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OZET

Bisfenol A'min Norotoksik Etkilerine Kars1 Timokinonun Potansiyel Noroprotektif

Etkisi

Amag: Bisfenol A’nin beyin dokusu iizerinde olusan ndrotoksik hasarlarina karsi
timokinonun potansiyel koruyucu ve tedavi edici etkilerini histokimyasal,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle degerlendirmek.

Materyal ve Metot: 32 adet Wistar albino cinsi erkek sican K, TQ, BPA ve
BPA+TQ olmak iizere 4 gruba ayrildi. K grubu ad libitum beslendi, TQ grubu 50 mg/kg
oral gavaj ile TQ, BPA grubuna 50 mg/kg oral gavaj ile BPA, BPA+TQ grubuna ise
yarim saat aralikla 50 mg/kg BPA ve 50 mg/kg TQ verildi. 30 giinliik deney siiresinin
sonlanmasiyla sicanlardan anestezi altinda intravendz kan ve beyin doku oOrnekleri
alindi. Beyin dokulari, histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlerle incelendi.

Bulgular: Biyokimyasal sonuglara gore BPA verilen grupta MDA seviyesinin
arttigl, GSH seviyelerinin azaldig: izlendi. K ve TQ gruplarinda benzer histolojik yap1
gozlenirken, BPA grubunda heterokromatik-piknotik niikleuslu noronlar, glial hiicre
infiltrasyonu, bazi ndronlarda kromatolizis ve karyolizis goriinlimii dikkat ¢ekti.
Perinéronal alanda 6dem ve noropil doku yogunlugunda azalma izlendi. BPA+TQ
grubunda iyilesmenin oldugu gozlemlendi. BPA grubunda BDNF, MBP ve NF
immiinreaktiviteleri en diisiik, Cas-3 en yiiksektir.

Sonu¢: Beyin dokusunda BPA’nin nérotoksik etkilerine karsi timokinonun
koruyucu ve tedavi edici etkisi bulgularimiz ile kanitlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Beyin, Bisfenol A, Norotoksisite, Timokinon
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ABSTRACT

Potential Neuroprotective Effect of Thymoquinone Against the Neurotoxic Effects

of Bisphenol A

Aim: To evaluate the potential protective and therapeutic effects of
thymoquinone against the neurotoxic damage caused by Bisphenol A on brain tissue
using histochemical, immunohistochemical, and biochemical methods.

Materials and Methods: A total of 32 male Wistar albino rats were divided into
four groups: Control (K), TQ, BPA, and BPA+TQ. The control group was fed ad
libitum. The TQ group received 50 mg/kg thymoquinone via oral gavage. The BPA
group was administered 50 mg/kg BPA orally, and the BPA+TQ group received 50
mg/kg BPA followed by 50 mg/kg TQ at a 30-minute interval. At the end of the 30-day
experimental period, blood and brain tissue samples were collected from the rats under
anesthesia. Brain tissues were examined using histochemical, immunohistochemical,
and biochemical techniques.

Results: Biochemical analysis revealed increased MDA levels and decreased
GSH levels in the BPA group. While the K and TQ groups exhibited similar histological
structures, the BPA group showed neurons with heterochromatic-pyknotic nuclei, glial
cell infiltration, chromatolysis and karyolysis in some neurons, perineuronal edema, and
reduced neuropil density. Improvement was observed in the BPA+TQ group. Among all
groups, the BPA group had the lowest BDNF, MBP, and NF immunoreactivities and the
highest Cas-3 expression.

Conclusion: Our findings demonstrate that thymoquinone has protective and
therapeutic effects against the neurotoxic impact of BPA on brain tissue.

Keywords: Brain, Bisphenol A, Neurotoxicity, Thymoquinone
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KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

BDNF : Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
BOS : Beyin Omurilik S1visi
BPA : Bisfenol A

BPA+TQ : Bisfenol A + Timokinon

CA : Cornu Ammonis

Cas-3 : Caspase-3

CAT : Katalaz

GPx : Glutatyon Peroksidaz
GSH : Glutatyon

H-E : Hematoksilen Eozin

K : Kontrol

MDA : Malondialdehit

MBP : Miyelin Basic Protein
MSS : Merkezi Sinir Sistemi
NF : Norofilament

OSI : Oksidatif Stres Indeksi
ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD : Stiperoksit Dismutaz
TAS : Total Antioksidan Kapasite
TCA : Trikarboksilik asit
TOS : Total Oksidan Kapasite

TQ : Timokinon
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1. GIRIS

Bisfenol A (BPA), plastik ve epoksi re¢ine iiretiminde yaygin olarak kullanilan
endokrin bozucu fenolik kimyasaldir. BPA, gidalarin plastik ambalaj temas1 veya 1s1l
islemlere maruz kalmasi sonucu kolayca gidaya gecebilir ve insan viicuduna gida
tiketimi veya temas yoluyla girerek dokularda birikebilir. BPA'nin endokrin sistem
tizerindeki bozucu etkileri, uzun siiredir bilinen bir durum olmakla birlikte, son yillarda
sinir sistemi {iizerinde de Onemli toksik etkileri oldugu bildirilmistir. BPA’nin
norotoksik etkileri iizerine yapilan arastirmalar, bu kimyasalin 6zellikle oksidatif stres,
inflamasyon, hiicre hasar1 ve oliimii ile nérodejeneratif siirecleri tetikleyerek merkezi
sinir sistemi hiicrelerinde ciddi hasarlara yol agabilecegini gostermektedir.

BPA’nin norotoksik etkisi, biiyiikk 6lciide hiicre ve dokularda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) tretimini artirarak oksidatif stres yoluyla ortaya ¢ikar. Oksidatif stres,
hiicrelerin antioksidan savunma sistemlerini asarak protein, lipid ve DNA gibi
biyomolekiillerde hasara yol agar. BPA’ya maruz kalan noronlarda, mitokondriyal islev
bozuklugu ve hiicre membraninda lipid peroksidasyonun arttig1 gézlemlenmistir.
Ayrica, BPA’nin beyindeki noroinflamatuar yanitlari tetikledigi ve glial hiicreler,
ozellikle mikroglialar ve astrositler aracilifiyla sinir dokusunda kronik inflamasyona
neden oldugu bilinmektedir. Bu inflamatuar siiregler, norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde O6nemli bir rol oynayarak 6grenme, hafiza ve diger biligsel islevlerde
bozulmalara da yol agabilir. BPA, ayni zamanda dopamin ve glutamat gibi
norotransmitterlerin dengesini bozarak sinaptik iletimi olumsuz etkiler. Sonug olarak,
BPA maruziyetinin sinir sisteminde meydana getirdigi hiicresel hasara bagli olarak
davranigsal degisiklikler, biligsel bozukluklar ve norodejeneratif siireclerin ortaya
¢ikmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Timokinon (TQ), Nigella sativa (¢orek otu) bitkisinin ana biyolojik aktif bileseni
olup, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik 6zellikleriyle bilinir. Son yillarda
yapilan arastirmalar, TQ’nun oksidatif stresin ve inflamasyonun neden oldugu
norotoksisiteye karsi koruyucu bir ajan olabilecegini gostermektedir. TQ’nun
noroprotektif etkileri, serbest radikalleri nétralize etme yetenegi ve antioksidan
savunma sistemlerini aktive etme kapasitesi ile iligkilendirilir. TQ, lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre zarlarinin oksidatif strese karsi korunmasini

saglar. Aym1 zamanda mitokondriyal fonksiyonlarin diizeltilmesi, kalsiyum



homeostazinin diizenlenmesi ve apoptozu inhibe etme yoluyla sinir hiicrelerinin yasam
stiresini artirabilir.

Sonug olarak, BPA’nin merkezi sinir sistemi lizerindeki noérotoksik etkileri ciddi
bir saglik sorunu teskil etmekte olup, bu zararl etkilerin dnlenmesi i¢in noroprotektif
ajanlarin arastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. TQ, antioksidan ve anti-inflamatuar
Ozellikleri sayesinde BPA’nin neden oldugu ndrotoksisiteye karst potansiyel bir
koruyucu ajan olarak one ¢ikmaktadir. Ancak, TQ’nun BPA’ya kars1 koruyucu
etkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla in vivo ve in vitro ¢alismaya ihtiyag
vardir. TQ'nun beyin hiicrelerinde spesifik molekiiler mekanizmalar iizerindeki
etkilerinin ve uzun vadeli kullanim giivenliginin arastirilmasi, bu bilesigin gelecekte

norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilma potansiyelini ortaya koyabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Merkezi sinir sistemi (MSS), insan ve diger omurgali canlilarin sinir sisteminin
ana bilesenlerinden biri olup beyin ile omurilikten olusur. MSS organizmanin ¢evresine
uygun tepki vermesini saglamak i¢in duyusal bilgiler toplar, isler, kararlar alir ve uygun
motor yanitlart olusturur. MSS, viicudun bir¢ok hayati fonksiyonunu diizenleyen, ayni
zamanda biling, 6grenme, hafiza ve diisiince gibi yiiksek biligsel islevlerin merkezidir
(1).

Beyin, MSS’nin bir parcasi olup kraniyum iginde yer alir ve bag dokusundan
olusan ii¢ katmanli meninks ad1 verilen zarlarla ¢evrilidir. Bu zarlar, distan ice dogru
dura mater, araknoid mater ve pia mater olarak siralanir. Bu zarlar arasinda bulunan
beyin omurilik sivisi (BOS) beyni travmalara karsi korur ve destek saglar. Beynin dis
yiizeyi girus ve sulkuslara sahip oldugu i¢in kivrimli yapidadir. Noron govdelerinden
olusan gri cevher, beynin dig kisminda yer alirken, miyelinli aksonlardan olusan beyaz
cevher ise i¢ kisimda bulunur. Glia hiicreleri hem gri cevher hem de beyaz cevherde

bulunur (2).

2.1.1. Beyin Anatomisi

Beyin (encephalon), kafatas1 kemikleri i¢inde yerlesmis, viicuttaki en karmasik
ve en blyiik anatomik yapilardan biri olup farkli loblara ayrilarak bir¢ok kritik
gorevden sorumludur. Viicut agirhigmin yaklasik %?2’sini olusturan insan beyni, yeni
doganda yaklasik 350 gram iken yetiskin bireylerde yaklagik 1300-1500 gram arasinda
bir agirhiga sahiptir (3). Insan beyninin gelisimi, gebeligin {iciincii haftasindan itibaren
baslayarak hizla devam eder ve dogumdan sonraki ilk 1.5 yil i¢inde biiyiik oranda
tamamlanir. Fetal hayatta ve prenatal donemde beyin gelisim orani en yliksek
seviyededir (4).

Yapisal olarak, omurilikten baslayarak yukar1 dogru siralanan ii¢ temel
boliimden olusur: rombensefalon (arka beyin), mezensefalon (orta beyin) ve
prosensefalon (6n beyin). Gelisimin ilerleyen evrelerinde ii¢ birincil kesecikten
telensefalon, diensefalon, mezensefalon, metensefalon ve miyelensefalon olmak {izere
bes ikincil beyin vezikiilii olusur. Gelisen bu vezikiiller yetigkin sinir sisteminde belirli

bilesenleri olusturacaktir (3).



Prosensefalon (On Beyin)

Prosensefalon, embriyolojik gelisim sirasinda beynin en 6n bdlgesini olusturan
yapidir. Merkezi sinir sisteminin en karmagik boliimii olup, ileri diizey bilissel ve
duygusal islevlerden sorumludur. Gelisim siirecinde iki ana boliime ayrilir:

Telensefalon: Beynin en biiyiik boliimiidiir ve iki hemisferden olusur. Her bir
beyin hemisferi, beyin korteksi milyarca noron igeren gri maddeden, néron uzantilarinin
bulundugu beyaz cevherden ve beyaz cevher icine yerlesmis bazal ganglionlardan
olusur. Beyin korteksi, bazal ganglionlar, hipokampiis ve limbik sistem gibi iist diizey
bilissel islevleri yoneten yapilari igerir.

Diensefalon: Talamus, hipotalamus, epitalamus ve subtalamus gibi duyusal
iletim, hormon kontrolii ve otonom sinir sistemi islevlerinde kritik rol oynayan
yapilardan olusur. Ayrica, norohipofiz ve optik sinir de diensefalon koékenli olup
farklilasarak belirli islevleri yerine getirir (3).

Mezensefalon (Orta Beyin)

Uc ana vezikiilden ortada yerlesen mezensefalon, beynin en kiigiik pargasi olup
tektum ve tegmentum adi verilen bdliimlerine farklilagir. Duyusal-motor entegrasyonu,
refleks kontrolii ve biling diizeyinin diizenlenmesi gibi kritik islevlere sahip bir beyin
bolgesidir. Ugiincii ve dordiincii ventrikiilleri birbirine baglayan aquaeductus cerebri
mezensefalonun ortasindan gecer. Mezensefalon pons ve bulbus ile birlikte beyin sap1
olarak adlandirilir (2).

Rombensefalon (Arka Beyin)

Rombensefalon, embriyonik gelisim siirecinde beynin en arka kisminda yer alan
ve omurilik ile baglantili olan bir bélgedir. Bu yapi, iki ana bdoliime ayrilir:
metensefalon ve miyelensefalon. Miyelensefalon, gebeligin yaklasik 20. haftasinda
medulla oblongata’y1r olustururken; metensefalon, pons ve serebellum gelisiminden
sorumludur. Metensefalon, istemli hareketlerin diizenlenmesi ve motor koordinasyonun

saglanmasi gibi islevleri yerine getirir (2, 3).

2.1.2. Beyin Gelisimi

Insan beyninin gelisimi karmasik ve uzun bir siirectir. Gebeligin iiciincii
haftasinda noral tiip olusumu ile baglayan bu siire¢, beyin yapilarinin sekillenmesi,
norogenez, noron gocli ve farklilagsmasi, sinaptogenez ve miyelinizasyon gibi bir¢ok
asamadan gecer. Beyin gelisimi dogumla sona ermeyen, yasam boyu devam eden ve

cevresel etkenlere duyarli bir siirectir (5). Tiim sinir sistemi ektodermal kdkenli bir yap1
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olup noral plak adi verilen ektodermal kalinlasmadan gelisir. Bu siire¢, noriilasyon
olarak adlandirilir ve 4. haftanin baslarinda (22-23. giinlerde) baslar. Noral plak, noral
katlantilar1, ndral tlipii ve noral kristay1 olusturur. Noral tiipten merkezi sinir sistemine
ait beynin boliimlerini meydana getirecek olan beyin vezikiilleri, medulla spinalis ve
merkezi glial hiicreler gelisir (6).

3. haftanin sonuna gelindiginde, ndral plagin yan kenarlar1 yukari dogru
yiikselerek noral katlantilart meydana getirir. Gelisimin ileri asamalarinda, bu katlantilar
orta hatta birlesir ve noral tiipii olusturacak sekilde kaynasir. Birlesme servikal bolgede
baslar zamanla kraniyal ve kaudal yonlerde ilerleyerek tamamlanir. Embriyonun ug
kisimlarinda kaynagma daha ge¢ gerceklestiginden, bu asamada noral tiip ile amniyon
boslugu arasinda gecici bir baglanti korunur. Kraniyal ndroporlarin kapanmasi iki
yonliidiir; ilki servikal bolgeden yukar1 ve asagi dogru ilerlerken, ikincisi 6n beyinden
baslayarak hem kraniyal hem de kaudal yonde ilerler. Kraniyal néropor 25. giinde,
kaudal noropor ise 27. giinde kapanarak gelisimini tamamlar. Bu kapanma siireci ile
birlikte, noral tiip i¢indeki damar ag1 da gelisimini tamamlamis olur. Noral tiipiin
duvarlart kalinlasarak beyin ve omuriligi sekillendirirken, i¢ bosluk kismi ise beynin
ventrikiiler sistemini ve omuriligin santral kanalin1 olusturur. 4. somit ciftinin kraniyal
kisminda yer alan daha genis noral tiip boliimii, ilerleyen siirecte beyin yapilarina
dontigiir. Dordiincii haftada embriyonal beyinde ii¢ temel biikiilme olusturur: sefalik
fleksiir, servikal flekslir ve pontin fleksiir. Bu biikiilmeler, beyin yapisinda
degisikliklere yol agarak gri ve beyaz madde konumlarini etkiler. Baslangigcta omurilik
ile benzer yapidayken, gelisim silirecinde bazal ve alar plaklarin dagilimi farklilasir.
Gelisiminin 4. haftasinda noral tiipiin sefalik kisminda dilatasyonlar ile ii¢ primer beyin
vezikiilil gelisir: Prosensefalon, mezensefalon ve rombensefalon (Sekil 1.1) (3, 6).

Prosensefalon 5. haftaya ulasildiginda, iki ayr1 yapiya doniisiir; telensefalon ve
diensefalon. Telensefalonun duvarindan beyin hemisferleri ve serebral korteks
olusurken boslugundan lateral ventrikiil gelisir. Noroblastlarin subpial gocii ile gri ve ak
maddenin yerlesimi belirlenir. Diensefalon ise bir tavan iki alar plaktan olusur ve
boslugundan 3.ventrikiil gelisir. Optik vezikiillerin biiylimesiyle birlikte talamus,
hipotalamus, epifiz, hipofiz ve retinanin gelismesini saglar (6). Mezensefalon, en ilkel
beyin vezikiiliidir ve bdlinmeden gelisimine devam eder. Gelisim siirecinde
mezensefalonun bazal plaklarindan tegmentum olusur. Alar plaklarindan ayrilan
noroblastlar, tektum bdlgesine goc ederek gorme ve isitme refleksleriyle ilgili olan

cekirdekleri olusturur. Bu ¢ekirdekler, baslica anterior (superior) colliculi ve posterior
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(inferior) colliculi olarak iki gruba ayrilir. Anterior kollikulus, goz hareketleri ve gérme
refleksleriyle iliskiliyken, posterior kollikulus isitme sinyallerinin islendigi bir ara
istasyon olarak gorev yapar (7).

Rombensefalon ise iki ayr1 sekonder beyin vezikiiliine doniisiir; metensefalon ve
miyensefalon. Metensefalon, serebellum ve ponsun olusumunu saglar. Bazal plaklarin
marjinal tabakasinda genisleyerek serebral ve serebellar korteksi medulla spinalisi
baglayacak liflerle birlikte koprii olan ponsta ayrica alar plaklardan go¢ eden hiicrelerin
olusturdugu nuclei pontis bulunur. Miyelensefalon, medulla oblongatay1 olusturur.
Kaudal kismi medulla spinalise benzerken, bazal ve alar plaklarin disa agilmasi ile
medulla spinalisten ayrilir. Bazal plak somatik, 6zel viseral ve genel viseral eferent
niikleuslar igerirken, alar plak afferent niikleuslar1 barindirir. Sulcus limitans ile bazal
ve alar plaklar1 ayiran bir oluktur. Rombensefalonun i¢inde kalan ndral tiip 4. ventrikiilii
olusturur (3, 6).

Anterior (gbrme) ve Talamus, Hipotalamus, Pitditer
posterior (isitme) kollikuli

Diensefalon

Mezensefalon { g {Ucincd ventrikiif)
(Serebral Aqueduct of S
Sylvius)
Rombensefalik ¢
istmus Telensefalon
Metensefalon Serebral hemisferier

(Lateral ventrikdller),

Serebellum, Pons Optik vezikal

Dérddncl (Diensefalon'dan)

ventrikdlan

tavani Myelensefalon

Medulla oblangata

Sekil 1.1. Gelisimin 32. giiniinden sagittal kesit ile {i¢ beyin vezikiiliiniin

gosterimi (6).

