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OZET

Amagc: Calismamizda farkli dozlarda diyetle alman sodyum metabisiilfitin
ogrenme ve hafiza mekanizmasi iizerine etkilerinde glutamat dongiisiiniin rolii

incelenmistir.

Yontem: 90 adet erkek Wistar sigan {i¢ gruba ayrilmistir: Kontrol grubu [(K)],
100 mg/kg/gin dozunda sodyum metabisulfit uygulanan grup [S(100)] ve 260
mg/kg/giin dozunda sodyum metabisiilfit uygulanan grup [S(260)]. Ogrenme
deneyleri i¢in agik alan testi ve radyal kollu labirent testleri uygulanmistir.
Mikrodiyaliz yontemiyle toplanan diyalizatta glutamat ve glutamin seviyeleri
Olclilmiistiir. Buna ek olarak, hipokampus da vezikiiler glutamat tasiyici-1
(VGLUT), eksitatér amino asit tasiyici-1, 2 ve 3 (EAATL, EAAT2 ve EAAT3)
dizeyleri reverse transckripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

yontemiyle degerlendirilmistir.

Bulgular: Siilfit uygulanan gruptaki siganlarm %80 dogruluk Kriterine
ulasamadig1r gozlenmistir. Radyal kollu labirent testinde sulfitin referans ve
calisan hafiza hatalarini arttirdig saptanmistir. Acik alan testinde gruplar arasinda
bir fark bulunmamistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda S(100) ve S(260)
gruplarinda hipokampal glutamat ve glutamin duzeylerinin azaldigi tespit
edilmigtir. VGLUT1 ve EAAT2 mRNA dizeyleri arasinda anlamli fark
bulunmazken, silfitin EAAT1 ve EAAT3 mRNA dizeylerini doza bagh olarak

azalttig1 gosterilmistir.

Sonug: Calismamizda farkl dozlarda diyetle alman siilfitin 6grenme ve hafizay1
bozdugu gosterilmektedir. Bu sonuclar siilfitin 6grenme ve hafiza iizerindeki

olumsuz etkilerinin glutamat dongiisii ile iligkili olabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Siilfit, Ogrenme ve Hafiza, Glutamat, Glutamin



ABSTRACT

Objective: In our study, we investigated the effects of different dietary sodium
metabisulfite doses on learning and memory processes assosiated with glutamate
cycling.

Method: 90 male Wistar rats were divided into three groups: control [(C)], treated
with 100 mg/kg/day sodium metabisulfite [S(100)] and treated with 260
mg/kg/day sodium metabisulfite [S(260)]. Radial arm maze and open field tests
were performed in order to evaluate learning and memory. Glutamate and
glutamine levels were determined in the dialysate collected by microdialysis.
Additionally, vesicular glutamate transporter-1 (VGLUT1), excitatory amino acid
transporter-1, 2 and 3 (EAAT1, EAAT2 and EAAT3) levels were measured by
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method in
hippocampus.

Results: The rats in the sulfite-treated group did not reach the criteria of 80%
correct choice. The sulfite groups showed more reference and working memory
errors in radial arm maze task. No significant difference was observed among
open field results of groups. The levels of glutamate and glutamine in
hippocampus were decreased in S(100) and S(260) groups compared with the C
group. While no significant difference was found among groups’ mRNA levels of
VGLUT1 and EAAT2, sulfite treatment caused a dose-dependent decrease in
EAAT1 and EAAT3 mRNA levels.

Conclusion: Our study showed that different doses of dietary sulfite impaired
learning and memory. These results implied that negative effects of sulfite in
learning and memory might be mediated with glutamate cycle.

Key words: Sulfite, Learning and Memory, Glutamate, Glutamine
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1. GIRIS

Antimikrobiyal ve antioksidan bir ajan olan siilfit, koruyucu olarak gida, ilag ve
kozmetik endiistrisinde sik¢a kullanilmaktadir (Cabre ve ark., 1990; Woo ve ark.,
2003). Siilfitin ekzojen maruziyeti, katki maddesi olarak eklendigi iiriinlerin
tilketilmesi, endojen maruziyeti ise aminoasit metabolizmasi sonucu
gerceklesmektedir. Siilfit dokularda siilfit oksidaz (SOX) enzimi araciligiyla
zararsiz bilesiklere metabolize edilmektedir. Fakat alinan siilfitin metabolize
edilemeyecek miktarda olmasi veya SOX aktivitesinin diisiik olmas1 sonucu silfit
radikalleri meydana gelmektedir. Bu radikaller protein, lipid ve nikleik asitlerle
reaksiyona girerek hiicresel hasara neden olmaktadir (Reist ve ark., 1998; Meng
ve ark., 2005). Ekibimiz 100 mg/kg/gin dozundaki sulfitin beyin dokusunda
norodejenerasyona ve apoptozise neden oldugunu gostermistir (Kencebay ve ark.,
2013). Bu bulgudan yola g¢ikarak norotoksik etkileri bilinen siilfitin 6grenme ve
hafizay1 etkileyebilecegi fikri akla gelmektedir. Nitekim yapilan calismalarda
stlfitin  hipokampal dokuda bulunan piramidal noéronlarda hasar meydana
getirdigi, siganlarda Ogrenme parametresi olan aktif sakinma cevaplarmi ve
uzaysal hafizay1r bozdugu gosterilmistir (Akdogan ve ark., 2011; Ozsoy ve ark.,
2012; Noorafshan ve ark., 2013). Hipokampusta gerceklesen 6grenme ve hafiza
sirecinde rol alan ana norotransmitterin glutamat oldugu bilinmektedir.
NoOronlarda sentezlenen glutamat vezikiiler glutamat tasiyict (VGLUT)
araciligiyla vezikiillerde depolanmakta ve presinaptik alana gelen uyarilara
cevaben sinaptik bosluga salmmaktadir (Danbolt, 2001). Alzheimer hastaligi
(AH) olan fareler iizerinde yapilan bir c¢alismada, hipokampusta VGLUTI1
diizeyinin azaldigi, bu azalmanin 6grenme ve hafiza bozuklugu ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (Liraz ve ark., 2013). Sinaptik araliga salmman glutamat,
reseptorlerine baglanarak hiicresel cevaba neden olmaktadir. Sinaptik bosluktaki
reseptorlerine baglanmayan fazla glutamat ise eksitatdr amino asit tasiyicilar
(EAAT) tarafindan geri alinmaktadir (Bergles ve ark., 1999; Danbolt, 2001).
Hipokampusta yiiksek ekspresyona sahip olan EAAT’larin 6grenme ve hafiza
stirecinde 6nemli rolleri oldugu diisiiniilmektedir. EAAT2-knockout hayvanlarda
hicre 6lima, demiyelinizasyon ve aksonal hasar gozlenmektedir (Rothstein ve

ark., 1996). Heo ve arkadaslar1 T-labirent ile uzaysal hafiza egitimi verilmis ve



verilmemis fareler iizerinde deneyler yapmis, uzaysal hafiza egitimi verilmis
farelerin hipokampus dokusunda EAAT2 diizeylerinde artis oldugunu rapor
etmislerdir (Heo ve ark., 2012).

Daha Once yapilan calismalarda gidalar yoluyla giinliik alnabilecek farkli
dozlardaki sodyum metabisiilfitin sigan beyin dokusundaki etkileri ortaya
konmasina ragmen, 6grenme iizerindeki etkileri ve mekanizmalar1 hala tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle ¢calismamizda farkli dozlarda diyetle alinan sodyum
metabisiilfitin  6grenme ve hafiza {lizerine etkileri 6grenme deneyleri ile
degerlendirilmis olup glutamat ve glutamin diizeyleri, VGLUT1, EAATI1, EAAT2
ve EAATS3 seviyeleri belirlenerek siilfit ndrotoksisitesine bagli 6grenme ve hafiza

degisikliklerinin mekanizmasinin a¢iklanmasi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sulfit
Protein, niikleik asit ve aminoasit gibi biyomolekiillerin yapisinda bulunan siilfit
ayni zamanda katki maddesi ve koruyucu olarak bir¢ok sektorde kullaniimaktadir

(Gunnison ve Jacobsen, 1987).

2.1.1. Sulfit Maruziyeti

Antimikrobiyal, antioksidan, enzim inhibitorii ve indirgeyici bir ajan olan silfitin
gidalarda renk degisimlerini stabilize ettigi, renk bozulmalari engelledigi, lezzet
ve dayaniklilig1 arttirdig1 bilinmektedir (Vally ve Misso, 2012). Siilfit sarap, bira,
alkolsiiz igecekler, kurutulmus ve islenmis yiyecekler, deniz ve et iiriinleri gibi
gidalarda degisik dozlarda kullanilmaktadir. Cogu iilkede taze yiyecekler, et
iriinleri, bira ve sarapta siilfit ajanlarinin kullanilmasi tamamen yasal olmasina
ragmen bazi1 Avrupa lilkelerinde kullanilmas1 kisitlanmistir. Gidalarin yanisira géz
damlalari, topikal ilaglar, adrenalin, kortikosteroidler, lokal anestezikler gibi
ilaglara, sa¢ kremi, parfumler, yliz temizleyicileri ve sa¢ spreyleri gibi kozmetik
iiriinlerine de koruyucu, kivam arttirict ve suda ¢Oziinebilirlik 06zelligi
kazandirmak amaciyla eklenmektedir (Vally ve Misso, 2012). Bu iiriinlerin kisisel
kullanim1 veya siilfit igeren gidalarin tiiketimi siilfit maruziyetine sebep
olmaktadir. Bunlara ek olarak siilfitin bircok meslek grubunda yaygmn olarak
kullanilmas1 mesleki maruziyeti de dogurmaktadir. Her ne kadar gidalar, kozmetik
iriinler ve ilaglarla alinan siilfit maruziyetinden az olsa da hava kirliligi sonucu
ortaya ¢ikan silfiir dioksit (SO2) gazinin inhalasyonu da ekzojen sulfit
kaynaklarindandir (Vally ve Misso, 2012).

Siilfit disaridan alinmasinin yani sira viicutta fizyolojik olarak siilfiir igeren
aminoasitlerin (sistein, metiyonin) katabolizmasi ile de tiretilmektedir (Sekil 2.1)

(Schwarz, 2016).



Metiyonin
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—

SO, Pirtivat

Sekil 2.1. Endojen Siilfit Sentezi

Metiyonin-sistein metabolizmas: sonucu agiga ¢ikan SO, dokuda hidrolize olarak
suda ¢Ozunebilen bisulfiti (HSO3) olusturmaktadir (Reaksiyon 1). Fizyolojik
PH’da daha dominant olmasina ragmen zayif bir asit olan HSOj3" reaksiyon 2’de
goriildiigii gibi 1 H' kaybederek kolayca siilfite (SOs?) indirgenmektedir (Mottley
ve ark., 1982).

H,0 + 50, == HSO; + H* (Reaksiyon 1)

HSO, == H*+ SO, (Reaksiyon 2)

Viicutta bir¢ok formda bulunan ve birbirlerine kolayca doniisebildigi (Reaksiyon

1 ve Reaksiyon 2) bilinen SO,, HSOs ve SOs5? gibi bilesiklerin timi siilfit



ajanlar1 olarak isimlendirilmektedir. Bu siilfit ajanlarinin biyomolekiiller i¢in

temel siilfiir kaynagi oldugu bilinmektedir (Neta ve Huie, 1985).

2.1.2. Sulfit Metabolizmasi

Ekzojen olarak alnan ya da endojen olarak firetilen siilfit, mitokondrinin
membranlar arasi boslugunda bulunan SOX enzimi araciliiyla zararsiz bir bilesik
olan siilfata (SOs?) oksitlenerek metabolize edilmektedir. Siilfit oksidaz
karaciger, kalp, bobrek, dalak, beyin, iskelet kast ve kanda bulunmaktadir (Woo0
ve ark., 2003). Homodimer yapida bulunan SOX, hem grubu igeren bir N-
terminali ve Molibdenyum (Mo) kofaktori igeren bir C-terminalinden
olugsmaktadir (Moriwaki ve ark., 1997).

SOX

SO + H,0

Sito-c Fe(ll) L

SO +2H
_ Mo(IV) Fe(ll)
Sito-c Fe(lll) |11 J ET#1
Mo (VI)Fe(ll) Mo(V)Fe(ll)
IET#2 —/ Sito-c Fe(Ill)
Mo(V)Fe(lll) r

Sito-c Fe(ll)

Sekil 2.2. SOX’un Reaksiyon Mekanizmasi

Molibdenyum ve hem grubu iki ayr1 redoks merkezi olarak enzim fonksiyonu
acisindan Onemli role sahiptir. Oksidasyon sirasinda SOX enziminin Mo
merkezine baglanan SOz?, 2 elektron (¢) ile indirgenmektedir. Bu indirgenme
reaksiyonu sonucunda Mo(VI)/Fe(I1l), Mo(IV)/Fe(Ill)’e doniismektedir. Boylece
reaksiyon 3’te de gosterildigi gibi siilfit, idrarla atilan ve toksik olmayan SO42’ye
okside olmaktadir (Bailey ve ark., 2009).

803-2 + H2O —> 504-2 + 2H+ +2E' (ReakSiyon 3)

Iki ¢ ile indirgenen Mo(IV)’deki elektronlardan biri intramolekiiler elektron
transferi (IET) ile hem redoks merkezine aktarilmakta ve Mo(V)/Fe(I) kompleksi

aciga ¢ikmaktadir. Bu bilegikteki kararli olmayan e’nin solunum zincirinde rol



alan sitokrom c (sito-c)’yi indirgemesiyle Mo(V)/Fe(lll), devaminda ikinci IET
reaksiyonu ile Mo(VI)/Fe(Il) kompleksi olusmaktadir. Kararli olmayan
Mo(VI)/Fe(ll) sito-c tarafindan indirgenerek Mo(VI)/Fe(Ill)’e doniismektedir.
Boylece SOX enziminin yapisinda bulunan redoks merkezlerinin katalitik aktifligi

yeniden kazanilmig olmaktadir (Sekil 2.2) (Bailey ve ark., 2009).

Bu dongiide bir mol siilfitin oksidasyonu sirasinda indirgenen her sito-C,
elektronlarimi elektron tasima zincirine aktararak, oksidatif fosforilasyonda 1 mol

adenozin trifosfat (ATP) Uretilmesini saglamaktadir.

Fizyolojik olarak siilfitin, SOX ile metabolizmasinin hizli oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle, kronik maruziyetlerde serumda 15 pM konsantrasyona kadar sulfit
gOzlenebilirken (Kencebay ve ark., 2013), tamamen metabolize edildigi i¢in
dokularda birikmedigi rapor edilmistir (Kencebay ve ark., 2013; Pundir ve Rawal,
2013).

2.1.3. Sulfitin Yan Etkileri

Siilfit kullanimi genelde kisitlanmis olsa da, bu kisitlama iilkeler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Amerika’da ¢ig sebze ve meyveler dahil bircok gida da
kullanilmas1 giivenli kabul edilmis fakat Avrupa iilkelerinde kullanilmasi kontrol
altinda tutularak her gida i¢in farkli doz belirlenmistir (EFSA, 2013).

