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OZET
Aml, Y. Prenatal Bisfenol A ve/veya Di-2-Etil Hekzil Ftalat Maruziyetinin
Noroendokrin Bozucu Etkilerinin Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2018. Bisfenol A (BPA) ve di-2-etil hekzil ftalat (DEHP) ¢evrede olduk¢a yaygin olarak
bulunan ve endokrin bozucu 6zellikleri olduklari bilinen kimyasal maddelerdir. Son yillarda,
bu kimyasal maddelere temasi biligsel eksiklikler, yavas norogelisim, agresyon ve
depresyon insidansinda artis, hiperaktivite ve dikkat sorunlarini iliskilendiren ¢aligmalar
yapilmistir. Ozellikle anne karmindaki maruziyet ile ¢ocukluk dénemindeki maruziyetin
etkilerinin ¢ok daha 6nemli olabilecegi ve ciddi sonuglara yol agabilecegi iizerinde
durulmaktadir. Ayrica, gézlenen belirtiler ¢cogunlukla birden fazla mekanizmanin birlikte
etkilenmesiyle ortaya c¢ikabilir ve Ozellikle karisim halinde endokrin bozucu kimyasal
maddeler (EBK’ler)’e maruziyet sonucunda daha belirgin etkiler olusabilecegi
ongoriilebilir. Bu tez ¢alismasinda prenatal ve erken postnatal (laktasyon) donemde BPA
ve/veya DEHP’e maruziyetin (tekli maruziyet ve kontrol grubuna kiyasla) santral sinir
sistemi ve noroendokrin sistem iizerindeki toksik etkileri degerlendirilmistir. Sprague-
Dawley tiirii gebe si¢anlar kontrol, BPA (50 mg/kg/giin), DEHP (30 mg/kg/giin), BPA ve
DEHP (BPA;50 mg/kg/giin, DEHP; 30 mg/kg/giin) olmak {izere dort gruba ayrilmis; gebelik
ve laktasyon doneminde oral gavaj yolu ile dozlanmislardir. Dozlama yapilan gebelerin
dogan erkek yavrular1 randomize olarak se¢ilmis; eriskin doneme (12.hafta) ulastiklarinda
beyin dokusunda serebrum bolgesindeki norotransmitter sistemler tizerindeki etkileri ve
hipokampus  bolgesindeki  histopatolojik  degisiklikler ~ve  apoptoz  olusumu
degerlendirilmistir. Ayrica, bu istenmeyen etkilere neden olabilecek mekanizmalardan biri
olarak oksidatif stres olusumu degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular EBK’lere prenatal
ve neonatal donemde maruziyetin beyindeki ndrotransmitter sistemler tizerinde dengesizlige
yol acgtigim1 gostermektedir. Ayrica BPA ve/veya DEHP’e maruziyetin hipokampus
bolgesinde apoptoza ve histopatolojik degisimlere neden oldugu belirlenmistir. Ozellikle
kombine maruziyetin etkilerinin ¢ok daha belirgin oldugu saptanmistir. Calisma gruplarinda
oksidatif stres olusumunun da indiiklendigi goriilmiistiir. Bu bulgular, oksidatif stresin
EBK’lerin norogelisimsel etkilerinin altinda yatan mekanizmalardan biri oldugunu
diisiindiirmektedir. Tiim sonuglar, prenatal ve laktasyon doneminde BPA ve/veya DEHP
maruziyetinin erkek sigan yavrularinda santral sinir sistemi ve noroendokrin sistem

iizerindeki ters etkilerine isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Bisfenol A, ftalat, ndroendokrin sistem, prenatal maruziyet, oksidatif
stres

Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmektedir.

