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OZET

Amag: Siilfit toksisitesinin insan beyni {lizerinde zararli etkileri oldugu bilinmektedir.
Ancak siilfit toksisitesi ile anksiyete-depresyon benzeri davranislar arasindaki iligki hentiz
belirlenmemistir. Bu ¢alisma, siilfit toksisitesinin anksiyete-depresyon benzeri davraniglar
tizerindeki etkilerini ve nitrik oksitin (NO) bu etkilesimdeki roliinli, davranmis ve
biyokimyasal deneyler, Uzun Dénemli Giiglenme (UDG) ve Uzun Dénemli Baskilanma

(UDB) kayitlari araciligiyla arastirmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Yontem: Yiiz adet erkek Wistar sican dort gruba ayrildi. S25, S100 ve S260 gruplarina,
sirastyla 25 mg/kg, 100 mg/kg ve 260 mg/kg taze hazirlanan siilfit gavaj yoluyla 35 giin
boyunca verilirken, Kontrol (K) grubuna ayni hacimde distile su, gavaj yoluyla ayni siire
boyunca verildi. Tiim gruplardan 15 si¢gan davranig deneylerine tabi tutuldu. Her gruptan
5 sigan UDG igin, diger 5 sigan ise UDB kayitlar1 i¢in kullanildi. Hipokampusta

nitrit/nitrat, NNOS ve INOS seviyeleri analiz edildi.

Bulgular: Davranis deneyleriyle, 6zellikle 100 mg/kg ve daha yiiksek dozlarda siilfit
maruziyetinin, anksiyete-depresyon benzeri davranislara neden oldugu gosterilmistir.
Ayrica, silfit maruziyetinin hipokampusta UDG'nin bozulmasina neden oldugu ve
UDB'yi kolaylastirdig1 tespit edilmistir. K grubuyla karsilastirildiginda, S100 ve S260
gruplarinda nitrit/nitrat, NNOS ve INOS diizeyleri azalmstir.

Sonuclar: Sonug olarak, siilfit toksisitesi yetigskinlerde anksiyete-depresyon benzeri
davraniglara neden olabilir. Bu sonuglar, siilfit kaynakli anksiyete-depresyon benzeri

davraniglarda NO iiretimindeki azalmanin rol oynayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: siilfit, depresyon, hipokampus, nitrik oksit



ABSTRACT

Objective: It has been known that sulfite toxicity has detrimental effects on the human
brain. However, the relationship between sulfite toxicity and anxiety-depression-like
behaviors has not been determined yet. This study was carried out to investigate the effects
of sulfite toxicity on anxiety-depression-like behaviors and the role of nitric oxide (NO)
in this interaction using behavioral, biochemical experiments, and recordings of Long-
Term Potentiation (LTP) and Long-Term Depression (LTD).

Method: One hundred male Wistar rats were divided into four groups. S25, S100, and
S260 groups were given freshly prepared sulfite of 25 mg/kg, 100 mg/kg, and 260 mg/kg
respectively for 35 days via gastric gavage while the control (C) group received equal
volumes of distilled water via gavage for the same period. Fifteen rats from all groups
were subjected to behavioral experiments. Five rats from each group were used for LTP,
while the other five rats were used for LTD recordings. The levels of nitrite/nitrate, NNOS,
and iINOS were analyzed on the hippocampi.

Results: Behavioral experiments demonstrated that sulfite exposure caused anxiety-
depression-like-behaviors, especially greater than or equal to 100 mg/kg dose. Moreover,
it was detected that sulfite exposure caused impaired LTP and facilitated LTD in the
hippocampus. When compared to the C group, nitrite/nitrate, nNOS and iNOS levels in
S100 and S260 groups were significantly decreased.

Conclusion: Consequently, sulfite toxicity in adults may induce anxiety-depression-like
behaviors. These results suggest that the decrease in NO production may be involved in

sulfite-induced anxiety-depression-like behaviors.

Keywords: sulfite, depression, hippocampus, nitric oxide
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1. GIRIS

Molekiiler yapilarinda bulunan siilfit iyonu ile karakterize edilen siilfit ajanlari, gidalarin
raf 6miirlerinin uzamasinda rol alan siilfiir dioksitin (SO2) salinimina neden olan inorganik
stlfit formlar1 olarak tanimlanmaktadir (Taylor ve ark., 1986; Vasile, 2010; Garcia-
Fuentes ve ark., 2015). Giiniimiizde, siilfit ajanlarini igeren kolay hazirlanabilir gidalarin
tercih edilmesi nedeniyle siilfit maruziyeti her gegen giin artmaktadir. (Abdelghany, 2015;
Van Loco ve ark., 2015). Siilfit, ekzojen olarak disaridan alinabilirken insan viicudunda
sistein ve metiyonin gibi siilfiir iceren amino asitlerden endojen olarak da
sentezlenebilmektedir (Nair ve EImore, 2003). Ekzojen siilfit kaynaklari arasinda, ilaglar,
kozmetik iiriinler ve solunum yoluyla alinan SO gazi bulunsa da en 6nemli ekzojen siilfit
kaynag tiiketilen gidalardir (Vally ve Misso, 2012). Siilfit, mitokondrinin membranlar
aras1 boslugunda lokalize olan siilfit oksidaz enzimi (SOX) tarafindan ¢ogunlukla da
karacigerde siilfata oksitlenerek detoksifiye edilmekte ve siilfit metabolizmasinin
gostergesi olan siilfat ise idrar yoluyla hizl bir sekilde viicuttan atilmaktadir (Johnson ve
ark., 1980; Nair ve Elmore, 2003). Boylelikle, siilfitin diisiik ve kararl konsantrasyonda
tutulmasi saglanmakta ve toksisitesi onlenmektedir (Gunnison ve ark., 1987). Yiiksek
miktarda siilfit tiiketildiginde veya SOX enziminin yetersizliginde siilfit toksisitesi ve
buna bagli etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, Avrupa Birligi Gida Giivenligi idaresi,
Oztiirk ve arkadaslar1 (Ozturk ve ark., 2011) tarafindan yapilan ¢alismay: maruziyet etki
siirimin (Margin of Exposure = MOE) belirlenmesi i¢in referans alarak, insanlarin giinliik
stlfit tiketimi i¢in 38 mg SO: esdegeri/kg degerini referans doz smur1 (Limit of
Benchmark Dose = BMDL) olarak belirlemis ve bu degere 80 katlik bir glivenlik faktorii
uygulamistir (Younes ve ark., 2022). Bununla birlikte, toplumlarin siilfit maruziyetlerinin
belirlenmesine yonelik caligsmalar, insanlarin giinliik olarak tiikettikleri siilfit miktarinin
bu referans doz sinirindan yiiksek olabilecegine isaret etmektedir (Younes ve ark., 2022).
Siilfit toksisitesinin insanlar tizerindeki etkileri, en detayl sekilde merkezi sinir sisteminde
(MSS) arastirilmistir (Younes ve ark., 2022). Siilfit toksisitesinin, MSS’de oksidatif stres
ve apoptozis araciligryla norotoksisiteye yol agtigi, beyindeki hiicresel enerji transferini
bozdugu belirlenmistir (Grings ve ark., 2013; Kencebay ve ark., 2013). Siilfitin MSS

tizerindeki etkileri arasinda anksiyete ve depresyon yer almaktadir (Noorafshan ve ark.,



2017). Bununla birlikte, hipokampus insan beyninde sinaptik plastisite mekanizmalarinin
en etkili oldugu bolgelerden biridir. Stres durumunda, sinaptik plastisitede degisim oldugu
ve bu durumun depresyona katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Pittenger ve Duman,
2008). Uzun Doénemli Giiglenme (UDG, Long Term Potentiation = LTP) ve Uzun
Donemli Baskilanma’nin (UDB, Long Term Depression = LTD) stres durumunda
degisebildigi, stresin Cornu Ammonis 1 (CAl) bolgesinde UDB olusumunu tetikledigi,
UDG’yi bozdugu goriilmistiir (Foy ve ark., 1987; Xu ve ark., 1997; Richter-Levin ve Xu,
2018). Ayrica, hipokampusun dopaminerjik yolaga etkileri, hipotalamus-hipofiz-adrenal
(hypothalamus-pituitary-adrenal=HPA) eksen ve norogenez {iizerindeki etkileri de
depresyon ile olan iliskisini ortaya koymaktadir (Nestler ve ark., 2002; Lisman ve Grace,
2005; Dranovsky ve Hen, 2006; McEwen, 2007; Richter-Levin ve Xu, 2018). Ote yandan,
stilfit maruziyetine bagli olarak MSS’de goriilen toksik etkilerin kaynag, nitrik oksit (NO)
ile siilfit arasindaki etkilesim olabilir. Ciinkii, siilfitin insan viicudunda
bronkokonstriksiyon ve trombosit agregasyonu gibi NO tarafindan diizenlenen
mekanizmalar lizerinde etkileri gosterilmistir (Harvey ve Nelsestuen, 1995). Siilfit
toksisitesinde NO’nun hiicresel sinyal iletim yolaklarindaki etkinligi rol oynayabilir
(Harvey ve Nelsestuen, 1995). NO’nun MSS’de depresyon ve duygu-durum bozukluklari
fizyopatolojisinde etkili oldugu bilinmektedir (Dhir ve Kulkarni, 2011).

NO, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-arginin’in oksijen ve nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda L-sitriiline oksidasyonu sonucu
iiretilmektedir. Noronal NOS (nNOS) NOS izomeri olup sinir hiicrelerinde bol bulunur ve
hiicresel iletisimde rol oynar (Ramesh ve ark., 2014). Diger NOS izomerlerinden
endotelyal NOS (eNOS), endotelde; indiiklenebilir NOS (iNOS) ise vaskiiler diiz kas
hiicreleri, makrofajlar, vaskiiler endotel hiicreleri vb. hiicrelerde bulunmaktadir. iNOS un
MSS o6nemli gorevler iistlendigi bilinmektedir (Ramesh ve ark., 2014). Bu baglamda,
calismamizda siilfit ile depresyon arasindaki iligkinin varligi ve olasi iliskide NO’nun rold,
davranig ve biyokimyasal deneyler, UDG ve UDB kayitlari, hipokampusta bulunan

nitrit/nitrat, iNOS ve nNOS ekspresyon diizeyleri belirlenerek arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri ve Siilfit

2.1.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri, temel olarak, gidanin islenmesi siirecinde renk kaybinin 6nlenmesi
(renklendirici), diislik sekerli iiriinlerde tatliligin saglanmasi (tatlandirici), saklama ve
depolama agsamasinda bozulmalarin 6nlenmesi (koruyucu) vb. amaglarla gidalara katilan
dogal veya yapay maddelerdir (Street, 2010). Yapay olarak iiretilen sentetik maddeler,
gida katki maddelerinin énemli bir kismin1 olusturmaktadir. Bununla birlikte, bira ve
sarap gibi lirlinler, kendiliginden gelisen fermantasyon siireci sonrasi, dogal olarak da gida
katk1 maddeleri igerebilirler (Vasile, 2010). Avrupa Parlamentosu ve Konseyi, gida katki
maddelerini, besleyici degeri olsun veya olmasin kendi basina normalde gida olarak
tilkketilmeyen veya gidanin karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan, esas kullanim
amaci gidalarin islenmesi, paketlenmesi, tasinmasi veya saklanmasi olan herhangi bir
madde olarak tanimlamaktadir (Avrupa Konseyi Yonetmeligi, Say1 - 1333/2008, Madde
3) (PEU, 2008). Gida katki maddeleri, yakin zamanda endiistri ve teknolojinin
gelismesiyle ortaya c¢ikmis Uriinler degildir. Antik ¢aglarda insanlar, yalnizca ekili
alanlarda besin yetistirerek veya avlanarak degil, yetistirdikleri ve topladiklari bu gidalar
komplike yontemler ile isleyip lezzetli, tiiketilebilir ve bozulmadan daha uzun siire
kullanilabilir hale getirerek achigin iistesinden gelmislerdir. (Abdelghany, 2015). Oyle ki,
insanlar 5000 y1l 6nce, sebze tursusu i¢in sirke, et ve baligin korunmasi i¢in tuzlama ve
tiitsiileme, gidalarin goriinlimiinii iyilestirmek i¢in bitkisel renklendirme kullanmiglardir
(Tomaska ve Brooke-Taylor, 2014). Bozulabilir, tatsiz ve zorlukla tiiketilebilen ham
besinler karmasik bir isleme siireci sonrasi lezzetli, besin degeri yiiksek ve uzun dmiirlii
besinlere doniistiiriilmiistir (Floros, 2004). Ayrica, giiniimiizde antimikrobiyal etkisi
gosterilmis olan baharatlar, eski zamanlarda hem besini daha lezzetli hale getirmek hem

de daha uzun siireli tiiketim imkani saglamak icin kullanilmiglardir (Skrinjar ve Nemet,
2009).

Giinliik hayat akisinin daha yogun oldugu ve niifus artis1 nedeniyle gidaya erisimin

zorlagtig1 glinlimiizde, kolay hazirlanabilir, enerji diizeyi yiiksek, lezzetli ve ekonomik
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gidalarin tercih edilmesiyle birlikte, endiistriyel gidalar insanlarin normal diyetlerinin
%75’ini kapsamaya baslamis ve yillik ortalama gida katki maddesi tiiketimi 3.6-4.5 kg
diizeyine ulasmistir (Van Loco ve ark., 2015). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag
Dairesi verilerine gore, Amerika’da 3000’in iizerinde gida katki maddesinin kullanimina
izin verilmistir (Abdelghany, 2015). Gida katki maddeleri; renklendiriciler, koruyucular,
antioksidanlar,  yogunlasticilar-stabilizatorler-emiilgatorler, asidik  diizenleyiciler-
topaklanmay1 onleyici maddeler ve tatlandiricilar olmak {izere alti gruba ayrilmaktadir
(Abdelghany, 2015). Avrupa Birligi tarafindan kullanimi onaylanmis gida katki
maddeleri, E ile baglayan numaralar ile ayr1 ayri kodlanmaktadir (Tablo 2.1.)
(Abdelghany, 2015).

Tablo 2.1. Baz1 gida katki maddeleri ve bu maddelerin numerik kodlar1 (Abdelghany, 2015).

Renklendiriciler E100-E199
Koruyucular E200-E299
Antioksidanlar E300-E399
Yogunlagtiricilar, stabilizatorler, emiilgatorler E400-E499
Asitlik diizenleyiciler, topaklanmay1 6nleyici maddeler E500-E599
Tatlandiricilar E600-E699

Tiiketimi onayl olanlar dahil olmak tizere, belirli bir miktardan fazla gida katki maddesi
kullanildiginda toksik etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle, gida katki maddeleri
kullaniminda, insan gilivenligi standardinin belirlenmesi amaciyla en duyarli hayvan
tiirlerinde herhangi bir yan etkinin goriilmedigi en yiliksek doz (mg/kg/giin), diger bir
deyisle yan etki goriilmeyen diizey (No Observed Adverse Effect Level = NOAEL)
belirlenmektedir (Carocho ve ark., 2014). Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture
Organization = FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization = WHO) Gida
Katki1 Maddeleri Uzman Komitesi (Joint Expert Committee on Food Additive = JECFA)
tarafindan 1961 yilinda giinliik kabul edilebilir alim (Acceptable Daily Intake = ADI)
diizeyi seklinde yeni bir tanimlama yapilmistir (Carocho ve ark., 2014). Her bir gida katk1
maddesi i¢in ayr1 olarak belirlenen ADI degerleri, insanlarin saglik agisindan bir risk

olusturmadan hayatlar1 boyunca giinliik olarak tiiketebilecegi miktardir. ADI, deney
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hayvanlarinda belirlenmis olan degerler insanlara uyarlanarak ve insanlar arasindaki
bireysel farkliliklar goz 6niinde bulundurularak NOAEL degerlerine yaklasik olarak 100
katlik bir gilivenlik faktorii uygulanmasiyla hesaplanmakta ve mg/kg/giin olarak
verilmektedir (Lu, 1988; Nair ve Elmore, 2003). Uygun olmayan miktarda gida katki
maddesi tliketiminin, kisa vadede bas agrisi, mental konsantrasyon diislisli, enerji
seviyesinde azalma, davranis ve bagisiklik sisteminde degisime yol agabilecegi
goriilmistiir (EI-Samragy, 2012). Uzun vadede ise kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
solunum problemleri, dikkat eksikligi vb. rahatsizliklara yol agtig1 tespit edilmistir (El-
Samragy, 2012).

2.1.2. Siilfit

Gilinlimiizde sarap, bira, meyve sulari, kuru meyveler, kuru sebzeler, regeller, sekerler,
deniz iriinleri, et vb. iirlinlerde siklikla kullanilan gida katki maddelerinden biri siilfit
ajanlaridir (Vally ve ark., 2009). Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan siilfit
bilesikleri, silfiir dioksit, sodyum siilfit, sodyum hidrojen siilfit, sodyum metabisiilfit,
potasyum metabisiilfit, kalsiyum siilfit, kalsiyum hidrojen siilfit ve potasyum hidrojen
stilfittir (Garcia-Fuentes ve ark., 2015). Siilfit bilesikleri, oksijen tutma, indirgeme ve
enzim inhibisyonu gibi etkilerinin yani sira farmakolojik ve kozmetik iriinlerde aktif
bileseni stabilize etme, gidalarin renklerinin canli kalmasini saglama ve antimikrobiyal
etkiler de gostermektedirler. (Fazio ve Warner, 1990; Quattrucci ve Masci, 1992; Garcia-
Fuentes ve ark., 2015). Siilfit ajanlari, Avrupa Parlamentosu ve Konseyi'nin gida katki
maddelerine iligkin 1333/2008 sayili yonetmeligin ek ikinci maddesine gore gida katki
maddeleri olarak kabul edilmektedir. En sik kullanilan siilfit bilesikleri ve E-numarasi

Tablo 2.2.'de gosterilmektedir.



Tablo 2.2. Gida endiistrisi tarafindan en sik kullanilan siilfit ¢esitleri.

