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OZET

FORMALDEHIT iLE APOPTOZIS VE OKSIDATIF STRESE iINDUKLENEN
SICAN HIPPOCAMPUSLERINDE ARBUTUS UNEDO L. ©ZUTUNUN
ETKIiLERININ INCELENMESI

Amagc: Formaldehit (FA), tibbi laboratuvarlarda kadavra, doku, hiicre tespit ve tahnitinde
kullanilan temel kimyasal maddedir. FA; protein, DNA, RNA ve doymamis yag asitleri ile
birleserek toksik etki olusturmaktadir. FA insan viicudunda basta sinir sistemi olmak (izere
pekcok sistemi olumsuz etkilemektedir. FA; hippocampus (zerinde norotoksik etkiler
olusturarak 6grenme ve hafiza fonksiyonlar1 etkilemektedir.

Ericaceae familyasindan olan Arbutus Unedo L. (AUL), Akdeniz iilkelerinde yaygin sekilde
yetisen meyveli bir bitkidir. AUL meyve ve yapraklarinda yiksek antioksidanlar ihtiva ettigi
i¢in bazi toplumlarda gida ve tibbi amagli kullanimlari rapor edilmistir. AUL’den elde edilen
farkli 6ziitler ile yapilan arastirmalarla AUL'un antioksidan, antienflamatuar, antibiyotik,
antifungal, antiparazitik, antiagregan, antidiyabetik, antihipertansif, antitimoral ve
spazmolitik etkilere sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda yiiksek doz FA inhalasyonuna maruz birakilan siganlarda Arbutus unedo L.
Ekstrati/Oziitii (AUE) icerigindeki antioksidan oranlarindan dolay1 hippocampus iizerinde
oksidatif stresi ve apoptotik hiicre 6liimiinii azaltabilecegini stereolojik ve biyokimyasal
parametrelerle gostermeyi amacladik.

Yontem: Calismamizda; 36 adet Wistar-Albino cinsi disi sigan kullanilmigtir. Deneye
baslamadan 6nce AUE mevsiminde toplanan AUL meyvelerinden uygun yontemler ile elde
edilmistir. Elde edilen ekstratin HPLC (High Performance Liquid Chromatography) analizi
yapilarak deneye baslanmistir. Siganlar rastgele segilerek her grupta 9'ar adet olmak zere
toplam 4 gruba ayrilmistir. Kontrol Grubu (KG) siganlara deney siresince normal hava
verilmistir. Deney Grubu (DG) ve Formaldehit Grubu (FG) siganlara gunluk oral gavaj ile
20 mg/kg AUE ve 10 ppm FA inhalasyon yontemi ile uygulanmistir. Sham Grubu (SG)
sicanlara giinlilk 10mg/kg AUE oral gavaj ile uygulanmistir. Uygulamalar giinde 4 saat,
haftanin bes giinli olmak iizere totalde 5 hafta boyunca tekrar edilmistir.

Deney sonunda siganlar, kan ornekleri alindiktan sonra derin aneztezi altinda dekapitasyon
yontemi ile sakrifiye edilmistir. Sonrasinda hayvanlarin cerebral hemisferleri ¢ikarilmistir.
Immiinohistokimyasal degerlendirme igin beyin dokusunun ilgili béliimiinde (hippocampus
CA3), Kaspaz-3(Caspase-3) metodu ile apoptotik hiicre sayr indeksine bakilmistir.
Biyokimyasal analizlerde, serumda BDNF (Beyin Turevli Norotrofik Faktor Protein), MDA
(Malondialdehit), NO (Nitrik Oksit) ve GSH (Glutatyon) degerleri incelenmistir.

Bulgular: Deneyimizde FA'e maruz kalan sicanlarin agirlik oranlarinda diger gruplara
oranla anlamli bir fark bulunmamistir. (p>0,05)

Gruplar aras1 karsilastirmalarda, MDA, NO ve H-score degerlerinde anlamli bir farklilik
bulunmus (p<0,05, p<0,05 ve p<0,001) ancak BDNF ve GSH degerlerinde anlamli bir fark
bulunmamastir. (p>0,05, p>0,05)
Immiinohitokimyasal Kaspaz-3 degerlendirmelerinde deney grubundaki hiicre orani sham
ve kontrol grubuna gore farklilik gosterse de deney ve sham gruplarindaki apoptoz hiicre
oraninda azalama belirlenmistir.



Sham grubunun MDA degerleri hem DG hem de FA gruplarindan anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0,05, p<0,05). Gruplarin ortalama MDA degerleri incelendiginde; en diisiik
MDA degeri Sham grubunda oldugu belirlenmistir.

AUE uygulanan gruplarda ortalama MDA degerlerinin diisme egilimi gosterdigi
gozlemlenmistir. Deney grubuna uygulanan AUE'nin FA’in olusturdugu oksidatif stresi
azaltma egiliminde oldugu ancak bu diisiisiin anlamli diizeyde olmadigi bulunmustur.

Sonug¢: Arastirma ¢alismamizdan elde ettigimiz sonugclar ile; apoptotik hiicre sayisinin en
yiikksek FA grubunda olmasi, FA 'in hippocampuste sebep oldugu oksidatif hasara isaret
etmektedir. FA grubundaki apoptotik hiicre sayisinin deney grubuna gore yiiksek olmasi ve
sham grubunda ise tim gruplara oranla en az apoptotik hiicre sayisi varligit AUE'nin cerebral
hiicre hasarini azalttig1 seklinde yorumlanabilir.

BDNF degerlerinin KG ratlarda FA grubu ratlara oranla daha yiiksek olmasi; néranal 6ltime

protein diizeyinde 6liimiin de eslik ettigi seklinde yorumlanabilir. BDNF degerinin sham
grubunda, FA grubuna gore daha diisiik bulunmasi ise AUE 'nin FA maruziyetine bagl
olarak ortaya ¢ikan negatif etkileri kismen diizelttigi seklinde yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, Arbutus Unedo L., BDNF, Glutatyon, Hippocampus



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ARBUTUS UNEDO L. EXTRACT ON
RAT HYPPOCAMPUS INCUDED WITH APOPTOSIS AND OXIDATIVE STRESS
BY FORMALDEHYDE

Object: Formaldehyde (FA) is the basic chemical used in cadaver, tissue and cell fixation
and embalming in medical laboratories. FA; It creates a toxic effect by combining with
proteins, DNA, RNA and unsaturated fatty acids. FA; It negatively affects many systems in
the human body, especially the nervous system. FA; It affects learning and memory
functions by creating neurotoxic effects on the hippocampus.

Arbutus Unedo L. (AUL), from the Ericaceae family, is a fruiting plant that grows widely in
mediterranean countries. Since AUL contains high antioxidants in its fruits and leaves, its
use for food and medicinal purposes has been reported in some societies. With research
conducted with different extracts obtained from AUL; AUL has been found to have
antioxidant, anti-inflammatory, antibiotic, antifungal, antiparasitic, antiplatelet, antidiabetic,
antihypertensive, antitumoral and spasmolytic effects.

In our study, we aimed to demonstrate with stereological and biochemical parameters that
Arbutus unedo L. Extract (AUE) can reduce oxidative stress and apoptotic cell death on the
hippocampus in rats exposed to high dose FA inhalation, due to the antioxidant rates it
contains.

Method: In our study; 36 Wistar-Albino female rats were used. Before starting the
experiment, Arbutus unedo extract was obtained from AUL fruits collected in season by
appropriate methods. The experiment was started by performing HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) analysis of the obtained extract. Rats were randomly selected and
divided into 4 groups, 9 in each group. Control Group (CG) rats were given normal air
throughout the experiment. Experimental Group (EG) and Formaldehyde Group (FG) rats
were administered daily oral gavage with 20 mg/kg AUE and 10 ppm FA by inhalation
method. Sham Group (SG) rats were administered 10mg/kg AUE daily by oral gavage. The
applications were repeated 4 hours a day, five days a week, for a total of 5 weeks.

At the end of the experiment, the rats were sacrificed by decapitation method under deep
anesthesia after blood samples were taken. Afterwards, the cerebral hemispheres of the
animals were removed. For immunohistochemical evaluation, the apoptotic cell number
index was examined in the relevant section of the brain tissue (hippocampus CA3) with the
Caspase-3 method. In biochemical analyses, BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor
Protein), MDA (Malondialdehyde), NO (Nitric Oxide) and GSH (Glutathione) values were
examined in serum.

Results: In our experiment, there was a decrease in the weight ratios of rats exposed to FA
compared to other groups (p <0.05).

In comparisons between groups, a significant difference was found in MDA, NO and H-
score values (p<0.05, p<0.05 and p<0.001), but no significant difference was found in BDNF
and GSH values. (p>0.05, p>0.05).

In immunohytochemical Kaspaz-3 evaluations, although the cell rate in the experimental
group differed compared to the sham and control groups, a decrease in the rate of apoptosis
cells in the experimental and sham groups was determined.
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MDA values of the Sham group were found to be significantly lower than both the
Experiment and FA groups (p<0.05, p<0.05). When the average MDA values of the groups
are examined; the lowest MDA value was determined to be in the Sham group.

It was observed that the average MDA values tended to decrease in the AUE applied groups.
It was found that AUE applied to the experimental group tended to reduce the oxidative
stress caused by FA, but this decrease was not significant.

Conclusions:

With the results we obtained from our research study; The fact that the number of apoptotic
cells was highest in the FA group indicates the oxidative damage caused by FA in the
hippocampus. The fact that the number of apoptotic cells in the FA group was higher than
the experimental group and the presence of the lowest number of apoptotic cells in the sham
group compared to all groups can be interpreted as AUE reducing cerebral cell damage.

BDNF values were higher in CG rats than in FA group rats; It can be interpreted that
neuronal death is accompanied by death at the protein level. The fact that the BDNF value
was found to be lower in the sham group than in the FA group can be interpreted as AUE
partially correcting the negative effects that occur due to FA exposure.

Key words: Formaldehit, Arbutus Unedo L., BDNF, Glutatyon, Hippocampus
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AUE: Arbutus Unedo L. Ekstrati

AUL: Arbutus Unedo L.

BDNF: Beyin Turevli Norotrofik Faktor Protein
CA: Cornu Ammonis

Caspase-3: Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases-3
CuSOg4: Bakir Silfat

DG: Deney Grubu

DNA: Deoksiribo Nukleik Asit

EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit

FA: Formaldehit

FAG: Formaldehit Grubu

FDH: Formaldehit dehidrogenaz

GD: Gyrus Dentatus

GSH: Glutatyon

H&E: Hematoksilen-Eozin

HCL: Hidroklorik Asit

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
ISEL: in Situ End- Labeling

THK: immiinohistokimya

ip: Intraperitoneal

KCL: Potasyum Klor(r

KG: Kontrol Grubu

KNaC4H406-4H20: Potasyum Sodyum Tartarat
m: Metre

pM: Mikrometre

MDA: Malondialdehit

MI: Miyokard Infarktusu

MRNA: Mesajc1 Ribo Niikleik Asit

MS: Multiple Skleroz

NazB4O7: Sodyum Borat
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Na2HPO4: Disodyum Fosfat (DSP)

NaCL.: Sodyum Klor(r

NaOH: Sodyum Hidroksit

NED: N-Naphthylethylenediamine

NO: Nitrik Oksit

OECD: The Organisation for Economic Co-operation and Development
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PET: Pozitron Emisyon Tomografi

Ppb: Parts per million

Ppm: Parts per billion

PPS: Periferik Sinir Sistemi

RNS: Reactive Nitrogen Species (Reaktif Nitrojen Turleri)
ROS: Reactive Oxygen Species (Reaktif Oksijen Trleri)
ROS: Reaktif Oksijen Radikalleri

S100B: Kalsiyum Baglayici Protein

SG: Sham Grubu

TBA: Tiyobarbiturik asit

TCA: Trikloro Asetik Asit

TEP: Tetra Etoksipropan

TUNEL.: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-dUTP Nick end Labeling
WBC: Lokosit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

Xii



SEKILLER

Sekil 1.1. Hippocampus illiistrasyonu (Denizat1 benzerligi) (Cizim Mehtap ERDOGAN) . 4
Sekil 1.2. Koronal bir kesitte hippocampus yerlesimi (Cizim Mehtap ERDOGAN) ........... 6
Sekil 1.3. Hippocampus béliimleri illiistrasyonu (Cizim Mehtap ERDOGAN).................... 7

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan mevsiminde toplanmis Arbutus Unedo L meyvelerinin

[0 To 1= USSR 15
Sekil 3.2. Deneyde kullanilan A. Unedo L ekstratinin lliyofilize halinin gorseli (vakumlu
100111 IR PP PP RTR 16
Sekil 3.3. Deney Hayvanlarinin gruplara ayrilmis gorseli.......cocvvvvveeiiiiniiiie i, 18
Sekil 3.4. Deney hayvanlarinin deney 6ncesi gruplara ayrilmis bir gorseli...........c............ 19
Sekil 3.5. Deneyde kullanilan cam kabin modelinin illlistrasyonu. (Cizim Mehtap
ERDOGAN) ..ottt eteeie e es et sae st es et s a st ss st s st es st sns st n et enes s s sanenes 20
Sekil 3.6. Ortamdaki FA diizeyinin Honeywell ToxiRAE PRO (HCHO) markali dozimetre
T18 TAKIDT 1. e 21
Sekil 3.7. Deney sirasinda ¢ekilmis deney diizenegi gorseli (cam kabin) ..........c.cccceeeneee. 22
Sekil 3.8. Derin anestezi altindaki bir s1¢an gOrseli .........coovveiiiriiiiiiiniecie e 23
Sekil 3.9. Sican vena jugularisten kan 6rnegi alinmasi illiistrasyonu. (Cizim Mehtap
ERDOGAN) ...ttt ettt sttt ae bt s st s et s et s s ee s s s nees 23
Sekil 3.10. Sakrifikasyonda kullanilan giyotin gorseli .........cccooveviiiiiiieniiiinieiece 24
Sekil 3.11. Deney Hayvanlarinin cerebral dokularinin izolasyon asamalar1 gorseli........... 25

Sekil 4.1. DG siganlarin ilk hafta sonunda 6zellikle kuyruk bolgesinde baslayan
sararmalara ait Dir QOISEL. ......c.oouiiieee e e 37
Sekil 4.2. FA inhalasyonuna maruz kalan siganlarin; kabinin kdselerine kagma, birbiri
tizerine kapanma ve yiizlerini saklama egiliminde oldugunu gosteren bir deney gorseli ... 38
Sekil 4.3. Deneyin son gunlerinde kuyruk lekelenmeleri ve tiiylerinde yogun sararmalar

olan FA grubu bir S1¢an 0TSl ......coccviiiiiiiiiiiiiiieii e 39
Sekil 4.4. Deneyin son giinlerinde FA maruziyeti yagamamis tiiylerinde renk degisimi
olmayan KG' na ait bir S16AN GOTSELi.......ccveiviriiiriiiieieie et 39
Sekil 4.5. KG sicanlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)............cce... 41
Sekil 4.6. KG siganlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)...........ccce.... 42
Sekil 4.7. SG siganlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini gosteren
151k mikrografi 20X (Ok ile gdsterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi) ........cccccevvvverveiiieninns 43
Sekil 4.8. SG siganlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini gosteren
151k mikrografi 40X (Ok ile gdsterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi) ........cccccvvvvverveiieeninns 44
Sekil 4.9. FA sicanlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini gosteren
151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi) .........oceevvvveiviiiieennn. 45
Sekil 4.10. FA sicanlarin hippocampus CA3 bdlgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi).............c.c..... 46
Sekil 4.11. DG sicanlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi).............coc.... 47

Xiii


file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360363
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360364
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360369
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360369
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360370
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360370
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360371
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360372
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360373
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360373
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360375
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360377
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360377
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360382
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360382
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360383
file:///E:/mehtap%20tez%20yeni/mehtap%20TEZ%20ekim.docx%23_Toc147360383

Sekil 4.12. DG siganlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi).............c.c.....

