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OZET

Amag: Calismamizda gida katki maddesi olarak kullanilan sodyum metabisiilfitin,
O0grenme ve uzaysal hafiza iizerindeki etkilerinin ve olasi etkilerde arasidonik asit, COX-
2, PGE> sinyal yolagi ile PGE2’nin reseptor subtipinin katkisinin olup olmadiginin

aragtirtlmasi planlanmgtir.

Yontem: 3 aylik erkek Wistar siganlar kontrol (K), SI00 ve S260 olmak {izere 3 gruba
ayrilmistir. Kontrol grubuna musluk suyu, S100 ve S260 grubuna ise sirasiyla 100 ve
260 mg/kg/giin dozunda sodyum metabisiilfit iceren su 35 giin boyunca gavaj yoluyla
verilmistir. Sicanlara 6grenme, uzaysal hafiza ve lokomotor aktiviteyi degerlendirmek
icin sirastyla Morris su tanki (Morris Water Maze=MWM) ve acik alan (Open
Field=OF) testi yapilmistir. Sonrasinda plazma S-siilfonat tayini i¢in kan Ornekleri
alinmisg, kandan arindirilan beyin dokulari ¢ikarilmis ve hipokampuslari ayrilmistir.
Hipokampus dokularinda AA ve PGE; diizeyleriyle COX-2 aktivitesi tayin edilmis,
RT-PCR ile PGE2 reseptor subtiplerinin mesajct RNA (MRNA) ekspresyonlart analiz

edilmistir.

Bulgular: Morris su tanki testinde 6. giinde toplam alinan yol ve ortalama hiz degerleri
stilfit verilen gruplarda anlamli derecede yiiksek, ancak siilfit gruplarinda hedef kadrana
giris siklig1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli derecede diisiiktiir. Siilfit
gruplarinda agik alan testinde elde edilen toplam yol, ortalama hiz degerleri ve plazma
S-siilfonat ve AA diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksektir. COX-2
aktivitesiyle PGE diizeyinin sadece S260 grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu
gorlilmiistiir.  Bununla  birlikte,  hipokampustaki ~ PGE2’nin  dort  reseptor

subtipinin mRNA ekspresyonlar1 S100 grubunda anlamli diizeyde artmustir.

Sonu¢: Calismamizda siilfit alimma bagli olarak uzaysal hafiza ve Ogrenmenin
bozuldugu, bu siirece AA, COX-2 ve PGE: sinyal yolagmin katki sundugu, siilfitin
etkilerinde PGE> reseptorlerinin katkisinin maruz kalinan siilfitin dozuna bagli oldugu

ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Siilfit, uzaysal hafiza, arasidonik asit, COX-2, PGE;



ABSTRACT

Objective: In our study, it has been planned to investigate the effects of sodium
metabisulfite, which is used as a food additive, on learning and spatial memory, and the
possible contribution of arachidonic acid, COX-2, PGE; signal pathway and PGE:

receptor subtype to these effects.

Method: 3-month-old male Wistar rats were divided into 3 groups as control (K), S100
and S260. Tap water was given to the control group, water containing 100 and
260mg/kg/day sodium metabisulphite dose were given to S100 and S260 group
respectively via gavage for 35 days. Morris water maze (MWM) and open field (OF) test
were performed to evaluate learning and spatial memory and locomotor activity
respectively in rats. Afterwards, blood samples were taken to determine plasma S-
sulfonate levels and brain tissues purified from blood were removed and hippocampus
tissues were seperated. AA, PGE: levels and COX-2 activity were determined in
hippocampus and mRNA expressions of RT-PCR and PGE; receptor subtypes were

analyzed.

Results: Total distance and average velocity performed on the 6th day in the sulfite
groups were significantly higher, yet target quadrant entrance frequency in the sulphite
groups was significantly lower compared to control group in the MWM test. Total
distance and average velocity obtained using OF test, plasma S-sulfonate and AA levels
in sulphite groups were significantly higher compared to control group. PGE> level and
COX-2 activity was found to be significantly higher only in S260 group. However,
MRNA expressions of the four receptor subtypes of PGE: in the hippocampus increased
significantly in the S100 group.

Conclusion: In our study, it was determined that spatial memory and learning were
impaired due to sulfite intake, and AA, COX-2 and PGE: signal pathways contributed to
this process and the contribution of PGE> receptors to the effects of sulfide depends on

exposed sulfite dose.

Key words: Sulfite, spatial memory, arachidonic acid, COX-2, PGE>
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1. GIRIS

Insanlarin siilfit maruziyeti, dzellikle raf émiirleri uzun iiriinlerin tiiketilmesiyle veya
inhalasyon yoluyla olabilecegi gibi viicutta endojen olarak {iretilmesiyle de miimkiin
olmaktadir (Cooper, 1983). Ne var ki siilfitlerle ilgili literatiir ¢alismalarina
bakildiginda, yiiksek dozda siilfit maruziyetinin bir ¢ok olumsuz etkiye sebep oldugu
goriilmektedir (Gunnison ve ark. 1987; Lester, 1995). Viicuttaki bu olumsuz etkilerin
azaltilmasi, mitokondriyal bir enzim olan siilfit oksidaz enziminin, siilfiti okside
ederek zararsiz bir iiriin olan inorganik siilfata (SOs?) déniistirmesine baglhdir
(Johnson ve Rajagopalan, 1976b). Ancak maruz kalinan siilfit miktarinin, diinya
saglik orgiitii tarafindan belirlenen gilivenli dozun tizerinde olmasi veya siilfit oksidaz
enzim aktivitesinin yetersiz olmasi1 durumlarinda stilfit radikalleri agiga ¢ikabilmekte
ve bu serbest radikaller niikleik asit, protein veya lipid yapilariyla reaksiyona girerek
molekiiler hasara, akabinde de hiicresel hasarlara neden olabilmektedirler (Reist ve
ark. 1998a; Meng ve ark. 2005). Daha once ekibimiz tarafindan yapilan silfit
calismalarinda, 100 mg/kg/giin siilfit maruziyetinin beyin dokusunda lipid
peroksidayona, ndronal apoptozise ve ndrodejenerasyona yol agtig1 ve siilfit aracili
norodejenerasyona sekretuar fosfolipaz A2 (SPLAZ2), sitozolik fosfolipaz A2
(CPLA2) artisinin katki sundugu gosterilmistir (Kencebay ve ark. 2013; Basaranlar
ve ark. 2019). Bir diger ¢caligmamizda ise 260 mg/kg/giin dozunda uygulanan siilfitin
beyin dokusunda siklooksijenaz 2 (COX-2) ekspresyonunu ve prostaglandin E2
(PGE2) diizeyini arttirdigint ve arasidonik asit (AA) sinyal yolagmm siilfit
toksisitesine bagli norodejenerasyona aracilik ettigini bildirmistik (Derin ve ark.
2017). Siilfitin beyin dokusunda neden oldugu bu noérotoksik etkilerin hipokampal
noronlarda da olabilecegi diisiiniilerek yapilan 6grenme ve hafiza ¢aligmalarinda,
stilfit maruziyetinin 6grenme ve hafizayr bozdugu ve hipokampal piramidal
noronlarda hasara neden oldugu rapor edilmistir (Akdogan ve ark. 2011; Ozsoy ve
ark. 2012; Noorafshan ve ark. 2013). Episodik ve uzaysal hafiza gibi baz1 spesifik
hafiza ve 6grenme tiplerinde hipokampus asil rolii oynamaktadir (Deng ve ark.
2010). Siganlarla yapilan caligmalarda hipokampusta olusan lezyonlarin uzaysal

hafizada bozulmalara neden oldugu saptanmistir (Broadbent ve ark. 2004).

Fosfolipaz A2 (PLA2), membran fosfolipitlerini sn-2 pozisyonundan keserek hiicre

igine serbest AA asit salinimina neden olmakta ve AA siklooksijenazlar (COX)



tarafindan prostaglandinlere doniistiirilmektedir. Siklooksijenazlar, siklooksijenaz 1
(COX-1) ve COX-2 olmak iizere 2 farkli izoformda bulunmakta (Smith ve ark.
2000); COX-1 genellikle hiicre pasif durumdayken islev goriirken, COX-2,
hormonlar, biiylime faktorleri, sitokinler ve makaslama stresi (shear stress) gibi
cesitli uyaranlarin etkisiyle uyarilmakta (Hla ve ark. 1999) ve patolojik siireglerde
rol almaktadir (Herschman, 1996; Smith ve Langenbach, 2001). Siklooksijenazlar
tarafindan olusturulan PGG2, peroksidaz aktivitesi ile prostaglandin H2’ye (PGH2)
dontstiirilmekte ve PGH2 ise prostaglandin sentazlar tarafindan PGD2, PGEy,
PGF2a, PGI2 ve tromboksan A2 (TxA2) gibi biyomolekiillere doniistiirmektedirler.
PGE>, viicutta en yaygin iiretilen prostaglandin olup, reprodiiktif, néronal, metabolik
ve immiin fonksiyonlarda gesitli gorevler tistlenmektedir (Harris ve ark. 2002; Legler
ve ark. 2010). PGE> hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar etkileri nedeniyle
noronal dokularda olduk¢a onemli fonksiyonlara sahiptir (Takadera ve ark. 2004,
Kang ve ark. 2009). PGE: fonksiyonlarina, PGE'ye karsi afinitelerine, doku ve
hiicresel lokalizasyonlarina goére EP1, EP2, EP3 ve EP4 olmak tizere 4 farkl spesifik
reseptor subtipi lizerinden etki gostermektedir (Rogers ve ark. 2014; Dennis ve
Norris, 2015; O'callaghan ve Houston, 2015). Yang ve arkadaslart (Yang ve ark.
2009) tarafindan yapilan ¢alismada EP2 reseptorleri knockout farelerde hipokampal
uzun-siireli sinaptik plastisite ve kognitif fonksiyonlarin bozuldugu gosterilmistir.
EP3’iin genetik delesyonunun, néronlart N-Metil-D Aspartik Asit (NMDA) aracili
toksisiteye kars1 korudugu ve PGE2’nin COX aracili norotoksisiteye EP3 iizerinden

katki sagladigi disiiniilmektedir. (Wang ve ark. 2015).

Bu bilgilerin 1s1ginda, calismamizda farkli dozlarda maruz kaldigimiz siilfitin
hipokampus tizerindeki olasi norodejeneratif etkilerini, grenme ve uzaysal hafizanin
degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan Morris su tanki testi ile
degerlendirdik. Hafiza ve 6grenme siireglerinde etkin rol oynadigi bilinen arasidonik
asit yolaginin hipokampusta siilfitin etkilerine aracilik edip etmedigini arastirmay1
planladik. Bunun yani sira, sahip olduklar1 reseptor subtipleri nedeniyle hem
noroprotektif hem de norotoksik etkileri oldugu bilinen PGE: diizeyinin ve reseptor
subtiplerinin ekspresyon seviyelerinin, siilfitin neden oldugu nérotoksik etkilere

aracilik edip etmedigini agiga ¢ikartmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siilfit
Siilfitler, siilfit iyonu (SOs?) igeren bilesiklere verilen genel bir isimdir. Siilfit

dendigi zaman bu terim genel olarak siilfiir dioksit (SO2) gaz, bisiilfitleri (hidrojen
siilfitin kalsiyum, potasyum ve sodyum tuzlari), siilfit iyonlarin1 ve disiilfitleri
(metabisiilfit) igermektedir. Bu bilesikler farkli pH kosullarinda veya farkli besinlerle
reaksiyona girme gibi ¢evresel kosullarda ayni tiirlere doniisebilmektedirler ve bu
durum kimyasal yapilarmin birbirlerine benzedigini ortaya koymaktadir (Giines,
2014a). Insanlik tarihi boyunca dezenfeksiyon ve sanitasyon gibi farkli amaglar icin
kullanilan siilfitler, 1664 yilinda koruyucu gida katki maddesi olarak kullanilmaya
baglanmistir (Giines, 2014b). Koruyucu katki maddesi olarak ilk kullanimlari, sarap
yapim siire¢lerinde, elma saraplarinin depo edildigi fi¢1 ve kaplara ilave edilmeleriyle
baslamistir (Giines, 2014b). Siilfitler, ¢esitli gidalarla, ilaglarla, hava yoluyla viicuda
almabilir veya sistein ve metionin gibi siilfiir iceren aminoasitlerin katabolizmasi

sirasinda endojen olarak da tiretilebilirler (Cooper, 1983).

2.1.1. Siilfitin Endojen Uretimi
Siilfit metabolik olarak, siilfiir iceren bilesiklerin ve yine siilfiir iceren aminoasitlerin

katabolik tepkimeleriyle olusabilir (Gunnison ve ark. 1987; Reist ve ark. 1998b;
Giines, 2014a). Ozellikle metionin ve sistein aminoasitlerinin katabolik tepkimeleri,
endojen siilfit Giretimi i¢in 6nemli bir kaynaktir (Gunnison ve ark. 1987). Metionin
katabolizmasi sitoplazmik s-adenozin transferaz ile gergeklesir (Gunnison ve ark.
1987). S-adenozin transferaz, metionini s-adenozin metionine dondstiriir ve
sonrasinda metil transferaz araciligiyla s-adenozin homosistein olusur (Gunnison ve
ark. 1987; Blom ve ark. 1989). S-adenozin homosisteinden spesifik hidrolaz
araciligiyla homosistein olusur (Sekil 2.1.). Olusan homosistein, sistionin 3-sentaz ile
sistatyonine, sistatyonin ise sistatyonin Y-ligaz araciligiyla sisteine doniistiiriiliir
(Gunnison ve ark. 1987; Blom ve ark. 1989). Ag¢iga c¢ikan sistein ise, sistein
deoksijenaz ile tepkimeye girerek siilfinik asit meydana getirir (Gunnison ve ark.
1987). Siirecin geri kalan1 mitokondride devam eder ve sistein siilfinik asit aspartat
tastyicilart ile mitokondriye taginir (Gunnison ve ark. 1987). Mitokondriye tasinan
sistein siilfinik asit, transaminaz enzimiyle 2-ketoglutarat veya oksaloasetat ile

transaminasyon reaksiyonu gergeklestirir ve 3-siilfinil piruvat agiga ¢ikar (Gunnison



ve ark. 1987). Bu molekiiliin desiilfinasyonu sonucu piruvat ile SOz olusur, SO2’den

2 proton ayrilarak SO32 meydana gelir (Gunnison ve ark. 1987).
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Sekil 2.1. Viicutta endojen silfit olusumu
2.1.2. Siilfitin Eksojen Alim
Siilfit, gidalarin iiretimi veya saklanmasi siirecinde, gidalarin tat ve kokularinda
degisiklik olmasinin 6nlenmesi ve dayanikliliklarini arttirmasit amaciyla koruyucu
katk1 maddesi olarak kullanilmaktadir (Dalton-Bunnow, 1985). Ornegin, siilfitler
sarapta antimikrobiyal olarak, dondurulmus turta ve pizza hamurlarinda hamurun
mevcut durumunun korunmasi amaciyla veya maraschino kirazlarindaki agartma

etkileri gibi o6zellikleri i¢in kullanilabilmektedir (Simon, 1998). Yapilan bir



calismada alkol tiiketmeyen bireylerin siilfit aliminin ortalama 20 mg/giin, alkol

tiiketenlerin ise 31.5 mg/giin oldugu belirlenmistir (Giines, 2014a).

Gidalarda bulunan siilfit seviyelerinin, dondurulmus hamurlar, misir surubu ve
jolelerde 10 ppm’nin altinda, taze karides, tursu ve taze mantarlarda 60 ppm
dolaylarinda oldugu, kurutulmus patates, sarap sirkesi ve kiraz likoriinde ise 100
ppm’ye kadar degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. (Simon, 1998). En yiiksek siilfit
seviyeleri ise (1000 ppm'ye kadar) limon, thlamur, iiziim, tuzlanmis lahana gibi
kurutulmus meyvelerde ve magazadan satin alinan taze soslarda bulunmaktadir
(Simon, 1998). Siilfitin zararh etkilerinin dnlenmesi i¢in Gida ve Ilag Idaresi (Food
and Drug Administration = FDA) tarafindan, basta restoran yemeklerine olmak tizere
bazi sinirlandirmalar getirilmistir (Gunnison ve ark. 1987). Bununla birlikte, FDA
triinlerdeki siilfit miktarlarinin 10 ppm’yi ge¢mesi durumunda, siilfit miktarinin
etiketlerde belirtilmesi gerektigini vurgulamistir (Glines, 2014a). Bazi besinlerin
igerdigi azami SO, miktarlar1 Tablo 2.1.’de, yiiksek siilfit igerigine sahip bir lokanta

Ogliniiniin SO> degerleri ise Tablo 2.2.’de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Genel Olarak Besinlerdeki Maksimum SO Diizeyleri (Taylor ve ark. 1985)

Besin Manier-Williams yolu ile tespit edilen maximum
SO2 diizeyleri (ppm)

Tahil {irtinleri 200
Unlu gidalar 30
Bira 25
Sarap 275
Cay 90
Baharat ve ¢esniler 30
Sirke 75
Siit tirtinleri 200
Kurutulmus balik 200
Karides (donmus veya taze) 100
Jelatin 40
Et suyu ve salga 75
Regeller ve jeller 30
Kurutulmus meyve 2000
Meyve sulari 300 -1000 (konsantre)
Maraschino kirazi 150
Kurutulmus sebze 200
Kurutulmus patates 500
Donmus patates 50
Sebze suyu 100
Melaslar 300




Tablo 2.2. Yiiksek Siilfit icerigine Sahip Bir Lokanta Ogiiniiniin Siilfit Icerigi (Taylor ve ark. 1985)

Yemek Servis Miktar1 (g) Total SO2 Tiiketildigi
(ppm) Zaman Total
SO2 (mg)

Stlfitlenmis yesil salata 100 500 50
Kurutulmus patates 150 75 11

Karides 50 40 2

Sarap 250 120 3

Total alim 93

Siilfit gida sektorlinlin yaninda ila¢ sektoriinde de siklikla kullanilan bir ajandir
(Gilines, 20144a). Ayrica, gida ve ilaglar ile kiyaslandiginda ¢ok daha az miktarda olsa
da siilfit kirli havanin solunmasi ile de alinmakta olup metabolik etkiler gosterebilir

(Gunnison ve ark. 1987).