Siilfit bilesiginin ad1 E-sayisi Kimyasal Formiil
Siilfiir dioksit E-220 SOz

Sodyum siilfit E-221 Na2SO3

Sodyum hidrojen siilfit (Sodyum bisiilfit) E-222 NaHSO3

Sodyum metabisiilfit E-223 NazS20s

Potasyum metabisiilfit E-224 K20s5S;

Kalsiyum siilfit E-226 CaSOs3

Kalsiyum hidrojen siilfit E-227 Ca(HSO03):
Potasyum hidrojen siilfit E-228 KHSO3

Siilfitin gidalar iizerindeki koruyuculuk diizeyi, gidalardaki serbest siilfit konsantrasyonu
ile iligkilidir (Vally ve ark., 2009). Gida ve i¢eceklerdeki serbest siilfit seviyeleri genel
olarak “’SO- esdegerleri’’ veya “’teorik verimler’’ kavramlari ile tanimlanmaktadir (Vally
ve ark., 2009). Siilfit, su igerisinde ¢dziinmiis halde veya tuz halinde kat1 iken hava ile
temas ettiginde ortama SO> gazi salmaktadir (Fan ve Book, 1987). Gida endiistrisinde en
stk kullanilan siilfit bilesiklerinden biri, sodyum metabisiilfittir. Sodyum metabisiilfit,
190.11 g/mol molekiiler agirligina sahiptir, yapisal formiilii Sekil 2.1.’de goriilmektedir
(Aguilar ve ark., 2016).

nw—:"0

Na®™ -0 O Na'

Q—wn—="0

Sekil 2.1. Sodyum metabisiilfitin yapisal formiilii (Aguilar ve ark., 2016).



Siilfit Maruziyeti

Viicudumuzda siilfit endojen olarak {iretilmekte veya ekzojen yolla siilfite maruz
kalmaktayiz. insan viicudunda metionin ve sistein gibi siilfiir igeren aminoasitlerin
katabolizmasiyla endojen olarak siilfit olugsmaktadir. Viicut icerisinde, 8-stilfinil pirtivik
asit enzimatik olmayan yollarla, sisteini diizenli olarak SO ve pirlivik asite ayristirmakta
ve bu reaksiyon sonucu diisiik miktarda siilfit tiretilmektedir (Aguilar ve ark., 2016).
Sistein dioksijenaz enzimi, sitoplazma igerisinde sisteini, sistein siilfinata ¢evirmekte ve
tiretilen sistein siilfinatin bir kismi, sitoplazmada kalirken bir kismi mitokondriye
tasinmaktadir (Schwarz, 2016). Sitoplazmada kalan sistein siilfinat, sitoplazmik aspartat
aminotransferaz enzimi ile reaksiyona girer ve siilfit olusumu gergeklesir (Schwarz,
2016). Mitokondriye tasman sistein siilfinat, mitokondrial aspartat aminotransferaz
enzimi ile reaksiyona girer, B-siilfinilpiruvat olusur ve B-siilfinilpiruvat zamanla siilfit
aciga c¢ikmasina neden olur (Schwarz, 2016). Bununla birlikte, insanlarda nétrofiller,
bakteriyel endotoksinin ana bileseni olan lipopolisakkarite yanit olarak o6nemli
miktarlarda siilfit (1.0 nmol/saat/107 hiicre) tiretirler (Mitsuhashi ve ark., 1998). Ancak,
endojen olarak {iretilen siilfit miktariin ekzojen olarak alinan siilfite kiyasla oldukca
diisiik miktarda oldugu rapor edilmektedir (Aguilar ve ark. 2016). ila¢ kullanimu,
kozmetik tirtinlerin kullanim1 ve solunum yoluyla viicuda alinan SO2 gaz1 ekzojen siilfit
kaynaklari arasinda yer almaktadir (Vally ve Misso, 2012). Ancak, ekzojen siilfitin ana
kaynag tiiketilen gidalarin icerdigi siilfittir. Avrupa Birligi Gida Giivenlik Idaresi, baz1
gidalar1 ve bu gidalarda bulunan siilfit miktarini igeren bir rapor yayinlamistir (Aguilar ve
ark., 2016). Bu raporda bazi gida ve iceceklerde bulunan siilfit miktar1 belirtilmistir
(Aguilar ve ark., 2016) (Tablo 2.3.).



Tablo 2.3. Gida ve igeceklerdeki siilfit miktar1 (Aguilar ve ark., 2016).

Uriin Siilfit miktar
Kuru kayis1 2000 mg/kg
Kuru domates 200 mg/kg
Targin 150 mg/kg
Islenmis patates dilimleri 100 mg/kg
Regel 100 mg/kg
Biskiivi 50 mg/kg
Nisasta 50 mg/kg
Sarap 260 mg/L
Sirke 170 mg/L
Bira 20 mg/L

Siilfitler, proteinlerin 6zellikle de sistein amino asidinin disiilfit baglariyla reaksiyona
girmekte ve tiyol, S-sulfonat (R-SSO3), serbest sistin olusturmaktadir (Giines, 2014).
Siilfitler gidalarda bulunan tiaminleri etkisiz hale getirmekte, askorbik asit, B12 vitamini,
K vitamini, A vitamini, organik bilesikler, sekerler ve karbonil ara iiriinleriyle reaksiyona
girmektedirler (Giines, 2014). S6z konusu reaksiyonlarin dinamikleri, ortam sicakligina,
pH’a, gidanin yapisina ve siilfit konsantrasyonuna bagli olarak sekillenmektedir
(Wedzicha, 1992). Siilfit toksisitesinin oksidatif strese neden oldugu ve siilfitin
deoksiriboniikleik asit (DNA) bilesenleriyle de reaksiyona girdigi rapor edilmistir
(Gunnison, 1981; Kencebay ve ark., 2013).

Siilfit Metabolizmasi

Siilfit iceren gidalar, oldukga asidik bir ortam olan mideye ulastiginda, SOz salinimina
sebep olmaktadir. A¢iga ¢ikan SO2 gazi, gastrointestinal kanaldan sistemik dolasima
gecgerek organ ve dokulara dagilmaktadir (Simon, 1989). Endojen olarak iiretilen veya
ekzojen yolla alinan siilfit, mitokondri membrani igerisinde bulunan SOX enzimi

tarafindan in vivo olarak siilfata oksitlenmektedir (Johnson ve ark., 1980). SOX, basta



karaciger, kalp ve bobrek olmak iizere bazi organlarda bol miktarda; dalak, beyin, iskelet
kas1 ve kanda ise diisiik miktarlarda bulunmaktadir (Cohen ve Fridovich, 1971; Gunnison
ve ark., 1981). Molekiil agirligi yaklasik olarak 115-120 kDa arasinda olan SOX,
molibdenyum igeren C-terminali ve hem grubu bulunan N-terminalinden olusan
homodimer yapidir (Morikawa ve ark., 1997). Siilfit, SOX’un C-terminalinde bulunan
molibdenyum kofaktoriine baglanmakta ve iki elektron alarak siilfata doniismektedir
(Bailey ve ark., 2009; Wyse ve ark., 2019). Saglikl siilfit metabolizmasinin gostergesi
olan siilfat, idrar yoluyla hizli bir sekilde viicuttan uzaklagtiritlmaktadir (Gunnison ve ark.,
1987). Mitokondride siilfitin siilfata oksidasyonu sirasinda, iiretilen elektronlar sitokrom-
c tarafindan elektron tagima zincirine aktarilmakta ve oksidatif fosforilasyon ile ATP
olusumuna aracilik etmektedir (Pundir ve Rawal, 2013). Tiim memeli tiirlerinde SOX
enzimi bulunmaktadir ancak, si¢anlarin SOX aktivitesi insanlarda goriilen SOX
aktivitesinin yaklagik olarak 10-20 kat1 daha yiiksektir (Johnson ve Rajagopalan, 1976).
Insanlarin SOX aktivitesi, genel olarak diger memelilere kiyasla diisiik olmakla birlikte,
insanlar arasinda da bazi bireylerde de normal araligin ¢ok altinda SOX aktivitesi
goriilmektedir (Quattrucci ve Masci, 1992). SOX tarafindan siilfit hizlica metabolize
edilmekte, bu nedenle kronik maruziyette siilfit dokularda birikmemektedir (Garcia-
Fuentes ve ark., 2015). Siilfite maruz birakilan bazi tiirlerde, uygulanan dozun
%10’unundan azinin idrarda siilfit olarak goriildiigii belirlenmistir (Gunnison ve Palmes,
1978). Emilen siilfitin bir kismui tiyosiilfata doniigmekte olup, viicut sivilarinda yiiksek
miktarda tiyosiilfat goériilmesi SOX enziminin eksikligine isaret etmektedir (Garcia-
Fuentes ve ark., 2015). Mutasyon sonucu SOX enziminde islevsel bozukluk ortaya
¢ikmast durumunda, hiicrelerde biriken siilfit, proteinleri etkilemekte, oksidatif strese ve

DNA hasarlanmasina yol agabilmektedir (Harraan, 1955).

Siilfit Toksisitesi

Siilfitin zararhi oldugu, ilk olarak bir restoranda tiiketilen salatada bulunan sodyum
metabisiilfit kaynakl bir anaflaksi vakasi ile ortaya ¢ikmistir (Prenner ve Stevens., 1976).
Serbest siilfitlerin akut toksik dozu 1000-2000 mg/kg iken bagh siilfitlerin akut toksik
dozu 5000 mg/kg’nin tizerindedir (Til ve Feron, 1992). Siilfit alim1 sonucu irtiker, karin
agrist, ishal ve astimin ortaya ¢iktigi, bu sistemik rahatsizliklarin ise siilfit ile DNA,

vitaminler ve proteinler arasindaki etkilesimler nedeniyle meydana geldigi belirlenmistir
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(Gunnison ve ark., 1981; Meng ve ark., 2003). Siilfitin kalp, mide, akciger, beyin, bobrek,
dalak tizerinde olumsuz etkileri rapor edilmistir (Bailey ve ark., 2009; Basaranlar ve ark.,
2019; Danigsman ve ark., 2022; Derin ve ark., 2015; Ercan ve ark., 2013). Siilfit toksisitesi
tizerine yapilmis en 6nemli ¢alismalardan biri Till ve arkadaslar1 (Til ve ark., 1972a)
tarafindan 1972 yilinda iki seri seklinde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismanin kronik siilfit
maruziyetinin arastirildig1 ilk kisminda, siitten yeni kesilmis Wistar siganlar, hem erkek
hem de disiler igin her grupta 20 sigan olacak sekilde alt1 gruba ayrilmislardir (Til ve ark.,
1972a). Her bir grup; iki yil siireyle ve ii¢ jenerasyon boyunca 0.0 (Kontrol), 0,125, 0,25,
0,5, 1,0 veya 2,0 (%) oraninda sodyum metabisiilfit igeren diyetlerle beslenmistir (Til ve
ark., 1972a). Diyeti %2 siilfit igeren grupta bulunan siganlarin biiyliimelerinde gecikme
gorilmustiir (Til ve ark., 1972a). Siilfit oran1 %1 ve lizeri olan gruplardaki sigcanlarin
digkilarinda kan goriilmiis ve midelerinde hiperplastik degisimler saptanmistir (Til ve ark.,
1972a). Bununla birlikte, siilfit maruziyetinin daha yiiksek tutuldugu (0—%8) ve her grupta
10’ar siganin oldugu kisa siireli calismalarda ise, %6 oraninda siilfit maruziyetinin siganin
gelisiminde Onemli Olgiide gerilemeye ve gida aliminda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Til ve ark., 1972a). Yiizde 2 ve tizeri siilfit maruziyetinde anemi, %4 ve
tizerinde ise dalak hacminde artis goriilmistiir (Til ve ark., 1972a). Gruplar arasindan
%0,25 siilfit iceren diyet ile beslenen grupta herhangi bir yan etki goriilmedigi, bu oranin
72 mg SO2/kg’a (viicut agirlign) tekabiil ettigi rapor edilmistir (Til ve ark., 1972a). Ayni
calisma ekibi, bu kez her grupta 20 adet domuzun oldugu 6 grup olusturmus ve bu gruplari
0,0 (Kontrol), 0,125, 0,25, 0,5, 1,0 veya 2,0 oraninda (%) sodyum metabisiilfit igeren
diyetlerle beslemislerdir. Siilfit verilmeye baglandiktan on bes hafta sonra, kisa siireli
maruziyet degerlendirmesi yapilmasi i¢in her gruptan 14 domuz alinmig, kalan 6 domuz
48 hafta boyunca ayni diyet ile beslenmeye devam edilmistir (Til ve ark., 1972b). Bu
calismada da herhangi bir etkinin goriilmedigi siilfit diizeyi belirlenmis ve elde edilen
sonug si¢anlar iizerinde yapilan bir 6nceki ¢alismanin bulgulartyla paralel ¢ikmistir (Til
ve ark., 1972b). Bu c¢alismalardan elde edilen bulgular FAO/WHO JECFA tarafindan
dikkate alinmis, yapilan ortak bir degerlendirme sonucunda 72 mg/kg maruziyet degerine
100 katlik bir giivenlik faktorii eklenmis ve giinliik siilfit alimi igin ADI degeri 0,7 mg/kg
olarak belirlenmistir (JECFA, 2000). Bunu takiben, 2022 yilinda yayinlanan bir raporda

Oztirk ve ark. (Ozturk ve ark., 2011) tarafindan siilfitin norotoksik etkilerinin
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belirlenmesine yonelik bir ¢calismada elde edilen bulgular referans ¢alisma olarak kabul
edilmis ve giinlik silfit alimi icin 38 mg SO. esdegeri/kg (viicut agirligil) MOE
belirlenmistir (Younes ve ark., 2022). Ayrica, bu degere 80 katlik bir giivenlik faktorii
uygulanmistir (Younes ve ark., 2022).

Siilfitin Norotoksik Etkisi

Siilfit toksisitesinin MSS iizerinde bir takim etkilerinin oldugu bilinmektedir (Derin ve
ark., 2006; Derin ve ark., 2015; Basaranlar ve ark., 2019). Siilfit oksidatif stres ve
apoptozise neden olarak norotoksisiteye yol agmaktadir (Kencebay ve ark., 2013).
Biyolojik sistemlerde Fe* sitokrom c’nin peroksidaz aktivitesinin, siilfiti, siilfit radikaline
oksitleyerek siilfit toksisitesine neden oldugu gosterilmistir (Velayutham ve ark., 2016).
SOX enziminin veya kofaktorii olan mobildenyumun eksikligi ile dogan bireylerde siilfit
radikalinde artis ve bununla iligskili baz1 rahatsizliklarin oldugu rapor edilmistir
(Velayutham ve ark., 2016). Ayrica, siilfitin, kreatin kinaz aktivitesini diisiirdiigii, kreatin
kinazin mitokondriyal ve sitozolik izoformlarini azalttigi, boylelikle beyindeki hiicresel
enerji tamponlama ve transferini bozarak nérolojik semptomlara neden oldugu
saptanmigtir  (Grings ve ark., 2013). Dahasi, siilfit toksisitesi, hipokampusta glutatyon
peroksidaz enziminde azalmaya, enerji metabolizmasi ve redoks durumununda
hasarlanmaya, boylelikle noéroroksisite ve apoptozise yol agmaktadir (de Moura-
Alvorcem ve ark., 2017; Kencebay ve ark., 2013). Bu baglamda, siilfit toksisitesinin

hipokampus fonksiyonlarini etkiledigi goriilmektedir.

2.2. Hipokampus

Hipokampus, entorhinal, parahipokampal ve perirhinal korteks ile ¢evrili medial temporal
loblarda yer alir (Bird ve Burgess, 2008) (Sekil 2.2.). Cornu ammonis, dentat girus,
subikulum ve entorhinal alan olmak iizere alt yapilardan olusur (Anand ve Dhikav, 2012).
Cornu ammonis ise CAl, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere dort farkli bolgeye ayrilir
(Anand ve Dhikav, 2012). Hipokampus, S seklinde kivrilan yogun sekilde paketlenmis
noronlardan olusan katman seklinde bir yapiya sahip oldugu i¢in kolayca ayirt edilebilir
(Anand ve Dhikav, 2012). Hipokampus, anterior talamik ¢ekirdek, mamilary cisimcik,

bazal 6n beyin septal ¢ekirdekleri, retrosplenial korteks ve parahipokampal korteks gibi
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birkag subkortikal ve kortikal yapiyla baglantili olup, limbik sistemin bir pargasidir (Bird
ve Burgess, 2008) (Sekil 2.2.).

Anterior Talamik Cekirdek Singulat Girus
Forniks
Bazal On Beyin 1 o,
Retrosplenial
Amigdala o Korteks
= Ty ) Mamillary
\ bt | W b Cisimcik
€ . . Parahipokampal
Perirhinal B 4 B Korteks
Korteks :
Entorhinal g
Korteks HIPOKAMPUS

Sekil 2.2. Hipokampusun beyin igerisindeki konumu (Bird ve Burgess., 2008).

Hipokampusun neokortikal girdilerinin biiyiik bir boliimii, entorhinal korteks araciligiyla
perirhinal ve parahipokampal kortekslerden gelir (Sekil 2.3.). Ciktilarinin ¢ogu ise
entorhinal kortekse tekrar projekte olan subikulum araciligiyla olusur. Bununla birlikte,
'hatirlamanin' hipokampus ve onun anterior talamik niikleus ile olan baglantilarina baglh
oldugunu, 'asinaligin' ise perirhinal korteks ve medial dorsal talamik ¢ekirdekler
arasindaki dogrudan baglantilarla kontrol edildigi bilinmektedir (Aggleton ve Brown.,
1999). Hipokampusta perforant yolak, yosunsu lifler (mossy fiberleri) ve schaffer
kollateralleri olmak tizere {i¢ adet yolak bulunmaktadir. Perforant yolak, entorhinal
korteksten dentat girusa; yosunsu lifler dentat girusun graniiler hiicre tabakasindan CA3’e;

schaffer kollateralleri ise CA3’ten CA1’e projekte olmaktadir.
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Sekil 2.3. Hipokampusun alt bolgeleri ve baglantilari. Entorinal korteks (entorhinal cortex = EC), lateral

perforant yolak (lateral perforant pathway = LPP), medial perforant yolak (medial perforant pathway =
MPP) (Zentner, 2020).

Bir hastada medial temporal lob rezeksiyonunu takiben derin amnezinin ortaya ¢iktigi
giinden beri, hipokampusun 6grenme ve hafizada rol oynadig: diisiiniilmekte ve bu iligki
lizerine birgok arastirma yapilmaktadir (Scoville ve Milner, 1957). Hipokampal
formasyon ve baglantili oldugu temporal lob yapilarinin, agik, episodik ve uzaysal bellek

i¢in oldukca dnemli oldugu bilinmektedir (Xiong ve ark., 2017). Ogrenme ve hafizadaki
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roliinliin yani sira, hipokampusun ventral striatal yapinin bir parcast oldugu ve motor
davranigi1 da etkileyebilecegi bildirilmistir (Molnar, 2011). Hipokampus ile hipotalamus
arasinda projeksiyonlar bulundugundan, hipokampus adrenokortikotropik hormonlarin
salmmmin etkileyebilir (Anand ve Dhikav, 2012). Bunlara ek olarak, hipokampus ve

depresyon fizyopatolojisi arasinda da iligki oldugu bilinmektedir (Sapolsky, 2001).