Sekil 4.13. Gruplara ait Anti-Kaspaz-3 H-SCORE Duzeyleri

Xiv



TABLOLAR

Tablo 1.1.Formaldehit'in Fizyokimyasal Ozellikleri (Aydin, 2009) .........ccceeeereverererererennnn, 5
Tablo 1.2. Formaldehit ara tirtinleri ve kullanim yerleri (Aydin, 2009)........ccccocvvvevvenenne. 7
Tablo 3.1. A. Unedo L 6ziitiindeki antioksidan bilesiklerinin analitik yiizdeleri............... 17
Tablo 3.2. Immiinohistokimyasal Boyanma Yogunlugunun Derecelendirilmesi............... 27
Tablo 3.3. GSH calisma yontemi OTANIAIT .........ccveruiiieiierieie e 29
Tablo 3.4. GSH siipernatan galisma yontemi oranlart ............cocvveeeveienenineninesieeeen 29
Tablo 3.5. MDA caligma yOntemi OTanlart ..........c.ccuereerrererierinesieieee e siesee e 30
Tablo 3.6. Doku proteini ¢alisma yontemi Oranlart ............ccovrvreereieneneneseseseseeeeees 31
Tablo 3.7. NO ayirag ¢OZelti Oranlari..........ccccccveieereiiieiieie e see e esee e e sae e 33
Tablo 3.8. Griess ayiraci ve siipernatant ekleme oranlari...........ccccooeereiiincieincncie, 33

Tablo 4.1. Deneyde kullanilan siganlarin gruplara gére agirlik ortalamalar1 ve standart

T 10200 F21 F: 3 o D TR 40
Tablo 4.2. MDA, BDNF, NO, GSH ve H-Score sonuglarinin gruplara gore

L 6 U F T BN 1 ' 13 D SRR 50
Tablo 4.3. MDA, NO, H-score post-hoc ikili grup karsilagtirma testleri ..........cc.cevveunnnn. 50
Tablo 4.4. MDA, BDNF, NO, GSH ve H-score Korelasyonu ............ccccveveveeieieeiesiennnn, 52

XV



1. GIRiS

Serbest radikaller dis yoringelerinde bir veya birden ¢ok eslenmemis elektron
tasiyan molekdllerdir. (Bast, Haenen & Doelman, 1991; Nawar, 1996; Halliwell &
Gutteridge, 1985) Bu radikaller dis orbitallerinde eslenmemis bir elektron tasidigi i¢in bagka
molekdller ile kolayca reaksiyona girebilmektedirler. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen
kaynakli olmasina gore iki gruba ayrilmaktadir. Oksijen kaynakli serbest radikallere Reaktif
Oksijen Turleri (ROS-Reactive Oxygen Species) ve nitrojen kaynakli olan serbest
radikallere Reaktif Nitrojen Turleri (Reactive Nitrogen Species (RNS) denir (Valko ve ark.,
2007; Halliwell, & Gutteridge,1999).

Aerobik organizmalar biiyiime ve gelisme i¢in oksijene ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu
organizmalarda oksijen kullanimmin sonucu olarak reaktif oksijen metabolitleri ortaya
¢ikmaktadir (Burcak & Andican, 2004). Kisaca reaktif oksijen tirleri molekdler oksijenin
indirgenmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. (Pham-Huy, He, & Pham-Huy, 2008; Dworakowski,
Anilkumar, Zhang, & Shah, 2006). Molekiler oksijenin indirgenmesi ile olusan ROS
biyolojik agidan organizmadaki 6nemli hiicresel molekillere (DNA, lipit, karbonhidrat,
proteinler gibi) zarar verebilmektedir. ROS metabolizmanin dogal bir sonucu olarak
olusabilecegi gibi viicuda disardan da alinabilmektedir. Oksijen her nekadar insan yasami
icin dnemli olsa da, normal metabolizma sirecinde ortaya ¢ikan reaktif oksijen turleri
metabolizma icin oldukca zarar verici olabilmektedir. (Diplock, 1998)

Reaktif oksijen tirleri; antioksidan-prooksidan dengesini, prooksidanlarin artigina
neden olarak bozmaktadir. (Cooke, Evans, Dizdaroglu, & Lunec, 2003; Kopani, Celec,
Danisovic, Michalka, & Bir6 2006). Endojen antioksidanlar organizma iginde savunma
mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikallerin artig1 ile antioksidan - oksidan
dengesinin serbest radikaller yonlne yani oksidan yoninde bozulmasi ile endojen
antioksidanlar artis gostererek dengeyi korumaya calisirlar. Ancak serbest radikallerin
sayica antioksidan miktariin dengeleyebilecegi miktardan fazla olmasi durumunda
oksidatif stres ortaya ¢gikmaktadir. (Kopani ve ark., 2006; Serafini & Del Rio, 2004; Mercan,
2004; Henricks, & Nijkamp, 2001).

Oksidatif stres durumunda, biyomolekuller zarar gorerek hiicre diizeyinde yapisal hasarlar
olugsmaktadir (Burgak, & Andican, 2004; Cooke ve ark., 2003; Kopani ve ark., 2006).
Antioksidanlar ROS ve RNS olarak isimlendirilen serbest radikalleri stpurerek,

ortadan kaldirarak veya en aza indirerek vicudun hiicre ve dokularinda meydana gelen



hasart onarmakla gorevlidirler. (Gutteridge, 1995). Cesitli nedenlere bagli olarak
antioksidan oraninin, prooksidan olarak isimlendirilen serbest radikallere gore diismesi ile
ortaya ¢ikan oksidatif stres belli bir seviyeye kadar tolere edilebilmektedir. (Halliwell,
2011). Oksidatif stresin tolere edilemedigi durumlarda hiicre hasari, apoptozis veya doku
hasar1 ve hiicre metabolizma hasarlari ortaya ¢ikmaktadir (Durackova, 2010).

Formaldehit (FA), aldehit grubunda yeralan oldukga reaktif bir kimyasal bilesiktir.
(Unsaldi, & Ciftci, 2010; Sclink ve ark., 1999; Canbilen, Sezen, Avunduk & Con, 1999).
Dis hekimligi malzemelerinden, sanayi sektdriine, otomotiv sektdriinden, kadavra tahnitine
uzanan genis bir kullanim alanina sahip olan FA'in maruziyet alan1 da oldukga genistir.
Sigara dumani, egzos dumani gibi giinlik yasamda da FA maruziyeti olduk¢a kolaydir.
(Pabst, 1987; Canbilen ve ark., 1999; Fl6-Neyret, Lorenzi-Filho, Macchione, Garcia &
Saldiva, 2001; Schlink ve ark., 1999). Anatomistler, FA Uretiminde ¢alisan is¢iler,
patologlar; FA ile ¢alisan meslek gruplari arasinda yer alir dolayisiyla s6zi edilen meslekler
FA'in olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir. Yapilan ¢alismalara gore FA ile ¢alisan meslek
gruplarinin beyin, kolon ve kan kanserine bagli mortalite oraninda artis oldugu belirlenmistir
(Schlink ve ark., 1999; Shaham ve ark., 1996).

Ericaceae ailesine ait olan olan AUL iilkemizde dag ¢ilegi ve kocayemis isimleriyle
bilinmektedir. Kirmizi renkli meyveli bir funda tiirii olan AUL 1liman iklime sahip olan kiy1
bolgelerde kendiliginden yetismektedir.

Bu tez ¢alismasinda Oksidatif stres durumuna yol acan prooksidanlardan olan FA ile

indiiklenen si¢anlarin hippocampuslerinde *’ Arbutus Unedo L.’ 6zUtinin olumlu etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir.
1.1.  Arbutus Unedo L.

Ulkemizde Kocayemis ad1 ile bilinen Arbutus Unedo L. (AUL) akdenize kiyist olan
ilkelerde dogal olarak yetismektedir. Her daim yesil kalan yapraklar1 olan kocayemis,
fundagiller familyasina ait bir ¢ali tiiriidiir (Islam, & Pehlivan, 2016). Ulkemizde genis bir
spektruma sahip olan bu bitki akdeniz iklimine sahip, kiy1 seritlerinde; ¢esitli ¢ali tirleriyle
birlikte yetismektedir. (Gozlekgi, Aklaya, & Yasin, 2003; Yaltirik & Erding, 2002; Gomes
2011; Karadeniz, Kurt & Kalkisim, 1996). Sert ve kurak hava sartlarina dayanikli olmayan
bu ¢ali tiirii dlinya Uzerinde denize kiyisi olan 1liman bolgelerde 6zellikle kuzeybati Afrika
ve Asya tilkelerinde genellikle denizden 600m. yiikseklikte yetismektedir. (Miguel, Faleiro,
Guerreiro, & Antunes, 2014; Gomes 2011). Meyveleri sonbaharda olgunlasan AUL'nun
yapraklart y1il boyu yesil kalmaktadir. (Cheesa, & Nieddu, 2004). Tiim kiyilarimizda dogal



olarak yetisen bu bitkinin anayurdu Tiirkiye, Yunanistan, irlanda ve Liibnan olarak kabul
edilmektedir (Karadeniz, & Sisman, 2003).

Yoresel olarak Glkemizde dag cilegi, kocayemis, davulga, dag-ayi-kocakar1 yemisi,
pridim gibi isimlendirmeleri mevcut olan Arbutus Unedo L. bitkisi tlkemizde pek
bilinmemektedir. (Celikel, Demirsoy & Demirsoy 2008). Bu bitkinin meyveleri diinya
tizerinde de yoresel olarak pek ¢ok isimlendirmeye sahiptir; 6rnegin Fransa'da 'Arbousier
commun', italya'da 'Corbezzolo', Almanya'da 'Erdbeerbaum' olarak anilmaktadir. (Soro, &
Paxton,1999)

Ingilizce'de; cilek agaci anlamima gelen "Strawberry tree" olarak adlandirilsa da ve
olgun meyveleri gorsel olarak ¢ilege benzese de pomolojik olarak ¢ilek meyvesi ile ilgisi
yoktur. Bodur ¢ali seklinde olan aga¢ govdesi algaktan dallanma gosterir. Stungerimsi lifli
bir yapiya sahip olan kirilmaya dayanikli olan bir yapiya sahiptir. (Pekdemir, 2010).
Yapraklari testere goriiniimlii ucu sivri parlak koyu yesil renktedir. Cigekleri ¢an bigiminde,
beyaz renkte, uc bolumleri yesil ya da pembe renklidir. Cigekleri dallarin ug kisminda salkim
seklinde 15-20 adet 6bek seklindedir. Meyveler 4-10 gr agirliginda kirmizi renkte ve
yuvarlak ya da yass1 sekildedir. (Cheesa, & Nieddu, 2004). Meyvelerin tam olarak
olgunlagmasi 1 yil kadar slrer. Meyvelerin olgunlasma zamani sonbahar doneminde baslar.
Yenilebilir olgunluga eristiklerinde kirmizi, pembe ya da turuncu renge donerler ve hos bir
kokuya sahiptirler. AUL meyveleri olgunlastiktan sonra uzun bir siire agagta kalirlar
(Yalturik, & Erding, 2002; Karadeniz ve ark., 1996). Tam olgunluga erismis meyvelerde
yuksek dlzeyde seker mevcuttur (Ayaz, Kiigiikismailoglu, Reunanen, & Sugar, 2000;
Olveria, Baptista, Malherio, Casal, & Pereira, 2011)

AUL meyvesi dogrudan tiiketilebilmektedir. Ayrica alkollii igegeklerin Uretiminde ve
recel marmelat seklinde de kullanimi vardir. Kullanim alani oldukga fazla olan AUL
aromatik yogurtlarda tat verici olarak ve pastalarda dolgu malzemesi olarak da tercih
edilmektedir (Miguel ve ark., 2014; Gomes, 2011; Ayaz ve ark., 2000; Seker, Yiicel, &
Nurdan., 2004)

AUL insan saglig lizerinde oldukga 6nemli faydalara sahiptir. Bitki meyveleri yiksek
oranda C vitamini icermektedir (Baytop, 1984). Entegratif tipta AUL; koroner hastaliklar,
arterial hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde; laksatif, antioksidan, antihipertansif
oOzellikleri nedeniyle tercih edilmektedir (Miguel ve ark., 2014, Ruiz-Rodriguez ve ark.,
2011) AUL meyvesinin antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugunu gosteren c¢aligmalar da

mevcuttur (Ruiz-Rodriguez ve ark., 2011)



1.1.1. AUL icerigi ve antioksidan ézelligi:

AUL ihtiva ettigi yiiksek flavonidler nedeniyle antioksidan 6zellik gdstermektedir.
Sadece meyvesi degil bitkinin yapraklar1 da yiiksek diizeyde fenolik madde icermektedir.
(Mendes, de Freitas, Baptista, & Carvalho, 2011). Literatiire bakildiginda bitkinin
iceriginde; ucucu bilesenler ile birlikte sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum gibi
onemli mineraller bulundugu belirtilmistir. Iceriginde ayrica beta karoten, E ve C vitamini
gibi vitaminlerin de mevcut oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Miguel ve ark.,
2014; Ozcan & Haciseferogullar1, 2007; Olveria ve ark., 2011) Benzer diger calismlar da
AUL meyvesinde yiiksek oranda gentisik asit ve gallik asit gibi bilesenlerin mevcut
oldugunu belirtmektedir (Miguel ve ark., 2014; Olveria ve ark., 2011; Ayaz ve ark., 2000.)

Pabugcuoglu ve ark. 'min 2003 yilinda yaptiklart bir ¢alismada AUL bitkisinin
yapraklarinda vitamin E, fenol ve flavanol glikozitler tespit etmisler ve yapraklarinin yiiksek
oranda antioksidan 6zelligini vurgulamislardir. (Pabugcuoglu, Kivgak, Bas, & Mert, 2003).

Ayaz ve ark.'nin 2000 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada Samsun ve ¢evresinden elde
edilen AUL meyvelerinin igeriginde basta gentisik asit ve gallik asit olmak (izere, prokatesik
asit, vanilik, m-anisik asit ve p-hidrosibenzoik asit gibi fenolik asit tirevlerini analiz
etmislerdir (Ayaz ve ark., 2000).

Arbutus Unedo L. igerigindeki yiiksek C vitamini nedeniyle giiglii bir antioksidandir.
Antioksidanlar; FA gibi viicutta biriken serbest radikalleri yakalayabilme 6zelligine sahiptir.
1.2.  Formaldehit

Literatiirde ilk olarak 1855 yilinda tanimlanan formaldehit (FA), renksiz oldukga
keskin kokulu bir kimyasaldir. 1867 yilinda metanoliin dehidrasyonu ile sentezlenerek
Alman bilimadami August Wilhem von Hofman tarafindan kesfedilmistir. FA'nin ilk saf
olarak izolasyonu ise 1892 yilinda Friedrich August Kekule 'von Stradonitz tarafindan
saglanmistir (The perspective; Salthammer, Mentese, & Marutzky, 2010).

1.2.1. Formaldehitin kimyasal Ozellikleri

Oda sicakliginda renksiz, oldukga keskin kokulu bir gaz olan FA; oksometan, metanal
oksimetilen, metilen oksit, formik aldehid, metil aldehid ve Uluslaras1 Saf ve Uygulamali
Kimya Birligi (International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)) 'nin tanimu ile
methanol olarak bilinmektedir. (Windholz, Budavari, Blumetti, & Otterbein, 1983; IARC
2006; Winkler 2011, Viegas ve ark. 2010). -21 °C ile -19 ° C arasinda kaynama noktasina
ulasan FA'nin molekiil agirlig1 ise 30.03 'dir. FA'nin kimyasal formiilii CH20' dir. (IARC
2006; OSHA 2010). Yanici, ugucu ve pek ¢ok kimyasal ile biaraya geldiginde reaksiyona



girerek patlayici 6zellik gdstermektedir. Sicaklik 150 °C'nin {istline ¢iktiginda karbondioksit

ve monoksite parcalanmaktadir. Polar ¢oziiciilerde (6rnegin su ve alkol) oldukg¢a kolay

¢oziinen FA'min polar olmayan (6rnegin pentan, benzen, hekzan, toluen) coziiculerde

cozinmesi zordur. % 37 'lik en yaygin ticari formu formalin'dir. Kati formu polimer

paraformaldehit ve trioksan (CH20)s ticari isimleri ile bulunmaktadir (Tablo 1.1) (Howard,
1990; IPCS, 2002; Winkler, 2011; ATSDR 1999).

Tablo 1.1.Formaldehit'in Fizyokimyasal Ozellikleri (Aydin, 2009)

OZELLIKLER BiLGI
Kimyasal adi: Formaldehit
Tupac Adi: Metanal
Sinonimleri: Formik aldehit, metanal, metil aldehit, metilen oksit, oksimetilen,

oksometan

%37'lik Sulu Cozeltisine Ait Kayith Ticari
Isimlendirilmesi

Formalin, formol, morbicid, veracur
Sulu ¢dzeltisi stabilize edici % 10-15 metanol icerir.

Polimerik Formunun Ticari isimlendirilmesi

Paraformaldehit, polioksimetilen, metilen glikol, paraform, formagen

Kimyasal Formulu CH20
Kimyasal Yapisi
Molekiil Agirhgi 30.03 g/mol

Erime Noktasi

-118 °C ve -92 °C arasidur.

Kaynama Noktasi

-21 °C ve -19 °C arasidir

Spesifik Yogunlugu 0.815 g/ml (-20 °C) ve 1.08 g/ml (20 °C)
Ph 2.8-4.0

Koku Keskin, bogucu ve rahatsiz edici kokulu
Havada Esik Koku Limiti 0.5-1.0 ppm

Suda Esik Koku Limiti Ve Tat Limiti 50ppm

Polimerizasyonu

Suda hizla polimerize olur

Fotoliz

Giines 15181nda yar1 omrii 1.6-19 saattir ve fotoliz sonrasl H2 ve CO veya

H+ ve HCO-olusur.