2.1.3. Siilfit Metabolizmasi
Siilfit bilesikleri pH kosullarina bagl olarak farkli tiirevlerine doniisebilmektedirler

(Giines, 2014a). Ornegin, viicuda girdikten sonra, pH degeri ortalama 2-3 olan mide
gibi asidik ortamlarda, iretilen SO2 miktar1 artarken, pH degeri daha yiiksek olan
ortamlarda siilfit ve bisiilfit olusmaktadir (Gunnison ve ark. 1987). Olusan bilesikler
ise bu asamadan sonra dokulara dagilmakta ve inorganik siilfata doniistiiriilerek
detoksifiye edilmekte ve bu detoksifikasyon siireci siilfit oksidaz (SOX) ile
gerceklestirilmektedir (Yang ve Purchase, 1985). Silfit oksidaz enzimi
mitokondride bulunmakta ve molibdenyumu (Mo) kofaktor olarak kullanmaktadir
(Johnson ve ark. 1980).



Sitokrom ¢ Mo (V1) Fe (ll1)

(Rediikte) SO5° + H,0
renstagi S04 +2H*
Mo (V1) Fe (II) Mo (IV) Fe (lll)
Mo (V) Fe (Ill) Mo (V)/ Fe (Il)
Sitoh‘oMmm .

(Bediiie) (Okside)

Sekil 2.2. Siilfit oksidazin siilfiti siilfata oksitlemesi.

Siilfit oksidaz enzimi basta karaciger ve bobrek olmak iizere kalp, dalak, beyin,
iskelet kas1 gibi pek ¢ok dokuda bulunmaktadir (Woo ve ark. 2003; Giines, 2014a).
Insan karacigerindeki siilfit oksidaz aktivitesinin sigan karacigerinin sadece %10'u
kadar oldugu bildirilmistir (Johnson ve Rajagopalan, 1976b). Siilfit oksidaz enzimi
homodimer yapida olup, Mo kofaktorii iceren bir C-terminali ve hem grubu iceren
bir N-terminalinden olusmaktadir (Morikawa ve ark. 1997). iki ayr1 redoks merkezi
olarak bilinen Mo ve hem grubu, SOX enziminin fonksiyonu agisindan énemli role
sahiptir. Oksidasyon esnasinda SOX enziminin Mo merkezine baglanan SO3?, 2
elektron ile indirgenmekte ve bu indirgenme reaksiyonu sonunda Mo (VI)/Fe(lll),
Mo(IV)/Fe(Ill)’e dontismektedir. S6z konusu indirgenme reaksiyonu sonucunda
siilfit, idrarla atilan ve toksik olmayan SOs2’ye okside olmaktadir (Bailey ve ark.
2009). Siilfata ¢evrilme siireci ¢ok hizli gergeklestiginden, endojen siilfitin dokularda
ve kanda tespitinin imkansiz oldugu kabul edilmektedir (Giines, 2014a). Iki elektron
ile indirgenen Mo (IV)’deki elektronlardan biri intramolekiiler elektron transferiyle
redoks merkezine aktarilmakta ve Mo(V)/Fe(Il) kompleksi agiga cikmaktadir. Bu
bilesikteki kararli olmayan elektronlarin solunum zincirinde rol alan sitokrom c (sito-
¢)’yi indirgemesiyle Mo(V)/Fe(Ill), devaminda ikinci intramolekiiler elektron
tranferi ile Mo(VI)/Fe(IT) kompleksi olusmaktadir. Mo(VI)/Fe(IT) kararli degildir ve
sito-c tarafindan indirgenerek Mo(VI)/Fe(Ill)’e donlismektedir. Bdylece SOX
enziminin yapisinda bulunan redoks merkezlerinin katalitik aktifligi yeniden
kazanilmis olmaktadir (Sekil 2.2.) (Bailey ve ark. 2009). Bu siiregte oksidasyona
ugrayan bir mol siilfit icin 1 mol adenozin trifosfat (ATP) iiretilmesi saglanmaktadir.

Silfitin, SOX ile metabolizmasinin  hizli oldugu ve bu nedenle, kronik



maruziyetlerde serumda 15 puM konsantrasyona kadar siilfit gozlenebilirken,
tamamen metabolize edildigi i¢in dokularda birikmedigi rapor edilmistir (Pundir ve
Rawal, 2013). Siilfit oksidaz yoklugunda siilfit, sistein katabolik reaksiyonlarinin

merkezi olan karacigerde birikir (Stipanuk ve ark. 2006).

2.1.4. Siilfit Toksisitesi
Ozellikle gida ve ilag endiistrisinde siklikla kullanilan siilfit tiirevlerine maruz

kalmanin, hassas bireylerde dermatit, Trtiker, kizarma, hipotansiyon,
rinokonjonktivit, karin agris1 ve ishal yani sira hayati tehdit eden anafilaktik
reaksiyon ve astim gibi c¢esitli olumsuz klinik etkilere neden oldugu bildirilmistir
(Simon, 1986; Oliphant ve ark. 2012). Ozellikle astim hastalarinin, saglikl1 bireylere
gore siilfitin negatif etkilerine kars1 daha duyarli oldugu ve bu hassasiyetin agirlikli
olarak kadinlarda gorildiigi ileri siiriilmisgtiir (Lester, 1995). Siilfit maruziyetine
yanit olusmasi i¢in gereken miktarlarin da degiskenlik gosterdigi goriilmektedir; 1
ile 5 mg potasyum metabisiilfit’in sindirilmesi, siilfit duyarli bir kiside reaksiyona
neden olabilirken, duyarli bireylerin ¢ogunun 20 mg ile 50 mg arasinda degisen
degerlerde tepki olusturdugu belirlenmistir (Lester, 1995). Siilfit duyarliligiyla ilgili
farkli goriisler olmasia karsin en kabul goren teori, reaksiyonlarin siilfit iceren
yiyeceklerin veya iceceklerin tiiketilmesiyle midede iiretilen SOz gazinin solunmasi
sonucu meydana gelmesidir (Lester, 1995). Siilfitler ¢ozeltiye kondugunda SO>
tiretilmekte ve bu lretim yiiksek sicaklikta ve diisik pH'da artmaktadir (Lester,
1995). Agiz ve midenin 1lik, asidik ortami ise SO iiretimi i¢in primer kosullardir
(Lester, 1995). Dolayisiyla astimlilarin, 6zellikle steroide bagimli astimlilarin,
hiperreaktif hava yollartyla, bu duruma diger bireylerden daha duyarli olduklar1 6ne
strilmustiir (Lester, 1995). Siilfitin alerjik duyarliliginin yani sira, Meisel ve
Welford’un (Meisel ve Welford, 1992) yaptig1 bir ¢alismada, hastalara koruyucu
olarak sodyum bisiilfit iceren yiiksek doz intraven6z morfin verilmesinin,

miyoklonik ve tonik-klonik nobetlerin gelismesine neden oldugu gosterilmistir.

Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarda ise SO, ve tiirevlerinin mikro g¢ekirdek
olusumu, kardes kromatid degis tokusu ve lenfosit kromozomlarinda aberasyonlara
neden oldugu belirlenmistir (Renciizogullari ve ark. 2001). Farelerle yapilan bir
calismada siilfit toksisitesinin bobrek, beyin, dalak, akciger, kalp ve kemik iligi gibi
birgok doku ve organda deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina neden oldugu
belirlenmistir (Meng ve ark. 2002; Meng ve ark. 2003; Meng ve ark. 2005) Siilfit,
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riboniikleik asitte (RNA) urasil ile, DNA’da ise sitozin ile reaksiyona girerek DNA
ve RNA zincir yapilarina zarar verebilmekte ve siilfiir iceren proteinlerdeki distilfit

baglarin1 yikarak protein yapilarinin bozulmasina neden olmaktadir (Meng ve ark.
2005).

Siilfit norolojik olarak da toksik etkilere sahip bir molekiildiir. Kalitsal olarak siilfit
oksidaz enzim eksikligi olan hastalarla yapilan ¢aligmalar gostermistir ki tiyosiilfat
(S20372) maruziyeti, siddetli zeka geriligi (Irreverre ve ark. 1967), nobetler (Rupar ve
ark. 1996), spastik kuadriparezi (Brown ve ark. 1989), c¢ikik lensler ve erken 6liim
(Shih ve ark. 1977) gibi ciddi norolojik disfonksiyonlara neden olabilmektedir
(Johnson ve Rajagopalan, 1976a; Reist ve ark. 1998b). Ozellikle erken ¢ocukluk
donemlerinde hizla ilerleyen nodrodejenerasyona ve sonunda Oliime neden
olabilmektedir (Tan ve ark. 2005). Enzim eksikligi durumlarinda idrarla atilan
tiyosiilfat, sistein-S-siilfonat ve siilfit miktar1 artmaktadir (Giines, 2014a). Dogustan
var olan bu eksikligin apoenzim ya da molibden kofaktor metabolizma yetersizligiyle
ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Giines, 2014a). 2004 yilinda siganlarda yapilan bir
calismada, SOz ve metabisiilfit’in, CAl nodronlar1 ve dorsal kdk gangliyonlar
tizerindeki sodyum ve potasyum akimlarini degistirdigi gozlemlenmistir (Du ve
Meng, 2004). Kiigiikatay ve ark. (Kiiglikatay ve ark. 2005) tarafindan yapilan ve
sicanlarda SOX eksikligine baglh aktif kacinma davraniglarinda bozulma olup
olmadigin1 gézlemleyen g¢alismada, SOX eksikligi olan si¢anlarda aktif kaginma
yanitlart iizerine siilfitin belirgin bir zararli etkisinin oldugunu ancak normal
sicanlarda olumsuz bir etkiye neden olmadigini gostermektedir. Yapilan bazi
calismalarda, sicanlarda siilfit maruziyetine bagli olarak hem gorsel hem de
somatosensoriyel uyarilmis potansiyellerinde dalga formlarinin latanslarinin arttigi
rapor edilmistir (Agar ve ark. 2000; Kiigiikatay ve ark. 2003; Kencebay ve ark.
2013). Diger bir ¢alismada ise wistar si¢anlarina siilfit uygulanmasina bagli olarak
hipokampusun CA1l, CA2, CA3 bolgelerinde piramidal hiicre kayiplar1 gozlendigi
rapor edilmistir (Akdogan ve ark. 2011). Baud ve ark. (Baud ve ark. 2001) ise
deksametazon preperasyonlarindaki siilfit mevcudiyetinin, eksitotoksik ajanlarin

norotoksik etkilerini ve ndronal dliimleri arttirdigini tespit etmislerdir.

Siilfiir igeren aminoasitlerin metabolizmasi, beyin de dahil olmak {izere cogu dokuda

meydana gelmekte ve bozulmus bir endojen siilfiir aminoasit metabolizmasi bazi



norodejeneratif hastaliklar ile iligkilendirilmektedir (Heafield ve ark. 1990).
Noronlardaki siilfit toksisitesinin mekanizmasi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmasina
karsin, siilfitin zararli etkilerinin siilfiir trioksit (SO3) ve SO gibi siilfiir ve oksijen
merkezli serbest radikallerin etkisi ile olabilecegi diisiiniilmektedir (Shi, 1994; Reist
ve ark. 1998).

Siilfitin bu etkilerine iligkin yapilan molekiiler diizeydeki caligmalarda ise siilfit
radikallerinin niikleik asitlerle reaksiyona girdigi, DNA’da zincir kiriklarina ve baz
parcalanmalarina neden oldugu, proteinlerle capraz bag yaparak DNA delesyonlarina
ve mutasyonlara, boylelikle hiicresel disfonksiyonlara veya hiicre 6liimlerine sebep
oldugu gosterilmistir. Dahasi siilfit radikalleri proteinlerle ve lipidlerle de reaksiyona
girebilmektedirler (Cecil, 1963).

2.1.5. Siilfit Radikallerinin Olusumu
Organizmada SOs? konsantrasyonu arttiginda ve SOX enzim aktivitesinde diisiis

oldugunda, peroksidazlar devreye girerek SOz? oksidasyonunu Kkatalizlemektedir.
Peroksidaz katalizasyonuna bagli oksidasyon reaksiyonlari sonucu, silfiir trioksit
anyon (SOz") adi verilen siilfiir merkezli bir radikal meydana gelmektedir (Mottley ve
Mason, 1988).

Stilfiir trioksit olusum tepkimelerinden sonraki zincir tepkimeler otokatalitik bir

sekilde iki basamakta geceklesmektedir;

1- Silfiir trioksit anyonu oksijenle tepkir ve siiperoksit radikali (O2) veya
peroksimonosiilfat anyon radikali ("O3SOO) meydana gelir (Mottley ve
Mason, 1988).

2- Olusan "03SO0 ile SOs? tepkimeye girerek siilfat radikali (SOxs)
olusmaktadir (Mottley ve Mason, 1988).

Aynmi zamanda siilfat, siilfiti okside ederek SOz olusmasina neden olmaktadir
(Mottley ve Mason, 1988). Bunun disinda, siilfitin iki 6nemli reaksiyonu daha
bulunmaktadir (Mottley ve Mason, 1988). Bunlardan ilki peroksil reaksiyonudur ve
sonucunda siilfit trioksit (SO3) ve hidroksil iyonu agiga ¢ikmaktadir (Mottley ve
Mason, 1988). Benzer sekilde siilfat ve suyun tepkimesi sonucunda da hidroksil

iyonu olugsmaktadir (Mottley ve Mason, 1988).
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Viicudumuzda oksidatif hasarin ortadan kaldirilmast i¢in vitaminler (E, A, C),
mitokondriyal SOX, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz (GSSG-R), glutatyon-
S-transferaz (GST), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan
ajanlar gorev almaktadir (Pinnell, 2003). Siilfit maruziyeti sonucu, bu antioksidan
kapasitenin azaldigi ve oksidatif hasarin arttig1 rapor edilmistir (Derin ve ark. 2006).
Kencebay ve ark. (Kencebay ve ark. 2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada siilfit
uygulanmasiyla toksisiteye maruz birakilan siganlarin  beyin dokularinda,
tiobarbitiirik asit reaktif triinleri (TBARS), kaspaz-3 ve TUNEL pozitif hiicre
sayisint arttirdig1 ve bu sekilde meydana gelen nérodejenerasyonda sekretuar PLA2
artigt ile aktive olan AA yolagmin etkili oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, 2017
yilinda yapilan bir caligmada ise siganlara 260 mg/kg/giin dozunda siilfit
uygulanmasiin, COX-2 ekspresyonunu arttirdigt bulunmus olup, bu etki siilfit
toksisitesine bagli ndrodejenerasyon ile iligkilendirilmistir (Derin ve ark. 2017). Ayni
zamanda baska bir c¢alismada da siilfitin lokomotor aktiviteyi arttirdigt ve
CPLAZ2’nin, uygulanan siilfite bagl olarak oksidatif stres ve hipokampusta apoptotik

hiicre 6liimlerine yol agtig1 gosterilmistir (Basaranlar ve ark. 2019).

2.2. Arasidonik Asit ve Prostaglandin Yolag:
Bergstrom ve meslektaglar1 (Bergstrom ve ark. 1964), 1950 ve 60’l1 yillarda, ilk

prostaglandin izomerlerini bulmuslardir. Daha sonra ise Van Dorp ve Bergstrom
(Van Dorp ve ark. 1964), birbirinden bagimsiz olarak 1964 yilinda,
prostaglandinlerin 6nciisii olan 20 karbonlu tetraenoik yag asidi (C20:4w6) olan
arasidonik asidi tanimlamislardir. Arasidonik asit terimi, yirmi karbon zincirli bir
omega-6 coklu doymamis yag asidi (polyunsaturated fatty acid=PUFA) olan
eikosatetraenoik aside karsilik gelmektedir (Sonnweber ve ark. 2018). PUFA'lar,
insan hiicre zarlarinin  fosfolipitlerinde ve bagisiklik hiicrelerindeki lipit
damlaciklarinda bol miktarda bulunmaktadir (Sonnweber ve ark. 2018). Arasidonik
asit ve tiirevlerinin yan1 sira gesitli omega-3 PUFA'lar da eikosanoidler olarak
adlandirilmaktadir (Sonnweber ve ark. 2018). En yiiksek AA konsantrasyonlari
beyin, kas, karaciger, dalak ve retinada bulunurken, dolasimdaki serbest AA
konsantrasyonlari tipik olarak albiimine bagli olmasi nedeniyle diisiiktiir (Sonnweber
ve ark. 2018). Fosfolipaz A2, bir esteraz olup, membran gliserofosfolipidlerindeki
gliseroliin sn-2 pozisyonundaki acil ester bagin1 yikarak, lizofosfolipid ve arasidonik

asit gibi serbest yag asitlerinin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir (Moreira ve ark.

