benzer diizeydedir. Giin 21 6l¢limlerinde, kontrol grubuna kiyasla bazi
deney gruplarinda istatistiksel olarak anlaml degisiklikler gdzlenmistir (p<0,001). Ozellikle
NP grubunda viicut agirliginda azalma egilimi dikkat cekerken, NP+ALA ve ALA
gruplarinda bu azalmanin daha sinirl oldugu goriilmiistiir. ALA uygulamasinin, NP kaynakli
agirlik degisimini kismen dengeledigi gozlenmistir. Glin 28 verileri degerlendirildiginde
gruplar arasindaki farklarin daha belirgin hale geldigi goriilmektedir. NP grubunda viicut
agirhigt diger gruplara gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,001). Buna karsilik
NP+ALA grubunda viicut agirliginin NP grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (p<0,001). ALA grubunun ise kontrol grubuna benzer hatta hafif artis
egiliminde oldugu gozlenmistir. Genel olarak sonuglar, NP uygulamasinin viicut agirhiginda
azalmaya neden oldugunu; ALA uygulamasinin ise bu etkiyi kismen 6nleyici veya iyilestirici
yonde etkiledigini gostermektedir. Bulgular, ALA’nin NP’ye bagli olusan kilo kaybi

tizerindeki potansiyel torapatik etkisini desteklemektedir.

* % % * %k * %k

*** | %* 3k %

300+
| | L mm Kontrol
E [ | [ =3 Sham
2 200 = NP
[}
= =3 NP +ALA
D = ALA
= 100
3
o
=]
>
0=

Giin0 Giin 21 Giin 28

Sekil 4.1: Deney gruplarinin giin 0, glin 21 ve giin 28’deki viicut agirliklar1 (gram). Gruplar: Kontrol,
Sham, NP, NP+ ALA ve ALA. *; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001. Degerler ortalama +
SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel analizde ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri
kullanilmis; post-hoc analizler sirasiyla Bonferroni ve Dunn testleri ile yapilmistir.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen-Eozin boyamasi ile incelenen Kontrol, Sham ve ALA uygulanan gruplarda
beyin korteksinin normal histolojik organizasyonunu korudugu gozlendi. Korteksin tabakali
yapisinin  belirgin  oldugu saptandi. Noronlarim  saglikli  morfolojide oldugu,
sitoplazmalarinin homojen ve hafif eozinofilik 6zellik sergiledigi goriildii. Niikleuslarin
vezikiiler yapida, agik kromatin dagilimina sahip ve belirgin niikleollii oldugu dikkati ¢ekti.
Noropil alaninin yogun, fibriller ve biitiinliigiinii kaybetmeyen yapida oldugu; hiicreler arasi
mesafenin dogal yapisini1 korudugu belirlendi. Glial hiicreler de normal dagilim ve yogunluk
gostermekteydi. Genel olarak kortikal hiicresel mimari diizenli, simetrik ve fizyolojik
smirlar igindeydi. NP grubunda ise beyin korteksinde belirgin histopatolojik degisiklikler
gozlendi. Noronlarda dejenerasyona isaret eden belirgin sitoplazmik eozinofili artisi,
hiicresel biiziisme ve piknotik ¢ekirdek gdriiniimii izlenirken, ¢ok sayida eozinofilik néron
varligt mevcuttu. Ayrica hiperkromatik goriinimlii koyu néronlar (dark neuron) dikkat
cekiciydi. Noropil alaninda belirgin vakuolizasyon, hiicreler aras1 mesafede artis ve doku
biitiinligiinde bozulma vardi. Vaskiiler yapilarda konjesyon bulgulari mevcut olup damar
liimenlerinde eritrosit birikimi dikkati ¢ekti. Bununla birlikte bazi alanlarda perivaskiiler

6dem olusumu izlenerek damar ¢evresinde genisleme saptandi (Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Pervaskiiler 6dem NP grubunda 3,000 (1,000-3,000) Kontrol 0,000 (0,000-1,000) ve Sham
0,000 (0,000-1,000) grubuna kiyasla anlamli derecede artig gosterdi (p<0,001). NP+ALA
grubunda 2,000 (1,000-3,000) bu artis azald1 fakat istatistiksel bir anlam tasimamaktaydi
(p>0,05). ALA 0,000 (0,000-1,000) grubunda ise 6dem diizeylerinin kontrol grubuna benzer
oldugu ve NP grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu saptandi (p<0,01) (Sekil 4.5).

Eozinofilik néron goriiniimii NP grubunda 3,000 (1,000-3,000) Kontrol 0,000 (0,000-2,000),
Sham 1,000 (0,000-2,000) ve ALA 0,000 (0,000-2,000) grubuna gore anlamli olarak artig
gosterdi (p<0,001). NP+ALA grubunda 2,000 (1,000-3,000) bu artisin geriledigi gortldii
fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 4.5).