Gelisimin 5. haftasi itibariyle, beyin korteksi katmanlar1 sekillenmeye baslar ve
sinir sisteminin temel yapilar1 belirgin hale gelir. Bu siiregler, merkezi sinir sisteminin
gelisimi boyunca beynin ve omuriligin farklilasmasmi yonlendiren kritik asamalari
olusturur. 5. haftada beyin yapilarina paralel olarak beyin korteksinin katmanlar1 da
sekillenmeye baslar. Bu siire¢, noronlarin gocii ile birlikte korteksin ¢ok katmanli

yapisinin olusumunu saglar (8).



2.1.3. Sinir Sistemi Histolojisi

Sinir sistemi, yapisal ve islevsel karmasikligiyla organizmanin ileri diizeyde
orglitlenmis biyolojik sistemlerinden biridir. Sinir dokusu hiicreleri iki ana gruba ayrilir:
Noronlar ve noéroglia hiicreleri. Noronlar, milyonlarca baglantidan olusan aglar
aracilifiyla sinyallerin olusturulmasini ve iletimini saglarken; sayica ndronlardan
yaklagik on kat fazla olan néroglia hiicreleri ise bu iletisimi destekleyen ve sinir
dokusunun biitiinliiglinii koruyan hiicresel bir altyap1 olusturur. Bu hiicreler birbirleri ile
cok sayida ara baglantilar kurarak karmasik bir iletisim ag1 tizerinden viicudun i¢ ve dis

ortamlar1 arasinda etkilesimini saglar ve bu etkilesimin dengesini korur (9).

Noronlar

Noronlar, norotransmiter liretebilen uyarilabilme ve uyarilar iletme yetenegine
sahip sinir sisteminin morfolojik ve fonksiyonel birimidir. Sinir sistemindeki sayilar1 on
milyar1 agsmaktadir. I¢ veya dis ortamlardan stimuluslari alip ve analiz ederek uygun
cevaplar iiretmekle gorevlidirler. Islevsel gorevleri, morfolojik 6zellikleri ve boyutlar:
bakimindan ¢esitlilik gosterse de temel yapisal olarak hiicre govdesi (perikaryon),
dentritler ve akson olmak tizere ii¢ ana béliimden olusurlar: (9).

Hiicre govdesi; poligonal veya oval sekilli yaklasik 5-150 um ¢apinda, niikleus
ve periniiklear sitoplazmay1 i¢eren kisimdir. Noronlarin metabolik merkezi olan hiicre
govdesi, protein sentezi ve organel acisindan zengindir. Sitoplazmasinda genellikle
merkezi yerlesimli Okromatik niikleus, Golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondri,
mikrotiiblil ve norofilamentlerin yani sira graniillii endoplazmik retikulumdan olusan
Nissl cisimcikleri yer alir (3).

Dentritler; hiicre govdesinden c¢ikan c¢ok sayida aga¢ dallarina benzeyen
reseptor uzantilardir. Diger néronlardan veya dis ortamdan gelen uyarilari hiicre
govdesine iletmekle gorevlidirler. Dentrit dallarinin tiim yiizeyi dentrit dikenleri (spin)
ad1 verilen kiigiik ¢ikintilarla ortiiliidiir. Dentroplazma icerigi Golgi kompleksi harig¢
hiicre govdesindeki periniiklear sitoplazma icerigine benzerdir (10).

Aksonlar; hiicre govdesinden diger bir norona veya kas hiicresi gibi efektor
hiicrelere uyarilar iletmekle gorevlidir. Hiicre gévdesinden akson tepecigi adi verilen
kistmdan uzanirlar (10). Aksoplazma boélgesinde agraniiler endoplazmik retikulum,
mitokondri, mikrotiiblil ve mikrofilamentler yer alirken Golgi aygiti, ribozom ve Nissl

cisimcikleri bulunmaz; bu nedenle gerekli protein ve enzimler hiicre gdovdesinde



sentezlenerek aksona tasmir (9). Merkezi sinir sisteminde oligodendrositler, periferik
sinir sisteminde ise Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan miyelin kilif, bir¢ok
aksonun etrafini1 sararak izolasyonu saglar ve iletim hizimi artirir. Bu yapiya sahip olan
aksonlar miyelinli aksonlar olarak smiflandirilir. Miyelin kilif icermeyen aksonlar ise

miyelinsiz akson olarak siniflandirilir (3).

Noronlarin Siiflandirilmasi

Noronlar hiicre gévdesinden ¢ikan uzanti sayisina gore ve fonksiyonlarina gore
iki gruba ayrilir. Uzanti sayilarina gore; unipolar (psddounipolar), bipolar ve multipolar
ndronlar olarak siiflandirilir.

Unipolar néron, néron govdesinden uzanan tek bir aksonu vardir. Bu akson
hiicre govdesinden ayrildiktan sonra periferik ve merkezi olmak iizere iki dala ayrilir.
Unipolarlarin biiyiik bir kism1 MSS’ne yakin yer alan duyusal néronlardir. Kraniyal ve
spinal sinirlerin duyusal gangliyonlarinda bulunur (1).

Bipolar néron, bir akson ve bir dentrit igerirler. Ozellikle 6zel duyu
reseptorlerinde bulunurlar.

Multipolar néron, bir aksonu, en az iki ya da daha fazla sayida dentrite sahiptir.
En yaygin bulunan néron tiirtidiir (11).

Fonksiyonlarina gore; duyusal, motor ve ara ndronlar olmak iizere iice ayrilir.

Duyusal néronlar, reseptorlerden gelen uyarilart MSS’ye iletirler.

Motor néronlar, MSS’den gelen ya da gangliyonlardan efektor hiicrelere
implus iletmekle gorevlidirler.

Ara noronlar, duyusal ve motor néronlar arasinda iletisimi saglar. Noronlarin

%99 unu olusturarak tamami MSS yer alir (9) (11).

Merkezi Sinir Sistemi Noroglia Hiicreleri

MSS’de noronlar arasinda yer alan 6zel dokuya noroglia dokusu ve bu dokuyu
olusturan hiicrelere noroglia hiicreleri denir. Boliinme 6zelligine sahip olan bu hiicreler
noronlara yapisal ve fonksiyonel destek saglar. Dort tip merkezi ndroglia hiicresi
bulunur; astrositler, oligodendrositler, mikroglia ve ependim hiicreleri (1).

Astrositler; noroglial hiicrelerin  en biiyiigiidiir. MSS’de homeostazin
korunmasinda, sinaptik aktivitenin diizenlenmesinde ve kan-beyin bariyerinin
desteklenmesinde rol oynayan yildiz seklindeki noroglial hiicrelerdir. Sitoplazmalari

uzun ve dalli uzantilar icerir; bu sayede hem ndronlarla hem de kan damarlariyla temas



kurarak iyon dengesinin saglanmasi, norotransmitterlerin geri alimi ve metabolizmasi
gibi gorevlerde bulunurlar (1, 9).

Oligodendrositler; MSS’de miyelin kilifin olusumundan sorumlu hiicrelerdir.
Astrositlere kiyasla daha kii¢iik hiicrelerdir. Her bir oligodendrosit aksonlara uzanarak
cevresinde spiral seklinde doner ve miyelin kilift olusturur. Miyelin kilif ile baglantil
bazal lamina bulunmaz. Oligodendrositlerin her bir sitoplazmik uzantis1 tarafindan
olusturulan miyelin kilif segmenti, internod olarak adlandirilir. Miyelin kilif, aksonu
kesintisiz bir sekilde sarmalamaz, diizenli araliklarla kesintiye ugrar ve kesintiye
ugradig1 bu boliimlere Ranvier bogumu adi verilir. Bu bogumlar sayesinde impluslarin
sigrama hareketi yaparak hizli iletilmesi saglanir (12).

Mikroglialar; en kiiclik noroglia hiicresidir. Niikleuslar1 kiiciik mekik sekilli
hiicrelerdir. Fagositoz yapma yetenekleri nedeniyle mononiiklear fagositik sisteminin
bir iiyesi kabul edilirler (9).

Ependim hiicreleri; beyin ventrikiillerinin ve spinal kanali déseyen kiibik veya
prizmatik sekilli hiicrelerdir. Apikal ylizeyler inde mikrovilus ve silyum bulunur. Beyin
omur ilik sivisinin emiliminde ve hareketinde rol alirlar. Epitelden farkli olarak alt

sinirinda bazal lamina bulunmaz (11).

2.1.4. Beyin Histolojisi

Beyin bilginin degerlendirilmesi, hafiza, 6grenme ve istemli motor cevabinin
baslatilmasindan sorumludur. Pons {izerine yerlesmis iki serebral hemisferden olusur.
Hemisferlerin iglerinde lateral ventrikiiller olarak bilinen bosluklar bulunur.
Hemisferlerin yiizeyinde bulunan derin yariklarla loblara ayirilmistir. Her lobun

yiizeyinde sulkuslarla sinirlanmis giruslar bulunur.

Gri Madde (Substantia Grisea)

Noron hiicre govdesi, dentritler, mikroglia, astrositten ve kan damarlarindan
zengin serebral korteks bolgesidir. Bu bolgede ¢ok farkli boyut ve sekilde noron tipi
bulunur. Bunlardan piramidal noron, yildiz veya graniiler hiicreler, horizontal hiicreler
ve fuziform hiicreler korteksin ana néron ¢esididir.

Piramidal néronlar, hiicre govdesi piramit seklindedir. En biiyiik piramidal
noronlar Betz hiicreleri olarak adlandirilir. Korteksin derinliklerine dogru hiicrenin

blytikligli artar. Duyusal bilginin uyumu ve istemli motor yanitlarinin olusmasinda



gorev alirlar. Biiyiik piramidal néronlarin arasinda farkli boyutlarda kiiciik néronlar da
bulunur.

Yildiz hiicreler, uzantilar1 nedeniyle yildiz seklindedir. Korteksin her
tabakasinda bulunurlar. Kiiclik hiicre govdelerinden her yone seyreden birgok dentrit ve
kisa aksonlar1 vardir.

Horizontal hiicreler, hiicre govdeleri mekik seklinde olan bu hiicreler genellikle
korteksin en dis tabakasinda bulunur.

Fuziform hiicreler, mekik bicimli morfolojileriyle karakterize olup, hiicre
govdeleri korteks ylizeyine dik bir eksende konumlanmistir. Hiicre gdvdesinin lateral
yiizeyinden ¢ikan akson yiizeye dogru ilerlerken iist ve alt yiizlerden ¢ikan dentritleri

dallanarak yiizeye ve korteksin derinliklerine dogru seyreder.

Serebral Korteks Tabakalanmasi

Serebral korteksin tabakali yapisi, farkli biyiiklik ve sekillerdeki ndron
govdelerinin belirli diizenlerde konumlanmasi ve sinir liflerinin yiizeyden derine dogru
organize olmasi sonucu olusur. Bu organizasyon sayesinde korteks, yiizeyden derine
dogru histolojik olarak alt1 tabakaya ayrilir (Sekil 1.2).

1. Molekiiler tabaka (lamina molekiilare): Pia materin hemen altinda yer alir.
Hiicresel agidan fakir ve az sayida ig seklinde horizontal hiicreler bulunur.

2. Dis graniiler tabaka (lamina graniilaris eksterna): Graniiler hiicreler,
kiiclik piramidal ndronlar ve yildiz sekilli néronlar bulunur.

3. Dis piramidal tabaka (lamina piramidalis eksterna): Orta biiyiikliikte
piramidal noronlar ile iki tabaka arasinda konumlanan kiigiik piramidal noronlarin yani
sira hem horizontal hem de vertikal diizlemde uzanan fuziform ndronlar bu alanda yer
alir.

4. I¢ graniiler tabaka (lamina piramidalis interna): Kiiciik yildiz seklinde
graniiler noronlar ile glial hiicreler bu tabakada hakimdir. Serebral korteksin en ince
tabakasi olmakla beraber en fazla hiicre yogunlugunun oldugu tabakadir.

5. I¢ piramidal tabaka (lamina piramidalis interna): Baslica orta ve biiyiik
piramidal noéronlardan olusur. Motor merkezlerde Betz hiicreleri adi verilen biiyiik
piramidal hiicreler bulunur. Serebral korteksin en az hiicre yogunlugunun oldugu
tabakadir.

6. Multiform tabaka (lamina multiformis): Serebrumun beyaz maddesine

komsu olan polimorfik hiicre tabakasidir. Bu tabakada fuziform, piramidal, yildiz ve

10



cok kutuplu ¢esitli ndronlar bulunur. Hiicreler diizensiz bir sekilde yerlesmistir ve yapi
itibariyle diger katmanlardan farklilik gosterir. Martinotti néronlar1 en belirgin néron

tipidir (3, 9).

PM: pia mater, V: ven, BV: kan damarlari, CC: Cortex cerebri, WM: Substantia alba, NN: Noroglial
hiicreler, GC: Graniil hiicreler, PC: Piramidal hiicreler, FC: Fuziform hiicreler (1).

Sekil 1.2. Beyin korteksinin tabakalar1. Luxol fast blue boyanmasi ile gosterimi.

Beyaz Madde (Substantia Alba)

Serebral korteksin altinda miyelinli miyelinsiz sinir liflerinden, néroglia ve kan
kapillerinden olusur. Farkli yonlerde seyreden sinir demetlerinin bir kismi serebral
korteksin cesitli bolgeleri ile karsilikli hemisfer korteksleri arasinda baglanti kuran
demetlerdir. Diger bir kismi ise serebral korteksi serebrumun diger parcalarina ve
medulla spinalise baglayan inen eferent ve c¢ikan afferent demetlerdir. Hemisferlere
giren ve hemisferlerden ¢ikan bu demetler subkortikal niikleuslar arasindan gegerek bir

araya gelerek capsula interna ve eksternay1 olusturur (3, 9).
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Subkortikal- Bazal Niikleuslar

Serebral hemisferler ile talamusun birlesim bolgesinde, beyaz madde igerisinde
yer alan gri madde kiimeleri bazal niikleuslar olarak adlandirilir. Bu yapilar topluca
korpus striatum terimi ile ifade edilir ve baglica niikleus kaudatus, lentiform niikleus (alt
birimleri olan putamen ve globus pallidus) ile klaustrumdan olusur. Bazal niikleuslar,
ekstrapiramidal sistemin bir pargasi olup istemsiz motor hareketlerin diizenlenmesinde
onemli rol oynarlar. Histolojik olarak, bu bolgeler yogun néron govdeleri, bunlara ait

uzantilar, ndéroglia hiicreleri ve kapiller damar yapilari ile karakterizedir (3, 9).

Hipokampiis

Hipokampiis, lateral ventrikiiliin temporal boynuzu boyunca uzanan laminar bir
gri madde yapisidir. Yasam boyunca siiregelen noral plastisite kapasitesi sayesinde,
o0grenme ve bellek mekanizmalarinin diizenlenmesinde merkezi bir rol iistlenir.
Hipokampiis, iki temel anatomik bilesenden olusur: Cornu Ammonis (CA) ve dentat
girus. Embriyonik gelisim sirasinda dentat girusun i¢ biikey yiizeyi, CA’nin i¢ ylizeyine
yerlesir. Gelisim siireci tamamlandiginda bu iki yapi, hipokampal sulkusla birbirinden
ayrilir ve karakteristik U bi¢imli bir morfoloji kazanir (13). CA, vestijiyal hipokampal
sulkustan baslayarak ventrikiil bosluguna dogru uzanir ve mikroskobik diizeyde yedi
tabakaya ayrilarak incelenebilir:

1. Alveus, hipokampiisiin ventrikiiler yiizeyini orten bu tabaka, basta piramidal
noronlara ait aksonlar olmak {izere subikulumdan ¢ikan ndronal uzantilarindan olusur.

2. Stratum oriens, piramidal hiicrelerin bazal dendritlerini ve sepet hiicre tip1
internoronlart igeren, stratum piramidale ile sinirlar1 tam belirgin olmayan bir
katmandir.

3. Stratum piramidale, hipokampal piramidal nodronlarin yogun olarak
bulundugu tabakadir. Bu ii¢gen sekilli biiylik néronlar, dendritlerini komsu tabakalara,
aksonlarini ise alveus yoniinde uzatir.

4. Stratum lucidum, hipokampiisiin en ince tabakalarindan biridir ve yalnizca
CA3 bolgesinde yer alir. Hiicresel yogunlugu oldukca fazladir ve biiylik oranda motor
ozellik gosteren piramidal néronlardan olusur.

S. Stratum radiatum, yapisal ve islevsel olarak stratum oriens tabakasina
benzerlik gosterir. Bu katman, hipokampiise gelen septal ve komissural aferent lifleri

igerir.
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6. Stratum lakunosum, hipokampiisiin ince yapili tabakalarindan biridir. Bu
katman, CA3 bolgesinden CA1'e uzanan Schaffer kollateral liflerini igerir.

7. Stratum molekiilare hipokampiisiin en ylizeyde yer alan tabakasidir. Bu
katmanda, entorhinal korteksten gelen perforan yol lifleri ile piramidal hiicrelerin apikal

dendritleri yer alir (14) (15).
2.2. Bisfenol A

2.2.1. Genel Ozellikleri

Endokrin bozucu kimyasallar sinifina ait kimyasal bir ajan olarak tanimlanan
bisfenol A (BPA), kimyasal formiilii 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan olan ve iki fenol
ile polikarbonat molekiillerinin birlesiminden meydana gelen bir organik bilesiktir (16).
Ik kez 1891 yilinda Rus kimyager Aleksandr Dianin tarafindan tanimlanmis olup, 1905
yilinda Zincke tarafindan iki molekiil fenol ile asetonun diisiik pH yiiksek sicaklik ile
yogunlagtirilmasi ile sentezlenmistir. C1sHi60> formiiliine sahip (Sekil 2.1) kati, fenolik
kokulu, krem-beyaz renkte, kristal yapidadir (17). BPA, aseton, etanol ve
dimetilsiilfoksit gibi ¢oziiciilerde i1yi ¢oziiniir. Molekiiler agirligi 228.9 g/mol olan BPA,
153-156 °C arasinda erimekte ve 0.5 kPa basing altinda 220 °C’de kaynamaktadir.
Alevlenme sicakligl 270 °C olup, 1 atm basingta 193 °C'de ucucu hale gelir. Lipofilik
diizeyini gosteren log Kow ve log Pow degerleri 3.32°dir. Suda ¢6ziiniirliigii ise 25
°C’de 120 mg/L olarak belirlenmistir. Bu fizikokimyasal 6zellikler, BPA’nin ¢evresel
yayilimi, biyolojik sistemlerdeki hareketi ve toksikolojik etkileri acisindan 6nem arz

etmektedir (18).

OH
0 CH;
+ )K —_— HOO OH + H,0
CH; CH, CH;
FENOL ASETON BISFENOL A

Sekil 2.1: Fenol ve aseton tepkimesi sonucunda BPA olusumu (19).

2.2.2. BPA’nin Kiiresel Uretimi ve Kullanim Alanlar1
BPA, 1891'de ilk kez sentezlenmesinin ardindan 1940’tan bu yana endiistriyel
iiretimde genis bir kullanim alan1 bulmustur. Giintimiizde BPA, polikarbonat plastikler,

epoksi regineler ve c¢esitli polimer malzemelerin sentezinde yaygin olarak
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kullanilmaktadir (20). Cesitli uygulamalarda kiiresel BPA kullanim hacminin, 2015
yilinda yaklasik 7.69 milyon metrik ton oldugu ve 2016'da 7.7 milyon metrik tona
ulagmasinin beklendigi kaydedilmistir. 2016 ile 2022 yillar1 arasinda yillik ortalama
%4.8’1lik bir bilesik biliylime orani gézlemlenmektedir (21). BPA'nin en genis pazari
Asya Pasifik bolgesinde bulunmakta ve bu bolge kiiresel pazarin yaklasik %52'sini
olusturmaktadir. Uretimin  %36’s1  ise ABD ve Bati Avrupa tarafindan
gergeklestirilmektedir (22).