Proje no: TYL-2018-17006
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ABSTRACT

Anil, Y. Evaluation of Neuroendocrine Disrupting Effects of Prenatal Exposure to
Bisphenol A and/or di(2-ethylhexyl) phthalate. Hacettepe University Graduate School
of Health Sciences, Pharmaceutical Toxicology Program, Master Thesis, Ankara,
2018. Bisphenol A (BPA) and di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) are chemical substances
that are widely present in the environment and known to have endocine disrupting
properties. In the recent years, studies have been conducted showing the exposure to this
chemical is related to cognitive deficits, slow neurodevelopment, increases in the incidences
of aggression and depression, hyperactivity and attention problems. It can be emphasized
that the effects of maternal and childhood exposure may be of particular interest and lead to
serious consequences. In addition symptoms are often the consequences of multiple
mechanisms being affected together, and it can be anticipated that symptoms may be more
significant, particularly as a result of exposure to endorcrine disrupting chemicals (EDCs)
as mixtures. In this thesis, toxic effects of prenatal and lactational exposure to BPA and
DEHP mixture (vs. single exposures and vs. control group) on central nervous system and
neuroendocrine system have been evaluated. Pregnant Sprague-Dawley rats were divided
into four groups as control, BPA (50 mg/kg/day), DEHP (30 mg/kg/day) and BPA plus
DEHP (BPA;50 mg/kg/day, DEHP; 30 mg/kg/day) and dosed by oral gavage during
pregnancy and lactation periods. The male offspring of born from those rats were chosen
randomly and assessed for the effects on the neurotransmitter systems in the cerebrum
region, the histopathologic changes and apoptosis formation in the hippocampus region
when they reach to adulthood (twelfth week). In addition, the occurrence of oxidative stress
was evaluated as one of the mechanisms that could be an underlying factor for these harmful
effects. The findings showed that prenatal and neonatal exposure to EDCs led to imbalance
of neurotransmitter systems. It was also detected that exposure to BPA and/or DEHP caused
apoptosis and histopathologic changes in the hippocampus. In particular, the effects of
combined exposures were found to be more significant. Oxidative stress was also induced
in the study groups. Therefore, it can be suggested that oxidative stress can be considered as
one of the underlying mechanisms for neurodevelopmental effects of EDCs. All results
indicate adverse effects of prenatal and lactational exposure to BPA and/or DEHP on the
central nervous system and neuroendocrine system in male rat offspring.

Keywords: Bisphenol A, phthalate, neuroendocrine system, prenatal exposure, oxidative
stress

This thesis is supported by Hacettepe University Scientific Projects Coordination Unit.

Project no: TYL-2018-17006



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER
TABLOLAR
1. GIRiS
2. GENEL BILGILER
2.1. Endokrin Bozucu Kimyasal Maddeler
2.1.1. Bisfenol A
2.2.2. Ftalatlar
2.2. Merkezi Sinir Sistemi
2.2.1. Beyin
2.3. Noroendokrin Sistem
2.3.1. Hipotalamus
2.3.2. Hipofiz
2.3.3. Hipotalamus-Hipofiz-Hedef Organ Akslari
2.4. Norotransmitter Sistemler
2.4.1. Dopaminerjik Sistem
2.4.2. Serotonerjik Sistem
2.4.3. Kolinerjik Sistem
2.5. Oksidatif Stres
2.5.1. Oksidatif Stresin Biyogostergeleri
2.6. Konu ile Ilgili Caligmalar
2.6.1. Bisfenol A ile Ilgili Calismalar
2.6.2. Ftalat ile Tlgili Calismalar
2.6.3. Kombine Maruziyet ile Ilgili Calismalar