NP grubunda 3,000 (1,000-3,000) néropilde vakuolizasyon diizeyleri Kontrol 0,000(0,000-
1,000), Sham 0,000 (0,000-1,000) ve ALA 0,000 (0,000-1,000) grubuna gore anlamli sekilde
yiikseldi (p<0,001). NP+ALA grubunda 0,000 (0,000-2,000) ise ALA tedavisi ile bu degerde
anlamli bir azalma goriilmiis (p<0,001) (Sekil 4.5).
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Koyu goriiniimlii néron (dark neuron) NP grubunda 2,000 (1,000-3,000) Kontrol 0,000
(0,000-1,000), Sham 0,000 (0,000-1,000) ve ALA 1,000 (0,000-2,000) grubuna kiyasla
anlamli bir artis gosterdi. NP+ALA grubunda 1,000(0,000-3,000) ise ALA tedavisi ile bu
degerde anlamli bir azalma goriilmiis (p<0,01) (Sekil 4.6).

Vaskiiler konjesyon seviyesi NP grubunda 3,000 (2,000-3,000) Kontrol 0,000 (0,000-1,000),
Sham 0,000 (0,000-1,000) ve ALA 0,000 (0,000-2,000) grubuna gore anlamli olarak artig
gosterdi (p<0,001). NP+ALA grubunda 2,000 (1,000-3,000) bu artisin geriledigi goriildii
fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 4.6).

Toluidin Blue boyamasi serebral korteksteki néronlarin Nissl graniillerini degerlendirmek
icin kullanildi. Bu boyama ile gruplar arasindaki farki belirlemek amaciyla dejeneratif
noronlar tanimlandi. Kontrol ve Sham gruplarinda ndronlarin normal morfolojide oldugu,
hiicre gdvdelerinin belirgin, Nissl graniillerinin diizenli ve yogun sekilde boyandigi
gozlendi. Dejeneratif degisiklige rastlanmadi. NP grubunda ise bazi néronlarda dejeneratif
degisiklikler dikkati ¢ekti. Bu hiicrelerde Nissl graniillerinde azalma, sitoplazmik
soluklagma, hiicre govdesinde biiziisme ve piknotik ¢ekirdek goriiniimii izlendi (Sekil 4.4).
Ayrica istatistiksel agidan gruplar arasi karsilastirma yapildiginda Kontrol 1,000 (0,000-
3,000), Sham 0,500 (0,000-3,000) ve ALA 1,500 (0,000-6,000) grubuna kiyasla NP
grubunda 8,000 (4,000-15,000) dejeneratif néron sayisinda anlamli bir artis mevcuttu.
NP+ALA grubunda 4,000 (1,000-9,000) ALA tedavisi bu artis1 azaltti fakat anlamli bir
azalma s6z konusu degildi (p>0,05) (Sekil 4.6).
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H&E X400

Sekil 4.2: Beyin kesitleri H&E, x400 biiyiitme (Nikon Eclipse Si, Tokyo, Japan) kontrol ve Sham
grubu normal histolojik goriiniim sergilemektedir. Pembe ok; sagliklt morfolojiye sahip
noronlari belirtmektedir. NP grubunda kirmizi ok; perivaskiiler 6dem, sar1 ok; eozinofilik
noron, sar1 yildiz; néropilde vakuolizasyonu ifade etmektedir.

H&E X400

Sekil 4.3: Beyin kesitleri H&E, x400 biiyiitme (Nikon Eclipse Si, Tokyo, Japan) ALA grubu normal
histolojik goriiniim sergilemektedir. Pembe ok; saglikli morfolojiye sahip néronlart
belirtmektedir. NP grubunda sar1 ok; eozinofilik néron, mavi ok; koyu goriiniimlii néron;
yesil yildiz; vaskiiler konjesyonu ifade etmektedir.
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KONTROL

TB X400

NP +ALA

Sekil 4.4: Beyin kesitleri Toluidin Blue (TB), x400 biiyiitme (Nikon Eclipse Si, Tokyo, Japan)
kontrol, Sham ve ALA gruplart normal histolojik goriiniim sergilemektedir. NP grubunda
yesil ok; Nissl kayb1 gosteren piknotik ¢ekirdekli dejeneratif noronlar ifade etmektedir.
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Sekil 4.5: Beyin dokusunda perivaskiiler 6dem, eozinofilik néron ve ndropilde vakuolizasyon
bulgularinin gruplar arasi karsilastirilmasi verilmektedir. Grafiklerde kontrol, sham, NP,
NP+ALA ve ALA gruplarma ait ortalama skor degerleri gosterilmektedir. *; p<0,05, **;
p<0,01, ***; p<0,001. Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel
analizde ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmig; post-hoc analizler sirasiyla
Bonferroni ve Dunn testleri ile yapilmistir.
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Sekil 4.6: Beyin dokusunda koyu goriiniimlii néron, vaskiiler konjesyon ve dejeneratif morfolojiye
sahip noron sayisi bulgularinin gruplar arasi karsilastirilmasi verilmektedir. Grafiklerde
kontrol, sham, NP, NP+ALA ve ALA gruplarina ait ortalama skor degerleri
gosterilmektedir. *; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001. Degerler ortalama + SEM olarak
sunulmustur. Istatistiksel analizde ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmis; post-
hoc analizler sirasiyla Bonferroni ve Dunn testleri ile yapilmustir.