BPA ile iiretilen polikarbonat plastikler, yiiksek mukavemet, sertlik, termal
dayaniklilik ve asitler ile yaglara karsi direng gibi iistiin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
nedeniyle alternatif kimyasallar mevcut olmasina ragmen tiim endiistriyel uygulamalar
icin tek bir alternatif ¢6ziim yoktur. Bu sebeple genis bir kullanim alanina sahiptir (23).
Endiistride iiretilen BPA'nin yaklasik %70'1 polikarbonat {iretiminde, %25'1 ise epoksi
recinelerin yapiminda kullanilir. Geriye kalan %5'lik kisim ise fenoplast ve fenolik
recineler, doymamis polyester re¢ineleri, gida kutularinin i¢ kaplamalari, etoksillenmis
BPA, termal kagit katki maddeleri, bazi dental malzemeler, polioller, modifiye
poliamidler, otomobil lastikleri icin bilesenler, tibbi cihazlar, optik malzemeler, igme
suyu borular1 ve oyuncaklar dahil ¢esitli materyallerde kiiresel boyutta kullanilir (24-
26).

2.2.3. BPA Maruziyeti

BPA'nin genis bir kullanim alanina sahip olmasi, insanlarin giinliik yasamda
BPA ile temas etme riskini artirmaktadir. BPA, plastiklerde ve epoksi reginelerde
kullanilan bir endiistriyel kimyasal olarak hem gida temas yiizeyleri hem de cesitli
tiiketici {rtlinleri aracilifiyla insan viicuduna su, hava, toprak, gida ve dogrudan temas
ile gegebilmektedir (25).

BPA’ya en sik maruz kalinan yol, BPA iceren ambalajlardan gida ve igeceklere
gecen BPA ile bebek biberonlar1 ve yeniden kullanilabilir su siseleri gibi polikarbonat
kaplardan BPA gec¢isi oldugu diisiiniilmektedir. Giiniimiizde gida ambalaj malzemeleri,
konserve kutularimin i¢ kaplamalar1 ve su siseleri gibi bir¢gok {riinde BPA
bulunmaktadir. Ozellikle yiiksek sicaklik veya asidik ortamlar, BPA'nin plastik
materyallerden gidaya gecis hizini artirmaktadir. Ornegin, mikrodalga firinda 1sitilan
BPA iceren plastik kaplar veya asidik yiyeceklerin saklandigi kaplar, BPA gecisinin
daha yogun oldugu durumlardir (27). BPA maruziyeti, polikarbonat plastikten yapilmis

bebek biberonlarinn kullanimryla dogrudan iliskilidir. Ozellikle sicak sivi veya gidalar
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biberona konuldugunda, BPA’nin ¢6ziinme olasiligi artmaktadir. Biberonlarin
mikrodalgada 1sitilmasi veya sicak suyla sterilize edilmesi, BPA’nin ¢dziinmesini
hizlandirabilir. Arastirmalar, bebeklerin ve kiiciik ¢ocuklarin kilo basina daha yiiksek
diizeyde BPA maruziyetine sahip olduklarmi gostermektedir; bunun nedeni, viicut
agirliklarinin diisiik ve besin alim oranlarinin yiliksek olmasidir, bu da BPA'nin onlara
daha hizli gegmesine yol agmaktadir (20).

BPA'nin su iginde c¢oOziiniirligi 120 ila 300 upg/ml araliginda degisiklik
gostermektedir. Atik su aritma siirecleri BPA’y1 tamamen ortadan kaldiramadigi igin,
bu bilesik onu iireten sanayi tesislerinin atik sularinda tespit edilebilir (28). BPA, deniz
suyunda nehir suyuna kiyasla daha uzun siire (yaklasik 30 giin) bozulmaya ugramadan
kalabilmektedir. Bu nedenle, deniz organizmalarinda BPA kontaminasyonu riski, tath
su organizmalarina gore daha yiiksek olabilir. Bu sebeple, BPA ile kirlenmis tatli su
baliklart veya deniz {riinlerinin tiiketimi, insanlar i¢in baslica kontaminasyon
yollarindan biri olarak kabul edilmektedir (29).

Atmosferik Oksidasyon Programi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, BPA'nin
foto-oksidasyon yar1t Odmriiniin 0.74 ila 7.4 saat arasinda oldugu hesaplanmistir. Rudel
ve arkadaglarinin yaptig1 son calismada, yedi hava 6rneginden iiciinde (bir plastik igyeri,
bir konut ve bir ofis binas1) BPA konsantrasyonlarinin 2 ila 208 ng/m?* arasinda degistigi
rapor edilmistir. Bununla birlikte, genel olarak havadaki yiiksek BPA seviyelerine
maruz kalma ve BPA’y1 soluma olasiligi oldukga diisiiktiir (30, 31). Ancak sanayi
sektorli calisanlarinin, BPA'ya hem solunum hem de cilt temas: yoluyla daha yiiksek
diizeyde maruz kalmaktadir (32).

BPA ile temas sonucu ortaya ¢ikabilecek saglik tehlikelerinden biri, mesleki bir
durum olarak tanimlanan alerjik kontakt dermatittir; ancak bu durumun gelisim
mekanizmas1 heniiz tam olarak anlagilmamistir. Alerjik kontakt dermatitin biiylik bir
kismu, plastik iirlin iretiminde ¢alisan isciler, epoksi yapistirici bant ve kopiiklere maruz
kalanlar ile dis hekimi asistanlar1 gibi BPA igeren tiriinlerle diizenli olarak temas eden
calisanlarda gézlemlenmektedir (33).

BPA'nin toprakta adsorpsiyon katsayis1 degeri, 120 ng/l ¢oziiniirliik ve 3.32
oktanol-su boliisiim katsayis1 kullanilarak 314-1524 arasinda hesaplanmistir. Bu,
BPA'nin yeralt1 veya ylizey suyuna salindiginda toprak veya tortularda birikebilecegini
gostermektedir. Tortulardaki BPA seviyeleri ylizey sularmma gore daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica, yapilan bir ¢calismada, topraktaki BPA'nin yar1 dmriiniin 3 giinden

kisa oldugu ve ana dagilma yolunun kalinti baglanmas1 oldugu belirlenmistir (34).
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BPA maruziyeti, etnik koken, yas, sosyoekonomik durum, sigara kullanimi ve yasam
tarzi1 gibi faktorlerle iliskilidir. Gengler, diisiik gelirli ve sigara igen bireyler daha fazla
BPA'ya maruz kalmaktadir. Viicuda farkli yollarla alinan BPA’nin tiikiiriik, idrar,
serum, amniyotik sivi ve folikiiler sivi gibi gesitli viicut sivilarinda bulundugu, ayrica
akciger, bobrek, karaciger, beyin ve plasenta gibi pek c¢ok doku birikebildigi
belirlenmistir (35). Bu durum, BPA’nin viicutta birikerek uzun vadede potansiyel saglik
riskleri olusturabilecegini gostermektedir.

BPA’nin bilinen toksik etkilerine karsin Avrupa Birligi, 19 Aralik 2024 tarihinde
kabul edilen ve 31 Aralik 2024 tarihinde Resmi Gazete'de yayimlanan (AB) 2024/3190
sayili Komisyon Tiizigii ile BPA'min gida ve iceceklerle temas eden iirlinlerde
kullanimin1 yasaklamistir. Bu yasak, metal kutularin kaplamalari, yeniden kullanilabilir
plastik icecek siseleri, su dagitim sogutuculart ve diger mutfak gerecleri gibi tirlinleri

kapsamaktadir (36).

2.2.4. BPA’min Beyin Uzerine Etkisi

BPA, MSS’ne zarar veren endokrin bozucu nérotoksik bir ajandir. In vitro ve in
vivo ¢aligmalarin yani1 sira deney hayvanlar1 ve epidemiyolojik arastirmalardan elde
edilen bulgular, BPA maruziyetinin doku ve organlar lizerinde dogrudan toksik etkilere
yol acabilecegi gibi endokrin yolaklar: etkileyerek cesitli organ sistemlerinde yapisal ve
fonksiyonel bozukluklara yol agma potansiyeline sahip olduguna igaret etmektedir (37).

BPA, beyinde sinaptik plastisiteyi azaltarak Ogrenme ve hafiza siireclerini
olumsuz etkiler. Sinaptik baglantilarin giiciinii ve esnekligini bozarak néronlar arasi
iletisimi zayiflatir ve sinaptik proteinlerin ekspresyonunu baskilar (38). Ayrica, prenatal
ve postnatal donemde norojenezi inhibe ederek yeni ndron olusumunu engeller ve
ozellikle hipokampiis gibi 0grenme ile ilgili beyin bdlgelerinde noronal yenilenmeyi
kisitlar (39, 40).

BPA oksidatif strese neden olarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini
artirarak ndronlara zarar verir ve antioksidan savunma mekanizmalarim1 zayiflatir. Bu
stire¢, ndronal hiicre hasarma ve dejenerasyona yol acgarak ndrolojik fonksiyonlarin
bozulmasina neden olabilir (41). Bunun yani sira, BPA’nin otofajiyi ve apoptozu
indiikleyerek hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel mekanizmalar1 bozdugu gosterilmistir.
Otofajinin asir1 aktivasyonu hiicresel islev kaybina sebep olurken, apoptozun artisi
ndronal hiicre 6liimiine yol agarak beyin dokusunda noron ve kaybi ile glial hiicre artis

ve glial hiicre profilinde degisiklige neden olabilir. Tim bu siire¢ler birlikte
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degerlendirildiginde, BPA’nin bilissel bozukluklara, Ogrenme giicliiklerine ve
norodejeneratif hastaliklarin (6rnegin Alzheimer ve Parkinson) gelisimine katkida
bulunabilecegi goriilmektedir (42) (43).

Prenatal donemde beyin gelisimini olumsuz etkiledigi bilinen BPA iizerine
yapilan aragtirmalar, bu maddenin yetiskin donemde de ndrotoksik etkiler
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Uzun siireli maruziyet sonucu olusan diisiik doz
BPA birikimi Alzheimer ile iligkili proteinlerdeki artisa neden olarak ndronal hasara yol
acabilir (44).

Ostrojen ve progesteron, beyin gelisiminde 6nemli rol oynayan temel
hormonlardandir. Yapilan bir¢ok hayvan g¢aligmasi, BPA’nin strojen benzeri etkiler
gostererek beyin gelisimi sirasinda cinsel farklilasmadan sorumlu bolgelerde yapisal ve
islevsel degisikliklere yol actigini ortaya koymustur. Ayrica, BPA maruziyetinin
O0grenme kapasitesinde azalma ve hafiza bozukluklarina neden olabilecegi de cesitli
calismalarda bildirilmistir (45) (46).

Maternal BPA maruziyeti, tanima bellegini olumsuz etkileyebilir; bu etki, Beyin-
tiirevli norotrofik faktdr (BDNF) sinyal yolunun inhibisyonu yoluyla gerceklesir. BDNF
ve reseptOrii tropomiyosin reseptor kinaz B, noron gelisimi, sinaptik olgunlasma ve
noronal plastisite i¢in kritik Ooneme sahiptir. Bu yolak, siklik AMP-yanit elemani
baglayict protein ve CREB baglayic1 protein gibi transkripsiyon faktorlerini aktive
ederek gen ifadesini diizenler. Ancak BPA’nin ndrit olusumu ve sinaptik islev
tizerindeki zararli etkilerinin molekiiler ayrintilar1 hala tam olarak agiklanamamugtir
(47).

BPA maruziyeti, aksonal dejenerasyon ve demiyelinizasyon gibi norotoksik
etkilerle iliskilendirilmektedir. Bu tiir yapisal bozulmalar, nérofilamentlerin stabilitesini
ve islevini olumsuz etkileyebilir. Noronlarin iskelet yapisini olusturan ve aksonal
biitlinliikk ile elektriksel iletimin korunmasinda kritik rol oynayan ndrofilamentler
(NF'ler), ozellikle akson hasar1 durumlarinda hiicre disina salinan agir, orta ve hafif
zincirli protein alt birimlerinden olusur. BPA maruziyeti, bu noérofilament proteinlerinin
gen ve protein diizeylerinde artisa yol actig1 gosterilmistir. Bu artis, BPA nin aksonal
yapilarda hasara neden olabilecegini ve aksonal dejenerasyon  siireclerini
tetikleyebilecegini diisiindiirmektedir (48).

BPA'nin uzun siireli diisiik doz maruziyeti, oligodendrositlerde dejenerasyon ve
aksonal miyelin kaybma yol acabilir. Ozellikle Myelin Basic Protein (MBP), miyelin

kilifinin yapisinda yer alan ve aksonlarin elektriksel iletimini saglayan temel
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proteinlerden biridir. Arastirmalar, BPA’ya maruziyetin MBP gen ekspresyonunu
azalttigini, bu durumun da miyelin biitiinligliniin bozulmasma ve demiyelinizasyon
siireclerinin baslamasina neden olabilecegini gostermektedir. MBP diizeyindeki azalma,
oligodendrositlerin hasarina, aksonlarin korunmasinda bozulmaya ve sonug olarak sinir
iletiminde aksamalara yol agabilir (48).

BPA maruziyeti, yalnizca yapisal ndronal bozulmalarla sinirli kalmayip ayni
zamanda hiicresel 6lim mekanizmalarini da etkileyebilmektedir. Ozellikle apoptoz
siirecinin temel ylriitlici enzimlerinden biri olan Caspase-3 (Cas-3), BPA’nin
norotoksik etkilerinde merkezi bir rol oynamaktadir. Cesitli in vitro ve in vivo
caligmalar, BPA’nin oksidatif stres olusturmak suretiyle mitokondriyal yikimi
tetikledigini ve bunun sonucunda Cas-3 aktivasyonunu artirarak programlanmis hiicre
6limiini indiikledigini géstermistir. Bu siire¢, hem ndronlarda hem de glial hiicrelerde

apoptoza neden olabilir (49).

2.3. Timokinon

Glinlimiizde ¢ok sayida ¢alismalardan elde edilen bulgular tibbi bitkilerin ve bu
bitkilerden elde edilen etken maddelerin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde
direkt veya dolayli yollardan olumlu etkilerinin oldugunu gostermektedir. Tibbi bitkiler
arasinda yer alan, Ranunculaceae familyasina ait Nigella sativa (N. sativa), birgok
aragtirmada genis farmakolojik potansiyeliyle dikkat ceken bir bitki olarak One
cikmaktadir. Yaygin olarak "siyah tohum" adiyla bilinen N. sativa, Giiney Avrupa,
Kuzey Afrika ve Giineybat1 Asya’da siklikla kullanilmaktadir (50).

N. sativa tohumlar1 ve bunlardan elde edilen yaglar, ylizyillardir diinya genelinde
geleneksel tip sistemlerinde cesitli saglik sorunlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmistir (51). N. sativa tohumlarinin geleneksel kullanimini destekleyen modern
bilimsel calismalar antioksidan, anti-inflamatuar, immiinomodiilator, antikanser,
noroprotektif, antimikrobiyal, antihipertansif, kardiyoprotektif, antidiyabetik,
gastroprotektif, nefroprotektif ve hepatoprotektif gibi ¢ok yonlii farmakolojik etkilere
sahip oldugunu ortaya koymustur (52).

Timokinon (TQ), Nigella sativa tohumlarinda bulunan en 6nemli biyoaktif
bilesenlerden biridir. Diisiik toksisite profili ve minimal yan etki potansiyeli sayesinde
cesitli terapdtik faydalara sahip olan dogal tedavi yaklasimlarinda onemli bir bilesik
olarak One c¢ikmaktadir (53). TQ’nun baslica farmakolojik o6zellikleri arasinda

noroprotektif, kardiyoprotektif, antiinflamatuar ve antikanserojenik yer alir. Preklinik
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cok sayidaki caligmada, terapotik etkileri kapsamli bir sekilde incelenmis olup giiclii
antioksidan aktivitesi sayesinde bir¢ok hastalikta inflamasyonun kontroliinde faydali bir
rol oynadigin1 gosterilmistir (54, 55). TQ’nun genis bir terapdtik pencereye sahip
olmasiyla birlikte toksik etkisinin olup olmadig1 giindeme gelmis ancak fizyolojik doz
araliklarinda uygulandiginda toksik etki olusturmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte
az sayidaki bazi caligmalarda hemoglobin metabolizmasinda degisiklikler meydana
geldigi ve 16kosit ile trombosit sayilarinda azalma goriildiigi bildirilmistir. Ancak, s6z
konusu hematolojik etkilerin olusumuna neden olan mekanizma heniliz tam olarak
aydimnlatilamamistir. Mevcut bu bulgunun disinda, literatiirde TQ ile iliskili baska bir
olumsuz etki veya toksisite rapor edilmemistir (56).

TQ, 164.204 g/mol molekiiler agirliginda, monoterpen diketon yapisinda olup,
lipofilik 6zellik gosterir. Lipofilik olmasi1 ve diisiik molekiiler agirliga sahip olmasi kan-
beyin bariyerini (BBB) ge¢me kapasitesini kolaylastirir. Bu 0Ozellikleri sayesinde
merkezi sinir sistemini  hedef alan potansiyel terapotik bir ajan olarak

degerlendirilmektedir (57).

Noroprotektif

Anti-alerjik
Hepatoprotektif
/ Anti-histaminik
Kemik saghg Timokinon -~y saghg
\ Anti-oksidan
Gastroprotektif
Anti-kanser Anti-fibrotik

Sekil 2.2. Timokinonun potansiyel etkileri (58).

TQ giiclii antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleriyle dikkat ¢ceken bir bilesiktir.
Serbest radikalleri dogrudan siipiirme kapasitesi sayesinde hiicreleri oksidatif hasardan
korur. Bununla birlikte, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi baslica antioksidan enzimlerin aktivitesini ve sentezini artirarak
endojen savunma sistemini destekler (59).

TQ’nun serbest radikal ve siiperoksit radikal stipiiriicii 6zellikleri {izerine yapilan
calismalar, bu bilesigin oksidatif stresin Onlenmesinde potansiyel bir rol
oynayabilecegini gdstermektedir (60).
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Norodejeneratif hastaliklarin temelinde oksidatif stres onemli bir etkendir.
Artmig oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller, sinir hiicrelerinde lipit
peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein oksidasyonuna neden olarak ndéron ve glia
hiicrelerinde geri donlisiimsliz hasarlara sebep olur. Ayrica mitokondriyal islev
bozuklugu ve hiicresel enerji metabolizmasini bozarak apoptozu tetikler ve bu siiregler
genetik mutasyonlarla birlestiginde ndéron kaybmi hizlandirir. Bir diger faktor,
hiicrelerde asir1 glutamat birikimi sonucu ndronlarin kalsiyum dengesinin bozulmasi ve
mitokondriyal hasarin artmasidir. Bunlarin disinda, dogustan gelen bagisiklik sistemi
inflamatuar yaniti, mikroglia hiicrelerinin asir1 aktivasyonu ve kronik inflamasyon sinir
hiicrelerinde hasara neden olabilir. Bu faktorlerin birbiriyle baglantili oldugu ve
norodejeneratif hastaliklarin ¢ok faktorlii bir yapiya sahip oldugu goz Oniinde
bulundurularak, gelecekteki tedavi stratejileri oksidatif stresin dnlenmesi, mitokondriyal
fonksiyonun desteklenmesi, glutamat dengesinin korunmasi ve ndroinflamasyonun
azaltilmasi lizerine yogunlagmaktadir (53, 61).