11



2019). Beyin PLA2 aktivitesi 1970'lerde birka¢ arastirmaci tarafindan tanimlanip
karakterize edilmistir (Gullis ve Rowe, 1973), ancak bu aktivitelerin spesifik PLA2
gruplarina atfedilmesi 1990'lara kadar baslamamistir (Balboa ve ark. 2002).
Fosfolipaz A2, norogelisimsel siireclerde ve sinir sistemi gelisiminin erken
evrelerinde rol oynamaktadir (Forlenza ve ark. 2007). Fosfolipaz A2 aktivitesinin
asir1 uyarilmasi, serbest yag asitleri, eikosanoidler ve lipit peroksitlerin iiretilmesine
ve birikmesine neden olabilmektedir (Farooqui ve ark. 2000). Bu siireg, iskemi,
omurilik travmasi ve kafa travmasi gibi norolojik durumlarda néronal hasar ve
norodejenerasyon ile sonuglanmaktadir (Farooqui ve ark. 2000). Buna karsilik,
lizofosfolipitlerin asil-CoA: lizofosfolipid asiltransferaz ile yeniden reaksiyonu, noral
hiicre membraninin restorasyonu ve dolayisiyla néronun korunmasi ve hayatta
kalmasi ile sonuglanmaktadir (Farooqui ve ark. 2000). Fosfolipaz A2 yapisi, islevi,
hiicresel yerlesimi ve enzimatik ozellikleri gibi farkliliklarina goére 15 farkli alt
grupta siniflandirilmistir (Burke ve Dennis, 2009). Bunlardan en yaygin olanlart;
SPLA2, cPLA2, Ca'?-bagimsiz fosfolipaz A2 (iPLA2), plazmalojen-selektif
fosfolipaz A2 (Pls-Etn PLA?2) olarak bilinen fosfolipaz A2 tiirleridir (Heinrikson ve
ark. 1977; Kudo ve ark. 1993; Dennis, 1994; Murakami ve ark. 2017).

2.2.1. Fosfolipaz A2 Enziminin Subtipleri

Sekretuar PLA2
Sekretuar PLA2 kesfedilen ilk PLA2 tipi olarak bilinmektedir (Burke ve Dennis,

2009). Bu enzim memelilerde, beynin tiim bolgelerinde bulunabilmekle birlikte,
aktiviteleri bolgeden bolgeye degisebilmektedir. Olfaktér bulbus ve serebellumda,
diger beyin bolgelerine (cerebrum, medulla oblangata, pons,talamus, hipokampus, ve
hipotalamus) goére daha diisiik bir aktiviteye sahip oldugu disiiniilmektedir (Thwin
ve ark. 2003).
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Sekil 2.3. Fosfolipaz A2 mekanizmasi. Sekretuar fosfolipaz A2 (SPLAZ2), sitozolik fosfolipaz A2
(cPLA2), Cat+2-bagimsiz fosfolipaz A2 (iPLA2) ve plazmalojen selektif fosfolipaz A2 (Pls-
EtnPLA2), Al, A2, A3 farkli agonistler; R1, R2, R3 farkl reseptorler; sSPLA2-R, sekretuar PLA2
reseptori;  PtdCho,  fosfotidilkolin;  PlsEtn,  ethonolamin  plazmalojen;  Lyso-PtdCho,
lizofosfotidilkolin; AA, arasidonik asit; DHA, dokoheksaenoik asit;PAF, platelet aktive edici faktor;
4-HNE; 4-hidroksi-2-nonenal

Hiicre i¢i kalsiyumun yiikselmesi, hiicrelert PLA2’ye duyarli halde getirebilmektedir
(Smith ve ark. 2001). Dolayisiyla Ca*? yiikselmesi sPLA2 aktivitesini indiikleyerek
apoptozise neden olmaktadir (Kim ve ark. 1995) (Sekil 2.3.). Beyinde glutamat
seviyesinin artmasiyla birlikte voltaj duyarli Ca* kanallar1 agilmakta ve hiicre ici
artan Ca'? konsantrasyonuna bagli olarak sPLA2 aktivitesinde artis meydana
gelmektedir. Sekretuar fosfolipaz A2’nin kendisi de glutamat bagimli sinaptik
aktiviteyi regiile ederek glutamat artisina bagh toksisitede gorev almaktadir
(DeCoster ve ark. 2002). Sekretuar PLA2, ekstraseliiler matrikse salindiktan sonra
presinaptik membrana baglanarak, sinaptik vezikiillerin geri alinimi sirasinda vezikiil
liimenine girerek, sinaptik vezikiiliin i¢indeki gliserofosfolipidleri hidroliz eder ve
boylelikle vezikiil yapisin1 bozarak sinaptik transmisyonda gorev alan vezikiillerin

reagregasyonunu engellemis olur (Wei ve ark. 2003).

Sitozolik Fosfolipaz A2
Bu enzim hiicre i¢indeki Ca*™® miktarinin artmasina bagh olarak aktive olmaktadir

(Hirabayashi ve ark. 2004). Sitozolik PLA2 97 kDa’lik bir protein olup (Sun ve ark.
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2014), mRNA ekspresyonlar1 insanda agirlikli olarak kalp, dalak, akciger ve
bobrekte bulunmasiyla birlikte hipokampus ve eozinofillerde de bulunmakta, ayni
zamanda siganlarin beyin, karaciger ve testislerinde de var oldugu bilinmektedir
(Clark ve ark. 1995). Sitozolik PLA2'nin 6nemli bir 6zelligi de, protein kinazlarin
aktivasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ile iligkili sinyal yollarii
uyaran hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanmasidir (Sun ve ark. 2014). Merkezi sinir
sisteminde (MSS), cPLA2 aktivasyonu, bir dizi norodejeneratif hastaligin
patogenezinin altyapisin1 olusturdugu diisiiniilen noéronal uyarilma, sinaptik
sekresyon, apoptozis, hiicre-hiicre etkilesimi, biligsel ve davranigsal iglev, oksidatif-
nitrozatif stres ve inflamatuar yanit gibi mekanizmalarda rol oynamaktadir (Sun ve

ark. 2014).

Ca*? Bagimsiz Fosfolipaz A2
Ca*2-bagimsiz fosfolipaz A2 her yerde eksprese edilebilmekte ve diger PLA2'lerin

aksine, translokasyon veya aktivitesi icin Ca*? gerekmemektedir (Ramanadham ve
ark. 2015). Ca*? bagimsiz fosfolipaz A2’ler, 1980’lerde, 40 kDa’lik bir agirlikla,
kopek miyokard sitozoliinde, daha sonra da insiilinoma hiicrelerinde, renal proksimal
tiibiillerde ve makrofaj hiicrelerinde tanimlanmistir (Ramanadham ve ark. 2015).
Ca*’-bagimsiz fosfolipaz A2’ler tiim beyin bélgelerinde bulunmasma karsin en
yiiksek  aktivitesini  hipotalamus, striatum ve hipokampus bolgelerinde

gostermektedir (Molloy ve ark. 1998).

Plazmalojen- Selektif Fosfolipaz A2
Plazmalojen- selektif PLA2 enzimi ilk olarak sigir ve domuz beyni sitozoliinden elde

edilerek tanimlanmis olup, 39 kDA’lik molekiil agirliga sahiptir (Ong ve ark. 2010).
Plazmalojenden dokosaheksaenoik asitin (DHA) salinim hizi, aragidonik asitten 3-5
kat daha hizhidir (Ong ve ark. 2010). Plazmalojen-selektif PLA2’nin, DHA
tiretiminde rol oynayan ana PLA2 izoformu oldugu diisiiniilmektedir (Ong ve ark.
2010). Dokosaheksaenoik asit daha sonra 15-lipoksijenaz ile dokosanoidlere
(resolvinler ve ndroprotektinler) metabolize edilir ve bu metabolitler anti-
inflamatuar, anti-apoptotik, anti-aritmik ve vazodilator 6zelliklere sahiptir (Ong ve
ark. 2010). Plazmalojen-selektif PLA2, esas olarak glial hiicrelerde lokalize olmasina
karsin bazi immunoreaktif durumlarda néronlarda da bulunmaktadir (Ong ve ark.

2010). Bununla birlikte, iskemi ve Alzheimer hastalig1 gibi patolojik kosullar altinda,
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bu enzimin artan aktivitesinin norodejenerasyonda rol oynayabilecegi
distintilmektedir (Ong ve ark. 2010).

Van Dorp ve Bergstrom’un arasidonik asidi tanimlamasindan sonra, Samuelsson ve
arkadaglar1 (Samuelsson ve Ark.,2007) tarafindan AA'nin enzimatik olarak siklize
edildigi ve endoperoksit igeren prostaglandin G2 (PGG2) verecek sekilde
oksijenlendigi siklooksijenaz reaksiyonu tanimlanmistir. Diger bir yolak ise 5-
Lipoksijenaz enzimi, arasidonik asidi hidroperoksicikosatetraenoik aside (5-HPETE)
ve daha sonra hidroksieikosatetraenoik aside (5-HETE) metabolize eder ve bu
reaksiyonlarin sonucunda 16kotrienler olusur (Powell ve Rokach, 2015). Arasidonik
asit, epoksijenazlar ile epoksieikosatrienoik asitlere (EET) doniistiiriilebilmektedir
(Cantley 2012). Bu derivatiflerin iiretilmesine ve viicuttaki hareketlerine genel olarak

"arasidonik asit kaskad1" denmektedir.

2.2.2. Siklooksijenaz-1 ve Siklooksijenaz-2
Prostaglandin H sentaz (PGHS) veya prostaglandin endoperoksit sentaz olarak da

bilinen COX enzimi, AA'nmin PGG2 ve PGH2'ye oksidatif doniisiimiinde ana enzim
olarak tanimlanmistir (Simmons ve ark. 2004). 67 kDa’lik agirliga sahip PGHS
enziminin saflastirilmasi 6nce koyun ve sigir seminal vezikiillerinden saglanmistir
(Simmons ve ark. 2004). Dolayisiyla sigirlarin ve koyunlarin seminal vezikiilleri,

uzunca bir siire enzim kaynagi olarak kullanilmigtir (Simmons ve ark. 2004).

Farkl1 gen triinleri ile kodlanan iki farkli COX izoenzimi tanimlanmistir: Konstitiitif
enzim COX-1 ve indiiklenebilir enzim COX-2 (Hla ve ark. 1999). COX-1 genellikle
hiicre pasif durumdayken islev goriirken, COX-2, hormonlar, biiylime faktorleri,
sitokinler ve makaslama stresi (shear stress) gibi cesitli uyaranlarin etkisiyle
indiiklenmektedir (Hla ve ark. 1999). COX-1 ve COX-2 genleri karsilastirildiginda,
bunlarin olduk¢a benzer olduklar: ve bir istisna disinda ayn1 intron-ekson yerlesimine
sahip olduklar1 goriilmiistiir (Simmons, 2003). Bu istisna, COX-1 genlerinin, gendeki
ilk intronu olusturan ekstra bir intron bdlgesi icermesidir (Simmons, 2003). COX-2
genlerinde ilk ekson proteini, N-terminal hidrofobik sinyal peptidini kodlarken,
COX-1 geninde hidrofobik sinyal peptidini, genin intron-1 (ekstra intron) bolgesi ile
birbirinden ayrilan iki ekson bolgesi kodlamaktadir (Simmons, 2003).

Hiicrede temel fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinden sorumlu olan COX-1’in

prostanoid tiretimi i¢in temel referans oldugu bilinmektedir ( Smith, 1992; Smith ve
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Langenbach, 2001; Hao ve Breyer, 2007). Hiicreler dinlenim halindeyken COX-1
eksprese olurken, patofizyolojik uyaranlarin bulundugu kosullarda COX-2
indiiklenmektedir (Hla ve ark. 1999). Ancak bazi durumlarda, COX-1’in de patolojik
kosullarda indiiklenebildigi rapor edilmistir (Crofford ve ark. 1994; Sano ve ark.
1995; Hwang ve ark. 1998). Ayrica, baz1 ¢alismalarda noérodejenerasyona bagli
olarak hipokampal COX-2 ekspresyonunda artis oldugu da gosterilmistir (Manev ve
ark. 2000). Serebral korteks, hipokampus ve striatumda yiliksek miktarda eksprese
edilen COX-2’nin stres ve inflamasyonda kritik rol oynadigi belirlenmistir (Feldman
ve McMahon, 2000; Rocha ve ark. 2003; Andreasson, 2010; Bortolanza ve ark.
2015; Blaker ve Yamamoto, 2018). COX-2, travmatik beyin hasari, serebral iskemi,
glutamat eksitotoksisitesi, Alzheimer ve ALS gibi hastaliklarda 6nemli gorevler
iistlenmektedir (McGeer ve McGeer, 2004; Minghetti, 2004; Cimino ve ark. 2008;
Liang ve ark. 2008; Andreasson, 2010).

COX proteini AA'nin PGG2'ye donistiiriildiigii bir siklooksijenaz bolgesi ve
PGG2'nin PGH>'ye indirgenmesinden sorumlu bir peroksidaz bolgesi olmak tizere iki
aktif bolge igerir: ( Smith ve ark. 2000; Smith ve Murphy, 2002). Siklooksijenazlar
tarafindan olusturulan PGGa, peroksidaz aktivitesi ile PGH2’ye doniistiiriilmektedir.
Agiga ¢ikan PGHa, prostaglandin sentazlar tarafindan PGD2, PGE;, PGF,,, PGl2 ve
TxA: gibi biyomolekiillere doniistirilmektedir (Hla ve ark. 1999; Park ve ark.
2006). Prostaglandinler, siklopentan halkasi ve iki karbon zincirinden olusan ve
siklopentan halkasinin yapisina gore A'dan J'ye siiflandirilan temel prostanoik asit

yapisina sahip molekiillerdir (Sekil 2.4.) (Kawahara ve ark. 2015).
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2.2.3. Prostaglandin E2

PGE, viicutta en yaygin tretilen prostaglandin olup (Serhan ve Levy, 2003),
reprodiiktif, néronal, metabolik ve immiin fonksiyonlarda gorevler iistlenmektedir
(Harris ve ark. 2002; Legler ve ark. 2010). Dolasim sisteminde PGE2’nin yar1 émrii
yaklasik 30 saniyedir ve normal plazma diizeyi 3-12 pg/ml’dir (Dray ve ark. 1975;
Fitzpatrick ve ark. 1980; Kimball ve ark. 1980). PGE2 hem proinflamatuar hem de
antiinflamatuar etkileri nedeniyle c¢esitli néronal dokularda olduk¢a onem teskil
etmektedir (Takadera ve ark. 2004; Kang ve ark. 2009). Ilk olarak 1970’te yapilan ve
1977'de Amerika Birlesik Devletleri'nde tibbi kullanim i¢in onaylanan (Beard Jr,
2001) PGE2’nin kusma, ates, ishal ve asirt uterus kasilmasi gibi yaygin yan etkileri
de gozlenebilmektedir (Simmons ve ark. 2004). Aymi zamanda, PGE,
vazodilatasyon, nosisepsiyon, artmig damar gecirgenligi gibi durumlarla temsil
edilen proinflamatuar siireglere dahil olan birincil lipid mediatériidir (Moreira ve
ark. 2019). Ayni zamanda bu inflamatuar mediatdrlere doniisiimiin sonucunda,
hiicrede membran polarizasyonu, membran viskozitesinin degisimi, protein kinaz-C
(PKC) aktivasyonu, Ca*? salmimmin tetiklenmesi, enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi ve gen transkripsiyonu gibi hiicresel siireclerle néronal fonksiyonlari

modiile etmektedir (Molloy ve ark. 1998).
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PGE>, reseptoriine baglandiginda G-proteini {izerinden etki gostermekte olup, PGE2
reseptorleri fonksiyonlarina, PGEz'ye olan afinitelerine, doku ve hiicresel
lokalizasyonlarima gore EP1, EP2, EP3 ve EP4 olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir
(Sugimoto ve Narumiya, 2007; Rogers ve ark. 2014; Dennis ve Norris, 2015;
O'callaghan ve Houston, 2015).

2.2.4. PGE2 Reseptor Subtipleri

EP1
EP1 insan viicudunda miyometriyum, pulmoner damarlar, kolon, deri ve mast

hiicrelerinde, beyinde korteks, hipokampus ve serebellar Purkinje hiicrelerinde

eksprese edilmektedir (Andreasson, 2010; Markovic ve ark. 2017).