Til ve arkadaslar1 %0 ila %6 aras1 siilfit iceren diyetle besledikleri siganlarda
carpici sonuglar elde etmislerdir. %6 sulfit iceren diyetle beslenen grupta, belirgin
biiylime geriligi ve azalmis gida alimi, %4 ve iizeri seviyelerde dalak agirliginda
artig, %2 ve lizeri dozda anemi gelistigi gozlenmistir. Bununla birlikte viicut
agirhiginin 72 mg/kg’sine denk gelen %0.25 dozda siilfitle beslenen grupta
herhangi bir olumsuz etki gdzlenmemistir. Bu veriler, SOX enziminin fizyolojik
kosullar da %0.25 dozda alinan siilfiti okside edebildigi seklinde yorumlanmigtir
(Til ve ark., 1972). Bu bilgiler 1s1ginda Gida Katki Maddeleri birligi FAO/WHO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations= Birlesmis Milletler
Gida ve Tarm Orgiiti=FAO) / (World Health Organization = Diinya saglik
orguti=WHOQO) Uzman Komitesi (The Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives=JECFA), 1974 yilinda ADI siilfit dozunu 100 katlik gilivenlik
faktorii de ekleyerek 0.7 mg/kg/giin olarak belirlemistir. JECFA’nin gida katki



maddelerinin degerlendirilmesiyle ilgili 51. raporunda bu doz tekrar teyit
edilmistir (JECFA, 2000).

Normal kosullarda giinliik {iretilen endojen siilfit miktarinin, ekzojen olarak alinan
stlfit miktarindan daha fazla oldugu bilinmektedir (Taylor ve ark., 1986). Sulfit
metabolizmas: sonucu olusan ve idrarla atilan siilfat miktar1 2400 mg
diizeyindedir. Bu miktarin 2300 mg’1 endojen siilfitten kaynaklanmaktadir (Taylor
ve ark., 1986). Fakat gidalardaki siilfit igerigi iizerine yapilan arastirmalar,
beslenme aligkanligina bagli olarak ADI degerinin asilabilecegini gostermektedir
(Simon, 1986; Lester, 1995). Bunun sonucu olarak 6zellikle hassas bireylerde
anaflaktik reaksiyonlar, dermatit, lirtiker, hipotansiyon, karin agris1 ve diyare gibi
istenmeyen reaksiyonlar gorilmektedir (Tutuncu ve ark., 2012). Sdlfitin bu
etkisiyle iliskili bir¢ok calisma, farkli olasi mekanizmalar1 6nermesine ragmen

etki mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir.

2.1.4. Sulfit Radikallerinin Olusumu

Sulfit oksidaz enzimi, endojen sulfiti okside edebilecek kapasitede ve aktivitede
calismaktadir. Fakat alinan siilfitin metabolize edilemeyecek miktarda olmasi
veya SOX aktivitesinin diisiik olmasi siilfitin farkli yolaklarla metabolize
edilmesini gerektirmektedir. Fridovich ve Handler, horseradish peroksidaz (HRP)
gibi baz1 peroksidazlarin, siilfit oksidasyonunu baglattigmi gostermislerdir
(Fridovich ve Handler, 1961). Baslayan siilfit oksidasyonu ve sonraki zincir
reaksiyonlarin da, biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilen reaktif ara urunler

olustugu bilinmektedir (Fridovich ve Handler, 1961).

503-2 %’ SO, +e (Reaksiyon 4)
Fizyolojik kosullarda SOs? ve hidrojen peroksit (H20,), HRP Kataliziyle siilfiir
trioksit radikaline (S03”) dontismektedir (Reaksiyon 4) (Mottley ve Mason, 1988).
H,O,+ HSO;" —— SO5; + OH" +OH" (Reaksiyon 5)
Fakat H,O; konsantrasyonunun ortamda artmasi, bisilfitin H,O, ile non-

enzimatik reaksiyonu ile sonuglanmaktadir (Reaksiyon 5) (Mottley ve ark., 1982).



503_' + O2 ! 503 + 02_. (Reaksiyon 6)

503- + 02 E S'05_ (Reaksiyon 7)

Sulfur trioksit radikali, oksijen (O;) varhiginda iki reaksiyon ile metabolize
edilerek stiperoksit radikali (O2") ve peroksistlfat (SOs~) radikallerinin agiga
¢ikmasina neden olmaktadir (Reaksiyon 6-7). Bu reaksiyonlar reaktif SO;™ ’den
daha reaktif tirlinler meydana getirdigi i¢in siilfit radikalleri olusumunda kritik bir

basamaktir (Mottley ve Mason, 1988).

505_. + 503_2 - 503_. + 505'2 (Reaksiyon 8)

SO~ + 503_2 —50," + 504_2 (Reaksiyon 9)

505"+ HS03” — HS04+ 505~ (Reaksiyon 10)

SOs™+ HSO3” — 50, + HSO (Reaksiyon 11)

- - H0 -2 . +
SO+ HSO;” ——250,<+ OH" +2H (Reaksiyon 12)
Olusan SOs", sulfit (Reaksiyon 8-9) ve bisulfiti (Reaksiyon 10-11) okside ederek
SO3" ve sulfat radikal (SO47)’lerine doniismektedir. Sulu ortamlarda ise bisiilfit ile
birleserek hidroksil radikali (OH') olugmaktadir.

SO5" + X 505-2 + X" (Reaksiyon 13)

X+ 503_2 — X+ 503" (Reaksiyon 14)
SOs", SO3?yi direkt okside edebilmesinin yani sira alanin, tirozin, glisin ve
askorbik asit gibi biyomolekiilleri de substrat olarak kullanip siilfit oksidasyonuna
neden olabilmektedir. Substrat olarak kullanilan biyomolekiiller kararsiz bir
radikale (X*) déniistiiriillerek (Reaksiyon 13) SO3?yi okside etmekte ve SO3~
ac1ga ¢ikmasina sebep olmaktadir (Steele ve Appelman, 1982).



50,7+ H,0 — HS0, + OH (Reaksiyon 15)

SO, +S0,2—S0,?%+ S0, (Reaksiyon 16)
Reaksiyon 9 ve 11 ’de sentezlenen SO4" ’nin diger radikaller gibi hidrojen
ayrismas1 ya da cift bag olugsmasma neden olarak bazi aminoasitleri okside
edebildigi bilinmektedir. Bu 0&zelliklerinden dolay1 lipid peroksidasyonda ve
membran hasarinda rol aldig: diisiiniilmektedir. Ozellikle sulu ortamlarda OH'
olusumuna katki sagladig: fakat kinetikleri incelendiginde SO3™ olusturmay1 tercih

ettigi goriilmektedir (Reaksiyon 15-16)(Mottley ve Mason, 1988).

ONOO + HSO3—— SO;* +NO," + OH" (Reaksiyon 17)

Reaktif iiriinlerin olusumuyla hiicresel hasara aracilik eden SO3?’nin peroksinitrit
(ONOO) ile reaksiyonu, nitrooksidatif streste de Onemli rolii oldugunu
gostermektedir (Reaksiyon 17) (Karoui ve ark., 1996).

Bu reaksiyon yolaklar1 fizyolojik ortam pH’si, reaksiyona giren molekiil
konsantrasyonlari, reaksiyon hizlar1 ve kinetikleri ile iligkili olarak degigsmektedir.
Fakat goriildiigii lizere asir1 siilfit maruziyetinde radikal olusumu ve hiicre hasari

kacinilmazdir.

2.1.5. Siilfit Aracihgiyla Olusan Radikallerin Biyomolekiillere EtKkisi

Siilfit mekanizmas1 ve reaksiyonlari, agiga ¢ikan iiriinler gdz Oniine alindiginda
etkin calisilmas1 gereken son derece Onemli bir konudur. Nitekim yapilan
caligmalarda, siilfit reaksiyonlar1 sonucu ortaya c¢ikan reaktif iriinlerin lipid,
protein ve deoksiribonikleik asit (DNA) gibi biyomolekillere olumsuz etkileri
gosterilmistir (Harman, 1956).

Sulfit radikaller, DNA’da 2'-deoksiriboz ile reaksiyona girerek ya da ¢ift baglar
kirarak disfonksiyonel DNA fraksiyonlarina neden olmaktadirlar. DNA radikalleri
de denilen bu fraksiyonlarin DNA delesyonlarina ve mutasyona bagli olarak
kanserojenik etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir (Hayatsu ve Miller, 1972;
Dizdaroglu ve Jaruga, 2012).



RS-SH + HSO;” — RSSO; ™+ RSH (Reaksiyon 18)

Siilfitin  proteinlerdeki disiilfit baglariyla (RS-SH) da reaksiyona girdigi
gosterilmigtir. Siilfitoliziz ad1 verilen bu reaksiyonda siilfit, proteinlerin yapisinda
bulunan disiilfit baglarint (RS-SR) kirarak S-siilfonat (RSSO3) ve tiyollerin
(RSH) agiga ¢ikmasina neden olmaktadir (Reaksiyon 18) (Neta ve Huie, 1985).
Proteinlerin yapisinda ¢ok sayida disiilfit bagi oldugu ve bu baglarin proteinin
Uclinciil yapisinin olusumunda rol aldigi bilinmektedir. Asir1 siilfit maruziyeti
sonucu bu baglarn tlimiiniin kirilmasi, protein disfonksiyonu ve hiicresel hasar1
beraberinde getirmektedir (Menzel ve ark., 1986).

RSSO; + e ——RS + 505 (Reaksiyon 19)

RSSO, + e — »RS' + SO, 2 (Reaksiyon 20)
Ayn1 zamanda reaksiyonda meydana gelen RSSOsz;“nin indirgenmesiyle SOs;™
radikali olusmaktadir. Oldukca reaktif olan SOj", siilfit aracili olusan zincir
reaksiyonlarma neden olarak hiicresel hasar1 arttirmaktadir (Neta ve Huie, 1985).

Lipidler organizmada radikallerden en c¢ok etkilenen biyomolekillerdir.
Doymamis yag asitlerinin (LH) yapisindaki metilen gruplar1 arasinda birgok ¢ift
bag bulunmaktadir. Zayif ¢ift baglar, siilfit radikalleri tarafindan kolayca kirilarak
1 H" koparilmaktadir. Bu reaksiyon ile olusan kararsiz lipid serbest radikali (L),
O, ile birleserek lipid peroksit radikaline (LOO") doniismektedir. Peroksit radikali,
diger membran lipidlerini (LH) etkileyerek lipid hidroperoksit (LOOH) ve (L)’yi
olusturmaktadir. Bu basamak yeni lipid radikallerinin olugsmasma aracilik ettigi
icin lipid peroksidasyon yayilmasinda olduk¢a onemli bir role sahiptir. Lipid
hidroperoksitler yikilarak oksil radikali (LO’) ve peroksil radikalleri (LOO) agiga
¢ikarmaktadir. Olusan radikallerin lipidlerle etkilesimi sonucu malondialdehid
(MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) gibi ikincil dirinler olustugu
gOzlenmektedir (Gutteridge ve Halliwell, 1990). Asir1 maruziyet sonucu olusan
silfit radikallerinin lipidlerle etkilesimi, geri doniisiimsiiz olarak lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini baslatmakta ve membran biitiinliigiiniin

bozulmasina neden olmaktadir (Gutteridge ve Halliwell, 1990)
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2.1.6. Sulfit Toksisitesi

Siilfit bilesikleri, gida katki maddeleri icerisinde ¢ok yonlii ve sik kullanilan bir
kategoriyi olusturmaktadir. Literatiirde yayinlanan vakalarda yiliksek doz siilfit
maruziyetinin  alerjik reaksiyonlar, bronkokonstriksiyon, bradikardi ve
hipotansiyon gibi etkileri gozlenmektedir. Ayn1 zamanda akciger, dalak, bobrek,
kalp ve beyin gibi bir¢ok organa hasar verdigi bilinmektedir (Cohen ve ark.,
1973). Buradan yola ¢ikarak siilfit ile ilgili hayvan ¢aligmalar1 oldukga biiyiik
onem teskil etmektedir. Siilfit radikallerinin sitozin ve urasil gibi nikleik asitlere
zarar verdigi; beyin, akciger, kalp, dalak, bobrek, kemik iligi gibi bir¢ok organda
DNA hasarina ve mutasyona sebep oldugu rapor edilmistir (Gunnison ve ark.,
1981; Meng ve ark., 2003). Bununla birlikte sulfitin vitaminler ve amino asitlerle
reaksiyona girerek toksik etkilere sebep oldugu gosterilmistir (Huie ve Neta,
1985). Ekibimiz tarafindan yapilan c¢alismada siilfitin beyin dokusunda lipid
peroksidasyon ve apoptotik ndrodejenerasyona bagli somatosensoriyel uyarilma
potansiyelleri latenslerini olumsuz etkiledigi tespit edilmistir (Kencebay ve ark.,
2013). Ayrica yapilan bir ¢galismada siilfitin hipokampus piramidal néronlarinda
hasara neden oldugu gosterilmektedir (Akdogan ve ark., 2011). Siilfitin 6grenme
Uzerine bu etkilerinin nérodejenerasyona bagli hipokampus akimlarmin degigmesi

ile iligkili olabilecegi savunulmaktadir (Meng ve ark., 2002; Ozsoy ve ark., 2012).

2. 2. Ogrenme ve Hafiza

Ogrenme cevre ile ilgili bilgi edinilmesi ve bu bilgilerin davramslar {izerine
gosterdigi degisiklikleri kapsayan bir siirectir. Hafiza ise yasananlari, dgrenilen
konulari, bunlarin ge¢misle iligkisini bilingli olarak zihinde saklama yetenegi
olarak tanimmlanmakta ve Ogrenmenin ndral aglarda kalan bir izi olarak

gosterilmektedir (Kandel, 2013).

2.2.1. Hafizanin Simiflandirilmasi

Hafiza kalicilik siiresine gore duyusal, kisa siireli ve uzun siireli hafiza olmak
iizere iice ayrilmaktadir. Duyusal hafiza, 151k ve ses gibi duyusal uyaranlarin
bilgisini 200-500 ms aras1 depolayabilen hafiza turiddr. Bilingli ve dikkat
gerektirmeyen duyusal hafiza da bilgi yorum katilmadan algilandig1 gibi
saklanmaktadir. Kisa stireli hafiza, bilginin birkac saniye veya birka¢ dakika siire

arasinda tutulabildigi ve limitli kapasiteye sahip olan hafiza tiiriidiir. Bilgi bu
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hafizada tutuldugu siire i¢inde geri ¢agirilabilmektedir. Bu nedenle calisan hafiza
(=working memory) olarak da adlandirilmaktadir. Kisa siireli hafizada ndron
gruplar1 arasinda olusan uyari trafiginde kimyasal degisiklikler rol oynamaktadir.
(Hall, 2016). Uzun siireli hafiza ise, limitsiz kapasiteye sahiptir ve bilgiyi aylar
hatta yillar boyunca saklayabilmektedir. Bu hafizada, kisa siireli hafizada goriilen,
sinapslardaki kimyasal degisikliklerin yani sira kalici, yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerde gozlenmektedir. Bilginin noral aglara islenmesinde ve dmiir boyu
saklanmasinda bu degisikliklerin rol aldigi bilinmektedir. Uzun siireli hafiza,
implisit (deklaratif olmayan) ve eksplisit (deklaratif) olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir (Sekil 2.3) (Kandel, 2013).