2.2.1. Hipokampus ve Depresyon
Hipokampus limbik sistemin bir pargasidir ve depresyon patolojisinde rol aldig1 birgok
literatiir ¢alismasi ile ortaya koyulmustur (Sapolsky, 2001; Campbell ve MacQueen, 2004;

Roddy ve ark., 2019). Sekil 2.4.te depresyon ile ilgili beyin bolgeleri gosterilmektedir
(HHP, 2009).

Sag Hemisfer e Sol Hemisfer

Hippokampus

Prefrontal
Korteks

Bazal Ganglia

Sekil 2.4. Depresyon ile iligkili beyin bolgeleri (HHP, 2009).

Bir kopegin havlamasini isittigimizde, amigdalanin etkisiyle korku hissi duyariz. Bu
korku hissinin nedeni amigdala ile hipokampus arasindaki baglantilar nedeniyle ge¢miste
yasadigimiz tehlikeli olaylarin hatirlanmasidir (HHP, 2009). Psikososyal stres
durumunda, hipokampal fonksiyonlarda degisim gorilmektedir (Fan ve ark., 2015).
Hipokampus, eriskin donemde beyinde ndrogenezin goriildiigii nadir bolgelerden biri olup

(Bonfanti ve Peretto, 2011), hayvanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, major depresif
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bozukluk (MDB) goriilen bireylerde, glukokortikoid diizeylerinde artis oldugu, bu artigin
norogenezi baskiladigi ve toksik hasara neden oldugu belirtilmistir (Campbell ve
MacQueen, 2004). Antidepresan tedavisiyle, hipokampusta nérogenez ve beyin kaynakli
norotrofik faktor diizeyinde artis oldugu gorilmiistiir (Campbell ve MacQueen, 2004).
Dahasi, tedavi edildikten sonra bile, MDB hastalarinin geg¢mis olaylar1 hatirlama
kabiliyetlerinde eksiklikler goriildiigii rapor edilmistir (Campbell ve MacQueen, 2004).
Depresyon tanis1 konulan hastalarin, hipokampus hacimlerinde azalma, tedavi sonrasinda
ise artis gorilmiistiir (Schweitzer ve ark., 2001). Bununla birlikte, hipokampusu kiigiik
olan bireylerde depresyonun tekrar niiksetme ihtimalinin yiiksek oldugu bildirilmistir

(Kronmiiller ve ark., 2008).

2.3. Anksiyete ve Depresyon

Anksiyete, olasi zararli etkilerin temelinde gelisen tehlike algisi, fizyolojik alarm ve
aktivasyon mekanizmalarini igeren, tehdit ve tehlikelere verilen tepkisel bir siire¢ olarak
tanimlanmaktadir (Moss, 2002). Giiniimiizde oldukg¢a yaygin goriilen bu rahatsizlik,
endise, sosyallesme ve iletisim korkusu, beklenmedik ve/veya tetiklenen panik ataklar,
beklenti kaygisi vb. davraniglari igeren semptomlarla karakterizedir (Thibaut, 2022).
Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan aragtirmada anksiyete goriilme sikliginin %18,
yillik tedavi maliyetinin ise 42.3 milyar dolar oldugu hesaplanmistir (Remes ve ark.,
2016). En sik goriilen psikiyatrik hastaliklar arasinda yer alan anksiyete ve depresyon,
birbirlerine eslik eden iki rahatsizlik olarak kabul edilmektedir (Ned ve Kalin, 2020).

Uziintii, ilgi kayb1, anhedoni, istahsizlik, sugluluk, ¢aresizlik, umutsuzluk, uykusuzluk ve
konsantrasyonda azalma gibi spesifik semptomlarla karakterize edilen depresyon 6zellikle
orta ve geg¢ ergenlik doneminde siklikla rastlanan ruh sagligi hastaligidir (WHO, 2021).
Depresif donem, en az iki hafta boyunca, her giin, giiniin 6nemli bir kisminda, yukarida
bahsedilen duygularin yasandigi zaman dilimi olarak tanimlanmaktadir (WHO, 2021).
MDB, ilgi ve zevkte belirgin degisiklikler, biligsel ve davranigsal degisiklikleri igeren en
az iki ayr1 depresif donemle karakterizedir (Otte ve ark., 2016). MDB, diinya ¢apinda 350
milyon kisiyi etkileyen yaygin rahatsizliklarindan biri olup, 6nemli 6lgiide genetik
faktorlere bagh olarak ortaya c¢ikmaktadir (Sullivan ve ark., 2000; WHO, 2017).

Sirkadiyen ritm diizensizlikleri, duygu durum bozukluklari, psikomotor aktivitede
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diizensizlikler, olumlu ve olumsuz hatiralart igceren hafizalara erisim anormallikleri,
depresyonda goriilen semptomlar arasinda bulunmaktadir (Bunney ve Bunney, 2000).
Depresyonun insan viicudunda bir¢ok fizyolojik mekanizmayla iliskili olmas1 nedeniyle,
depresyon rahatsizligr bulunan bireylerde kardiyovaskiiler rahatsizliklar, Alzheimer,
epilepsi, diyabet ve kanser goriilme sikligi artmaktadir (Green ve ark., 2003; Van der
Kooy ve ark., 2007; Mezuk ve Eaton, 2008). MDB’nin HPA ekseninde goriilen bir
bozulmaya bagl olarak gerceklestigi ileri siiriilmektedir (Dean ve Keshavan, 2017).
Depresyon durumunda beyin hacminde diisiis goriilmekte olup, bu diislisiin nedenleri
arasinda glukokortikoid ve glutamat norotoksisitesi, norogenesis ve ndrotropik
faktorlerdeki azalma yer almaktadir (Hasler, 2010). Bunun yani sira, beynin biiyiik
boliimiine projekte olan monoaminerjik sistem, duygu-durum, dikkat, 6diil, uyku, istah ve
biling islevleri dahil olmak tizere gogu MSS fonksiyonunda etkilidir. Antidepresanlar, soz
konusu monoaminlerin alimimin inhibisyonu ile sinaptik bosluktaki monoamin
konsantrasyonunun artigini saglayarak etkilerini gostermektedirler (Belmaker ve Agam,
2008). Depresyonu tetikleyen ve depresyondan etkilenen mekanizmalarin bir kismi Sekil

2.5.’te gosterilmistir (Lang ve Borgwardt., 2013).
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Sekil 2.5. Depresyonu tetikleyen ve depresyondan etkilenen mekanizmalar. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor = VEGF), Norotrofin 3 (Neurotrphin-3 = NT3), Gliyal Tiirevi
Biiylime Faktorii (Glial Derived Growth Factor = GDNF), 2-amino-3-hidroksi-5-metil-okzalo-propiyonik
asit (2-amino-3-hydroxy-5-methyl-oxalo-propionic Acid = AMPA), N-metil-d-aspartat (N-methyl-D-
aspartate = NMDA), Fosfoinositid-bagimli kinaz-1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1 =PDK1), Protein
Kinaz B (Protein Kinase B = AKT), Glikojen Sentaz Kinaz 3 (Glycogen Synthase Kinase 3 = GSK3),
BDNF, cCAMP Yanit Elementi Baglayan Protein (Cyclic AMP Response Element Binding Protein = CREB),
Fosfotidilinozitol 3-Kinaz (Phosphatidylinositol 3-Kinase = PI3K)) (Lang ve Borgwardt, 2013).

2.4. Sinaptik Plastisite

Sinapslarin iletim etkinliklerinin aktiviteye bagli olarak degistirilebilme kabiliyeti
sinaptik plastisite olarak adlandirilmaktadir. Noral aglarda aksonal dallanma miktar1 ve
yoOnii, membran iizerinde bulunan reseptor sayisi ve etkinligi degisebilir. Bu degisiklikler,
degisimi tetikleyen aktivitenin siirdiiriilmesi veya durdurulmasina bagl olarak kalic1 veya
gecici olabilir. Hipokampus, sinaptik plastisitenin en yogun goriildiigii bolgelerden biridir.
Sinaptik plastisitenin olasi bir noral mekanizma olduguna dair hipotezlerin ileri siirtildigi
bir donemde, Bliss ve arkadaslar1 (Bliss ve Lemo, 1973) tavsanlar {izerinde yaptiklari
deneylerde perforant yolag: yliksek frekansta ve tekrarl bir sekilde uyarmis, dentat girus
graniil hiicrelerinden bazal aktiviteye kiyasla daha yiiksek genlikli cevaplar alarak ilk
UDG’yi kaydetmeyi basarmislardir. UDG, kimyasal sinapslarin yiiksek frekanslarda
uyarilmasiyla, uyarilan bolge ve cevresinde sinaptik kuvvette uzun siireli artisla

gerceklesen aktivite bagimli plastisite olarak adlandirilmaktadir. UDG yeni bilgilerin
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kaydedilip depolanmasini saglayan mekanizma olarak kabul edilmektedir. Protein sentezi
gerceklesmeden 30 dakikaya kadar siiren UDG’ler erken faz, protein sentezi igeren ve
daha uzun siiren UDG’ler ise geg faz olarak tanimlanmaktadir (Bliss ve Cooke, 2011).
Uzun stireli ve diisiik frekansli uyarilar sonucu, cevap genliginde bazal aktiviteye kiyasla
diisiis gergeklesmesine ise UDB adi verilmektedir (Bliss ve Cooke, 2011). UDB, UDG
gibi bir sinaptik plastisite mekanizmasidir ve UDG nin etkisinin dengelenmesi agisindan
kritik 6neme sahiptir (Bliss ve Cooke, 2011). UDB, 6zellikle bilgilerin depolanmasini
saglayan UDG mekanizmasinin etkinliginin doyuma ulasilmasi durumunda, eski
bilgilerin silinerek yeni bilgilere yer agilmasi acisindan Onemli bir dengeleyici
mekanizmadir (Bliss ve Cooke, 2011; Nabavi ve ark., 2014). Norolojik rahatsizliklarin
6nemli bir kisminin, ¢ocukluk doneminde, beyin hasar1 veya hastalik durumunda, duyusal
yoksunluga bagli olarak eksik veya fazla sayida sinaptik dallanma sonucu ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir (Bliss ve Cooke, 2011). Benzer sekilde, depresyonu tetikleyen 6nemli
etkenlerden biri olan stresin, hipokampal sinaptik plastisiteyi degistirdigi gosterilmistir
(Bliss ve Lemo, 1973). Literatiirde yer alan arastirmalarin 6nemli bir kismi stresin
UDG’yi baskiladigini ve UDB’yi kolaylastirdigini rapor etmektedir (Richter-Levin ve Xu,
2018; Xu ve ark., 1997; Donohue ve ark., 2006; Foy ve ark., 1987; Shors ve ark., 1989;
Kim ve Diamond, 2002).

2.4.1. Uzun Donemli Giiclenme ve Uzun Doénemli Baskilanmamin Molekiiler
Mekanizmasi

UDG’nin molekiiler sinyal yolaklar1 Sekil 2.6.°da gosterilmektedir. Aksiyon
potansiyelinin presinaptik nérona ulagmasinin ardindan, salinan glutamat postsinaptik
membranda bulunan AMPA ve kainik asit reseptdrlerine baglanir ve postsinaptik
membranin sodyum (Na*) iyonuna gegirgenliginde artis gergeklesir (Sekil 2.6.). Na* iyonu
girisine bagl olarak gerceklesen depolarizasyon ile NMDA reseptoriiniin magnezyum
(Mg?") blokaj1 kalkar ve glutamatin NMDA reseptoriine baglanmasiyla kanal acilir ve
hiicre i¢ine kalsiyum (Ca*?) ve Na' iyonlar1 girmeye baslar. Hiicre icine giren Ca*? iyonu,
Ca*?/kalmodulin'e baglanir (Sekil 2.6.). UDG veya UDB’nin tetiklenmesi, gegici
postsinaptik Ca*? iyonu konsantrasyonuna (hiicre igi depolardan salinan Ca*? dahil) ve
Ca*? iyonunun zamansal profiline baglidir. Ca*? akimi ortamda uzun siireli ve diisiik

konsantrasyonda mevcut ise UDB’yi, yiiksek konsantrasyonda ve kisa siireliyse UDG’yi
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tetikler. Ca*?/kalmodulin kompleksi, Ca*?/kalmodulin kinaz Il (CaMKI|I), protein kinaz C
(PKC), tirozin kinaz ve NO sentazi aktive eder (Sekil 2.6.). UDG'nin olusumunun bir yolu
ise MSS'deki uyarici sinapslarda bazal kimyasal iletime aracilik eden bir iyonotropik
glutamat reseptorii olan AMPA reseptoriiniin fosforilasyonudur (Sekil 2.6.). CaMKII ile
fosforilasyon ise bu kanallarin iletkenligini artirmaktadir (Kandel ve ark., 2013). Ayrica,
PKC endozomal AMPA reseptorlerinin sitoplazmik kuyrugunu fosforile ederek bu
vezikiillerin plazma membranina fiizyonunu tetikler. UDG’ nin farkli zamansal agsamalari
farkl1 hiicresel mekanizmalari tetikler. Ornegin, UDG’ nin erken fazinda yeni protein
sentezi olmaz ve 30 dakika siirer. Kalici sinaptik plastisitenin gergeklestigi UDG nin geg
fazinda ise protein sentezi gergeklesir ve bu faz uzun siireli bellek olarak tanimlanir (Bliss
ve Collingridge, 1993). UDG’nin ge¢ fazinda presinaptik alan genislemesi, postsinaptik
yeni dendritik spinlerin olusumu ve AMPA reseptér sayisinda artig goriiliir (Kandel ve
ark., 2013). UDG’nin birkag saatten fazla devam eden daha uzun siireli 'ge¢' formlari igin
ya yeni gen transkripsiyonu ya da mevcut transkriptlerin yerel translasyonunun
baslatilmasi yoluyla yeni proteinlerin sentezi gergeklesmektedir. Yeni giiclendirilmis
sinapslardan ¢ekirdege sinyal gonderilmesi yeni gen ekspresyonuna neden olur. Yeni gen
ekspresyonunda en énemli yolaklardan biri, Ca*? akimu ile aktiflesen ve ayni1 zamanda
UDG indiiksiyonu sirasinda dogrudan AMPA reseptorii lizerinde etkili olan adenilat
siklaz ve siklik adenozin monofosfata (cAMP) bagl protein kinaz A (PKA) igeren sinyal
kaskadidir. PKA aktivasyonu, sinaptik plastisitenin uzun siireli tetiklenmesine yol acan
proteinlere doniistiiriilen yeni transkriptlerin {iretimini saglayan bir sinyaller zincirini
harekete gecirir. PKA, CREB1’i, CREBI ise mitojenle aktive olan protein kinazi aktive
ederek, yeni protein sentezini saglayan sinyal yolaklarini tetikler. PKA aktivasyon diizeyi,
UDG’nin ne kadar siireceginin belirlenmesinde énemli rol oynar. UDB, kismen AMPA
reseptOriiniin fosfatazlar tarafindan defosforilasyonu araciligiyla meydana gelir. UDG ve
UDB'nin tetiklenmesinde AMPA reseptorlerinin  ekspresyonlarinin  diizenlenmesi
onemlidir, ¢iinkii postsinaptik membrandaki reseptdr sayisinin artirilmasi veya azaltilmasi
sinaptik plastisitede 6nemli rol oynar. Diger taraftan, ndrotransmitter saliniminda artisa
yol acan presinaptik mekanizmalar da UDG'nin tetiklenmesine katkida bulunur (Sekil
2.6.). Presinaptik ve postsinaptik mekanizmalarin katkilari, indiiklemeden sonraki zaman

dilimine ve sinaps siniflarina bagh olarak degisebilir (Sekil 2.6.). Sinaptik plastisitenin
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herhangi bir presinaptik bileseninin ekspresyonu, presinaptik terminale sinyal
gonderebilen NO gibi retrograd haberci gerektirir (Sekil 2.6.) NO presinaptik nérondan
norotransmiter salinimini arttirarak UDG’yi1 kolaylastirabilir. UDB'nin en ¢ok arastirilan
formlarindan biri, grup 1 metabotropik glutamat reseptorlerine bagli olan UDB ¢esididir.
Glutamatin reseptoriine baglanmasiyla, fosfolipaz C tarafindan membranda bulunan
fosfatidil inozitol 4,5 bifosfat, diagilgliserol ve inozitol 1,4,5 trifosfata (IP3) hidrolize
edilir. IP3 endoplazmik retikulum veya sarkoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i depolardan
Ca*? iyonlarinin salinmasin1 saglarken, hiicre icinde artan diagilgliserol ve Ca*?, Ca*
bagimli protein PKC’yi aktive eder. Metabotropik glutamat reseptorleri araciligiyla aktive
olan PKC, daha sonra fosforilasyon yoluyla AMPA reseptorlerinin iletkenligini azaltir.
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Sekil 2.6. UDG’nin molekiiler mekanizmalar1 (Agar, 2021)

2.5. Depresyon ve Nitrik Oksit Arasindaki Iliski

Nitrik oksit, beyinde norotransmisyon, noromorfojenez, sinaptik plastisite, gen
ekpresyonunun diizenlenmesi, cinsel ve agresif davranislarin kontrolii, 6grenme, agri
algisi, saldirganlik ve depresyon iizerinde etkilere sahiptir (Esplugues, 2002). NO ile

depresyon arasindaki iliski, genel olarak norepineftrin, serotonin, dopamin ve glutamat
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gibi depresyon fizyopatolojisinde rol alan noérotransmiterlerin NO tarafindan modiile
edilmesi seklinde agiklanmaktadir (Dhir ve Kulkarni, 2007). NOS inhibitorlerinin
antidepresan benzeri etkisi, NO’nun depresyonu tetikledigi hipotezinin ileri siiriilmesine
neden olmustur (Joca ve Guimardes, 2006; Dhir ve Kulkarni, 2007). Hipokampusta
bulunan NO’nun serotonin ve dopamin diizeylerini baskiladigi (Wegener ve ark., 2000)
ve NOS inhibitorii verilen siganlarin hipokampuslarinda serotonin ve dopamin miktarinda
artis oldugu rapor edilmistir (Dhir ve Kulkarni, 2007). Ayrica, antidepresanlarin NOS
inhibitorleri ile birlikte kullanildigi durumlarda daha etkili olduklar1 belirlenmistir.
(Harkin ve ark., 2004). NOS inhibitoriiniin kisa siireli uygulanmasi sonucunda kortikal
beta adrenoreseptorlerde azalma oldugu, aymi etkinin antidepresan kullanimiyla
gerceklestirilen kronik tedavilerde de goriildiigii, bu nedenle NO’nun major depresyonla
ilgili reseptor sistemlerinde diizenleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Karolewicz ve
ark., 1999). NOS inhibitdrlerinin ventral hipokampusa enjeksiyonu sonucu hiicre disi
dopamin diizeyinde ¢ok yiiksek miktarda, serotoninde ise diisiik miktarda artis
saptanmistir (Wegener ve ark., 2000). Serotonin geri alim inhibitérleri ayn1 zamanda
NOS inhibitorleridir (Finkel ve ark., 1996). Bu inhibitorlerin, NO miktarini disiirdiigii ve
insanlarda stresi azaltarak rahatlatici bir etki meydana getirdigi belirtilmistir (Umathe ve
ark., 2009).