4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Deney gruplarinda noéroinflamatuar yanit ve mikroglial aktivasyonu degerlendirmek
amactyla mikroglial belirte¢ olan IBA-1 primer antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal
inceleme yapildi. Degerlendirme sonucunda Kontrol (1348+145,9), Sham (1423+249,9) ve
ALA (4625+3412) grubuna kiyasla NP grubunda (35385+5415) IBA-1 pozitif hiicre
sayisinda belirgin bir artis gozlendi (p<0,001). Ozellikle parankimal alanda yerlesim
gosteren hiicrelerde yogun immiinreaktivite ve aktive mikroglial morfoloji dikkati
cekmektedir. NP grubuna kiyasla NP+ALA (12118+2115) grubunda ALA tedavisi ile IBA-
1 pozitif hiicre sayisi1 istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (p<0,001) (Sekil 4.7).

Noroinflamatuar yanitin degerlendirilmesi amactyla IL-1B ekspresyonu
immiinohistokimyasal olarak incelendi. Kontrol 1237 (1184-1900), Sham 1184 (946-1880)
ve ALA 1240 (740-1730) gruplarinda minimal diizeyde boyanma izlenirken, NP grubunda
2025 (1350-2073) IL-1p immiinreaktivitesinde hafif ve soluk karakterde bir artis gozlendi
(p>0,05). Boyanma simirli sayida hiicrede ve diisiik yogunlukta olup belirgin bir yayginlik
gostermemektedir. NP+ALA grubunda 1545(1290-2100) ise IL-1P immiinreaktivitesinin NP
grubuna kiyasla azalma egiliminde oldugu saptandi (p>0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7: Beyin dokusunda IBA-1 immiinohistokimyasal boyanmasina ait 151k mikroskobik gériintiiler ve

gruplar arasi karsilagtirma grafikleri verilmistir. NP grubunda belirgin karakterde IBA-1
immiinreaktivitesi  gozlenmisti. NP+ALA grubunda ise NP grubuna kiyasla
immiinreaktivitede azalma egilimi saptanmustir. Grafiklerde gruplara ait ortalama IBA-1
immiinreaktivite skor degerleri gosterilmektedir. *; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001. Degerler
ortalama + SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel analizde ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri
kullanmilmis; post-hoc analizler Bonferroni ve Dunn testleri ile yapilmustir.
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Sekil 4.8: Beyin dokusunda IL-1B immiinohistokimyasal boyanmasma ait 151k mikroskobik

gorilintliler ve gruplar arasi karsilastirma grafikleri verilmistir. NP grubunda hafif ve
soluk karakterde IL-1f pozitif boyanma gozlenmisti. NP+ALA grubunda ise NP
grubuna kiyasla immiinreaktivitede hafif diizeyde azalma egilimi saptanmistir.
Grafiklerde gruplara ait ortalama IL-1f immdiinreaktivite skor degerleri gosterilmektedir.
*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001. Degerler ortalama + SEM olarak sunulmustur.
Istatistiksel analizde ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmis; post-hoc analizler
Bonferroni ve Dunn testleri ile yapilmistir.
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4.4. Acik Alan Testi Analiz Bulgular:

4.4.1. Merkez Bolgede Gegen Siire, Merkez Bolgeye Giris Sayis1 ve Toplam Kat Edilen
Mesafe

Acik alan testinde merkez bolgede gecen siire agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik saptanmamistir (p>0,05). Merkez bolgede gecirilen siire ortalamalari
sirastyla; Kontrol grubunda (17,17+£2,62) sn, Sham grubunda (15,00+£4,08) sn, ALA
grubunda (9,83+3,07) sn, NP grubunda (6,83+3,30) sn ve NP+ALA grubunda (13,33+4,61)
sn olarak belirlenmistir. Merkez bolgeye giris sayisina bakildiginda da gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamastir (p>0,05). Merkez bolgeye giris sayisi
ortalamalar1 sirasiyla; Kontrol grubunda (2,33+0,49), Sham grubunda (2,50+0,42), ALA
grubunda (2,66+0,42), NP grubunda (1,16+0,16) sn ve NP+ALA grubunda (1,66+0,21) sn
olarak belirlenmistir. Toplam kat edilen mesafe degerlerine bakildiginda da gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamuistir (p>0,05). Toplam kat edilen mesafe
ortalamalar1 sirasiyla; Kontrol grubunda (450,0+98,89) cm, Sham grubunda (548,3+71,95)
cm, ALA grubunda (373,3+60,15) cm, NP grubunda (316,7+49,91) cm ve NP+ALA
grubunda (376,7+55,96) cm olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Deney gruplarinin (Kontrol, Sham, NP, NP+ ALA ve AL A) acik alan testi parametrelerinin
karsilastirilmasini  gostermektedir. Merkez bolgede gegirilen siire (saniye), merkez
bolgeye girme sayisi ve toplam kat edilen mesafe (cm) degerlendirilmistir. Veriler
ortalama = SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik grafikte
gosterilmistir  *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Istatistiksel analizde ANOVA ve
Kruskal-Wallis testleri kullanilmis; post-hoc analizler Bonferroni ve Dunn testleri ile
yapilmstir.
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4.4.2. Desteksiz Iki Ayaga Kalkma, Destekli ki Ayaga Kalkma ve Toplam Iki Ayag