- Prosediirel Hatiza
-Tetikleme (Priming)
-Asosiyatif Ogrenme
imp]isit Hafiza Klasik Sartlanma
Operan Sartlanma
-Asosiyatif Olmayan Ogrenme
Aligkanlik (Habitiiasyon)
Duyarlilik (Sensitizasyon)

Uzun Siireli Hafiza

- Episodik Hafiza

- Semantik Hafiza

Eksplisit Hafiza

Sekil 2.3. Uzun Siireli Hafiza Tiirleri (Kandel, 2013)

Implisit (Dekleratif Olmayan) Hafiza:

Motor beceri ve aligkanliklarin edinilmesinde rol alan hafiza tiiriidiir. Implisit
hafizada bisiklete binmek ya da araba kullanmak gibi daha 6nce edinilen bilgiler
diisiinmeden (bilingli yorum katilmadan) otomatik olarak c¢agirilmaktadir. Bu
hafiza tiiri literatlrde bilingsiz ya da otomatik hafiza olarak da adlandirilmaktadir.
Prosedurel, tetikleme, asosiyatif ve asosiyatif olmayan olmak tzere dort alt tipi

bulunmaktadir.

Prosediirel hafiza, diisinmek zorunda olmadan yapilan giinliik aktiviteleri
gerceklestirmeye olanak saglamaktadir. Implisit hafizada depolanan hatiralarmn
biiyik ¢ogunlugunu prosediirel hafiza hatralar1 olusturmaktadir. Implisit

hafizanin en iyi bilinen alttipi olan prosediirel hafiza yeni motor becerilerin
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ogrenilmesinde ve sonra yavas yavas gelistirilmesinde rol almaktadir (Kandel,
2013). Ayakkabi baglamak prosediirel hafizaya iyi bir 6rnektir. Karsilagilan bir
uyarmin gee¢misteki deneyimlere dayanarak bir cevabin ortaya ¢ikigina etki
etmesine ise tetikleme (priming) denilmektedir. Beyinde sik kullanilan
deneyimlerin olusturdugu noral yollar daha 6n planda bulunmaktadir. Tetikleme
bu temele dayanmakta ve hatirlama sirasinda belirli kavramlar1 bilingsiz olarak
harekete gecirerek cevap olusturmaktadir. Bu nedenle uyarana kars1 verilen yanit
en sik karsilastigimiz uyaran cevabi olmaktadir. Ornegin, ilk harfleri ipucu olarak
sOylenen bir kelimenin cevabi i¢in ilk akla gelen en sik duydugumuz kelimedir
(Bartsch ve Butler, 2013). Assosiyatif 6grenme; uyaranin diger bir uyaran ile olan
iligkisinin 6grenildigi hafiza tiiriidiir. Hayvan iki uyaran arasindaki ya da uyaran
ve davranis arasindaki iliskiyi 6grenir. Klasik sartlanma ve operan (edimsel)
sartlanma olarak iki grupta incelenmektedir. Klasik sartlanma, baslangicta
herhangi bir uyar1 olusturmayan veya ¢ok hafif bir uyar1 olusturan kosullu uyaran
ile tek basma uygulandiginda her seferinde ayni yanit1 olusturan kosulsuz
uyaranin eslestirilmesiyle ortaya ¢ikan refleks yanitidir. Kosullu ve kosulsuz
uyaran art arda yeterli sayida uygulandiktan sonra kosulsuz uyarana verilen yanit,
kosullu uyaran i¢in ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, kdpek igin herhangi bir uyari
olusturmayan zil sesi (kosullu uyaran) ile, kdpekte salya salgilanmasina neden
olan etin (kosulsuz uyaran) birlikte art arda verilmesi, kdpegin ete kars1 gostermis
oldugu salya salgilanmasi tepkisinin zil sesine vermesini saglamaktadir. Operant
sartlanma ise, bir uyar1 ve davranig arasindaki ongoriilii iligkinin 6grenilmesidir.
Bu iliski davranigin sonunda ortaya c¢ikan sonuglar tarafindan kontrol
edilmektedir. Eger davranisin sonucu olumlu ise davranis devam ettirilir, olumsuz
ise davranig ortadan kalkar. Hayvanin kafesinde bulunan pedala basmasiyla yem
kapaginin agilmasi, sonucu olumlu bir davranig olarak operant sartlanmaya iyi bir
ornektir. Ayni uyariya verilen tepkinin zamanla degisiminin 6grenilmesi asosiyatif
olmayan 6grenmedir. Aliskanlik (habitiiasyon) ve duyarlilik (sensitizasyon) olarak
ikiye ayrilmaktadir. Aligkanlik, zararsiz bir uyarana verilen tepkinin, uyaranla her
karsilagildiginda azalmasi ve bir siire sonra ortadan kalkmasidir. Duyarlilik,
zararll ve siddetli bir uyarana karsi giderek daha duyarli hale gelip, gosterilen

tepkinin siddetlenmesidir. Sicanin caninit acitacak bir uygulamadan sonra
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(¢imdikten) gelen hafif bir dokunmanin asir1 tepkiye neden olmasi sensitizasyona

iyi bir 6rnektir (Kandel, 2013).

Ozet olarak bilingli farkindahigimizin disinda depolanan ve kullamilan her bilgi
implisit hafiza tiirliniin bir alt tipi kapsaminda depolanmaktadir (Bartsch ve
Butler, 2013).

Eksplisit (Dekleratif) Hafiza:

Yasanilan olaylar1 ve gercekleri bilingli olarak hatirlamay1 saglayan eksplisit
hafiza olaylarla iligkili yer, zaman ve duygularn bilgisini igermektedir. Hatiralar1
birbirine baglayan, iliskisel bir bellek olan eksplisit hafizaya bilingli hatirlama ve
diistince gerektirdigi i¢in dekleratif hafiza da denilmektedir. Episodik ve semantik
olmak {tizere iki alttipi bulunmaktadir. Episodik hafiza, kisisel deneyimlerimizin
kaydedildigi hafiza tiiridiir. Neyi, nerede, kiminle yaptigimizla ilgili anilarimizi
depolayarak  hayatimizin veya olaylarin belli boliimlerini  (episode)
kaydetmektedir (Kandel, 2013). Bir diger eksplisit hafiza tiiri de semantik
hafizadir. Ne zaman ve nerede 6grendigimizi bilmedigimiz “Istanbul, Tiirkiye’de
bir sehirdir.” gibi genel bilgilerin kaydedildigi hafiza tiirtidiir. Semantik hafiza,
kazanildigi mekan ve zaman baglamindan bagimsiz olarak depolanmaktadir

(Kandel, 2013).

Uzaysal Hafiza

Yer ve zaman ¢ercevesinde bilgi depoladigi i¢in episodik hafizanin alt tipi olarak
smiflandirilmasina ragmen kisa siireli ve uzun siireli hafiza o6zelliklerini
gostermektedir Uzaysal hafizanin bu 6zelliklerini degerlendiren paradigmalarda
uzaysal calisan ve referans hafiza birer parametre olarak incelenmektedir

(Bannerman, 2014).

Uzaysal calisan hafiza, kisa siire i¢in (tur-spesifik) uzaysal bilgileri akilda tutma
yetenegidir. Bu hafiza tiirlinde depolanan bilgiler her bir tur (=trial) icin gegici
olarak akilda tutulmakta ve bdylece kisa siireli hafiza hakkinda bilgi edinilmesi
saglanmaktadir. Ornegin, hayvanin etkin bir yem arama stratejisi benimsemesi
icin uzaysal ipuclarindan yararlanarak kendinin nerede oldugunu hatirlamasi
gerekmektedir. Bu yem arama ve arastirma davraniginin temelini olugturmaktadir

(Squire ve ark., 2015).
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Uzaysal referans hafiza, uzaysal konum bilgisinin uzun siireli olarak akilda
tutulabilme yetenegidir. Hayvanin kendi yuvasmin yerini uzaysal ipuglari
kullanarak 6grenmesi bir uzaysal hafiza 6rnegidir. Hayvanlar {izerinde yapilan
deneylerde her turda 6diliin yerinin akilda tutulmasi deney sonunda uzun siireli
hafizay1 gosteren bir parametre olarak degerlendirilmektedir (Bannerman ve ark.,
2014).

Hafiza olusumu kodlama (yeni bilgilerin edinilmesi), pekistirme (konsolidasyon),
depolama (bilginin korunmasi) ve geri cagirma (bilginin hatirlanmasi) olarak
ardisik dort siireci kapsamaktadir. Yeni hatiralarin olusumunda 6nemli adimlardan
biri olan kodlama bilgilerin hafizaya kaydedilerek islenme siirecidir. Pekistirme,
kodlanan ve anlamsallastirilan bilginin saglamlastirilmasi asamasidir. Kodlama ve
pekistirme siirecinden sonra yeni edinilen bilgilerin hafizaya yerlestirme siireci
depolama olarak tanimlanmaktadir. Hafiza olusumunun son asamasi olan geri
cagirma ise edinilen bilginin kullanilmak iizere hatirlanmasidir. Uzaysal hafizanin

olusmasi da bu ardisik siiregleri gerektirmektedir (Takehara-Nishiuchi, 2014).

O'Keefe ve Nadel'in biligsel harita teorisinde (O'Keefe's and Nadel cognitive map
theory) uzaysal hafizanin hipokampus ile iligkili oldugu vurgulanmaktadir
(O'Keefe ve Nadel, 1978). Nitekim hipokampal lezyon olusturulan siganlarda
uzaysal referans ve calisan hafizanin her ikisinin de bozuldugu gosterilmistir
(Ward ve ark., 1999). Yapilan bir norotdksisite g¢alismasinda hipokampal
norodejenerasyon nedeniyle uzaysal hafizayr degerlendiren parametrelerin

olumsuz etkilendigi rapor edilmistir (Noorafshan ve ark., 2013).

2.2.2. Hipokampus

Limbik sistemin bir pargasi olan hipokampusun hafiza ve uzaysal navigasyon ile
iliskili beyin bdlgesi oldugu bilinmektedir. Yapisi itibariyle denizatina benzedigi
icin “hipokampus” (Latince: wmmog, hippos = at, xapmog, kampos = deniz) adi
verilmistir. Hipokampus kortikal yiizeyin altinda medial temporal lobda yer
almaktadir. CA1, CA2 ve CA3 olmak iizere ili¢ temel boliimden olusmaktadir.
Hipokampusun histolojik yapisina bakildiginda bu boliimlerin farkli néronal hiicre
tiplerinin tabakalagmasi sonucu olustugu gorulmektedir. Birbirleriyle baglantili
olmasina ragmen bu yapilara gelen uyarilar farkli afferent yollar ile taginmaktadir

(Amaral D, 2006).
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Hipokampusun Uzaysal Hafiza ve Yon Bulmadaki Rolii

1970'lerde, O'Keefe ve arkadagslar1 tarafindan hayvanlar {izerinde yapilan
caligmada uzaysal hafiza bilgilerinin kullanilmasi sirasinda bazi hipokampal
piramidal noronlarda senkronize bir aktive oldugu kesfedilmis ve bu hiicrelere
“yer hiicreleri” adi verilmistir (O'Keefe ve Dostrovsky, 1971). Hipokampusta
entorinal korteks, CA3 ve CA1l bolgelerinde bulunan glutamaterjik yer
hiicrelerinin kesfi, hipokampal devrenin uzaysal hafiza olusumu siirecinde 6nemli
role sahip oldugu teorisinin temelini olusturmaktadir (O’Keefe and Nadal 1978).
Bununla birlikte uzaysal 6grenmede, farkli beyin bolgelerinin hipokampus ile
koordineli ¢alistigr gosterilmistir (Moser ve Moser, 2014). Gorsel, koku ve
somato-duyusal kortekse gelen bilgiler temporal lob iginde, hipokampusa bitisik
bulunan ve hipokampal formasyonu cevreleyen perirhinal kortekse, oradan da
entorhinal kortekse iletilmektedir. Buradan ¢ikan aksonlar perforant yolak
araciligiyla dentat gyrusun graniil hiicrelerine ve CA3 piramidal hiicrelerine
projekte olmaktadirlar (Amaral D, 2006). Ogrenmenin temeli olarak diisiiniilen
uzun sureli guclenme (Long term potentiation=LTP) ilk olarak bu yolakta
gosterilmistir. Dentat gyrusdan ¢ikarak CA3 piramidal noronlarmna giden mossy
fiberleri iletimi saglayan bir¢ok transmitter salinim bdlgesine sahiptir. CA3’den
kalkan schaffer kolleteralleri CA1 piramidal hicrelerine projekte olurken, yine bu
bdlgeden ¢ikan asosiyasyonal komissural yolak kontralateral hipokampusun CA1
ndronlarma girdi yapmaktadir. Ayn1 zamanda CA1l noronlar1 perforant yolaktan
da direk girdi alarak uyariyr subikuluma tagimaktadirlar. Subikulumdan ¢ikan
noronlar tekrar entorhinal kortekse uzanmakta ve hipokampal devre
tamamlanmaktadir (Amaral D, 2006).

2.2.3. Hafizamin Norokimyasal Mekanizmasi

Sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizanin altinda yatan hiicresel mekanizmadir ve
postsinaptik alanda meydana gelen biyokimyasal ve yapisal degisikleri
kapsamaktadir (Sharma ve ark., 2010). 1940’1 yillarda Donald Hebb tarafindan
noronal agin siirekli aktivitesi sonucu kalict hafizanin olustugu fikri ortaya
atilmistir (Hebb, 1949). Daha sonra Bliss ve arkadaslari, yiiksek frekansli uyarana
cevap olarak dentat gyrusda sinaptik giliciin uzun siireli bir artig gosterdigini
gozlemlemislerdir. Bu hipokampal aktivitenin (sinaptik gelisme) LTP ad1 verilen

mekanizmanin temeli oldugu savunlmustur (Bliss ve Lomo, 1973).
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Uzun sureli giclenme, hipokampal yolaklarda (perforant yolak, mossy fiber
yolag1 ve Schaffer kollateral yolagi) meydana gelen yiiksek frekansh uyarilar
sonucu olusan aktivite bagiml sinaptik plastisitenin bir tUradur ve iki fazdan
olusmaktadir. Bunlardan ilki LTP olusumunu tetikleyen gen transkripsiyonu ve
protein sentezi gerektirmeyen erken faz (uyaridan sonra <1 saat), digeri ise
indiiklenmis LTP’nin devamliligin1 saglayan transkripsiyon ve protein sentezinin
gerceklestigi (uyaridan sonra >3 saat) LTP’nin geg¢ fazidir (Bliss ve Collingridge,
1993).

Presinaptik norona gelen uyariyla saliman glutamat, postsinaptik terminallerde
bulunan a-amino-3-hidroksi-5-metil-isoksazol-4-propionik asit (AMPA) ve kainik
asit (KA) reseptorlerine baglanmaktadir. Glutamat baglanmas: sodyum (Na®)
iyonlarina gegirgen olan bu reseptdrlerin iletkenliginin artmasima neden olarak
postsinaptik ndronda depolarizasyon meydana getirmektedir (Headley ve Grillner,
1990). Postsinaptik néronda potansiyelin artmast N-metil D-aspartat (NMDA)
reseptoriindeki magnezyum (Mg blokajm kaldirmakta ve NMDA
reseptorlerinin aktivasyonuyla hiicre icine Na* ve kalsiyjum (Ca*?) girisi
gerceklesmektedir (Nguyen ve Woo, 2003). Kalsiyum girigsiyle aktive olan
kalsiyum/kalmodulin kinaz 1 (Ca?*/calmodulin-dependent protein
kinase=CaMKII) enzimi AMPA reseptorlerini aktive ederek postsinaptik hiicrenin
Na* ve K' iletkenliginin artmasma neden olmaktadir. Ayni zamanda aktive olan
CaMKIl, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimlerini de aktive ederek onemli bir
retrograd haberci olan nitrik oksit sentezini indiiklemektedir. Bu agamaya kadar
meydana gelen degisiklikler biyokimyasal degisiklikler olup LTP’nin erken fazini
olusturmaktadir (Nguyen ve Woo, 2003).