Parlama Noktasi

60 °C

Gecimsizlik

Alkali, asit ve oksidanlar, izosiyanat ve anhidritler ile reaksiyona girer.
Hidroklorik asitle reaksiyonunda etkin karsinojen bis-klorometil eter
olusur.

Nitrojen oksit, nitro metan, perklorik asit ve anilin ile reaksiyona girer
veya peroksiformik asit ile patlayict iiriin olugturur.




1.2.2. Formaldehit'in dogada olusum sekilleri, Gretimi ve kullanim alanlari:

FA'nin ortaya ¢ikis sekilleri ¢esitlilik gosterir. Dogal olarak olusum ¢esitleri asagidaki

gibi 6zetlenebilir;

FA sularda ve havada dogal olarak veya insan kaynakli olarak bulunmaktadir. Sularda
organik materyallerin gilines enerjisi ile pargalanmasi sebebiyle bulunmaktadir. Dogada ise
¢oplerin ve ormanin tam olarak yanmamasi ve organik materyallerin ¢esitli aktiviteleri ile
dogaya salinmaktadir. FA, atmosferin traposfer katmaninda bulunan, izopren, metan ve hava
kirliligine bagli olarak bulunan aldehitler, alken ve alkoller karbonlarin oksidasyonu ile
meydana gelebilmektedir. (IPCS, 1989). Canlilarda metabolik bir madde olarak kuguk
miktarlarda bulunabilmektedir. Tam olarak yanmayan yakitlar sebebi ile motorlu tasitlardan
salmabilmektedir. Pek ¢ok tiirevde maddenin yanmasi ile salmabilir. Ornegin tarim
alanlarmin yakilmasi, sigara dumani, atik tesislerindeki yanma islemi, gida sektdriinde
pisirme esnasinda FA olusabilir. (IPCS, 2002) Evlerde yemek pisirme de kullanilan gazlar

ve ev diginda otomobil egzoslarindan yayilan gazlarda ortama FA yayar. (Imbus, 1985).

Ucuz bir kimyasal katalizor oldugu i¢in endiistride kullanim alanlar1 oldukg¢a genis bir
yayilim gosteren FA 'in iki sekilde iiretimi mevcuttur; Birincisi giimiis telleri ve giimiis
kristallerinin metanol ile oksidatif dehidrojenasyonuyla meydana gelir. Ikinci sekli
isenmetanoliin, demir molibden oksitleri ile oksidatif dehidrojenasyonu ile
gerceklesmektedir. (IPCS,1989; Walker, 1975).

FA kimya endustrisinde; melamin ve fenolik- formaldehit, pentaeritriol gibi recine
elde etmek Uzere; kagit ve tekstil isleme sanayisinde, kagit ve tekstil tirtinlerini islemek tizere
oldukga sik kullanilir. Tibbi ve diger alanlardaki kullanim orani toplam FA kullaniminin
yaklasik %1.5'unu olusturur (Tablo 1.2) (Aydin S, 2009).

FA'nin sanayi ve endiistriyel alanda kullanimlarinin disinda dokularin bozulmasinm
Onledigi i¢in anatomi laboratuvarlarinda kadavra tahnitinde ve morglarda mumyalama

soliisyonu olarak kullanilmaktadir (Winkler, 2011).



Tablo 1.2. Formaldehit ara Grinleri ve kullanim yerleri (Aydin, 2009)

Ara URUN

KULLANILDIGI URUNLER

Ure Formaldehit Recineleri

Sunta ve fiber levhalar, kontrplak, kagit ve tekstil
urdinleri, kaliplama karigimlar, yiizey kaplamalari,

kopukler

Fenolik Regineler

Kontrplak yapistiricilari, yalittm maddeleri, dokim

baglayicilar

Melamin Regineler

Ylzey  kaplamalan, kaliplama  karigimlari,

laminantlar, aga¢ tutkallar

Hekzametilentetramin

Fenolik termofiksaj, recine sertlestirici maddeler,

patlayicilar

Trimetilolpropan

Uretanlar, kaydiricilar, alkid regineler, ok

fonksiyonlu akrilatlar

1,4-butandiol

Tetrahidrofuran, buttirolakton, polibitiren terefitalat

Poliasetal Regineler

Oto uygulamalan, sthhi tesisat bilesenleri

Pentaeritriol

Alkid regineler, sentetik kaydiricilar, agactan elde
edilen tall yagi esterleri (biyodizel iiretiminde

kullanilir,), dokiim regineleri, patlayicilar




1.2.3. Formaldehitin saglik Uzerine etkileri

Oldukga toksik bir kimyasal olan FA'in zarali etkilerini ortaya koyan pek ¢ok calisma
yapilmistir. FA maruziyetinde ortaya ¢ikan bazi belirtiler; bagagrisi, bulanik gérme, diyare,

kusma, Oksiiriik ve bogaz agris1 olarak siralanabilir (Tang ve ark., 2009).

Yapilan bir calisma ile 0,3-0,4 ppm FA maruziyetinde burun-bogaz ve gézde irritasyon

ve gozyasinda artis oldugu belirtilmistir (Aydin, 2009).

FA'min inhale edilmesi, cilt ile dogrudan temasi ciddi toksisitelere neden
olabilmektedir (Aric1 ve ark., 2014). Cilt tzerinde de olumsuz etkileri bulunan FA'in, kontakt
dematit ve dermatolojik olarak inflamasyonlara neden oldugu rapor edilmistir (Saito ve ark.,
2011; Winkler 2011). FA'in inhalasyonundan hemen sonra akcigerler tarafindan hizla
tutulmaktadir. Literatiirde pek calisma ile FA'in solunmasiyla burun, pharynx (yutak),
akciger kanseri ve 16semiye neden oldugu belirtilmistir (Cuglan 2012; Asik 2016; Aydin
2015).

FA sinir sistemi tizerine toksik etkileri bulunan bir kimyasaldir (Jiang ve ark., 2015;
Songur, Ozen, & Sarsilmaz, 2010). Yapilan sayisiz ¢alisma ile merkezi sinir sistemi {izerine
olumsuz etkileri ortaya konan FA'in 6zellikle 6grenme ve hafiza merkezlerinde tahrip edici

etkileri rapor edilmistir (Karacan ve ark. 2017)

1994 yilinda yapilan bir calisma ile uzun yillar FA 'e maruz kalmis ii¢ anatomistie
uygulanan norolojik testlerde anatomi calisanlarinin yetersiz performans gosterdigi
belirtilmistir (Kilburn, 1994). Histoloji laboratuvarlarinda calisan teknikerler ve biiro
calisanlar1 ile yapilan bir arastirma calismasinda FA'e maruz kalan teknikerlerin biiro
calisanlarina gore daha sinirli, dikkat daginiklig1 ve uyku diizensizligi daha yiiksek olarak
rapor edilmistir (Kilburn ve ark., 1985). Oral gavaj ile haftada 5 giin 40mg/kg/giin olarak
FA'e maruz birakilan tavsanlarin merkezi sinir sistemleri (MSS)'nde néronal hasar, DNA
hasar1 ve apoptotik hiicreler rapor edilmistir. (Arici ve ark., 2014) Nie ve arkadagslarinin 2007
yilinda yaptiklari bir ¢aligma ile FA'in tau proteininin yanlis katlanmasiyla iliskili olabilecegi

rapor edilmistir (Nie ve ark., 2007).



1.3. Embriyoloji
1.3.1. Hippocampus embriyolojisi:

Lobus limbicus, embriyolojik olarak korteksin farklilasmaya baslayan ilk bolimiidiir.
Limbik lob 6nce hemispherium cerebrinin alt ve i¢ tarafinda dairesel bir serit seklinde uzanir.
Fissura choroidea'nin dig tarafi hippocampal formasyonu olusturur. Choroid fissurun
disindaki alanda cortex cerebrinin oncul ndral hicreleri ¢ogalir ve go¢ eder. Boylece
hemisferlerin duvari kalinlasir ve ventrikiillerin i¢ yiiziinde bir kabariklik olusturur. Bu
kabariklik hippocampustur. Hippocampus fetal hayatin yaklasik 13-14. haftalarinda lobus
temporalisin i¢ kenarinda hippokampal oluk tarafindan sinirlanmaktadir. Sulcus
hippocampalis, hippokampal olusumu boyunca sig bir oluk olarak hemispherium
cerebrilerin i¢ ylzeyini caprazlar. Takip eden ilk iki haftada dentat gyrus ve hippocampus
proprius medial yonde katlanmaya baglar. Bu asamada gyrus dentatus "U" harfine
benzemektedir. CA1-CA2 ve CAS3 alanlari ise diiz bir hat halindedir. 18-20. haftalarda
subiculum ve hippocampus birbirlerine yaklasir. CA1 ve CA3 alanlar1 yay seklini alirken
CA4 alani dentat gyrusun i¢ine dogru sokulur. Hacimsel olarak blyuyen hippocampusun
ventrikule bakan ylzii mediale dogru ¢ikint1 yaparken hemisfere bakan tarafi kalinlasir ve

erigkin formuna kavusur. (Erzurumlu, Sengul, & Ulupinar, 2019; Gray's Anatomy 2016)

1.4. Histoloji
1.4.1. Hippocampus histolojisi:

Piramidal ndronlar hippocampus'u olusturan temel hiicre gruplaridir. Bu hicre
tiplerinin bazal dentritleri, ventrikiile dogru; apikal olanlar1 ise dentat gyrus yoéninde
uzanirlar.

Mikroskobik olarak hippocampus ventrikillere komsu yiizden gyrus dentatusa dogru
siralanan alt1 tabakadan olusur.

Stratum plexiforme externum (alveus): En derin tabakadir. Bu katmanda entorhinal
korteksten hippocampuse gelen lifler yer alir.

Stratum oriens: Horizantal trilaminar hucreler, esas piramidal hticrelerin bazal
dentritleri ve sepet hiicreleri bu tabakada yer alir.

Stratum pyramidalis: Bu tabaka CA3 bolgesinde yeralan pekgok interndron tipine ait

hicre govdelerini ve yosunsu lif sinapslarini ihtiva eder.



Stratum lucidum: Sadece CA3 alanina 6zgii bir katmandir. Insanda diger canlilara
oranla daha belirgin sekilde yer alir. En ince hippocampus katmanidir. Iceriginde yosunsu
lifler yer alir.

Stratum radiatum: Sepet ve radial trilaminar hiicrelerden olusan bu katman ayni
zamanda Schaffer Kollateral Liflerini de icerir. Schaffer Kollateral Lifleri, CA3 ten CAl'e
uzanir. Bu lifler; septal, bellek ve comissural iletim aginin temelini olusturmaktadir.

Stratum Lacunosum moleculare: Hem schaffer kollateral liflerini hem de entorhinal
korteks yiizeyel tabakasindan hippocampus'a gelen perforan yolak liflerini barindirir.

Gyrus dentatus: Gyrus parahippocampalis ile fimbria hippocampi arasinda uzanan gri
cevher yapisidir. Mikroskobik olarak ti¢ katmanlidir. En dista polimorfik tabak bulunur.
Granller tabaka polimorfik tabakadan sonra gelen tabakadir ve ¢ok sayida modifiye
piramidal hiicre ve pekgok internérondan meydana gelir. Bu tabakanin derininde molekiiler
tabaka yer alir ve bu katmanda temel hippokampal afferent lifler yer alir. (Erzurumlu ve ark.,
2019).



1.5. Anatomi
1.5.1. Hippocampus anatomisi

Genel bir ifade ile "formatio hippocampi” olarak bilinen hippocampus; emosyon,
anlama, 6grenme gibi islevleri nedeniyle siirekli olarak arastirmalara konu olmaktadir.
Hippocampus; lateral ventrikilin cornu inferior boélimundeki beyin dokusunun kendi
Uzerine kivrilmasi ile olusan temporal loba uyan gri cevher kitlesidir. Vasati olarak 5cm.
uzunlugunda olan hippocampus sekil olarak deniz atina benzer (Sekil 1.1). Bu benzerlikten
dolay1 Grekge (hippo:at, kampos: deniz) denizati anlamina gelen hippocampus ismi ile
bilinmektedir.

Sekil 1.1. Hippocampus illiistrasyonu (Denizati benzerligi) (Cizim Mehtap ERDOGAN)

Hippocampus'liin "alveus” ve "pes hipokampi” olmak Uzere iki boliumi mevcuttur.
Anteriora dogru genisleyerek parmaksi sekilde sonlanan bélimine pes hippocampi denir.
Bu boliimde yeralan ¢ikintili uzantilara digitationes hippocampi denir. Alveus hippocampi,
miyelinli akson liflerinden olusan ventriculus lateralise komsu olan bolimudir. Alveus
icerisindeki lifler arkaya mediale dogru birleserek fimbria hippocampi adi verilen lif
demetini olusturur. (Guyton, 1989; Taner, 2002; Erzurumlu ve ark., 2019).
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Fimbria hippocampiye dahil olan lifler arkaya dogru fornix adini alir. Fornixte
karsilikli olarak uzanan afferent lifler ile birlikte efferent lifler mevcuttur. Hippocampusin
en belirgin efferent yolagi olan fornix, hipothalamusun afferent yollarinin en sarih olanidir.
Fornix; subiculum ve hippocampusten aksonlar tasir. Hippocampusten baslayan fornix
ventrikulus lateraliste C harfi seklinde ilerleyerek septum pellucidum civarinda diklemesine
asagl dogru ilerleyerek hypothalamusa iner. Fornix'in fimbria hippocampusten sonraki
bolumu olan crura fornicisler septum pellucidum corpusu civarinda birbirlerine yaklasarak
corpus fornicise dontisiir. Corpus fornicis comissura antrerior yakininda iki siituna ayrilarak
columna fornicis adin1 alir. Crura fornicisler arasindaki akson lifleri ¢aprazlasarak comissura
fornicisi meydana getirirler. Comissura fornicisler her iki cerebral hemisferde yeralan
hippocampuslerin senkronize ¢aligmasini saglar (Thoma ve ark.,2009; Erzurumlu ve ark.,
2019). Fornix; corpus mamillare, hippocampus ve thalamus 6n g¢ekirdekleri ile baglanti
saglamaktadir.

Subiculum, hippocampus proprius ve gyrus dentatus olmak tizere hippocampus (¢ ana
alt baglik altinda toplanabilir (Sekil 1.2). Hippocampus proprius ve gyrus dentatus birlikte
cornu ammonis olarak ifade edilebilir.

Subiculum:

Histolojik olarak piramidal hiicre tabakasi hippocampusten daha kalin olan subiculum
entorinal cortex ve hippocampus arasindaki baglanti bdolgesidir. Devaminda gyrus
parahippocampalis bulunmaktadir.

Hippocampus Proprius (Cornu Ammonis):

Bu kisim cornu ammonis olarak tabir edilir. Bu isimlendirme bahse konu hippocampus
boliimiiniin frontal kesitlerde kog boynuzuna benzedigi i¢in kullanilmaktadir. Zira "Ammon"
kelime manasi olarak kog¢ basli bir misir tanrisinin ismidir. Cornu ammoniste 4 tip hiicre tiri
bulunmaktadir, bu sebeple cornu ammonis bag harflerinden olusan CA kisaltmasina eklenen

rakamlar ile 4 ana alt birime ayrilmaktdir. (CA1-CA2-CA3-CA4).



Gyrus dentatus

Subiculum Plexus choroideus

Hippocampus
proprius

Area entorhinalis

Gyrus
parahippocampalis

Sulcus collateralis

Sekil 1.2. Koronal bir kesitte hippocampus yerlesimi (Cizim Mehtap ERDOGAN)

CA3 ve CA2; CAl ve CA4 alanlant arasinda yer almaktadir (Sekil 1.3) ve
birbirlerinden kesin bir sinir ile ayrilmamaktadir. CAl alani subiculuma yakin olan alandir.
CA4 ise gyrus dentatus siirlarinda yer alan kisimlardir. CA3 en biyik piramidal hiicre
grubuma sahip olan alandir, CA2 ise bu alanin ziddina en kiiguk piramidal hiicre grubuna
sahiptir. CA3 alan1 hem gyrus dentatus hem de entorhinal korteksten gelen perforan yolak
lifleri ile baglant1 saglar. Bu baglamda CA3 hippocampusun senkronize aktiviteler Ureten
pili olarak gorev yapar. CA1 diger boliimlere gore en karmasik olanidir zira katman lifleri

hem rostrocaudal hem de transvers olarak uzanir (Knierim 2015, Erzurumlu ve ark. 2019).



Fimbria Plexus

hippocampi choroideus p
Fornix CAl
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parahippocampalis (4

Sekil 1.3. Hippocampus béliimleri illiistrasyonu (Cizim Mehtap ERDOGAN)
Gyrus Dentatus:

Formatio hippocampus bilesenlerinden biridir. Hilus ve fascia dentata denilen
yapilardan olusmaktadir. Facia dentata cerebral korteksin en ilkel kisimlarindan biridir.
Facia dentatanin ana noron tipi kii¢iik graniiler noronlardir. Kiglk grandler hicre
tabakasinin CA3 alanina giden miyelinsiz aksonlarina yosunsu lifler denir. Yani gyrus
dentatus yosunsu lifler aracilifiyla CA3 alaninda yer alan piramidal hiicreler ile baglanti

kurar (Erzurumlu ve ark., 2019).