Uzerine Kalkma

Desteksiz iki ayaga kalkma (unsupported rearing) sayilar1 gruplar arasi karsilastirildiginda
NP grubunda (0,66+0,49) Kontrol grubuna (5,16+£0,47) goére anlamli olarak azalma
gozlemlenmistir (p=0,001). NP+ALA grubunda (1,16+0,54) desteksiz ayaga kalkma sayisi
Kontrol grubuna gore azalmistir (p=0,005). NP grubunda Sham grubuna (5,66+0,95) gore
anlamli azalma gozlemlenmistir (p<0,001). NP+ALA grubunda da Sham grubuna gore
anlamli azalma gozlemlenmistir (p=0,001). Destekli iki ayaga kalkma sayilar1 gruplar arasi
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir
(p>0,05). Destekli iki ayaga kalkma sayilari ortalamalari sirasiyla; Kontrol grubunda
(10,83+2,62), Sham grubunda (12,83+2,52), ALA grubunda (8,33+1,38), NP grubunda
(6,33+£0,84) ve NP+ALA grubunda (9,00£1,46) olarak belirlenmistir. Toplam iki ayaga
kalkma sayis1 gruplar arasi karsilastirildiginda, NP grubunda (7,00+0,96) Kontrol grubuna
(16,00+2,59) gore anlamli azalma gozlemlenmistir (p=0,023). NP grubunda Sham grubuna
(18,50£2,60) gore de anlamli azalma gdzlemlenmistir (p=0,003). NP+ALA grubunda
(10,17+1,04) Sham grubuna gore anlamli azalma gozlemlenmektedir. Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, NP uygulamasinin 6zellikle desteksiz iki ayaga kalkma ve toplam iki
ayaga kalkma davranislar tizerinde belirgin bir baskilayici etki olusturdugu goriilmektedir.
Desteksiz rearing davranigsindaki anlamli azalma, NP nin hayvanlarin kesif motivasyonu ve
dikey aktivitesi tizerinde olumsuz bir etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Toplam iki
ayaga kalkma sayisindaki azalmanin da bu bulguyu destekler nitelikte oldugu sdylenebilir.
Destekli iki ayaga kalkma sayilarinda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamasi ise,
NP’nin ozellikle desteksiz (daha yiliksek kesif ve spontan aktivite gerektiren) dikey
davranislart etkiledigini, ancak destekli rearing davranisi iizerinde belirgin bir degisiklik
olusturmadigin1  diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak, Acik Alan Testi bulgulari NP
uygulamasinin dikey kesif davranis1 ve genel aktivite diizeyi lizerinde azaltict bir etkiye
sahip oldugunu, ALA uygulamasinin ise bu etkiyi kismen iyilestirme egilimi gosterse de tam

anlamiyla geri ¢ceviremedigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.10).

44



*%
*%k | *
] ]
*k *
1

8- * Ak 20 25 **
E ; I @ @
s s E - E 20 -
55 6- SZ 154 5z
o — & = >
e w3 e 8 15
=5 44 9 104 v
x - —
= = £ f% 10
w O === E x
s £ 27 Y E 5
w m H o
ax a =

0- 0 0-

>y & K Na Y &R > & KL 'y
o - o
{-cé r}@ N vay. v o‘sp 'c}{b N x?\‘/ v}y. *.,066 :9‘6} s *‘}y‘ vy
N N & &

Sekil 4.10: Deney gruplarinin (Kontrol, Sham, NP, NP + ALA ve ALA) destekli ve desteksiz iki ayak
iizerine kalkma davraniglart ile toplam iki ayak iizerine kalkma sayilarinin
karsilagtirilmasini gostermektedir. Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik grafikte gosterilmektedir. *p<0,05, **p<0,01,
##%p<(0,001. Istatistiksel analizde ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri kullanilmus; post-
hoc analizler Bonferroni ve Dunn testleri ile yapilmistir.

4.5. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Analiz Bulgular

4.5.1. Acik Kolda Gegen Siire, Acik Kola Giris Sayis1 ve Yiiksekten Asagi Bakma
(Head-Dipping)

Yiikseltilmis Art1 Labirent testinde agik kolda gecgen siire agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamuigstir (p>0,05). A¢ik kolda gegirilen siire
ortalamalar1 sirasiyla; Kontrol grubunda (28,00+5,13) sn, Sham grubunda (29,17+4,45) sn,
ALA grubunda (54,17+14,25) sn, NP grubunda (23,67+4,56) sn ve NP+ALA grubunda
34,67+12,27 sn olarak belirlenmistir. A¢ik kola giris sayisina bakildiginda da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0,05). A¢ik kola giris
sayis1 ortalamalar1 sirastyla; Kontrol grubunda (2,33+0,49), Sham grubunda (2,50+0,42),
ALA grubunda (4,33+1,17), NP grubunda (2,00+0,44) ve NP+ALA grubunda (3,33+1,22)
olarak belirlenmistir. Yiksekten asagi bakma (head-dipping) sayis1 gruplar arasi
kiyaslandiginda da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir
(p>0,05). Yiiksekten asagr bakma sayilar1 ortalamalari sirasiyla; Kontrol grubunda
(1,50+0,22), Sham grubunda (1,66+0,21), ALA grubunda (2,33+0,49), NP grubunda
(1,16+0,16) ve NP+ALA grubunda (1,83+0,54) olarak belirlenmistir (Sekil 4.11).