EP1 reseptorii, Gq proteinine baglanarak etki gosteren bir 'kontraktil' reseptor grubu
tiyesidir (Markovi¢ ve ark. 2017). PGE2'nin EP1 reseptoriine baglanmasi, PKC'nin
aktivasyonuna aracilik eden fosfolipaz C'yi (PLC) aktive eder, bu da artan
fosfatidilinositol hidrolizine ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun yiikselmesine

neden olur (Tablo 2.3.) (Markovi¢ ve ark. 2017; Moreno, 2017).

Merkezi sinir sisteminde EP1 roliiyle ilgili olarak, PGE2'nin fizyolojik
konsantrasyonlarda  kortikal ve hipokampal primer noronal  kiiltiirlere
uygulanmasinin, ndronlart NMDA veya glutamat toksisitesinden korudugu ileri
striilmektedir (Andreasson, 2010). Ancak, COX-2 inhibitériiniin varliginda,
eksitotoksisite kaynakli noronal 6liim, EP1 reseptor agonisti uygulanarak da ortaya
cikarilabilmektedir (Andreasson, 2010). T-labirent spontan degisimi ve yeni nesne
tanima testleri kullanilarak yapilan bir ¢calismada, Huntington hastaligina bagli olarak
ortaya ¢ikan uzun siireli bellek ve motor koordinasyon bozulmalarinin, EP1 reseptor

antagonizmiyle diizeltilebilecegi de ileri stiriilmiistiir (Anglada-Huguet ve ark. 2014).

EP1 ayn1 zamanda ACTH sekresyonu ve stres davranisi benzeri stres tepkilerine
aracilik eder, kimyasal karsinogenezi tesvik eder ve inflamatuar termal hiperaljeziye
yol acar (Mutoh ve ark. 2002; Matsuoka ve ark. 2003; Matsuoka ve ark. 2005;
Moriyama ve ark. 2005). EP1 reseptoriiniin aktivasyonu norotoksik siireclere katkida
bulunurken, antagonistler kullanilarak inhibe edilmesi hasar olusumunu 6nlemektedir

(Ahmad ve ark. 2006).
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EP2
EP2, EP reseptorleri arasinda en az bulunanmidir (Sugimoto ve Narumiya, 2007).

Insan viicudunda 18kositler, diiz kas, MSS’de serebral korteks, hipokampus ve 6n
beyin yapilarinin yani sira talamus, hipotalamus, beyin sap1 ve omurilikte, ayrica
tireme sistemi ve kemiklerde de bulunmaktadir (Liu ve ark. 2005; Andreasson, 2010;
Markovi¢ ve ark. 2017).

Noroprotektif etki gosteren EP2 reseptorleri Gs proteine bagli olarak hiicresel cevap
olusturmaktadir (Tablo 2.3.). PGE2’nin bu reseptorlere baglanmasiyla aktive olan Gs,
adenilat siklaz (AC) enzimini aktive etmekte ve hiicre i¢i siklik adenosin monofosfat

(CAMP) konsantrasyonu artmaktadir (Sugimoto ve Narumiya, 2007) (Tablo 2.3.).

EP2’nin aktivasyonu, yumurtlamay1 ve déllenmeyi kolaylastirma, farelerde bagirsak
polip olusumuna aracilik etme, glisinerjik inhibisyonu ortadan kaldirarak agr
iletimini kolaylastirma, kollajen kaynakli artritte eklem iltihabina aracilik etme,
dendritik hiicre farklilasmasini baskilama, G-CSF {iretimi ile notrofil alimini
kolaylagtirma, Alzheimer hastalifinda amiloid-f olusumunu tesvik etme ve son
olarak da COX-2 ile indiiklenen meme hiperplazisine aracilik etme gibi siireglere
katki saglamaktadir (Hizaki ve ark. 1999; Sonoshita ve ark. 2001; Yang ve ark. 2003;
Chang ve ark. 2005; Liang ve ark. 2005; Reinold ve ark. 2005; Sugimoto ve ark.
2005; Honda ve ark. 2006).

EP2 reseptOriiniin sinir sistemindeki fonksiyonlarini incelemek icin yapilan bir
caligmada omurilikte, glisinerjik noronlarda EP2 iizerinde etkili olan PGE>, dorsal
boynuzda glisin kaynakli tonik agri néronunun inhibisyonunu ortadan kaldirir ve
nosiseptif sinyallerin omurilikten MSS’nin daha yiiksek bolgelerine yayilmasim
kolaylastirir (Reinold ve ark. 2005). Ayrica, EP2 aktivasyonunun, hipokampusta
olusturulan NMDA toksisitesine kars1 noroprotektif etkilere sebep oldugu ve EP2'nin
genetik olarak silindigi, kalic1 orta serebral arter okliizyon modelinde, inme
hacminde belirgin bir artis saptandigi ileri stirGlmistiir (Liu ve ark. 2005). Uzun
stireli bellek ve motor fonksiyon bozukluklarima neden olan Huntington hastaligi
modeli kullanilarak yapilan bir g¢alismada ise EP2 agonisti uygulanmasinin,
noronlarda beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) etkisiyle olusan dendritik
dallanmay1 arttirdig1 ve T-labirent spontan degisim testi ve yeni nesne tanima testi ile

analiz edildiginde uzun siireli bellek eksikliklerini iyilestirdigi goézlemlenmistir
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(Anglada-Huguet ve ark. 2016). Yang ve ark. (Yang ve ark. 2009) tarafindan yapilan
baska bir calismada da EP2 knockout farelerde hipokampal uzun-siireli sinaptik
plastisite ve kognitif fonksiyonlarin bozuldugu gosterilmistir (Chen ve ark. 2002;
Yang ve ark. 2009; Shi ve ark. 2010).

EP3
EP3 mRNA ekspresyonu farelerin neredeyse tiim dokularinda goriilmektedir

(Sugimoto ve Narumiya, 2007). Insan viicudunda ise MSS, kardiyovaskiiler sistem,
tireme sistemi, bobrek ve idrar kesesinde bulunmaktadir (Markovi¢ ve ark. 2017).
EP3 reseptorii on beyin yapilarinda sinirli ekspresyon gosterirken, talamik,
hipotalamik ve beyin sap1 yapilarinda daha yiiksek ekspresyon gostermektedir
(Andreasson, 2010). Dort PGE> reseptorii arasinda en yaygin eksprese edilenler EP3
ve EP4 reseptorleridir (Markovic¢ ve ark. 2017).

EP3 reseptoriiniin aktivasyonu, Gi proteini ile cAMP seviyelerini diigiiren adenilat
siklazin inhibisyonuna neden olmaktadir (Markovi¢ ve ark. 2017). Bu etkisiyle EP3
reseptorli, EP2 ve EP4 aracili PGE> etkisine antagonist bir etki olusturmaktadir
(Saleem ve ark. 2009). Bu nedenle EP3 PGE2’nin inhibitor reseptorii olarak kabul
edilmektedir (Markovic¢ ve ark. 2017).

EP3 reseptor subtipi, ates olusumuna aracilik eder, tiimor ve kronik inflamasyon ile
iliskili anjiyogenezde rol oynar, duodenum sekresyonunu diizenler, endotoksin
kaynakli gelismis agr1 algisina neden olur, viriis enfeksiyonu ile iligkili agriya yol
acar ve tip I allerjiyi baskilar. (Ushikubi ve ark. 1998; Takeuchi ve ark. 1999; Ueno
ve ark. 2001; Amano ve ark. 2003; Minami ve ark. 2003; Kunikata ve ark. 2005;
Takasaki ve ark. 2005). Ayni zamanda EP3’iin genetik delesyonunun, noronlar
NMDA aracili toksisiteye karst korudugu ve PGE2’nin COX aracili norotoksisiteye
EP3 iizerinden katki sagladigi diisiiniilmektedir (Wang ve ark. 2015). Yapilan bir
calismada EP3'liin farmakolojik blokajinin veya genetik olarak baskilanmasinin,
cerrahiye bagli hipokampal hafiza eksikliklerini hafifletebildigi ve hipokampusta
cAMP yanit elemani baglayici protein (CREB), aktiviteye bagh sitoiskeletal iligkili
protein (Arc) ve BDNF de dahil olmak iizere, plastisite ile ilgili proteinlerin

ekspresyonlarinin siirdiiriilmesini saglayabilecegi gosterilmistir (Xiao ve ark. 2018).

20



EP4
Insan viicudunda EP4 Iokositler, diiz kas, kardiyovaskiiler sistem, bdbrekler,

kemikler beyin korteksi ve hipokampusta bulunmaktadir (Ahmad ve ark. 2005;
Sugimoto ve Narumiya, 2007; Markovi¢ ve ark. 2017; Xiao ve ark. 2018). Siklik
adenozin monofosfat artis1 ile etki gosteren diger bir reseptdr olan EP4 ise Gs
proteine bagli olarak hiicresel cevap olusturmaktadir. PGE2’nin bu reseptorlere
baglanmasiyla aktive olan Gs, adenilat siklaz (AC) enzimini aktive etmekte ve hiicre
ici cAMP konsantrasyonunu arttirmaktadir (Tablo 2.3.). PGE., EP4 reseptoriine
baglanarak beyinde ndroprotektif etki gosterir, duktus arteriyozusun kapanmasini
kolaylagtirir, kemik olusumunu indiikler, inflamatuar bagirsak hastaligina karsi
korur, Langerhans hiicre go¢iinii ve olgunlasmasini kolaylastirir ve kollajen kaynakli
artritte eklem iltihabina aracilik eder (Segi ve ark. 1998; Kabashima ve ark. 2002;
Yoshida ve ark. 2002; Kabashima ve ark. 2003; Ahmad ve ark. 2005; Honda ve ark.
2006; Yokoyama, 2006). EP4 reseptoriiniin hipokampustaki etkileriyle ilgili bir
calismada, hipokampal bolgede olusan hasarin, EP4 antagonizmi uygulandiginda,
bolgede mezensimal ekstraseliiler vezikiillerin agiga ¢iktigini1 ve bunun sonucunda da
hipokampal hasara bagli olusan biligsel ve 6grenme eksikliklerinin kurtarilabilecegi

ileri siiriilmistiir (Chen ve ark. 2019).

Tablo 2.3. Reseptor Subtipleri Genel Ozellikleri (Sugimoto ve Narumiya, 2007)

Subtip Izoform Amino asit G protein Sinyal yolag

EP2 362 Gs cAMP?
EP4 513 Gs(G)) cAMPT, PI3K
EP1 405 Gg/G11  PLC, IP3, Ca*?t, PKC, cAMP|
EP3 EP3, 366 Gi,Giz cAMP|, IPs/Ca*?t, Rho
EP3p 362 Gi, Gi2 cAMP|, IP3/Ca*?1, Rho
EP3, 365 Gi,Gs  cAMP|, CAMP?, IP3/Ca*?t

EP2 ve EP4’lin her ikisi de, cCAMP artisina neden olan yolaklarla ilgili olmasina
ragmen, bir¢ok siiregte farkli roller oynamaktadirlar (Sugimoto ve Narumiya, 2007).

Ornegin; fare dendritik hiicrelerinde hem EP2 hem de EP4 ifade edilmesine ragmen,
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sadece EP4 hiicre migrasyonunu diizenlemektedir (Kabashima ve ark. 2003). Bu
durumun adenilat siklaz etkilerine ek olarak, EP2’nin degil EP4’in Gi yolagi
tizerinden, fosfatidilinositol 3-kinaz ile eslesmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir

(Fujino ve ark. 2003; Fujino ve Regan, 2006; Sugimoto ve Narumiya, 2007).

Hipokampus, beyinde 6grenme ve hafiza ile ilgili kritik bir beyin bolgesidir ve
prostaglandin diizeyi , travmatik beyin hasari, yaslanma ve Alzheimer hastalig1 gibi
bir ¢ok inflamatuar kosul altinda artabilmektedir (Hein ve O’Banion, 2009).
Sicanlarla yapilan c¢alismalarda, COX-2’nin asir1 ekspresyonunun veya PGE:
enjeksiyonunun hafizay1 bozabildigi, ayrica non-steroid antiinflamatuar uygulamalari
ile siklooksijenaz enzimlerinin bloke edilmesinin, néroinflamasyon siireglerinde
hafizay1 gelistirecek etkilere neden oldugu gosterilmistir (Hein ve O’Banion, 2009).
Hipokampustaki noroinflamasyon siireglerine agiklik getirmek igin yapilan
calismalarda, postsinaptik bolgelerdeki EP3 reseptorlerinin arttigi goézlemlenmistir
(Hein ve O’Banion, 2009). EP3, PGE>'ye karsi en yiiksek afiniteye sahip reseptor
oldugundan, PGE2’nin hafiza iizerindeki bu olumsuz etkilerini, EP3 sinyal yolag:
tizerinden, hipokampal bellek i¢in gerekli bir molekiil olan BDNF'yi azaltarak
gosterdigi disiiniilmektedir (Sekil 2.5.)(Hein ve O’Banion, 2009).

Sekil 2.5. Uzun siireli giiglenme (LTP) i¢in PGE; EP3 reseptorii-BDNF baglantisi ve yiiksek PGE2'nin
hafiza bozuklugu etkisi (Hein ve O’Banion, 2009).

Chen ve ark. (Chen ve Bazan, 2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada endojen
PGE2'nin hipokampustaki temel membran ve sinaptik ozellikleri segici olarak
diizenledigi gosterilmistir. Somatik ve dendritik membran uyarilabilirliginin, selektif

bir COX-2 inhibitorii kullanilarak endojen PGE2’nin iretiminin Onlenmesiyle,
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hipokampal CA1 noronlarinda onemli 6lgiide azaldigi rapor edilmistir (Chen ve
Bazan, 2005).

Bir baska ¢alismada ise atmosferdeki SO> kirliligine bagl olusan norotoksik etkinin
COX-2 fdiretiminin uyarilmasiyla ilgili oldugunu, yani artan COX-2 {iretimi
sonucunda arasidonik asit tiirevi prostaglandinlerin, o6zellikle PGE: iiretiminin
artmastyla ilgili oldugu ileri siirilmistiir (Sang ve ark. 2011). Ayrica bu ¢alismada,
molekiiler modiilasyon siirecinin, in vivo SO2 metabolizmas1 sonucu olusan serbest
radikal ataklar1 sonrast cAMP/PKA yolaginin aktivasyonuyla glutamat salinim
ihtimalinin ve NMDA reseptor ekspresyonunun artisi tarafindan tetiklenebilecegi ve

noronal apoptoza neden olabilecegi de ileri stiriilmiistiir (Sang ve ark. 2011).

Hipokampal ndronlarla ilgili bir bagka calismada ise selektif COX-2 inhibitdrlerinin,
postsinaptik membran uyarilabilirligini ve hipokampal dentat graniil néronlarinda
uzun siireli potentiasyon (LTP) indiiksiyonunu 6nemli ol¢iide azalttigini ve bu
etkilerin eksojen PGE> uygulamasiyla etkili bir sekilde tersine ¢evrilebildigi
gosterilmistir (Chen ve ark. 2002). Diger bir deyisle COX-2 ile iiretilen PGE2'nin
hipokampal perforant yol dentat girus sinapslarinda membran uyarilabilirligini ve

uzun siireli sinaptik plastisiteyi diizenledigi ileri siiriilmistiir (Chen ve ark. 2002).

PGE: eylemlerine aracilik eden EP subtiplerinin anlasilmasi icin yapilan
caligmalarda, her bir EP subtipi i¢in knock-out fareler ve EP spesifik agonistler /
antagonistler kullanilmaktadir (Sugimoto ve Narumiya, 2007). EP subtipleri, non-
steroid antiinflamatuar ilaglar tarafindan inhibe edildigi bilinen birgok
siirec/islev/fonksiyon aracilik etmektedir. Ornegin, EP3 reseptorii, pirojeni (Ushikubi
ve ark. 1998) olusumuna aracilik ederken, EP1 ve EP3 sinyalleri hipotalamusun
paraventrikiiler ¢cekirdeginde birlesir ve kortikotropin salgilatict hormonun salinimini
kolaylastirarak noroendokrin stres tepkisine aracilik eder (Matsuoka ve ark. 2003).
Farkli ¢alismalar diger EP subtiplerinin yani sira IP (PGI reseptorii) reseptoriiniin de
hem periferde hem de MSS’de hiperaljezide islev gordiiglinii ortaya koymustur
(Murata ve ark. 1997; Ueno ve ark. 2001).