Postsinaptik néronda artan Ca*? konsantrasyonu araciligiyla aktive olan adenilat
siklaz (adenylate cyclase=AC) enzimi hiicre ici ATP’yi siklik adenozin
monofosfata (Cyclic adenosine monophosphate =cAMP) doniistiirmektedir. Artan
hiicre i¢i cAMP, protein kinaz C (PKC) aracili olarak CAMP-duyarli eleman
baglama proteini (CAMP-responsive element binding protein=CREB)
fosforilasyonuna neden olmaktadir. Giiglii bir transkripsiyonel koaktivatoér olan
CREB hiicre ¢ekirdeginde protein sentezini baslatmaktadir. Bdylece yeni

reseptorlerin ve sinapslarin olugsmasina bagl artan sinaptik gii¢, hatiralarin uzun
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stireli hafizaya depolanmasima aracilik etmektedir (Eichenbaum, 2001.) Meydana
gelen bu yapisal ve fonksiyonel degisiklikler LTP nin ge¢ fazinda gozlenmektedir
(Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. LTP’nin molekiller mekanizmasi (Kandel, 2013).

Nakazawa ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada NMDA reseptorii
delesyonunun uzaysal hafiza bozulmalarina neden oldugu rapor edilmistir

(Nakazawa ve ark., 2003). Ayni zamanda yapilan ndrotoksisite ¢aligmasinda
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hipokampal dejenerasyona bagli LTP’nin bozuldugu gosterilmis olup bu bozulma
uzaysal hafiza ile iliskilendirilmistir (Amos-Kroohs ve ark., 2017).

Literatiirde uzaysal hafiza hakkinda bazi bilgiler elde edilmesine ragmen hala
cevaplanamamig birgok soru bulunmaktadir. Bu nedenle hipokampal tabanli
uzaysal hafiza bozukluklarini daha iyi anlamak ve mekanizmayi ¢dzmek igin

uygun deneysel davranis paradigmalari se¢mek biiylik 6nem teskil etmektedir.
2.2.4. Ogrenme ve Davrams Paradigmalar

Radyal Kollu Labient

Olton ve Samuelson tarafindan 1976 yilinda gelistirilen radyal kollu labirent 8 ya
da 12 kollu olup kollar merkez platform etrafina esit agilarla dizilmistir (Olton ve
Samuelson, 1976). Bu kollarin sonunda kap iginde 6diil (yem) bulunmaktadir.
Yem kisitlamasi yapilmis hayvanlar merkez platforma birakilmakta ve labirenti
kesfetmelerine izin verilmektedir. Sicanlarin her kolu ziyaret etmeyi ve yemleri
yemeyi 0grenmesi i¢in giinde en az 1 tur uygulanmaktadir. Uzaysal kisa siireli ve
uzun siireli hafizanin degerlendirilmesinde kullanilan bu labirentte sadece 3 ya da
4 yemli kol bulunmaktadir. Hayvanlarmm daha Once ziyaret ettikleri kollar1
tantyabilmeleri i¢in labirentin gevresine uzaysal ipuglar1 yerlestirilmektedir (Olton
ve Samuelson, 1976). Uygulanan egitim protokolii ve veri degerlendirilmesinin
yoruma ag¢ik olmamasi bu testin avantajlarmmdandir. Ayni1 zamanda bu test diger
testlere oranla stresi daha az indiikledigi i¢in uzaysal hafiza ile iliskili
caligmalarda sik¢a tercih edilmektedir (Noorafshan ve ark., 2013). Fakat
hayvanlar cevresel ipuclarini kullanmak yerine bir koldan diger kola sirayla
gegerek farkl stratejiler gelistirebilmektedirler. Bu durumda kollara konulan
kapilar ile bu davranis engellenerek siganlar uzaysal ipuclarint kullanmaya

yonlendirilmektedirler (Dubreuil ve ark., 2003).

T ve Y Labirent

Bu labirentler uzaysal hafizay1 degerlendirmek i¢in kullanilan basit bir davranig
paradigmasina sahiptirler. T veya Y sekilli olan diizenek yerden yiiksek
konumlandirilmaktadir. Bu testlerde, bir kol kapatilmakta ve hayvanlarin labirent
kollarinda serbestce gezmelerine izin verilmektedir. Bu sekilde labirente

alistirilan  hayvanlar deney protokolinde hep ayni koldan labirente
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birakilmaktadir. Yakin zamanda ziyaret ettigi kolu hatirlamalar1 beklenen
hayvanlarin uzaysal calisan hafiza Olglimleri kollara giris sayis1 ve girig sirasi
parametreleri ile degerlendirilmektedir. Bu paradigmada uzaysal referans hafizay1
degerlendirmek pek miimkiin olmamaktadir. Ayrica iki koldan sadece birinin
secilebilmesi (dogru kolu se¢me olasiligin1 % 50 olmasi) hayvanin labirentteki
gorevini yapmasinda baska stratejiler gelistirme olasiligin1 da arttirmaktadir

(Gerlai, 1998)

Morris Su Tanki Testi

Morris su tanki testi 1981 yilinda radyal kollu labirente alternatif olarak
kesfedilmistir. I¢inde opak su bulunan yuvarlak bir su tankindan olusmaktadir
(Morris, 1981). Su tanki 4 esit kadrana ayrilmakta ve bir kadrana platform
yerlestirilmektedir. Hayvana uygulanan ilk turlarda gozle goriilen platform daha
sonra suyun altina gizlenmekte ve ¢evresel ipuclarindan yararlanilarak platformun
bulunmasi hedeflenmektedir. Belirli sayida yapilan turlardan sonra hayvanin bu
platformu bulma siiresi, ylizerken kattegi mesafe, ylizme hizi, her kadranda
gecirdigi  slire ve platformlar arasi gegis sayisi parametre olarak
degerlendirilmektedir. Deneyden once yem ya da su kisitlamasi gerekmemektedir.
Ayn1 zamanda testin su i¢cinde gerceklesmesi hayvanin g¢evresel ipuglar1 yerine
aromatik ipuclar1 kullanma olasiligini ortadan kaldirmaktadir. Fakat dogal ylizme
yetenegi olan hayvanlarda bile suda kagis yoOnelmesi stres seviyesini
arttrmaktadir. Bu stres, parametreleri olumsuz yonde etkileyerek deneysel

paradigmay1 zorlastirmaktadir (Holscher, 1999).

Barnes Labirenti

Yiizme ile indiiklenen stresten kacinmak i¢in, Carol Barnes tarafindan
gelistirilmistir (Barnes, 1979). Bu paradigma dairesel beyaz platform etrafina
acilan deliklerden olugsmaktadir ve etrafina gevresel ipuclari konulmaktadir. Test
sirasinda labirentin ortasina birakilan hayvanimn ylizeyden kagmak icin deliklerden
birinin altina yerlestirilen kutuya girmesi beklenmektedir. Stres seviyesinin daha
az indiiklendigi bu paradigma da kemirgenlerin karanlik ve kii¢lik alanlara kagis
icglidiisiinden yararlanilmaktadir. ~ Fakat Barnes labirentte stresin daha az
indiiklenmesi 6grenmede zorluklar c¢ikarabilmektedir. Boyle durumlarda itici

uyar1 olarak hayvanlara siddetli ses veya 151k uyarist uygulanmaktadir. Test
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sirasinda dogru deligi bulma siiresi, alinan yol ve girdigi yanlis delik sayis1 gibi

parametreler degerlendirilmektedir (Ingram ve ark., 1994).

Acik Alan Testi

Lokomotor aktivite diizeyi ve anksiyete degerlendirilmesinde kullanilan agik alan
testi kemirgenlerde kesfetme ve arastirma iggiidiisii temeline dayanmaktadir.
Testte taban alani birbirine esit 16 kiiciik kareye boliinmiis yiiksek duvarli bir
diizenek kullanilmaktadir. Hayvan tam ortaya konulmakta ve serbestge gezmesine
izin verilmektedir. Yapilan tur sonunda hayvanin girdigi kare sayisi, katettigi

toplam mesafe ve ortalama hiz degerlendirilmektedir (Denenberg, 1969).

S

T labirent Y labirent Radial kollu labirent

Morris su tanki testi Barnes labirenti

Sekil 2.5. Ogrenme ve davranis daradigmalar1 (Sharma, 2010)

2.3. Glutamat

Glutamat, merkezi sinir sisteminde (MSS) en bol bulunan temel uyarici (eksitator)
norotransmitterdir. Eksitator sinapslarm %90’inda bulunmaktadir (Daikhin ve
Yudkoff, 2000). Molekiiler agirligi 147,13 g.mol™ olan glutamat yapisinda bir a-
amino (-NH,), bir a-karboksilik asit (-COOH) ve aminoasite negatiflik veren iki

adet karboksilik asit yan zincir gruplarmi igermektedir (Sekil 2.6).
O O

HO OH
NH>

Sekil 2.6. Glutamatin kimyasal yapisi
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2.3.1. Glutamat Sentezi
Esansiyel olmayan amino asitlerden biri olan glutamat kan beyin bariyerini
gecemediginden tiim sentezi MSS igerisinde glutamin ve a-ketoglutarat

biyomolekiillerinden gerceklesmektedir.

Glutamin + H,0 Glutaminaz > Glutamat + NH,4

(Reaksiyon 21)

Glutamat, glutamin amino asitinden glutaminaz enzimi araciligiyla
sentezlenmektedir (Hogstad ve ark., 1988) (Reaksiyon 21). Bu reaksiyonun
gerceklesebilmesi i¢in inorganik fosfata ihtiya¢ duyulmaktadir. Hem ndronlarda
hemde astrositlerde bulunan glutaminaz enziminin ndéronal mitokondrilerde daha
dominant olmas: glutamat sentezinin biiyiikk ¢ogunlugunun néronlarda oldugunu
gostermektedir (Ward ve Bradford, 1979; Kaneko ve ark., 1987). Bununla birlikte
noronal nlkleusta da sentezlenen Glutaminaz enziminin transkripsiyonel
diizenlenme de roli olabilecegi savunulmaktadir (Olalla ve ark., 2002; Marquez
ve ark., 2006; Szeliga ve ark., 2008). Glutaminaz enzimini kodlayan glsl ve gls2
olmak tizere 2 farkli gen bulunmaktadir. Glsl geni bobrek-tipi (KGA) , gls2 geni
ise karaciger-tipi (LGA) glutaminaz enzimlerini kodlamaktadir (Aledo ve ark.,
2000). Bu enzimlerin dokulardaki ekspresyonlar1 ve kinetik 6zellikleri farklidir.
Karaciger-tipi glutaminaz, sican ve fare karacigerinde bol bulunurken, KGA’nin
beyin dokusunda bol miktarda eksprese edildigi gosterilmistir (Marquez ve ark.,
2013).

Glutamatin o-ketoglutarattan biyosentezi ise 2 farkli yoldan gerceklesmektedir.

Bunlar;

a) Krebs dongiisiinde a-ketoglutarattan aspartat-aminotransferaz  enzimi
araciligiyla sentezlenmektedir (Reaksiyon 22). Aspartat-aminotransferaz enzimi
aspartatin amino grubunu a-ketoglutarata transfer ederek oksaloasetat ve glutamat
olusturmaktadir. Sigan beyin dokusunda mitokondrial ve sitozolik olmak tizere iKi
alt tipi bulunan bu enzimin aktivitesinin glutamat dehidrogenaz (GDH)
enziminden 10 ila 20 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir (Obaru ve ark., 1988;
Erecinska ve Silver, 1990).

Aspartat

aminotransferaz
o —ketoglutarat + aspartat < > Glutamat +oksaloasetat (Reaksiyon 22)
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b) Ayn1 zamanda 16sin ve alanin gibi dallanmig aminoasitlerin transaminasyonu
sonucu 2-okso izokaprat, piruvat ve glutamat sentezlenmektedir (Reaksiyon 23 ve
24). Kan beyin bariyerini hizla gecebilen bu aminoasitler beyinde glutamat
yapisinda bulunan amin (NH;) dondri olarak gorev yapmaktadir (Daikhin ve
Y udkoff, 2000).

a-ketoglutarat + 16sin ———— Glutamat + 2-okso izokaprat (Reaksiyon 23)

a-ketoglutarat+ alanin —— Glutamat + piruvat (Reaksiyon 24)

Amonyak ve o-ketoglutarat GDH enzimi aracilifiyla birleserek glutamat
olusturmaktadir. Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP) veya NADPH’ 1n
kofaktor olarak kullanildigi bu reaksiyon ¢ift yonliidiir ve glutamat bu reaksiyonla
amonyak dongusiinde 6nemli role sahiptir. Tersinir reaksiyonda ise oksidatif
deaminasyon  tepkimesiyle  glutamat,  o-ketoglutarat ve  amonyaga
doniistiiriilmektedir (Zaganas ve Plaitakis, 2002) (Reaksiyon 25).

Glutamat
dehidrogenaz

a -ketoglutarat+NH,+ NAD(P)H < > Glutamat+H,0+NAD(P)  (Reaksiyon 25)

Glutamat dehidrogenaz karaciger, bobrek, kalp ve beyin de yiiksek oranda
bulunmaktadir. Ozellikle glutamaterjik ndron terminallerinin  mitokondrial
matriksinde yogun sekilde bulunmasi, glutamat dongilisiinde (iiretilmesi-
bozulmasinda) Onemli role sahip oldugunu gostermektedir (Anderson ve
Swanson, 2000; Spanaki ve Plaitakis, 2012). Beyin dokusunda glutamat
dehidrogenaz geni-1 (GLUDL) ile kodlanan GDH1 ve GLUD2 geni ile kodlanan
GDH2 enzimi olmak iizere iki iiyesi bulunmaktadir (Mavrothalassitis ve ark.,
1988; Michaelidis ve ark., 1993; Shashidharan ve ark., 1994; Shashidharan ve
ark., 1997). Bu iki enzim yiiksek oranda homolog olmasina ragmen (%97
aminoasit  benzerligi), diizenleyici Ozellikleri nedeniyle  birbirlerinden
ayrilmaktadirlar (Shashidharan ve ark., 1997). Hiicrede enerji diizeyleri diisiik
oldugunda glutamat dehidrogenaz enzimi ile amino asit yikimi katalizlenmektedir.
Bu reaksiyonda amino asitlerden elde edilen karbon iskeletleri enerji elde
edilmesinde kullanilmaktadir. Glutamat dehidrogenazin aracilik ettigi reaksiyonun

cift yonlii gergeklesmesi, GDH’m noral iletim, hiicresel metabolizma ve enerji
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homostasizinde 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (Zaganas ve Plaitakis,
2002).