TQ Alzheimer, Parkinson, iskemik inme, akut serebral hasar, anksiyete,
depresyon, epilepsi ve sizofreni gibi ¢esitli norodejeneratif ve noropsikiyatrik
hastaliklara karsi terapotik potansiyele sahip olan bir maddedir. Literatiirde yer alan
deneysel c¢alismalardan elde bulgular, farkli kimyasal ndrotoksisite modellerinde
belirgin ndoroprotektif etkileri oldugunu gostermektedir. Bu koruyucu etkilerin

temelinde ise TQmun giiglii antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri yatmaktadir (62).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada, Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi'nden temin edilen, 200-250 g agirhiginda ve 10-12 haftalik toplam 32 adet
Wistar albino cinsi erkek sigan kullanildi. Calisma, indnii Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 21332 HAYBIS numaras: ile onaylan inénii
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TYL-2024-

3724 proje kodu ile finanse edilmistir.

3.2. Deneysel Tasarim ve Kimyasallarin Hazirlanisi

Sicanlar her grupta 8 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve havalandirmasi
bulunan, 22+2°C sicakliga sahip ve mevsimsel giin 15181 ritmine uygun aydinlatilan
odalarda bagil nem (%50-55) kosullarinda bulunan temiz plastik kafeslerde barindirildi.

Calismada kullanilan BPA (Macklin Biochemical, Cin) ve TQ (AmBeed, ABD)
50 mg/kg/giin olacak sekilde misir yagi igerisinde homojen bir sekilde c¢oziilerek
hazirlandi.

Kontrol (K) Grubu: Su ve standart sigan yemi ile 30 giin boyunca ad libitum
olarak beslenerek hicbir uygulama yapilmadi.

TQ Grubu: Misir yaginda ¢6ziinmiis TQ 50 mg/kg/giin gastrik gavaj ile 30 giin
boyunca verildi.

BPA Grubu: Misir yaginda ¢oziinmiis BPA 50 mg/kg/giin gastrik gavaj ile 30
giin boyunca verildi.

BPA+TQ Grubu: Misir yaginda ¢oziinmiis BPA ve TQ yarim saat aralikla 50
mg/kg/glin gastrik gavaj ile 30 giin boyunca verildi.

3.3. Deneyin Sonlandirilmasi ve Doku/Kan Orneklerinin Alinmasi

30 gilin siliren deneyin sonunda, siganlarin viicut agirliklart olgiildii.
Ketamin/ksilazin ile genel anestezi uygulanarak, batin bolgesinden bir insizyon ile
sicanlarin karinlar1 acildi ve Vena Cava’dan kan ornekleri alindi. Kan 6rnekleri 3000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra ayrilan serum Ornekleri santrifiij tliplerine
alinarak biyokimyasal analizlerde kullanilmak tizere -80 C°’de saklandi. Dekapite

edilen sicanlardan alinan beyinlerin sag lobu histolojik incelemeler icin %10’luk
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tamponlanmis formaldehit i¢ine alinirken, sol loblar biyokimyasal incelemelerde

kullanmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.
3.4. Histolojik Yontemler

3.4.1. Doku Takibi ve Kesit Alma

Beyin dokular1 histopatolojik degerlendirmeler amaciyla %10’luk formaldehit
soliisyonunda fikse edildi. Fiksasyonun 72 saatlik siiresinin tamamlanmasinin ardindan,
dokular trimlenerek plastik doku takip kasetlerine yerlestirildi ve Tissue-Tek
VIP/SAKURA marka tam otomatik doku takip cihazinda standart doku takip
protokoliinden gegirildi. Bu protokol kapsaminda:

Dehidrasyon asamasinda, dokulardaki suyun uzaklagtirilmas1 amaciyla 6rnekler
strastyla %70, %80, %96 ve %99 etanol serilerinde alinmis; birer saat siireyle bekletildi.

Seffaflastirma asamasinda, dokular absoliit alkolden ¢ikarilarak ii¢ asamali ksilen
serisinden gecirildi ve her ksilen asamasinda 1’er saat inkiibe edilerek dokularin
saydamlasmas1 saglandi.

Infiltrasyon asamasinda ise, ksilenden cikarilan beyin doku &rnekleri erimis
parafin (62" 'C) dort agsamali parafin serisinde birer saat siireyle bekletilerek ve parafin
infiltrasyonu saglanda.

Infiltrasyon islemi tamamlanan beyin dokulari, Leica EG1160 marka doku
bloklama cihaz1 kullanilarak parafin bloklar igerisine gdmiildii. Elde edilen parafin
bloklardan Leica HistoCore MULTICUT marka mikrotom cihazi ile 7 ve 4 um
kalimliginda kesitler alinmistir. Alinan kesitlerden 7 pm kalinliginda olanlara
hematoksilen-eozin (H-E), cresyl violet ve luxol fast blue histokimyasal boyamalar
uygulandi. Immiinohistokimyasal analizler igin polilizin kapl pozitif yiiklii lamlara
alman 4 pm kalinligindaki kesitlere anti-Cas-3, anti-BDNF, anti-MBP ve anti-NF

immiinohistokimyasal boyamalar uygulandi.

3.4.2. Mayers’in Hematoksilen & Eozin Yontemi

Mayers’in Hematoksilen ve Eozin boyama yontemi, doku kesitlerinin histolojik
degerlendirilmesinde kullanilmak tizere, Tablo 3.1’°de belirtilen prosediir dogrultusunda

uygulanmigtir.
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Tablo 3.1. Mayers’in Hematoksilen&Eozin Prosediirii

Adim No Islem Aciklamasi
1 Kesitler 65 C’de etiivde 1 saat bekletildi.
2 5 dk 3’er defa ksilende bekletildi.
3 Absoliit etanolde 3 dk bekletildi.
4 %96°11ik etanolde 3 dk bekletildi.
5 %80’lik etanolde 3 dk bekletildi.
6 %70’lik etanolde 3 dk bekletildi.
7 1 dk distile suda bekletildi.
8 Mayers’in Hematoksilende 12 dk bekletildi.
9 Cesme suyunda 3 defa 5 dk yikanda.
10 Eozinde 5 dk bekletildi.
11 %70 etanolde 3dk bekletildi.
12 %80 etanolde 3dk bekletildi.
13 Absoliit etanolde 3dk bekletildi.
14 3 ksilen serisinde 5’er dakika bekletilerek boyama islemi tamamlandi.

3.4.3. Cresyl Violet Yontemi

Cresyl violet boyama yontemi, doku kesitlerinin histolojik degerlendirilmesinde

kullanilmak tizere, ¢ozeltiler Tablo 3.2°de gdsterilmistir.

Tablo 3.2. Cresyl Violet ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti Ad1 Icerigi

- 2 g cresyl violet
- 100 mL distile su
- 2 g sodyum asetat

Sodyum Asetat Tamponu - 1000 mL distile su
- 3 mL Asetik asit

%?2 Cresyl Violet Stok Soliisyonu
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Cresyl Violet (Echt) Boyama - 1 mL %2 cresyl violet stok soliisyonu

Soliisyonu - 100 mL sodyum asetat tamponu

Cresyl violet boyama yontemi, doku kesitlerinin histolojik degerlendirilmesinde

kullanilmak tizere, prosediir Tablo 3.3’te gdsterilmistir.

Tablo 3.3. Cresyl Violet boyama prosediirii

Adim No Islem Aciklamasi

1

N QN AW

Kesitler parafinden arindirilir.

Kesitler 2 saat boyunca absoliit etil alkolde bekletilir.

Preparatlar 40-60 dakika boyunca cresyl violet (echt) boyama
sollisyonunda inkiibe edilir.

%095°1ik etil alkol ile yikama yapilir.

Etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrasyon gerceklestirilir.
Ksilen serilerinden gegirilerek seffaflastirma saglanir.
Preparatlar entellan ile kapatilir.

3.4.4. Luxol Fast Blue Yontemi

Luxol fast blue boyama yontemi, doku kesitlerinin histolojik

degerlendirilmesinde kullanilmak iizere, ¢cozeltiler Tablo 3.4°te gosterilmistir.

Tablo 3.4. Luxol fast blue ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

%0 0.1 Luxol Fast Blue Soliisyonu

Cozelti Ad1 Icerigi

- 0.1 g Luxol fast blue

- 100 ml %95 etil alkol

.. -0.1 g cresyl violet

%0.1 Cresyl Echt Soliisyonu -100 ml distile su
. - 0.05 g lityum karbonat

% 70.05 Lityum Karbonat - 100 ml distile su

Luxol fast blue boyama yontemi, doku kesitlerinin histolojik

degerlendirilmesinde kullanilmak iizere, prosediir Tablo 3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.5. Luxol fast blue boyama prosediirii

Adim No Islem Agiklamasi

1

0N A W N

Kesitler parafinden arindirildi.

Lamlar 1 gece 56°C etiivde LFB soliisyonuna bekletildi.
%095 etil alkol ile yikandi.

Distile su ile yikandi.

30 sn lityum karbonatta bekletildi.
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%70’lik etil alkolde berraklasana kadar bekletildi.
Farklilasma basladiginda distile su ile yikandi.

6 dk cresyl echt soliisyonunda bekletildi.

2 kez %95’1ik etil alkol ile yikandi.

2x2 dk absolii etil alkol ile yikandi.

2x2 dk ksilenden gegirildi.

Entellan ile kapatildi.

3.4.5. immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Immiinohistokimyasal analizler i¢in, formalin ile fikse edilen beyin dokularindan

4 um kalinhiginda kesitler alinmis ve BDNF, MBP, NF ve Casp-3 antikorlari

kullanilarak boyama iglemi gerceklestirilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. immiinohistokimya boyama prosediirii

Adim No

Islem

Deparafinizasyon

Antijenik bolgelerin belirginlestirilmesi amaciyla lamlar sitrat tamponu (pH
6.0) i¢inde 2100 Retriever marka otoklav cihazinda 121°C’de 15 dakika
stireyle kaynatilarak antijen geri kazanim (retrieval) islemi uygulandi.
Lamlar sogumaya birakildi.

Lamlar distile su ve fosfat tamponlu saline (PBS) ile yikandi.

PBS’ten ¢ikarilan lamlarin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izilerek platforma
dizildi.

Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe ederek antikor kaynakli yanlis
pozitifliklerin dnlenmesi amaciyla, hidrojen peroksit damlatilarak 10 dk
bekletildi.

PBS ile yikanan lamlara protein blok damlatild1 ve 5 dakika bekletildikten
sonra uzaklastirildi. Lamlar PBS soliisyonunda yikanmadan primer antikor
asamasina gecildi.

Uretici firma tarafindan saglanan protokole gore diliie edilen primer
antikor, doku kesitleri iizerine damlatilarak ve yaklagik 1.5 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda lamlar PBS ile yikanarak bir
sonraki agamaya gecildi.

Sekonder antikor, doku kesitleri lizerine damlatilarak 15 dakika siireyle
inkiibe edildi ve lamlar PBS ile yikand.

AEC kromojen uygulamasi, peroksidaz enziminin varhiginda kirmizi renkli
bir reaksiyon iiriinii olusturarak hedef antijenin gorsellestirilmesini saglar.

Kromojen damlatildiktan sonra gerekli inkiibasyon siiresi sonunda lamlar
PBS’e alinarak yikandi.
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PBS’ten alinan lamlar hematoksilen soliisyonunda 5 dakika siireyle
bekletildi ve O6nce c¢esme suyu altinda, ardindan distile suda 2 dakika
sireyle yikandi. Lamlar su bazli kapatict ile kapatildi ve 1s1k
mikroskobunda goriintiilemeye hazir hale getirildi.

10

llgili antikorlar, iiretici firma tarafindan saglanan protokollerde belirtilen

oranlarda antikor diluenti ile seyreltilerek uygulanmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Antikorlar ve diliisyon oranlari

Primer Antikor Marka Diliisyon Oram
BDNF Elabscience (E-AB-18244) 1:75
MBP Elabscience (E-AB-60400) 1:75
Caspase-3 Santa Cruz 1:100
Norofilament Thermo Fisher Scientific Kullanima hazir formda

3.5. Histolojik Degerlendirmeler

3.5.1. Histopatolojik Degerlendirme

Incelenen H-E ile boyanan beyin kesitlerinde korteks alanlarinda néroglial
infiltrasyon (0 = yok, 1 = nadir/minimal diizeyde, 2 = siddet/yayginlik orta derecede, 3
= yaygin/siddetli), noronal hasar ve dejeneratif degisiklikler (sitoplazmik eozinofili
artis1 ve yogunlagma, intrasitoplazmik 6dem ve vakuolizasyon, niikleus kromatin
yogunlagmasi-piknoz, eksantrik niikleus yerlesimi) x20 objektif biiylitme alaninda
degerlendirildi (yok = 0, 1-5 néron = 1, 6-10 néron = 2, 11- > noéron =3) ve
perivaskiiler 6dem (yok = 0, minimal = 1, orta derece =2, siddetli = 3) bulgulan

skorlamas1 yapild1 (Maksimum total skor 9).

3.5.2. Cresyl Violet Degerlendirmesi

Cresyl violet ile boyanan kesitlerde korteks ve hipokampiis alanlarinda néron
sitoplazmasindaki Nissl cisimciklerinin yogunlugu X10 ve X40 objektif bliyiitme ile
degerlendirildi (kromatolizis yok = 0, minimal kromatolizis = 1, orta derecede

kromatolizis = 2, total chromatolysis = 3) degerlendirildi.

3.5.3. Luxol Fast Blue Degerlendirmesi

Luxol fast blue ile boyanan kesitlerde Substantia alba alanlarinda pozitif

boyanma yogunlugu degerlendirildi. (boyanma yok = 0, minimal yogunlukta ve
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graniiler boyanma = 1, orta yogunlukta ve graniiler/fibriler boyanma = 2, yogun ve

fibriler = 3) degerlendirildi.

3.5.4. Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal boyama vyapilan beyin dokusundaki Cas-3, BDNF,
antikorlart i¢in pozitif immiinoreaktivite derecesi H-skor yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu semi-kantitatif immiinohistokimyasal skorlama yonteminde H-skoru
= Pi (1 + 1) formiili ile hesaplanarak elde edildi. Bu formiilde Pozitif boyanan
hiicrelerin yiizdesi, agirlikli boyama yogunlugu ile ¢arpilir: H-skoru = Pi (i + 1), burada
Pi her yogunluk grubundaki (%0-100) boyanmis hiicrelerin yiizdesidir. Spesifik
boyanma yogunlugu su sekilde belirlenmistir: yok (0), zayif ancak tespit edilebilir (1),
belirgin (2) ve ¢ok giiclii (3). MBP ve NF antikorlar1 i¢in pozitif immiinoreaktivite H-
skoru yontemi modifiye edilerek tim gorlintii alaninda pozitif boyanma izlenen

alanlarin yiizdesi agirlikli boyanma yogunlugu ile ¢arpilarak H-skoru hesaplanmustir.

3.6. Biyokimyasal Analiz Yontemleri ve Degerlendirilmeleri

-80°C’deki saklama kosulunda bekletilen beyin dokular1 ¢oziinmeleri
beklenmeden hizli bir sekilde tartildi. Her bir doku 6rnegine, kendi agirliginin 9 kati
hacminde fosfat tamponu ilave edilerek +4 °C’de 15000 rpm’de 1 dakika siireyle
homojenizasyon islemi uygulandi (IKA, Almanya). Elde edilen homojenatlardan
malondialdehit (MDA) diizeyleri analiz edildi. Ardindan, homojenatlar 4000 rpm’de,
+4 °C’de 23 dakika santrifiij edilerek siipernatant faz ayrildi. Bu silipernatant ornekleri
kullanilarak Glutatyon (GSH), Total Oksidan Kapasite (TOS), Total Antioksidan
Kapasite (TAS) ve Oksidatif Stres indeksi (OSI) diizeyleri 6lgiildii.

3.6.1. MDA Tayini

Doku homojenatlarindan 0.25 mL 6rnek, 1.5 mL %1 H3z PO, ve 0.5 mL %0.6
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile karistirildi. TBA’nin tamamen ¢oziinmesini saglamak i¢in
karisim 30 °C’de 6n 1sitmaya tabi tutuldu. Ardindan, numuneler 100 °C'de 40 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyon sonunda olusan kirmizi renkli komplekslerin sabitlenmesi i¢in
tiipler cesme suyunda sogutuldu ve her birine 2 mL n-biitanol eklendi. Karigimlar 5
dakika boyunca vortexlenerek homojenize edildi. Takiben 25 °C'de 4500 rpm’de 30
dakika santrifiij edilerek iist fazdaki n-biitanol ekstrakti ayrildi. Bu fazdan 250 pL

alinarak kuvars mikroplak kuyucuklarina transfer edildi ve absorbans degerleri 535 nm
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dalga boyunda okundu. Kontrol olarak yalnizca n-biitanol, standart egri icin ise
tetraetoksipropan kullanildi. Bulgular nanomol/gram yas doku cinsinden raporlandi

(63).

3.6.2. Rediikte GSH Tayini

GSH diizeylerinin belirlenmesi i¢in siipernatant Ornekleri trikarboksilik asit
(TCA) ile proteinlerden arindirildi. Bunun igin 125 pL siipernatanta 125 pLL TCA ilave
edilerek vortexlendi ve +4 °C’de 4500 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
berrak siipernatanttan 29 pL alinarak mikroplak kuyucuklarina yerlestirildi. Her
kuyucuga ayrica 29 pLL DTNB ve 235 pL Na, HPO, eklendi. Hafifce karistirilan
karisimlar 5 dakika bekletildikten sonra 410 nm dalga boyunda absorbans degerleri

Olciildii. Sonuglar nanomol/gram yas doku olarak hesaplandi (64).

3.6.3. TAS Tayini

Toplam antioksidan kapasitenin tayininde Rel Assay Diagnostics (Gaziantep,
Tiirkiye) tarafindan iiretilen TAS kiti kullanildi. Olgiimler, antioksidanlarin kromojenik
substrat1 renksizlestirme prensibine dayandirildi. Cihaz, 37 °C sicaklikta, 7 saniye
karistirma, 23 saniye bekleme ve 660 nm’de okuma yapacak sekilde ayarlandi. Her
kuyucuga 12 pL numune, kontrol ve standart 6rnekler tiger tekrar halinde yerlestirildi.
Sonrasinda 200 pL Reaktif 1 eklenerek 1. Olgiim gerceklestirildi. Ardindan 30 pL
Reaktif 2 ilave edilerek cihaz 37 °C’de 10 saniye karistirma ve 4.30 dakika bekleme
ardindan ikinci Olglim yapildi. Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L olarak ifade edildi

(65).