Prostanoidlerin, o6zellikle PGE2'nin, periferik dolagima etki ederek akut
inflamasyonda 6nemli bir rol oynadig1 ve hiperemiyi indiikledigi diisiiniilmektedir

(Sugimoto ve Narumiya, 2007). Bununla birlikte knock-out ¢alismalari, PGE2’nin de
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dahil oldugu prostanoidlerin, hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar yanitlar
verdigini ve bu eylemlerin genellikle ilgili dokulardaki gen ekspresyonunun
reglilasyonuyla saglandigim1 goéstermistir (Sugimoto ve Narumiya, 2007). Bazi
prostanoidlerin  antiinflamatuar etkileri tipik olarak alerjik veya immiin
inflamasyonda goriilmekte ve genellikle diger prostanoidlerin pro-inflamatuar
etkileri ile dengelenmektedir (Sugimoto ve Narumiya, 2007). Bu durum,
antiinflamatuar ilaglarin neden alerji ve bagisiklik tepkileri iizerinde etkisi olmadigini
aciklayabilmektedir (Sugimoto ve Narumiya, 2007). Alerjik astimin ortaya
cikmasinda PGD2-DP (Prostaglandin D reseptorii) ve PGE2-EP3 yollar1 arasindaki
antagonizm bu duruma 6rnek olarak gosterilebilir (Sugimoto ve Narumiya, 2007).
DP ve EP3'iin her ikisi de hava yolu epitelinde bulunan reseptdrlerdir ve ikincisinin
aktivasyonu, bir dizi alerjiyle iligkili genin ekspresyonunu ve alerjik inflamasyonun
ilerlemesini bastirmaktadir (Sugimoto ve Narumiya, 2007). Derideki Langerhans
hiicrelerinin mobilizasyonunu, migrasyonunu ve olgunlasmasini, PGD2-DP yolagi
baskilarken, PGE2>-EP4 yolagi kolaylastirmaktadir (Sugimoto ve Narumiya, 2007).
Ozetle PGE>, diger prostanoidlerle birlikte cesitli inflamasyon siireglerini modiile
edebilmekte ve bu siiregleri hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar yonde

koordine edebilmektedir (Sugimoto ve Narumiya, 2007).

Sonug olarak PGE2, kendine 6zgii 4 farkli reseptor subtipi (EP1, EP2, EP3, EP4)
dogrultusunda, norotoksik ya da noroprotektif etkiler gosterebilmektedir
(Andreasson, 2010). Bu bilgiler 1s1ginda, PGE2’nin hipokampusta farkli reseptor
subtiplerinin olmas1 ve siilfite bagli olarak bu reseptor tiplerinin ekspresyonlarinda
degisiklik olup olmadig1 sorusuna yanit bulmak amaciyla PGE:2 diizeyi ile PGE2

reseptOr subtiplerinin analizi yapilmistir.

2.3. Ogrenme ve Hafiza

Canlilarda, cevresel etmenleri algilamak ve daha sonra bu verileri kullanmak {izere
saklamak, hayatta kalmayi saglamak i¢in olduk¢a Onemli bir mekanizmadir.
Ogrenme, bu ¢evresel kosullarla ilgili verilerin alinmasi, hafiza ise alinan bu verilerin
daha sonra kullanilacak bir sekilde saklanmasi olarak tanimlanabilmektedir
(Dronkers ve ark. 2013). Hafiza tiplerini siniflandirirken “igerigine” ve “kalicilik

sliresine” gore olmak {izere iki ana siniflandirma yontemi kullanilmaktadar.
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Semantlk Hafiza

Dekleratif Haflza \ Medial Temporal

\ Lob
Episodik Hafiza / Diensefelon
UZl'l-'I'I fSﬁreIi Prosediirel ——  Stnatum
SR / Hafiza
Dekleratif
(;mzl;?a; Tohumlama Neokorteks
Hafiza Emosyonel
/ Yanl);lar --= Amigdala
KIasuk Sartlanma
"\ Motor --- Serebellum
Yanitlar

Asosiyatif
Olmayan Ogrenme

Refleks Yolaklar

Kisa Siireli Hafiza ——  » Calisan Hafiza

Sekil 2.6. Uzun ve Kisa Siireli Hafiza Tiirleri
2.3.1. Kaheilik Siiresine Gore Siniflandirma
Bir bilginin, alindiktan sonra ne kadar siireyle saklandigina bagh olarak tanimlanan
simiflandirma sistemi olup, “kisa” ve “uzun” siireli hafiza olarak iki basliga

ayrilmaktadir.

1. Uzun siireli hafiza ( long term memory = LTM) ¢evreyle ilgili verinin alindiktan
sonra uzun siire (yillarca veya omiir boyu) saklandigi hafiza tiiriidiir.
2. Kisa siireli hafiza (short term memory = STM) veya calisan bellek, cevreyle ilgili

verinin alindiktan sonra kisa siire (en fazla birkag saat) saklandig1 hafiza tipidir.

Kisa siireli hafiza (working memory) ¢evresel verilerin algilandiktan sonra, alinan
bilgiyi kisa siireligine saklama ve bilgiye ihtiyag¢ duyuldugunda bilingli olarak
kullanilmasini saglayan biligsel bir yeti olarak kabul edilmektedir (Tiirkoglu ve ark.
2019). Kisa siireli bellek, alinan bilginin kodlanarak uzun siireli bellege aktarilmasi
ve gerektiginde mevcut bilginin kullanilmak {iizere geri cagirilmasi siirecini de
gerceklestirmektedir (Tiirkoglu ve ark. 2019). Diger bir deyisle ¢alisan hafiza ya da
kisa siireli bellek bilgiyi gegici olarak saklama ve zamanda islemleme sistemi olarak
tanimlanabilmektedir (Alloway ve Alloway, 2010). Bilgiyi isleme koyma ve
hatirlama yetenegi olan olan ¢aligma belleginin, mantiksal akil yliriitme
siireclerinden sozel anlamaya kadar bircok biligsel faaliyetle baglantili oldugu

diistinilmektedir (Alloway ve Alloway, 2010). Buna karsin uzun siireli bellek ise
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bilginin uzun yillar boyunca kalic1 olarak saklanabildigi ve ihtiya¢ duyuldugunda
cagirilabildigi pasif bir sistem olarak agiklanmaktadir (Dehn, 2010; Tiirkoglu ve ark.
2019). Diger bir deyisle uzun siireli bellek, gevresel verileri saklayan genis bir bilgi
deposu olup, canlinin gegmiste yasamis oldugu olaylar1 kaydetmektedir (Cowan,
2008). Bu iki bellek tipi arasindaki farki belirleyen parametreler siire ve kapasitedir
(Cowan, 2008). Siire farki, kisa siireli hafizada depolanan verilerin, zamanin bir
fonksiyonu olarak kisa stireli hafiza deposunda bozulmalari olarak tanimlanmaktadir
(Cowan, 2008). Kapasite farki ise kisa siireli hafizanin depolama potansiyelinin bir
siirt oldugu anlamina gelmektedir (Cowan, 2008). Dolayisiyla, kapasite sinirinin
olmasi, kisa siireli hafiza deposundaki, depo kapasitesini doldurmayan kiigiik
verilerin, yerlerine yeni veriler gelene kadar kisa siireli hafizada depolanabilecegi
anlamma gelmektedir (Cowan, 2008). Bununla birlikte, yapilan g¢alismalar, kisa
stireli hafizadaki verilerin ilag veya travma gibi ¢evresel faktorlere bagli olarak
bozulabilecegini ancak uzun siireli hafizanin ise bu tip bozulmalara ¢ok daha direngli

oldugunu gostermistir (Ganong, 1995; Dronkers ve ark. 2013).

2.3.2. i¢erigine Gore Hafiza Tipleri
Hafiza tipleri, igerigine gore implisit (deklaratif olmayan) ve eksplisit (deklaratif)

hafiza olarak iki ana baglik altinda incelenmektedir.

Implisit hafiza tipinde 6grenilmis davranislar, aliskanlik ya da beceriler otomatik
olarak agiga ¢ikar (Kandel ve ark, 2013; Ganong, 2016). Yani ge¢mis deneyimlerin
bilingli veya kasitli olarak hatirlanmasin1 gerektirmeyen islemlerin yapilmasini
saglayan hafiza tiiriidiir (Schacter, 1987). Asosiyatif, asosiyatif olmayan, prosediirel
ve tohumlama ismi verilen dort alt tiir ile incelenmektedir (Schacter, 1987).
Asosiyatif hafiza alt tlirlinde canli, aldigi uyarilarin birbiriyle olan iligkisini
ogrenmektedir (Schacter, 1987). Bu hafiza tipi de kendi iginde klasik ve operan
sartlanma olarak ikiye ayrilmaktadir (Schacter, 1987). Klasik sartlanma bir refleks
yanittir; klasik sartlanma, yanita neden olmayan ya da hafif bir yanita neden olan
uyaran (kosullu uyaran) ve aynmi yaniti dogal olarak tetikleyen ayri bir uyaranin
(kosulsuz uyaran) birbiriyle eslestirilmesiyle olusmaktadir (Schacter, 1987). Operan
sartlanma asossiyatif hafiza tipinde ise canli, ddiile ulasma ya da zarardan (cezadan)
kacinma davraniglarii gerceklestirmek icin belli bir gorevi yerine getirmesi
gerektigini 6grenmektetir (Kandel ve ark, 2013; Ganong, 2016). Bu hafiza tipinde

kosulsuz sartlanma olumlu (organizmanin yararina) ya da olumsuz (organizmanin
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kacinmak istedigi) olayr temsil etmekte ve kosullu sartlanma ise bu olumlu ya da
olumsuz kosullarin ger¢eklesmesini ya da kacinilmasini saglayacak gorevleri yerine
getirmek olarak tanimlanmaktadir (Kandel ve ark, 2013; Ganong, 2016). Bu duruma
ornek olarak aktif/pasif sakinma deneylerinde kullanilan ve deney hayvaninin
ayagina elektrik veren aparatin, cubuga basarak durdurulabilecegini O6grenmesi

verilebilmektedir (Ganong, 1995; Dronkers ve ark. 2013).

Aligkanlik, 6grenmenin en basit bi¢cimlerinden biridir ve tekrarlanan bir uyariciya
verilen yanitin azalmasi ile sonuglanmaktadir (Best ve ark. 2008). Yanittaki azalma,
uyaranin tiirline ve yapilan ¢aligmaya bagl olarak dakikalar veya saatler boyunca
stirebilmektedir (Best ve ark. 2008). Bu tiir bir yanit, asosiyatif olmayan 6grenme
olarak adlandirilmaktadir (Best ve ark. 2008). Diger bir asosiyatif olmayan 6grenme
tipi ise duyarlanma olarak adlandirilmaktadir ve canli acisindan olumsuz (zararl)
uyartya verilen yanitin her seferinde daha siddetli olarak aciga ¢ikmasi ile karakterize
edilmektedir (Nishiyama ve ark. 2000). Prosediirel hafiza tipi ise 6grenilen bilginin
tekrarli ve uzun siireler boyunca kullanilmasinin sonucunda, mevcut bilginin beceri
veya aligkanlik haline gelmesi olarak tanimlanmaktadir (Kandel ve ark, 2013;
Ganong, 2016). Tohumlama hafiza ise bir sdzciigiin ilk birkag¢ harfi bilindikten sonra
hatirlanmas1 gibi, bir sozcilikle veya cevresel herhangi baska bir faktorle
karsilasildiginda bu bilgilerin taninmasini kolaylastiran hafiza tipidir (Kandel ve ark,
2013; Ganong, 2016).

Hatirlama kavrami, belirli deneyimlerle ilgili bilginin bilingli veya acik bir sekilde
geri ¢agirilmasi olarak tanimlandigi varsayilmaktadir (Graf ve Schacter, 1985). Bu
varsayim bliylik Ol¢iide serbest c¢agrisim, ipucu ile hatirlama ve tanima gibi
geleneksel bellek testlerinden kaynaklanmaktadir (Graf ve Schacter, 1985). Bu
testlerin en belirgin ortak oOzellikleri ise mevcut bilginin geri ¢agirimi i¢in agik
talimatlar saglamasidir (Graf ve Schacter, 1985). Diger bir deyisle deklaratif hafiza
olarak da adlandirilan eksplisit hafiza tipi, implisit sistemin aksine degismeye agcik,
esnek ve bilince eslenik olarak agiklanabilmektedir (Kandel ve ark, 2013; Andersen,
2007). Bireyler, ¢evre veya tarihler gibi bilgiler bu hafiza sistemi ile depolanmaktadir
(Kandel ve ark, 2013; Andersen, 2007).

Hafiza ile ilgili islemlerde beynin bir¢ok bolgesi gorev almaktadir ancak episodik ve

uzaysal hafiza gibi baz1 spesifik hafiza ve 6grenme tiplerinde hipokampus denilen
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beyin bolgesi asil rolii oynamaktadir (Deng ve ark. 2010). Bu bolge entorhinal
korteks, parasubikulum, presubikulum, subikulum, dentat girus, ve entorhinal
korteksten olusan bir yapiya sahiptir (Amaral ve ark. 2007). Hipokampus, CAL,
CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan alt bolgelerden olusmaktadir (Amaral ve ark.
2007). Bu alt bolgelerin her birinin giris ve ¢ikis alanlar1 farkli olmakla birlikte
yapisal olarak da farkliliklar gostermektedirler (Andersen, 2007). Hipokampus,
Perforant yol, Mossy fiberleri ve Schaffer kollateralleri olmak {izere ti¢ ana yolak
iizerinden islem gormektedir (Andersen, 2007). Ornegin CA3 bolgesindeki piramidal
hiicrelerin eksitator kollateralleri, Schaffer kollateralleri ile CAl’deki piramidal
hiicrelere ulagabilmektedir (Andersen, 2007). Benzer sekilde hipokampusteki graniil
hiicrelerinin aksonlarindan baglayan Mossy fiberleri ise CA3 bolgesine uzanmaktadir
(Andersen, 2007). Perforant yolak ise entorhinal korteks tizerinden dentat girusa
ulagsmaktadir (Andersen, 2007). Siganlarla yapilan g¢alismalarda hipokampuste olusan
lezyonlarin uzaysal hafizada bozulmalara neden oldugu saptanmistir (Broadbent ve

ark. 2004).

Hayvanlarda kesif davranisi i¢glidiisel bir sistemdir ve uzaysal bellek de bu i¢glidiisel
davranig ile kazanilan bir 6zellik olarak bilinmektedir ve merak davraniginin dogal
bir ekspresyonu olarak ifade edilmektedir (Paul ve ark. 2009). Diger bir deyisle
uzaysal hafiza, hedefe giden yolun haritasi veya objelerin uzaysal konumu
hakkindaki bilgileri kodlama, pekistirme, depolama ve geri ¢agirma siirecinde goérev

alan zihinsel siire¢ olarak agiklanmaktadir (Paul ve ark. 2009).

1973 yilinda yapilan bir arastirmada, hipokampal yolaklarda dnceden gerceklesmis
aktivitelere karsi olusan yanitin duyarliliginin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Bliss
ve Lomo, 1973). Bu ¢alismada anestezi verilen tavsanlar kullanilmig ve perforant
yolakta uyarimi baglatmak i¢in yiiksek frekanslhi uyaranlar verilmistir (Bliss ve
Lemo, 1973). Daha sonra dentat girus tizerinden eksitatdr postsinaptik potansiyel
kaydi alinmistir (Bliss ve Lemo, 1973). Sonugta artan ekstraseliiler eksitator
postsinaptik potansiyel sayisinin ve esik degerdeki diisilisiin yaklasik bir saat boyunca
stirdiigiinii ileri siirmiislerdir (Bliss ve Lemo, 1973). Baska bir ¢aligmada ise anestezi
kullanilmayan deney hayvanlarinda da stimulusa bagli olarak sinaptik aktivitideki

artisin haftalar ve aylar boyunca siirebildigi tespit edilmis, bu uzun siireli degisime
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ise “uzun siireli gliglenme” adi verilmistir. (Bliss ve Lemo, 1973; Bliss ve

Collingridge, 1993; Haines, 2012).

2.3.3. Uzun Siireli Giiclenme
Uzun stireli giiclenme, noronal ve sinaptik plastisite siireclerinin islemesindeki en

onemli olgulardan bir tanesi olarak bilinmektedir (Bliss ve Collingridge, 1993). Bu
giiclenme tipi hipokampiiste ¢ok belirgin olmasina karsin subkortikal bolgeler,
neokortikal bolgeler ve serebellum gibi farkli beyin bolgelerinde de
gozlenebilmektedir (Haines, 2012).

Uzun siireli gliglenme mekanizmasinin isleme siireci (olusma ve korunma), sinapslar
arasinda farklihk gosterebilmektedir (Cooke ve Bliss, 2006). Ornek olarak mossy
fiberlerinde NMDA blokaji uzun siireli giiclenmeyi engellemez. Ciinkii CA3
piramidal ndronlarinda ve dentat girustaki sinaptik plastisitede NMDA
reseptorlerinin rolii ¢ok azdir (Kandel ve ark., 2013). Postsinaptik aktivasyonun
olusmasi i¢in hipokampal sinaps tek bagina yeterli gelmemekte ve dolayisiyla birden
fazla aksonun ayni anda ateslenmesi ile bu aktivite saglanabilmektedir (Kandel ve
ark, 2013). Uzun siireli giiglenmeyi saglayacak uyari yeterli olmadiginda baska bir
uyaranla daha giiglii hale gelerek LTP indiiklenebilmektedir (Connors BW, 2012).
Dolayisiyla LTP aktif noronlarin sinaps yapmasiyla gerceklesen bir siire¢ olarak

degerlendirilmektedir (Connors BW, 2012).

2.4. Ogrenmenin Degerlendirilmesi I¢in Kullanilan Deneysel Modeller
Ogrenme ve hafiza sistemlerinin arastirrlmasinda hayvan modelleri siklikla

kullanilmaktadir. Deney hayvanlarinda uzaysal hafizanin degerlendirilmesi i¢in

kullanilan ¢esitli testler bulunmaktadir.