Major depresyon ve bipolar bozukluk tanisi konulmus hastalarin hipokampuslarinin
subikulum ve CAl bolgelerinde nNOS i¢in oldukc¢a yiiksek bir immunoreaktivite
(Oliveira ve ark., 2008) ve NO iiretiminde de artis oldugu goriilmiistiir (Suzuki ve ark.,
2001). Ayrica, beyinde hipokampus, hipotalamus, dorsal rafe niikleus ve lokus seruleus
gibi stres ve depresyonla iliskili bolgelerde nNOS tespit edilmistir (McLeod ve ark.,
2001). Diger taraftan, MDB hastaligi durumunda, lokus seruleus bolgesinde normal
bireylere kiyasla anlamli derecede diisiik miktarda nNOS bulundugu rapor edilmistir
(Karolewicz ve ark., 2004). NO iiretiminde diizenleyici rol oynayan magnezyum iyonu
eksikliginde NO {iretiminde artis oldugu, bu artigin ise major depresyonun tetiklenmesine
neden olabilecegi vurgulanmistir (Eby ve Eby, 2006). Bu bilgiler 1s18inda, MDB
hastalarinda magnezyum tedavisinin hizli bir sekilde antidepresif etkiler olusturdugu

belirlenmistir (Eby ve Eby, 2006).
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2.6. Nitrik Oksit

Bir grup arastirmaci tarafindan 1987-1988 yillar1 arasinda vaskiiler endotelyal hiicrelerin
NO gazini lirettigi belirlenmis ve s6z konusu bulustan yaklasik yedi y1l 6nce ileri stiriilmiis
olan endotelyum kaynakli gevsetici faktoriin NO oldugu anlasilmistir (Palmer ve ark.,
1987). NO, kisa omiirlii, suda ¢oziilebilen kararli ve renksiz bir gazdir. Yapisal olarak, bir
nitrojen atomu ve bir oksijen atomundan olustugu i¢in eslesmemis bir elektrona sahiptir
ve bu elektron NO’nun oldukga reaktif olmasin1 saglar (Ramesh ve ark., 2014). NO,
tiretildigi hiicreye etki edebilir veya hiicre zarindan diflize olarak komsu hiicreleri
etkileyebilir. NO’nun fizyolojik aktiviteleri, siklik guanozin monofosfat (cGMP) bagimli
ve ¢cGMP bagimsiz olmak iizere ikiye ayrilir. NO, cGMP varliginda guanilat siklaz
enzimindeki hem grubu ile etkilesime girer. NO kaynakli guanilat siklaz aktivasyonu ile
vaskiiler tonus diizenlenir ve MSS’de néromodiilasyon gerceklesir (Ramesh ve ark.,
2014). Ote yandan, NO’nun ¢cGMP’ye bagimli olmayan yollarla gerceklestirdigi birgok
aktivitesi bulunmaktadir. Anjiyogenez siirecinde rol oynayan, giiglii anjiyojenik faktor
VEGF dahil olmak iizere, bir¢ok anahtar molekiiliin aktivitesi NO’ya baglidir (Ziche ve
ark., 1994). NO, VEGF i¢in hem asag1 hem de yukar1 yonlii diizenlemede efektdr molekiil
olarak islev goriir (Veikkola ve ark., 2000).

Nitrik oksit biyolojik haberci olarak kesfinden bu yana, agirlikli olarak gegis metalleri ve
tiyol kalintilari ile reaksiyonu nedeniyle, proteinler, enzimler ve DNA'da konsantrasyona
bagli konformasyonel degisikliklere sebep oldugundan septik soktan kansere kadar birgok
hastalik siireciyle iligkilendirilmistir (Ramesh ve ark.,, 2014). Yiksek NO
konsantrasyonlari, sitotoksik olarak degerlendirilmekte ve NO iiretimindeki artisin birgok
kanser tiiriinde timdr biiyiimesini ve yayilmasini kolaylastirdigr diistiniilmektedir (Lala
ve Chakraborty., 2001). Ayni zamanda, ndronlar ve bagisiklik sistemi i¢in 6nemli bir
sinyal molekdliidiir (Zhang ve ark., 2006). Siiperoksit ile reaksiyonu sonucu peroksinitrit
(ONOO") ortaya ¢ikar, ONOO" ayrisarak hidroksil radikali olusturabilmektedir (Ali ve
ark., 2012). NO ve suyun reaksiyonu molekiiler oksijeni (1O2) olusturur. Ayrica NO'nun

10, ile reaksiyonu sonucu nitrojen dioksit (NO2) ve dinitrojen trioksit (N2Os) aciga ¢ikar.
NO + O —» ONOO", NO2, N203

NO + O2” —» ONOO
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NO + H,0, — O

Bu reaktif tiirler, etkilerini genelde hiicreleri hasarlama seklinde gosterirler (Rosen ve ark.,
2002).

2.6.1. Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik oksit, NOS enzimi tarafindan oksijen ve NADPH’nin aracilik ettigi bir reaksiyon
ile L-arginin’in L-sitriiline oksidasyonu yoluyla meydana gelir. NOS, iki 6zdes alt
birimden olusan homodimer yapida bir proteindir. NOS’ta rediiktaz, kalmodulin (CAM)
baglama ve oksijenaz olmak iizere {i¢ ayr1 domain bulunmaktadir (Li ve Poulos, 2005).
Rediiktaz domaini, flavin adenin diniikleotid ve flavin mononiikleotidi igerir ve
elektronlart NADPH'den dimerin karsit alt birimine oksijenaz alanina aktarir. CAM
baglama birimi, NO ve Ca*? homeostazi arasindaki baglantilara aracilik eder, tiim NOS
izoformlarimin  aktivitesi i¢in kritik Oneme sahiptir. Oksijenaz domaini ise
tetrahidrobiopterin (BH4), hem ve arginin igin baglanma bolgeleri bulundurur, argininin

sitriilin ve NO'ya doniisiimiinde rol alir.

NOS’un nNOS, iINOS ve eNOS olmak tizere ii¢ izoformu bulunmaktadir. NNOS ve eNOS
yapisal olarak konstitutif NOS (cNOS) seklinde de ifade edilmektedir (Ramesh ve ark.,
2014) (Sekil 2.7). Endotel hiicreleri ve noronlardaki cNOS’un aktive edilmesi, 16kosit-
endotel etkilesimi, noronlar arasindaki haberlesme, kan basinci ve kan akiminin
diizenlenmesinde gorev alir (Ali ve ark., 2012). ¢cNOS, her zaman aktif olmasa da siirekli
olarak endotelyal hiicre zarlarinin i¢ ylizeyinde hazir sekilde bulunur ve kisa bir siire i¢in
(saniye ile dakika aras1) NO iiretir. iNOS, endotoksin ve sitokinler gibi spesifik uyaranlara
yanit olarak iretilir ve ek uyar1 olmaksizin uzun siire (saatler ile giinler) NO {iretimine
neden olur. ¢ctNOS'a nazaran iNOS araciligiyla 100-1000 kat daha fazla NO iiretimi
gerceklesir (Ali ve ark., 2012). cNOS aktivite i¢in Ca*? iyonuna ihtiya¢ duyarken, iNOS
Ca*?’ya ihtiya¢c duymaz (Alderton ve Cooper, 2001).

Noronal NOS, ndron ve astrosit gibi sinir hiicrelerinde olmak iizere bir¢ok dokuda
bulunmaktadir (Zhou ve Zhu, 2009). eNOS genel olarak endotelde bol miktarda bulunur
ve diiz kaslarin gevsemesini kontrol ederek kan basincini diizenler ve trombosit

agregasyonunu kontrol eder. Bununla birlikte, eNOS diiz kas hiicrelerinde ve endotelde
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antiproliferatif etkiye yol acar. iNOS makrofajlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, vaskiiler
endotel hiicreleri ve hepatositler dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilir
(Alderton ve Cooper, 2001). iNOS ekspresyonu, viicut savunmasi veya bagisiklik
tepkisini diizenlemede etkilidir (Alderton ve Cooper, 2001). Enfeksiyonlar sirasinda
makrofajlarda iNOS tarafindan yogun bir sekilde NO iiretimi gergeklesir, bu tiretim birgok
patojenin biiyiimesini engeller (Alderton ve Cooper, 2001; Madar ve ark., 2005).

L-Arginin
NOS1/nN
OS" /nNOS ca?* bagimli
NADPH Néronlar
0 Konstitiitif
NOS1/nNOS ! Digiik miktarda
NOS2/iNOS NO Uretimi
NOS3/eNOS NOS3/eNOS - =
Endotelyal
hicreler
NADP
2H,0
L-Sitrulin ca?* bagimsiz

NOS2/ iNOS .* —  Indiiklenebilir

Makrofajlar Yiiksek miktarda
NO Uretimi

0-0

Nitrik Oksit

Sekil 2.7. NOS c¢esitleri ve bulunduklar1 bolgeler (Mishra ve ark., 2020).

2.6.2. Nitrik Oksitin Etkileri

NO’nun etkileri, direkt ve indirekt olmak tizere iki alt baslikta incelenir (Wink ve ark.,
1996). NO’nun direkt etkileri diisiik konsantrasyonlarda ortaya ¢ikarken, indirekt etkileri
yiiksek konsantrasyonlarda gergeklesir (Forstermann ve Ishii, 1996).

Nitrik Oksitin Direkt Etkileri

Nitrik oksit, guanilat siklaz ve sitokrom p450 gibi hem bdlgeleri igeren metalloproteinlerle
reaksiyona girerek, sitokrom p450, yag asitleri, steroidler ve prostaglandinler gibi ¢ok
sayida biyomolekiiliin sentezi ve katabolizmasinda rol alir. Sitokrom p450 aktivitesi, NO
tarafindan tersinir olarak veya tersinir olmayan bir sekilde inhibe edilir. Tersinir
inhibisyonda, NO oksijen baglanmasini 6nlemek i¢in heme baglanir ve boylece katalizini
inhibe eder. Tersinir olmayan inhibisyon, NO’nun otooksidasyonuyla olusan siiperoksit
tarafindan gergeklestirilir (Ramesh ve ark., 2014). Siiperoksit, sitokrom p450 enziminde
bulunan heme ait sistein ligandina baglanir ve heme Sisteinin yeniden baglanmasini 6nler

(Forstermann ve Ishii, 1996). Ayrica, NO dokuyu hasarlayabilen yiiksek degerlikli

24



metalleri indirgeme yoluyla diisiik degerlikli metallere doniistiirtir (Ramesh ve ark., 2014).
NO, hiicreleri hidrojen peroksitten koruyan ve hidrojen peroksitin etkisini ortadan

kaldiran katalaz ile reaksiyona girerek toksisiteye neden olur (Ramesh ve ark., 2014).

Nitrik Oksitin Indirekt Etkileri

Nitrik oksitin indirekt etkileri arasinda, biyolojik dokulara zarar veren peroksinitritin
olusturulmasi, lipid peroksidasyonu, oksidasyon yoluyla glutatyon miktarinin azalmasi,
nitrozilasyon, deaminasyon ve oksidasyon ile DNA hasari, hiicresel nekroz (yiiksek
konsantrasyon), apoptozis (diisiikk konsantrasyon) ve mutasyon olusumu yer almaktadir
(Ramesh ve ark., 2014). NO, ii¢ kimyasal mekanizma ile DNA’ya zarar verebilir.
Bunlardan ilki, peroksinitritin DNA ile dogrudan reaksiyona girmesidir. Ikincisi, NO’nun
dolayl1 olarak DNA onarim siirecini engellemesidir. Ugiinciisii ise genotoksik tiirlerin
miktarinin arttirilmasidir (Ramesh ve ark., 2014). DNA ile NO etkilesime girdiginde
DNA’da bulunan sitozin, adenin ve guanin birimleri deaminasyona ugrar. Deaminasyon
ile sitozin, guanin ve adenin sirasiyla urasil, ksantin ve hipoksantine doniisiir (Ramesh ve
ark., 2014). Bunu takiben, ksantin oksidazin aktivasyonuyla serbest radikaller olusarak

oksidatif stres meydana gelir.

Nitrik Oksitin Koruyucu Mekanizmalari

Nitrik oksit hiicreleri hidrojen peroksit aracili toksisiteden korur. Hidrojen peroksit hiicre
icine girdiginde, hiicrede bulunan hem proteinleri ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek
lipid peroksidasyonuna yol acan hipervalent kompleksler olusturur. Bu hipervalent
kompleksler DNA’ya zarar verebilir. NO, bu hipervalent komplekslerle reaksiyona
girerek s6z konusu oksitlenmis tiirleri ferrik forma geri dondiirtir ve boylece hiicre i¢i
hasar1 sinirlar. Bununla birlikte, NO bir¢ok koruyucu genin diizenlenmesi i¢in hiicresel
sinyaller iiretir ve proteinleri oksidatif strese kars1 korur. (Pacelli ve ark., 1995; Musial ve
Eissa, 2001). Birgok durumda NO, P53 ekspresyonunu arttirarak hiicreleri apoptozise
kars1 korur. Ancak ortamda NO konsantrasyonu yiiksek oldugunda, artan siiper oksit
olusumu nedeniyle P53 inaktif hale gelir (Ramesh ve ark., 2014). iNOS kaynag ile
apoptozise ugrayan hiicre arasindaki mesafe onemlidir, 6rnegin iNOS kaynagina yakin

hiicrede, hiicreyi apoptozisten koruyan p53 degrade olur. Bu durum, NO'nun apoptozis ile
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spefisik bir iligkisinin oldugunu diisiindiirmektedir (Ramesh ve ark., 2014). NO’nun rol

oynadig1 baz1 mekanizmalar Sekil 2.8.’de gosterilmektedir (Leiper, 2019).

L-Sitrulin
eNOS: Kardiyovaskiiler EDRF

DUz kas hicresi proliferasyonu inhibisyonu
L-Arginin NO' mmmmp Vaskiiler tonus diizenlenmesi
Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

L-Sitrulin
nNOS: Norotransmisyon
L-Arginin o U{un Dﬁner'nl.i Glglenme
Néronal aktivite ve kan akisi
koordinasyonu
L-Sitrulin Agn algisi

iNOS: Inflamasyon/Bagisiklik

L-Arginin NO' s Bagisikligin dizenlenmesi

Bakteri, viras ve diger mikro-organizmalara
kars sitotoksisite

Sekil 2.8. NOS cesitleri ve gorevleri (Leiper, 2019).

2.7. Nitrik Oksit ile Siilfit Arasindaki liski

Siilfitin insan viicudunda NO tarafindan diizenlenen mekanizmalar iizerinde etkileri
goriilmektedir. NO’nun trombosit agregasyonunu Onleme etkisini gergeklestirebilmesi
i¢in ortamda siilfitin olmasi gerektigi rapor edilmistir (Harvey ve Nelsestuen, 1995). Diger
taraftan, siilfit, NO ile kimyasal reaksiyona girerek ortamin fizyolojik diizenini bozacak
yan iriinler olusturabilmektedir (Harvey ve Nelsestuen, 1995). Siilfit midede, mide
stvistyla karisan ve tiikiiriikte bulunan nitrit ile kKimyasal reaksiyona girerek NO iiretimine
yol acar (Takahama ve Hirota, 2012). Eger ortam asidikse, 0 ile 0.1 mM siilfit
konsantrasyonlarinda stilfit artisina bagli olarak NO iiretimi artar, ancak stilfit
konsantrasyonunun 0.2 mM’den yiiksek oldugu durumlarda, siilfit miktar1 arttikca NO
tiretiminin azaldig1 goriilmustir (Takahama ve Hirota, 2012). Siilfit konsantrasyonunda
ki degisime bagli olarak NO miktarindaki artigin, nitr6z asit ve hidrojen siilfitin kimyasal
reaksiyonu sonucu meydana gelen nitrozosiilfonat ile nitroz asit arasinda gerceklesen
kimyasal etkilesimde goriilen artisa bagli olarak gercgeklestigi ileri siiriilmektedir
(Takahama ve Hirota, 2012). Bununla birlikte, siilfit, albiimin ve S-nitrozoglutatyon ile
de kimyasal reaksiyona girerek, NO’nun hiicresel sinyal iletim yolaklarinda diizenleyici

etkisini bozdugu disiiniilmektedir (Harvey ve Nelsestuen, 1995).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Laboratuvarlar
ve Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde gerceklestirilmistir. Calismanin gerceklestirilmesi i¢in
gerekli etik kurul belgesi Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’undan (Etik Kurul Onay Tarihi ve Numaras:
05.10.2020 / 163) alinmustir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii

Calismada, 100 adet, 3 aylik, 250-300 g agirliginda, erkek Wistar siganlar her grupta 25
adet sigan olacak sekilde 4 gruba (K, S25, S100 ve S260) ayrilmistir. 35 giin boyunca K
grubuna distile su, siilfit gruplarina ise distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek her giin taze
olarak hazirlanan sodyummetabisiilfit gavaj yoluyla verilmistir. S25 grubuna 25
mg/kg/giin, S100 grubuna 100 mg/kg/giin ve S260 grubuna ise 260 mg/kg/gilin dozunda
sodyummetabisiilfit uygulanmistir. Sicanlar 12 saatlik aydinlik/karanlik siklusunda, bir
kafeste 5 sican olacak sekilde kisitlama olmaksizin musluk suyu ve ticari sican yemi ile
beslenmistir. Gavaj uygulamasinin 30. giiniinde her gruptan 15 sigana acgik alan testi ve
yiikseltilmis art1 labirent testi yapilmistir. Bir sonraki giin (31. giin) zorunlu ylizme testinin
ilk giin alistirmas1 yapilmistir. Otuz ikinci giin saat 11:00’da zorunlu yilizme testi
tamamlanmis ve slikroz tercih testi baglatilmistir. Siikroz tercih testinin protokolii 35. giin
saat 12:00°da tamamlanmistir. Gavaj uygulamasinin 35. giiniinde her gruptan 5 sicanda
UDG, 5 si¢anda ise UDB kayitlar1 alinmigtir. Sonrasinda, siganlar iretan (1.5 g/kg) ile
anestezi edilmis ve abdominal aortalarina girilerek heparinize tiiplere kan Ornekleri
almmustir. Bununla birlikte, si¢anlarin sol ventrikiillerine girilerek aorta igerisine kaniil
yerlestirilmis,  heparinli  serum  fizyolojik  kullanmilarak  beyin  perfiizyonu
gerceklestirilmistir.  Perfiizyonun tamamlanmasiyla beyin dokular1  ¢ikarilmais,
hipokampuslar1 ayrilarak biyokimyasal analizlerde kullanilmak {izere sivi nitrojende
dondurulmus ve -80°C’de derin dondurucuda saklanmistir. Alinan heparinize kan
ornekleri 1400g, 6 dakika santrifiij edilerek plazmalari elde edilmis ve plazma-S-Siilfonat
diizeylerinin tayini i¢in -80°C‘de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Sekil 3.1.’de

tiim gruplar i¢in uygulanan deney protokoliiniin semasi verilmektedir.
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Gavaj Uygulamas1

22 giin | 7 gin | 6 giin P35, giin - UDG ve UDB kayitlari, sakrifikasyon
| | : doku ve kan 6rneklerinin almmasi

Ele Aligtirma  Davramis
Deneyleri

Sekil 3.1. Deney protokoliiniin akis semasi

3.2. Davrams Deneyleri

Calismamizda, davranis deneyi olarak acgik alan testi, yiikseltilmis arti labirent testi,
zorunlu ylizme testi ve siikroz tercih testi yapilmistir. Tiim siganlara, davranig testlerine
baslamadan bir hafta 6nce her giin 5 dakika siireyle ele alistirma (handling) uygulanmistir.
Sirkadiyen ritmin siganlar tizerindeki etkisinin elemine edilebilmesi igin, davranis testleri
09:00-17:00  saatleri arasinda  yapilmistir.  Deneyler  ¢ift-kér  prensibiyle
gerceklestirilmistir. Sicanlar, davranis testlerinin yapilacagi odalara test baglamadan
yarim saat Once getirilmistir. Davranig deneylerinde si¢anlarin hareketleri Noldus

Ethovision XT video izleme sistemi kullanilarak kaydedilmis ve analiz edilmistir.

3.2.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi, taban1 80x80 cm ebatlarinda, 40 cm duvar yiiksekligi olan mat siyah renkli
kare bir diizenek kullanilarak yapilmistir. Test diizenegi, 400 cm? biiyiikliigiinde birbirine
esit 16 kiigiikk kareye boliinmiistiir. Testin ilk asamasinda, sicanlar bu diizenegin
merkezine birakilmis ve hareketleri 5 dakika boyunca video izleme sistemiyle
kaydedilmistir. Ac¢ik alan testi diizenegi, koku duyusuna gore hareketleri engellemek
amaciyla her siganin deneyi tamamlandiktan sonra %70’lik etanol ile temizlenmistir. Her
bir sigan i¢in i¢ kadranda gecirilen siire, dis kadranda gecirilen siire, i¢/dis kadranda
gecirdigi siire oran1 ve digki sayisi anksiyete gostergesi olarak degerlendirilmistir

(Navarro ve ark., 2014).

3.2.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi
Yiikseltilmis art1 labirent testi, kol genisligi 10 cm, kol uzunlugu 50 cm olan 4 kolu

labirent kullanilarak gergeklestirilmistir (Ari ve ark., 2019) (Sekil 3.2.). Bu kollardan
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karsilikli olan iki tanesi agik, diger ikisi ise 30 cm yiiksekliginde plakalar ile kapatilmigtir.
Labirent taban seviyesinden 40 cm yiiksekte olacak sekilde konumlandirilmis ve dort
kolun her biri esit siddette aydinlatilmistir. Test sirasinda si¢anlarin diizenekte 5 dakika
boyunca serbest bir sekilde dolasmalarina izin verilmis ve bu siire¢ kayit altina alinmistir
(Walf ve Frye., 2007). Test sonunda, siganlarin agik ve kapali kollarda gegirdikleri siire,
acik kola giris sayis1 ve agik kolda gegirilen siire indeksi hesaplanmistir (Ari ve ark.,
2019). Acik kolda gegirilen siire indeksi, acik kollarda gegirilen siirenin tiim kollarda

gecirilen silireye boliinmesiyle elde edilmistir.

Sekil 3.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi diizenegi

3.2.3. Zorunlu Yiizme Testi

Zorunlu yiizme testi, sicanlarin kagmasimin miimkiin olamayacag1 sekilde tasarlanmis
Sekil 3.3.’de gosterilen silindir seklinde i¢i su dolu (23£1°C) diizenekte
gerceklestirilmistir (Yankelevitch-Yahav ve ark., 2015). Suyun derinligi, yiizme sirasinda
siganlarin ayaklarinin yere degmeyecegi sekilde ayarlanmistir. Toplamda iki giin siiren
testin ilk giinii, sicanlar su dolu ortamda 15 dakika yiizdiiriilmiislerdir. ikinci giin ise 5
dakika siireyle suya birakilmiglar ve hareketleri kayit altina alinmistir. Suya birakilan
siganlar, bir siire sonra sadece bas kisimlarini su iizerinde tutacak sekilde, kagmak i¢in
caba harcamadiklar1 bir pozisyon almaktadirlar. Hareketsiz pozisyon aldiklar1 zamana
kadar gecen siire (latans) ve toplamda hareketsiz gegen siire degerlendirilerek siganlarin

depresyon diizeyleri belirlenmistir (Yankelevitch-Yahav ve ark., 2015).
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Sekil 3.3. Zorunlu yiizme testinden alinmis bir kayit 6rnegi.

3.2.4. Siikroz Tercih Testi

Toplamda ii¢ giin siiren testin ilk giiniinde, igerisinde %1 oraninda siikroz iceren 2 adet
200 ml’lik su dolu sise kafeslere yerlestirilmistir. Sonraki giin siikroz igeren iki siseden
biri yalnizca su igeren bir sise ile degistirilmistir. Ugiincii giin, iki sise de alinmus, siganlar
24 saat boyunca susuz ve a¢ birakilmistir. Ug giinliik protokoliin tamamlanmasiyla
birlikte, siganlara siikroz soliisyonu igeren ve i¢inde yalnizca su olan birer sise verilmistir.
Bir saat boyunca siganlarin s1v1 tiiketmelerine izin verilmistir (Cheng ve ark., 2017). Bir
saatin sonunda, toplamda tiiketilen siikroz soliisyonu hacmi/tiiketilen toplam sivi hacmi
hesaplanmis ve siikroz tercih skoru olarak belirlenmistir (Liu ve ark., 2018). Siikroz tercih

testinin sematik gdsterimi Sekil 3.4.’te verilmistir.

Siikroz-Su
Soliisyonu

Su =

Sekil 3.4. Siikroz tercih testinin sematik gosterimi (Dogan ve ark., 2017).

3.3. Elektrofizyolojik Kayit Alinmasi
Elektrofizyolojik kayitlar, Faraday kafesi icerisinde Labchart yazilimi (Powerlab,

ADlInstruments) kullanilarak alinmistir.  Elektrofizyolojik kayitlarin  alinmasinda
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kullanilan stereotaksik diizenek (A) ve elektrotlarin hipokampus icerisindeki

konumlarmin sematik gosterimi (B) Sekil 3.5.”te verilmistir.

A B

Uyan Elektrodu

Kayit Elektrodu

Hipokampus

Sekil 3.5. Elektrot yerlesimi sirasinda sican ve stereotaksik diizenek (A), elektrotlarin hipokampus
igerisindeki konumlarinin sematik gosterimi (B) (Sun ve ark., 2018).

3.3.1. Cerrahi Prosediir ve Elektrotlarin Yerlestirilmesi

Sicanlar 1.5 g/kg {liretanin intraperitonal enjeksiyonuyla anestezi edilmistir. Anestezi
sirasinda si¢anlarin viicut sicakligi 1sitict ped kullanilarak 374+0.2°C’de sabit tutulmugtur.
Agiz ve kulak aparatlari kullanilarak siganlarin kafalar stereotaksik sisteme sabitlenmistir
(Kopf Instruments, Tjunga, CA, ABD). Sonrasinda, orta hat insizyonuyla, deri ve deri alt1
dokular agilarak kafatasina erisilmis, pamuk kullanilarak fasya temizlenmis ve kafatasi
kemigi acikca goriilecek sekilde ortaya cikarilmistir. Stereotaksik eksenler hareket
ettirilmis, bregma ve lambda noktalar1 ayn1 dikey dorsoventral diizlemde ve hayvan
kafatas1 ylizeyi diiz (zemin ile paralel) olacak sekilde konumlandirilmistir. Bunu takiben,
anterior-posterior, dorsoventral ve mediolateral koordinatlarin belirlenmesi amaciyla
stereotaksik kollardan birinin ucuna igne tutturulmustur. Bu igne, bregma noktasi referans
alimarak kafatas1 tlizerinde ylizeye paralel olacak sekilde hareket ettirilerek uyari
elektrodunun (platin kapli, 0,010 inch bipolar twisted, Plastic One, paslanmaz ¢elik, ucu
disinda izole edilmis) yerlestirilecegi ipsilateral Schaffer kolateralleri (bregmanin 4.00
mm posterior ve 3.00 mm laterali) ve kayit elektrodunun (0,005 inch, paslanmaz celik,

Plastic One) yerlestirilecegi hipokampus CA1 bdolgesinin piramidal hiicre tabakasinin
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(bregmanin 3.00 mm posterior ve 2.00 mm laterali) konumlar isaretlenmistir (Holscher
ve ark., 1997). Konumlar isaretlendikten sonra, stereotaksik kola igne yerine elektrikli
matkap (High Speed Stereotaxic Drill, Kopf Instruments) yerlestirilmis ve kafatasinda
isaretlenmis noktalar tizerinde 0.5 mm ¢apinda delikler agilmistir. Delme islemi sirasinda,
kortikal yiizeyde kanamaya neden olmadan yukari asagi tekrarli hareketler yapilarak
kafatasinin tamamen delindiginden emin olunmustur. Uyart ve kayit elektrotlarinin
yerlestirilecegi yerler delindikten sonra, lambdanin 3 mm arkasinda bir delik agilmus,
buraya referans vida elektrot (#0-80 1/8 paslanmaz ¢elik) kortikal yiizey ile hafif¢e temas
edecek sekilde sabitlenmistir. Toprak elektrot (AgCl disk) sicanin kuyrugunun iist kismina
konulmustur. Stereotaksinin sol ve sag kollarinda bulunan tutuculardan birine uyari
elektrodu, digerine kayit elektrodu dikey sekilde yerlestirilmistir. Uyar: elektrotu diisiik
direncli kablolar ile stimiilatore (MASTER 9, A.M.P.I, ISO Flex), kayit elektrotu
elektrofizyolojik diferansiyel amplifikatdre (Bio Amps, ADinstruments) baglanmistir.
Buna ek olarak, diferansiyel amplifikatore toprak ve referans elektrot terminalleri de
baglanmustir. Elektrot yerlesimi tamamlandiktan sonra, her 10 saniyede bir 0.1 ms siireli
kare dalga pulslarinin uygulanmasi sonucu olusan cevaplar elde edilmistir. Elde edilen
veriler 40 kHz orneklem hizinda (1 Hz-3 kHz bant geciren filtre), Labchart yazilimi
(Powerlab, ADInstruments) ile izlenmis ve kaydedilmistir. Bu noktada, uyar1 ve kayit
elektrotlari, presinaptik aktivasyon gostergesi olan fiber volley tamamlandiktan sonra,
negatif yonlii eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) ve popiilasyon spike (PS) elde
edilinceye kadar yaklasik olarak 0.2 mm/dak hizinda asagiya indirilmistir (Byrne, 2017,
Ahnaou ve ark, 2020). Hipokampusun CA 1 bolgesinin stratum radiatum tabakasinin tipik
yanit1 elde edildiginde elektrotlarin konumu sabit tutulmus ve optimal uyar1 siddetinin

belirlenmesi asamasina gecilmistir.

3.3.2. Uzun Dénemli Giiclenme ve Uzun Dénemli Baskilanma Olciim Parametreleri
UDG, sinaptik iletimin kalic1 bir sekilde artmasiyla sonuglanan, aktiviteye bagl bir
plastisite seklidir (Bliss ve Cooke, 2011). UDB, sinaptik iletimin etkinliginde uzun siireli
bir baskilanma olarak ifade edilmektedir (Collingridge ve ark., 2010). UDG ve UDB
kayitlarinda sinaptik plastisite gostergesi olarak PS ve fEPSP kullanilmaktadir (Maines,
1996). PS genligi es zamanli olarak aktive olan néronlarin miktarin1 temsil etmektedir

(Andersen ve ark., 1971). fEPSP egimi ise CA1 piramidal néronlarinda meydana sinaptik
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aktivasyonun (depolarizasyon) gostergesidir (Byrne, 2017). UDG ve UDB’nin
degerlendirilmesi i¢in EPSP’nin baslangici ile negatif ¢ukur bolgesi arasindaki egim
(fEPSP), ilk pozitif tepe ile EPSP negatif ¢ukuru arasindaki genlik ve ikinci pozitif tepe
ile EPSP negatif ¢ukuru arasindaki PS genligin ortalamasi1 hesaplanmistir (Sekil 3.6.).

PS genligi

/

fEPSP egimi

Sekil 3.6. UDG ve UDB plastisitesi degerlendirme parametreleri

3.3.3. input-Output (I/0) Egrisinin Elde Edilmesi ve Bazal Kayitlarinin Ahnmasi

Input-output egrisinin belirlenmesi amaciyla, 0.1 ile 1 mA arasinda 0.1 mA’lik adimlarla
arttirtlan akim siddetine sahip uyaranlara (10 saniyede bir, 0,1 ms siireli kare dalga
pulslari) verilen cevaplar izlenmistir (Manahan-Vaughan ve ark., 1999). Her uyaran
siddeti i¢in {i¢ adet fEPSP’nin ortalamasi alinmis, fEPSP degerinin en yiiksek oldugu
cevap belirlenmistir. Bu cevabin uyaran siddetinin %50’si optimal uyaran siddeti ve bu
uyar1 test uyari siddeti olarak belirlenmistir (Dastgerdi ve ark., 2020). Test uyar1 siddeti

kullanilarak on dakika siireyle bazal kayit alinmistir (Salmani ve ark., 2011).

3.3.4. Yiiksek Frekansh Uyari ve Uzun Donemli Giiglenme

Bazal kaydin alinmasinin ardindan, 100 Hz (3 burst, 10 uyarim, 0.1 ms uyar1 siiresi, kare
dalga, 10 saniye uyarim aralig1) yiiksek frekansli uyar1 (YFU) ile UDG tetiklenmistir.
YFU sonrast CAl’in stratum radiatum tabakasindaki néronlarda goriilen sinaptik
plastisite degisimlerinin belirlenmesi i¢in 60 dakika boyunca 10 saniyede bir 0.1 ms siireli
pulslu kare dalga uyarilarina verilen cevaplar kaydedilmistir (Saleewong ve ark., 2013).
UDG protokolii Sekil 3.7.’de gosterilmistir. Siganlarin her biri i¢in bir tane UDG kayd1
alinmistir. Bazal kayit ve UDG kaydi sirasinda elde edilen 6 ardisik cevabin (1 dakika)
ortalamas1 alinmigtir (Saleewong ve ark., 2013). YFU sonrasit aliman 60 dakikalik
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ortalamanin, bazal kaydin ortalamasina kiyasla zamana bagl olarak degisim miktari

hesaplanmustir.

10 dak.

60 dak.

| |

10s 10s

10

0.1 ms

—1L

8

Input-Output Edrisi Bazal Kayit YFU

UDG Kaydi

0.1 ms

Il
1 1

10 Uyan _—

Sekil 3.7. UDG protokolii

3.3.5. Diisiik Frekansh Uyari ve Uzun Dénemli Baskilanma

Bazal kaydin tamamlanmasiyla birlikte, 20 Hz (1 burst, 900 uyarim, 0.1 ms uyart siiresi,

1 saniye uyarim aralig1) diistik frekansli uyar1 (DFU) ile UDB tetiklenmistir (Bitiktas ve

ark., 2016). DFU ile birlikte stratum radiatum tabakasinda meydana gelen sinaptik

plastisite degisimlerinin saptanmasi amaciyla 60 dakika siireyle 10 saniyede bir 0.1 ms

Sekil 3.8.°de UDB protokolii

stireli uyarilara verilen cevaplar kaydedilmistir.

gosterilmigstir. Test boyunca (bazal kayit ve UDB kaydi) elde edilen cevaplardan 6

tanesinin (1 dakika) ortalamasi1 alinmistir. DFU sonras1 alinan 60 dakikalik ortalamalarin,

bazal kayitlarin ortalamasina kiyasla zamana bagli olarak degisim miktar1 hesaplanmistir.

10 dak. s 15 dak.