45



[=-]
[=]
1
@
]

60

Acik Kolda Gecgen Sdre (saniye)
B
[=]
1
Acik Kola Girme Sayisi
Yiksekten Asad Bakma Sayisi

L i 14
204
0- T T 0- T T 0- ] Q
5 &
& ca"“@@ € ,c‘?b’w v o‘d‘& .,_;6’@ ¢ ,"P’v & A ,.v’? »
XL & «© & ¥ &

Sekil 4.11: Deney gruplarmin (Kontrol, Sham, NP, NP + ALA ve ALA) agik alan testi kapsaminda
degerlendirilen davranis parametrelerinin karsilagtirtlmasini gostermektedir. Agik kolda
gecen siire, acik kola girme sayisi ve yiiksekten asagi bakma sayist analiz edilmistir.
Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik
grafikte gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Istatistiksel analizde ANOVA ve
Kruskal-Wallis testleri kullanilmis; post-hoc analizler Bonferroni ve Dunn testleri ile
yapilmstir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, nonilfenol (NP) ile olusturulan deneysel norotoksisite modelinde alfa lipoik
asidin (ALA) terapotik etkileri histopatolojik, immiinohistokimyasal ve davranigsal
parametreler lizerinden degerlendirildi. Elde edilen bulgular, NP uygulamasimin beyin
korteksinde belirgin nérodejeneratif degisikliklere yol actigini; eozinofilik néron artisi, koyu
goriiniimlii néron (dark neuron) olusumu, ndéropilde vakuolizasyon, perivaskiiler 6dem ve
vaskiiler konjesyon hasar gostergelerinde anlamli yilikselmeye neden oldugunu ortaya
koymustur. TB boyama ile yapilan degerlendirmede ise NP grubunda Nissl icerigi azalmus,
ve dejeneratif 6zellik gdsteren ndronlarin arttig1 gézlenmistir. Bununla birlikte NP grubunda
mikroglial aktivasyon belirteci olan IBA-1 ekspresyonundaki belirgin artis, NP’nin
noroinflamatuar yanit1 tetikledigini desteklemektedir. Davranis testlerinde 0&zellikle
desteksiz iki ayaga kalkma ve toplam rearing sayisindaki azalma, NP maruziyetinin kesif
davranis1 ve dikey lokomotor aktivite {lizerinde baskilayic1 etkiler olusturdugunu
diisiindiirmektedir. NP uygulamasini takiben verilen ALA tedavisi, 6zellikle noropilde
vakuolizasyon ve koyu ndron sayisinda anlamli azalma saglarken, mikroglial aktivasyonu
da belirgin diizeyde geriletmis; davranigsal parametrelerde ise kismi iyilesme egilimi
gostermistir. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, ALA’nin NP’ye baglh gelisen beyin

hasarinda terapdtik potansiyele sahip olabilecegi diisiintilmektedir.

NP, endiistride yaygin bigimde kullanilan ve ¢evrede uzun siire kalabilen bir bilesik olup,
lipofilik 6zellikleri nedeniyle canli dokularda birikim gosterebilmektedir. Endokrin sistemi
etkileyebilen bu kimyasalin, oksidatif stres mekanizmalarini tetikleyerek, hormonal dengeyi
bozarak ve inflamatuvar siirecleri aktive ederek cesitli organlarda toksisite olusturdugu
bildirilmektedir (103). Karaciger, bobrek ve lireme organlari tizerindeki zararh etkileri iyi
tanimlanmis olmakla birlikte, NP nin MSS iizerinde de belirgin toksik etkiler olusturdugu;
davranigsal bozukluklar, norotransmitter dengesizlikler ve inflamatuvar hiicre 6limi ile

karakterize bir norotoksisite tablosuna yol a¢tig1 ortaya konulmustur (104).

Literatiirde NP’nin viicut agirlig1 tizerindeki etkilerinin degisken oldugu bildirilmektedir.
Diisilk doz ve uzun siireli maruziyet ¢alismalarinda NP’nin yag dokusu artis1 ve kilo
kazanimu ile iligkili oldugu rapor edilmistir (105). Buna karsilik yliksek doz ve tekrarlayan