2.4.1. Klasik Labirent Testi
Deney hayvanlar1 (sigan veya fare) ile yapilan deneylerde ¢ogu zaman klasik

labirentler kullanilmaktadir. Dikdortgen veya kare olabilen bu diizenek ayn1 zamanda
cok sayida dikey ve yatay duvar icermektedir. Deney hayvaninin gorevi labirentin
belirli bir yerine gizlenen 6diilii bulmaktir. Sigcan, baslangic noktasi ile 6diil noktasi
arasindaki yolda ne kadar siire gecirdigi, deneme sayisina bagl olarak siirede ne gibi
degisiklikler oldugu ve yanlis kola ne kadar girdigi gibi parametreler kaydedilip
analiz edilmektedir (Gasmi, 2018).
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2.4.2. T-Labirent Testi
T-Labirent Testi siklikla uzaysal hafiza ve spontan alternasyon analizleri igin

kullanilmaktadir. T seklinde ve deney hayvaninin hareket edebilecegi biiytikliikte bir
labirent kullanilmaktadir. Bir baglangig kolu ve bir de odiil bulunan kol
belirlendikten sonra sigan baslangi¢ kolundan birakilmakta ve ka¢ deneme sonunda
6diil olan kola girdigi kaydedilmektedir. Daha sonra 6diil, koldan alinir ve deneme

tekrarlanarak 6diil bulunan kola giris frekansi kaydedilir (Viana ve ark., 1994).

2.4.3. Y-Labirent Testi
Y-Labirent Testi de T-Labirent Testi gibi uzaysal hafiza ve spontan alternasyon

analizleri i¢in kullanilan bir testtir. T labirentden farki ise kol birlesim noktalarindaki
acilarin T labirentinden daha genis olmasi ve dolayisiyla T labirent testinden daha
kolay oldugu diistiniilmesidir. Labirentin birbirine esit ii¢ kolu bulunmakta ve bir
tanesi kapatilmaktadir (yeni kol). Siganin diger kollarda (baslangi¢ ve diger kol) on
bes dakika dolagsmasina izin verilmektedir. Deneme bittikten dor taas sonra kapali
kol agilir (yeni kol) ve ayni1 deneme bes dakikalik siireyle tekrarlanir. Bu testte ise kat
edilen mesafe ile yeni kola giris frekans1 ve yeni kolda gecirilen siire parametreleri

esas alinmaktadir (Ghafouri ve ark., 2016).

2.4.4. Radial Kollu Labirent
Bu test Y ve T testlerinden farkli olarak kisa siireli hafizanin Olglilmesi i¢in

kullanilmakta olan ¢ok sayida kola sahip (dairesel sekiz, on iki veya 16 kol) bir
labirent diizenegidir. Kollarin her birine bir 6diil (yem) konmaktadir. Deney hayvani
merkeze birakilir ve kisa siireli bellekte kaydedilmis bilgilerden ve distal
ipuglarindan faydalanarak girdigi kollar1 hatirlamasi beklenir. Yem yedigi kola tekrar

girmesi hata olarak kabul edilmektedir (Olton ve ark., 1977).

2.4.5. Morris Su Tanki Testi
Morris Su Tanki Testi uzaysal hafizanin 6l¢iimii i¢in en sik kullanilan testlerden bir

tanesidir. Uzaysal hafiza Ol¢limiiniin daha dogru yapilabilmesi agisindan diger
uzaysal hafiza Olclim testlerine gore daha cok tercih edilmektedir. Ciinkii kokuya
dayali ipuclar1 bulunmamaktadir ve deney hayvani i¢in daha genis bir kagis bolgesi
saglamaktadir. Test daire seklinde metal ya da plastik, ortalama 40 cm derinlige
sahip i¢i su dolu bir diizenekten ve kagis platformundan olusmaktadir. Cok sayida
protokolii olmasina karsin en ¢ok kullanilan protokolde deney hayvaninin kagis igin

kullanacagi platform suyun 1-2 cm altina (ayaklarmin yetisebilecegi ve tlizerinde
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ylizmeden durabilecegi mesafe) yerlestirilmekte ve platformun goriinmesini
engellemek i¢in su yilizeyine zehirli olmayan boyalar dokiilebilmektedir. Daha sonra
deney hayvami suya birakilmakta ve distal uzaysal ipuglarini kullanarak platformu
bulana kadar tankta gecirdigi siire, ket ettigi yok ve yiizme hizlar1 gibi faktorler

degerlendirilmektedir (Morris ve ark. 1982).

2.4.6. Acik Alan Testi
Kare ve yaklasik 30 cm derinlikteki yine plastik veya ahsap bir diizenekten olusan bu

testte ise deney hayvaninin lokomotor aktivitesi, anksiyetik hareketleri ve arastirma
davraniglar1 degerlendirilmektedir. Agik alan testinin protokolleri, degerlendirilmek

istenen parametlere gore degiskenlik gostermektedir (Navarro ve ark., 2014).

Siilfitin 6grenme ve hafiza lizerine olumsuz etkileri pek ¢ok arastirma ile rapor
edilmistir (Kiiciikatay ve ark. 2005; Noorafshan ve ark. 2013). Ekibimiz tarafindan
yapilan bir calismada 100 mg/kg/giin dozda uygulanan siilfitin total beyinde AA,
COX2 ve PGE: diizeylerinde artigsa sebep oldugu gosterilmistir (Derin ve ark., 2017).
Mevcut ¢alismamizda siilfitin 6grenme ve hafiza tizerindeki etkilerini aragtirmay1 ve
bu silirece AA yolagmin ve PGE2 diizeyi ile norotoksik veya noroprotektif etkileri
bilinen PGE> reseptor subtiplerinin katkilarinin olup olmadigini ortaya koymay1

planladik.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasi, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali,
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari ve Deney Hayvanlar1 Unitesinde

gergeklestirilmistir.

3.1. Gruplandirma
Calismamizda 45 adet 3 aylik erkek Wistar sican kullanilmistir. Her grupta 15

hayvan bulunmak iizere 3 grup olusturulmustur.

1) Kontrol grubu (K)

2) 100 mg/kg/giin dozunda siilfit verilen grup (S100)
3) 260 mg/kg/glin dozunda siilfit verilen grup (S260)

3.2. Deney Protokolii
Calismaya alian sicanlara, 35 giin siireyle kontrol grubuna musluk suyu, S100 ve

S260 gruplarina ise sirasiyla 100 ve 260 mg/kg/giin dozlarinda sodyummetabistilfit
(Na2S20s) gavaj yoluyla verilmistir. Deney siiresince hayvanlar ticari sigan yemi ve
musluk suyuyla beslenmistir. Gavajin 35. giiniinde 6grenme deneyleri tamamlanmis
ve sicanlarin anestezi altinda abdominal aortlarindan heparinize kan Ornekleri
alimmistir. Alman kan 6rnekleri 1400 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalari
ayrilmis ve aliquatlanarak plazma-S-siilfonat seviyelerine bakilmak iizere -80°C’de
saklanmistir. Daha sonra transkardiyak perfiizyonla serum fizyolojik verilerek
kandan arindirilan beyin dokulart ¢ikarilmis ve hipokampuslart ayrilarak

biyokimyasal analizlerde kullanilmak tizere -80°C’de saklanmistir.

3.3. Davrams Deneyleri

Davranis deneyleri Noldus Ethovision-XT sistemi kullanilarak degerlendirilmistir.
3.3.1. Morris Su Tank Testi

MWM testi ¢apt 150 cm, yiiksekligi 60 cm olan daire seklindeki su dolu tankta
yapilmustir. Tank 4 kadrana boliinmiis ve hedef kadrana platform konulmustur.
Hayvanlarin deneyi yapan arastirmaciya aligmalar1 i¢in 25. giinden itibaren 5 giin
boyunca, giinde 5 dk “ele alistirma” (handling) prosediirii uygulanmis ve takip eden
giinde (30. Giin) MWM testine baslanmistir. 30. gilinden itibaren, 6grenme
asamasindaki sicanlarin her giin 120 saniye tankta ylizmelerine izin verilmistir. Bu

siire i¢inde platformu bulan hayvanlarin 15 sn siireyle platform iizerinde kalarak
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uzaysal ipuglarimi kesfetmeleri beklenmistir. 120 sn i¢inde platformu bulamayan
sicanlar yavasca elle platforma yonlendirilerek 15 sn platformun iizerinde durmalari
saglanmugtir. 5 giin siireyle, 5 dakika araliklarla, giinde 4 trial uygulanmistir. 5 giin
boyunca sicanlarin platformu bulma siireleri kaydedilmistir. Deneyin 6. giinii
platform kaldirilmis ve deney siiresince Ogrenmenin gerceklesip gerceklesmedigi
platformsuz su tankinda yapilan 30 saniyelik yiizdiirme triali (probe trial) ile
degerlendirilmistir. Bu trialde siganlarin daha 6nce platform bulunan kadrana (hedef
kadran) giris frekanslari, Kkatettikleri yol ve ortalama yilizme hizlari Noldus
Ethovision XT kayit sistemi ile kaydedilmistir (Wang ve ark. 2017; Zhang ve
ark.,2013).

3.3.2. Acik Alan Testi
Acik alan testleri duvar yiiksekligi 40 cm olan, tabam1 80x80 cm? ebatlarinda kare

seklinde siyah mat tabanli diizenekte yapilmistir. Alan birbirine esit 16 kiigiik kareye
boliinmiistiir. Deneyin baglangicinda siganlar tek tek bu alanin merkezine birakilmig
ve 5 dakika boyunca hareketleri Noldus Ethovision XT kayit sistemi ile
kaydedilmistir. Her sican icin girdigi kare sayisi, kat ettigi toplam mesafe ve

ortalama hiz degerlendirilmistir (Navarro ve ark., 2014).

3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Plazma-S-Siilfonat Tayini
Plazma-S-Siilfonat diizeyleri Gunnison ve Palmes’in yontemiyle Ol¢iilmiistiir

(Gunnison ve Palmes, 1973). Alinan kan 6rnekleri 1400xg’de 6 dakika santrifiij
yapilarak elde edilen ve saklanan plazmadanl ml alinarak, 200 pl KCN ile
karnigtirllmis ve 36°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda karisimin
Iml’si diyalizat torbasina aktarilmis ve 5 ml glisin-NaOH tamponu igerisinde 4 saat
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra diyalizat torbasinin disindaki
solisyondan 1.4 ml bir tiipe aktarilarak {izerine sirasi ile HCI, sodyum
tetrakloromerkiirat soliisyonu, distile su, formaldehit ve parorasanil reaktifi ilave
edilmistir. 20 dakika inkiibasyon siiresinin ardindan karisimin absorbansi
spektrofotometrede 560 nm’de okunmustur. Plazma-S-Siilfonat miktarlart pmol

stilfit/ml olarak verilmistir.
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3.4.2. Arasidonik Asit Diizeyi Tayini
Aragsidonik asit diizeyi tayini i¢in hipokampus dokusuna, fosfat tamponu (PBS) 5

ml/gram doku olacak sekilde eklendikten sonra homojenize edilmistir. 100 pl
standart sollisyonuna eklenen, 100 ul hipokampus dokusu 90°C’de 2 saat hidrolize
olmasi i¢in inkiibe edilmistir. Ardindan Ornekler oda sicakligina gelene kadar
sogutulduktan sonra serbest AA, 2 ml heksan eklenerek ayristirilmig ve 3000 rpm’de
1 dakika boyunca santrifiij edilerek slipernatantlar alinmistir. Ayristirilan yag asidi
100 pl kloroform, methanol ve su karisimina eklenerek kullanilmistir. Elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometresi yontemi, LCMS (long chain mass spectroscopy)
8040 triple quadrupole MS cihazi kullanilarak yapilmistir. 80°C’ye sahip kaynak
sicakliginda 3 kV kapiller voltaji1 segilerek 5 ml 6rnek cihaz enjektoriinden (20 pl/dk’
dan baglayan akis hizindan 50 pl/dk akis hizina 2 dk i¢inde ¢ikarilarak) piiskiirtiilerek
damlaciklarin iyonlagsmasi saglanmis ve iyonlasan damlaciklar Mass Lynx NT

Software yazilimu ile sayilarak degerlendirilmistir.

3.4.3. COX-2 aktivitesinin tayini
Siklooksijenaz aktivitesinin Olg¢lilmesi piyasada bulunan aktivite assay Kkitiyle

yapilmistir. Hipokampus dokulari, gram doku basina, pH diizeyi 7.8 olan 5-10 ml 1
mM EDTA ve 0.1 M Tris-HCI igeren tampon ile homojenize edilmistir. Daha sonra
10000xg’de 15 dakika +4 °C'de santrifilij edilmis ve siipernatantlar1 ¢ikarilarak kitte
kullanilmak tizere -80°C'de saklanmistir. COX-2 aktivitesi bakilan bu o6rnekler
N,N,N’,N'-tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) ile okside edilip 590nm’de

okunmustur. Sonuglar nmol/ml/dk olarak verilmistir.

3.4.4. PGE: diizeyinin tayini
In vivo PGE2 15-dihydrogenaz yoluyla hizlica inaktif metabolitine (13,14-dihydro-

15-keto PGE>) doniisiir. Ekstrakte edilen dokular sivi azot ile dondurularak -80°C'de
saklanmistir. 1 g dokuya 5 ml homojenizasyon tamponu (I mM EDTA ve 10 uM
indometasin iceren 0.1 M fosfat, pH 7.4) eklenmistir. Numuneler, bir homojenizator
ile homojenize edildikten sonra, proteinleri ¢oktiirmek ig¢in 10 dakika boyunca
3000xg’de santriflij edilmistir. Siipernatantlar temiz bir test tiipline aktarilmistir.
Maksimum absorbans vermesi beklenen kuyucuklara 50 pl ELISA tamponu
eklendikten sonra iizerine 50 pl doku Ornekleri ve asagidan yukariya dogru aliquat
sirasina gore standart eklenmistir. Daha sonra plate spektrofotometrede 415 nm dalga

boyunda okutulmustur.
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3.4.5. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile PGE2
Reseptorlerinin (E1, E2, E3, E4) Tayini

Total RNA izolasyonu:

Kontrol ve deney grubuna ait doku orneklerinden total RNA izolasyonu, Trizol

(Invitrogen) reaktifi kullanilarak gerceklestirildi. MagNa Lyser Gren Beads tiiplerine
alinan dokularin iizerine 1 ml Trizol reaktifi eklendi ve homojenizasyon islemi
MagNa Lyser cihazinda 3000 rpm 30 saniyede gerceklestirildi. Homojenizasyon
isleminden sonra Invitrogen’in protokoluna goére RNA izolasyonu tamamlandi.
Protokol sonunda elde edilen RNA pelletleri iizerine RNaz-igermeyen su konuldu.
Toplanan RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm

dalga boyunda 6l¢iildii. Daha sonra tiipler -80°C ‘ye kaldirildi.

DNaz-muamelesi:

RNA (3 ng) 1U DNaz I (Invitrogen) ile muamele edildi ve komplementer DNA
(cDNA) sentezi i¢in kullanildi.

cDNA sentezi:

cDNA sentezi, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo
Fisher Scientific) kullanilarak gergeklestirildi. DNaz ile muamele edilmis olan 3 ug
RNA o6rnegine, 10xRT tamponu, 25xdNTPmix, 10xRT random primerler, RNase
inhibitdr ve Multiscribe reverse transcriptase (50 U/ul)’den olusan toplam 10 pl’lik
cDNA sentez karigimi ilave edilip yavasca karistirildi. Bu karigim, 25°C’de 10
dakika, 37°C’de 120 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 85°C’de 5 dakika inkiibe
edilerek sonlandirildi. Elde edilen cDNA’lar PCR i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi.

Real-time PCR reaksiyonu:
Sican PGE»-EP1, PGE2-EP2, PGE:-EP3, PGE:-EP4 ve GAPDH i¢in spesifik

primerler (Tablo 3.1.) QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems)
cihazinda, Power SYBR® Green Master Mix protokoliine gore Real-time PCR
calisildi. Reaksiyon karigimi; 10 pl Power SYBR® Green PCR Master Mix (2X),
10 uM forward ve 10 uM reverse primer, 2 pul cCDNA ve toplam hacim 20 ul olacak
sekilde niikleaz-igermeyen su’dan olusacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon
kosullari; 95 °C’de 10 dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30
saniye olacak sekilde olusturuldu. QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied

Biosystems) cihazina ait software programi yardimiyla CT (siklus esik degerleri)
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degerleri belirlendi. Elde edilen CT degerleri 224¢T formiiliinde kullanilarak her
genin kontrol grubuna kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplandi. Amplifikasyon,
35 siklusta gergeklestirildi. Ayrica, Melting Curve analizi ile iirlinlerin beklenen ve

gozlenen Tm degerleri karsilastirilarak PCR fiirtinlerinin dogrulugu degerlendirildi.