1.5.2. Beyin Kaynaklh Norotrofik Faktor (BDNF, Brain derived neurotrophic factor)

Proteini

BDNF santral ve periferik sinir sistemi igerisinde yer alan néronlarin biiyiime, yasama
ve fonksiyonlarini yerine getirmesinde rol oynar. Kisaca néronlarin biiyiiylip gelismesini ve
sinaps fonksiyonlarini yerine getirmesini saglayan 6nemli bir norotrofindir (Kazak, &
Yarim, 2015). Temel olarak periferik sinir sisteminde yeralan noronlarin devamliligiyla
iliskilendirilmektedir. (Lewin, & Barde, 1996).

Yapilan ¢alismalar BDNF proteininin; hypothalamus, thalamus, amygdala, colliculus
superior, medulla spinalis, bulbus olfactorius ve cerebellumda mevcut oldugunu
gostermistir. Hippocampus CAL bolgesi, yogun nucleuslu vezikiiller, cerebral kortekste yer
alan piramidal hicreler BDNF'nin spesifik sinir sistemi lokalizasyon alanlar1 olarak
tamimlanmaktadir (Lessman, Gottman, & Malcangio, 2003). BDNF geni onbirinci
kromozomda yer alir ve gérevi BDNF 'yi kodlamaktir (Luo ve ark., 2019). BDNF gorevleri
arasinda sinir sistemi yaralanmalarinda ndéron hasarimi Onlemek ve oksidatif hasar
engellemek yer alir (Yin ve ark., 2014, Jiang ve ark., 2015). BDNF'ninde bir iiyesi oldugu
ndérotrophin ailesi ndrogenezi baslatmakla gorevlidir (Zigova, Pencea, Wiegand, & Luskin,
1998; Benraiss, Chmielnicki, Lerner, Roh, & Goldman, 2001; Pencea, Bingaman, Wiegand,
& Luskin, 2001). Norogenez, yeni noronlarin olusmasidir. Eskiden nérogenezin sadece
gelismekte olan canlilarda mevcut oldugu diisiiniilse de; yapilan son arastirmalara gore
ndrogenez hayat boyu devam etmektedir. Norogenezi diizenleyenler biylime faktorleridir.
Buyume faktorlerinin nérogenezi duzenlemesi ile yeni hiicreler olugsmaya baslar.
Anlatilanlardan anlasilacagi iizere basta BDNF olmak tizere biyume faktorleri néronlar ve
glia hiicrelerinin gelisiminde ve bu hiicrelerin canli kalmalarinda 6nem arzeder (Dobbing
1970; Cameron, Hazel & McKay, 1998). Memeli organizmasinda cerebral nérogenez iki
alan ile sinirhidir. Bu alanlardan biri gyrus dentatusta yer alan subgraniiler alan digeri ise
ventriculus lateralis'in subventriculer alamidir. Hippocampiisin gyrus dentatusununda yer
alan subgraniiler alanda olusan hiicreler hippocampusun grantler katmanina dogru ilerler.
Subventriculer alanda tretilen hicreler ise rostral go¢ akimi ile bulbus olfactoriusa giderler
(Eriksson ve ark., 1998; Whitman, & Greer, 2009).

Fareler iizerinde yapilan c¢alismalar goOstermistir ki yetiskin olanlarin cerebral
subventriculer alaninda guinde ortalama otuz bin néron olusmaktadir. Bu say1 her bir farenin

total cerebral ndron sayisi olan 110 milyon hiicrenin yaklasik 0.03'line denk gelir. Gyrus
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dentatusta ise guinlik ortalama yeni néron sayist 9 bindir ki bu say1 da toplam yetiskin fare
beynindeki ortalama néron sayisinin binde Ggldir (Whitman, & Greer, 2009; Bordiuk,
Smith, Morin & Seménov, 2014). Basta BDNF olmak iizere diger biiyiime faktorleri bu

hiicrelerin canli kalmalarini saglarlar (Cameron ve ark., 1998)

BDNF mRNA dizisi olan genlerin fonksiyonel protein yapilara doniisiim asamalari
patolojik ve fizyolojik durumlarda farklilik gosterir (Castrén, Thoenen, Lindholm, 1995;
Howells ve ark., 2000, Chen, Dowlatshahi, MacQueen, Wang, & Young, 2001). Hafiza ve
ogrenme ile ilgili uyarilarda RNA ve BDNF ekspresyonu artmaktadir (Patterson, Grover,
Schwartzkroin, & Brothwell, 1992; Bramham, Southard, Sarvey, Herkenhem, & Brady,
1996). BDNF ekspresyonu oestrus ve fiziksel aktivite yogunlugu ile degismektedir (Neeper,
Gomez-Pinilla, Choi, & Cotman, 1995; Scharfman, Mercurio, Goodman, Wilson, &
MacLusky, 2003) Noronun devamliligini siirdiirebilmesi igin sitiimulasyonu ve fonksiyon
gormesi elzemdir. Bu fonksiyonlar1 gergeklestiriken salgidagit BDNF sayesinde hiicrenin
sitimilasyona uyumunu arttiran yapisal sinaptik farkliliklara neden olurken ayni zamanda

apoptozisede engel olmaktadir (Goénul, & Akdeniz, 2002).

Norodejeneratif Hastaliklarda BDNF serum diizeyi farklilik gostermektedir. Yapilan
bazi ¢aligmalar ile, multiple skleroz (MS) gibi MSS'ni tutan hastaliklarda, serumda BDNF
duzeyinin yikseldigi belirlenmistir (Frota ve ark., 2009). Bazi arastirmacilar bu durumun
vicudun patolojik bir durumda yangisal reaksiyon goéstererek néronlart korudugunu ileri
strerek aciklamiglardir (Hohlfeld, Kerschensteiner, Stadelmann, Lassmann, & Wekerle,
2000; Lommatzsch ve ark., 2005). MS hastalar ile diger MSS hastalarinin karsilagtirildigi
bir diger ¢alismada ise, MS hastalarinda MRNA BDNF ekspresyonunun diger hastaliklara
ve kontrol gruplarina oranla yiizde altmis oraninda daha yuksek oldugunu belirlemislerdir
(Gielen, Khademi, Muhallab, Olsson & Piehl 2003). Baska bir ¢caligmada ise, MS'in ilerleyen
evrelerindeki hastalarda BDNF (retimindeki azalmanin, atak ve azalma dénemine gore daha

belirgin oldugunu ifade etmislerdir (Tongiorgi ve ark., 2012).

1.6. Oksidatif Stres

Oksidatif Stres tanim olarak reaktif oksijen turleri (ROS) 'nin meydana gelme hizinin
organizmada mevcut antioksidanlarin koruyucu etkisini asmasi ile bozulan denge olarak
tanimlanmaktadir. ROS, oksijen kaynakli serbest radikallerdir. ROS ve serbest radikaller
canli organizmanin metabolik siireclerinde dogal olarak ortaya ¢iktigi gibi FA gibi toksik

kimyasallar, sigara dumani, endustriyel kimyasallar ve hava kirleticilerine maruz kalma ile
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de ortaya ¢ikabilmektedir. SO0zU gecen serbest radikaller ve reaktif oksijen tirleri
metabolizmanin antioksidan sistemi ile organizmadan uzaklastirilmaktadir (Zelzer ve ark.,

2018, Gokpinar, Koray, Ak¢icek, Goksan, & Durmaz 2006).

Pekgok antioksidan ozelligi gosteren enzimler, C ve E vitamini bilesikleri ve
mineraller oksidasyona kars1 denge islevi goriir. Bu dengenin reaktif oksijen turleri lehine
bozulmasi oksidatif stresi meydana getirir (Altiner, Atalay, & Bilal, 2017). ROS'in artmasi
ile ortaya ¢ikan oksidatif stres ile proteinler, lipit ve deksiribo nikleik asit (DNA)' ler yapisal

hasara ugrar ve bu durum hiicre 6liimlerine sebep olur (Giordano, 2005).

Hicresel hasar mekanizmalarindan biri lipid peroksidasyonudur. Lipit peroksidayonu
oksidatif stresin gostergelerinden biridir. Lipit peroksidayonunda hiicre zar1 gegirgenligi
artar ve zarda perforasyon gelisebilir. Ozetle lipit peroksidasyonu hiicresel fonsiyonlarin
bozulmasina neden olur (Betteridge, 2000). Lipit peroksidasyonu ile olduk¢a mutajenik olan
malondialdehit (MDA) gibi pekcok aldehit grubu ikincil Griin olarak ortaya ¢ikabilir
(Esterbaur, & Cheeseman, 1990).

1.7.  Apoptozis

Apoptozis (apoptoz) artik gérevini tamamlamis ya da DNA 's1 bozulmus hiicrelerin
etrafindaki hiicre ve dokulara zarar vermeden ortadan kaldirilmasi islemidir. D6llenme
gerceklesmesinden itibaren tiim organizma hayati boyunca dokularin devamlilig1 apoptozis,
mitoz ve hiicre 8liimii iigliisii arasindaki denge ile saglanmaktadir (Oktem, Ozhan, & Ozol,
2001; Parlakpimnar, Kog, & Acet, 2004; Elmore, 2007). Yunanca yaprak dokiimii anlamina
gelen apoptozis, programli hiicre 6liimiidiir. Cok hiicreli organizmalarda hiicre bolunmeleri
ile artan hiicre sayisinin programli hiicre intihari ile hiicre sayisinin dengelenir (Mak, 2003;
Pinarbasi, 2007; Cumming, Winterfold, & Walker, 1997). Bu sure¢ fizyolojik bir durum
oldugu i¢in fizyolojik hiicre 6liimii (physiological cell death) olarak ta adlandirilmaktadir
(Schwartzman & Cidloski 1993, Cohen 1993, Bellamy, Malcomson, Harrison, & Wylie,
1995). Apoptoz, artik gereksinim duyulmayan hiicre i¢in haberci sistemlerden bir sinyal
alindiktan sonra baslayan bir siirectir. Bu siiregte hlicrede, morfolojik ve biyokimyasal
degisim ortaya ¢ikar. Bu degisimler, hlcre kigllmesi, apoptotik cisimcikler gdzlenmesi,
DNA pargalanmasi, kromatin yogunlasmasi, fosfotidilserin molekiillerinin hiicre zar1 digina

cikmasi seklinde siralanabilir.
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Apoptoza ugrayan hiicrede sitoplazma kiigiiliip biiziismeye baslar. Bazi yapisal
proteinlerin pargalanmasi ile nucleus yogunlagsmaya baslar ve genellikle ¢ekirdek kromatin,
¢ekirdek zarinin i¢ tarafina dogru yer degistirir, bu sebeple at nali veya C harfine benzer bir
sekil alir. Bu gorintii ile makrofajlarin dikkatini ¢eken kiigiilmiis membranla cevrili
hlcrelere doniisiir. Bu kuglk apoptotik yapilarin igerisinde; sikica sarilmis organeller,
sitoplazma ve bazilari igerisinde nucleus pargalari yer alir (Mountz, & Zhou, 2001; Pinarbasi
2007; Trump, Berezesky, Chang, & Phelps, 1997). Apoptoziste hiicre DNA'sinda ortalama
icylizbin kirllma meydana gelmektedir (Zhang, & Xu, 2002)

Apoptozis yasamin her doneminde devam eden bir siirectir. Ornegin embriyolojik
hayatta el ve ayak parmaklari baslangigta bitisi iken aralardaki hiicreler zamanla yikima
ugrar ve parmaklar birbirinden ayrilmasi, laktasyon doneminin bitmesi ile glandula
mammariada meydana gelen gerileme, geriatrik ddnemdeki organ atrofileri fizyolojik olarak
apoptozise Ornek olarak gosterilebilir. Radyasyon, kemoterapi, hipoksiye bagli hiicre
olumleri, Miyokard infarktiisii (MI) gibi iskemik hastaliklarda ortaya ¢ikan hiicre 6liimleri
ise patolojik apoptozis olarak tanimlanmaktadir (Kiess & Brian 1998; Oktem ve ark. 2001;
Elmore 2007).

Apoptozis ile hiicrede meydana gelen bu degisimleri teshis edebilmek igin kullanilan
apoptoz belirtecleri arasinda; "M30 Yontemi”, "Agoroz jel elektroforezi”, "Real- Time, PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu)”, "Western Blot Yoéntemi”, "DNA Microarray”, "PET
(Pozitron Emisyon Tomografi) taramasi” ve "ELISA" gibi biyokimyasal yontemler ve
yuksek ¢Ozinme gucu olan tranmisyon elektron mikroskopisi ve 6nemli histolojik
yotemlerden olan "TUNEL", "Anneksin V yontemi", "ISEL (In Situ End- Labeling)
Yontemi”, "M30 yontemi", "Kaspaz-3 (Caspase-3) yontemleri" yer almaktadir (Yazici,
Alizadehshargh, & Akdogan, 2009).

1.7.1. Malondialdehit (MDA):

Reaktif oksijen turlerinin organizmada asir1 liretilmesi ile oksidan ve prooksidanlar
arasindaki denge bozulur ve hiicreler asiriliklar1 dengeleyemezse oksidatif stres ortaya cikar.

ROS lipitlere, membranlara, DNA gibi yapilara zarar verir.

Ug karbonlu bir dialdehit olan malondialdehit (MDA) canli organizmada serbest
radikallerin sebep oldugu; membranlarda disfonksiyon ve apoptozis ile sonuglanan

zincirleme bir reaksiyon sureci olan lipit peroksidasyonun son riintdir. Kisaca MDA lipit

11



peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan yikim tirlinlerinden biridir. Mutajenik ve karsinojenik olarak
bilinen MDA lipidlerde ¢apraz baglanmaya neden olur (Kilig, Malhatun, Elmali & Altan,
1988). Mutajenik ve karsinojenik olan MDA oksidatif hasar neticesinde olusur (Marnett,
2002). Serum MDA oksidatif hasar1 tespit etmede 6nemli bir belirtegtir.

1.7.2.Nitrik oksit (NO)

Apoptozis; kaspaz enziminin aktive olmasi, DNA dejenerasyonu, zar biitiinligiiniin

mitokondriyel seviyede bozulmasi gibi durumlar ile karakterizedir (Sen, & D'Incalci, 1992).
NO, kaspaz zincirini uyararak apoptozise sebep olabilir (Mohr, McCormick, & Lapetina,
1998).
Insanda MSS'nin atipik norotransmitter molekdillerinden biri olan NO, Nitrik Oksit Sentaz
(NOS) enziminin katalizérliigiinde meydana gelen bir reaksiyon ile Gretilir (Denninger, &
Marletta, 1999; Baranano ve Ferris, 2001; Essizoglu, Yildirim, Mengi, Oral, & Yurdakos,
2009). Canlida MSS'nde ikincil haberci olarak néronal fonksiyonlart modiile eder (Essizoglu
ve ark., 2009). Hareketlilik, 6grenme, saldirganlik, depresyon gibi duygusal ve biligsel
proseslerde rol oynar (Dzoljic, De Vries, & Dzoljic, 1997; Kleppisch & Feil, 2009).

Oksidatif strese neden olan serbest radikaller nitrojen kaynakli olabilir. Nitrik oksit
ve nitrojen dioksit Reaktif Nitrojen Turleri (RNS)'dir. Nitrik oksit, sitotoksik etkilerini DNA
sentezi ve poliferasyonu engelleyerek gergeklestirir. DNA sentezi ve poliferasyonunu ise
timidin kinaz ve riboniikleotid rediiktaz enzimlerini baskilayarak saglar. Karsinojenik
hicrelerin ve hiicre igindeki patojenlerin yok edilmesinde NO Uretimi 6nemli bir asamadir.
Fazla diizeyde NO duretilmesi ile meydana gelen sitotoksisitenin apoptozisi indiikledigini
gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Jadeski, Hum, & Lala, 2000).

ROS ile siirekli iletisim halinde oan NO stres durumunda mesajc1 olarak rol
oynamaktadir. Cok kisa dmurli bir serbest radikal olan NO'in son yillarda yapilan ¢aligmalar
ile pekcok biyolojik olayda 6nemli role sahip oldugu kanitlanmistir (Huerta, Chilka, &
Bonavida, 2008)

NO mitokondride degisimler meydana getirerek Sitokrom C (Sit C) salinimini
uyarmaktadir. Mitokondriden sitoplazma igerisine sit C salinimi apoptozi'in indiikklenmesi
ile iligkilidir. APAF-1 (Apopitotik Protease activating factor-1) sit C salinimi ile eger ATP
varlig1 soz konusu ise ¢esitli mekanizmalar ile kaspazlar1 aktif hale getirir. Bu aktivasyon
sonrast kaspaz-3 kaspaz-7'den ayrilarak aktif hale gelirler. Bu mekanizmlar neticesinde
Inositol Trifosfat (IP3) yoluyla yiiksek diizeyde hiicresel kalsiyum salinimina sebep olur.