3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler
3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanist
3.3.1. Dozlamada Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanisi
3.3.2. Histopatolojik Analizlerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanis
3.3.3. Dopamin Tayini I¢in Kullanilan Cozeltiler
3.3.4. Dopamin Tasiyic1 Protein Tayini I¢in Kullanilan Cozeltiler
3.3.5. Serotonin Tayini I¢in Kullanilan Cézeltiler
3.3.6. Monoamin Oksidaz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler
3.3.7. Asetilkolinesteraz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler
3.3.8. Lipit Peroksidasyonu Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler
3.3.9. Glutatyon Olgiimiinde Kullanilan Cézeltiler
3.3.10. Protein Miktar Tayini i¢in Kullanilan Cozeltiler
3.3.11. Doku Homojenat1 Hazirlanirken Kullanilan Cozeltiler
3.3.12. Apoptotik Incelemelerde Kullanilan Cézeltiler
3.4. Deneysel Islemler ve Yontemler
3.4.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi
3.4.2. Viicut ve Organ Agirliklarinin Belirlenmesi
3.4.3. Biyolojik Orneklerin Hazirlanmasi
3.4.4. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi
3.4.5. Histopatolojik Analizler
3.4.6. Lipid Peroksidasyon Diizeylerinin Olgiimii
3.4.7. Total Glutatyon Diizeylerinin Ol¢iimii
3.4.8. Dopamin Diizeylerinin Ol¢iimii
3.4.9. Dopamin Tastyici Protein Olgiimii
3.4.10. Serotonin Diizeylerinin Olgiimii
3.4.11. Monoamin Oksidaz Aktivite Ol¢iimii
3.4.12.Asetilkolinesteraz Aktivite Ol¢iimii
3.4.13. Protein Miktar Tayini
3.4.14. Apoptotik Analizler

3.4.15. Verilerin Degerlendirilmesi

44
44
45
46
46
46
47
48
49
49
50
51
51
52
52
53
53
53
55
55
55
56
57

59
60
62
64
65
66
68
69
70



4. BULGULAR

4.1.
4.2.

4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

Beyin-Viicut Agirlig1 Orani
Histopatolojik Analizler

4.2.1. Kontrol Grubu

4.2.2. Bisfenol A Grubu

4.2.3. Di-2-Etil Hekzil Ftalat Grubu
4.2.4. Bisfenol A ve Di-2-Etil Hekzil Ftalat Grubu
Lipit Peroksidasyonu Diizeyleri
Total Glutatyon Diizeyleri
Dopamin Diizeyleri

Dopamin Tastyic1 Protein Diizeyleri
Monoamin Oksidaz Aktivitesi
Serotonin Diizeyleri

Asetilkolinesteraz Aktivitesi

4.10. Apoptoz Tayini
5. TARTISMA

5.1
5.2.

5.3.

5.4.
5.5.

Beyin Agirliklart

Histopatolojik Analizler

Noroendokrin Parametreler

5.3.1. Monoamin Diizeyleri

5.3.2. Dopamin Tastyic1 Protein Diizeyleri

5.3.3. Monoamin Oksidaz Aktivitesi

5.3.4. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Apoptotik Analizler

6. SONUC VE ONERILER

7. KAYNAKLAR

8. EKLER

EK-1: Etik Kurul Onay1

EK-2: Tez Calismas ile ilgili Bildiriler
=K-3: Orjinallik Ekran Ciktis1

9. OZGECMIS

71
71
73
73
77
79
82
84
85
86
87
88
90
91
92
101
102
103
104
104
107
108
109
110
112
113
117

Xi



5-HIAA
5-HT
ACh
AChE
AR
BPA
ChAT
COMT
CYP450
DA
DAT
DBP
DCHP
DEHB
DEHP
DEP
DNA
DOPAC
EBK’ler
EPA
ER
ERa
ERp
GSH
GSK3
HPA
HPG
HPT
HVA
LOAEL

Xii

SIMGELER VE KISALTMALAR

5-Hidroksi-indol Asetik Asite
Serotonin

Asetikolin

Asetilkolinesteraz

Androjen Reseptorleri

Bisfenol A

Kolin Asetiltransferaz
Katesol-O-metiltransferaz
Sitokrom P450 Enzimleri
Dopamin

Dopamin Tastyici Protein
Di-Biitil Ftalat

Disiklohekzil ftalat

Dikkat Eksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu
Di(2-etilhekzil) Ftalat