Tablo 3.1. Real-time PCR igin kullanilan primerlerin sekanslart

Hedef gen Sekans Fragment
biiytikliigii (bp)
PGE>-EP1 forward 5-CCCTGCTGGTATTGGTGGTG-3' 80

reverse 5-GCGTACAGCCAGAAAGAGCG-3'
PGE2-EP2 forward 5'-AGGACTTCTATGGCGGAGGA-3' 96
reverse 5-AGCAAAGATTGTGAAAGGCAGG-3'
PGE2-EP3 forward 5'-CTGCCAGATGATGAACAACCTGA-3' 123

reverse 5'-GAGGCCGAAAGAAGATACAATCC-3'

PGE2-EP4 forward 5'-GCAGCGCCTCAGTGACTTTC-3' 120
reverse 5'-AGCGGAATGGAGCAGATGAG-3

GAPDH forward 5’- GTGCCAGCCTCGTCTCATAG -3’ 91
reverse 5’- AGAGAAGGCAGCCCTGGTAA-3’

3.5. Istatistiksel Analiz
Projeden elde edilen sonuglar, ortalama + standart hata olarak verilmistir. Istatistiksel

analizde normal dagilima uyan parametrik veriler one-way varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmis, coklu karsilastirmada Tukey post-hoc testi kullanilmis olup,
normal dagilima uymayan non-parametrik veriler Kruskal Wallis testi ile analiz
edilmis, gruplarin ikili karsilastirmasinda Mann Whitney-U testi kullanilmistir.

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Tanki Testi Bulgular:
Morris su tanki testinde sodyum metabisiilfit almig S100 ve S260 grubundaki

siganlarinin MWM diizeneginde platformu bulma siireleri degerlendirildiginde K
grubu si¢canlarin platformu bulma siirelerinin, siilfit alan gruplardan daha kisa oldugu
gbzlense de gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Gruplarin

MWM testinde 5 giin boyunca elde edilen platformu bulma siireleri Sekil 4.1.’de

verilmistir.
- 1007 o K
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= 80-
n —4— S260
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Sekil 4.1. MWM testinde testin ilk bes giiniinde gruplarin platformu bulma siiresi
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Sekil 4.2.’de verileri gosterilen MWM testi probe tiralinde (6. giin), toplam alinan
yol degerlendirildiginde, siilfit verilen S100 (94,94+14,16 cm) ve S260 (87,75+7,14

cm) gruplarinin K (87,75+8,14 cm) grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugu

tespit edilmistir.

80

Toplam Alinan Yol (cm)
(=2
]
]

K

S100
Gruplar

S260

Sekil 4.2. Probe trial i¢in toplam alinan yol *p<0.05 K ile S100 karsilagtirmasi, #p<0.05 K ile S260

kargilagtirmasi

Sekil 4.3.’da gosterildigi gibi MWM testinin 6. giiniinde, siilfit verilen S100

(9,86+1,14 cm/sn) ve S260 (10,32+1,77 cm/sn) gruplarinin ortalama hiz degerlerinin,

stilfit almayan K (4,76+1,14 cm/sn) grubuna gore anlamli seviyede arttigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3. Probe trial ortalama hiz verileri *p<0.05 K ile S100 karsilagtirmast, #p<0.05 K ile S260

kargilagtirmasi
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Calismamizda, siganlarin MWM testinin 6. Giiniinde, yani kagis platformunun
kaldirildig1 deney giiniinde, 6nceden platform bulunan kadrana (hedef kadran) giris
sikliklart  (frekans) degerlendirilmistir. Mevcut verilerle yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda, K grubunun (3,17+0,87) hedef kadrana giris
frekansinin, siilfit alan S100 (1,42+0,33) ve S260 (1,31+0,32) gruplarindan anlamli
seviyede yliksek oldugu tespit edilmistir.

2 1
il

Hedef Kadrana Giris Frekansi

0- T
K S100 S260

Sekil 4.4. Probe trial i¢in hedef kadrana giris sikliklar1 * p<0,05 K ile S100 karsilagtirmasi
# p<0,05 K ile S260 karsilastirmasi

4.2. Acik Alan Testi Bulgular

Agcik alan testinde sicanlarin girdigi kare sayisi, toplam yol ve ortalama hiz verileri
degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.1.’de sunulmustur. S100 ve S260 grubu
sicanlarin girdikleri kare sayis1 K grubu ile karsilastirildiginda, S260 grubunun K
grubuna gore anlamli seviyede arttigi, diger siilfit grubu olan S100 grubunda ise K
grubuna gore artis gdzlense de istatistiksel analizlerde gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilmemistir. A¢ik alana birakilan siganlarin aldiklari toplam yol ve ortalama
hizlar1 degerlendirildiginde siilfit alan gruplarin K grubuna goére anlamli derecede

daha fazla yol katettikleri ve hizlarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.1. Agik alan testinde deney gruplarinin girilen kare sayisi, kat ettikleri toplam yol ve

ortalama hizlari

Grup | Girilen Kare Sayis1 | Toplam Yol (cm) | Ortalama Hiz (cm/dk)

K 39+5,24 878,73 + 26,80 197,8 £ 11,22
S100 49 +5,97 1049,95 + 53,56 * 260,2+ 14,72 *
S260 62+ 7,60 # 1061,43 £ 43,48 # 305,5 + 18,28 ##

*p<0.05 K ile S100 karsilastirmasi, #p<0.05 K ile S260 karsilastirmas: ##p<0.01 K ile S260
kargilastirmasi

4.3. Plazma-S-Siilfonat Bulgular:
Deney gruplarinin plazma S-siilfonat diizeyleri degerlendirildiginde S100 (39,68+

0,70 pmol/ml) ve S260 gruplarma (110,28+6,05 pmol/ml) siilfit verildigi i¢in
beklendigi sekilde, siilfitin metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan S-siilfonat diizeyinin
hem S100 hem de S260 gruplarinda K grubuna gore (25,45+1,71 pmol/ml) anlamli
seviyede arttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde, 260 mg/kg verilen S260 grubunun
S-siilfonat diizeyi daha diisiik dozda stilfit uygulanan S100 grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (Sekil 4.5.).
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& 444
=
S £ 100-
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Eg 50- *
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K S100  S260

Sekil 4.5. Gruplarin Plazma-s-siilfonat seviyeleri *p<0,05 K-S100 karsilagtirmasi, ###p<0,001 K-
S260 karsilastirilmasi , 1+1p<0,001 S100-S260 karsilastirilmasi.

40



4.4. Arasidonik Asit Bulgular:
Gruplarin arasidonik asit diizeyleri degerlendirildiginde siilfit verilen S100 ve S260

gruplarinin K grubuna gére anlamli derecede yiiksek oldugu (*p<0,05) saptanmistir
(Tablo 4.2.).

4.5. COX-2 Bulgulan
Tablo 4.2.°de gosterilen hipokampus dokusundaki COX-2 enzim aktiviteleri

degerlendirildiginde K grubu ile S100 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmazken, S260 grubunun COX-2 enzim aktivitesinin hem S100 hem de K

grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.6. PGE2 Bulgulan
Hipokampus dokularinda PGE: diizeyleri degerlendirildiginde, S260 grubunun PGE>

diizeyinin hem S100 hem de K grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edilmis olup, S100 grubunun PGE: diizeyinde K grubuna gore bir miktar artis oldugu
ancak bu artigin istatistiksel olarak anlaml diizeyde olmadigi tespit edilmistir (Tablo
4.2.).

Tablo 4.2. Deney gruplarimin hipokampus dokularinda 6l¢iilen arasidonik asit diizeyi, COX-2
aktivitesi ve PGE; seviyesi.

Grup Arasidonik Asit COX-2 PGE:2
(ug/ml) (nmol/ml/dK) (ng/g protein)
K 176,74+11.61 2,36+0,70 114,1£12,50
S100 217,82+10,62* 3,57+0,92 129,1+7,43
S260 241,34+8,51# 7,43+0,69 #+ 182,6+15,19 #+

*p<0.05 K ile S100 karsilagtirmasi, #p<0.05 K ile S260 karsilastirmasi Tp<0,05 S100 ile S260
kargilagtirmasi.

4.7. PGE2 Reseptor Subtipi Ekspresyon Analizi

Gruplarin hipokampus dokusunda RT-PCR ydntemiyle yapilan analizde PGE2’nin
EP1 reseptor ekspresyonunun S100 (1,98+0,21) grubunda kontrole gore arttig1 ancak
S260 (1,02+0,08) grubunda kontrol (1,06+£0,05) grubuyla ayni diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Siilfit gruplart kendi i¢inde karsilastirildiginda S260 grubunda S100
grubuna gore EP1 ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. EP1 mRNA ekspresyon
diizeyleri sekil 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Hipokampus dokusunda PGE-EP1 reseptoriiniin mRNA ekspresyon diizeyleri
** p<0,01 K ile S100 karsilagtirilmasi. T1p<0,01 S100 ile S260 karsilagtirilmasi.

Hipokampus dokusunda EP2 mRNA ekspresyon diizeyleri sekil 4.7.’de verilmistir.
PGE2’nin EP2-mRNA ekspresyonunun S100 (1,7+0,18) grubunda kontrole gore
(0,9+0,07) arttig1 ancak S260 (1,2+0,11) grubu kontrolle karsilastirildiginda anlaml
bir fark olmadig: tespit edilmistir. Siilfit gruplar1 kendi i¢inde karsilastirildiginda
S260 grubunda S100 grubuna gore EP2 ekspresyonunun azaldigi saptanmustir.
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Sekil 4.7. Hipokampus dokusunda PGE2>-EP2 reseptoriiniin mRNA ekspresyon diizeyleri
+p<0.05 S100 ile S260 karsilastirilmasi, ##p<0.01 K ile S100 karsilagtirilmasi.

Hipokampus dokusunda EP3 mRNA ekspresyon diizeyleri sekil 4.8.’de verilmistir.
PGE2’nin EP3-mRNA ekspresyonunun S100 (5,92+0,81) grubunda, kontrol
(1,15+0,06) ve S260 (0,99+1,19) grubuna gore arttig1 ancak S260 ve kontrol grubu
kendi aralarinda karsilagtirildiginda, aralarinda anlamli bir fark olmadig: tespit

edilmistir.
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Sekil 4.8. Hipokampus dokusunda PGE»-EP3 reseptoriiniin mRNA ekspresyon diizeyleri
###p<0.001 K ile S100 kargilastirilmast, 11p<0,001 S100 ile S260 karsilagtiriimast.

Hipokampus dokusunda PGE>’nin reseptorii olan EP4 mRNA ekspresyon diizeyleri
sekil 4.9.°da verilmistir. K (1,29+0,99) grubunun EP4-mRNA ekspresyon diizeyi
hem S100 (1,85+0,29) hem de S260 (1,00+0,21) gruplan ile karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi gortilmistiir. Bunun yani
sira siilfit verilen gruplar kendi iglerinde karsilastirildiginda ise S260 grubunun EP4

mRNA ekspresyon diizeyinin S100 grubuna gore azaldig1 saptanmustir.
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5. TARTISMA

Siilfit, bir gida katki maddesi olarak kullanilmaya baslandiktan sonra, olasi yan
etkileriyle ilgili tartigmalara neden olmus ve literatiirde siilfitin etkilerini arastirmak
tizere farkli dozlardaki siilfit degerleriyle yapilan caligmalar rapor edilmeye
baslanmistir (Simon, 1986; Atkinson ve ark. 1993). Til ve ark. (Til ve ark. 1972) 72
mg/kg/giin dozunda siilfit maruziyetinin olumsuz yan etkileri olmadigini ileri
stirmiislerdir. Bunun iizerinde WHO, bu degerin iizerine 100 katlik bir giivenlik
faktorii ekleyerek giinliik 0,7 mg/kg siilfit alimmin giivenli oldugunu agiklamistir
(JEFCA, 2000). Daha sonra yapilan doz bagimli siilfit ¢alismalarinda ise siilfit
igerikli iirlinlerin tiikketilmesiyle, bu giivenli dozun iizerine ¢ikilabilecegi ve yiiksek
diizeyde siilfit aliminin toksik etkilere neden olabilecegi ileri siiriilmistiir (Gunnison
ve ark. 1987; Lester, 1995). Ornegin, yiiksek siilfit igeri§ine sahip bir lokanta 6giinii
tiiketildigi zaman ortalama 93 mg siilfit alinmis olmaktadir (Taylor ve ark. 1985).
Gidalarla tiiketilen siilfit miktar1 toplumlarin yeme aligkanliklarina gore farkliliklar
gostermekte olup, Avustralya’da 25-63 yas arasinda giinliik siilfit tiiketiminin
giivenli smirmn 14 kati, Ingiltere’de 16-64 yas araliginda alinan giinliik siilfit
diizeyinin gilivenli dozun 24 kati, 1.5-4.5 yas araliginda ise 110 kat1 oldugu rapor
edilmistir (Vandevijvere ve ark. 2010). Yeme aliskanligina bagl bu farkliliklar goz
oniinde bulundurularak 10, 25, 75, 100 ve 260 mg/kg/giin siilfit maruziyetlerinin
norotoksik etkilerini aragtiran ¢ok¢a ¢alisma yapilmigtir (Derin ve ark. 2009; Ozturk
ve ark. 2011; Kencebay ve ark. 2013; Noorafshan ve ark. 2013). Literatiirde yer alan
bilgilerin 1s18inda, c¢alismamizda norotoksik etkileri rapor edilen 100 ve 260

mg/kg/glin dozundaki siilfit maruziyetlerinin etkilerini aragtirdik.

Plazma S-siilfonat, plazma proteini ile kompleks olusturan S-siilfonattan (R-S-
SO3-), SOs?nin cesitli kimyasal reaksiyonlarla koparilmasi ve farkli reaktiflerle
Olctilebilir hale gelmesiyle diizeyi saptanan ve siilfit alimmin gostergesi olarak
degerlendirilen bir parametredir (Gunnison ve Palmes, 1978). Gunnison ve Palmes
(Gunnison ve Palmes, 1973) yaptiklar1 ¢calismada siilfit iceren igme suyu ile beslenen
tavsanlarin kaninda S-siilfonatin maruz kalma siiresi boyunca arttigini, siilfit
uygulanmasinin birakilmasiyla plazma S-siilfonat degerlerinin diistiigiinii rapor
etmiglerdir. Ekibimiz tarafindan yapilan arastirmalarda sicanlara gavaj yoluyla 35

giin boyunca 100 mg/kg ve 260 mg/kg siilfit verilmis ve si¢anlarin plazma-S-siilfonat
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degerlerinde artis oldugu tespit edilmistir (Ozturk ve ark. 2011; Kencebay ve ark.
2013). Calismamizda da bu literatiir bilgilerini destekler nitelikte siilfit verilen
gruplarin, plazma S-siilfonat diizeylerinin stlfit verilen her iki grupta da (S100 ve
S260), kontrol grubundan yiiksek oldugu gézlenmistir. Ayni zamanda 260 mg/kg
sodyummetabisiilfit uygulanan grubun plazma S-siilfonat diizeyinin S100 grubundan
anlamli oranda yiiksek oldugu tespit edilmis olup, bu veri bize maruz kalinan siilfit
dozu arttikca siilfitin kandaki gostergesi olan plazma S-siilfonatin da arttigini

gostermistir.