60 dak.

r'ﬂ ,—J‘L

10s 10s

0.1 ms

—I L

Input-Output Edrisi Bazal Kayit DFU

900 uyan

Sekil 3.8. UDB protokolii

UDB Kaydi
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3.4. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

3.4.1. Plazma-S-Siilfonat Diizeyi Tayini

Plazma-S-Siilfonat diizeyleri, Gunnison ve Palmes’in yontemi modifiye edilerek
Ol¢iilmiistiir (Gunnison ve Palmes, 1978). Plazma-S-Siilfonat tayini, alkali ortamda
bulunan potasyum siyaniiriin S-siilfonattan SO32 molekiiliinii koparmasi, serbest kalan
SOz’ nin parorasanil reaktifi ile birlesmesi sonucu 560 nm dalgaboyunda absorbans
degisiminin degerlendirilmesiyle gerceklestirilmistir. Tiim siganlardan alinan 1’er ml
plazma ile 200 pl potasyum siyaniir karistirilmig ve 1 saat siireyle 36°C sicaklikta inkiibe
edilmistir. S6z konusu karisimdan 1 ml diyalizat torbasina aktarilmis ve 5 ml glisin-NaOH
tamponu icerisinde oda sicakliginda 4 saat boyunca bekletilmistir. Bunu takiben, diyalizat
torbasinin disindaki soliisyondan 1.4 ml alinarak bir tiipe aktarilmis ve tiipe sirasiyla 0.15
N HCI (200 pl), sodyum tetrakloromerkiirat soliisyonu (200 ul), dH20 (200 pl),
formaldehit reaktifi (200 pl) ve parorasanil reaktifi (200 pl) eklenmistir. Elde edilen
karisim vortekslenerek oda sicakliginda 20 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi, karigtmin absorbansi spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda

Ol¢iilmiistiir. Plazma-S-Siilfonat diizeyleri pmol/ml olarak hesaplanmistir.

3.4.2. Nitrit/Nitrat Diizeyi Tayini

Nitrit/Nitrat diizeyinin belirlenmesinde, sigan dokusu i¢in uygun kolorimetrik 6l¢tim kiti
(Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, Cayman) kullanilmistir (Green ve Wagner, 1982).
10 mg hipokampus dokusuna 200 pl fosfat tamponu eklenmis ve homojenizasyon
yapilmistir. Bunu takiben, homojenatlar 10000 g, +4°C, 20 dakika santrifiij edilerek
stipernatantlar elde edilmistir. Elde edilen siipernatantlar 100000 g, +4°C, 30 dakika
santrifiij edilmis ve igerisinde 30 kD’luk filtreler bulunan ependorf tiiplere aktarilarak
tekrar 30 dakika boyunca santrifiij (1500 g, +4°C) yapilmistir. Siipernatanlarin absorbansi
spektrofotometrede 540-550 nm dalga boyunda 6lgiilmiis ve nitrit/nitrat seviyesi pM/g

protein olarak hesaplanmaistir.

Protein miktarinin tayini:

Protein tayini, modifiye Bradford yontemine (Bradford, 1976) dayanan kit ile yapilmistir

(Shimadzu RF-5500, Kyoto, Japonya). Bu islem sirasinda 2 ug/pl bovin serum albiimin

standart soliisyonu (Albiimin Bovina, Sigma, A-8022) ve CPPA reaktifi (Coomassie Plus
35



Protein Assay Reagent, Pierce-1856210) kullanilmistir. 1 pl siipernatanta, ilk asamada 49
ul (1:50) ve 499 pl (1:500) distile su eklenmis, bir sonraki agamada ise sirastyla 50 pl ve
500 ul CPPA reaktifi eklenmistir. Elde edilen karisimin absorbansi 595 nm dalgaboyunda
spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. Standart grafigi, numune kullanmaksizin farkl
konsantrasyonlara sahip bovin serum albumin (1:1000) kullanilarak elde edilmistir.

Dokulardaki protein miktari standart grafigi kullanilarak hesaplanmaistir.

3.4.3. nNOS ve iNOS ekspresyon Diizeylerinin Tayini

Cikarilan hipokampuslar 800 pl triton liziz homojenizasyon tamponu (20 mM Tris—HCI,
150 mM NacCl, %1 Triton X-100, 5 mM EGTA, 10 mM EDTA, %10 glycerol, 20 mM
HEPES ve protein inhibitor kokteyl) icerisinde homojenize edilmistir. Daha sonra her biri
5 saniye olan 3 ayri ultrasonikasyon islemi yapilmistir. Sonikasyon isleminden sonra
numunelere 30 dakika 20000xg’de santrifiij islemi uygulanmis ve siipernatantlar
ayrilmistir. Elde edilen siipernatantlardaki protein miktar1 Coomassie Plus protein 6l¢iim
kiti ile tespit edilmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi iyonik deterjan sodyum dodesil
stilfat varliginda ayirma ve sikistirma jellerinde yapilmistir. Ayristirict ve sikistirict jel
soliisyonlar1 konsantrasyonlari, kullanilacak protein miktar1 optimizasyon c¢aligmalari
sonucunda belirlenmistir. Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforez islemi
Biorad elektroforez sistemi kullanilarak yapilmistir. Optimizasyon islemleri sonucunda
belirlenen protein miktarlar1 jel igerisinde olusturulacak kuyucuklara yiiklenmis ve
kuyucuklardan birine de yol gosterici boya konulmustur. Yol gosterici boya tabana
ulastig1 zaman gii¢ kaynag1 kapatilmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu
aparattan alinmis ve jel sandvigten cikarilmistir. Western blot teknigi, elektroforez
islemini takip eden dort adimda gergeklestirilmistir: Bunlar jeldeki proteinlerin
nitroseliilloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek
icin nitroseliilloz membranda protein baglanmamis bolgelerin 1ilgisiz proteinlerle
kaplanmas1 (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son adimda ise proteinlerin
goriintiilenmesi asamalaridir. Elektroforezi takiben jel sandvigten ¢ikarilan jeller transfer
tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %20 metanol) igerisinde 15 dakika siireyle
calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Transfer sandvigin hazirlanmasindan sonra,
sandvig sistemi gii¢ kaynagina baglanmis, voltaj ve maksimum akim limiti ayarlanmis ve

90 dk stireyle proteinler elektroforetik olarak transfer edilmistir. Stire sonunda iizerinde
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transfer edilmis proteinleri barindiran membran (Blot) elde edilmistir. Proteinlerin tespiti
asamasinda, membran 10 dakika siireyle TBST soliisyonu (Tris Buffered Saline + Tween
20: 20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 0.5 M NaCl ve %0,05 Tween 20) ile yikanmistir. Daha
sonra membran bloke c¢ozeltisi (TBST i¢inde yagsiz %S5’lik siit tozu) ile 1 saat
calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda baglanmamis fazla bloke ¢ozeltisi
uzaklastirilarak membran 2 saat primer antikorlar ile (anti nNOS (Invitrogen #37-2800)
ve anti iINOS (SantaCruz #7271)), 1 saat de ikincil antikor ile (goat anti-rat IlgG-ALP
conjugate, ab6846) inkiibe edilmistir. Baglanmamis antikorlarin uzaklastirilmasi igin
aralarda 5’er dakika 3’er tekrar olmak iizere TBST ile inkiibe edilmistir. Primer antikor
baglanan proteinlerin tespiti, membran {izerindeki protein-primer antikor kompleksinin,
alkalin fosfataz (ALP) bagl ikincil antikor ve ALP tespit kiti ile inkiibe edilmesine
dayanmaktadir. Protein ekspresyon seviyelerini normalize etmek igin B-aktin kontrol
olarak kullanilmistir. Bu nedenle protein bant goriintiisii elde edilen membran daha sonra
2 saat monoklonal mouse anti (3-aktin primer antikoru (SC-47778) ile inkiibe edilmistir.
Buna ek olarak, baglanmamis antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in membran aralarda 5’er
dakika 3’er tekrar olmak tizere TBST ile inkiibe edilmistir. Daha sonra 1 saat isaretleyici
ALP bagli olan ikincil antikor ile inkiibe edilmis ve uygulanan ALP tespit kiti ile elde
edilen spesifik bant goriintiileri elde edilip fotograflanmis ve Image J yazilim programi
kullanilarak elde edilen protein bantlarinin dansitometrik tarama metodu ile dl¢limii

yapilmistir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Verilerin normal dagilim gosterdigi
durumlarda ¢oklu karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi (Analysis of Variance =
ANOVA), ikili karsilastirmalarda posthoc Tukey testi uygulanmistir. Normal dagilimin
goriilmedigi durumlarda, coklu karsilagtirmalar icin Kruskal Wallis testi, ikili
karsilastirmalarda Mann Whitney-U testi kullanilmigtir. p<0,05 kosulu istatistiksel olarak

anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim

Sicanlar, fizyolojik ac¢idan genel olarak degerlendirildiginde gruplar arasi goze garpan
onemli bir fark goriilmemistir. Ancak, stilfit alan gruplarin K grubuna gore daha agresif

oldugu gozlemlenmistir.
4.2. Davranis Deneyleri Bulgular:

4.2.1. Acik Alan Testi
Acik alan testinde arena igerisinde sicanlar tarafindan takip edilen yol 6rnekleri Sekil

4.1.°de verilmistir.

K S25 S100 S260

Sekil 4.1. A¢ik alan testinde her gruptan bir sigana ait temsili takip edilen yola ait 6rnekler.

Acik alan testinde i¢ kadranda gecirilen siire, dis kadranda gegirilen siire, i¢/dis kadranda
gecirilen siire oran1 ve diski sayis1 degerleri Tablo 4.1.’de goriilmektedir. I¢c kadranda
gegirilen siireye bakildiginda, S260 grubunun geg¢irdigi siirenin K grubuna gore anlaml
derecede diisiik oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte, S260 grubunun dis
kadranda geg¢irdigi siire K grubuna goére anlamli derecede daha yiiksektir (p<0,05). S260
grubunun i¢ kadranda/dis kadranda gegcirilen siireye oraninin tiim deney gruplarina gore
diisiik oldugu tespit edilmistir. S100 grubunun i¢ kadranda/dis kadranda gegirilen siireye
oraninin ise hem K hem de S25 grubuna gore diisiik oldugu goriilmiistiir. Ote yandan,
S100 (p<0,05) ve S260 (p<0,01) grubundaki siganlar hem K hem de S25 grubuna gore

anlamli derecede daha fazla sayida digkilama gerceklestirmistir.
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Tablo 4.1. Acik alan testinde i¢ kadranda gegirilen siire, dis kadranda gegirilen siire, i¢/dis kadranda
gegirilen siire orani ve digki sayist sonuglari. * p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark; # p<0,05, ## p<0,01
S25 grubuna gore fark; + p<0.05 S100 grubuna gore fark.

K S25 S100 S260
I¢ Kadranda N
Gegirilen Siire ~ 62,18£19,91  58,36+37,16 32,13+6,01 14,86+1,35
(sn)
D1s Kadranda .
Gegirilen Siire ~ 237,83+19,92  238,89+36,83  267,87+6,00  285,11+1,35
(sn)
I¢/D1s Kadranda
Gegirilen Siire 0,12:0,02 0,11:£0,02 0,05+0,01%  0,03+0,01™**
Oranm
Diski Sayisi (n)  3,47+0,36 333£0,29 51405477 58640667 "

4.2.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yikseltilmis art1 labirent testinde, S100 (p<0,05) ve S260 (p<0,01) gruplarinin agik kolda
gegirdikleri siire K grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmus, ayrica S260 grubunun
S25 grubuna kiyasla da acik kolda daha kisa siire ge¢irdigi saptanmistir (p<0,05). S100
ve 5260 gruplarinin acik kolda gecirilen siire indeksi K grubuna gore anlamli derecede
distiktiir (p<0,05) (Tablo 4.2). A¢ik kola giris sayilar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlaml fark goriilmemistir. Kapali kolda gecirilen siireye bakildiginda, S100 (p<0,05) ve
S260 (p<0,001) gruplarmin kapali kolda gecirdigi siire K grubundan anlamli derecede
daha yiiksektir. Tiim bunlara ek olarak, S260 grubunun kapali kolda gecirdigi siirenin,
hem S25 (p<0,01) hem de S100 (p<0,05) grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gegirilen siire, agik kolda gegirilen siire indeksi,

acik kola giris sayist ve kapali kolda gecirilen siire sonuglari. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 K grubuna

gore fark; # p<0,05, ## p<0,01 S25 grubuna gore fark; + p<0,05 S100 grubuna gore fark.

Agik Kolda
Gegirilen Siire
(sn)

Acik Kolda
Gegirilen Siire
Indeksi (%)
Acik Kola
Giris Sayisi
Kapal1 Kolda
Gegirilen Siire

(sn)

K S25 5100 $260
27,03+3,73  29,68+6,68 1500£2,747  11,62+£347 77

9,01+1,24 9,80+2,22 5,08+1,01 " 419+1,21"
7,10+0,45 5,20+1,05 6,40+1,07 4,50+1,08

248,18ﬂ:2,16 255,48i7’27 261,92i4,76 * 279,25ﬂ:3’97 Rk gy

4.2.3. Zorunlu Yiizme Testi

Zorunlu yilizme testinde, K grubuna (55,01+9,17 sn) gore siilfit verilen S25 (76,09+6,83
sn), S100 (141,05+8,26 sn) ve S260 (168,03+10,44 sn) gruplarinda, hareketsiz olarak

gecirdikleri siirelerin uzadig: goriilmiistiir (Sekil 4.2). Ayrica, siilfit verilen gruplar kendi

icerisinde karsilastirildiginda, siganlarin maruz kaldigz siilfit dozundaki artigla hareketsiz

gecen siirelerin de istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Latans degerlerine bakildiginda, siilfit verilen gruplarin [S25 (95,38+12,27 sn), S100
(78,53+6,39 sn) ve S260 (69,23+6,99 sn)]| sonuglarinin K grubuna (107,76+14,41 sn) gore

diisiik oldugu, bu diisiisiin doza bagli olarak artt1g1, ancak gruplar arasinda anlamli bir fark

olmadig1 saptanmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Zorunlu yiizme testinde hareketsiz gegen siire ve latans degerleri. * p<0,05, *** p<0,001 K
grubuna gore fark; ### p<0,001 S25 grubuna gore fark; +++ p<0,001 S100 grubuna goére fark.

4.2.4. Siikroz Tercih Testi
Siikroz tercihleri a¢isindan K (0,82+0,022), S25 (0,7540,04) ve S100 (0,77+0,03) gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. S260 grubunun siikroz tercih yiizdesinin

(0,50+0,46) diger tiim gruplara gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.3).

1.0 -
32
f, 0.6-
@
S 04-
=
Hes |
w
0.2
0.0 T r
K S25 S100 S260

Sekil 4.3. Deney gruplarinin siikroz tercih yiizdesi. *** p<0,001 K grubuna gore fark; ## p<0,01 S25
grubuna gore fark; +++ p<0,001 S100 grubuna gore fark.
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4.3. Elektrofizyolojik Bulgular
4.3.1. Uzun Donemli Giiclenme

fEPSP Egimi Degisim Yiizdeleri

A B
250
300 « - _
E *
£ 200-
$100 £ 150- *k -
$260 %
¥ 100
]
E
3 50-
o
0 T T T T T T T 0 T T
YFU 10 20 30 40 50 60 K s25 $100  S260

Sekil 4.4. Tim gruplarin zamana bagh olarak fEPSP egim degisim yiizdeleri (A) ve fEPSP egim yiizde
degisim ortalama degerleri (B). * p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark; # p<0,05, ## p<0,01 S25 grubuna
gore fark.

S25 (173,73+10,80), S100 (111,16+13,60) ve S260 (107,20+6,46) gruplarinin fEPSP
degisim ylizdelerinin K grubuna (212,86+8,95) gore anlamli derecede diisiik oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.4 B). Silfit gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, S100 ve
S260 gruplarinin degisim yiizdelerinin S25 grubu degerine gore anlamli derecede diisiik

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4 B).

Popiilasyon Spike Genligi Degisim Yiizdeleri

A B
250
250
s
= & o004 —C
S 200 & 2004
5 3 T # ”
S 150- 5 1507 e *x
2 RGO Tt <
S 100 . ¢ 100
E o a
O 504 LE’ 50
o £
(=]
0 T T T T T T T 0 T T
YFU 10 20 30 40 50 60 K $25 $100 $260

Sekil 4.5. Tiim gruplarin zamana bagli olarak PS genligi yiizde degisim yiizdeleri (A) ve PS genlik yiizde
degisim ortalamalar1 (B). ** p<0,01 K grubuna gore fark; # p<0,05, ## p<0,01 S25 grubuna gore fark.
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PS genligi yiizdeleri degisimlerine bakildiginda, S100 (115,91£10,59) ve S260
(109,78+6,75) gruplarinin genlik artig ylizdesi ortalamasinin K grubuna (200,26+13,49)
gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5 B). Bununla birlikte, S25
grubu (174,78+13,20) ile K grubu arasinda anlaml1 bir fark gézlenmezken, S100 (p<0,05)
ve S260 (p<0,01) gruplarinin genlik artig ylizdesinin S25 grubuna goére de anlamli
derecede diisiik oldugu saptanmstir (Sekil 4.5 B).

4.3.2. Uzun Donemli Baskilanma

fEPSP Egimi Degisim Yiizdeleri

A B
150+ 100
o K 2
= o s25 s 809 —T— T o
E o S100 = ”
S 100-RuD £ g0 *k
E © S260 & ok
°\e ¢ . o
o % 401
2 50 £
©
] s 20
(o]
0 T T T T T T T 0 T T
DFU 10 20 30 40 50 60 K S25 5100 5260

Sekil 4.6. Deney gruplarinin zamana bagli olarak fEPSP egim degisim yiizdeleri (A) ve fEPSP egim yiizde
degisim ortalama degerleri (B). ** p<0,01 K grubuna gore fark; ## p<0,01 S25 grubuna gore fark.

UDB fEPSP egim yiizde degisim ortalamalar1 analiz edildiginde S100 (48,74+3,21) ve
S260 (41,49+3,65) gruplarmin verilerinin hem K (78,79+3,77) hem de S25(75,19+4,96)

gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugunu saptanmustir (Sekil 4.6 B).
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Sekil 4.7. Deney gruplarinin zamana bagl olarak PS genligi degisim yiizdeleri (A) ve PS genligi yiizde
degisim ortalama degerleri (B). * p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark; # p<0,05 S25 grubuna gore fark.

S100 (54,56+3,39) ve S260 (54,43+8,53) gruplarinin PS genlik yiizde degisim ortalama
degerlerinin hem K (81,98+3,68) hem de S 25 (74,20£5,76) grubuna gore anlaml
derecede diisiik bulunmustur (Sekil 4.7. B).

4.4. Biyokimyasal Bulgular

4.4.1. Plazma-S-Siilfonat Diizeyi

K (30,79+£7,89 umol siilfit/ml) grubu ile S25 (43,744+2,11 pmol siilfit/ml) grubunun
plazma-S-Siilfonat diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.8).
S100 (61,84+2,95 umol siilfit/ml) ve S260 (141,84+12,88 pmol siilfit/ml) gruplarinin
plazma-S-Siilfonat seviyelerinin hem K hem de S25 grubuna gore anlamli derecede
yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.8). Buna ilaveten S260 grubunun plazma-S-Siilfonat
diizeyinin S100 grubuna gore de anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Deney gruplarinin plazma-S-Siilfonat diizeyleri. * p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark; #
p<0,05, ## p<0,01 S25 grubuna gore fark; ++ p<0,01 S100 grubuna gore fark.