Hicresel kalsiyum salinimi hiicre 6liimii yani apoptozis ile sonuglanir (Zou, ve ark., 1999)
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1.7.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon peroksidazin iki substratindan biri olan glutatyon, vicudun serbest
radikallere karsi savunmada anahtar bilesendir. Yogunlugu ve hiicreden birakilma hizi
oksidatif stresin bir gostergesidir. Oksidatif stres ve GSH diizeyleri arasinda pozitif iliski
bulunmaktadir. Literatiire bakildiginda hayvan deneyleri ile yapilan deneylerde oksidatif
stres arttiginda GSH dlzeyleri de yikselmektedir (Smith, Michael, & Anderson., 1993)

1.8. Kaspaz-3 (Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases-3) yontemi

Kaspaz-3 yalmizca apoptotik hiicrelerde  olusmaktadir. Bu ybntem ile
immunohistokimyasal boyama ile aktif kaspaz-3 tespit edilebilmektedir. Bu metodun
basarili olabilmesi i¢in apoptoza yol acan faktoriin kaspaz-3'i kirip kirmadiginin bilinmesi
veya arastirilan dokunun kaspaz-3'l eksprese edip etmediginin bilinmesi gerekmektedir

(Overbeeke, Steffens-Nakken, Vermes, Reutelingsperger, & Hanen, 1998).

2. AMAC
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Tibbi laboratuvarlarda siklikla kullanilan FA solusyonlarmin insan viicudunda
ozellikle 6grenme ve hafiza merkezi olan hippocampus lizerindeki hiicresel ve biyokimyasal
diuzeyde olumsuz etkilerini saptayarak, bu etkileri azaltmada olumlu yonde etki
gosterebilecegini diisiindiigiimiiz ’ Arbutus Unedo L.”” Oziitiiniin (i¢erigindeki C vitamini
ve fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinden dolay1) etkilerini ortaya koymay1

amaglamaktay1z.

3. YONTEM
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Arastirma ¢alismamiza Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
(KOU HADYEK) 10.09.2021 tarih ve 7/2-2021 sayili onay1 alindiktan sonra baglanmustir.
Deney asamasi Kocaeli Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Birimi (DETAB)'nde
yuriitiilmiistiir. Calismamizin diger asamalar1 Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi,

Histoloji ve Embriyoloji ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dallarinda gerceklestirilmistir.

3.1.  A.unedo L éziitii hazirlanmasi:

3.1.1. Arbutus unedo L. meyvesinin temin edilmesi

Arbutus unedo L. meyvesi Sakarya ili Pamukova ilgesinde eylul-kasim aylari
icerisinde topland1. Meyveler Sakarya Uygulamal1 Bilimler Universitesi Pamukova Meslek
Yiiksekokul Kimya ve Kimyasal Isleme Teknolojileri Boliimiinde Ogr. Gor. Dr. Zuhal

SAHIN tarafindan teshis edilmis olup toplanarak ekstraksiyon (6ziit) asamasina gecilmistir.

e Jiins ' S ®

———

Sﬁil ?: Deneyde kullanilan mevsimin e tplamls rbutus Unedo L meyvlérinin géfseli

(Sekil 3.1.)

3.1.2. Ekstraksiyon islemi
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Ekstraksiyon igin kullanilan materyal Freeze Drying yontemi ile kurutulup muhafaza
edilmistir. Kocayemis meyvesi (AUL) metil alkol ile 18000 rpm’de homojenize edilip, oda
kosullarinda ekstrakte edilmistir. Ekstraktlar buhner hunisinde vakum altinda kuruluga kadar
stizlilmistiir. (Sekil 3.2). Siiziintii rotary evoparatorde uzaklastirilmistir. Ekstraktlar (6z(it)
HPLC ve diger uygulama alanlar1 i¢cin uygun solvent ile istenilen konsantrasyonlarda

hazirlanip kullanilmigtir.

Sekil 3.2. Deneyde kullanilan A. Unedo L ekstratinin liyofilize halinin gérseli (vakumlu

poset)
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3.1.3. Meyve ekstratlarinin hplc analizleri

A.Unedo L. 6zitindeki (ekstrat) antioksidan 6zellikli fenolik (katesin, epikatesin,
resrevatrol ve gallik asit) bilesiklerinin analitik yiizdeleri HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) yontemi ile belirlenmistir. Ekstraksiyon analizleri Tarim ve Orman
Bakanlig1 Tekirdag Bagcilik ve Arastirma Enstitiisii midiirligiine baglt Gida Teknolojileri
Bolim( Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Arbutus Unedo L. 6ziti numunelerinde
Shimadzu LC-20A HPLC cihazinda 3 tekerrlr seklinde analizler gergeklestirilmistir.
Asagidaki tabloda 3 tekrar sonrasi elde edilen ortalama gallik asit, epikatesin, katesin ve

resrevatrol degerleri gosterilmektedir (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. A. Unedo L 6ziitiindeki antioksidan bilesiklerinin analitik yiizdeleri

Gallik asit (mg/kg) | Katesin (mg/kg) Epikatesin (mg/kg) t-Resveratrol
(mg/kg)
AUL-1 2.276,57 325,11 366,94 0,092
AUL-2 2.124,37 313,10 385,19 —
AUL-3 1.986,86 209,56 345,77 0,085
Ortalama 2.129,27 282,59 365,97 0,09

3.2.  Deney hayvanlari

Calismamizda; 36 adet Wistar-Albino cinsi 6 aylik disi siganlar kullanilmustir.
Hayvanlarm temini Kocaeli Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Birimi
(DETAB)'nden saglanmistir. Siganlarin beden agirliklar1 deneye baglanmadan dnce 6l¢iiliip
kaydedilmistir (239,13+ 13,26 gr). Hayvanlar giinlik dongi icerisinde oniki karanlik ve
oniki saat aydinlik ortamda takip edilmistir. Stres yasamalarini engellemek i¢in sicanlar
kendi kafeslerinde hareket alanlar1 kisitlanmadan izlenmistir. Hayvanlarin beslenmesinde;
pelet yem ve normal su kullanilmistir. Ortam sicakligi ise hayvanlarin dogal yasam 1s1s1 olan

20 derece olarak belirlendi. Ortamdaki nem miktar1 ise yiizde 20-40 olarak diizenlendi.

Hayvanlar rastgele secilerek her grupta 9 adet olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Her
gruptaki sicanlarin kuyruklart farkli renge boyanarak ayrilmistir (Sekil 3.3). Grup I’deki
siganlar Kontrol Grubu (KG) olarak Grup II’deki siganlar Deney Grubu (DG) olarak Grup
III’deki siganlar Formaldehit Grubu (FAG) olarak, grup IV’deki siganlar Sham Grubu (SG)

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Deney Hayvanlarinin gruplara ayrilmis gorseli

Calisma Oncesi ve ¢alisma sonunda tiim gruplarin agirhik Slg¢timleri ile morfometrik
ozellikleri incelendi. Once 30 gln olarak belirlenen deney siresi inhalayon ve gavaj
kayiplar1 goz Oniine alinarak 5 hafta olarak devam ettirilmistir.

KG (n=9); ratlara sadece normal hava verilirken,

DG (n=9); ratlara; haftada bes giin, giinliik 4 saat stire ile 10ppm FA ile birlikte
liyofilize A.Unedo L. 6ziitii (AO) oral gavaj ile giinliik 20 mg olarak verilmistir.

SG (n=9); ratlara AU 6zitu oral gavaj ile 30 gun boyunca gunlik 10 mg olarak

verilmisgtir.

FAG (n=9); ratlara deney boyunca subakut FA maruziyeti (10 ppm FA) haftanin bes
giinii, giinliik 4 saat seklinde uygulanmistir.
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Subakut FA maruziyeti Ekonomik isbirligi ve Kalkinma Orgiitiiniin en son yayinlanan

"OECD Guideline for the Testing Chemicals" protokoliine uygun olarak saglanmistir.

Deney hayvanlart deney oncesinde rastgele olarak segilerek gruplara ayrilmistir.
Deneyden 10 giin 6nce deney yapilacak alana getirilen siganlar bu alanda normal yem ve su
verilerek takip edilmistir. Deney Oncesi bu alana alismalari ve deney sirasinda stres

yasamamalari i¢in bu sekilde takip edilmislerdir (Sekil 3.4)

e ",

Sekil 3.4. Deney hayvanlarinin deney Oncesi gruplara ayrilmis bir gorseli

3.3.  Deney diizenegi

Calismamizda kullanilan deney kabini Kocaeli Universitesi Anatomi Anabilim
Dali'nda mevcut olan ve benzer bir ¢alismadan referans alinarak hazirlanan (Matsuoka,
Takaki, Ohtaki, & Shioda, 2010) cam bir kabindir. 100/70/30 cm ebatlarindaki kabinin i
kisminda 37 cm genisliginde bir biiyiik ve 15 cm genisliginde bir kiigiik olmak (zere iki
bolme yer almaktadir. Biiylik bolmeye deney hayvanlar yerlestirilirken; kiiciik olan
bolmeye FA soliisyonu konulmustur. Her iki bélme arasinda 6¢cm ¢apinda kiigiik bir delik
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ile formaldehit gecisi saglanmaktadir (Sekil 3.5). Deney kabininin cam tercih edilmesinin

sebebi oldukca toksik olan FA maruziyetine bagli olarak si¢anlarda gelisebilecek olumsuz

durumlar takip edebilmektir.

Kabin igindeki ortamda 10 ppm FA diizeyine erismek i¢in dar bélmeye ortalama 10-

12 damla FA damlatilmig kap birakildi.

37cm (L) 15cm (L)

“e

Hava cikis

G 32 N (H) ey

®
%f
2

> & Buhar _’%{\}7
e____-—— Deney boélmesi
bolmesi

Sekil 3.5. Deneyde kullanilan cam kabin modelinin illiistrasyonu. (Cizim Mehtap ERDOGAN)

Gunlik ortalama 4 saat siiren deney boyunca ugucu bir gaz olan FA diizeyini takip
edebilmek icin Honeywell ToxiRAE PRO (HCHO) markali dozimetre kullanildi (Sekil 3.6).
S0zu edilen dozimetre her alt1 ayda bir kalibre edilmesi gereken hassas bir 6l¢iim cihazidir.
Deneye baglamadan once cihazin kalibrasyonu yetkili firma tarafindan gergeklestirildi.
Ortamdaki FA dizeyi 10 ppm'in altina distikce FA damlatilmis pamuk yenisi ile

degistirildi. Giivenilir degerler elde etmek icin dozimetre hergiin deneye baglanmadan 6nce

kalibre edildi.
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Sekil 3.6. Ortamdaki FA diizeyinin Honeywell ToxiRAE PRO (HCHO) markali dozimetre
ile takibi

Deney siresi boyunca hayvanlarin miimkiin oldugunca dogru dozlarda FA
maruziyetine ve AUE miktar1 uygulanmasina azami ol¢lide dikkat edilmistir. Deney
hayvanlari merkezinde takip edilen hayvanlar deney odasina alinmadan 6nce herglin cam
kabin diizenegi uygun sekilde hazirlanmig (Sekil 3.7) ve kabin icerisindeki FA dlzeyi
sabitlenmistir. Dozimetre kalibrasyonu her gun deney 6ncesi yeniden yapilarak cam kabin
icerisindeki FA diizeyi 10 ppm'e esitlendikten sonra hayvanlar deney kabinine alinmistir.
Deney diizenegine alinan hayvanlarin fiziki ve genel durumlar siirekli arastirmaci tarafindan

takip edilerek ani degisimlerin yaratabilecegi olumsuzluklarin 6niine gegilmistir.
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Sekil 3.7. Deney sirasinda ¢ekilmis deney diizenegi gorseli (cam kabin)

3.4. Deney hayvanlarinin sakrifikasyonu

Deney besinci haftanin sonunda sonlandirildi. Deney sonunda tiim siganlar 6 mg/kg
Xylazine Hydrochloride (Rompun, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve 30 mg/kg Ketamine
Hydrochloride (Ketalar, Parke-Davis,Istanbul, Tiirkiye) ile derin anesteziye alind1 (Sekil 3.8)
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Sekil 3.8. Derin anestezi altindaki bir sican gorseli

Sonrasinda derin anestezi altindaki hayvanlarin jugular venlerinden biyokimyasal

analizler i¢in kullanilacak kan ornekleri alinmistir (Sekil 3.9)

Sekil 3.9. Sigan vena jugularisten kan 6rnegi alinmasi illiistrasyonu. (Cizim Mehtap ERDOGAN)
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Almnan kan 6rnekleri uygun tiiplere alindiktan sonra 15 dakika oda 1sisinda santrifij
islemi yapildiktan sonra biyokimyasal tahlillerin yapilacag: giine kadar +4 derecede kapagi

kapali sekilde muhafaza edilmistir.

Kan 6rnekleri alindiktan sonra siganlar giyotin (Sekil 3.10) ile sakrifiye edildi.

Sekil 3.10. Sakrifikasyonda kullanilan giyotin gorseli

Giyotin ile sakrifikasyonu saglanan siganlarin beyin dokulari, prosedire uygun
izolasyon teknigi ile ¢ikarildi (Sekil 3.11)

Beyin dokular1 %10' luk tamponize FA solusyonu igerisine alindi. Histolojik analizlere

kadar cerebral dokular soliisyon igerisinde saklandi.
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Sekil 3.11. Deney Hayvanlariin cerebral dokularinin izolasyon asamalar1 gorseli

3.5.  Agirhk takipleri

Scaltec-STB31 markali hassas terazi ile deneye baslamadan dnce ve deney sonunda

tiim hayvanlarin agirlik takipleri yapilarak deney sonunda karsilastirmalar yapildi.

3.6.  Histolojik analizler
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3.6.1. Caspase- 3 antikoru immunohistokimyasz

Deney sonunda hayvanlardan elde edilen beyin dokulari (her grupta totalde 9 adet),
%10' luk tamponize FA solusyonu igerisinde 3-7 giin boyunca fikse edildi. Bu islem sonunda
beyin dokular kasetlere alind1 sonrasinda ¢esme suyu ile yikand1 ve etanol serilerinde artan
derecelerde (sirastyla %70, %90, %96 ve %100) bir giin birakilarak dehidrate edildi.

Sonrasinda %100' lik etanol soliisyonu igerisinde toplamda yarim saatlik siire
zarfinda iki kez tutuldu ve 30 dakikalik periyotta seffaflagtirma islemi uygulandi. Bu
islemden hemen sonra seffaflasan cerebral dokular etiive alindi 56 °C’de 6nce yumusak
parafin icerisinde, akabinde 45 dakika boyunca sert siv1 parafin blok igerisinde bekletilerek
parafin bloklara gomiilme islemi tamamlandi. Elde edilen parafin bloklarindan lamlar
izerine 4 pm kalinliginda kesitler alindi.

Bu c¢alismada, apoptozisi tespit etmek amaciyla Kaspaz-3 antikoru ile
immunohistokimyasal isaretleme yapildi. Bloklardan alinan kesitlerden parafini
uzaklastirmak i¢in 56 derecelik etiivde yaklasik 12 saat bekletildi.