3.6.4. TOS Tayini

Total oksidan kapasite tayini i¢in Rel Assay Diagnostics (Gaziantep, Tiirkiye)
TOS kiti kullanildi. Numunedeki oksidan bilesiklerin ferroz iyon-selator komplekslerini
ferrik iyonlara oksitlemesi sonucu ferrik iyonlarin kromojenik reaktifle renkli kompleks
olusturmasi esasina dayanan bu yontem, 25 °C’ye ayarlanmis spektrofotometrede 530
nm’de absorbans 6l¢iimiiyle gergeklestirildi. Hesaplamalar kit talimatlarina gore yapildi

ve sonuglar umol H, O, esdegeri/L cinsinden raporlandi (66).
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3.7. istatistiksel Yontem

Sayisal verilerin 6zetlenmesinde medyan ve c¢eyrekler arasi genislik kullanildi.
Ikiden fazla bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda ikili
karsilagtirmalarda Conover yontemi uygulandi. Tablolarda farklilik bulunan gruplarin
gosteriminde APA (American Psychological Association) stiline gore iist indis

kullanildi. Tiim analizlerde iki-yonlii anlamlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, dort farkli deney grubu (K, BPA, TQ ve BPA+TQ) arasinda
gerceklestirilen histolojik ve biyokimyasal analizler dogrultusunda; BPA’nin potansiyel
norotoksik etkileri, TQ’nun olast koruyucu o6zellikleri ve birlikte uygulandiklarinda
TQ’nun BPA kaynakli hasarlar iizerindeki koruyucu ve iyilestirici etkisi istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

4.1.1. K Grubu

H-E ile boyanmis kontrol grubu sigan beyin dokusu kesitlerinin 11k mikroskobik
incelemesinde, distan pia mater bag dokusu ile ortiilii olarak izlendi. Incelenen
kesitlerde beyin korteksi izokorteks alanlar1 6 laminanin (L. Molekiilaris, L. Graniilaris
eksterna, L. Piramidalis eksterna, L. Graniilaris interna, L. Piramidalis interna, L.
Multiformes), allokorteks alanlart1 3 laminanin (L. Molekiilare, L. Graniilaris, L.
Piramidalis) ayirt edilebilecegi sitoarkitektiirde olup normal histolojik goriiniimde

degerlendirildi (Sekil 4.1).

K grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi. X10, H&E.

Sekil 4.1. K grubu genel histopatolojik degerlendirme.
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Korteks tabakalari arasi sinirlar net olmasa da ndronal dagilim ve hiicre
morfolojileri ile ayirt edilebilen bir diizen gézlenmistir. Lamina molekiilaris (I. tabaka)
hiicre acisindan en fakir; lamina piramidalis (III. ve V. tabakalar) ise biiyiik piramidal
noronlarin bulundugu tabakalar olarak izlendi. Tiim korteks alanlarinda ndronal
perikaryon ve glial hiicre yogunlugu olagan goriiniimde degerlendirildi. Korteks
icerisinde piramidal, graniiler ve fuziform sekilli ndronlar olmak iizere farkli ndron
tipleri ayirt edilebiliyordu. Piramidal néronlar disindaki ndron niikleuslar1 yuvarlak oval
sekilli, belirgin niikleusu iceren, Okromatik ve niikleus konturlar1 diizgiin
goriiniimlitydii. Piramidal noronlarin sitoplazmalar1 diger noronlara gore daha yogun
eozinofilik, niikleuslar1 ise daha heterokromatin goriinimde olup normal histolojik

goriiniimde degerlendirildi (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

K grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, piramidal néron (ok) X20, H-E.

Sekil 4.2. K grubu beyin korteksi ndronlarin histopatolojik degerlendirmesi.
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K grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, piramidal néron (ok) X40, H-E. K grubu.
Sekil 4.3. K grubu beyin korteksi ndronlarin histopatolojik degerlendirmesi.

Beyin korteks alanlar1 igerisinde izlenen kapillar ve diger vaskiiler yapilar
merkezi sinir sistemi vaskiiler yapisi ile uyumlu olarak normal histolojik yapida izlendi.
Beyin korteks dokusunda izlenen glia hiicreleri (astrositler, oligodendrositler ve
mikroglialar) olagan morfoloji ve yogunlukta degerlendirildi. Glia hiicre niikleuslari,
noron niikleuslarmma gore daha kiigiik heterokromatik ve uniform goriinlime sahipti.
Kortikal tabakalarin ndropil doku alanlar1 homojen ve olagan yogunlukta olup belirgin

heterojenite, bosluk veya ekstraseliiler materyal birikimi gézlenmedi.

Hipokampiis alanlarinda izlenen noéronlarin sitoplazmalar1 olagan eozinofilik
yogunlukta ve ince bazofilik graniilasyon iceren yapida izlendi (Sekil 4.4). Niikleuslar1
Okromatik, niikleoluslar1 belirgin, oval-dairesel sekilli, konturlar1 diizgiin izlenmekte
olup normal histolojik gortiniimde degerlendirildi. Noronal doku ve glial doku alanlar

ve hiicreleri normal histolojik yap1 ve yogunlukta degerlendirildi.
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K grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin hipokampiis, néron niikleusu (ok). X40, H-E.
Sekil 4.4. K grubu beyin hipokampiisiin histopatolojik degerlendirmesi.

Kontrol grubuna ait cresyl violet ile boyanmis beyin dokusu kesitlerinde, korteks
tabakalar1 ve hipokampiis alanlarindaki ndronlarda niikleuslarin  6kromatik,
niikleoluslarin ise belirgin ve koyu boyanma gosterdigi saptandi. Noronal sitoplazmada
belirgin bazofilik graniiller seklinde izlenen Nissl cisimcikleri, néronal metabolik
aktivitenin siirdiigline isaret etmekte olup, histolojik olarak normal yapida
degerlendirildi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Kontrol grubu, cresyl violet histokimyasal

boyanma skoru agisindan 3 puan ile degerlendirilmistir (Tablo 4.2).
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K grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin hipokampiis, cresyl violet yogun pozitif boyanma gdsteren

ndronlar (ok) X40, cresyl violet.

Sekil 4.5. K grubu beyin hipokampiisiin Cresyl violet ile degerlendirilmesi.

Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, cresyl violet yogun pozitif boyanma gosteren ndronlar (ok),

X10, X40, cresyl violet.

Sekil 4.6. K grubu beyin hipokampiisdeki ndronlarin cresyl violet ile degerlendirilmesi.
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Kontrol (Sekil 4.7) grubunda luxol fast blue ile boyanmis beyin kesitlerinde
benzer olarak miyelinli sinir lifleri kompakt mavi renkte ve fibriler yapida gozlendi.
Beyin gri cevher alanlarinda pozitif boyanmis miyelinli sinir lifleri fibriler ags1 yapida,
beyaz cevher alanlarinda ise diizenli seyirli fibriler demetler halinde goriildii. Ayrica
noronal perikaryonlarda mor renkte graniiler boyanma belirgin olarak izlendi. Noron
niikleuslar1 6kromatik, niikleoluslar koyu boyanmis ve belirgin olarak izlendi. Beyin gri
cevher ve beyaz cevher alanlarinda miyelinli sinir lifleri normal histolojik ve
histokimyasal yapida degerlendirildi. Kontrol grubu Luxol fast blue histokimyasal
boyanma skoru 3 olarak belirlendi (Tablo 4.2).

K grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi substantia grizea (ok) ve alanlarda luxol fast blue

pozitif boyanma gosteren, fibriler yapida sinir lifleri (y1ldiz). X40.

Sekil 4.7. K grubu LFB ile degerlendirilmesi.

Kontrol (Sekil 4.8) grubunda anti Cas-3 immiinohistokimyasal boyama yapilan
beyin kesitlerinde korteks alanlarinda Cas-3 immiinreaktivite pozitifligi saptanmadi.

Anti Cas-3 immiinreaktivite H skoru kontrol grubunda 1 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

35



K grubu. Caspase-3 immiinreaktivesi izlenmeyen beyin korteksi (y1ldiz). X20, IHK, Caspase-3.

Sekil 4.8. K grubu Cas-3 immiinreaktivite ile degerlendirme.

Kontrol anti-BDNF immiinohistokimyasal boyama yapilan beyin kesitlerinde
korteks alanlarindaki noronlarda ve noropil dokusunda immiinreaktivite pozitifligi
izlendi (Sekil 4.9). Anti BDNF immiinreaktivite H skoru kontrol grubunda 160 olarak
belirlendi (Tablo 4.3).

Kontrol grubu. BDNF immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (yildiz). X20, THK, BDNF.

Sekil 4.9. K grubu BDNF immiinreaktivite ile degerlendirme.
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Kontrol (Sekil 4.10) grubunda Anti-MBP immiinohistokimyasal boyama yapilan
beyin kesitlerinde korteks alanlarinda diffiiz, kuvvetli immiinreaktivite pozitifligi
izlendi. Anti-MBP immiinreaktivite H skoru kontrol grubunda 240 olarak belirlendi

(Tablo 4.3).

e

Kontrol grubu. MBP immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (y1ldiz). X20, IHK, MBP.

Sekil 4.10. K grubu MBP immiinreaktivite ile degerlendirme.

Kontrol (Sekil 4.11) grubunda Anti-NF immiinohistokimyasal boyama yapilan
beyin kesitlerinde korteks alanlarindaki immiinreaktivite pozitifligi izlendi. Anti-NF

immiinreaktivite H skoru kontrol grubunda 120 olarak belirlendi (Tablo 4).
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Kontrol grubu. NF immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (y1ldiz). X20, THK, NF.

Sekil 4.11. K grubu NF immiinreaktivite ile degerlendirme.

4.1.2. TQ Grubu

TQ grubuna ait H-E ile boyanmis beyin dokusu kesitlerinde, K grubuna benzer
sekilde kortikal tabakalagma, noronal ve glial hiicre morfolojisi ile dagilimi normal

histolojik yapida izlendi (Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).

TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi. X10, H-E.

Sekil 4.12. TQ grubu histopatolojik degerlendirme.
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TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, piramidal néron (ok) X20, H-E.

Sekil 4.13. TQ grubu beyin korteksi histopatolojik degerlendirme.

TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, piramidal néron (ok) X40, H-E.

Sekil 4.14. TQ grubu korteksinde ndronlarin histopatolojik degerlendirmesi.

Noronal perikaryonlar, glial hiicreler ve ndropil alanlar normal histolojik

goriinimde degerlendirildi. Hipokampiis bolgesinde sitoplazmik eozinofili ve niikleus
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morfolojisi kontrol grubuyla benzer goriiniimde olup normal histolojik yapida izlendi

(Sekil 4.15).

TQ grubu. Normal histolojik gériiniimde beyin hipokampiis, noron niikleusu (ok) X40, H-E.
Sekil 4.15. TQ grubu hipokampiis bolgesinde histopatolojik degerlendirme.

TQ grubunda cresyl violet ile boyanan beyin kesitlerinde, hipokampiis (Sekil
4.16) ve korteks (Sekil 4.17) bolgelerindeki noronlarda 6kromatik niikleus ve belirgin
niikleolus yapilar1 gézlendi. Sitoplazmada yer alan Nissl cisimcikleri bazofilik graniiller
seklinde belirgin olup, hiicresel morfolojinin normal histolojik yapida oldugu
degerlendirildi. Bu gruba ait cresyl violet boyanma skoru 3 olarak belirlendi (Tablo
4.2).
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TQ grubu. Normal histolojik gériinlimde beyin hipokampiis, cresyl violet yogun pozitif boyanma gdsteren

ndronlar (ok). X40, cresyl violet.

Sekil 4.16. TQ grubu hipokampiis bolgesinde cresyl violet ile degerlendirmesi.

TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, cresyl violet yogun pozitif boyanma gosteren

noronlar (ok), X10, X40, cresyl violet.

Sekil 4.17. TQ grubu beyin korteksinde cresyl violet ile degerlendirme.
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TQ grubunda luxol fast blue ile boyanan beyin kesitlerinde (Sekil 4.18),
miyelinli sinir liflerinin kompakt, mavi renkte ve fibriler diizen icinde yer aldig
gozlemlendi. Gri cevherde agsi, beyaz cevherde ise organize demetler seklinde dagilim
gosterdigi saptandi. Noron sitoplazmik alanlarinda mor renkte graniiler boyanma ile
birlikte 6kromatik niikleus ve belirgin niikleolus yapilari izlendi. Gri ve beyaz cevher
alanlarindaki miyelin yapilari, genel olarak normal histolojik goriinlimde
degerlendirildi. Bu gruba ait Luxol fast blue boyanma skoru 3 olarak kaydedildi (Tablo
4.2).

TQ grubu. Normal histolojik gériiniimde beyin korteksi substantia grizea (ok) ve substantia alba
alanlarda luxol fast blue pozitif boyanma gdsteren, fibriler yapida sinir lifleri (yildiz). X40, luxol fast

blue.
Sekil 4.18. TQ grubu luxol fast blue ile histopatolojik degerlendirme.

Timokinon grubunda, anti-Cas-3 ile boyanan beyin korteks kesitlerinde pozitif
immiinreaktivite izlenmedi (Sekil 4.19). Cas-3 immiinreaktivite H skoru bu grup igin 1

olarak belirlendi (Tablo 4.3).
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TQ grubu. Caspase-3 immiinreaktivesi izlenmeyen beyin korteksi (y1ldiz). X20, IHK, Cas-3.

Sekil 4.19. TQ grubu Cas-3 immiinreaktivite ile degerlendirme.

Anti-BDNF ile yapilan boyamada, TQ grubunun korteks bdlgesindeki noronlar
ve noropil dokuda belirgin pozitif immiinreaktivite gézlendi (Sekil 4.20). Bu grubun

BDNF immiinreaktivite H skoru 160 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

TQ grubu. BDNF immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (yildiz). X20, IHK, BDNF

Sekil 4.20.. TQ grubu BDNF immiinreaktivite ile degerlendirme.

43



TQ grubunda, anti-MBP immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde
korteks alanlarinda yaygin ve yogun pozitif immiinreaktivite tespit edildi (Sekil 4.21).
Bu grubun MBP immiinreaktivite H skoru 240 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

TQ grubu. MBP immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (yildiz). X20, IHK, MBP.
Sekil 4. 21. TQ grubu MBP immiinreaktivite ile degerlendirme.

TQ grubunda, anti-NF immiinhistokimya boyama yapilan kesitlerde beyin
korteks bdlgelerinde immiinreaktivite pozitifligi saptandi (Sekil 4.22). Bu gruba ait anti-

norofilament immiinreaktivite H skoru ise 120 olarak kaydedildi (Tablo 4.3).
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TQ grubu. NF immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (yildiz). X20, IHK, NF.

Sekil 4. 22. TQ grubu NF immiinreaktivite ile degerlendirme.

4.1.3. BPA Grubu

BPA grubu siganlarin beyin dokusu kesitlerinde distan pia mater ile ortiili
korteks sitoarkitektiir tabakalanmasi ¢ogu alanda normal goriiniimde izlendi. Ancak
baz1 korteks alanlarinda L. molekiilaris tabakasinin yogunlugunda azalma,
vakuolizasyon ve gevsek agsi goriiniim dikkati ¢ekti. Korteks igerisinde fokal alanlarda
yer yer glial hiicre infiltrasyonu saptandi. Ayrica glial hiicre niikleuslarinin kontrol ve
TQ gruplarindakine gore daha heterokromatik boyanmis oldugu dikkati ¢ekti. Basta
piramidal noronlar olmak tizere tiim korteks tabakalarinda yerlesik bazi ndronlarda
heterokromatik-piknotik niikleus, sitoplazmada eozinofilik yogunlagma, diizensiz
sitoplazma sinir1, biizlisme ve sekli bozuklugu saptandi. Ayrica yer yer dejenere
noronlar goriildii. Beyin korteksi icerisinde bazi alanlarda farkli derecelerde
perivaskiiler 6dem izlendi (Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil 4.25). Bu gruba ait total
histolojik hasar skoru 4 olarak belirlendi (Tablo 4.1).
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BPA grubu. Beyin korteksi, heterokromatik-piknotik niikleuslu piramidal néronlar (yildiz), glial hiicre
infiltrasyonu (elips alani). X10, H-E.

Sekil 4.23. BPA grubu histopatolojik degerlendirme.

BPA grubu. Beyin korteksi, lamima molekiilare tabakasi yogunlugunda azalma ve ags1 goriiniim (+),

heterokromatik-piknotik niikleuslu piramidal nronlar (yildiz). X20, H-E.

Sekil 4.24. BPA grubu beyin korteksi histopatolojik degerlendirme.
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BPA grubu. Beyin korteksi, ndronal dejenerasyon (ok bast), néronlarda eozinofilik sitoplazma
yogunlagmasi ve eksantrik yerlesimli niikleus, perindronal 6dem (kalin ok), néronlarda karyolizis (¢ift
basl ok), piramidal néronlarda heterokromatik-piknotik niikleus ve sitoplazmik yogunluk artisi (ince ok).
X40, H-E.

Sekil 4.25. BPA grubu beyin korteksi noronlarin histopatolojik degerlendirme.

BPA grubuna ait H-E ile boyanan kesitlerde hipokampiis alanlarinda yerlesik
bazi noronlarda kromatolizis ve karyolizis goriiniimii dikkati ¢ekti. Perindronal alanda
O6dematdz goriinlim ve noropil doku yogunlugunda azalma izlendi. Ayrica kesit alaninda

izlenen vaskiiler yapilar etrafinda perivaskiiler 6dem saptandi (Sekil 4.26).
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BPA grubu. Beyin hipokampiis, perivaskiiler 6dem (ok basi), perinéronal 6dem ve norofibriler

yogunlugunda azalma (yildiz), X40, H-E.

Sekil 4.26. BPA grubu hipokampiis bolgesi histopatolojik degerlendirme.

BPA grubundaki siganlara ait cresyl violet ile boyanan kesitlerde beyin korteks
tabakalar1 ve hipokampiis alanlarinda izlenen noronlarda belirgin sitoplazmik
kromatolizis ve niikleuslarda karyolizis dikkati cekti (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28). Bu
gruba ait Cresyl violet histokimyasal boyanma skoru 2 olarak belirlendi (Tablo 4.2).

BPA grubu. Beyin hipokampiis, ndronlarda karyolizis ve kromatolizis (ok). Cresyl violet, X40.

Sekil 4.27. BPA grubu hipokampiis cresyl violet ile histopatolojik degerlendirme.

48



BPA grubu. Beyin korteksi, kortikal néronlarda karyolizis ve kromatolizis (ok). X10, X40, cresil violet.

Sekil 4.28. BPA grubu beyin korteksi cresyl violet ile histopatolojik degerlendirme.

BPA grubundaki siganlara ait luxol fast blue ile boyanan beyin kesitlerde
miyelinli sinir liflerinde kompakt mavi renkli boyanmanin zayif ve yer yer kayboldugu
goriildii. Pozitif boyanma gosteren miyelinli sinir liflerinde fibriler yapinin fragmente
olarak bozuldugu ve daha c¢ok graniiler yapida oldugu izlendi. Gri cevher ve beyaz
cevher alanlarinda miyelinli sinir liflerinin luxol fast blue boyanma yogunlugu zayif,
fibriler fragmantasyon ve graniiler goriinim belirgindi. Beyaz cevher alanlarinda
miyelinli fibriller heterojen soluk boyanmis, diizensiz graniiler kiimelenmeler seklinde
izlendi. Miyelin boyanma yogunlugunda azalma, fibriler diizensizlik, fragmantasyon ve
graniiler goriinim miyelin hasar1 ve kayb1 yoniinde degerlendirildi (Sekil 4.29). BPA
grubun luxol fast blue histokimyasal boyanma skoru 2 olarak belirlendi (Tablo 4.2).

49



BPA grubu. Beyin korteksi substantia grizea (ok) ve substantia alba alanlarda luxol fast blue pozitif

boyanma yogunlugunda azalma ve sinir liflerinde graniiler gériiniim (yildiz). X40, Luxol fast blue.

Sekil 4.29. BPA grubu luxol fast blue ile histopatolojik degerlendirme.