4.4.2. Nitrit/Nitrat Diizeyi

Sekil 4.9.°da goriildigii gibi K (30,33+£3,11 uM/g protein), S25 (29,14+3,29 uM/g
protein) ve S100 (26,84+3,50 uM/g protein) gruplarinin nitrit/nitrat diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Yalmzca S260 (17,23+£0,55 uM/g
protein) grubunun nitrit/nitrat diizeyinin K ve S25 gruplarina gére anlamli derecede diisiik

oldugu saptanmistir (p<<0,01) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Deney gruplarmimn Nitrit/Nitrat diizeyi. ** p<0,01 K grubuna gore fark; ## p<0,01 S25 grubuna
gore fark.

4.4.3. nNOS ve iNOS Ekspresyon Diizeyi
K, S25, S100 ve S260 gruplarinin hipokampus dokularina ait nNOS ve iNOS ekspresyon
diizeyi bantlar1 Sekil 4.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Deney gruplariin hipokampus dokularina ait nNOS ve iNOS ekspresyon diizeyi bantlar.

Elde edilen veriler incelendiginde S100 (1,11+0,04) ve S260 (1,03+0,02) gruplarinin
nNOS ekspresyon diizeyi hem K (1,30+0,01) hem de S25 (1,30+0,01) grubuna gore
anlamli derecede diisiiktiir (Sekil 4.11 A). Hipokampus dokusundaki iNOS ekspresyonlari
karsilagtirildiginda ise S100 (3,23+0,02) ve S260 (2,68+0,02) gruplarinin iNOS
diizeylerinin de hem K (3,54+0,02) hem de S25 (3,51£0,06) grubuna gore anlamli
derecede azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.11 B). Buna ilaveten, S260 grubunun
iNOSekspresyonun S100 grbuna gore de diisiik oldugu saptanmistir (p<0,001). Hem
INOS hem de nNOS ekspresyonlart agisindan K ile S25 gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gériilmemistir.
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Sekil 4.11. Deney gruplarim hipokampus dokularina ait nNOS ekspresyon diizeyleri (A) ve hipokampus
dokularina ait iINOS ekspresyon diizeyleri (B). *** p<0,001 K grubuna gore fark; ### p<0,001 S25 grubuna
gore fark; +++ p<0,001 S100 grubuna gore fark.
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5. TARTISMA

Siilfit ajanlari, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri nedeniyle Avrupa Birligi tarafindan
gida katki maddesi olarak kabul edilmekte ve kullanimu ile ilgili kriterler Avrupa
Parlamentosu ve Konseyi'nin gida katki maddelerine iliskin 1333/2008 sayil1 yonetmeligi
ile diizenlenmektedir (Vandevijvere ve ark., 2010; Aguilar ve ark., 2016). Antik ¢aglardan
itibaren gidalarin islenmesi amaciyla kullanilan siilfit, hazir gida tiiketiminin oldukca
yaygin oldugu giiniimiizde, gidalarin raf omiirlerini 6énemli 6l¢lide uzatmasi nedeniyle
yiiksek miktarda kullanilmakta ve kullanimi giin gectikce artmaktadir (Abdelghany, 2015;
Van Loco ve ark., 2015). Sodyum metabisiilfit, antioksidan 6zelligi nedeniyle hem ilag
hem de gida endiistrisinde katki maddesi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
(Noorafshan ve ark., 2014). Tiiketilen besinlerin igerikleriyle ilgili raporlar yayinlayan
Mintel’in Global Yeni Uriin Veritabani'na gore 2018 ile 2022 yillar1 arasinda listelenen
stlfit igerikli 3303 gidanin 2227’1 sodyum metabisiilfit igermektedir (Younes ve ark.,
2022). Bu nedenle, bu ¢alismada siilfit ajan1 olarak sodyum metabisiilfit kullanilmistir.
Sodyum metabistilfit kimyasal olarak %67 oranda SO igermektedir (Feiner, 2006).
Gilinlimiizde, siilfit alimia bagl toksik etkilerin tanimlanmasi, maruziyet diizeyinin
belirlenmesi ve s6z konusu etkilerin altinda yatan mekanizmalarin agikliga
kavusturulmasi amaciyla bircok bilimsel ¢alisma yapilmaktadir (Til ve ark., 1972b;
Aguilar ve ark., 2016). Bu galismalardan elde edilen verilerle, Avrupa Birligi Gida
Giivenligi Idaresi tarafindan yayinlanmis rapora gére, siilfit igin giinliik ADI, 100 katlik
bir giivenlik faktorii ile 0.7 mg SO esdegeri/kg viicut agirhigr olarak belirlenmistir
(Aguilar ve ark., 2016). Ancak, 2022 yilinda hazirlanan yeni bir raporda, MOE seklinde
yeni bir tanimlama yapilmis, norotoksik etkiler dikkate alinarak onceki miktar revize
edilmis, gilinliik siilfit tiiketimi i¢in 38 mg SO esdegeri/kg viicut agirlig1 seklinde BMDL
degeri belirlenmistir (Younes ve ark., 2022). Tiirler ve bireyler arasi farkliliklar, kronik-
subkronik maruziyetteki farkliliklar g6z 6niinde bulundurularak bu degere 80 katlik bir
giivenlik faktorii uygulanmistir (Younes ve ark., 2022). Belgika’da yasayan insanlarin
giinliik siilfit tiiketiminin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir calismada, giinliik
alim miktarinin 0.34 mg/kg diizeyinde oldugu rapor edilmistir (Vandevijvere ve ark.,

2010). Bununla birlikte, literatiir ¢alismalarinin bir kismu siilfit tiikketiminin belirlenen
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BMDL diizeyini astigina isaret etmektedir (Leclercq ve ark., 2000; Younes ve ark., 2022).
S6z gelimi, Italya’da yasayan bireylerin siklikla tiikettigi 211 gida rneginde siilfit miktar
hesaplanmis ve soru-cevap yoluyla niifusun bu iirlinleri tiiketim miktar1 belirlenerek
ortalama bir yetiskinin giinliik siilfit aliminin 0.83 mg/kg oldugu bildirilmistir (Leclercq
ve ark., 2000). Ayrica, bu ¢alismada, insanlar tarafindan tiiketilen tiim besinlerin igerdigi
stlfit miktarinin dikkate alinmamis olmasi nedeniyle, siilfit aliminin bu degerden daha
ylksek olabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiir taramalar1 sonucu, lilkemizde giinliik siilfit
aliminin belirlenmesi amaciyla yapilan bir arastirmaya rastlanamamastir. Ancak, tilkemiz
kuru kayisi, kuru incir, kuru liziim ve son yollarda kuru domates gibi yiiksek diizeyde
stilfit iceren kuru meyvelerin tiretiminde diinyada 6nemli bir paya sahiptir (Arisoy ve ark.,
2014; Aguilar ve ark., 2016; Tatar ve Piring, 2017). Bu durum, diger tilkelere kiyasla bu
tiriinlerin tilkemizde tiiketim miktarinin daha yiiksek olabilecegine ve iilkemizde siilfitin
toksik etkilerine ayrica dikkat edilmesi gerektigine isaret etmektedir. Zira, Belgika ve
Italya’da, binlerce kisi iizerinde gergeklestirilmis arastirmalarda, siilfit alimimin en énemli
kaynaklar1 arasinda kuru meyvelerin yer aldiginin alt1 ¢izilmistir (Leclercq ve ark., 2000;
Vandevijvere ve ark., 2010; Aguilar ve ark., 2016). Genel olarak, Tirkiye’de oldugu gibi,
bircok iilkede insanlarin giinliik silfit tiketimin BMDL diizeyini asip asmadigi
bilinmemekte ve siilfit alim diizeyi denetlenmemektedir (Vandevijvere ve ark., 2010;
FSAN, 2011; Aguilar ve ark., 2016). Diger taraftan, yiiksek miktarda siilfit alimina bagl
olarak, gastrointestinal, kardiyovaskiiler, hepatik, renal, sinir ve solunum sistemlerinde
rahatsizliklarin ortaya ¢iktig1 goriillmektedir (Bai ve ark., 2013; Ercan ve ark., 2013; Derin
ve ark., 2015; Xing ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2015). Oztiirk ve ark. (Ozturk ve ark.,
2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, siganlara 260 mg/kg sodyum metabisiilfit verilmis
ve bu dozun uygulandigi si¢anlarin genel saglik ve viicut yapilarinda anormal farkliliklar
goriilmemistir. Bu nedenle, bu calismada, azami maruziyet dozu olarak 260 mg/kg
secilmistir. Etkilerin doza bagl olarak gerceklesip gergeklesmediginin ve bir pencere
etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in 25 ve 100 mg/kg sodyum metabisiilfit dozlari

uygulanmistir.

Siilfitin doku bilesenleri ile enzimatik olmayan yollarla etkilesimi sonucu, plazma
proteinlerinde ve sistein amino asitinde bulunan reaktif disiilfit baglar1 in vivo olarak

pargalanir ve fizyolojik pH'de oldukga kararli olan plazma S-Siilfonat olusur (Gunnison
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ve Palmes, 1978). Plazma S-Siilfonat siganlarda 4 giinliik bir yar1 émre sahiptir (Gunnison
ve Palmes, 1978). Plazma S-Siilfonatlarin olusumunun siilfit konsantrasyonuna bagl
olarak degistigi hem in vivo hem de in vitro deneylerle gosterilmistir (Gunnison ve
Palmes, 1978). Gunnison ve Palmes (Gunnison ve Palmes, 1974) 120 saat boyunca 0.3,
1.0, 3.0, 4.2 ve 6.0 ppm atmosferik SO> konsantrasyonlarina maruz kalan insanlarda
plazma S-Siilfonat seviyelerinin, her 1 ppm SO artist igin 1.1£0.16 nmol/ml diizeyinde
arttigin1 bildirmislerdir. Danisman ve ark. (Danigsman ve ark., 2022) 100 ve 260 mg/kg
dozunda siilfit uygulanmis si¢anlarin plazma S-Siilfonat diizeylerinin uygulanan doza
bagl olarak arttigini ortaya koymuslardir. Literatiir ¢alismalarinda elde edilen bulgulari
destekler sekilde, calismamizda, plazma S-Siilfonat diizeyleri uygulanan siilfit dozuna
bagli olarak artmistir. Bu durum, sicanlarin belirlenen dozlardaki siilfite maruz

birakilabildiklerini gostermektedir.

Acik alan testi, kesif egilimi ve anksiyete diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir
(Conn, 2017). Anksiyete, insan hayatinin bircok asamasinda yaygin olarak gériilen negatif
bir duygu-durum hali olarak kabul edilmekte ve stresli yasam deneyimlerinden sonra
ortaya ¢ikan karmagik bir psikolojik siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Leuner ve Shors,
2013). Benzer duygusal profillere sahip olmalari nedeniyle anksiyete ile depresyon
arasinda gii¢lii bir iligki bulunmaktadir (Brady ve Kendall, 1992). Anksiyete bozuklugu
tastyan bireylerin %39’unun depresyon kriterlerini tasidigi gosterilmistir (Hunt ve ark.,
2002). Benzer sekilde, komorbid depresyon tanisi konulmus bireylerin %90’ min
anksiyetik oldugu belirlenmistir (Gorman, 1996). Bu durum, anksiyete testlerinin
depresyon diizeyinin belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermektedir. Brothevitskaya
ve ark. (Broshevitskaya ve ark., 2021), lipopolisakkarit enjekte edilerek depresyon
olusturulan disi ve erkek sicanlarda, acik alan testinde i¢ kadranlara giris sayisinin
azaldigin1 ve bu durumun anksiyete gostergesi oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska
calismada, hafif ongoriilemeyen kronik strese maruz birakilan hayvanlarin depresyon
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla birgok davranis testi kullanilmistir (Hu ve ark., 2017).
Bu calismada belirleyiciligi en yliksek olan iki testten birinin agik alan testi oldugu
belirlenmistir (Hu ve ark., 2017). Calismamizda siilfit gruplarinin 6zellikle 100 mg/kg
dozundan sonra i¢ kadranda gegirdikleri siirede ve i¢/dis kadranda gegirilen siire oraninda

azalma; dis kadranda gegcirilen siirede artis goriilmiis ve bu degisimlerin yaklasik olarak
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doz bagiml bir sekilde gerceklestigi belirlenmistir. K grubu ile S25 grubu arasinda ise
dikkate deger bir fark olmadig1 25 mg/kg dozunun etki ortaya koymadigi anlasilmistir.
S100 ve S260 gruplari, cogunlukla agik alan testi diizeneginin duvarlarina daha yakin olan
giivenli yerlerde bulunmayi tercih ederek anksiyetik bir davranis sergilemislerdir.
Bununla birlikte, S100 ve S260 gruplarinin genel olarak dis kadranda kaldiklar1 ve kesif
egilimlerinde diisiis oldugu goriilmiistiir. Nitekim, kesif egilimindeki diisiisiin, anksiyetik
duygu-durumda artis ile ilgili oldugu rapor edilmistir (Heinz ve ark., 2021). Bu bulguyu
destekler sekilde, S100 ve S260 gruplarinin agik alan testi boyunca daha fazla sayida diski

yaptiklari ve anksiyetik duygu-durum tasidiklar1 anlagilmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent testi, si¢anlarin agik alanlar1 kesfetmeye yonelik dogal
egilimlerini belirleyen klasik bir anksiyete benzeri davranis testidir (Pellow ve ark., 1985).
Iniguez ve ark. (Iniguez ve ark., 2014), sosyal yenilgi stresine maruz kalan farelerin kapali
kollarda gegirdikleri siirenin kontrol grubuna gore daha uzun, agik kolda gegirdikleri
zamanin ise daha kisa oldugunu tespit etmislerdir. Yiikseltilmis art1 labirent testinin
kullanildig: bir baska calismada, anksiyete ve depresyon tetiklenen siganlarin agik kollara
giris indekslerinin kontrole gore daha diisiik oldugu belirlenmistir (Zhang ve ark., 2017).
Ayni ¢alismada, depresyon modeli uygulanan siganlarin agik kolda gecirdikleri siirede
azalma ve antidepresan olan amitriptilin kullanildig1 taktirde siganlarin agik kola giris
indekslerinde diizelme oldugu saptanmustir (Zhang ve ark., 2017). Bulgularimiz, agik alan
testinde de goriildiigii gibi 100 mg/kg ve 260 mg/kg dozunda siilfit verilen gruplarin agik
kollarda gecirdikleri siirede azalma; kapali kolda gecirilen siirede ise artis oldugunu
gostermektedir. Ancak bu etki 25 mg/kg dozunda gorilmemektedir. Siilfit verilen
sicanlarin agik kola giris sayisinda da bir azalma oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bulgular, siilfit verilen gruplarin genel olarak kapali kolda bulunmayi tercih etmeleri

anksiyetik davranis gosterdiklerini ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda, bazi arastirmacilar tarafindan, depresyon diizeyinden ziyade stresle bas
edebilme kabiliyetinin olgtildiigti ve anti depresif etkilerin belirlenmesinde zayif oldugu
ileri siiriilse de zorunlu yilizme testi, 6grenilmis caresizlik temelli depresif davraniglarin
incelenmesi i¢in siklikla bagvurulan testler arasinda yer almaktadir (Yankelevitch-Yahav

ve ark., 2015; Commons ve ark., 2017; Kraeuter ve ark., 2019; Trunnell ve Carvalho,
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2021). Walker ve ark. (Walker ve ark., 2019) 16sinin antidepresif etkisini, zorunlu ylizme
testinde hareketsiz gecen siirenin azaldigin1 gostererek dogrulamiglardir. Benzer sekilde,
bir bagka ¢alismada, kolesterol diisiiriicii bir sitokin olan atorvastatinin antidepresif etkiler
olusturdugu, zorunlu yiizme testinde hareketsizlik siiresini diistirmesiyle kanitlamislardir
(Taniguti ve ark., 2019). Bu nedenle, ¢alismamizda farkli dozlarda uygulanan siilfitin
depresyona yol agip agmadiginin belirlenmesi amaciyla siganlar zorunlu yilizme testine
tabi tutulmus, siilfit maruziyetinin si¢anlarda hareketsiz gegen siireyi arttirdigi ve bu
etkinin doz bagimli olarak gergeklestigi saptanmistir. Ote yandan, zorunlu yiizme testinde
depresyon diizeyinin belirlenmesinde kullanilan bir diger parametre latansdir. Sosyal
yenilgi stresi modeli ile depresyon tetiklenen farelere zorunlu ylizme testi yapilmis ve
farelerin hareketsiz kaldiklar1 zamana kadar gegen siire belirlenmistir (Ifiiguez ve ark.,
2014). Depresyon olusturulan gruplarda bu siirenin kontrol grubuna goére diisiikk oldugu
goriilmiistiir (Ifiguez ve ark., 2014). Calismamizda stilfit uygulanan gruplarda siganlarin
latans siirelerinin doz bagimli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Boylelikle, siilfit

maruziyetinin depresyonu tetikledigi, zorunlu yiizme testi bulgulariyla da teyit edilmistir.

Siikroz tercih testi, deneklerin tatl tiiketim miktarinin genel hosnutluk egilimiyle orantili
oldugu varsayimina dayali bir testtir (Hoffman, 2015). Bu test, depresyonun temel
semptomlarindan biri olarak kabul edilen ve ddiile duyulan ilgide azalma veya eglenceli
aktivitelerden zevk alamama durumu olarak kabul edilen anhedoni skorlarinin
degerlendirilmesiyle gerceklestirilir (Eltokhi ve ark., 2021). Antidepresan tedavi
uygulanan depresif farelerde, hem siikroz tercih yiizdelerinin arttig1 hem de hipokampusta
norepinefrin ve serotonin salimiminin arttigi saptanmistir (Liu ve ark., 2018). Benzer
sekilde, Tang ve ark. (Tang ve ark., 2021) kronik kisitlama stresi modeli ile depresyon
olusturduklar farelere, antidepresif etkileri olan bir madde uyguladiklarinda, siikroz tercih
ylizdesinin arttigini tespit etmislerdir. Caligmamizda, 25 ve 100 mg/kg dozunda siilfit
uygulanan gruplariin siikroz tercih yilizdelerinin K grubuna kiyasla 6nemli miktarda
azalmadig1 ancak 260 mg/kg dozu uygulandiginda siikroz tercih yiizdesinin anlamli
derecede diistligiinii belirlenmistir. Siikroz tercih testi ile belirlenen anhedoni duygu-
durumunun depresyonun son asamalarindan biri oldugu ve tedavisinin olduk¢a zor oldugu

rapor edilmistir (Craske ve ark., 2016). Bu bulguya paralel olarak, ¢alismamizda, siilfitin
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depresyon tetikleyici etkisini zorunlu yiizme testinde diisiik dozlarda goriiliirken ayni etki

stikroz tercih testinde 260 mg/kg gibi yiiksek dozlarda tespit edilmistir.