Sonrasinda bes dakikalik periyotta totalde 3 kez toluolde bekletilen kesitlerin
yuzeyinden parafinin biiyiik oranda arindirilmasi saglandi. Bu islemlerin ardindan kesitler;
once %100 sonra %96 ve %79 derecelerinde etanol serilerinden gegirilerek saf su igerisine
alindi. Saf su igerisinde ise toplamda iki kez olmak {izere bes dakikalik periyotlarda
bekletildi. Rehidratasyon ve deparafinasyon islemleri tamamlanan kesitlerin membran
permeabilizasyonu islemine gecildi. Bu islem i¢in Phosphate Buffered Saline
(PBS)(Sigma,pH:7,4) kullanilarak ytizde 0,3'liik Triton X100 hazirland1 ve on dakika
inkibe edildi. Akabininde kesitler, her seferinde 5'er dakika olmak Uzere U¢ kez PBS
kullanilarak yikandi. Kesitler sitrat tamponu (Sigma pH:6) icerisine alinarak 10 dakika
boyunca 700 watt ayarinda mikrodalga firinda kaynatildi. Oda 1s1sinda sogumasi i¢in yirmi
dakika bekletildi ve sonra tekrar PBS ile iki kez bes dakikalik siire ile yikandi. Lam
uzerindeki hippocampus doku Kkesitleri Pap-Pen (hidrofobik kalem) kullanilarak etrafi
cevrildi. Kesitler yizde Gcluk hidrojen peroksit (H202) soliisyonunda endojen peroksidaz
aktivitelerini bloklamak icin on dakika bekletildi. iki kez tekrarlanan PBS yikamalarindan
sonra protein bloklama solusyonu igerisinde on dakika bekletilen kesitlerin 6zgll olmayan
antikor baglanmalariin bloklanmas1 saglandi. Bir kez PBS ile yikamanin ardindan kesitlere
1/500 diliisyon oraninda hazirlanan Kaspaz-3 primer antikoru (Cell signaling, #9662)
uyguland1 ve +4 °C’de overnight (bir gece) inkiibasyon saglandi. Sonrasinda PBS islemi

negatif kontrol kesitlere uygulandi. Bu islem sonrasinda oda 1sisinda kesitler PBS ile ii¢ sefer
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bes dakikalik periyotta yikanarak on dakika boyunca Mouse Specifying Reagent
(Complement) soliisyonunda tutuldu ve bes dakikalik siirelerde ii¢ kez PBS ile yaikandi.
Yikama islemi tamamlanan kesitlere streptavidin peroksidaz soliisyonu (Goat anti-rabbit
HRP-conjugate) on bes dakika boyunca uygulandi. Yikama islemi tamamlanan kesitlere
DAB (3,3- Diaminobenzidine) (abcam) soliisyonu bes dakika boyunca kromojen olarak
uygulandi. Bu islem sonrasinda kesitlerde renk olusumu gozlendi. Reaksiyonu durdurmak
icin kesitler distile su igerisine alindi. Kesitlere sonrasinda Mayer's Hematoksilen soliisyonu
(abcam) uygulanarak 45 saniye boyunca zit boyama gerceklestirildi. Bu islem sonrasinda
kesitler ¢cesme suyu ile birkag¢ dakika yikandi. Sirastyla yiizde yetmis, yiizde seksen, yiizde
90 ve %100' luk derecelerdeki alkol serilerinden gecirilen kesitler yirdi dakika boyunca
toluolde bekletildi. Seffaflastirici solusyon (su bazli) kullanilarak kapatma islemi
tamamlandi. Deneysel inceleme asamasina kadar kesitler +4 derecede takip edildi. Deneyde
kullanilan sigan hippocampiislerinde Anti-caspase- 3 boyama en c¢ok nucleuslarda
yogunlagmistir. Deneyde kullanilan dort farkli gruba ait olan hippocampuslerindeki hiicreler
Leica DM 1000 Led marka 151k mikroskopu kullanilarak degerlendirildi. Buna gore Anti-
Kaspaz-3 boyamasi siddeti Tablo 3.2 de ifade edildigi gibi sifir ve +3 araliginda
semikantitatif olarak hesaplandi. H-Skor= YPi (i+1) formiili kullanilarak H-Skor
hesaplamasi yapildi. Bu yontem ile elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.
Formiil igerisinde yer alan i: (0,1, 2 veya 3) Boyanma yogunluk derecesini ifade eder.

Pi: Tim yogunluklar i¢in boyanan hiicrelerin yiizde karsiligim1 ifade etmektedir

(Arici ve ark., 2014).

Tablo 3.2. Immiinohistokimyasal olarak boyanma oranmnin derecelendirilmesi

Derece Anlam
0 Ekspresyon yok
+1 Zayif
+2 Orta
+3 Gugcli

3.7.  Biyokimyasal analizler

3.7.1. Kanda BDNF analizi
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Deney sonunda si¢anlardan alinan kan 6rnekleri uygun biyokimya tiplerine alinarak
15-20 dakika bekletilmistir. 2000-3000 RPM 'de ortalama 15-20 dk santrifiij edildikten
sonra supernatantlar dikkatlice toplandi. Elde edilen serumdan BDNF seviyeleri rutin
biyokimya otoanalizorii ile analiz edilmistir.

3.7.2. Kanda MDA analizi

Serumlarin Saklanmasi: Serumlar alindiktan sonra 15dk 3500rpm’de santrifiij edilerek

eppendorflara alindi1 ve -80°C de degerlendirme zamana kadar saklandi.

Malondialdehid (MDA) duzeylerinin tayini: MDA bir lipit peroksidasyon uruntdar.
Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren MDA; 535 nm’de en yiiksek absorbansini
veren pembe renkli bir kompleks yap1 olusturur. Bu kompleksin spektrofotometrik olarak
degerlendirilen renk siddeti, numune icerisindeki MDA konsantrasyonu tayin etmede

kullanilir (Buege & Aust 1978).

3.7.3. GSH tayini

Non-protein siilfidril gruplarinin hepsi rediikte glutatyon formunda bulunmaktadir. DTNB
disiilfid bir kromojen olan 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) DTNB; yapisinda siilfirid
grubu barindiran bilesiklerle kolay bir sekilde rediikte olabilen koyu sar1 renginde bir bilesik
olusturur. So6zii gecen rediikte kromojen 412 nm'deki absorbanst GSH yogunlugu ile
dogrudan orantilidir (Ellman GL, 1959).

3.7.4. NO tayini

Gries yontemi olarak da bilinen ABTS (2,20-azinobis-(3-etilbenztiazolin-6-stlfonik
asit) veya SULF=NEDD (sulfanilamid)=(N-(1-naftil)-etilen-diamin dihidro) teknigi NO
solusyonlarinda belirgin renk degisimine neden olan bir yontemdir. Bu ¢ozeltilerdeki renk
degisimlerine dayanan tahliller, NO dozlama veya uygulama iceren laboratuvar
deneylerindeki testler igin yararlidir. NO konsantrasyonunun 25 mM 'in iizerindeki hallerde
Ferrosiyoniir oksidasyon yontemi kullanilirken, 2 mM' nin altindaki konsantrasyonlarda
ABTS tercih edilmektedir. (Nims ve ark., 1996). Deney sonunda 40°de saklanarak
muhafaza edilen serumlar ¢ozdurilerek, Elabscience (Wuhan, China) Rat Galanin ELISA
Kit (E-EL-R0396) kullanilarak c¢alisildi.

3.7.5. Glutatyon (GSH) dizey 6lcimu:

Ayrraglar:
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Proteinsizlestirme c¢ozeltisi:

1,67 g glasiyel metafosforik asit,

0,20 g disodyum EDTA

30 g NaCl

Yukaridaki maddeler 100mL’lik balon joje igerisinde distile su ile ¢oziildii.
Disodyum fosfat ¢6zeltisi (0,3M):

42,59 g Na2HPO4 1000mL’lik balon joje icerisinde distile su ile hazirlandi. 40C’de
saklanabilir. Eger kristalize olursa 1sitilarak ¢oziiliir.

Ellman renk ayracr:

100 mL’lik balonjoje igerisinde, 40 mg DTNB %1’ lik sodyum sitrat ¢ozeltisi
eklenerek hazirlandi.

GSH standarti (0,1 mg/mL):

1 mg glutatyon 10 mL distile su ile ¢oziilerek hazirlandi. Stabil olmadigi i¢in taze
hazirlandi.

KCI (0,15 M):

2,8 g KCI, 250 mL’lik balon jojede distile su ile ¢oziilerek hazirlandi.

Calisma Yontemi:

Tiiplere agsagidaki tablodaki oranlar kullanilarak ¢alisildi (Tablo 3.3)

Tablo 3.3. GSH ¢alisma yontemi oranlari

Cozelti Koér (mL) Standart(mL) Ornek(mL)
KCL 2 1,5 1,5
GSH standart1 - 0,5 -
Proteinsizlestirme 3 3 3

Biitiin tiipler 3000 rpm’de 10 dk. Santrifiij edildi.

Tiiplerin iist kismindaki siipernatanlar alindi ve bundan sonraki agamada onlar kullanild:

(Tablo 3.4)

Tablo 3.4. GSH siipernatan ¢alisma yontemi oranlari

Cozelti

Kor (mL)

Standart(mL)

Ornek(mL)

Supernatan

0,5

0,5

0,5
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NaZHPO4

Ellman

0,5

0,5

0,5

Tupler vortrekslenip 412 nm’de absorbans tayinleri yapildi.
3.7.6. Malondialdehid (MDA) diizey 6lcimu:

Ayrraclar:

1- Stok Standard (10mM):

1,1,3,3 tetra etoksipropan (TEP) maddesinden standard ¢ozeltisi hazirlandi. 0,1
mM'lik TEP'in stok standardi igerisinden 0,1 mL alinrark tizeri distile su ile 100 mL

'ye tamamlandi.

2- Stok TBA-TCA-HCI ayiraci:

Oncelikle balon joje igerisine %100 (w/v)’liikk TCA ¢ozeltisinden 15 mL alind1. TBA
ise 0,375 g tartilarak balon jojeye eklendi tizerine 2,083 mL HCL eklendi. Toplam

hacim 100 mL'ye tamamlandi.

Calisma yontemi:

Tiiplere asagidaki oranda eklenerek vorteksilendi (Tablo 3.5)

Kaynar su banyosunda 15 dakika boyunca tutuldu.

Sonra 10 dk. boyunca 2500 rpm'de santrifiij islemi yapildi.

Stipernatanlarin 535 nm’de absorbanslar1 okutuldu.

Tablo 3.5. MDA c¢aligma yontemi oranlari

Cozelti Koér (mL) Standart(mL) Ornek(mL)
KCI 1 0,75 0,75
Distile H20 - - -
Standart - 0,25 -
Ayirag 2 2 2

3.7.7. Doku protein duizey 6lguimdi:

Ayrraclar:

1- Ayirag A (%2 Na2CQO3):
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100 mL 2lik balon joje igerisinde 0,4 gr NaOH distile su ile hazi hale getirildi.
2 g Na2CO3 tartialrak ¢6zlnmiis halde bulunan NaOH iizerine eklenerek ve toplam
hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanda.
2- Ayirac B (%2 K-Na Tartarat):
0,2 g K-Na Tartarat distile su ile10 mL’lik balon joje igerisinde hazirlandu.
3- Ayirac C (%1 CuSO4):
0,1 g CuSO4 10 mL’lik distile su ile balon joje icerisinde hazirlandi.
4- Ayirac D (A+B+C):
98 mL ayirag A, 1’er mL’de ayirag B ve C ¢ozeltileri karistirilarak hazirlandi.
5- Folin Ayraci:
Ticari olarak satin alinmis Folin ayiraci direkt olarak kullanildi.
6- Standart serum bovin albtmin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL):
%0,9’luk serum fizyolojik icerisinde 10 mg BSA kullanilarak 10 mL hazirlandu.

Calisma Yontemi:

Tablo 3.6. Doku proteini ¢alisma yontemi oranlari

Cozelti Koér (mL) Standart(mL) Ornek(mL)
Serum Fziyolojik 0,1 0,05 0,05
Ayirag D 1 1 1
BSA standardi - 0,05 -

Batun tipler 10 dk. Bekletildi. Yukarida gosterildigi tizere (Tablo 3.6), tzerlerine
0,05’er mL Folin ayiraci eklendikten sonra 45 dk. Oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra
660 nm’de absorbans dl¢iimleri yapildi.

3.7.8. Nitrik Oksit (NO) Duizeyi Olguimii

NO biyolojik olarak sistemlerde iiretildikten sonra 2ila 30 saniye kadar ¢ok kisa

surelerde nitrit ve ardindan nitrata oksitlenir. Ntrik oksit tiirevlerinin en kararli olan nitrat

formudur.
2NO- + 1/2 O, NO. - + 1/20, NO,
Nitrik oksit Nitrit Nitrat

Kararli yapida olmamas1 nedeniyle nitrik oksiti dogrudan 6l¢gmek olduk¢a zordur. Bu
sebeple total nitrik oksit miktar, aktiflestirilmis kadmiyum graniillerinin nitrat1 nitrite
indirgemesinden sonra renklendirilmesi griess ile yapilarak spektrofotometrede dalga boyun

545 nm belirlenerek olculdu.
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AYIRACLAR:

Standart c¢ozeltiler:

Stok sodyum nitrat ve nitrit ¢6zeltileri kullanilarak 2,5,5,10,50 uM yogunluklarda standarlar
tedarik edildi.

10 mM sodyum borat (Na2B40O7 ) standart ve stok hazirlarken ¢oziicii olarak kullanildi.
Stok ve standartlar hazirlanirken ¢oziicii olarak 10 mM sodyum borat (Na2B40O7 ) kullanildu.
Glisin-NaOH (0,2 M):

Glisinin ¢céztnmesi icin distile su kullanildi. Sonrasinda NaOH ile ph’1 9,7 ’ye ayarlandu.
Bakar siilfat (CuSO4) (100 mM):

Bakar stilfat distile su ile ¢oziilerek hazirlandi.

Sulfanilamid:

3 M sicak HCL igerisinde eritilen 5 gramlik siilfanilamid, toplam hacmi 500 ml’ye
yukseltildi.

N-Naphthylethylenediamine (NED) ¢ozeltisi:

Distile su i¢inde ¢ozdiiriilen 100 mg NED, toplam son hacim olarak toplam 500 ml’ye
tamamlandi.

Griess Ayiracr:

NED ve siilfinamid ¢ozeltisi birer birim alinarak karistirildi. ifade edilen karisim taze olarak
deneye baslamadan 6nce hazirlandi.

Sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi (55 mM):

Sodyum hidroksit distile su ile ¢oziilerek 55 mM’lik konsantrasyona getirildi.

Cinko sulfat ¢ozeltisi (75 m M):

Cinko siilfat distile su i¢inde ¢6ziilerek 75 mM’lik konsantrasyona getirildi.

Doku homojenati (% 10):

0,5 gramlik doku alinarak 5 ml 0,15 M KCL ¢ozeltisi icinde homojenize edildi.

Prosedur:

Deproteinizasyon islemi: 0,25 ml serum UGzerine 0,5 ml ¢inko stlfat ile 0,5ml NaOH ilave
edildi. lyice karigtirildt VE 5000xg’de 15 dakika boyunca santrifiij islemi uyguland.
Sonrasinda elde edilen siipernatantlar deney asamasinda kullanildi.

Kadminyum hazirlanmasi: Kadminyum en az 24 saat 0,2 M’lik siilfiirik asit iginde
bekletildi. Santrifligasyon sonrasi elde edilen siipernatanlar deney asamasinda kullanildi.
Kadminyum hazirlanmasi: Kadminyum en az 24 saat 0,2 M’lik siilflirik asit i¢inde

bekletildi. Boylece kadminyumun reaksiyonu saglandi. Kadminyum grantlleri stlfurik asit
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bosaltildiktan sonra ii¢ kez distile su ile yikandi.100 mM CuSO0, ¢Ozeltisinde 2 dakika cam
bagetle karistirild1.0,2 M Glisin-NaOH tamponu ile 3 kez yikandi.

Calisma Yontemi:
e (Cozeltilerin tiiplere eklenme oranlar1 asagidaki gibidir (Tablo 3.7)

Tablo 3.7. NO ayirag ¢ozelti oranlari

Cozeltiler Kor ST-1 ST-2 ST-3 ST-4 Numune

Glisin-

NaOH iml Iml Iml Iml Iml iml

Deproteinize

- - - - - 0,5ml
numune

2,5uM - 0,5ml : - ’ -

oM - . 0,5ml 4 - i

10uM - - - 0,5ml - -

50uM - - - - 0,5ml -

Aktive
edilmis Cd 2,59 2,59 2,59 2,59 2,59 2,59
granulleri
Deiyonize
su

1ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml

e 90 dakika agizlar1 kapatilarak karanlikta bekletildi. Sonra tiipler 3000 xg’de 3 dakika
santriflij edilerek bir sonraki asama igin siipernatant (Tablo 3.8) kullanilda.

Tablo 3.8. Griess ayiraci ve siipernatant ekleme oranlari

Slpernatant | 1ml 1ml iml 1ml 1ml 1ml iml 1ml 1ml
Griess 1ml 1ml iml 1ml 1ml 1ml iml 1ml 1ml
ayiraci

e 45 dakika karanlikta bekletildikten sonra numune ve standartlarin 545 nm’ de absorbanslari
okutuldu.
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Kimyasal listesi
1- NaOH / sodyum hidroksit (Sigma 06203)
2- Na2CO03/ sodyum karbonat (Sigma S7795)
3- CuSO4/ bakir (II) siilfat (merck A810587 504)
4- KNaC4H406-4H20 / potasyum sodyum tartarat (merck A655285)
5- BSA /sigir serum albiimin (sigma A4563)
6- Folin&Ciocalteu’s Fenol Reaktifi 2N (sigma F9252)
7- PBS / fosfat tamponu (sigma P 4417)
8- DTNB/ 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (sigma D8130)
9- Sodium citrate dihydrate (sigma W302600)
10- EDTA / Etilendiamin tetraasetik asit (sigma E9884)
11- NED / N-(1-Naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (sigma 222488)
12- Glisin / (sigma G7126)
13-TEP/ 1,1,3,3 tetra etoksipropan (sigma T-9889)
14- TCA / trikloro asetik asit ( merck k45499307 432)
15- TBA / Tiyobarbitirik asit (sigma T-5500)
16- HCI / hidroklorik asit Redei-de Haen 30721)
17- KCI/ potasyum klorur (sigma P-9333)
18- Glasiyel metafosforik asit (merck K45762146 444)
19- NaCl / sodyum klorir Riedel-de Haen 13423)
20- Na2HPO4 / disodyum fosfat (merck A335874 223)
21- Silfanilamid (sigma S9251)
22- Cinko stilfat (sigma Z4750)

KULLANILAN CIHAZLAR
1- IKA T18 Digital ULTRA TURRAX homojenizator
2- Alisei Quality System Seac Radim Company analyser (ltaly/Rome)-ELISA
READER
3- UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer- SHIMADZU
4- BECKMAN COULTER DXI-600 otoanalizori
3.8.  Etik kurul onay1
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Calismamiz Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KOU
HADYEK) tarafindan 10.09.2021 tarih, 7/2-2021 karar numaras1 ve 2021/17 proje numarasi
ile tibb1 etik agisindan uygun bulunmustur (EK. 1).