Noron terminallerinde sentezlenen glutamat presinaptik hiicreye gelen bir uyariya
hiicresel cevap olusturmak {izere VGLUT aracilifiyla vezikiillerde
depolanmaktadir. Noronlara spesifik olan bu tastyicilar, glutamaterjik sistem
homeostazisinin regulasyonunda rol almaktadir. Vezikiiler glutamat tastyicilar, 3
farkli homolog proteinden olusur ve VGLUTI1, VGLUT2, VGLUT3 olarak
adlandirilirlar. VGLUT1, neokorteks, enthorinal korteks ve hipokampusta bol
miktarda sentezlenmektedir (Fremeau ve ark., 2004). VGLUTL1’in sinaptik
araliktaki glutamat konsantrasyonunu etkileyerek 6grenme ve hafizada rol aldigi
bilinmektedir. Cheng ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada hipokampal
dokuda biligsel (6grenme ve hafiza) yetenek ile VGLUT1 protein ekspresyonunun
pozitif korelasyona sahip oldugu gosterilmistir (Cheng ve ark., 2011). Bir baska
calismada AH olan farelerde hipokampus VGLUTI1 diizeyinin azaldigi, bu
azalmanin 6grenme ve hafiza bozuklugu ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Liraz
ve ark., 2013). Bu tasiyicinin diger alt tiplerinden VGLUT2 olfaktor bulb, serebral
korteks, talamus, hipotalamus ve serebellum da bulunmaktadir (Hisano ve ark.,
2002). VGLUT3’ln ise neokorteks, olfaktor bulb, hipotalamus ve substantia
nigrada eksprese edildigi gosterilmisti. VGLUT1 ve VGLUT2 sadece
glutamaterjik ndronlarm presinaptik bdlgelerinde bulunurken, VGLUT3’ln non-
glutamaterjik ndronlar olarak da bilinen GABAerjik, kolinerjik ve serotonerjik
noronlarm hem presinaptik hemde postsinaptik bolgelerinde bulundugu rapor
edilmistir (Fremeau ve ark., 2002; Schafer ve ark., 2002; Fremeau ve ark., 2004;
Herzog ve ark., 2004).

2.3.2. Glutamat Salinmasi

Presinaptik membrana gelen bir uyar1 membran potansiyelinde degisime neden
olarak voltaj bagimh Ca*® kanallarmin agilmasim tetiklemektedir. Presinaptik
néronda artan hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu, glutamat depolanmis vezikiillerin
ekzositozis ile sinaptik araliga dokiilmesine neden olmaktadir. Glutamat
salmimmin,  vezikiiler —salinimin  disinda  non-ekzositotik  olarak  da
gerceklesebildigi bilinmektedir. Jabaudon ve arkadaglari ekzositozisin inhibe

edilmesine ragmen, glutamat salimiminin non-vezikiiler olarak gergeklesebildigini
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gostermistir (Jabaudon ve ark., 1999). Bu salinimda bir¢ok farkli dokuda da
bulunan sistin-glutamat  degis-tokuscu  proteinlerinin  (X¢) rol aldigi
diisiiniilmektedir. Sistin-glutamat degis-tokuscusu bir sistini hiicre igine, bir
glutamati hiicre digina tagimaktadir (Bannai, 1986; Ohtsuka ve ark., 1988; Miura
ve ark., 1992). Nitekim siganlar iizerinde yapilan bir caligmada X nin
inhibisyonunun ekstraseliiler glutamat diizeyini azalttig1 rapor edilmistir (Lutgen

ve ark., 2014).

2.3.3. Glutamatin Geri Ahm

Uyarict bir norotransmiter olan glutamatin beyinde bir¢ok siirecte rol almasi ve
yaygin bulunmasi hizli dongiisiinii gerektirmektedir. Bu nedenle glutamatin
siirekli salinmasi kadar geri alinmasi da bir o kadar 6nem tasimaktadir. Glutamat
sinyal iletimindeki etkisini hucrelerin ylizeyinde bulunan glutamat reseptorleri
Uzerinden gostermektedir. Ekstraseliler glutamat konsantrasyonunun fazla
miktarda bulunmasi reseptorlerin  asir1  aktivasyonu ile noronlarin fazla
uyarilmasma, hiicre i¢i Ca*®nin artmasma ve norotoksisiteye neden olmaktadir
(Danbolt, 2001). Ekstraseliiler glutamat1 metabolize edecek herhangi bir enzim
bulunmamaktadir. Bu nedenle glutamatin ekstraseliiler alanda diisiik
konsantrasyonda tutulabilmesinin tek yolu, ¢evredeki reseptorleriyle etkilesime
girip asir1 aktivasyona neden olmadan Once, ndoron ve astrositlerce geri
alinmasidir. Glutamatin  geri alimi glutamat tasiyict proteinler yoluyla
gerceklesmektedir (Balcar ve Johnston, 1972; Logan ve Snyder, 1972; Danbolt,
2001).

Eksitator Amino Asit Tasiyic1 (EAAT)

Eksitatdor amino asit tasiyicilar sinaptik araliktaki glutamatin uyarici etkisini
sonlandirarak glutamat konsantrasyonunu diizenlemek amaciyla geri alima
aracilik etmektedirler. EAAT larin ekspresyonunda ya da aktivitesinde meydana
gelen bir azalma sinaptik aralikta glutamat birikmesine neden olmaktadir.
Ekstraseliiler alanda artan glutamat konsantrasyonu, glutamat reseptorlerinin agir1
aktivitesi sonucu hiicreyi O0lume gotirmektedir (Palmada ve Centelles, 1998).
Asir1 glutamat birikimi birgcok santral sinir sistemi hastaliklari, ndronal 6lim ve

kognitif disfonksiyon ile sonu¢lanmaktadir (Danbolt, 2001).
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Geri alinimda gorev alan glutamat tastyicilar: yapilari, dagilimlar: ve farmakolojik
ozellikleri bakimmdan EAAT1 (Tanaka, 1993), EAAT2 (Pines ve ark., 1992),
EAAT3 (Kanai ve Hediger, 1992), EAAT4 (Fairman ve ark., 1995) ve EAAT5
(Arriza ve ark., 1997) olmak iizere bes farkli gruba ayrilmaktadirlar.

EAAT1

60 kDa molekiiler agirliga sahip olan EAAT1 glutamat spesifik bir tasiyicidir.
Periferal dokularda da bulunan EAAT1’1n MSS’de 6zellikle serebellum, korteks
ve hipokampus bolgelerinde astroglial hiicrelerde bulundugu gosterilmistir (Sidhu
ve ark., 2016; Lehre ve Danbolt, 1998). Yapilan ¢alismada AH hastalarinda
EAATI1 ile gergeklesen Na'-bagimli glutamat transportunda azalma oldugu

gozlenmistir (Palmer ve ark., 1986).

EAAT2

Hipokampusta yuksek ekspresyona sahip olan EAAT2 62,1 kDa agirligindadir.
Plazma membraninda bulundugu bilinen EAAT2’nin mitokondri, endoplazmik
retikulum ve niikleus membraninda bulundugu gosterilmistir (Chaudhry ve ark.,
1995). EAAT2 eckspresyonundaki azalmaya baglh asir1 glutamat aktivitesi
demiyelinizasyona, aksonal hasara, hiicre 6limune neden olarak amyotrofik
lateral skleroz (ALS) (Rothstein ve ark., 1992; Rothstein, 1995), AH (Li ve ark.,
1997), epilepsi (Tanaka ve ark., 1997) ve iskemi (Martin ve ark., 1997) gibi
birgok norodejeneratif hastaliga yol actigi rapor edilmistir. Bununla birlikte
EAAT2’nin hipokampal formasyonda az eksprese edilmesi kognitif performansin
ve O0grenmenin bozulmasma yol agmaktadir (Spangaro ve ark., 2012). Heo ve
arkadaslar1 tarafindan T-labirent ile uzaysal hafiza egitimi verilmis ve verilmemis
fareler lizerinde yapilan deneyde, uzaysal hafiza egitimi verilmis farelerin EAAT2
diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir (Heo ve ark., 2012). Bir baska ¢aligmada
ise EAAT2 knockout farelerde hipokampal néron kaybi oldugu gosterilmis olup,
bu kaybin glutamat eksitotoksisitesi ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Tanaka ve
ark., 1997).

Normal kosullar altinda astrositlerde sentezlenen EAAT2’nin 6zellikle astrositler
ile yakindan iliskili olan noéronlarda da bulundugu gosterilmistir (Sheldon ve
Robinson, 2007). Fakat noronlardaki gérevi henuz tam olarak bilinmemektedir.
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EAAT3

57,2 kDa molekiiler agirlhiga sahip olan ndronal spesifik EAAT3 korteks,
hipokampus ve kaudat-putamende eksprese edilmektedir (Haugeto ve ark., 1996).
Glutamaterjik ndronlarin presinaptik alanlarinda 6zellikle soma ve dendritlerde
bulundugu gosterilmistir (Holmseth ve ark., 2012). Boylece sistin-glutamat degis-
tokusuna aracilik ettifi ve non-vezikiiler glutamat saliniminda rol oynadigi
diistinilmektedir (Himi ve ark., 2003; Watts ve ark., 2014). Ayn1 zamanda
GABAerjik noronlarin presinaptik alanlarinda eksprese edilebilmesi gamma-
aminobutirik asit (GABA) sentezinde prekiirsor olarak rol aldigin1 gostermektedir
(Sepkuty ve ark., 2002). Glutamat-indiiklii norotoksisite ile ilgili yapilan
calismalarda EAAT3 disfonksiyonunun gerceklestigi rapor edilmesine ragmen bu
mekanizmadaki rolii hala tam olarak bilinmemektedir (Robert ve ark., 2014).
Alzheimer hastalif1 olan fareler {izerinde yapilan g¢aligmalarda hipokampusta
EAAT3 miktarinda azalma oldugu, bu azalmanin nérodejenerasyon ile iliskili

olabilecegi savunulmustur (Duerson ve ark., 2009; Cassano ve ark., 2012).

2.3.4. Glutamat Yikim

Eksitatdr amino asit tastyicilar tarafindan ekstraseliiler sividan aliman glutamat,
astrositlerde glial spesifik enzim olan ve ATP bagimli glutamin sentetaz (GS)
araciliyla glutamine doniistiirilmektedir. Molekiiler agirligi 400 kDa olan GS
tetramer yapida ve aminoasit dizilimleri birbirlerine 6zdes sekiz altbirimden
olugsmaktadir. Birgok beyin bdlgesinde bulunmakla birlikte hipokampal
formasyoda glutamaterjik sinir terminalleri etrafindaki astrositik hiicrelerde

oldukca fazla eksprese edilmektedir (Derouiche ve Frotscher, 1991).

Glutamat+ NH, + ATP __Glutamin__ G1ytamin + ADP+Pi
sentetaz (Reaksiyon 26)

Ze ve arkadaslar1 tarafindan yapilan norotoksisite calismasinda hipokampal alanda
toksik ajan aracilt meydana gelen dejenerasyonda GS aktivitesinde azalma oldugu

gosterilmistir (Ze ve ark., 2016).

Suda ¢ozinebilen, hidrofilik bir aminoasit olan glutamin plazma zarindan difiize
olamamaktadir. Bu nedenle hiicreler arasi transferi tagiyici proteinler yardimiyla

gerceklesmektedir. Astrositlerde sentezlenen glutamin Na® bagimli ASC
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(alanin=A, serin=S ve sistein=C) ve N sistem tastyicilar araciligiyla ekstraseliiler
siviya tasinmaktadir. ASC sisteme ait tastyicilar alanin, serin ve sistein gibi kKiguk
notral aminoasitleri tagidiklarindan dolay1 bu ismi almaktadirlar. Yine nétral bir
aminoasit olan glutaminin taginimi, glutamin selektivitesine sahip ve beyin
dokusunda yaygin olarak bulunan ASCT2 (ASC tastyici) tarafindan yapilmaktadir
(Deitmer ve ark., 2003). Yapilan galismalarda bu tasiyicinin ¢ift yonli
calisabildigi gosterilmistir. ASCT2’nin hem glutaminin inflaks1 hemde eflaksinda
rol almasi fizyolojik roliiniin hiicre i¢i ve dist dengeyi diizenlemek oldugunu
gostermektedir (Oppedisano ve ark., 2007; Sidoryk-Wegrzynowicz, 2014). Yan
zincirlerinde nitrojen (N) bulunduran glutamin, histidin gibi aminoasitleri tasiyan
ve bu nedenle “N sistem” olarak smniflandirilan tasiyicilar, glutaminin
astrositlerden ekstraseliiler alana taginmasindan sorumludurlar. N sistemin
glutamin tasiyan Na'-bagli ndtral amino asit tastyic1-3 (sodium-coupled neutral
amino acid transporter=SNAT) ve SNAT5 olmak iizere 2 iiyesi bulunmaktadir.
Bu tastyicilar glutamin ve Na"’ya karsilik, 1 H' tasiyarak elektrondtral tasmima
aracilik etmektedir (Broer, 2014). SNAT3 neokorteks, serebellum, olfaktor
bulbus ve beyin sapinda, SNATS ise hipokampus, striatum, spinal kord ve
neokortekste eksprese edilmektedir (Boulland ve ark., 2002; Cubelos ve ark.,
2005). SNATS’in glutamine kars1 yiiksek affiniteye sahip olmakla birlikte glisin,
serin, alanin ve sistein gibi bircok aminoasite de affinitesi bulunmaktadir.
Ozellikle NMDA reseptorlerinde koagonist olarak gorev yapan glisinin, glial
hiicrelerden glutamin salinmasina aracilik ettigi one siiriilmektedir. Dolayisiyla
hipokampusta SNAT5’in glutamat-glutamin dongiisii modiilasyonunda rol aldig:

savunulmaktadir (Hamdani el ve ark., 2012).

Fizyolojik  sartlarda glutaminin  hipokampusta ekstraseliler — ortamdaki
konsantrasyonu 200 ile 500 uM’dir. Fakat glutaminin MSS’de iletime aracilik
edecek herhangi bir reseptorii bulunmamaktadir. Bu nedenle sinaptik iletime

sadece sekonder olarak katki sagladigi diisiiniilmektedir (Danbolt, 2001).

Ekstraseliiler glutaminin néron membraninda bulunan SNAT1, 2 ve 7 tarafindan
alinarak glutamat dongiisiine katildig1 bilinmektedir. Bu tasiyicilar, alanin gibi
notral aminoasit tercihleri nedeniyle “A sistem tastyicilar” olarak anilmaktadirlar

(Broer ve Brookes, 2001). Bu tastyicilar beyin dokusunda 6zellikle hipokampal
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glutamaterjik néronlarda bol miktarda eksprese edilmektedir. Her biri yaklasik 50
kDa agirhiginda olan tasiyicilardan SNAT1’in glutamin affinitesinin, SNAT2’ye
gore daha yliksek oldugu rapor edilmistir. Bu nedenden dolay1 glutaminin
noronlara tekrar alimmasinda (re-uptake) SNAT1’in daha baskin oldugu
diistiniilmektedir (Danbolt, 2001). SNAT7’nin glutaminin astrositlerden salinmasi
ve nodronlara alinmasiyla iliskili fonksiyonel islevi hala tam olarak

bilinmemektedir (Armano ve ark., 2002; Hagglund ve ark., 2011).