Hipokampus, MSS’de depresyon fizyopatolojisinde rol oynayan temel subkortikal limbik
bolgeler arasinda yer almaktadir (Pandya ve ark., 2012). Amigdala ve prefrontal korteks
ile karsilikli baglantilara sahip olmasi nedeniyle stres ve kaygiyla ilgili davranislarin
kontroliinde kilit oneme sahiptir (Leuner ve Shors., 2013). Hipokampal afferentler,
prefrontal korteksin yani sira niikleus akiimbenslerin ve ventral tegmental alanin kritik
diizenleyicileridir. Hipokampustan ventral tegmental alana dolayli olarak gergeklesen
uyarici projeksiyonun, yenilik igeren bir durum ile karsilasildiginda ventral tegmental alan
hiicrelerinin ateslenmesinin koordine edilmesinde kritik rol oynadig: ileri siirtilmektedir
(Lisman ve Grace, 2005). Ayrica, bu projeksiyonun bozulmasi sonucu, dopaminerjik
yolakta bozulmalar gerceklesebilir ve anhedoniye katkida bulunabilir (Warner-Schmidt
ve Duman, 2006). Bununla birlikte, CAl plastisitesinin depresyon fizyopatolojisi ile
iligkili olan dopamin yolaklarinda rol oynamasi, anksiyete ve depresyon ile iliskili
fonksiyonlarda etkili olabilecegine isaret etmektedir (Yang ve ark., 2005; Kim ve ark.,
2011; Rosen ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2019). Ote yandan, hipokampus, hipotalamusa
olan projeksiyonlar1 araciligiyla HPA stres hormonu eksenini negatif yonden modiile
ettiginden stres yanitinin énemli bir bilesenidir (Nestler ve ark., 2002; McEwen, 2007).
Gilinlimiizde, stres ile depresyon arasinda giicli ve nedensel iliskilerin oldugu
belirlenmistir (Hammen, 2005). Ekibimiz tarafindan yapilan ¢aligmada siilfit
maruziyetinin hipokampal dokularda lipid peroksidasyonuna neden oldugu, oksidatif
stresi indiikledigi ve hiicre 6liimiine yol ac¢tig1 belirlenmistir (Basaranlar ve ark., 2019).
Siirekli olarak ve yiiksek dozda glukokortikoid salgilanmasinin hipokampusta morfolojik
noroplastisitede hasar ve piramidal hiicrelerde o6liimle sonug¢landigi belirlenmistir
(Sapolsky ve ark., 1985; Sapolsky, 2000). Ayrica, Stockmeier ve ark. (Stockmeier ve ark.,
2004) glukokortikoid salinimi ve agir stres halinin, hipokampusta primidal hiicrelerin
apikal dentritlerinde ¢ekilme ve atrofiye neden oldugunu rapor etmislerdir. Hipokampusta
bol miktarda glukokortikoid reseptdrlerinin olmasi, hipokampusu stres hormonu i¢in bir

hedef haline getirmektedir (Ulrich-Lai ve Herman, 2009).
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MDB hastalarinin post-mortem dokularinda yapilan calismalarda, hipokampuslarda
belirgin hiicre kayb1 olmaksizin, néron ve noropillerin boyutlarinda kiigilmeler oldugu,
bu durumun hipokampal atrofiye yol a¢tigi goriilmustiir (Stockmeier ve ark., 2004).
Yapisal goriintillemelere bakildiginda da, 6zellikle agir MDB hastalarinin hipokampus
hacimlerinde normal bireylere kiyasla diisiis oldugu belirlenmistir (MacQueen ve ark.,
2003). MDB hastalarinda siklikla rastlanilan bulgular arasinda olan hipokampus
hacminde kii¢iilmenin, tedavi sonrasi normallesmesi, hipokampusun depresyon
patolojisinde dikkat ¢ekici bir rolii olduguna isaret etmektedir (Schweitzer ve ark., 2001;
MacQueen ve ark., 2008). Ayrica, hipokampus hacminde goriilen azalmanin, MDB
rahatsizligina bagl olarak mi1 ortaya ¢iktig1 yoksa bu azalmanin m1 MDB’yi tetikledigi
tam olarak belirlenememis olsa da, insan beyninde ndroplastisitenin siklikla goriildiigii ve
caligildigi bolgelerden birinin hipokampus olmasi, MDB fizyopatolojisi ile hipokampal

noroplastisite arasindaki iligkiyi incelemeye deger kilmaktadir (Purves ve ark., 2001).

MDB’de oldukga sik bir sekilde goriilen stres diizensizliginin hipokampal fonksiyonlarin
bozulmasiyla ortaya ¢iktigi rapor edilmistir (Pittenger ve Duman, 2008). Stres,
ndroplastisite mekanizmalar tizerindeki etkileri vasitasiyla depresyon gelisimine katkida
bulunabilmektedir (Pittenger ve Duman, 2008). Literatiir ¢alismalari, agir gecen stres
déneminin hipokampusta UDG’yi bozabildigini ortaya koymaktadir (Foy ve ark., 1987,
Shors ve ark., 1989; Kim ve Diamond, 2002). Stres durumunda, UDG’nin bozulmasinin
postsinaptik néron membraninda NMDA blokaj1 sonucu ortaya ¢iktig1 one siiriilmektedir
(Kim ve Foy, 1996). NMDA reseptorlerinin sayilarinin ve iletkenliklerinin artmasi,
UDG’nin tetiklenmesi sirasinda kritik onem arz eden asamalar arasinda yer almaktadir
(Luscher ve Malenka, 2012). Strese kars1 endokrin bir tepki olan ve stres etkilerinin taklit
edilebilmesi i¢in kullanilan glukokortikoid diizeyinin artmasiyla UDG genliklerinde
azalma oldugu gorilmistir (De Kloet, 2004). Hipokampus gibi yapilarda bulunan
noronlar arasindaki sinaptik gilicte belirleyici role sahip olan UDG’nin hiicresel ve
molekiiler mekanizmalarinin, dekleratif belek olusumunda rol oynadigi bildirilmistir
(Koob, 2010). Dikkat gekici bir sekilde, MDB hastalarinda hipokampus ve medial
temporal lobun islevine bagli biligsel kapasite olan dekleratif bellek eksiklikleri
saptanmistir (Zakzanis ve ark., 1998). Depresyon tanisi konulmus bireylerde goriilen

temel semptomlar arasinda, hafiza bozukluklar1 goriilmektedir (Campbell ve MacQueen,
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2004). Bu durum, hipokampal fonksiyonlarda bozulmalarin depresyona eslik ettigini
gostermektedir. Hipokampal UDB’nin anksiyetede diizenleyici roli oldugu one
strilmistiir (Martinowich ve ark., 2012). Stres, hipokampusta spin kaybi1 gibi sinaptik
degisimlere neden olmakta ve yetiskinlerde UDB’yi giiglendirmektedir (Xu ve ark., 1997;
Donohue ve ark., 2006). Stres halinin ortadan kalktigi durumlarda ise tekrar spin olusumu
gozlenmektedir (Conrad ve ark., 1999). Bu nedenle, hem UDG hem de UDB depresyon
fizyopatolojisinde etkili mekanizmalar arasinda yer almaktadir (Bliss ve Cooke, 2011; Liu
ve ark., 2017).

Hipokampal fonksiyonlarda ve ndronal plastisitede kritik rol oynamasi nedeniyle,
calismamizda UDG ve UDB kayitlar1 alinmistir. Literatlir ¢alismalarinda, sinaptik
plastisite elektrofizyolojik kayitlarinin siklikla alindigi yerlerden biri CA1 bolgesinin
stratum radiatum tabakasi oldugundan g¢alismamizda CA1’in bu katmani segilmistir
(Maines, 1996; Tao-Cheng, 2014). Calismamizda, davranis deneylerinde elde edilen
bulgulara paralel bir sekilde, S100 ve S260 gruplarindan elde edilen UDG kayitlarinin
hem fEPSP egimlerinde hem de PS genliklerinde 6nemli diisiis goriilmiistiir. Ayrica, S100
ve S260 gruplarinda goriildiigii kadar yiiksek olmasa da S25 grubunun fEPSP egimleri ve
PS genliklerinde diisiis belirlenmistir. Siilfit verilen gruplarin UDG mekanizmasinda doz
bagimli olmayan bir azalma oldugu ve bu azalmanin genel olarak 100 mg/kg dozundan
sonra gorildigi, 100 ile 260 mg/kg dozlart arasinda Onemli bir fark olmadigi
belirlenmistir. Danigman ve ark. (Danigsman ve ark., 2022) tarafindan yapilan calismada
100 ve 260 mg/kg dozunda siilfit uygulanmis ve silfit kaynakli 6grenme ve hafiza
bozulmalar1 rapor edilmistir. Ayni caligmada, siilfit maruziyetinin fEPSP ve PS
degerlerinde diislis neden oldugu yani UDG’yi bozdugu belirlenmistir (Danisman ve ark.,
2022). Bu bulgu bizim sonug¢larimizi destekler niteliktedir. UDB kayitlarina bakildiginda,
100 ve 260 mg/kg siilfit dozlarinin uygulandig siganlarda hem PS genliginde hem de
fEPSP egiminde diisiis oldugu, 25 mg/kg dozunda anlamli bir diisiisiin olmadigi, ytliksek
doz siilfit maruziyetinin UDB’y1 kolaylastirdig: tespit edilmistir. Sonug olarak, siilfit
gruplarindan elde edilen UDG ve UDB kayitlari, siilfit maruziyetinin depresyona yol

acabilecegini ortaya koymaktadir.
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NO’nun depresyon fizyopatolojisinde rol aldigi ve norepinefrin, serotonin, dopamin,
glutamat gibi depresyonda etkili olan norotransmiterlerin NO tarafindan modiile edildigi
bilinmektedir (Dhir ve Kulkarni, 2011). Literatiir ¢alismalarmin 6énemli bir béliimii, NO
seviyesindeki artisin depresyonu arttirici etkisinin oldugunu ileri siirmektedir (Finkel ve
ark., 1996; Yildiz ve ark., 2000; Joca ve Guimaraes., 2006; Lee ve Lee, 2006; Ikenouchi-
Sugita ve ark., 2009; Umathe ve ark., 2009). Ornegin, hem serotonin gerialim inhibitérii
hem de NOS inhibitorii olan paroteksinin, insanlar lizerindeki rahatlatic1 etkisini NO
tiretimini baskilayarak gergeklestirdigi rapor edilmistir (Finkel ve ark., 1996; Umathe ve
ark., 2009). L-NAME veya 7-nitroindazol gibi bircok NOS inhibitorlerinin, siganlar
tizerinde yapilan zorunlu yiizme testlerinde hareketsizligi azaltarak yiizme aktivitesinde
artisa neden oldugu, antidepresan benzeri etkiler olusturdugu anlasilmistir (Y1ldiz ve ark.,
2000; Joca ve Guimaraes, 2006). Depresyon durumunda NO metabolitlerinde artig
oldugu, antidepresan kullanimi sonucu ise bu metabolitlerin azaldigi bildirilmistir
(Ikenouchi-Sugita ve ark., 2009). Ayrica, intihara meyilli kisilerde plazmada NO
metabolitleri diizeyinin normal bireylere kiyasla yiiksek oldugu goriilmiistiir (Lee ve Lee,
2006). Diger taraftan, literatiir ¢alismalarinin bir kisminda ise, depresyonda NO
tiretiminde diisiis oldugu ileri siiriilmiistiir. Ornegin, Chrapko ve ark. (Chrapko ve ark.,
2004) MDB hastalarinda plazma nitrit/nitrat ve eNOS diizeyinin saglikli bireylere gore
diisiik oldugunu belirlemislerdir (Chrapko ve ark., 2004). MDB hastalarinda saptanan
plazma nitrit/nitrat seviyelerinde ki diistisiin, NO sentezi i¢in gerekli bir kofaktor olan
BH4 diizeyinin azalmasindan kaynaklaniyor olabilecegi ifade edilmistir (Jaffrey ve
Snyder, 1995). Benzer sekilde, Hashimoto ve ark. (Hashimoto ve ark., 1990) depresif
bireylerin BH4 miktarinin saglikli bireylere gore oldukea diisiik oldugunu bildirmiglerdir.
Caligmamizda, siilfit maruziyetine bagli olarak plazma nitrit/nitrat diizeylerinde diisiis
goriilmiistiir. En yiiksek diislis miktarmin 260 mg/kg dozda siilfite maruz kalan grupta
olmasi, siilfit maruziyetinin plazma nitrit/nitrat metabolitlerini diisiirdiigiinii ancak bu
etkinin en ¢ok yiiksek dozda goriildiigiinii gostermektedir. Siilfit maruziyetine bagli olarak
NO miktarinda ki disiisiin ve NO iligkili mekanizmalarin depresyon fizyopatolojisinde

rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

NO sentezinde gorev alan NOS izoformlarinin iigiiniin de beyinde hiicresel sinyal

yolaklarin1 etkileyebilecegi rapor edilmistir (Garthwaite, 2008). Ancak, NMDA
55



reseptorlerine yakin konumda olan nNOS, NO sentezi i¢in ana kaynak olarak gorev
almaktadir (Garthwaite, 2008). Ayrica, nNOS miktarinin, duygusal bilis i¢in 6nemli beyin
bolgelerinden biri olan limbik sistemde oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir (Bredt ve
ark., 1991). Buna ilaveten, nNOS’un beyinde hipokampus, hipotalamus, dorsal rafe
niikleusu ve lokus seruleus gibi stres ve depresyonla iligkili bolgelerde bulunmasi,
depresyonla iliskili olabilecegini isaret etmektedir (McLeod ve ark., 2001). Depresyon
fizyopatolojisini arastirmak i¢in yapilan ¢alismalarda, nNOS ekspresyonunda artis (Zhou
ve ark., 2018) veya azalig (Karolewicz ve ark., 2004) oldugu rapor edilmistir. Karolewicz
ve ark. (Karolewicz ve ark., 2004) depresyon tanisi konulmus bireylerin lokus seruleus
bolgelerinde normal bireylere gore nNOS immiinoreaktivitesinin %44 oranda daha diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Bir baska calismada, depresyon ve sizofreni hastalarinda
imminoreaktif paraventrikiiler nNOS ndronlarinin sayisinin saglikli kisilere gore diisiik
oldugu gosterilmistir (Bernstein ve ark., 1998). Buna ek olarak, depresyon tanisi almig
bireylerin beyin omurilik sivilarinda nNOS diizeyinin normal bireylere gore daha diisiik
oldugu saptanmustir (Gao ve ark., 2013). Calismamizda 100 ve 260 mg/kg siilfit dozunun
uygulandig1 sicanlarda nNOS ekspresyon diizeylerinin diisiik oldugu belirlenmistir.
Boylelikle, siilfit maruziyetinin nNOS ekspresyon diizeyini 100 mg/kg dozundan sonra
doz bagimli olarak azalttig1 goriilmustiir. Bilindigi lizere, yiiksek diizeyde glukokortikoid
sekresyonuna yol agan kortikotropin salgilatict hormonun (Corticotropin Releasing
Hormone = CRH) dolasim sisteminde yiliksek miktarda bulunmasi, anksiyete ve
depresyon gostergesi olarak kabul edilmektedir (Schulkin, 2011). Bu durum, depresyon
ve psikoz halinde asirt miktarda eksprese edilen CRH, arginin-vazopresin ve/veya
oksitosin saliniminda NO’nun diizenleyici rolii ile agiklanmaktadir (Bernstein ve ark.,
1998). Glukokortikoid diizeylerinin yiikselmesi, iNOS ekspresyonunda azalmaya ve
INOS indiiksiyonunda bozulmaya neden olmaktadir (Szabo ve ark., 1994; Szabo, 1998).
Bulgularimiz degerlendirildiginde, 25 mg/kg siilfit dozunda iNOS ekspresyon diizeyinde
bir farklilik olmadigi ancak, 100 mg/kg ve lizeri dozlarda doz bagimli bir sekilde diisiis
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, nNOS ekspresyonunda oldugu gibi, iNOS
ekspresyonunun da belli bir dozun iizerinde siilfit alimindan sonra diistiigiinii ve bu

durumun anksiyete-depresyon benzeri davraniglarin gelisiminde rol oynayabilecegini
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ortaya gostermistir. Hipokampusta nNOS ve iNOS diizeylerindeki diisiis dogal olarak NO

diizeylerinde de diisiise neden olmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, yliksek dozda siilfite maruz kalan siganlarin anksiyete-depresyon
benzeri davranis sergiledikleri goriilmiistiir.

Hipokampusta UDG’nin bozulmasi ve UDB’nin kolaylagmasinin tespiti ile de
stilfitin anksiyete-depresyonu tetikleyici etkisi olabilecegi dogrulanmis ve bu
etkide noronal plastisite degisiminin rolii gosterilmistir.

Sinaptik plastisitenin olusumunda 6nemli rol oynadigi bilinen NO’nun siilfit
maruziyeti sonucu hipokampusta azaldig tespit edilmistir.

Siilfit maruziyeti sonucunda NO diizeyindeki azalmanin, NO sentezinden sorumlu
iNOS ve nNOS diizeylerindeki diisiis ile iliskili olabilecegi ortaya konulmustur.
Bu calismayla, siilfit maruziyetine bagli olarak anksiyete-depresyon goriilme
sikliginda artis olabilecegi saptanmigstir. Siilfitin bu etkisinde NO’nun rolii ortaya
konulmus ancak hipokampusta diigiis saptanan INOS ve nNOS aktivitelerinin de
saptanmasi gerekmektedir.

Bunun yani sira sinaptik plastisitede rol oynayan dopamin, serotonin gibi
norotransmiterlerin stilfit toksisitesine bagl olarak nasil bir degisim gosterdigi, bu

degisimin anksiyete-depresyona egilime katkis1 arastirilmalidir.
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