3.9. istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin tanimlayici istatistiklerinde; stirekli veri degerleri i¢in minimum-
maksimum degerler, standart sapma, ortalama, ortanca degerleri kullanilirken; nominal ve
ordinal degerler icin yiizde ve rakamlari ile gosterilmistir.

Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testleri ile siirekli verilerin normal dagilima
uygunlugu incelenmistir. Bagimsiz iki grup karsilastirmalarinda; nonparametrik gruplarin
karsilagtirmas1  i¢cin Mann-Whitney U testi kullanilirken parametrik gruplarin
karsilastirmasinda t-testi kullanilmistir. ikiden fazla olan bagimsiz grup karsilastirmalarinda;
parametrik gruplarda Varyans Analizi (ANOVA), nonparametrik gruplarda ise Kruskal
Wallis testi uygulanmistir. Post-Hoc analizi ise anlamliligin hangi grupta oldugunu
belirlemek (zere uygulanmistir. Tek yonlii yapilan varyans analizi ile belirlenen
farkliliklarin hangi gruplarda oldugunu ortaya koymak i¢in Tukey testi uygulanmistir.

Nonparametrik sayisal degiskenlerin kiyaslanmasinda Spearman korelasyon analizi
yapilirken, parametrik 6zellik gosteren sayisal degiskenlerin kiyaslanmasinda ise Pearson
korelasyon analizi uygulanmustir.

Degerlendirme yapilirken elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamli kabul
edebilmek i¢in ylizde 95 giiven aralif1 ve p degeri i¢in 0,05'in altindaki degerler anlamh
kabul edilmistir. Istatistiksel analizler icin IBM SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences, Chicago, IL, USA) programinin 21.0 versiyonu kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza FA maruziyetine bagl olarak gelisen hippocampal hasara kars1 AUL
ekstratinin etkilerini incelemek iizere toplam 36 Winstar Albino disi sigan dahil edilmistir.
Dort gruba ayirdigimiz siganlardan ilk grup KG olarak belirlenerek; giinlik normal hava, su
ve besin verilerek higbir isleme tabi tutulmadan takibi saglanmistir. Ikinci grup olarak
belirlenen DG'daki siganlara giinliik 20mg AUE oral gavaj ile verilmistir.

DG ve FAG siganlara giinliik 4 saat olmak izere haftanin bes giini bes hafta boyunca FA
inhalasyonu saglanmistir. SG ratlara glinlik 10mg AUE verilerek bes hafta boyunca takibe
devam edilmistir.

Deneyin ilk haftasi sonunda FA maruziyetine ugrayan DG ve FG siganlarin tiiylerinde
sararma gozlendi (Sekil 4.1)

Deney esnasinda FA inhalasyonuna maruz kalan si¢anlarin; kabinin koselerine
kagma, birbiri lizerine kapanma ve yiizlerini saklama egiliminde olduklar1 ve halsiz tavirlari
gozlendi (Sekil 4.2)
Deney sonunda gozlemsel olarak degerlendirilen hayvanlardan FA maruziyetine
ugrayanlarin tiiylerinde sararma hareketlerinde yavaslama ve fiziksel goriinim olarak da
zayif olduklar1 g6zlendi. Tlylerdeki sararma 7. gunden itibaren baslangigta kuyruk golgesi
tizerinde; sonraki guinlerde tim vicut tiylerinde belirgin sekilde gdzlenmistir. Ozellikle
deneyin son gunlerinde kuyruk boélgelerinde hem renk degisimi hem de lekelenmelerin
arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.3)

Deneyin son gunleride dahil olmak (izere FA maruziyeti yasamamis gruplardaki

sicanlarin tiiylerinde renk degisimi gézlenmemistir (Sekil 4.4)
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Sekil 4.1. DG siganlarin ilk hafta sonunda 6zellikle kuyruk bdlgesinde baglayan

sararmalara ait bir gorsel.
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Sekil 4.2. FA inhalasyonuna maruz kalan si¢anlarin; kabinin kdselerine kagma, birbiri
iizerine kapanma ve yiizlerini saklama egiliminde oldugunu gosteren bir deney gorseli
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Sekil 4.3. Deneyin son gunlerinde kuyruk lekelenmeleri ve tiiylerinde yogun sararmalar olan
FA grubu bir sican gorseli

Sekil 4.4. Deneyin son giinlerinde FA maruziyeti yasamamis tiiylerinde renk degisimi
olmayan KG' na ait bir si¢an gorseli
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4.1.  Verianalizi
4.1.1. Agwhk degerleri

Deney oncesinde ve sonunda ¢alismamizda yer alsan si¢anlarin agirhik takipleri
yapilmistir. Siganlara ait agirlik ortalamalar1 Tablo.4.1'de gosterilmistir. Deney 6ncesi ve
sonrasi Veriler eslestirilmis t-testi ile incelenmis olup anlamli bir fark bulunmamustir.

(p>0,05) (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Deneyde kullanilan siganlarin gruplara gore agirlik ortalamalar1 ve standart

sapmalari
Deney Oncesi Deney Sonrasi P
Kontrol Grubu 221,78 + 14,09 231,78 + 15,21 p>0,05
Deney Grubu 259,22 + 27,55 255,44 + 19,26 p>0,05
Sham Grubu 246,33 £ 21,85 255,89 + 24,84 p>0,05
FA Grubu 229,22 + 19,08 241,89 + 14,16 p>0,05

4.1.2. Isik mikroskobi bulgulart:

Calismamizin sonunda FA ile oksidatif stres ve apoptoza indukledigimiz siganlarin
hippocampuslerinde; Arbutus Unedo L. ekstratinin etkilerini gostermek (zere beyin
dokularinin néron hiicreleri morfolojik olarak incelenmistir. Yapilan Anti-Kaspaz-3 pozitif
boyamalarinda deney ve sham gruplarindaki apoptoz orani ile FA ve kontrol gruplari
arasindaki apoptotik hiicre oranlari arasinda ayrilmalar gozlenmistir. (Sekil 4.5.;4.6.;

4.7.;4.8.;4.9.;4.10.).
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Sekil 4.5. KG sicanlarin hippocampus CA3 bdlgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)
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Sekil 4.6. KG sicanlarin hippocampus CA3 bdlgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)
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Sekil 4.7. SG sicanlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini gosteren

151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)
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Sekil 4.8. SG sicanlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini gosteren
151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre drnegi)
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Sekil 4.9. FA sicanlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini gosteren
151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre drnegi)
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Sekil 4.10. FA siganlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini

gosteren 151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)
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Sekil 4.11. DG siganlarin hippocampus CA3 bolgesine ait Kaspaz-3 isaretlenmesini
gosteren 151k mikrografi 20X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)
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Sekil 4.12. DG su;larln hpocampus CA3 bt')lgein ait Kapaz- isrelenmesini
gosteren 151k mikrografi 40X (Ok ile gosterilen immiinpozitif hiicre 6rnegi)

Beyindeki apoptotik hiicre sayisin1 ifade eden H-score degerleri incelendiginde
(Sekil 4.13) Deney ve FA gruplarmin hem kontrol grubundan hem de sham grubundan
anlaml derecede yiiksek oldugu gézlemlenmistir. FA grubunda ortalama olarak en yiiksek
Olii hiicre sayisinin goriilmesi hem sham hem de kontrol gruplarmin deney ve FA
gruplarindan anlamli derecede az sayida 6lii hiicre igermesi formaldehitin hippocampuste
yaptig1 hasara isaret etmektedir. Deney grubunda FA grubuna gore ortalama olarak daha
diisiik olii hiicre sayis1 goriilmiis olsa da bu fark anlamli bulunmamistir. Sham grubunda
ortalama olarak kontrol grubuna gore daha diisiik 6lii hiicre sayis1 goriilmiis olsa da bu fark
anlamli bulunmamisgtir. Ancak A Undeo L 0ziitiiniin beyindeki hiicre 6limiinii yavaslatma

egiliminde oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.13. Gruplara ait Anti-Kaspaz-3 H-SCORE Duzeyleri
**xx = p<0,0001

4.2.  Biyokimya bulgular:
Deneyde kullandigimiz siganlarin biyokimyasal analizinde Serum BDNF, MDA, GSH
ve NO degerlerine bakilmistir.

Verilerin tanimlayici istatistikleri (ortalama, standart sapma) yapilmistir. Normal
dagilima uygunlugu i¢in Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi. Normal dagilima uyan
verilerin gruplar arasi karsilastirilmasi icin ANOVA testi, korelasyon icin Pearson testi,
uymayan verilerin gruplar arasi karsilagtirmasi igin Kruskal-Wallis testi, korelasyon igin
Spearman testi uygulanmistir. Gruplar arasi fark ¢ikan parametreler icin ikili grup testleri

uygulandi (Tablo 4.2).

HAVA 10ppm FA + 10ppm FA 10 mg/kg
Aunedo L 6zt

20 mg/kg
Aunedo L 6zutu

49



Tablo 4.2. MDA, BDNF, NO, GSH ve H-Score sonuglarinin gruplara gore

karsilastirilmasi

Kontrol (n=9) | Deney (n=9) | FA (n=9) Sham (n=9) p

Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS Ort. £ SS
MDA 79,32+ 27,48 | 84,24 +15,14 | 92,64 + 34,88 71,55 + 15,66 p<0,05
BDNF 4,43+ 1,44 417+137 |351+0,49 3,38 +1,27 p>0,05
NO 16,04 £5,42 | 12,62+0,65 |12,39+0,95 12,83 £ 0,61 p<0,05
GSH 0,16 £ 0,01 0,15+0,02 |0,16 +0,03 0,16 + 0,01 p>0,05
Hscore | 37,11 +10,01 | 203,3+24,08 | 334,22 + 13,132 | 29,78 £ 6,52 p<0,001

MDA, NO ve H-score’un gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmus (p<0,05,
p<0,05 ve p<0,001) ancak BDNF ve GSH’1n gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05, p>0,05) (Tablo 4.3)

Tablo 4.3. MDA, NO, H-score post-hoc ikili grup karsilagtirma testleri

MDA NO H-score
Sham-Kontrol p>0,05 p>0,05 | p>0,05
Sham-Deney p<0,05 p>0,05 | p<0,01
Sham-FA p<0,05 p>0,05 | p<0,001
Kontrol-Deney | p>0,05 p<0,05 | p<0,01
Kontrol-FA p>0,05 p<0,01 | p<0,001
Deney-FA p>0,05 p>0,05 | p>0,05

Ikili grup karsilastirma testleri sonucunda Sham grubunun MDA degerleri hem
Deney hem FA gruplarindan anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05, p<0,05).
Gruplarin ortalama MDA degerleri incelendiginde; en diisiik MDA degeri sham grubunda
iken en yiiksek MDA degeri FA grubundadir. FA’in oksidatif stres olusturucu etkisi agiktir.
A unedo L 06ziitli uygulanan gruplar Sham ve Deney grubunda ortalama MDA degerlerinin
diisme egilimi gosterdigi gozlemlenmistir. Deney grubuna uygulanan A unedo L 6zUtinun
FA’in olusturdugu oksidatif stresi azaltma egiliminde oldugu ancak bu diisiisiin anlamh

diizeyde olmadigr bulunmustur. Saglikli ratlara uygulanan A unedo L 6ziitiiniin MDA
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diizeyini kontrol grubu ortalamasinin da altina ¢ekerek hem deney hem de FA gruplart ile
arasinda anlamli derecede MDA diizeyi farkini olusturmustur.

BDNF beyindeki hiicrelerin plastisitesi, rejenerasyonu, hafiza fonksiyonlarinda énemli role
sahiptir. BDNF ortalama olarak en diisiik Sham, en yiiksek kontrol grubunda oldugu
bulunmus. Ancak gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir. (p>0,05) FA grubundaki
BDNF diizeyinin ortalama olarak kontrol grubuna gore diigilk olmas1 FA’e bagli hafiza
fonksiyonlarinin bozulmasi ile iliskili olabilir. A undeo L 6ziitiiniin FA’in BDNF {izerine
negatif etkilerini kismen diizelttigi sdylenebilir. Ancak bu konuda 6rneklemi daha genis
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

NO diizeyleri incelendiginde ortalamasi en diisiik grup FA grubuyken en yliksek grup
kontrol grubudur. Deney ve FA grubunun NO degerleri kontrol grubundan anlamli derecede
diisiik bulunmustur. (p<0,05, p<0,01) Ancak deney ve FA gruplarinda NO bakimindan
anlaml bir fark olmamasindan dolayr A undeo L &ziitiiniin formaldehite bagli diisen NO
diizeyine bir katkis1 olmadig1 sdylenebilir.

GSH bakimindan gruplarin ortalama degerleri birbirine ¢ok yakin olup gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. (p>0,05) FA ortaminda bulunan ratlarda GSH
diizeyinin etkilenmedigi, A undeo L 0ziitiiniin de GSH diizeylerini diizenleyici bir etki
yapmadig1 sOylenebilir.

Beyindeki apoptotik hiicre sayisim1 ifade eden H-score degerleri incelendiginde
Deney ve FA gruplarinin hem kontrol grubundan hem de Sham grubundan anlamli derecede
yiiksek oldugu gozlemlenmistir. FA grubunda ortalama olarak en yiiksek 6lii hiicre sayisinin
gorilmesi hem sham hem de kontrol gruplarinin Deney ve FA gruplarindan anlamli derecede
az saylda Olii hiicre icermesi formaldehitin hippocampuste yaptig1 hasara isaret etmektedir.
Deney grubunda FA grubuna gore ortalama olarak daha diisiik 6lii hiicre sayis1 goriilmiis
olsa da bu fark anlamli bulunmamistir. Sham grubunda ortalama olarak kontrol grubuna gore
daha diisiik 6lii hiicre say1s1 goriilmiis olsa da bu fark anlamli bulunmamistir. Ancak A undeo
L 6ziitlinlin beyindeki hiicre 6liimiinii yavaslatma egiliminde oldugu sdylenebilir.

Yapilan korelasyon analizlerinde MDA ile H-score arasinda giiclii pozitif korelasyon
bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.4). Oksidatif stres indikatérii MDA ile beyin dokusunda
hicre 6lumini ifade eden H-score arasinda pozitif gliglii korelasyon olmasi, oksidatif stresin
beyindeki apoptozisi indiikledigini (uyardigini) goéstermektedir. Ancak BDNF, NO ve GSH

ile H-score arasinda anlamli bir fark bulunmamstir. (p>0,05, p>0,05 ve p>0,05)
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Tablo 4.4. MDA, BDNF, NO, GSH ve H-score korelasyonu

H-score

MDA KK: 0,558
p <0,001

BDNF KK: -0,085
p>0,05

NO KK:-0,264
p>0,05

GSH KK: -0,079
p>0,05

5. TARTISMA
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Mutajenik ve kanserojenik etkilere sahip olan FA; proteinler, yag asitleri DNA ve
RNA ile non-enzimatik olarak birlesme egilimindedir. Literatirde bakildiginda FA ile
yapilan ¢alismalarda, FA'nin bir¢ok sistem (zerine olumsuz etkilerinden bahsedilmistir
(Smith 1992; Kilburn, Warshaw & Thornton 1987; Morgan, Patterson, & Gross, 1986). FA
inhalasyonu etkilerini basta solunum yolu olmak tzere gozler, MSS ve ciltte akut ve kronik
olarak gosterir (Attia ve ark., 2016) FA canli organizmada endojen olarak bulunabildigi gibi
ayrica ¢evresel maruziyet ile de mevcut olabilir (Heck ve ark., 2004). Hematolojik etkileri
de bulunan FA'nin insan kanindaki fizyolojik konsantrasyonu 0,1 mmol/L'dir. insan saglig
Uzerine oldukca olumsuz etkileri bulunan FA'in organizmada metabolit olarak iiretildigini
g6z Oniine alimirsa, FA maruziyetinden daha ¢ok FA'in hangi dizeyde saglik iizerine
olumsuz etki olusturdugunun bilinmesi 6nemlidir.

FA ile yapilan arastirmalara gore FA'e respiratuvar olarak maruz kalan siganlarin
tilylerinde sararma, maruziyet esnasinda saga sola kaginma birbirleri {izerine kapanma gibi
hareketler belirtilmistir (Arican, 2005; Aydin, 2015) Bizim de calismamizda literatiire
pararlel olarak benzer kaginmalar ve tiiylerde sararma ile goz kirpma hareketlerinde artis ve
hareketlerde ilk 6nce kaginma; ilerleyen dakikalarda hareketlerde yavaslama eylemi fiziksel
olarak not edilen gozlemler arasinda idi.