maruziyet protokollerinde viicut agirhigr artisinin baskilandigi veya kilo kazaniminin
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azaldig1r gosterilmistir (106). Mevcut calismamizda da NP uygulanan grupta hayvan
agirliklarinda azalma saptanmis olup, bu bulgu yiiksek doz toksisiteye bagli metabolik
baskilanma ile uyumlu goriinmektedir. Bu veriler, NP’nin viicut agirligi {izerindeki
etkilerinin doz ve maruziyet siiresine bagl olarak degisebilecegini gdstermektedir. Deneysel
rat modellerinde NP uygulamasinin beyin dokusunda belirgin histopatolojik degisikliklere
yol actig1 bildirilmektedir. Aydogan ve arkadaslar1 NP maruziyeti sonrasi serebral kortekste
hiperkromatik hiicre artisi, noronal eozinofili ve doku organizasyonunda bozulma
saptamistir (39). Suna ve ark. (107) calismasinda gebeligin 5-20. giinleri arasinda 50
ul/kg/glin dozunda oral olarak uygulanan nonilfenoliin fetal rat beyin dokusunda belirgin
histopatolojik degisikliklere yol ac¢tigi bildirmistir. NP grubunda o6zellikle vaskiiler
konjesyon, hiperkromatik hiicre artisi, noronal eozinofili ve niikleer piknoz gibi dejeneratif
bulgular goriilmiistiir. Yapilan bir baska caligsmada ratlara 21 giin siireyle 100 mg/kg dozda
NP verilmis, ¢alismada H&E incelemesinde NP grubunda serebral kortekste dark ndéron
olusumu ve sitoplazmik bliziisme gibi dejeneratif degisiklikler gosterilmistir (67).
Gelisimsel maruziyet modelinde NP ile hipokampal bdlgede ndronal organizasyonun
bozuldugu, akson uzunlugu ve yogunlugunda azalma meydana geldigi ve sinir liflerinin
yapisal biitiinliigliniin etkilendigini bildirilmistir (66). Calismamizda NP grubunda gbzlenen
eozinofilik néron artigi, koyu noéron olusumu ve vaskiiler konjesyon bulgulari, literatiirde NP
maruziyeti sonrasi bildirilen nérodejeneratif degisikliklerle uyumludur. Bu durum, NP’nin
beyin dokusunda dejeneratif ve vaskiiler hasar olusturabildigini dogrulamaktadir. ilaveten
literatiirde NP’nin beyin dokusundaki histopatolojik etkileri cogunlukla H&E yontemlerle
degerlendirilmis olup, noronal Nissl graniilleri tlizerinden yapilan bir incelemeye
rastlanmamaktadir. Buna karsin, baska bir endokrin bozucu olan BPA ile yapilan
caligmalarda hipokampal bolgede Nissl icerigi Cresyl violet boyamasi ile degerlendirilmis
ve Nissl graniillerinde azalma rapor edilmistir (108). Bu baglamda, ¢alismamizda TB ile
saptanan Nissl graniilii igerigi azalan dejeneratif néron bulgulari, endokrin bozucularin
noronal protein sentezi ve hiicresel biitiinliik {izerinde olumsuz etkiler olusturabilecegini

gosteren bu literatiir verileriyle uyumlu ve destekler niteliktedir.

Endokrin bozucularin santral sinir sisteminde olusturdugu hasarin temel bilesenlerinden biri
noroinflamasyondur. Cevresel endokrin bozucularin bagirsak-beyin ekseni, kan-beyin
bariyeri biitiinliigli ve mikroglial aktivasyon {izerinden beyinde inflamatuvar stire¢leri
tetikledigi bildirilmistir. Bu stiregte 6zellikle IL-1B, TNF-a ve oksidatif stres yolaklarinin

merkezi rol oynadig1 vurgulanmaktadir (109). Yapilan bir baska ¢alismada, NP maruziyeti
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sonras1 prefrontal kortekste ozellikle IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokin
diizeylerinde artig oldugu ve néroinflamatuar yanitin tetiklendigi bildirilmistir (110). Yapilan
caligmalarda NP uygulamasi sonrasi astrosit aktivasyonunu gosteren glial fibriler asidik
protein (GFAP) ekspresyonunda artig, tau proteininde hiperfosforilasyon ve norotrofik faktor
diizeylerinde degisiklikler saptanmis olup, bu bulgular NP’nin néroinflamatuar ve
norodejeneratif siirecleri tetikleyebildigini gostermektedir (67, 107). Calismamizda ise NP
grubunda mikroglial belirte¢ olan IBA-1 pozitif hiicre sayisindaki belirgin artig, bu
noroinflamatuar siirecin mikroglial aktivasyon diizeyinde de gerceklestigini gostermektedir.
Buna kargin IL-1p immiinreaktivitesindeki sinirli artig, inflamatuar yanitin sitokin diizeyinde

daha hafif seyretmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiir incelendiginde, yapilan bir ¢aligmada diisiik dozda oral yolla NP uygulamasi erkek
sicanlarda open field testte toplam gecis sayis1 ve merkezi alana gecis sayist ve iki ayaga
kalkma sayisin1 degismemistir. Yiikseltilmis art1 labirent testinde ise acik kola giris sayis1 ve
acik kolda kalma siiresi degismemistir. Erkek sicanlarda her iki testte de etki
gozlemlenmemistir (111). Yine yapilan bir bagka ¢alismada oral yolla uygulanan NP erkek
sicanlarda doz arttikga kapali kola giris siiresi ve kapali kola giris sayisin1 artirmistir. Bu
durumda NP’ nin yiiksek dozda anksiyojenik etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir (112). Bagka bir
caligmada ise 42 giinliik NP maruziyeti sonrasi agik alan testinde toplam hareket mesafesi
azalmis, toplam hareket stiresi azalmis, merkez karede kalma siiresi azalmis ve NP dozu
arttikca bu degisiklikler belirginlesmistir (113). Bu bulgular ¢alismamizin aksine doza
bagimli olarak lokomotor aktiviteyi ve merkez alan kesfini azalttigini gostermektedir.
NP’nin kronik maruziyette depresyon-benzeri davranis olusturabilecegini ve bu etkinin
dozla negatif korelasyon gosterdigini disiindiirmektedir (113). Yapilan bir ¢alismada
yiikseltilmis art1 labirent bulgulari, NP nin kronik maruziyet kosullarinda doza ve siireye
bagl olarak anksiyete benzeri davramisi artirdigini gostermektedir. Ozellikle 3 aylik yiiksek
doz maruziyet belirgin anksiyojenik etki olustururken, 6 aylik maruziyette orta doz da etkili
hale gelmistir (114). 3 ay boyunca 40 mg/kg NP uygulanan baska bir modelde erkek
siganlarda anksiyete belirtileri agik alan ve yiikseltilmis art1 labirent testinde gézlemlenmistir
(115). Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, calismamizda NP uygulamasinin 6zellikle
desteksiz iki ayaga kalkma ve toplam iki ayaga kalkma davraniglari iizerinde baskilayici etki
olusturdugu goriilmektedir. Desteksiz iki ayaga kalkma davranisindaki anlamli azalma,
NP’nin hayvanlarin kesif motivasyonu ve dikey aktivitesi {izerinde olumsuz bir etki