Noronlara tekrar alman glutamin, glutaminaz enzimi araciligiyla glutamata
doniistiiriilerek vezikiillerde depolanmaktir. Sinaptik iletimde 6nemli role sahip
olan, ndéronlar ve astrositler arasinda goriilen bu mekanizmaya glutamat-glutamin
dongiisii ad1 verilmektedir (Sekil 2.7) (Westergaard ve ark., 1995). Glutamat-
glutamin dongisunde ndronlarda sentezlenen glutamat presinaptik hiicreye gelen
bir wuyariyla vezikiillerden salinmakta ve postsinaptik alanda bulunan

reseptorlerine baglanarak hiicresel cevaba neden olmaktadir (Danbolt, 2001).
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Sekil 2.7. Glutamat-glutamin dongust (Koeppen ve Stanton, 2008)

2.3.5. Glutamat Reseptorleri
Glutamatin hem noron hemde astrosit membraninda bulunan iki tip reseptorii
bulunmaktadir. Bunlar dogrudan iyon kanallarin1 kontrol eden iyonotropik

glutamat reseptorleri (iGIuR) ve G-proteinleri iizerinden dolayli olarak iyon
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kanallarma etki eden metabotropik glutamat reseptérleri (mGIuR)’dir (Tanabe ve
ark., 1992; Ozawa ve ark., 1998).

Iyonotropik Glutamat Reseptorleri

Iyonotropik glutamat reseptérleri ligand tercihlerine gére, NMDA, AMPA ve KA
reseptori olmak uzere (¢ tanedir (Boulter ve ark., 1990; Martin ve ark., 1993).
Presinaptik ndrona gelen uyariyla salinan glutamat, AMPA ve KA reseptorlerine
baglanarak bu kanallarda konformasyonel degisiklige neden olmaktadir. Meydana
gelen konformasyonel degisiklik sonucu olusan pordan postsinaptik nérona Na*
girisi gerceklesmekte ve postsinaptik noronda depolarizasyon gozlenmektedir
(Headley ve Grillner, 1990). Bu degisimle NMDA reseptoriindeki Mg*? blokajt
ortadan kalkmakta ve glutamatin NMDA reseptoriine baglanmasiyla hiicre igine
Na* ve Ca*? girisi gereklesmektedir (Nguyen ve Woo, 2003). Meydana gelen bu
uyarict etki 6grenme ve hafiza gibi bircok fizyolojik siiregte gozlenmektedir

(Platenik ve ark., 2000).

AMPA Reseptorleri

AMPA reseptorleri, GluR1-4 alt tinitelerinden olusan heterotetramer yapidadir.
GIuR1 serebral korteks, hipokampus, amigdala ve serebellar glialarda, GIuR2
serebellum, neokorteks ve hipokampusta eksprese edilmektedir. GIUR3 en cok
neokorteks ve hipokampusta bulunurken, GIuR4 serebellum ve &nbeyinde
gozlenmektedir (Tanabe ve ark., 1992). Merkezi sinir sisteminde hizli eksitator
sinaptik iletimden sorumlu AMPA kanallarinin kinetikleri, kanali olusturan alt

tinitelerin kombinasyonlar ile degisebilmektedir (Platt, 2007).

Kainik Asit Reseptorleri

Kainik asit reseptorlerinin GluK1-5 olmak {izere bes alt iinitesi bulunmaktadir.
Homomerik veya heteromerik tetramer yapida olabilen KA reseptorlerinin GluK1,
GluK2, GIuK3 alt Uniteleri homomerik olarak fonksiyonel glutamat-bagimli
kanali olusturabilmektedir. Fakat GluK4 ve GIuK5 alt dnitelerinin glutamat
affinitelerinin diisik olmasi, bu alt tiplere sahip reseptorlerin kinetiklerini
degistirmektedir (Christensen ve ark., 2004). Sigan beyin dokusunda GluKl,
GluK2, GIluK3’un hipokampus, striatum ve kortekste, GluK4, GIluK5’in ise
striatum ve kortekste yiiksek ekspresyona sahip olduklari bilinmektedir. Kainik

asit reseptorleri AMPA reseptorlerine yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik
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gostermektedir. Fakat yapilan ¢alismalarda KA reseptorleri kinetiklerinin AMPA
reseptorlerine gore daha yavas oldugu, bunun da postsinaptik noronda AMPA
reseptorlerinin gdsterdigi depolarize edici etkinin daha uzun siirmesini saglayarak
iletimde rol oynadig1 rapor edilmistir (Copits ve ark., 2011; Lerma, 2011). Ayrica
postsinaptik alanda eksitator etkisini bildigimiz KA reseptorlerinin presinaptik
alanda ise inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir. Bu bilgiler KA reseptorlerinin
noral iletimin regiilasyonunda rol aldigin1 destekler niteliktedir (Darstein ve ark.,
2003).

NMDA Reseptorleri

Noronlar tizerinde bulunan NMDA reseptorlerinin NR1, NR2 (NR2 A-D) ve NR3
(NR3A-B) alt initeleri bulunmaktadir. Reseptor ilizerinde modiilasyon etkisi
bulunan glisin biyomolekiiliiniin baglandigi NR1 temel alt {initedir ve tiim NMDA
reseptorlerinde bulunmaktadir. Glutamatin baglandigi NR2, kanalin ac¢ik kalma
siiresi ve kanal gecirgenligi gibi fonksiyonel 6zelliklerini modiile ederek kanal
aktivitesini guclendirmektedir (Palmada ve Centelles, 1998). NR3 alt birimi
reseptor aktivitesi Gzerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir. NR3 igeren reseptorin
Ca*? permeabilitesinin azaldigi buna bagli olarak diger NMDA reseptorlerinin
aktivitesi lizerinde inhibe edici etki gosterdigi rapor edilmistir (Matsuda ve ark.,
2003). Néron dinlenim durumundayken Mg*? blokaji NMDA reseptoriinii inaktif
halde tutmaktadir. AMPA ve KA reseptorlerinin aktivasyonu sonucu postsinaptik
alanda meydana gelen orta dereceli depolarizasyon (-30, -20 mV arasi) ile Mg*?
blokaj1 kalkmaktadir. Blokajin kalkmasiyla olusan kanal yapisindan hicre igine
iyon gecisi gergeklesmektedir. Yapilan ¢aligmalarda olusan NMDA
reseptorlerinin meydana getirdigi cevaplarm voltaj bagimli oldugu ve ligandin
baglanmasiyla olusan akimlarin orta dereceli depolarizasyon potansiyelinde (-30, -
20 mV) gozlendigi gosterilmistir (Flatman ve ark., 1986; McDonald ve Johnston,
1990).

Metabotropik Glutamat Reseptorleri

Fonksiyonel ve farmakolojik agidan iyonotropik reseptorlerden farkli olan
mGLUR, G proteini bagiml etki gostererek ¢esitli intraseliiler mekanizmalari
aktive etmekte ve bu sekilde iletimde rol almaktadirlar (Schoepp ve ark., 1990).

Aminoasit dizilisleri, etkileri ve farmakolojik 6zelliklerine gére grup I (mGluR1,
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5), grup Il (mGIluR2, 3) ve grup Il (mGIuR4, 6, 8) olmak Uzere ¢ grupta
incelenmektedir (Tanabe ve ark., 1992). Postsinaptik alanda bulunan grup |
reseptorlerinin aktivasyonu fosfolipaz C (PLC) enzimi aracili olarak membran
fosfolipidlerinden inositol-3-fosfat (IP3) olusumuna neden olmaktadir. Hiicre i¢i
Ca*? kanallarinin acilmasinda rol alan IP3, sitozolik Ca™ konsantrasyonunu
arttirmaktadir. Metabotropik grup I reseptorlerinin bu mekanizmayla ¢esitli
hiicresel siireglerde rol aldigi gdsterilmistir. Ayn1 zamanda grup I reseptorleri,
AMPA ve NMDA kanallarinin fosforile edilmesinde rol alarak bu reseptérlerin
aktivitelerini regule etmektedir (Batchelor ve ark., 1994; Benquet ve ark., 2002).
Cogunlukla presinaptik alanda bulunan grup II ve III reseptdrleri ise Gi proteini
aracilt olarak AC enziminin inhibisyonuyla cAMP olusumunu azaltmakta ve

noroprotektif etki gostermektedir (Klar ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Tibbi Biyokimya, Fizyoloji, Tibbi
Patoloji Anabilim Dallar1 ve Deney Hayvanlari Unitesinde gergeklestirilen
calismamizda ortalama 250-300 gr agirliginda, 90 adet, 3 aylik erkek Wistar sican

kullanilmistir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii

Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edilen siganlar her grupta 30 hayvan olacak
sekilde {i¢c gruba ayrilmistir.

1. Kontrol grubu (K)

2. 100 mg/kg dozunda sulfit uygulanan grup S(100)

3. 260 mg/kg dozunda sulfit uygulanan grup S(260)

35 glin sureyle kontrol grubuna musluk suyu, S(100) grubuna 100 mg/kg/gun,
S(260) grubuna ise 260 mg/kg/glin dozunda musluk suyunda c¢oziinmiis
sodyummetabisulfit (Na;S;0s) gavaj yoluyla verilmistir (Hui ve ark., 1989;
Ozturk ve ark., 2011). Bu siirecte her kafeste 5 hayvan olacak sekilde 12 saatlik
karanlik/aydinlik siklusunda tutulan hayvanlar deney siiresince ticari sigan yemi
ve musluk suyuyla beslenmistir. Her grupta bulunan 30 hayvan, mikrodiyaliz igin
yerlestirilen kaniiliin hipokampusta lezyona neden olabilecegi ve Ogrenme
parametrelerini olumsuz yonde etkileyebilecegi bilindiginden iki alt gruba
ayrilarak deneye alinmistir. Bir grupta mikrodiyaliz yontemi uygulanmis, diger
grupta ise 6grenme deneyleri yapilmistir. 35 giinlilk deney siiresinin bitiminden
bir giin sonra, O6grenme deneyleri tamamlanan sicanlarin anestezi altinda
transkardiyak perfiizyonla verilen serum fizyolojik ile kandan armdirilan beyin
dokular1 ¢ikarilmig ve hipokampuslar1 ayrilarak VGLUT1, EAATI1, EAAT2 ve
EAAT3 analizlerinde kullanilmak {izere sivi nitrojende dondurulmustur.
Mikrodiyaliz uygulanan gruptaki siganlarin beyin dokular1 ise %4 paraformaldehit
iceren NaCl solisyonu ile perfiize edildikten sonra ¢ikarilmis ve kaniil yerinin

saptanmasi i¢in patolojik inceleme yapilmustir.
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3.2. Ogrenme Deneyleri
Her gruptan 16 hayvanda 35 ginlik Na;S;05 uygulamasmin 20. giinii 6grenme
deneylerine baglanmistir. Sekiz Kollu Radyal Labirent testi manuel olarak, agik

alan testi ise Noldus EthovisionXT system kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.1. Sekiz Kollu Radyal Labirent Testi

Sekiz Kollu Radyal Labirent testi 30 cm’lik dairesel platform alanini ¢evreleyen
50x12x15 cm boyutlarinda sekiz es koldan olusan siyah mat tabanli diizenekte
yapilmistir (Sekil 3.1). Her kolun girisinde ayni anda hareket edebilen seffaf
pleksiglas giyotin kap1, kollarin ucunda ise 6dulin konulabilecegi 3 cm ¢apinda
ve 1 cm derinliginde yem kaplar1 bulunmaktadir. Sekiz Kollu Radyal Labirent
testi ile uzaysal hafiza 6l¢iildiiglinden labirentin bulundugu odanin duvarlarina,

labirent iginden gorilebilecek sekilde birbirinden farkl ipuglart asilmustir.

Sekil 3.1. Sekiz kollu radyal labirent

Ogrenme deneylerine baglamadan énce hayvanlara 6 giin boyunca 5’er dakika ele
alistrrma (handling) uygulanmistir. Daha sonra si¢anlar giyotin kapilara aligmalar1
ve labirenti kesfetmeleri icin 5 glin boyunca giinde 10’ar dakika labirentte serbest
birakilmistir. Bu siire boyunca her kolda yem bulunmasima dikkat edilmis, ayn1
zamanda si¢anlarin koku duyusuna gore hareketlerini engellemek i¢in her turdan
(trial) sonra labirent diizenegi %70’lik etanol ile temizlenmistir. Deneyin 6grenme

asamasinda sicanlar 2, 3, 5 ve 7. kollarinda yem bulunan labirentin merkezine
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konulmustur. 5 saniye giyotin kapilar1 kapali halde merkezde tutulan siganlarmn ilk
se¢imlerini yapmalar1 icin kapilar ayni anda agilmustir. Ilk secimlerini yapan
sicanlar tekrar merkeze dondiiklerinde kapilar tekrar kapatilarak 5 sn beklenmis
ve bu siire¢ her se¢im arasinda tekrarlanmistir (Dubreuil ve ark., 2003). Yapilan
tur stiresi, sicanlar yem olan kollardaki tiim yemleri yiyene kadar veya 7’ser
dakika olarak belirlenmistir. Sicanlarin yemli kollara bir kez girerek kolun orta
noktasini ge¢meleri veya kola girip yemi yemeleri dogru se¢im olarak kabul
edilmistir. Bu sirada turlarda hayvanin toplam kollara giris sayismin %80’inin
dogru secim olmas1 dgrenme kriteri olarak belirlenmistir. Ogrenme asamas1 %80
dogruluk kriteri elde edilene kadar tekrar edilerek gegen giin sayis1 0grenme
parametresi olarak verilmistir. Hayvanlarin dogruluk kriterini saglamalarmin
tahmini siiresi 6grenme deneylerinin baslangicindan itibaren 8 ile 15 giin arasinda
degismektedir. Bu siireyi asan hayvanlarin 6grenmeleri bozulmus olarak kabul
edilmistir (Noorafshan ve ark., 2013). Yemli kollara bir kez girmesi beklenen
hayvanin, girdigi herhangi bir kola tekrar girmesi ¢alisan hafiza hatas1 (Working
memory errors= WME), yemsiz kolu arastirmak i¢in girmesi ise referans hafiza
hatas1 (Referance memory errors= RME) olarak kaydedilmistir (Gokcek-Sarac ve
ark., 2013; Noorafshan ve ark., 2013).

3.2.2. Acik Alan Testi

Acik alan testi deneyleri duvar yiiksekligi 40 cm olan, tabani 80x80 cm
ebatlarinda kare seklinde siyah mat tabanli diizenekte yapilmustir. Alan, 400 cm?
biiyiikliigiinde birbirine esit 16 kiiclik kareye boliinmiistiir. Deneyin baglangicinda
sicanlar tek tek bu alanin merkezine birakilmis ve 3 dakika boyunca hareketleri
dijital olarak kaydedilmistir. Her si¢an icin girdigi kare sayisi, kat ettigi toplam
mesafe ve ortalama hiz 6l¢lilmistiir (Denenberg, 1969; Berry ve ark., 2008).