Ekimiz tarafindan yapilan ¢aligmalarda 100 ve 260 mg/kg/glin dozunda gavajla
verilen siilfitin, lipid peroksidasyon i¢in gosterge olan TBARS ve 4-HNE
seviyelerinde artisa neden oldugu (Ozturk ve ark. 2011), 100 mg/kg/giin siilfit
maruziyetinin  beyin dokusunda ndronal apoptozis siirecinde rol alan kaspaz-3
diizeylerini ve DNA fragmantasyonlarin1 gdsteren TUNEL pozitif hiicre sayilarimi
arttirarak norodejenerasyona yol actigi gosterilmistir (Kencebay ve ark. 2013).
Siilfitin bilinen bu ndrodejeneratif etkilerine bagli 6grenme ve hafiza degisiklikleri
olup olmadigi merak konusu olmustur. Nitekim, Kiiciikatay ve ark. (Kiigiikatay ve
ark. 2005) 25 mg/kg/gilin siilfit aliminin, aktif sakinma testlerinde uzun siireli bellek
bozulmalarina neden olmadigin1 ancak SOX eksikligi olan sicanlara ayn1 dozda
uygulanan siilfite bagl aktif sakinma Ogrenmesinde bozulmanin oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Benzer sekilde Ozsoy ve ark.’da eriskin siganlarla (Ozsoy ve ark.
2012) ve yash sicanlarla (Ozsoy ve ark. 2017), giivenli kabul edilen 25 mg/kg/giin
siilfit dozuyla yaptiklar1 ¢alismalarda aktif sakinma testiyle sicanlarin 6grenmelerini
degerlendirdiklerinde, herhangi bir 6grenme bozukluguna yol agmadigini ifade
etmislerdir. Buna karsin 2013 yilinda Nooarfshan ve ark. (Noorafshan ve ark. 2013)
25 kg/mg/giin dozundaki siilfit aliminin 6grenme {izerine etkilerini arastirdiklar
calismada, siilfitin radyal kollu labirent testinde uzaysal G6grenme ve hafiza
bozukluklarina neden oldugunu rapor etmislerdir. Biz literatiirde mevcut olan farkl
verileri dikkate alarak uzaysal 6grenme ve hafizay1r degerlendirmek icin MWM
testini kullandik. Uzaysal ipuclarma bagli yer arastirma yontemi igin tipik bir
deneysel paradigma olan MWM testiyle hipokampus bagimli uzaysal 6grenme ve
hafiza olgiilmekte olup (Morris ve ark. 1982), bu test hipokampus lezyonlarina
duyarhdir (Jessberger ve ark. 2009). Wang ve ark. (Wang ve ark. 2017) norotoksik

etkileri bilinen karbon disiilfit uygulanan sicanlart MWM testine almislar ve 4
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giinliik egitim siiresi boyunca kagis platformunun oldugu kadrana ulagma siiresini
degerlendirdiklerinde karbon disiilfit uygulanan sicanlarda siirenin uzadigini rapor
etmiglerdir. Bizim projemizde ise MWM testinde gruplarin 5 giinliikk egitim stireci
boyunca navigasyon test performanslari degerlendirildiginde, kagis platformunu
bulma siiresinin norotoksik etkileri bilinen siilfit verilen gruplarda yiiksek oldugu
fakat bu sonucun istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmis ve bu durum
silfite baglh olarak uzaysal Ogrenmenin kismen bozuldugu seklinde
degerlendirilmistir. MWM testinde son giin probe trial olarak tanimlanmakta ve
siganlarin uzaysal hafizas1 degerlendirilmektedir (Wang ve ark. 2017). Wang ve ark.
(Wang ve ark. 2017) yapmis olduklar1 ¢alismada norotoksik etkileri bilinen karbon
distilfit verdikleri siganlarda hedef kadranda gecirilen siirenin ve hedef kadrandan
gegme sayisinin azaldigini rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde
MWM testinin 6. giiniinde uzaysal hafizanin degerlendirilmesinde énemli olan hedef
kadrana giris frekansinin siilfit uygulanan gruplarda belirgin olarak azalmasi, siilfitin
neden oldugu noérotoksisiteye bagli 6grenme ve hafizanin bozuldugu seklinde
degerlendirilmistir. Nitekim Akdogan ve ark. (Akdogan ve ark. 2011) yaptiklari
arastirmada 8 hafta boyunca, 25 mg/kg/giin dozunda siilfit uygulamislar ve si¢anlarin
hipokampuslarimin histolojik incelemesinde CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde
piramidal néron kaybinin oldugunu rapor etmislerdir. Probe trialde ortalama hiz ve
alinan yol degerlendirildiginde ise siilfit verilen gruplarda kontrole gore artis oldugu
saptanmis olup, sicanlarin bu siirecte hedef kadrandan ge¢cme sayilar1 azalmisken hiz
ve yolun artig1 hayvanlarin uzaysal ipuclarina dikkat etmeksizin platformu aramalari
olarak degerlendirilmis olup, bu durum siilfit verilen siganlarin lokomotor
aktivitelerinin artis1 ile de iliskili olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Lokomotor
hiperaktivite norotoksisite ¢caligmalarinda siklikla kullanilan serebral disfonksiyon ve
norolojik bozukluklarla ilgili bilgi veren onemli bir parametredir (Artigas, 2013;
Quines ve ark. 2014). Quines ve ark. gida katki maddesi olarak kullanilan
monosodyum glutamat maruziyetinin sicanlarda lokomotor aktivite artisina neden
oldugunu ve bu artisa serebral korteksteki serotonin aliminda ytikselme ile Na+/K+-
ATP-az aktivitesindeki azalmanin eslik ettigini gostermistir (Quines ve ark. 2016).
Nitekim daha 6nce tamamladigimiz tez ¢calismasinda siilfite bagli olarak hiperaktivite
artisinin oldugu saptanmigtir (Topak, 2017). Bir diger ¢calismamizda ise 100 mg/kg
stilfite 35 giin maruz kalan siganlarda agik alan testinde hem alinan yolun hem de

hizin arttig1 tespit edilmistir (Basaranlar ve ark. 2019). Mevcut ¢alismamizda da bu
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calismalarimiz1 destekler nitelikte, agik alan testinde siilfit verilen sicanlarin almig
olduklar1 yol ve ortalama hiz degerlerinin kontrole gore yliksek oldugu saptanmuistir.
Yee (Yee, 1999) yapmis oldugu arastirmada, medial prefrontal korteksin sitotoksik
ajanlarla haraplanmasimin hiperaktiviteye yol agtigini gostermistir. Siilfite bagh
lokomotor aktivite artist Yee tarafindan belirtilen medial prefrontal korteks
haraplanmasi ile iliski olabilir. Bu nedenle lokomotor aktivite artisina yol agan
mekanizmalar siilfit ile ilgili siireclerde de etkin olabileceginden lokomotor aktivite
ile iligkili prefrontal korteksin siilfit verilen sicanlarda da arastirilmasi

planlanmaktadir.

Santral sinir sistemi doymamis yag asitleri 6zelliklede AA ve dokosoheksaenoik asit
diizeyleri agisindan zengin olup, bu doymamis yag asitleri serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksidasyona duyarhdir ve bu siire¢ AA’dan 4-hidroksi-2-nonenal (4-
HNE) ve DHA’dan 4-hidroksiheksanal olusumu ile sonuglanmaktadir (Yang ve ark.
2019). Ekibimiz tarafindan daha once yapilan ¢alismalarda 100 ve 260 mg/kg/giin
sodyummetabisiilfit verilen siganlarda total beyin dokusunda hem 4-HNE diizeyinin
ve hem de TBARS diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Ozturk ve ark. 2011; Kencebay
ve ark. 2013). 100mg/kg siilfit maruziyetinin rat karaciger dokusunda AA ve
dokosoheksaenoik asit diizeylerini arttirdigi rapor edilmistir (Ercan ve ark. 2015).
Mevcut ¢alismamizda da bu veriler 151¢inda hipokampus dokusunda AA diizeyinin
arttig1 tespit edilmis olup, bu durum daha Onceki ¢aligmalarimizda arttigini tespit
etmis oldugumuz 4-HNE artis1 ile iliskili oldugu seklinde degerlendirilmistir. Ote
yandan, Beck-Speier ve ark. (Beck-Speier ve ark. 2003) pH 7’de siilfitin cPLA2
aktivitesini iki kat artirdigin1 gostermislerdir. Bizim 6nceki ¢aligmamizda da Beck-
Speier ve ark. ¢aligmasini destekler nitelikte cPLA2 aktivitesinin 100 mg/kg sodyum
metabisiilfit uygulamasi sonrasinda arttigini tespit etmistik (Basaranlar ve ark. 2019).
Bir diger yaymimizda ise 100mg/kg siilfit verilen sicanlarin beyin dokusunun
Western Blot analizinde sPLA2 enzim diizeyinin arttigini rapor etmistik (Kencebay
ve ark. 2013). Bilindigi iizere santral sinir sisteminde membran fosfolipidlerinden
PLA2 enzimleri araciligiyla AA ortaya ¢ikmakta (Yang ve ark. 2019) ve cPLA2
enzimi ROS firetimine ve oksidatif stres gelisimine katilmaktadir (Shelat ve ark.
2008). Mevcut ¢aligmamizda siilfit verilen gruplarda AA diizeyinin artmasi, gegmis
literatiir bilgileri 15185inda hem oksidatif stres artist hem de sPLA2 ve cPLA2

aktivitelerindeki artis ile iliskilendirilmistir.
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Serbest AA siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri i¢in substrat olup, COX-
1/COX-2 enzimleri tarafindan PGH2’ye doniistiiriiliir (Yang ve ark. 2019). Viicudun
pek ¢ok organinda COX-2 enzimi ya yoktur ya da az bulunmakla birlikte memeli
beyninde 6nemli diizeyde COX-2 mRNA ekspresyonunun oldugu rapor edilmistir
(Feng ve ark. 1993). Bu nedenle ¢alismamizda hipokampus dokusunda AA
diizeyinde meydana gelen artisa bagli olarak COX-2 enzim aktivitesinin siilfit verilen
gruplarda arttig1 6zellikle 260 mg/kg siilfit dozunda meydana gelen aktivite artiginin
anlamli oldugunu tespit ettik. Ekibimiz tarafindan yapilan bir bagka c¢alismada ise
giinliik 260 mg/kg siilfit aliminin, inflamasyon durumlarinda arttig1 bilinen beyinde
COX-2 ekspresyon seviyelerinin yiikselmesine neden oldugunu ve bu etkinin siilfit
toksisitesine bagli norodejenerasyon ile ilgili olabilecegini rapor etmistik (Derin ve
ark. 2017). COX-2 aktivitesinin artmasi sitokinler, biiytime faktorleri, timor nekrozis
faktor, bakteriyel endotoksin ve diger toksik ajanlarla iliskili olabilir (Milatovic ve
ark. 2011). Ote yandan 100mg/kg dozda COX-2 enzim aktivitesinde anlaml
degisikligin olmamast AA artmis olsa dahi mevcut AA lipooksijenaz ve sitokrom
P450 epoksijenaz yoluyla eikosanoidlere doniistiiriilmiis olabilecegi veya 4-HNE’ye
perokside oldugu seklinde degerlendirilmistir (Strauss, 2008). Bu nedenle gelecekte
yapilacak c¢aligmalarda, siilftitin farkli dozlarinda AA’y1 substrat olarak kullanan
diger enzimlerin hipokampus ve beyin dokusundaki aktivitelerinin ve diizeylerinin

analiz edilmesi planlanmistir.

COX-2 aracili prostaglandin iriinleri 6liim sonrasi insan beyninde orta Seviye
konsantrasyonlarda bulunmustur (Ogorochi ve ark. 1984). COX-2 aracili
prostaglandinler viicut sicakliginin regiilasyonu (Saper ve Breder, 1992) ve
hipokampal uzun siireli giiclenme (Nishizaki ve ark. 1999) gibi bir¢ok beyin
fonksiyonuna aracilik etmektedir. Bir¢cok nodrodejeneratif hastaligin yam sira
ozellikle norotoksisiteye bagli néronal hasarda da COX-2 aracili tiretilen PGE2
sentezinin artti@1 gosterilmistir (Xu ve ark. 2003; Choi ve ark. 2009). Bizim
calismamizda da COX-2 aktivite diizeylerine benzer sekilde siilfit verilen gruplarda
hipokampus PGE:> diizeylerinde artis oldugu fakat sadece 260 mg/kg siilfit dozunda
istatistiksel anlamlilik tespit edilmistir. Calismalarimizda ifade ettigimiz gibi siilfit
norotoksik bir ajandir, bizim hipokampusta saptamis oldugumuz PGE; artisi,
norotoksik ajan maruziyetine bagli PGE: artisin1 rapor eden ¢aligmalar1 destekler

niteliktedir.
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PGE: reseptorleri endotel hiicrelerinde, mikroglialarda, astrositlerde ve ndronlarda
saptanmig, (Cimino ve ark. 2008; Carlson ve ark. 2009) hipokampusta ise PGE>
reseptorlerinin dort subtipi de ekspere edilmistir (Zhu ve ark. 2005). Serebral iskemi
modellerinde ve eksitotoksisitede gézlenen EP2'nin koruyucu etkisinin aksine, EP1
reseptOriiniin geninin inaktivasyonu veya farmakolojik inhibisyonunun orta serebral
arter (MCA) okliizyonu, oksijen glukoz yoksunlugu ve eksitotoksitenin neden oldugu
beyin hasarini iyilestirdigi rapor edilmistir (Kawano ve ark. 2006; Carlson ve ark.
2009; Andreasson, 2010). Yapilan baska bir arastirmada ise PGE2’nin EP2
aracilifiyla, serebral iskemi sonrasinda bagisiklik tepkisine katildigi ve EP2 reseptor
ekspresyonunun iskemik hemisferdeki noronlarda yiiksek oranda arttigi tespit
edilmistir (Liu ve ark. 2019). Ahmad ve ark. (Ahmad ve ark. 2007) orta serebral arter
okliizyonu iskemi modelinde ise EP3 reseptoriiniin farmakolojik stimiilasyonu ile
infarkt alaninin arttigini rapor etmislerdir. Diger taraftan EP4 reseptdriinin EP2
reseptoriine benzer sekilde Gs proteini tizerinden cAMP, PKA yolagim kullanarak
etki gosterdigi ve beyin hastaliklar1 ve norotoksisitede EP4 reseptor aktivitesindeki
artisin tedavi edici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Shi ve ark. 2010). Bu bilgilerin
1s18inda, calismamizda siilfitin toksik etkilerinin hangi PGE> reseptor subtipleri
tizerinden olustugu sorusuna cevap aranmustir. Veriler degerlendirildiginde 100
mg/kg/giin dozunda siilfit verilen gruplarda norotoksik etkiye katkilari oldugu bilinen
EP1 ve EP3 reseptorlerinin mRNA ekspresyonlarinda kontrol grubuna goére anlamli
seviyede artis olmasi, PGE; EP1 ve EP3 reseptorlerinine toksik siireclere aracilik
ettiklerini gosteren ilgili literatiir calismalariyla uyumlu goériinmektedir. Ayni siilfit
dozunda EP2 ve EP4 reseptorlerinin mRNA ekspresyonlarinin da EP1 ve EP3 kadar
yiiksek olmasa da artmis oldugu saptanmis olup, EP2 ve EP4 reseptorlerinin
norotoksisiteye ve iskemiye karsi koruyucu etkisinin oldugunu gosteren c¢alismalari
destekler niteliktedir. Dolayisiyla siilfit maruziyetine bagli olarak tiim reseptor
subtiplerinde ekspresyon artisi siilfitin norotoksik etkilerine PGE2’nin EP1 ve EP3
reseptOrlerinin katkis1 oldugu ancak hipokampal EP2 ve EP4 ekspresyon artiginin ise
mevcut toksik etkiye kars1 koruyucu etki ortaya ¢ikarmak olarak degerlendirilmistir.
Calismamizda 100 mg/kg siilfit maruziyetinde reseptor ekspresyonlar artarken PGE>
diizeyinde artis olmus ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
McCullough ve ark. (McCullough ve ark. 2004) yapmis olduklari ¢aligmada bizim
mevcut verimizi destekler nitelikte veri sunmusglar ve in vitro hipokampal néronlarda

ve organotipik hipokampal kesitlerinde olusturulan NMDA toksisitesi ve oral glukoz
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yoksunlugu paradigmalarinda EP2 reseptor aktivasyonunun ndroprotektif oldugunu
ancak EP1’in toksik ve EP2’nin protektif aktivitelerinde PGE:2 stimiilasyonunun
katkisinin olmadigini rapor etmislerdir. Akut glutamat toksisite modellerinde,
EP2’nin protektif etkisi PKA inhibisyonu ile tersine g¢evrildigini ve ndéronal EP2
aracilt korumanin cAMP sinyal yolagina bagli oldugunu gostermislerdir
(McCullough ve ark. 2004). Dolayistyla 100 mg/kg siilfit dozunda PGE> diizeyinde
onemli bir artig goriilmezken PGE> reseptor diizeylerindeki artis McCullough ve ark.
rapor ettigi gibi bu reseptorlerin aktivasyonuna PGE2’nin katki sunmamasi ile
aciklanabilir. Ote yandan Deng ve ark. (Deng ve ark. 2020) rat retinasinda iskemi
reperfiizyon modeli uygulamislar ve iskemi reperfiizyonun birinci glinlinde COX-2
ekspresyonunun anlamli olarak arttigini1 fakat PGE2 reseptor diizeylerinde anlamli bir
artis olmadigini tespit etmislerdir. Bu veri, bizim ¢alismamizda da siilfitin 260
mg/kg uygulandigi grupta COX-2 aktivitesi belirgin olarak artmis ancak PGE2 EP1,
EP2, EP3, EP4 reseptorlerinin mRNA ekspresyonlarinin artmadigi sonucu ile
benzerdir. Mevcut verimiz COX-2 ve PGE> artiginin reseptor ekspresyonlarina katki
sunmadigini rapor eden McCullough’un verisini de desteklemektedir. COX-2 ve
PGE: artisinin noronal hiicre 6liimii, apoptozis, protein denatiirasyonu gibi pek ¢ok
patolojik siirece katki sundugu g6z 6niinde bulunduruldugunda COX-2 aktivitesinde
ve PGE: diizeyinde artisa bagli olarak PGE: reseptorlerinin ve bu reseptorleri
tizerinde bulunduran néronlarda bu siilfit dozunda néronal 6liimiin gergeklesmesi ile

iliskili olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak ¢aligmamizda 100 ve 260 mg/kg siilfit maruziyetinin 6grenme ve hafiza
bozukluklarina neden oldugu, hipokampal COX-2, PGE: sinyal yolaginin 6zellikle
yuksek dozda bu siirece katki sundugu ortaya konmustur. PGE> reseptorlerinin ise
stlfitin etkilerine karst hem noroprotektif hem de norotoksik siireclere katki
sunabilecegi ancak bu siirecin tam anlamiyla degerlendirilebilmesi i¢in PGE:
reseptOr tipleri ile iliskili hiicre i¢i sinyal yolaginin gelecek c¢aligmalarda ayrintili

olarak calisilmasi planlanmustir.
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