olusturdugunu diisiindiirmektedir. Toplam iki ayaga kalkma sayisindaki azalmanm da bu
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bulguyu destekler nitelikte oldugu soylenebilir. Destekli iki ayaga kalkma sayilarinda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamasi ise, NP nin 6zellikle desteksiz (daha yiiksek
kesif ve spontan aktivite gerektiren) dikey davranislari etkiledigini, ancak destekli iki ayaga
kalkma davranig1 lizerinde belirgin bir degisiklik olusturmadigini distindiirmektedir.
Calismamizda yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gecen siire, acik kola giris sayisi
ve ylksekten asagi bakma (head-dipping) sayisi arasinda gruplar arasit anlamli farklilik
gozlemlenmemistir. Acik alan testine bakildiginda ise destekli iki ayaga kalkma sayisinda
farklilik gozlemlenmeyip, desteksiz ve toplam iki ayaga kalkma sayisi gruplar arasinda
anlaml farklilik g6zlemlenmistir. Desteksiz iki ayaga kalkma sayisina bakildiginda NP

grubunda Sham grubuna gore anlamli azalma gézlemlenmistir.

ALA’n, giiclii antioksidan kapasitesi, metal selator 6zelligi ve mitokondriyal fonksiyonlari
destekleyici etkileri nedeniyle ¢esitli toksisite modellerinde potansiyel bir koruyucu ajan
olarak degerlendirilmektedir. ALA’nin hem lipid hem sulu fazda etkili olabilmesi, onu
santral sinir sistemi i¢in Ozellikle dnemli bir antioksidan haline getirmektedir (116). Bir
calismada, scopolaminin neden oldugu prefrontal korteks hasarint ALA belirgin sekilde
diizeltmistir. Noronal kaybi azaltmis, piknotik ve dejeneratif piramidal hiicre sayisini
diisiirmiis ve néronal morfolojinin yeniden normale yaklagsmasini saglamistir. Kromatolizisi
baskilayarak Nissl cisimciklerinin korunmasini saglamis ve bdylece ndronal protein sentez
kapasitesini desteklemistir. Artmis GFAP ekspresyonunu azaltarak reaktif astrogliyozu
baskilamis ve noroinflamatuar yanitt hafifletmistir (117). STZ-ile olusturulan diyabet
modelinde Nissl yapilar TB boyamas: ile degerlendirilmistir. Bu ydntemde ndron
sitoplazmasindaki Nissl graniilleri bazofilik olarak boyanmis ve noronal biitlinliik
incelenmistir.  Diyabet  grubunda  kromatolizis, sitoplazmik  soluklasma ve
heterokromatik/piknotik ¢ekirdekler goriiliirken, ALA uygulanan grupta Nissl graniillerinin
daha iyi korundugu ve noéronal yapiin biiyiik Ol¢lide diizeldigi gosterilmistir (118).
Literatiirde ALA’nin ndroinflamasyonu baskilayici etkilerini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
Yapilan bir deneysel ¢alismada ALA, prefrontal korteks ve hipokampusta pro-inflamatuar
sitokin IL-1p seviyelerini anlamli sekilde azalttig1, mikroglial aktivasyonu modiile ettigi ve
astroglial reaktiviteyi diisiirdiigii bildirilmistir; bu ¢alismada ayrica ALA’nin oksidatif stres
belirteclerini de azaltarak noroinflamatuar yaniti baskiladigir gosterilmistir (119). Ayrica
ALA’nm anti-inflamatuar 6zelliklerinin bir kismi, NF-xB gibi inflamasyon sinyal yollarini
modiile etmesi ve bunun sonucunda IL-I1B ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin

ekspresyonunu diislirmesi {izerine yapilan molekiiler calismalarda da desteklenmistir (120).
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Ayrica in vitro ve in vivo modellerde ALA’nin mikroglia hiicre hatlarinda inflamasyonla
iligkili IL-1pB, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin iiretimini azaltarak hiicresel diizeyde anti-
inflamatuar etki gosterdigi raporlanmistir (121). Literatiirde ALA’nin IL-1B diizeylerini
azaltabildigi, Ozellikle deneysel noroinflamasyon ve oksidatif stres modellerinde pro-
inflamatuar sitokin ekspresyonunu baskiladigi bildirilen c¢alismalarla desteklenmektedir.
Ancak bu etkinin deneysel modele, doz ve uygulama siiresine bagli olarak degisebilecegi
belirtilmektedir. Bizim ¢aligmamizda ALA grubunda IL-1pB seviyesinde hafif bir azalma
gozlenmis olmakla birlikte bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum,
ALA’nin inflamasyonu tamamen baskilamaktan ziyade inflamatuar yaniti modiile edici bir
egilim gosterdigini  diislindiirmektedir. Yapilan bir c¢alismada IBA-1 floresan
immiinohistokimya yontemiyle gosterilmis ve iskemik inme grubunda Iba-1 pozitif
mikroglia sayisinin ile ameboid aktif morfolojinin arttig1 saptanmistir. ALA uygulamasi ise
IBA-1/TNF-a pozitif mikroglial hiicre oranini anlamli ve doz-bagimli sekilde azaltarak
mikroglial aktivasyonu baskilamistir (122). Bizim ¢alisgmamizda da ALA grubunda IBA-1
immiinreaktivitesinin azalmasi, literatiirde bildirilen bu mikroglia baskilayict etkiyle
uyumludur. Bu bulgu, ALA’nin yalnizca histopatolojik bulgular1 hafifletmekte kalmayip
ayni zamanda mikroglial aktivasyonu modiile ederek noroinflamatuar yanit1 hafiflettigini
disiindiirmektedir. ALA’nin noroprotektif etkisi literatiirde incelenmektedir. Cesitli
kemirgen modellerinde, agik alan testi (OFT) ve yiikseltilmis arti labirent (EPM)
kullanilarak, genellikle toksik, stres veya ila¢ kaynakli kosullar altinda anksiyete benzeri
davranislar ve lokomotor aktivite iizerindeki etkileri gdsterilmistir TiO2 nanopargaciklarina
maruz birakilan sicanlarda, ALA (50 mg/kg) anksiyete benzeri davranisi azaltmustir:
EPM’de agik kollara giris sayisin1 ve agik kollarda gecirilen siireyi artirmis ve kapali
kollardaki artmis kesif davranisini kontrol diizeylerine getirmistir (123) Metamfetamin,
OFT’de anksiyete benzeri davranis1 artirmistir; ALA (10, 40 mg/kg) ile yapilan tedavi ise
anksiyeteyi azaltmis ve kesif davranigini yeniden diizeltmistir (124). 6-OHDA ile
olusturulan Parkinson modelinde, ALA (100-200 mg/kg) acik alan testinde lokomotor
aktiviteyi artirmis ve bunun artmis anksiyeteden ziyade motor/kesif davraniginin
tyilesmesini gosterdigi bildirilmistir (125). Sonug olarak, A¢ik Alan Testi ve Yiikseltilmis
art1 labirent bulgulart NP uygulamasinin dikey kesif davranisi ve genel aktivite diizeyi
tizerinde azaltict bir etkiye sahip oldugunu, ALA uygulamasinin ise bu etkiyi kismen
lyilestirme egilimi gosterse de tam anlamiyla geri ¢eviremedigini ortaya koymaktadir.
Caligmamizda NP uygulamasinin {i¢ hafta her giin tez doz uygulanmas1 NP gibi endokrin

bozucularin doz-zaman etkilesiminin non-monotonik zaman etkisi altinda ve reseptor
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desentitizasyonunu gelistirebilecegini diisiindiirmektedir (126). Desteksiz iki ayaga kalkma
sayisinda NP+ALA grubunda kontrol ve sham grubuna gére anlamli azalma gozlenlenmis
olup, toplam ayaga kalkma sayisinda sadece sham grubuna goére anlamli azalma

gozlemlenmistir.

Calismamizda, NP ile olusturulan deneysel norotoksisite modelinde NP uygulamasinin
histopatolojik olarak hiicresel organizasyon bozuklugu, ndronal dejeneratif degisiklikler ve
doku biitiinliiglinde bozulmaya yol actig1 gosterilmistir. Bununla birlikte NP nin mikroglial
aktivasyonu belirgin sekilde artirdigi, IBA-1 pozitif hiicre sayisinda anlamli yiikselmeye
neden oldugu ve ndroinflamatuar siireci tetikledigi; IL-1p immiinreaktivitesinde ise hafif
ancak istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis olusturdugu saptanmistir. Davranigsal
degerlendirmelerde NP nin 6zellikle desteksiz iki ayaga kalkma sayisini azaltarak dikey
kesif davranisini baskiladigi, ancak anksiyete parametrelerinde belirgin degisiklik
olusturmadig1 belirlenmistir. ALA uygulamasi, histopatolojik diizeyde gozlenen dejeneratif
degisikliklerde iyilesme saglarken, NP’ye bagli artmig IBA-1 pozitif hiicre sayisini da
anlamli diizeyde azaltarak mikroglial aktivasyonu baskilamig; IL-1p diizeylerinde ise azalma
egilimi olusturmakla birlikte istatistiksel anlamlilia ulasmamistir. Davranigsal olarak
ALA’nin NP’ye bagli baz1 motor/kesif degisikliklerini kismen iyilestirme egilimi gosterdigi
ancak tamamen geri ¢evirmedigi goriilmiistiir. Sonug olarak elde edilen bulgular, ALA nin
NP ile indiiklenen histopatolojik ve noroinflamatuar siire¢ lizerinde 6zellikle mikroglial
aktivasyon diizeyinde terapdtik etki gosterdigini, ancak sitokin yanitt ve davranigsal

parametreler lizerindeki etkisinin daha sinirl kaldigini ortaya koymaktadir.
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