3.3. Mikrodiyaliz Yontemi

Her gruptan 14 hayvana sulfit verilmesinin 32. ginu mikrodiyaliz yontemi icin
cerrahi iglem uygulanmistir. Rehber kaniil ve mikrodiyaliz probunun
yerlestirilmesi izofloran anestezisi altinda stereotaksik ¢erceve {iizerinde
gerceklestirilmistir. Orta hat insizyonunu takiben bag doku ve kas tabakasi ekarte
edilip kafatasina ulagilmigtir. Rehber kaniil bregma referans alinarak 3.6 mm

kaudal, 2.0 mm lateral, 4.0 mm ventral koordinatlarda kafatasina yerlestirilmis ve
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mikro-vida ile dental sement kullanilarak sabitlenip insizyon 3.0 ipek ile
kapatilmigtir. Rehber kaniil igerisine yerlestirilen dummy (tikag) yardimiyla
kaniiliin dis ortam ile iliskisi onlenmistir. Hayvanlar cerrahi islemin ardindan 48
saat siireyle, her kafeste bir hayvan olacak sekilde yem ve su kisitlamasi olmadan
tutulmustur (Pu ve ark., 2004; Anneken ve ark., 2013). 34. deney giini dummy
cikartilarak mikrodiyaliz probu rehber kaniile yerlestirilmistir. Ertesi giin
mikrodiyaliz probu, polietilen tiip kullanilarak infiizyon pompasma baglanmis ve
dorsal hipokampusa yerlestirilen prob, ticari yapay serebrospinal sivi (aCSF) ile 2
ul/dk hizda perfiize edilmistir. 120 dakikalik stabilizasyon periyodunun ardindan
perflizyon hizi 1 pl/dk’ya distiriilerek 6rnekler buz iizerinde muhafaza edilen

ependorf tiiplerinde toplanmis ve -80° C’de saklanmustur.

3.4. Hematoksilen Eozin Boyamasi ile Kaniilasyonunun Dogrulanmasi

Orneklerin toplanmasimin ardindan hayvanlar eter anestezisi ile feda edilerek %10
paraformalin soliisyonu ile transkardiyak perflizyon islemi yapilmig ve beyin
dokular1 ¢ikarilmistir. Cikarillan beyinler ayni soliisyon igerisinde 10 giin
sabitlendikten sonra takibe almmmistir. Parafine gomiilen dokular frontalden
kaudale dogru 5 um kalinliginda seri kesitler alinarak Hematoksilen eozin (HE)
ile boyanmig ve 151k mikroskobu ile degerlendirmeye alinmistir. Kaniil girisi tespit
edilen kesitlerde giris hatti boyunca lenfositler ve yabanci cisim tipi dev
hiicrelerinden olusan reaksiyon izlenmistir. Hipokampusun merkezine kadar
devam eden reaksiyonun izlendigi vakalarda kaniiliin hedef bolgeye ulastigi kabul
edilmistir. Dorsal hipokampus CAl bolgesine 0,5 mm ve daha az mesafedeki
alanin diginda kalan alanlardan elde edilen veriler degerlendirmeye alinmamigtir
(Zhou ve ark., 2001). Kaniilasyon dogrulamasi Patoloji Anabilim Dalindan bir

Ogretim tiyesi tarafindan yapilmistr.

3.5. Kitle Spektrometresi (Mass Spectrometry) ile Glutamat ve Glutamin
Tayini

Mikrodiyaliz yontemiyle toplanan diyalizatta glutamat ve glutamin amino
asitlerinin duzeyi ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu
Corporation, Japonya) sistemine bagimli LC/MSMS (LCMS-8040 Shimadzu
Corporation, Japonya) cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Glutamin ve glutamat

standartlar1 1:10 formik asit/distile su soliisyonunda hazirlanmistir. Olgllecek
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glutamin ve glutamat i¢in optimize multiple reaction monitoring (MRM) metodu
geligtirilmigtir. MRM gecisleri her amino asit i¢in otomatik olarak pozitif
elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda optimize edilmistir. Pozitif ESI-MS
modundan elde edilen MRM m/z degerleri glutamin ig¢in 146.9->84.1 glutamik
asit icin 147.9->84.1 olarak belirlenmistir. Kromatografik ayrimlar 25°C’de
Inertsil HPLC kolonunda (ODS-4, 3 x100 mm, 2um; GL Sciences Inc. Tokyo,
Japan) gerceklestirilmistir. Glutamin ve glutamat gradient eliisyonu (akis hiz1 0,4
ml/dk) ile ayrilmistir. Mobil faz A, 900 ml su: 100 ml asetonitril: 1 ml formik asit;
Mobil faz B, 999 asetonitril: 1 ml formik asit olacak sekilde hazirlanmistir.
Gradient programi mobil faz B; 0-1 dk %5-%50; 1-2 dk %50-%95; 2-3dk %95 ve
3-4 dk, %S5 seklinde gergeklestirilmistir. Injeksiyon voliimii 5 pl olarak
kullanilmistir. Glutamat ve glutamin standartlarinin linear kalibrasyon araligi 50-
1000 ng/ml olarak secilmistir. Her iki aminoasit igin analiz siiresi 4 dakika

stirmiistiir (Santos-Fandila ve ark., 2013).

3.6. Reverse Transckripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Analizi ile VGLUTL, EAATL, EAAT2 ve EAAT3 Dizeylerinin Tayini

Total RNA izolasyonu: Kontrol ve deney gruplarma ait doku 6rneklerinden total
RNA izolasyonu, trizol reaktifi kullanilarak gergeklestirilmistir. MagNa Lyser
Gren Beads tiiplerine alman dokularin lizerine 1 ml trizol reaktifi eklenmis ve
homojenizasyon iglemi MagNa Lyser cihazinda 30 saniye boyunca 3000 rpm’de
gerceklestirilmisti.  Homojenizasyon isleminden sonra RNA izolasyonu
tamamlanmistir. Protokol sonunda elde edilen RNA pelletleri {izerine RNaz-
icermeyen su eklenmistir. Toplanan RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrik
olarak 260 nm ve 280 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. RNA konsantrasyonlar1
belirlenen dokular -80°C‘de muhafaza edilmistir.

DNaz-muamelesi: RNA (3 nug) 1U DNaz I ile muamele edilmis ve komplementer
DNA (cDNA) sentezi igin kullanilmustir.

cDNA sentezi: cDNA sentezi, Invitrogen’in Superscript 111 First Strand Synthesis
System kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. DNaz ile muamele edilmis olan 3 pg
RNA 6rnegi, 1 pl 50 ng/ul random hekzamer primerleri ve 1 pl 10 mM dNTP
karisimi ile karigtirilmistir. Toplam hacim DEPC-ile muamele edilmis su ile 10

uL’ye tamamlanmstir. Bu karisim 65°C° de 5 dakika inkiibe edilmistir. Siire
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sonunda RNA/primer karigimina, 10xRT tamponu, 25 mM MgCl,, 0,1 M DTT,
RNaseOUT (40 U/ul) ve Superscript I1II RT (200 U/ul)’den olusan toplam 10
pl’lik cDNA sentez karisimi ilave edilip yavasca karigtirilmistir. Bu karigim, dnce
25°C’de 10 dakika, daha sonra 50°C’de 50 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon
85°C’de 5 dakika inkiibe edilerek sonlandirilmistir. Son olarak da bu karisimin
uzerine 1 pl RNase H ilave edilmis ve 37°C’de 20 dakika daha inkiibasyona
brakilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar PCR i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmistir.

Tablo 3.1. Real-time PCR i¢in kullanilan primerlerin sekanslari

Hedef gen Sekans Fragment
biyiikligi (bp)
VGLUT1 forward 5-AGACTGTCGGCCTCATACAT-3' 183

reverse 5'-CGAAGATGACACAGCCATAG-3'

EAAT1 forward 5-CCAATCTGGTAGAAGCCTGC-3' 131
reverse 5'-AGTCTCCATGGCCTCTGACA-3'

EAAT?2 forward '5'-CTGTCACCTTCCGTTGCTTG-3' 132
reverse 5'-CTATGAAGATGGCTGCCACG-3'

EAAT3 forward 5-ATCACAGGTGTCGCTGCACT-3' 137
reverse 5'-GTGACACCAGGCTTGATGCT-3

Beta aktin forward 5'-TATGCCAACACAGTGCTGTC-3' 156
reverse 5'-GATAGAGCCACCAATCCACA-3'

Real-time PCR reaksiyonu: Sican EAAT1, EAAT2, EAAT3 ve VGLUTI1
icin spesifik primerler (Tablo 3.1) kullanilarak StepOnePlus™ Real-Time PCR
(Applied Biosystems) cihazinda, Power SYBR® Green Master Mix
protokoliine gore Real-time PCR c¢alisilmistir. Reaksiyon karisimi; 10 pl
Power SYBR® Green PCR Master Mix (2X), 10 uM forward ve 10 puM reverse
primer, 2 pul cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde niikleaz-icermeyen
sw’dan olusacak sekilde hazirlanmistir. Amplifikasyon kosullar;; 95°C’de 10
dakika, 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye olacak sekilde
olusturulmustur. StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied Biosystems)

cihazina ait software programi yardimiyla CT (siklus esik degerleri) degerleri
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belirlenmistir. Elde edilen CT degerleri 2"**°T formiiliinde kullanilarak her genin
kontrol grubuna kiyasla goreceli degisim diizeyleri hesaplanmistir.
Amplifikasyon, 35 siklusta gerceklestirilmistir. Ayrica, Melting Curve analizi ile
iriinlerin beklenen ve gozlenen Tm degerleri karsilastirilarak PCR iiriinlerinin

dogrulugu degerlendirilmistir.

3.7.istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS.20 paket programu kullanilarak yapilmis ve
sonuclar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik
testi uygulanmistir. Normal dagilima uymayan veriler Kruskal Wallis Varyans
Analizi ve onu takiben Mann-Whitney U Testi ile, normal dagilima uyan veriler
one-way varyans analizi (ANOVA), ¢oklu karsilastirma ise Post-hoc Tukey Testi
kullanilarak degerlendirilmistir. P<0.05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel GOrinim

Deney siiresince hayvanlarin genel goriinim ve davranislarinda herhangi bir

degisiklik saptanmamuistir.

4.2. Sekiz Kollu Radyal Labirent Sonuclarn
Deney gruplarmnin sekiz kollu radyal labirent performanslari, %80 dogruluk kriteri
elde edilene kadar gecen giin sayisi (6grenilen giin sayis1), WME ve RME olmak

lizere li¢ parametre ile degerlendirilmistir.

Ogrenme giin sayis1 incelendiginde K grubu hayvanlarmin 10. giinde %80
dogruluk kriterini sagladigi tespit edilmistir. Sllfit uygulanan gruplara
bakildiginda ise 6grenme kriteri olarak belirlenen maksimum 15 gin limitinin
asildigr goriilmiistiir (Sekil 4.1). Bu da siilfitin uygulanan dozlarda 6grenme

performansini bozdugunu gostermektedir.

15

Giin sayis1

K S (100) S (260)

Sekil 4.1. Tiim gruplara ait % 80 dogruluk kriterine ulagilan giin sayisi1 (n=16)

10. gln sonunda %80 dogruluk kriterini saglayan kontrol grubu hayvanlar
dokular1 alimmak iizere feda edilmistir. Bu nedenle 6§renme parametreleri i¢in 10

giinliik veriler karsilastirilmistir.
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Kisa siireli hafizanin degerlendirildigi RME sayilart Sekil 4.2’de sunulmustur.
Degerler karsilastirildiginda ~ siilfit gruplarina ait hayvanlarm K grubu
hayvanlarma gore daha ¢ok hata yaptiklari tespit edilmistir.

Radyal kollu labirent testinde degerlendirilen WME sonuglar1 incelendiginde
stlfit uygulanan hayvanlarmn K grubu hayvanlarina gére 1-10. giin arasinda

yaptiklar1 hata sayilarinin fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3).

RME SAYISI

Sekil 4.2. 1. ve 10. giinler arasinda referans hafiza hatasi sayilar1 (=16, *p<0.05 kontrol
grubundan fark)
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Sekil 4.3. 1. ve 10. giinler arasinda ¢alisan hafiza hatasi sayilar1 (n=16, *p<0.05 kontrol grubundan
fark)
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4.3. Acik Alan Testi Sonuclarn

Lokomotor aktivite diizeyi ve anksiyete degerlendirmesinde kullanilan ag¢ik alan
testinde girilen kare sayisi, kat edilen toplam mesafe ve ortalama hiz parametreleri
Tablo 4.1’de verilmistir. Bu parametrelere bakildiginda gruplar arasinda fark

olmadig1 saptanmaigstir.

Tablo 4.1. Agik alan testinde girilen kare sayisi, kat edilen toplam mesafe ve ortalama hiz

sonuglart (n=16)

MESAFE (cm) HIZ (cm/dak) FREKANS
K 1557,91+74,907 189,525+16,985 66,4375+4,282
S(100) | 1223,15+161,332 | 202,628+17,676 55,375+6,758
S(260) | 1268,28+143,790 | 191,666+20,942 43,8125+3,501

4.4. Hematoksilen Eozin Boyamasi ile Kaniilasyonunun Dogrulanmasi
Beyin dokusuda belirlenen koordinatlarin 1 cm frontal ve distali trimlenmistir.
Dorsal hipokampus CAl bolgesinden alman Sum kalmligindaki seri koronal
kesitlerde HE boyama ile kaniil hatt1 belirlenmistir (Sekil 4.4). Kaniil ile dogru
yere girildigi tespit edilen K grubuna ait 8, S(100) grubuna ait 14, S(260) grubuna

ait 13 hayvanin verileri degerlendirmeye alimmaistir.

Sekil 4.4. Kaniil hatt1 bolgesi. Rehber kaniil hatt siyah oklarla, mikrodiyaliz hatti

beyaz oklarla gosterilmistir.
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4.5. Kutle Spektrometresi (Mass Spectrometry) ile Glutamat ve Glutamin
Tayini Sonuclari

Hipokampus CA1 boélgesinden mikrodiyaliz yontemiyle toplanan diyalizatta
Olgllen glutamat ve glutamin diizeyleri Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Tablo 4.2°de

verilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda silfit uygulanan gruplarin hem glutamat
hemde glutamin konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.5. Hipokampusta 6lciilen glutamat konsantrasyonu (*p<0.05 kontrol grubundan fark)
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Sekil 4.6. Hipokampusta 6lgtlen glutamin konsantrasyonu (*p<0.05 kontrol grubundan fark)
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Tablo 4.2. Hipokampusta Olgulen glutamat-glutamin konsantrasyonlart (*p<0.05 kontrol
grubundan fark)

Glutamin (ng/ml) Glutamat (ng/ml)
K (n=8) 205,41+23,87 19,51+1,69
S(100) (n=14) 52,70+0,98* 3,90+0,10*
S(260) (n=13) 50,48+3,63* 3,60+0,09*

4.6. VGLUTL1 Duzeyinin RT-PCR Analizi Sonuclan
Hipokampus dokularinda gerceklestirilen VGLUT1 RT-PCR analizleri Sekil
4.7°de gosterilmistir. VGLUT1 mRNA diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda

anlamli bir fark olmadig1 tespit edilmistir.