Immiinohistokimyasal anti Cas-3 boyama yapilan BPA grubu siganlara ait beyin
kesitlerinde korteks alanlarinda ndéron ve noropil dokusunda yaygin olarak Cas-3
immiinreaktivite pozitifligi saptandi1 (Sekil 4.30). Anti Cas-3 immiinreaktivite H skoru
BPA grubunda 140 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

BPA grubu. Beyin korteksi, pozitif Caspase-3 immiinreaktivesi (y1ldiz). X20, IHK, Caspase-3.

Sekil 4.30. BPA grubu Cas-3 immiinreaktivite ile degerlendirme.
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Immiinohistokimyasal anti-BDNF boyama yapilan BPA grubu sicanlara ait
beyin  kesitlerinde  korteks alanlarindaki noron  perikaryonlarinda BDNF
immiinreaktivite pozitifligi zayif olarak izlendi (Sekil 4.31). Noropil alanlarda BDNF
immiinreaktivite pozitifligi izlenmedi. Anti BDNF immiinreaktivite H skoru BPA
grubunda 75 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

BPA grubu. Beyin korteksi, zayif pozitif BDNF immiinreaktivesi (yildiz). X20, IHK, BDNF.
Sekil 4.31. BPA grubu BDNF immiinreaktivite ile degerlendirme.

Immiinohistokimyasal anti-MBP boyama yapilan BPA grubu sicanlara ait beyin
kesitlerinde korteks alanlarinda MBP immiinreaktivite pozitifligi zayif olarak izlendi.
Ozellikle korteksin ' dis alanlarinda MBP immiinreaktivite pozitifliginin daha diisiik
yogunluk ve yayginlikta oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.32). Anti-MBP immiinreaktivite
H skoru BPA grubunda 225 olarak belirlendi (Tablo 4.3).
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BPA grubu. Beyin korteksi, zayif pozitif MBP immiinreaktivesi (y1ldiz). X20, IHK, MBP.

Sekil 4.32. BPA grubu MBP immiinreaktivite ile degerlendirme.

Immiinohistokimyasal anti-NF boyama yapilan BPA grubu siganlarin korteks
alanlarinda norofilament immiinreaktivite pozitifligi zayif yogunluk ve diisiik
yayginlikta izlendi. Korteksin dis alanlarinda norofilament immiinreaktivite
pozitifliginin ¢ok zayif oldugu ve yer yer pozitiflik izlenmeyen alanlar oldugu saptandi
(Sekil 4.33). Anti-NF immiinreaktivite H skoru BPA grubunda 60 olarak belirlendi
(Tablo 4.3).
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BPA grubu. Beyin korteksi, zayif pozitif NF immiinreaktivesi (yildiz). X20, IHK, NF.

Sekil 4. 33. BPA grubu NF immiinreaktivite ile degerlendirme.

4.1.4. BPA+TQ Grubu

BPA+TQ grubundaki siganlara ait H-E ile boyanan kesitlerde distan pia mater
ile ortiilii olan korteks sitoarkitektiir tabakalar1 normal histolojik yap1 ve diizende
izlendi. Noropil dokusu ve noron sitoplazma alanlari olagan yogunlukta eozinofilik
boyanmis olarak goriildii. Noron niikleuslar1 genel olarak konturlar diizenli, 6kromatik
goriiniimlii, niikleoluslart belirgin olup normal histolojik yapida degerlendirildi. Ancak
beyin korteks alanlar1 igerisinde yer yer heterokromatik niikleuslu ve diizensiz sekilli,
eozinofilik boyanma artis1 gosteren noronlar saptandi. Kesitlerde izlenen vaskiiler
yapilar normal histolojik yapida izlendi (Sekil 4.34, Sekil 4.35 ve Sekil 4.36). Bu gruba
ait total histolojik hasar skoru 0 olarak belirlendi (Tablo 4.1).
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BPA+TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi. X10, H-E.

Sekil 4.34. BPA+TQ grubu histopatolojik degerlendirme.

BPA+TQ grubu. Normal histolojik gériiniimde beyin korteksi, piramidal néron (ok) X20, H-E.

Sekil 4.35. BPA+TQ grubu beyin korteksi histopatolojik degerlendirme.

54



BPA+TQ grubu. Normal histolojik gériiniimde beyin korteksi, piramidal néron (ok) X40, H-E.

Sekil 4.36. BPA+TQ grubu beyin korteksi noronlarin histopatolojik degerlendirmesi.

BPA+TQ grubuna ait H-E ile boyanan kesitlerde hipokampiis alanlarinda genel
olarak noron sitoplazma ve niikleuslar1 normal histolojik yapida degerlendirildi. Ancak
nadir olarak bazi néronlarin niikleuslarinda minimal diizeyde karyolizis bulgusu izlendi.
Baz1 kesitlerde perindronal alanda minimal diizeyde 6dem ve noropil doku

yogunlugunda azalma dikkati ¢ekti (Sekil 4.37).

BPA+TQ grubu. Beyin hipokampiis, perinéronal alanda minimal 6dem (yildiz), X40, H-E

Sekil 4.37. BPA+TQ grubu hipokampiis bolgesi histopatolojik degerlendirme.
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BPA+TQ grubundaki siganlara ait cresyl violet ile boyanan kesitlerde beyin
korteks tabakalart ve hipokampiis alanlarinda izlenen noéronlarin sitoplazmasinda
belirgin bazofilik graniiller halinde Nissl cisimcikleri ile 6kromatik niikleus ve belirgin
niikleolus yapist izlendi (Sekil 4.38 ve Sekil 4.39). Bu gruba ait cresyl violet
histokimyasal boyanma skoru 3 olarak belirlendi (Tablo 4.2).

BPA+TQ grubu. Beyin hipokampiis, bazi néronlarda karyolizis ve kromatolizis (ok). Cresyl violet, X40.

Sekil 4.38. BPA+TQ grubu hipokampiis bolgesi cresyl violet ile histopatolojik

degerlendirmesi.
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BPA+TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi, cresyl violet yogun pozitif boyanma

gosteren noronlar (ok), X10, X40, cresyl violet.

Sekil 4. 39. BPA+TQ grubu beyin korteksi cresyl violet ile histopatolojik

degerlendirmesi.

BPA+TQ grubundaki siganlara ait luxol fast blue ile boyanmis beyin kesitlerinde
gri cevher ve beyaz cevher alanlarinda miyelinli sinir lifleri kontrol ve TQ
gruplarindakine bezer sekilde kompakt mavi renkte ve fibriler yapida gozlendi. Gri
cevher alanlarinda pozitif boyanmis miyelinli sinir lifleri fibriler ags1 yapida, beyaz
cevher alanlarinda ise diizenli seyirli fibriler demetler seklinde izlendi. Noron
niikleuslar1 6kromatik, niikleoluslar koyu boyanmis ve belirgin olarak goriildii (Sekil
4.40). Beyin gri cevher ve beyaz cevher alanlarinda miyelinli sinir lifleri normal
histolojik ve histokimyasal yapida degerlendirildi. BPA+TQ grubu luxol fast blue
histokimyasal boyanma skoru 3 olarak belirlendi (Tablo 4.2).
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X

BPA+TQ grubu. Normal histolojik goriiniimde beyin korteksi substantia grizea (ok) ve substantia alba
alanlarda luxol fast blue pozitif boyanma gdsteren, fibriler yapida sinir lifleri (y1ldiz), koroid pleksus

(Cp). X40, luxol fast blue.

Sekil 4.40. BPA+TQ grubu luxol fast blue ile histopatolojik degerlendirme.

Immiinohistokimyasal anti Cas-3 boyama yapilan BPA+TQ grubu siganlara ait
beyin kesitlerinde korteks alanlarinda ndéron ve noropil dokusunda Cas-3
immiinreaktivite pozitifligi zayif yogunluk ve nadir yayginlikta saptand1 (Sekil 4.41).
Anti Cas-3 immiinreaktivite H skoru BPA+TQ grubunda 10 olarak belirlendi (Tablo
4.3).
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x

BPA+TQ grubu. Beyin korteksi, nadir alanlarda zayif pozitif Cas-3 immiinreaktivesi (yildiz). X20, THK,
Cas-3.

Sekil 4.41. BPA+TQ grubu Cas-3 immiinreaktivite degerlendirme.

Immiinohistokimyasal anti-BDNF boyama yapilan BPA+TQ grubu si¢anlara ait
beyin kesitlerinde korteks alanlarindaki ndron perikaryonlarinda ve noropil doku
alanlarinda BDNF immiinreaktivite pozitifligi orta derece-yer yer kuvvetli yogunlukta
ve yaygin olarak izlendi (Sekil 4.42). Anti BDNF immiinreaktivite H skoru BPA+TQ
grubunda 150 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

*

BPA+TQ grubu. BDNF immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (yildiz). X20, IHK, BDNF.

Sekil 4.42. BPA+TQ grubu BDNF immiinreaktivite degerlendirme.
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Immiinohistokimyasal anti-MBP boyama yapilan BPA+TQ grubu siganlara ait
beyin kesitlerinde korteks alanlarinda MBP immiinreaktivite pozitifligi kuvvetli ve
yaygin goriinlimde izlendi (Sekil 4.43). Anti-MBP immiinreaktivite H skoru BPA+TQ
grubunda 225 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

¢

BPA+TQ grubu. MBP immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (y1ldiz). X20, IHK, MBP.

Sekil 4.43. BPA+TQ grubu MBP immiinreaktivite degerlendirme.

Immiinohistokimyasal anti-NF boyama yapilan BPA+TQ grubu siganlara ait
beyin kesitlerinde korteks alanlarinda NF immiinreaktivite pozitiflii orta derce
yogunlukta ve yaygin olarak izlendi (Sekil 4.44). Anti-NF immiinreaktivite H skoru
BPA+TQ grubunda 140 olarak belirlendi (Tablo 4.3).
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BPA+TQ grubu. NF immiinreaktivesi pozitif izlenen beyin korteksi (yildiz). X20, THK, NF.

Sekil 4.44. BPA+TQ grubu NF immiinreaktivite degerlendirme.

Tablo 4. 1. Histolojik hasar skoru

Noroglial Noronal Hasar ve Perivaskiiler ~ Total Hasar
Infiltrasyon Dejeneratif Odem Skoru
Kontrol a a a a
(n=8) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
BPA (n=38) 1(0)° 2(2r 1(1)° 4(2)°
TQ (n=8) 0(0)* 0 (0)* 0(0)* 0 (0)*
BPA+ TQ a a a a
(n=8) 0 (0) 0(1) 0(1) (D
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tablo 4.2. Cresyl violet ve luxol fast blue histokimyasal boyanma skoru
Cresyl Violet Luxol Fast Blue
Kontrol (n=8) 3(0.5)* 3(1)?
BPA (n=8) 2(0.5)° 2(1)°
TQ (n=8) 3 (0)? 3 (0.5)*
BPA+TQ(n=8) 3 (0.5)* 3 (0)*
p 0.005 0.001
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Tablo 4.3. 1mmiin0histokimya Cas-3, BDNF, MBP, NF immiinreaktivite H skorlari

Cas-3 BDNF MBP NF
Kontrol (n=8) 1 (0)* 160 (30)* 240 (30)* 120 (20)*
BPA (n=8) 140 (30)° 75 (15)° 100 (20)° 60 (20)°
TQ (n=8) 1 (0)? 160 (20)° 240 (30)* 120 (20)*
BPA+ TQ (n=8) 10 (5)° 150 (20)* 225 (45)* 140 (20)°
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Bu c¢alismada degerlendirilen biyokimyasal parametreler oksidatif stres
diizeylerini ve antioksidan savunma kapasitesini ortaya koymaktadir (Sekil 4.45 ve
Tablo 4.4). Calismamizda elde edilen bulgulara gore:

MDA diizeyleri, BPA grubunda (3376.83 + 371.1 nmol/g yas doku) kontrol
grubuna (2861.25 + 138.89 nmol/g yas doku) gore anlamli olarak artmis; TQ grubunda
(1966.45 + 210.52 nmol/g yas doku) en diisiik diizeyde saptanmistir. BPA+TQ
grubunda ise MDA diizeyi (2693.43 = 420.61 nmol/g yas doku) K grubuna gore anlamli
yiiksek, BPA grubuna gore ise diisiiktiir.

GSH diizeyleri, BPA grubunda (1046.09 + 58.97 nmol/g yas doku) K grubuna
(1500.18 + 41.67 nmol/g yas doku) kiyasla anlaml sekilde azalmis; TQ grubunda
(1934.55 + 49.59 nmol/g yas doku) en yiiksek diizeyde gozlenmistir. BPA+TQ
grubunda GSH diizeyi (1628.14 £ 105.55 nmol/g yas doku), hem BPA grubuna gore
hem de kontrol grubuna gore anlamli artig gostermistir.

TOS diizeyleri, BPA grubunda (33.13 + 4.01 umol/L) K grubuna (20.55 + 3.53
umol/L) gore anlaml diizeyde artig gostermistir. TQ grubunda (18.85 £ 4.99 umol/L)
en diisiik TOS degeri saptanirken, BPA+TQ grubunda (25.45 £+ 6.15 umol/L) bu deger
BPA grubuna gore diisiik oldugu gézlenmistir.

TAS diizeyleri, BPA grubunda (1.08 + 0.07 mmol/L) K grubuna (1.91 + 0.41
mmol/L) gore azalmistir. TQ grubunda (3.31 = 0.29 mmol/L) en yiliksek TAS degeri
elde edilmis; BPA+TQ grubunda (1.25 £+ 0.23 mmol/L) bu deger BPA grubuna gore
daha yiiksek sonu¢ bulunmustur.

OSI degerleri, BPA grubunda (317.67 + 43.98 AU) en yliksek seviyede
saptanmigtir. K grubunda (110.64 + 31.81 AU) orta diizeyde, TQ grubunda (52.66 +
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14.86 AU) en diisiik diizeyde, BPA+TQ grubunda ise (94.28 = 19.74 AU) BPA grubuna

gore anlamli diislis gozlenmistir.

Tablo 4.4. Biyokimyasal parametreler
MDA GSH TAS

(nmol/g yas (nmol/g yas TOS (mmol/L OSI
doku) doku) (nmol/L) ) (AD)
K (n=8) 2861.25 1500.18 20.55 1.91 110.64
(138.88)* (41.67)* (3.53)* 0.41) (31.81)*
1046.09 33.13 1.08 317.67
BPA (n=8) | 3376.83 (371)° (58.97)° (4.01)° (0.07)° (43.98)°
TQ (n=8) 1966.45 1934.55 18.85 3.31 52.66
(210.52)¢ (49.59)° (4.99) (0.29)° (14.86)°
BPA+ TQ 2693.43 1628.14 25.45 2.75 94.28
(n=8) (420.61)¢ (105.55)¢ (6.15)° (0.23)¢ (19.74)¢
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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Sekil 4.45. Biyokimyasal parametrelerin grafigi.
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5. TARTISMA

BPA giinlimiizde endiistriyel kullanimi1 yaygin, 6zellikle deniz canlilar1 olmak
lizere bir¢ok canli organizmanin ve insanlarin biinyesine gecebilen toksik bir maddedir.
Insan biyolojik sivilar1 ve dokularinda da yaygin olarak tespit edilen endokrin bozucu
bu toksik organik molekiil insan sagligi acisindan giderek artan bir tehlike
olusturmaktadir (67-69). Farkli analitik tekniklerle serum, kan ve plazma 6rneklerinde
yapilan dl¢limler sonucunda viicutta bulunan BPA miktarinin cografya ve popiilasyona
bagli olarak 0.2-20 ng/ml arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica gebelik doneminde
hem anne hem de fetiis dolasiminda Olgiilebilir diizeylerde bulunabilecegi de
gosterilmistir. Genel olarak elde edilen bu bulgular, BPA’nin yasamin her doneminde
insan viicudunda bulunabilecegi ve ozellikle gelisimsel siireglerde yiliksek bir risk
olusturabilecegi on goriilmektedir (70). Insan maruziyetinin giinde <1 ila 5 pg/kg
arasinda oldugu tahmin edilse de farmakokinetik modellemeler, kanda saptanan BPA
diizeylerini agiklamak i¢in giinde 100 mg’a kadar oral alim gerekebilecegini 6ne
siirmektedir. Bu durum iki olasilig1 giindeme getirmektedir: ger¢ek BPA alimi tahmin
edilenden daha yiiksek olabilir veya diizenli gilinlik maruziyet BPA’nin viicutta
birikmesine neden olabilir (25).

Antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip dogal bilesikler, ¢esitli norolojik
hastaliklar i¢cin potansiyel terapotik hedefler olarak 6nemli ilgi goérmektedir. Corek
otunun ana biyoaktif bileseni olan TQ, antiinflamatuar, antioksidan, anti-ndrodejeneratif
ve anti-tlimor 6zelliklere sahiptir ve beyinde oksidatif stresin azaltilmasinda ve biligsel
bozukluklarin iyilestirilmesinde etkili oldugu bir¢ok calisma ile rapor edilmistir (71).
Mansour ve arkadaslari, TQ’un farkli konsantrasyonlarda yaptig bir arastirmada (25, 50
ve 100 mg/kg) giiclii bir serbest radikal ve siiperoksit radikal siipiiriiciisii olarak hareket
edebildigini bildirmistir (60). Beyin iskemisine maruz birakilan ratlara TQ uygulanmasi
sonucunda, oksidatif stres gostergesi olan MDA diizeylerinde anlamli bir azalma
saptanmistir. Buna karsin, glutatyon GSH, SOD ve CAT gibi baslica antioksidan
enzimlerin aktivitesinde artis gozlemlenmistir. Bu bulgular, TQ’ nun yalnizca nérotoksik
etkilerle smirli kalmadan, iskemik doku hasarina karst da hiicresel savunma
mekanizmalarini gliclendirdigini ortaya koymaktadir. TQ’nun bu koruyucu etkisinin,
oksidatif hasara karsi hiicre direncini artiran antioksidan bilesenleri aracilifiyla

gerceklestigi diisliniilmektedir (72).
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Literatiirde yer alan bu verilere dayanarak ¢alismamizda TQ’nun antioksidan
antiinflamatuar, immiin ve endokrin modiilator ve sitoprotektif etkilerinin BPA’nin
beyin dokusunda neden oldugu hasar1 engelleme ve iyilestirme potansiyeli
biyokimyasal, histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir.

Hiicrelerde, saglikli metabolik siirecler sirasinda ROS agiga ¢ikar, agiga ¢ikar,
aci8a serbest radikaller oksidatif strese neden olurlar. Olusan bu oksidatif stresin
antioksidan mekanizmalarla dengede tutulmasi, hiicresel gelisim ve hayatta kalim igin
kritik dneme sahiptir. Diisiik diizeyde ROS’lar hiicresel sinyal iletiminde rol oynarken,
asir1 seviyeleri hiicre yapilarina zarar verebilir. Ancak bu denge, agir metaller, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve BPA gibi endokrin bozucu ¢evresel toksinlerin etkisiyle
oksidatif stresin artis1 yoniinde bozulabilir (73). BPA, enzimatik ve enzimatik olmayan
yollardan fenoksi radikalleri olusturarak ROS seviyelerini artirir. Bu radikaller, NADPH
veya GSH gibi hiicresel bilesenlerle reaksiyona girerek siiperoksit, peroksit ve hidroksil
radikalleri gibi zararl oksidan tiirlerin olusumuna neden olur. BPA'nin farkli dozlarinin
hem in vitro hem de in vivo ortamlarda DNA hasari, sitotoksisite ve mitokondriyal
disfonksiyona yol agtig1 gosterilmistir (74).