Biyokimyasal olarak FA organizma tizerinde mitokondriyal zar potansiyeline etki gostererek
oksijen radikallerinin olusumunu indiikledigi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. FA reaktif
oksijen tlrlerinin olusumunu tetikleyerek toksikolojik ve karsinojenik etki olusturmaktadir
(Tang ve ark., 2011). Pek cok hiicresel yolak tzerinde etkisi bulunan FA'in yapilan bir
calisma ile MSS'nde nérodejeneratif degisiklikler olusturarak motor aktiviteyi yavaslattig
belirtilmistir (Boja ve ark., 1985). Bizim g¢alismamizda da FA maruziyeti uygulanan
gruplardaki sicanlar; maruziyet 6ncesi motor hareketleri normal iken maruziyet sonrasi
hareketlerde yavaslamalar gozlemlenmesi bu agiklamayi dogrular niteliktedir.

2014 yilinda yapilan bir ¢caligma ile akut oral FA maruziyeti sonrasinda MSS'deki apoptotik
hiicre sayis1 degerlendirilen tavsanlarda kortikal ve hippokampal diizeyde apoptotik hicre
sayisinda artis gozlenmistir. Bu g¢alismanin sonuglarina gére apoptozisde gorevli dnemli
belirteclerden olan Bcl-2 geni tarafindan kodlanan bcl-2 proteini ile hem intrensek hem de
ekstrensek apoptozda rol oynayan Kaspaz-3'teki artisin anlamh diizeyde oldugu
belirlenmistir (Arict ve ark., 2014). Bizim c¢alismamizda da imminohistokimyasal
degerlendirmeleride benzer sekilde FA maruziyeti uygulanan gruplarda apoptotik hiicre

sayisinda artis saptanmistir.
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2015 yilinda yapilan bir ¢alismada oksidatif stres belirteclerinden biri olan MDA ile
yapilan bir ¢alisgmada Beyin Omurilik Sivisi (BOS)'nda ve beyin dokusunda MDA tespit
edilmistir (Pisoschi, & Pop, 2015). Lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresin géstergesi olan
MDA'nin bir parametre olarak kullanildigi 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada; MDA
degerinin FA maruziyeti olusturulan grupta anlamli sekilde yiikseldigi gozlenmistir
(Zararsiz ve ark., 2004). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da en yiikksek MDA degeri FA
grubunda tespit edilmistir. Bu durum oksidatif hasarin en fazla FA grubunda meydana
geldigi seklinde yorumlanabilir. Gugli bir antioksidan olan Arbutus Unedo L. ekstrati
uygulanan deney ve sham grubunda ise MDA degerinin diisme egiliminde oldugu
gozlenmistir. Bu durumda AUE 'nin oksidatif hasari dengelemekde etkili oldugu seklinde
aciklanabilir. Tiim gruplar aras1 degerlendirmede en diisiik MDA degerinin Sham grubunda
olmasi ise halihazirda ROS ve antioksidanlar arasindaki dengeyi etkileyecek bir etken
olmamast ve dogal apoptozis siirecinde meydana gelecek degisiklikler tizerinde de AUE'nin
olumlu etkiler olusturdugu seklinde yorumlanabilir.

GSH oldukca gucli bir antioksidan olup ROS'ne karsi savunma sisteminin bir
uyesidir. Literatlirde oksidatif stres olusturulan hayvanlar ile yapilan ¢aligmalarda oksidatif
stres arttikga GSH diizeyinin de yiikseldigini gosteren g¢alismalar mevcuttur. Farelerle
yapilan bir ¢aligmada glutatyon seviyesi diistikliigiinde; akciger hasarinin oksijene bagl
olarak daha fazla oldugu 6ne siiriilmiistiir (Smith ve ark., 1993). Bizim ¢alismamizda ise
oksidatif stresin en yuksek MDA degeri ile en yiiksek oranda tespit ettigimiz FA grubu ile
diger gruplar arasindaki GSH degeri arasinda iliski bulunamamastir.

Organizmada dogal olarak bulunan FA metabolitlerin bir sonucudur. Vicuda
cevresel maruziyet ile digardan alinan FA, depo edilmez FDH (Formaldehit dehidrogenaz)
ile formik asite yukseltgenir. Formik asit primatlarda memelilere oranla daha yavas bir
sekilde karbondioksit (CO2) ve suya metabolize olur. Formik asit gozler ve MSS'nde
lezyonlara neden olur (Monteiro Riviere, & Popp, 1986; Usanmaz, Akarsu, & Vural, 2002).
FA ayrica DNA molekiilii gibi diger molekiillerle capraz baglar olusturarak canli
organizmada degisikliklere neden olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada FA maruziyetine
ugratilan rat grubunda cerebral dokularda oksidatif stresin arttif1 ve buna paralel olarak
DNA hasari rapor edilmistir (Cift¢i ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizin sonuglarina gore en
yiiksek oksidatif hasar FA grubunda yasanmustir.

2013 yilinda yapilan bir calismada FA maruziyetine ugratilan ratlarda 6grenme ve
hafizaya iliskin dejenerasyonlar ile hippocampus bdlgesindeki apoptotik hicre sayisinda

artig rapor edilmistir (Tang ve ark., 2013). Bizim de ¢alismamizda FA maruziyetine bagl
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olarak FG ve DG'nun immiinohistokimyasal degerlendirmelerinde apoptotik hicre indeksi
ve noronal hasar arasinda baglanti kurulmustur. Hippocampus CA3 bdlgesinde apoptotik
hicre indekslerinin FG ve DG siganlarda SG ve KG'na oranla anlamli olarak daha yiksek
oldugu tespit edilmistir.

Canli organizmada antioksidanlar serbest radikaller ile bir denge halinde olmalidir.
Serbest radikallerden olan ROS tiirleri yiikseldginde antiosidan ve serbest radikal dengesi
bozulur ve oksidatif stres meydana gelir. Bozulan bu dengeyi saglamak tizere fenolik
bilesikler onem arzetmektedir. Son yillarda fenolik bilesikler igeren meyvelerin ¢esitli
hastaliklarda koruyucu tedavi edici 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Bunun sebebi
igerdikleri yiiksek antioksidan miktarlaridir (Park ve ark., 2014). Literatiire bakildiginda
yuksek antioksidan igerikli farkli meyve ve ¢ekirdekleri ile yapilan ¢alismalarda olumlu
noroprotektif etkiler 6n plana ¢gikmaktadir. Bizim de ¢alismamiz kullandigimiz AUE benzer
sekilde igerigindeki fenolik asitler ve flavonoidler ile oldukga gii¢lii bir antioksidandir.

2019 yilinda yapilan bir ¢alisma ile yiiksek flavonoid bilesikler igeren iiziim
cekirdegi ekstresi verilen parkinson hastasi fare modelinde ROS'nin seviyesinin azaldigini
ve iltihaplanman distiigiinii belirtmislerdir (Youssef ve ark., 2019). Antioksidan,
antienflamatuar, antiapoptoz 0zelliklere sahip olan iiziim ¢ekirdegi ile hipoksik-iskemik
yenidoganlar iizerinde yapilan bir baska calismada iiziim ¢ekirdeginin beyin hasarini
azalttigini ortaya koymuslardir (Tu ve ark., 2019). Bizim ¢alismamizda DG apoptotik hiicre
sayisinin FG na gore ortalamasi daha olarak tespit edilmis olsa da bu fark anlaml degildi.
Yine de DG siganlarin apoptotik hiicre sayisinin FG gore ortalama daha diisiik olmasi
AUE'nin apoptozisi yavaslatma egiliminde oldugu seklinde yorumlanabilir.

Apoptoza ugrayan hiicrede sitoplazma kiigliliip biizligmeye baslar. Bazi yapisal
proteinlerin par¢alanmasi ile nucleus yogunlasmaya baglar ve genellikle ¢ekirdek kromatin,
cekirdek zarmin i¢ tarafa dogru yer degistirir, bu sebeple at nali veya C harfine benzer bir
sekil alir. Kii¢iilmiis membran ile ¢evrili hiicreler makrofajlarin dikkatini ¢ceker. Degisen bu
apoptotik yapilarin igerisinde sitoplazma, nukleus pargaciklari ve sikica sarilmig organeller
bulunur (Mountz ve Zhou 2001, Piarbas1 2007, Trump ve dig 1997). Bizim ¢alismamizdan
elde edilen immunohistokimyasal gorintilemelerde FG ve DG ratlara ait hippocampus
kesitlerinde biiziismiis membran ile ¢evrili apoptotik hticreler dikkat cekmekteydi. Bu
gruplarin hem mikroskobik goriintiilemelerde hem de H-Score analizinde cekirdek
yapisindaki apoptotik degisimleri yukaridaki ifadeyi dogrular sekilde idi. FG ve DG ratlarin

mikroskobik goriintiileri karsilastirildiginda belirtilen 6zelliklere sahip hiicre formunun FG
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da oldugu gozlenmekteydi. H-score degerlerine gére FG'nun apoptotik hiicre sayisinin DG
'na gore daha olmast AUE'nin ndroprotektif etkisi oldugunu gostermektedir.

Glutatyon, glutatyon peroksidazin iki substratindan biridir ve metabolizmanin
serbest radikallere kars1 savunmasinda aktif bir 6gedir. Yogunlugu ve hiicreden birakilma
hiz1 oksidatif stresin bir gostergesidir. Oksidatif stres ve GSH diizeyleri arasinda pozitif iliski
bulunmaktadir. Literatiire bakildiginda hayvan deneyleri ile yapilan aragtirmalarda oksidatif
stres arttiginda GSH diizeyleri de yiikselmektedir (Smith vd, 1993) . Literatiirden farkli
olarak calismamizdaki GSH degerleri bakimindan gruplarin ortalama degerleri birbirine gok
yakin olup gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu durum FA ortaminda bulunan
ratlarda GSH diizeyinin etkilenmedigi, A undeo L 6ziitiiniin de GSH diizeylerini diizenleyici
bir etki yapmadig1 seklinde yorumlanabilir.

NO stres aninda mesajci rol oynayan ve ROS ile siirekli olarak iletisim halinde olan
bir serbest radikaldir. NO'in proapoptotik etkilerinin yaninda anti-apoptotik etkileri de
bulunmaktadir. Kisa émiirlii olan NO son yillarda biyolojik 6nemi yapilan ¢aligmalar ile 6n
plana ¢ikmistir (Huerta vd, 2008). Stres aninda mitokondri tizerinde etki gostererek SitC
salinimini uyararak apoptozisi indiiklemektedir. SitC salinimi ¢esitli mekanizmalar ile
hicresel kalsiyum salinimma sebep olur. Bu durum hiicre 6liimii yani apoptozis ile
sonuglanir (Zou vd, 1999).

2000 yilinda yapilan bir caligma ile NO'in kollateral damar olugumunu arttirarak
timor hiicrelerinin biiyiime ve metastazina sebep oldugu tespit edilmistir (Jadeski ve ark.,
2000). NO seviyelerindeki farklilasmanin apoptoziste 6nemli bir belirte¢ oldugu pek c¢ok
calisma ile one ¢ikarilsada, baz1 mekanizmalar heniiz acgik degildir (Inagaki ve ark., 1999)

Calismamizin sonuglarina gore, literatiire paralel sekilde FA maruziyeti ile apoptozis
arasinda iliski oldugu belirlenmistir. Hippocampus dokularinda formaldehit maruziyetine
bagl olarak apoptotik hiicre oranlarinda diger gruplara oranla belirgin artis gézlenmistir.
Biyokimyasal ve histolojik veriler dogrultusunda Arbutus Unedo L ekstrati uygulanan
gruplardaki hiicre 6liimlerinin uygulanmayan gruplara gore azaldigi tespit edilmistir.

FA o6zellikle kadavra tahnit laboratuvarlarinda sik kullanilan olduk¢a reaktif bir
serbest radikaldir. Literatiir verilerine gore FA ile ¢alisan meslek gruplar1 6zellikle kronik
maruziyet yasayan gruplarda sinir sistemi iizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir. FA'in
hippocampus lizerine etkileri 6grenme ve hafiza ile ilgili dejeneratif etkilerini minimize
edebilecek AUL gibi yiksek antioksidan igeriklerinin ¢ok yonlii arastirilmasinin hiicresel
diizeyde olusabilecek hasarlarin engellenmesine katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

5.1. Sinirhiliklar
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Calismamizin hazirlik ve deney asamasinin Ozellikle ilk zamanlarinin Covid-19
pandemisine denk gelmesi nedeniyle; uluslararas: ulasim aksakligina bagl ithal kitlerin ge¢
gelmesi ve hatali ¢ikmasi gibi sikintilar yasanmustir. Ulasim ve malzeme temininde
yasadigimiz sikintilar deney suresinin planladigimiz siireden daha uzun siirmesine sebep
olmustur; ithal olarak temin edilen TUNEL kitinin gec gelmesi ve hatali ¢ikmasi1 yasadigimiz
aksakliklardan biridir. Yeniden kit temin etmek igin gereken siirede siganlarin deney igin
uygun gelisim haftasi kagirilacagi igin apoptozis degerlendirmesi i¢in Kaspaz-3 metodu ile

calisilmistir. Bu konular yasadigimiz sinirliliklardr.
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6. SONUC VE ONERILER

Deney Oncesi ve sonrasi agirliklar eslestirilmis t-testi sonug¢larinda anlamli bir fark
bulunmamustir. (p>0,05)

Beyindeki apoptotik hiicre sayisini ifade eden H-score degerleri incelendiginde deney ve
FA gruplarinin hem kontrol grubundan hem de sham grubundan anlamli derecede yliksek
oldugu gozlemlenmistir. FA grubunda ortalama olarak en yiiksek ©lii hiicre sayisinin
gorilmesi hem sham hem de kontrol gruplarinin Deney ve FA gruplarindan anlamli derecede
az sayida 6l hiicre icermesi formaldehitin hippocampuste yaptigi hasara isaret etmektedir.
Deney grubunda FA grubuna goére ortalama olarak daha diisiik 6lii hiicre sayis1 goriilmiis
olsa da bu fark anlamli bulunmamistir. Sham grubunda ortalama olarak kontrol grubuna gore
daha diisiik 6lii hiicre say1s1 goriilmiis olsa da bu fark anlamli bulunmamistir. Ancak A undeo
L oziitiinlin beyindeki hiicre 6limiinii yavaglatma egiliminde oldugu sdylenebilir.

Lipit peroksidasyonunun ve oksidatif hasarin dnemli bir gostergesi olan MDA ile yapilan
degerlendirmelerde en yiikksek MDA degeri FA grubundadir. FA’in oksidatif stres
olusturucu etkisi agiktir. A unedo L 06ziitii uygulanan gruplar sham ve d eney grubunda
ortalama MDA degerlerinin diisme egilimi gosterdigi gozlemlenmistir. Deney grubuna
uygulanan A unedo L o6ziitiiniin FA’in olusturdugu oksidatif stresi azaltma egiliminde
oldugu ancak bu diisiisiin anlamli diizeyde olmadigi bulunmustur. Saglikl ratlara uygulanan
A unedo L 6zitiinlin MDA diizeyini kontrol grubu ortalamasiin da altina ¢ekerek hem
deney hem de FA gruplari ile arasinda anlamli derecede MDA diizeyi farkini olusturmustur.

Yapilan korelasyon analizlerinde MDA ile H-score arasinda gii¢lii pozitif korelasyon
bulunmustur (p<0,001). Oksidatif stres indikatorii MDA ile beyin dokusunda hiicre 6limn(
ifade eden H-score arasinda pozitif gii¢lii korelasyon olmasi, oksidatif stresin beyindeki
apoptozisi indiikledigini (uyardigini) gostermektedir.

Immiinohistokimyasal degerlendirmelerde DG ve FA grubu hippocampus bélgesindeki
apoptotik hticre sayist KG ve SG' na kiyasla daha yiiksek bulunmustur.

Aragtirma ¢aligmamizdan elde ettigimiz sonuglar 1s181nda; apoptotik hiicre sayisinin en
yiiksek FA grubunda olmasi, FA 'in hippocampuste sebep oldugu oksidatif hasara isaret
etmektedir. FA grubundaki apoptotik hiicre sayisinin deney grubuna gore yiiksek olmasi ve
sham grubunda ise tim gruplara oranla en az apoptotik hiicre sayisi varligit AUE'nin cerebral

hiicre hasarimi azalttig1 seklinde yorumlanabilir.
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BDNF degerlerinin KG ratlarda FA grubu ratlara oranla daha yiiksek olmasi; noranal
6lime protein diizeyinde oliimiin de eslik ettigi seklinde yorumlanabilir. BDNF degerinin
sham grubunda, FA grubuna gore daha diisiik bulunmasi ise AUE 'nin FA maruziyetine bagl

olarak ortaya ¢ikan negatif etkileri kismen diizelttigi seklinde yorumlanabilir.
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