1,2

=

0,8
0,6
0,4

0,2

VGLUT1 mRNA ekspresyonu

K S (100) S (260)

Sekil 4.7. VGLUT1 diizeyinin RT-PCR analizi sonuglar1 (n=3, *p<0.05 kontrol grubundan fark)

4.7. EAAT1, EAAT2 ve EAAT3 Duzeylerinin RT-PCR Analizi Sonuclan
K grubu ile karsilastirildiginda siilfitin doza bagh olarak EAAT1 ve EAAT3
MRNA ekspresyonlarint azalttigi gorilmistiir. Bununla birlikte uygulanan

dozlarm EAAT?2 gen ekspresyonlarint degistirmedigi gozlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. EAAT1, EAAT2 ve EAATS3 diizeylerinin RT-PCR analizi sonuglar1 (n=3, *p<0.05
kontrol grubundan fark)
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5.TARTISMA

Insanlar, metionin ve sistein gibi siilfiir igeren aminoasitlerin metabolizmasi
sirasinda endojen siilfite, katki maddesi olarak eklendigi {iirlinlerin tiiketilmesi
sonucu ise ekzojen siilfite maruz kalmaktadirlar (Woo ve ark., 2003). Katk1
maddesi olarak kullanilan siilfitin yaygimn tiiketimini takiben ortaya ¢ikan yan
etkilerin fark edilmesi tzerine, stlfitin dozuyla ilgili arastirmalar literatiirde rapor
edilmeye baslamistir (Simon, 1986; Atkinson ve ark., 1993). Bu g¢alismalardan
birinde, Til ve arkadaslart 72 mg/kg/glin dozunda alman silfitin zararli bir
etkisinin bulunmadigint bildirmiglerdir (Til ve ark., 1972). Bu c¢alismaya
dayanarak WHO, 100 katlik giivenlik faktoriinii de ekleyerek giinliik 0,7 mg/kg
stilfit dozunun zararh etkisinin olmayacagmi agiklamistir (The Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives,1974). Sulfit iceren Urlnlerin tiketilme
oranlar1 ve sikligma bagli olarak bu dozun {izerine c¢ikilabilecegi pek c¢ok
aragtirma ile ortaya konmus, hatta toksik etkilerinin oldugu vurgulanmistir
(Gunnison ve Jacobsen, 1987; Lester, 1995). Bu literatur bilgilerinin Gzerine
stlfitin doz bagiml etkilerini arastirdigimiz bir ¢caligmada 100 ve 260 mg/kg/giin
dozlarmda uygulanan siilfitin lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan
tiyobarbutirik asit Grtinleri ve 4-hidroksinonenal seviyelerini arttirdigi tespit
edilmistir (Ozturk ve ark., 2011). Diger bir ¢alismamizda ise siilfitin beyin
dokusunda apoptozis slrecinde rol alan kaspaz-3 enzim duzeyini ve DNA
fragmantasyonunu  gosteren TUNEL pozitif hiicre sayisini arttirarak
norodejenerasyona neden oldugu gosterilmistir (Kencebay ve ark., 2013). Bu
nedenle aragtrmamizda daha Onceki caligmalarimizda kullanilan ve ndrotoksik

etkileri saptanan 100 ve 260 mg/kg/giin siilfit dozlar1 sicanlara uygulanmigtir.

Siilfitin 6grenme tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in siganlara radyal kollu
labirent testi uygulanmis ve bu testte %80 dogruluk kriterine ulagilan giin sayisi,
WME ve RME degerleri incelenmistir. Radyal kollu labirent testinde %80
dogruluk kriterine ulasilan giin sayismin her iki siilfit grubunda da arttigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda kisa siireli ve uzun siireli hafizanin degerlendirildigi
WME ve RME sayilarinin da benzer sekilde siilfit uygulanan sicanlarda arttigi
saptanmistir. Siilfitin 6grenme lizerine etkilerinin arastirildigi baska bir ¢calismada

ise 25 mg/kg/glin dozunda 8 hafta uygulanan siilfitin %80 dogruluk kriterine
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ulagilan giin sayisin, WME, RME sayilarini arttirdigi rapor edilmis ve bu etki
stilfite bagl kognitif fonksiyon bozuklugu olarak degerlendirilmistir (Noorafshan
ve ark., 2013). Bu bilgiler 1s1¢inda uygulanan dozlarda stlfitin grenme ve hafiza

tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu kanitlanmistir.

Acik alan testi siganlarda lokomotor aktiviteyi, merak ve arastirmaci davranisi
analiz etmek amaciyla kullanilmaktadir. Agik alan davranisinda amigdala, medial
prefrontal korteks ve hipokampusun rol aldig: bilinmektedir (Olsen ve ark., 2013,
Inaba ve ark., 2016). Calismamizda norotoksik etkileri bilinen siilfitin, agik alan
testi parametreleri olan girilen kare sayisi, ortalama hiz ve kat edilen mesafeye
etkisi degerlendirilmis olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 gozlenmistir. Yapilan bir calismada B1 vitamini eksikligine bagli olarak
uzaysal hafizanin bozuldugu gosterilmis ve bu bozulma hiicre dlumiine daha
yatkin olan hipokampusun disfonksiyonu ile iliskilendirilmistir. Ancak ayni1
caligmada B1 vitamini eksikliginin amigdala ve prefrontal kortekste hiicre
Oliimiine neden olmadig1 ve bu nedenle arastirmaci davranisin degerlendirildigi
acik alan testi parametrelerinde herhangi bir degisiklik yaratmadigi rapor
edilmistir (Inaba ve ark., 2016). Enerji metabolizmasi, antioksidan savunma
sistemi, htcre ici kalsiyum ve ndrotransmiter regulasyonlari incelendiginde farkli
beyin bolgelerinin nérodejenerasyona karsi gosterdikleri hassasiyet degismektedir
(Candelario-Jalil ve ark., 2001, Michaelis ve Bartsch, 2012). Nitekim Zhu ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aliymada iskemiye bagli meydana gelen dejeneratif
hiicre sayilarinin hipokampal alanda motor kortekse oranla daha fazla oldugu
gosterilmistir. Bu sonu¢ hipokampusun yapisal ve biyokimyasal farkliliklardan
dolay1 diger beyin bolgelerine gére norodejenerasyona karsi daha savunmasiz
oldugu seklinde degerlendirilmistir (Zhu ve ark., 2012). Bu bilgiler dogrultusunda
caligmamizda acgik alan testi parametrelerinde gruplar arasinda fark olmamasi
stilfite bagh gerceklesen hipokampal disfonksiyonun, amigdala ve prefrontal

kortekste gdzlenmemis olabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Ogrenme ve hafiza bozukluklari ile ilgili gahsmalarda hipokampustaki molekiiler
mekanizmalar ayrintili olarak incelenmistir (Nakazawa ve ark., 2003; Sharma ve
ark., 2010; Amos-Kroohs ve ark., 2017). Yapilan literatiir taramasinda, Akdogan
ve arkadaglarinin 25 mg/kg/giin dozunda sulfitin hipokampal piramidal néron
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sayilarinda azalma meydana getirdigini rapor ettikleri goriilmiistiir (Akdogan ve
ark., 2011). Bu nedenle ¢alismamizda siilfit toksisitesine bagli meydana gelen
ogrenme ve hafiza bozukluklarinin mekanizmasini aydnlatabilmek i¢in dgrenme
surecinde 6nemli rol oynayan hipokampal glutamat ve glutamin duzeyleri
mikrodiyaliz yontemiyle degerlendirilmistir. Mikrodiyaliz yontemiyle diyalizat
toplanmasi i¢in kaniil dorsal hipokampusa yerlestirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
dorsal hipokampusta olusturulan lezyonlarmn radyal kollu labirent ve Morris su
tank1 test gibi uzaysal hafizay1 6lgmeye yarayan testlerin sonucglarmni olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (Bannerman ve ark., 1999; Pothuizen ve ark., 2004).
Calismamizda kaniiliin dorsal hipokampusta oldugunu degerlendirmek i¢in HE
boyama yapilmis ve koordinatlarin disinda bulunan kaniilden alinan veriler
kullanilmamigtir. Toplanan diyalizatlarda Olglilen glutamat ve glutamin
konsantrasyonlarinin siilfit verilen gruplarda 4,5-5 kat gibi ¢arpict oranlarda
azaldig1 saptanmistir. Ekstraseliiler sivida glutamat konsantrasyonunun azalmasi
vezikiiler salmimin bozulmasindan veya glutamat iiretiminin azalmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Glutamat, glutaminaz enzimi araciligryla glutaminden ve
GDH enzimi araciligiyla a-ketoglutarattan sentezlenmektedir (Hogstad ve ark.,
1988; Zaganas ve Plaitakis, 2002). Glutamat dehidrogenazin katalizledigi
reaksiyonun ¢ift yonlii oldugu ve hiicrede enerji diizeyinin diismesiyle glutamatin
yikilarak o-ketoglutarat sentezlendigi bilinmektedir (Zaganas ve Plaitakis, 2002).
Salman ve arkadaglari siilfitin mitokondrial hasara bagli ATP deplesyonuna
aracilik ettigini rapor etmislerdir (Salman ve ark., 2002). Yapilan bir ¢caligmada
hipokampal lezyon olusturulan siganlarda glutaminaz aktivitesinin azaldigi
gosterilmis olup, bu azalma, olusturulan lezyona bagli bozulan enerji
metabolizmas1 ve noronal 6liim ile iligkilendirilmistir (Ramonet ve ark., 2004).
Ekibimiz tarafindan yapilan bir calismada da silfitin glutaminaz duzeyinde
azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Yaym asamasinda). Dolayisiyla
ekstraseliiler glutamat konsantrasyonundaki azalma siilfitin neden oldugu ATP

deplesyonuyla ve/veya glutaminaz enzim diizeyindeki azalmayla iliskili olabilir.

Hicre dis1 glutamat, glialar tarafindan geri alinarak GS aracilifiyla glutamine
doniistiiriilmektedir (Derouiche ve Frotscher, 1991). Yapilan bir ndrotoksisite
calismasinda hipokampal alanda toksik ajan aracili meydana gelen

dejenerasyonda GS aktivitesinde azalma oldugu gosterilmistir (Ze ve ark., 2016).
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Parmeggiani ve arkadaslar1 tarafindan serebral korteks iizerinde yapilan in vitro
bir ¢aligsmada siilfitin GS aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Parmeggiani ve
ark., 2015). Ekibimiz, 25 mg/kg/giin dozundaki kronik sulfit maruziyetinin
hipokampal dokudaki GS protein diizeyini azalttifin1 saptamistir (Yayin
asamasinda). Bu bilgiler 1s1ginda c¢alismamizda azalan ekstraseluler glutamin
konsantrasyonunun GS enzim aktivitesinde ve/veya dizeyindeki azalma nedeniyle

ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir.

Presinaptik sinir terminallerinde sentezlenen glutamat, VGLUT aracilifiyla
vezikiillere alinmakta ve depolanmaktadir (Fremeau ve ark., 2004). Hipokampus
dokusunda yiiksek oranda eksprese edilen VGLUTI proteininin 6grenme ve
hafiza siirecinde 6nemli rolii oldugu yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Cheng ve
ark., 2011; Liraz ve ark., 2013). Nitekim Liraz ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
caligmada AH’ye bagl olusan 6§renme ve hafiza bozuklugunda VGLUT]1 protein
ekpresyonunun azaldigi gosterilmistir (Liraz ve ark., 2013). Calismamizda siilfitin
hipokampal hiicrelerde bulunan VGLUT1 mRNA diizeyine olan etkisi incelenmis
ve gruplar arasinda bir fark olmadig1 tespit edilmistir. Bu durum, siilfitin mRNA-
protein ekspresyonu arasindaki mekanizmayi etkilemis olabilecegi fikrini akla
getirmektedir. Vezikiiler glutamat tasiyici-1 mRNA diizeyinin degismemesine
ragmen sinaptik araliktaki glutamat konsantrasyonunun azalmasi, vezikiil
salmimmin bozuldugu fikrini giiclendirmektedir. Ayn1 zamanda hiicre ici Ca*
diizeyi ve vezikiiliin membrana baglanmas1 agamasinda rol alan proteinlerin bu
mekanizmada etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ileriki calismalarimizda da
hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun ve vezikiil ekzositozisinde rol alan (t-SNARE

ve V-SNARE) proteinlerin diizeylerinin 6l¢ulmesi hedeflenmektedir.

Sinaptik alandaki ylksek glutamat konsantrasyonu, postsinaptik glutamat
reseptorlerinin asir1 uyarilmastyla ndronal hiicre Oliimiine neden olmaktadir.
Eksitator amino asit tastyicilar fazla glutamati geri alarak sinaptik araliktaki
glutamat konsantrasyonunu regiile etmektedirler (Danbolt, 2001; Maragakis ve
Rothstein, 2004). Glutamaterjik sinapslardaki glutamat tasiyicilarinin gen
ekspresyonu bu proteinlerin yogunlugunu belirlemekte ve sinaptik iletimi kontrol
etmektedir (Danbolt, 2001). Bu nedenle ¢alismamizda siilfite bagli 6grenme ve
hafiza bozukluklarmnin hipokampusta bulundugu bilinen EAAT1, EAAT2 ve
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EAAT3 mRNA ekspresyonlariyla iliskisi degerlendirilmistir. Calismamizda
toksik dozda uygulanan siilfitin EAAT2 mRNA diizeyini degistirmedigi fakat
EAATI ve EAAT3 mRNA seviyesini azalttigi gosterilmistir. Yapilan bir
caligmada hipokampal lezyon olusturulan siganlarda EAAT2 seviyesinin
degismedigi, fakat EAAT3 mRNA diizeyinde azalma oldugu rapor edilmistir
(Simantov ve ark., 1999). Diger bir norotoksisite ¢aligmasinda ise 4 pM/kg
metilmerkur (MeHg)’nin EAAT1 mRNA diizeyini azalttig1 fakat ayn1 dozda
EAAT2 mRNA dizeyini degistirmedigi gosterilmis olup, bu azalma toksik ajanin
meydana getirdigi reaktif triinler ile iliskilendirilmistir (Yang ve ark., 2015).
Bizim sonuglarimizda bu verilerle paralellik gostermektedir. Hala nedeni
bilinmemesine ragmen, fizyolojik kosullarda glialarda gozlenen EAAT2 mRNA
ekspresyonunun patolojik durumlarda glialarin yan1 swa noronlarda da
gerceklestigi gosterilmistir (Danbolt, 2001). Bu tez c¢alismasinda da EAAT2
mRNA diizeyinin degismemesinin sebebi, néronlarmn siilfit toksisitesine bagl
olusan ndrodejenerasyona cevaben EAAT2 gen ekspresyonuna katki saglamasi
olabilir. mRNA ekspresyonundaki degisiklikler daima protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ortiismemektedir. Dolayisiyla mRNA’lar1 incelenen tasiyicilarin

protein ekspresyonlarinin da arastirilmasi gerektigi disiiniilmektedir.

Sonug olarak ¢aligmamizda gidalar yoluyla giinliik alinabilecek degisik dozlardaki
stilfitin 6grenme ve hafizay1r bozdugu, bu bozulmanin énemli bir nérotransmitter

olan glutamatin geri alinimi ve salinimu ile iligkili olabilecegi gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1) Diyetle alinan farkli dozlardaki siilfitin 6grenme ve hafiza iizerinde olumsuz

etkilerinin oldugu gosterilmistir.

2) Siilfit verilen gruplarda saptanan Ogrenme ve hafiza bozuklugunun
ekstraseliiler glutamat ve glutamin diizeylerindeki azalma ile iligkili oldugu
tespit edilmis olup, bu azalmanm glutamat sentezlenmesiyle iligkili olabilecegi

diisiiniilmektedir.

3) Glutamat tastyicilart mRNA diizeylerindeki azalma, siilfit toksisitesinin gen
ekspresyon mekanizmasi {izerine gostermis oldugu olumsuz etkiden

kaynaklaniyor olabilir.
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