Oksidatif stres diizeyini ve antioksidan savunma kapasitesini degerlendirmek
amaciyla c¢alismada oksidatif stresin degerlendirilmesinde, savunma ve hasar
diizeylerini birlikte yansitabilen duyarl1 ve uygulanabilir biyobelirteglerini olmasi
nedeniyle GSH ve MDA parametreleri tercih edilmistir. Bunun yaninda TOS, TAS ve
OSI gibi biyokimyasal parametreler kullamilmistir. Literatiirde BPA ve TQ’un bu
parametrelerdeki etkilerine bakilmistir. Literatirde BPA maruziyetinin antioksidan
savunma sistemlerini zayiflattigin1 ve oksidatif stresi artirarak ¢esitli dokularda hasara
yol actigin1 gosteren caligmalar mevcuttur.

BPA’nin beyin dokusu {iizerine norotoksik etkileri ile ilgili c¢aligmalar bu
maddenin farkli dozlarda uygulanmasinin beyinde oksidatif stres parametrelerinin
diizeyinde artisa neden oldugu, MDA diizeylerini artinp GSH diizeylerini azalttig
bildirilmektedir. Acaréz ve ark. yapmis oldugu bir ¢aligmada oral yolla 25 mg/kg/giin
BPA verilen siganlarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda BPA uygulamasinin, beyin
dokularinda glutatyon diizeylerini anlamli sekilde azalttigi ve MDA diizeylerini
arttirdigr (p<0.001) bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada BPA maruziyeti, beyin (p<0.05)
dokusu bagta olmak tizere akciger, karaciger, bobrek, kalp ve testis dokularinda da GSH
diizeylerini anlamli bi¢imde azalttig1 raporlanmistir (68). Aydogan ve ark., 45 giin

boyunca erkek siganlara oral yolla 25 mg/kg dozunda BPA uygulamis ¢alismada beyin
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dokusundaki MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig1 (p<0.05)
ve GSH diizeylerinin ise anlamli sekilde azaldigi (p<0.05) rapor edilmistir (75).
Poormoosavi ve ark. ise erkek siganlara 8 hafta boyunca 10 mg/kg BPA uygulanmis ve
uygulanan BPA dozunun serumda MDA’y1 artirip GSH’yi ve total antioksidan
kapasiteyi diislirdiigiinii gostermistir (76). Bolat ve ark. beyin dokusunda 14 giin 50
mg/kg BPA uygulamasi sonrasi kontrole kiyasla MDA diizeyinin arttigini, GSH
diizeyini ise azaldigini bildirmistir (77).

Bizim ¢alismamizda BPA uyguladigimiz grubun MDA diizeyleri kontrol ve TQ
grubundakine gore istatiksel olarak anlamli diizeyde artmis, GSH diizeyleri ise azalmis
olarak tespit edildi. Elde ettigimiz MDA ve GSH diizeyleri BPA maruziyetinin beyin
dokularinda reaktif oksijen tiirleri iiretimi arttirdigi ve oksidatif strese neden oldugunu
bildiren ¢alismalarin sonuglari ile paralellik géstermektedir. Ancak BPA+TQ uygulanan
grupta beyin dokusunda MDA ve GSH diizeylerinin BPA uygulanan gruba gore
istatiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik oldugu saptanmistir. Gruplar arasinda
MDA ve GSH diizeylerinin farklilik profili TQ’nun gii¢lii bir serbest radikal ve
stiperoksit radikal siipiiriiclisii olarak hareket ettigini, BPA’nin beyin doku ve
hiicrelerinde artmis oksidatif stres yolu iizerinden neden oldugu lipit peroksidasyonu ve
antioksidan kapasite diistisiinii engelledigini ortaya koymaktadir.

Fazalyar ve ark. serum bazli yapmis olduklar1 bir ¢alismada 6 hafta boyunca 50
mg/kg BPA uygulanan si¢anlarda kontrol grubuna gore TAS diizeyinin istatiksel olarak
anlaml olarak diistiigiinii, TOS diizeyinin ise iki katina kadar yiikseldigini bildirmistir
(78).

Calismamamizda biyokimyasal olarak belirlenen TAS ve TOS diizeyleri BPA
grubunda sirasiyla 1.08 mmol/L ve 33.13 pumol/L, OSI degeri ise 317.67 AU olarak
tespit edilmistir. BPA+TQ grubunda ise TAS 2.41 mmol/L, TOS 2.56 pumol/L ve OSI
94.28 AU olarak saptanmistir. Calismamizda, BPA uygulanan grupta TOS ve OSI
diizeylerinde istatiksel olarak anlamli artis gozlenirken, TAS diizeylerinde istatiksel
olarak anlamli azalma meydana geldigi belirlenmistir. Calismamizin TAS, TOS ve OSI
indeksi verileri ilgili literatiirdeki serum ve dokuda belirlenerek bildirilmis olan
bulgularla paralellik géstermektedir. BPA’nin serbest radikal olusumunu artirarak TOS
diizeyinin yiikselmesi, TAS diizeyinin ise diigmesine neden olarak oksidatif stres ve
antioksidan kapasitenin oksidatif stres yoniinde bozulmasima neden oldugu agiktir.
Bununla birlikte BPA+TQ uygulanan grubun sonuglarina bakildiginda TQ’nun
antioksidan kapasiteyi giiclii bir sekilde arttirdigi soylenebilir.
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BPA’nin kan beyin bariyerini agarak ndrogenezi bozdugu ve ndrodejenerasyonu
neden oldugu ve bu yolla noéropsikiyatrik hastaliklara zemin hazirlayabilecegi
gosterilmistir (47). BPA’nin dokularda bulunmasi, 6zellikle artmis oksidatif strese bagl
olarak DNA/RNA hasarina neden olmasiyla iligkilidir. Ayrica BPA endokrin
reseptorleri etkileyerek hormonal dengeyi bozabilir, germ hiicre gelisimini engelleyip
Ostrojene duyarli kanser riskini artirabilir (79, 80). BPA'nin norotoksik etkileri, sistemik
dolasima giren serbest (konjuge olmayan) formunun biyoyararlanomina ve
biyotransformasyonuna baghidir. Diyet yoluyla viicuda alinan BPA, glukuronidasyon
ve stilfatlama gibi metabolik yollarla hizla detoksifiye edilse de bu siire¢ baglamadan
once serbest BPA, oral alimdan sonra ortalama 1-2 saat boyunca serumda tespit
edilebilmektedir (81). Bu siire zarfinda BPA, norotoksik etkilerini baslatabilecek
diizeyde kanda dolasabilir. BPA’nin glukuronid formu, 6zellikle karaciger, bobrek ve
plasentada bulunan B-glukuronidaz enzimi tarafindan tekrar BPA'ya doniistiiriilerek
yeniden aktif hale gelebilir (82).

Calismamizda her ne kadar serum ve beyin doku Orneklerinde BPA diizeyi
tespiti yapmamis olsak da BPA uygulanan gruptaki sicanlarin biyokimyasal bulgular
bu grupta artmis oksidatif stres ve antioksidan kapasitedeki diisiisii net bir sekilde ortaya
koymustur. Ayrica histolojik, histokimyasal ve immiinohistokimyasal bulgularimiz da
BPA’nin beyin dokusunda 6nemli hasarlar olusturdugunu gostermistir. Konuyla ilgili
yapilan calismalarin biiyilk ¢ogunlugu, BPA'nin toksik etkilerini endokrin sistem
tizerindeki bozulmalar iizerinden incelemistir (83-86). Ancak bizim arastirmamiz, 50
mg/kg dozunda BPA uygulamasinin beyinde sinir dokusu hasar1 ve oksidatif stresle
iligkili parametreleri olumsuz yonde etkiledigini ve bu etkileri hafifletmede TQ’nun
potansiyel koruyucu ve iyilestirici bir ajan oldugunu ortaya koymustur.

BPA’nin beyin dokusunda ndrotoksik etkilerini inceleyen c¢aligmalar arasinda
bulunan Habibi ve ark. 2021 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 14 giin boyunca 1.0 ug/kg
BPA intraperitoneal olarak uygulanmis ve beyin korteks dokusunda noron sayisini
azalttigini, prefrontal korteks hacmini kiigiilttiigli ve glia hiicresi sayisini artirdigini
bildirmislerdir (87). Benzer sekilde, baska bir ¢alismada ise 30 giin boyunca 25 mg/kg
BPA uygulamasiin ile beyin dokusunda fokal gliosis ve ndronal dejenerasyona sebep
oldugu bildirilmistir (68). Elaziz ve ark. 2018 yilinda yaptig1 ¢alismada 3 hafta boyunca
1.2mg/kg BPA intraperitonel yol ile verilmis ve hipokampiis bolgesinde dejenerasyona
ugrayan sinir hiicrelerinin, biiziismiis sitoplazmali ve piknotik niikleuslarla karakterize

noronlarin sayisinda belirgin sekilde artis oldugunu gostermislerdir (88). Perinatal BPA
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maruziyetinin norotoksik etkilerini gostermek amaciyla yapilan bir ¢alismada hamile
Sprague—Dawley siganlara gebeligin 6. giiniinden itibaren postnatal 21. giine kadar icme
suyu yoluyla 1 ve 10 pg/mL BPA verilmistir. Hipokampiis bolgesinde piramidal
noronlarin bulundugu katmanlarin daraldi§i ve ndron sayisinda azalmaya yol agtigi;
interndronal alanlarin genisleyerek néronlarin daginik ve diizensiz bir sekilde yerlestigi
goriilmistiir (38). Yine baska bir ¢aligmada gebeligin 6. giliniinden itibaren doguma ve
emzirme doneminin sonuna kadar (dogum sonrasi1 3. hafta), giinde 200 pg/kg BPA
verilen sicanlarin beyin dokularinda kortikal tabakalarda belirgin yapisal bozulmalar ve
diizensizlikler gdzlenmistir. Ozellikle beyin korteksi igerisindeki tiim tabakalarda
yerlesik piramidal noronlarda; hiicre biliziismesi, piknotik niikleuslar, vakuoler
dejenerasyon ve silik, tanimlanamayan hiicre yapilar ile birlikte belirgin perindronal
bosluk artis1 saptanmistir. Noroglia hiicrelerinde de dejenerasyon ve belirgin periselliiler
bosluklar goriilmistiir. Noropil icinde konjesyona ugramig damarlar ve genislemis
perivaskiiler alanlar izlenmistir (89).

Sican hipokampiisiinden elde edilen birincil kiiltlir néronlarma 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda BPA uygulanmis ve ndrit cikintilar1 iizerindeki etkileri
arastirillmistir. Elde edilen bulgular, BPA’nin nérit uzantilarim anlamli diizeyde
azalttigin1 gostermistir (90). BPA’nin norotoksik etkilerini in vitro olarak inceleyen
baska bir calismada ise 24 saat boyunca 50, 100, 150 ve 200 puM dozlarinda
BPA’ya maruz birakilan Neuro-2a hiicrelerinin hiicresel ve sinaptik biitiinliigii bozarak
ve noronal hiicre iskeleti hasarina neden oldugu; noronlarin boyutlarinin kii¢tildiigi,
yuvarlaklastigi ve daha az sayida sinaps yapilarina sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica bu
calismada sinaptik morfolojinin diizenlenmesinde rol oynayan drebrin, MAP2 ve Tau
proteinlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinde istatiksel olarak anlamli diizeyde azalma
oldugu bildirilmistir (91). 150 uM BPA'ya 12, 24 veya 36 saat maruz birakilan Neuro-
2a hiicrelerinin morfolojik analizinde, BPA’ya maruz birakilan gruplardaki hiicrelerin
kontrol gruplarindakilere kiyasla kiiclildiiglinii ve c¢oktiigiinii ortaya koydu.
Transmisyon elektron mikroskop ile yapilan ultrastriiktiirel incelemede hiicrelerde
niikleoluslarda dilatasyon, niikleus ve mitokondriyal membranlarda hasar-dejenerasyon
ve kismi mitokondriyal yogunlagma bulgular1 rapor edilmistir (92).

Bu c¢alismalardan elde edilen bulgular BPA maruziyetinin, néronal biitlinliigii
bozarak glial yanitlari artirdigini  ve bu yolla ndroinflamatuvar siiregleri
tetikleyebilecegini ortaya koymaktadir. Calismamizda BPA’nin norotoksik etkilerini

histopatolojik olarak degerlendirmek amaciyla H-E boyamasi yapilmistir. Bu yontem
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hematoksilen ile hiicre niikleusunu eozin ile hiicre sitoplazmalarinin segici olarak
boyanmasini saglamaktir. Kontrol ve TQ gruplarindaki siganlara ait beyin dokusu
kesitlerinde serebral korteks ve hipokampiis bolgelerinde herhangi bir histopatolojik
bulguya rastlanmazken, BPA uygulanan gruptaki si¢anlara ait beyin kesitlerinin serebral
korteks ve hipokampiis bolgelerinde histopatolojik degisiklikler gdzlemlenmistir. BPA
uygulanan grupta, korteks boyunca o6zellikle piramidal ndronlarda gozlemlenen
heterokromatik piknotik niikleuslar, noronlarin sitoplazmasinda eozinofilik sitoplazmik
yogunlagmalar, membran diizensizlikleri ve biizlisme, BPA'nin belirgin sitotoksik
etkilerinin ndéron morfolojisine yansimasi oldugu degerlendirilmistir. Noronlarda
izlenen bu morfolojik degisiklikler, baz1 noéronlarin hasarlandigini, hiicresel biitlinliigiin
bozuldugunu ve hiicre 6lim siirecinin bagladigina isaret etmektedir. Hipokampiis
bolgesindeki bazi néronlarda kromatolizis ve karyolizis bulgularinin goézlenmesi,
noronal dejenerasyonun acgik bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Bu
degisiklikler, BPA’nin noronal ¢ekirdek biitlinliigiinii bozarak programlanmamis hiicre
Olimiinii tetikleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica perindronal alanda 6dem
olusumu ve noropil dokuda gozlenen yogunluk azalmasi hem hiicreler arasi
baglantilarin zayifladigin1 hem de hiicre dis1 matrikste belirgin bir bozulma meydana
geldigini ortaya koymaktadir. Kesitlerde saptanan vaskiiler yapilar c¢evresindeki
perivaskiiller 6dem ise, BPA’nin damar ge¢irgenligini artirarak ve damar yapisin
bozarak hipokampal mikrosirkiilasyonu olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir. Bu
bulgular, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla da ortiismekte olup, BPA’nin hipokampiis gibi
bellek ve 6grenme stireglerinde kritik rol oynayan beyin bolgelerinde hem hiicresel hem
de mikrovaskiiler diizeyde hasara yol acabilecegi yoniindeki bulgular1 desteklemektedir.

Yapilan bir calismada normal saglikli siganlarin hepatik, kardiyak ve bobrek
dokularinda farkli konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100 mg/kg) TQ uygulanmig ve tiim
dozlarda TQ’nun gii¢lii bir serbest radikal ve siliperoksit radikal siipiiriiciisii olarak etki
ettigi bildirilmistir (60). TQ’ nun antioksidatif etkilerinin beyin dokusunda da noronlarda
sitoprotektif etki edebilecegi kuvvetli bir ihtimaldir. Bir diger caligmada beyin
iskemisine maruz birakilan sicanlarda TQ uygulanmasi sonucunda, artmis oksidatif
stresin onemli bir gostergesi olan MDA diizeyinde de istatiksel olarak anlamli derecede
bir azalma oldugu, buna karsin glutatyon GSH, SOD ve CAT gibi baslica antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin diizeyinde ise belirgin artis bildirilmistir. Bu bulgular, TQ nun

yalnizca ndrotoksik etkilerle sinirli kalmadan, iskemi ve diger hasarlayic1 durumlarda da
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olusabilecek doku ve hiicre hasarina karsi hiicresel savunma mekanizmalarini
giiclendirdigini ortaya koymaktadir (72).

Calismamizda BPA+TQ uygulanan gruptaki sican beyin kesitlerinde korteks ve
hipokampiis alanlarinda genel olarak normal histolojik yapinin korunmus oldugu
goriilmiistiir. Noronlar cogunlukla normal goriiniimde olup, yalnizca smurli sayida
hiicrede hafif dejenerasyon bulgulari (minimal heterokromazi, karyolizis, 6dem)
gbzlenmistir. Bu bulgular, BPA maruziyeti sonucu olusan histopatolojik degisikliklerin
TQ uygulamasiyla biiyiik 6l¢iide iyilestigini, TQ’nun néronal dokuda genis bir skalada
noroprotektif etkiye sahip oldugunu gostermektedir. TQ, antioksidan savunma
sistemlerini giiclendirerek, proinflamatuar sinyallemeyi baskilayarak ve hiicre 6liimii
yollarimi diizenleyerek BPA’nin ndrotoksik etkilerine karsi koruyucu bir ajan rolil
tstlenmistir.

Cresyl Violet boya yontemi, noronal perikaryonda bulunan ve ribozomlardan
zengin endoplazmik retikulum yapilar1 olan Nissl cisimciklerini gostermek amaciyla
uygulanir. Bu nedenle bu teknik, literatiirde 'Nissl boyamasi' olarak da
adlandirilmaktadir. Boyama sonucunda Nissl graniilleri erguvani menekse-mor, hiicre
perikaryon sitoplazma alanlar1 yogun sekilde mor renkte boyanir. Literatiirde BPA’nin
norotoksik etkilerini cresyl violet boyama yontemiyle ortaya koyan calismalardan
birinde, 28 giin boyunca 50 mg/kg BPA uygulanan Wistar siganlarin serebral
korteksinde, soluk boyanan ndronal sitoplazma, biizligmiis-heterokromatik niikleus
yapist ile dejenerasyona ugramis c¢ok sayida graniiler hiicrenin tespit edildigi
bildirilmistir (93). Pradhan ve arkadaglar1 tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, zebra
baliklart 7, 14 ve 21 giin boyunca 17.52 puM BPA konsantrasyonuna maruz
birakilmistir.  Caligma sonunda BPA  maruziyetinin  baliklarin ~ beyinlerinin
periventrikiiler gri cevher bolgesinde noronal piknoz ve noronlarda niiklear kromatin
yogunlasmasi, Cresyl violet boyama yontemi uygulanan kesitlerde gosterilmistir (94).

K ve TQ gruplarindaki siganlara ait cresyl violet boyamasi uyguladigimiz beyin
kesitlerinde, korteks ve hipokampiis bolgelerinde yer alan néronlarda diizglin konturlu
Okromatik niikleuslar, belirgin koyu boyanmis niikleolus yapilar1 ve sitoplazmada
bazofilik graniiller seklinde yogun Nissl cisimcikleri saptanmis ve normal histolojik
goriiniimde degerlendirilmistir. Kontrol grubunun aksine BPA grubunda, korteks ve
hipokampiis bolgelerindeki ndronlarda belirgin sitoplazmik kromatolizis ve niikleer
karyolizis dikkati ¢ekmistir. Bu degisiklikler, néronal yapinin bozuldugunun agik bir

gostergesi olup noronal metabolik aktivite ve fonksiyonlarinin da bozulmus
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olabileceginin gii¢lii bir gostergesidir. Ayrica, Nissl cisimciklerinin kromotolizise
ugrayarak dagilmis, silik ve diizensiz goriiniimde oldugu, bazi noronlarda niikleus
sinirlarinin diizensiz oldugu ev farkli derecelerde karyolizis olustugu gozlemlenmistir.
BPA+TQ grubunda ise, ndronlarda bazofilik graniiller seklinde belirgin Nissl
cisimcikleri, okromatik niikleuslar ve belirgin niikleolus yapilart izlenmistir. Bu
goriinim, TQ’nun BPA kaynakli néron niikleuslar1 ve Nissl cisimciklerindeki hasar
bulgularin1 6nemli OSl¢iide azalttigini gostermektedir. Bu bulgular toksik ajanlara
maruziyet durumunda noéronlarda 6zellikle niikleus yapisinin ve Nissl cisimciklerinin,
dolayistyla protein sentez fonksiyonun diizenlenmesinde ve korunmasinda TQ’nun
onemli derecede etkili bir ajan olduguna isaret etmektedir.

LFB boyama yontemi, sinir dokusundaki miyelin yapilarini gostermek amaciyla
kullanilan &zel bir histokimyasal boyama yontemidir. Ozellikle merkezi sinir sisteminde
beyaz madde ile gri madde arasindaki ayrimi yapmak i¢in tercih edilir. Calismamizda
BPA maruziyetinin miyelin kilif izerindeki etkisini histokimyasal olarak gdstermek i¢in
bu boyama yontemi tercih edilmistir. Literatiirde BPA maruziyetinde miyelinli sinir
liflerini LFB boyamasi ile degerlendirildigi bir ¢alisma olmamakla birlikte LFB boyasi
kullanilarak yapilan miyelin hasar1 degerlendirmesini iceren bir g¢alismada, global
serebral iskeminin 6zellikle corpus callosum gibi beyaz cevher bolgelerinde belirgin
demyelinizasyona yol actign gosterilmistir. Iskemi sonrasi 7. giinden itibaren LFB
boyanmasinda belirgin azalma, vakuolizasyon ve artmis optik transparanlik tespit
edilmis; bu degisikliklerin 14. ve 28. gilinlerde de devam ettigi raporlanmustir.
Semikantitatif analizlerde, bu zaman noktalarinda miyelin boyanmasinda anlamli
azalmalar saptanmistir (95). Travmatik beyin hasar1 sonrast LFB boyamasi ile yapilan
bir ¢alismada, corpus callosum, external kapsiil ve fimbria bolgelerinde miyelin kayb1
belirgin sekilde artmigtir. LFB boyanmasinda diizensizlik ve boyanmayan alanlarin
yiizdesinde anlamli artis saptanmis; bu durum miyelin biitlinliigiiniin bozuldugunu
gostermektedir. Bulgular, travmatik beyin hasar1 sonrasi beyaz cevherde yaygin
demyelinizasyona yol actigi1 ve LFB boyasinin bu hasar1 ortaya koymada etkili
oldugunu gostermektedir (96). Kontrol ve TQ gruplarindaki LFB ile boyanmis beyin
kesitlerinde benzer sekilde gri ve beyaz cevher alanlarinda kompakt, diizenli ve fibriler
yapida mavi renkte boyanmis miyelinli sinir lifleri izlenmistir, bu goriiniim miyelinli
sinir liflerinin histolojik biitlinligii, yogunlugu ve histokimyasal yapisinin saglikli
oldugunu gostermektedir. BPA grubunda, miyelinli sinir liflerinde kompakt mavi

boyanmanin zayifladigi, yer yer kayboldugu ve fibriler yapilarin bozuldugu
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saptanmigtir. Ozellikle beyaz cevherde, heterojen, soluk, graniiler kiimelenmeler ve
fibriler fragmantasyon dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular, BPA'nin miyelin yapilarinda
dejenerasyona ve kayba neden oldugunu gostermektedir. BPA’ nin merkezi sinir sistemi
miyelin yapilarinda olusturdugu hasara kars1 TQ’nun koruyucu ve iyilestirici etkilerinin
incelendigi bir calisma olmamakla birlikte vincristine ile yapilan bir calismada
vincristine uygulanan grupta LFB boyama ile belirgin demyelinizasyon saptanmig; bu
durum miyelin yapilarinda ciddi hasara isaret etmektedir. TQ uygulamasi ise vincristine
grubuna kiyasla demyelinizasyonun siddetini azaltmis, ancak miyelin biitiinliigiiniin tam
olarak korunamadigini bildirmistir (97). Bizim ¢alismamizda BPA+TQ grubunda, gri ve
beyaz cevher bolgelerinde miyelinli sinir liflerinin kompakt, diizenli ve fibriler yapida
boyandig1 gozlenmis; bu goriiniim, TQ’un BPA kaynakli miyelin hasarin1 azaltti§ina
veya Onledigine isaret etmektedir.

Saglikli bir beyin dokusunda kaspazlar (6zellikle kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-
9) genellikle diisiik diizeydedir. Bu enzimler, esas olarak apoptoz siirecinde gorev
aldiklar1 icin saglikli dokularda yiiksek diizeyde aktif olmalar1 beklenmez. Saglikli
beyin dokusunda Cas-3 pozitifligi genellikle saptanmaz ya da minimal diizeydedir.
Zebra baliklan ile yapilan bir ¢calismada baliklar kronik olarak (56 giin boyunca) su
yoluyla 1.0 mg/L ve 4.0 mg/L dozlarinda BPA'ya maruz birakilmistir. BPA'ya kronik
maruziyetten sonra zebra baliklarinin beyinlerinde diensefalik ve telensefalik bolgelerde
aktive edilmig Cas-3 ekspresyonunda 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir (98). El-
Missiry ve ark. sicanlarda 6 hafta boyunca haftada iic kez 50 mg/kg dozunda BPA
uygulamis ve bunun sonucunda akis sitometrik analizi ile cas-3 ve kaspaz-8
aktivasyonunun arttigini, bu durumun da serebral hiicrelerde apoptoza yol agtigini
bildirmistir (99). Wang ve ark., insan ndroblastoma hiicre hatlarin1 10 nM, 100 nM, 1
puM, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarda 24 saat boyunca BPA’ya maruz
birakmiglardir. BPA maruziyetinden sonra Cas-3 protein ekspresyon seviyelerinin
yukar1 diizenlendigini gostermislerdir (100). Caglayan ve ark., siganlara 14 giin boyunca
250 mg/kg dozunda BPA uygulayarak yapmis olduklar1 ¢aligmanin sonucunda ve Cas-3
mRNA transkripsyon diizeyinin yukari diizenlendigi gostermislerdir (101). El Mursi ve
ark. sicanlara haftada 3 giin ve 42 giin boyunca 50 mg/kg BPA vererek yapmis olduklari
caligmada hipokampiis bolgesinde Cas-3proapoptotik protein ekspresyonunun artmis
oldugunu bildirmislerdir (102). Calismamizda, BPA grubundaki siganlara ait beyin
kesitleri korteks bolgesindeki ndronlar ve noropil dokuda yaygin Cas-3 pozitifligi

saptanmasi, BPA’nin apoptotik yolagi aktive ettigini ortaya koymaktadir. Buna karsilik,
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kontrol ve sadece TQ uygulanan gruplarda Cas-3 pozitifligi izlenmemesi, normal sartlar
altinda apoptozun olmadigini varsa bile immiinhistokimyasal yontemle kolorometrik
olarak pozitiflik olusturamayacak sekilde minimal diizeyde olabilecegine isaret
etmektedir. BPA+TQ grubunda ise Cas-3 immiinreaktivitesinin zayif yogunlukta ve
sinirl1 yayginlikta saptanmasi, TQ’nun anti-apoptotik ve noroprotektif etkileriyle
BPA’nin indiikledigi Cas-3 ekspresyonu ve immiinreaktivitesini onemli Olclide
engelledigi bu yolla apoptototik hiicre 6liimiinii engelleyebilecegi veya azaltabilecegini
gostermektedir.

BDNF, norotrofik faktorler ailesinin bir iyesi olup, 6zellikle gelisim doneminde
noronal popiilasyonlarin hayatta kalmasi ve farklilagsmasinin diizenlenmesinde kritik bir
rol oynamaktadir (103). Ancak sadece gelisimsel siireglerle sinirli kalmayip, ¢aligmalar
BDNF’nin yasam boyunca farkli néronal devrelerin yapisini ve islevlerini diizenlemeye
devam ettigini de ortaya koymustur (104). Embriyonik giin (E)15 farelerden elde edilen
kortikal noronlar 3 giin boyunca kiiltiirlenerek yapilan bir ¢alismada 24 saat veya 48
saat boyunca degisen dozlarda BPA (0.01-1000 uM) uygulanmistir. BPA uygulanan
noronlarda Western blot yontemi ile BDNF diizeyi 6l¢iilmiis ve %57 oraninda azaldig1
tespit edilmistir (105). Baska bir ¢alismada ise geng erkek farelere 8 hafta boyunca 0.1
pg/mL ve 0.2 pg/mL BPA uygulanmis deney sonunda immiinohistokimyasal ve
Western blot yontemi ile belirlenen BDNF diizeyinin kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli diizeyde azaldigi gosterilmistir (106). Calismamizda sigan beyin
dokusundaki anti-BDNF immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 degerlendirildiginde,
kontrol grubundaki siganlara ait beyin kesitlerinde korteks alanlarindaki noéronlar ve
noropil dokuda BDNF immiinreaktivitesi belirgin diizeyde pozitif olarak saptanmistir.
TQ uygulanan grupta ise, kontrol grubuna benzer bi¢imde, korteks bolgesinde yer alan
noronlar ve noropil dokuda giicli BDNF immiinreaktivite pozitifligi izlenmistir. Bu
durum, TQ’nun ndrotrofik destekleyici etkiler gostererek BDNF diizeylerini artiric
veya en azindan koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir. BPA uygulanan
gruptaki sicanlara ait beyin kesitlerinde, kortikal noronlarin perikaryonlarinda BDNF
immiinreaktivite pozitifligi zayif diizeyde belirlenmistir. Bu sonuca goére, BPA’nin
BDNF ekspresyonunu baskilayarak noronal trofizmi olumsuz etkiledigini sdylemek
miimkiindiir. BPA+TQ grubunda ise, BDNF pozitifligi néron perikaryonlarinda ve
noropil bolgelerde orta derece, yer yer kuvvetli ve yaygin olarak gdzlenmistir. Bu
durumda BPA maruziyetine bagli olarak BDNF ekspresyon ve immiinreaktivitesinin

baskilanmasina karst TQ’nun kismen de olsa BDNF ekspresyonu ve
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imminreaktivitesini arttirarak norotrofik aktivitenin yeniden diizenlenmesine katkida
bulundugu sdylenebilir.

Miyelin kilif, MSS ve periferik sinir sistemindeki miyelinli aksonlarda sinir
uyarilarinin  hizli iletimini saglamak ac¢isindan hayati bir rol {istlenmistir. Lipit
bakimindan zengin olan bu yapi1, ¢cok katmanli ve sikica paketlenmis bir kilif seklinde
diizenlenerek elektriksel bir yalitkan gorevi goriir. Miyelin kilifin kompakt yapisinin
olusumunda MBP kritik bir bilesen olup, sitozolik yiizeylerin birbirine yapigsmasini
saglayarak ¢ok katmanli kompakt miyelinin biitiinliigiiniin olugsmasin1 saglar ve korur
(107). Yapilan bir calisgmada gebelik ve emzirme doneminde 200 pg/kg dozunda
BPA’ya maruz birakilan erkek siganlarin beyin dokularinda, 1., 3. ve 6. postnatal
haftalarda MBP immiinreaktivitesi negatif olarak belirlenmistir. Buna karsilik, kontrol
gruplarinda miyelin liflerinde giicli MBP pozitifligi gézlemlenmistir (89). Bir baska
caligmada 21. giinde siitten kesilen si¢anlara 90. giiniine kadar 40 pg/kg BPA oral yol
ile uygulanmis ve dorsal hipokampiisiin koronal kesitlerinde MBP immiinoreaktitivite
diizeyinin ve miyelinli liflerin yogunlugunu azaldig: bildirilmistir (108). Xu ve ark.
2017°de yaptig1 ¢alismada, BPA maruziyeti gebeligin son giiniinden itibaren dogum
sonrasit 21. giline kadar annelere 0.1 mg/L konsantrasyonunda igme suyu yoluyla
verilerek saglanmistir. Anne siitii ile beslenen ve siit yoluyla BPA’ya maruz kalan
yavrularda postnatal beyin gelisiminin erken doneminde MBP ekspresyonun azaldigi
immiinofloresan boyama ve ELISA analizleri ile hem kalitatif hem kantitatif olarak
gosterilmistir (109). Anti-MBP immiinohistokimyasal boyama sonuglarimiz, yetiskin
siganlarda BPA maruziyetinin MBP immiinreaktivitesini 6nemli Ol¢iide azalttigini
dolayisiyla da miyelin yapisinda bozulmaya yol actigina isaret etmektedir. K ve TQ
gruplarindaki siganlara ait beyin kesitleri kortikal alanlarda kuvvetli ve yaygin MBP
pozitif immiinreaktivitesi belirlenmistir. Buna karsilik, BPA grubunda MBP
pozitifliginde azalma ve 6zellikle korteksin dis yarisinda belirgin MBP immiinreaktivite
kayb1 tespit edilmesi, BPA'nin miyelin yapisi lizerine olumsuz etkisini isaret etmektedir.
BPA+TQ grubundaki si¢anlara ait beyin kesitlerinde MBP immiinreaktivite
pozitifliginin yaygin ve kuvvetli olmasi, TQ’nun BPA’ya bagli miyelin hasarini 6nleyici
bir etki gostermis oldugunun kuvvetli kanitidir. Bu bulgular, TQ’nun antioksidan ve
noroprotektif etkileriyle miyelin biitiinliigiinii koruma potansiyeline sahip olabilecegine
isaret etmektedir.

Norofilamentler, ndronlarin sitoplazmasinda bulunan ara filamentler sinifina ait

protein yapilarindan olusur. Hiicre iskeletinin bir parcasidirlar ve 6zellikle aksonlarda
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bol miktarda bulunurlar (110). Khan ve ark. tarafindan yiiriitiillen ¢alismada, erkek
farelere 60 giin boyunca oral yoldan 40 pg/kg ve 400 pg/kg dozlarinda BPA
uygulanmustir. Noral hiicre iskeleti proteinlerin degerlendirilmesi amaciyla serebral
korteks dokularinda Western blot analizi ile NF diizeyleri oOl¢lilmiistiir. Analiz
sonucunda, 400 pg/kg BPA uygulanan grupta NF protein ekspresyon diizeylerinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.01). Ote yandan, 40
ug/kg BPA uygulanan grupta gozlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(48). Tiwari ve ark. tarafindan yiiriitilen bir calismada BPA uygulamasinin NF’ler
tizerindeki etkileri incelenmistir. Gebe Wistar siganlara gebeligin 6. giiniinden postnatal
21. gline kadar ve ayr1 bir grup olarak da eriskin sicanlara postnatal 21. giinden 90. giine
kadar 40 pg/kg/giin BPA oral yolla uygulanmistir. BPA uygulanan sicanlarin
hipokampiis bélgesinde NF immiinofloresan yogunlugu anlamli sekilde azalmistir
(108). Literatiirdeki caligmalara bakildiginda BPA maruziyetinin NF immiinreaktivitesi
tizerindeki etkisini artis ve azalma yoniinde oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur.
BPA maruziyetine bagh olarak gelisen NF hasarina karsi noronlardaki NF sentezinin
sekonder bir yanit olabilecegi muhtemeldir. Ayrica bu her iki yonli NF
immiinreaktivite sonuglarinin doz ve uygulama siiresine bagl olarak gelisebilecegi de
ihtimal dahilindedir. Calismamizda, BPA uygulanan gruptaki sigcanlara ait beyin
kesitlerinde NF immiinreaktivite diizeyinin belirgin sekilde azaldig1 gézlenmistir. Buna
karsilik, K ve TQ gruplarinda NF ekspresyonu benzer diizeyde korunmus ve BPA
grubundakinden daha yiiksek olarak tespit edilmistir. BPA+TQ grubunda ise NF
immiinreaktivite diizeyi K ve TQ gruplarindakinden daha diisiik tespit edilmekle birlikte
BPA grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur. Bu bulgular,
BPA'nin noron hiicre iskeleti yap1 ve biitlinligiinii bozdugunu, TQ uygulamasinin ise
BPA’nin NF’ler iizerindeki bu olumsuz etkisini engelleyebilecegini ve noronlarda
hiicre iskeletinin korunmasi ig¢in potansiyel Onemli etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.
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5. SONUC

Bu calismada, endokrin bozucu bir ajan olan BPA beyin dokusu iizerindeki
norotoksik etkileri biyokimyasal, histopatolojik ve immiinohistokimyasal diizeyde
degerlendirilmis; ¢orek otunun biyoaktif bileseni olan TQ nun potansiyel koruyucu ve
iyilestirici etkileri incelenmistir. Bulgularimiz, BPA maruziyetinin oksidatif stres
diizeylerini artirarak GSH diizeyini diisiirdiigiinii, MDA, TOS ve OSI degerlerini ise
anlamli sekilde yiikselttigini ortaya koymustur. Ayni zamanda, antioksidan kapasiteyi
yansitan TAS diizeyinde diislis saptanmistir. Histopatolojik olarak korteks ve
hipokampiis bolgelerinde dejeneratif noéronal degisiklikler, miyelin kaybi, Nissl
cisimciklerinin kaybi, apoptoz belirteci olan Cas-3 immiinreaktivitesinde artis ve
BDNF, NF ve MBP norotrofik hiicre iskeleti belirteclerinin immiinreaktivite
diizeylerinde belirgin azalma gozlenmistir. Bu sonuglar BPA’nin sinir dokuda 6zellikle
noronlar iizerinde ¢ok yonlii hasarlayici etkisine isaret etmektedir.

BPA+TQ uygulanan grupta ise biyokimyasal parametreler olan MDA, GSH,
TAS, TOS ve OSI degerlerinin kontrol grubuna yaklasma yoniinde degisim gosterdigi
belirlenmistir. Bu grupta histolojik goriiniimiin K grubuna daha yakin oldugu, Cas-3
immiinreaktivite diizeyinin azaldigi, BDNF, NF ve MBP immiinreaktivite diizeylerinde
belirgin artis gostererek K grubundaki degerlere yaklasma yoniinde iyilesmelerin
oldugu saptanmistir. Bu bulgular, TQ nun oksidatif hasar1 baskilayarak, anti-apoptotik,
antiinflamatuar ve ndrotrofik mekanizmalar yoluyla BPA nin beyin tlizerindeki zararh
etkilerini azalttigin1 gdstermektedir.

Calismamizda elde edilen sonuglara gére BPA'min MSS {izerindeki olumsuz
etkileri goz Onilinde bulundurularak, insan maruziyetinin miimkiin oldugu kadar
azaltilmas1 yoniinde diizenlemeler yapilmasi, ozellikle gebeler ve gelisim cagindaki
bireylerin BPA’ya maruziyetinden korunmasi yoniinde siki tedbirler alinmas1 gerektigi
agiktir.

TQ gibi dogal antioksidanlarin noroprotektif potansiyelleri {izerine yapilacak
ileri caligmalar hem tedavi edici hem de onleyici yaklasimlar acisindan gerekli ve
onemlidir. Yapilacak c¢alismalarla farkli doz, siire ve uygulama yollar1 kullanilarak
TQ’nun sinir sistemi tizerindeki potansiyel ndroprotektif etkileri daha kapsamli sekilde
degerlendirilmelidir. Biitiin bu c¢alismalarin sonucunda TQ’nun siniri sistemi ilizerine

koruyucu ve diizenleyici bir ajan olarak kullanilma potansiyeli olduk¢a yliksek
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goziikmektedir. Bu amaca yonelik olarak TQ kullanimi klinik diizeye tasinmadan 6nce,

toksikolojik profilleri ve farmakokinetik 6zellikleri ayrintili sekilde ortaya konmalidir.
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