Di-etil Ftalat

Deoksiribo Niikleik Asit
3,4-Dihidroksifenil Asetik Asit
Endokrin Bozucu Kimyasal Maddeler
Amerika Cevre Koruma Ajansi
Ostrojen Reseptorleri

Ostrojen Reseptorii Alfa

Ostrojen Reseptorii Beta
Glutatyon

Glikojen Sentaz Kinaz 3
Hipotalamus-Hipofiz-Adrenal Bez
Hipotalamus-Hipofiz-Gonad
Hipotalamus-Hipofiz-Tiroit
Homovanilik asit

Ters Etki Gozlenen En Diisiik Doz Diizeyi



LP
MAO
MDA
MSS
NET
NMDR
NOAEL
NSS
NTP
PBB
PCB
RfD
RNT
ROT
SD
SERT
SSRI
TCDD
UGT
VAChT
VMAT
VTA

Xiii

Lipit Peroksidasyon

Monoamin Oksidaz

Malondialdehit

Merkezi Sinir Sistemi

Norepinefrin Tasiyicilari

Monotonik Olmayan Doz Cevap Iliskisi
Higbir Ters Etki Gozlenmeyen Doz Diizeyi
Sodyum Simport Tastyict

Ulusal Toksikoloji Programi
Polibromlu Bifeniller

Poliklorlu Bifeniller

Referans Doz

Reaktif Azot Bilesikleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Sprague Dawley

Serotonin Tasiyic1 Protein

Secici Serotonin Geri Alim Inhibitérii
Tetraklorodibenzo-p-dioksin

Uridin Difosfat Glukuronosiltransferaz
Vezikiiller Asetilkolin Tastyici
Vezikiiler Monoamin Tasiyicilar

Ventral Tegmental Alan



Sekil
2.1
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

2.9.
3.1
3.2.

3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.
4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.

SEKILLER

Bisfenol A’nin kimyasal yapisi.
Ftalatlarin genel kimyasal yapisi.

Ftalatlarin genel biyotransformasyonu.

Norotransmitterler ve ndéroendokrin sistem arasindaki iliski.

Dopaminin kimyasal yapist.
Dopaminin biyotransformasyonu.
Serotonin kimyasal yapisi.

Kolinerjik nérotransmisyon.

Asetilkolinin hidrolizi.
MDA-TBA kompleksinin olugumu.
MDA standart egrisi.

GSH dongtisti.

GSSG standart egrisi.

Dopamin standart egrisi.

DAT standart egrisi.

Serotonin standart egrisi.

Hidrojen peroksit standart egrisi.

Kolin standart egrisi.

Protein standart egrisi.

Beyin agirliklart.

Rolatif beyin agirliklar

Kontrol grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi I.
Kontrol grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi I1.
Kontrol grubuna ait hipokampusta CA1 bdolgesi 1.
Kontrol grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi II.
Kontrol grubuna ait hipokampusta CA2 bdlgesi.

Kontrol grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi 1.
Kontrol grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi I1.

BPA grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi.
BPA grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi.

BPA grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi.

Sayfa

10
11
18
22
28
29
33

34
58
58

59
60
62
63
65
66
68
69
71
72
73
74
74
75
75
76
76
77
78
78

Xiv



4.13.  BPA grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi. 79

4.14.  DEHP grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi. 80
4.15. DEHP grubuna ait hipokampusta CA31 bolgesi. 80
4.16. DEHP grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi. 81
4.17.  DEHP grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi. 81
4.18. BPA+DEHP grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi. 82
4.19. BPA-+DEHP grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi. 83
4.20. BPA+DEHP grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi. 83
4.21. BPA-+DEHP grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi. 84
4.22.  Malondialdehit diizeyleri. 85
4.23.  Glutatyon diizeyleri. 86
4.24.  Dopamin diizeyleri. 87
4.25.  Dopamin tastyici protein diizeyleri. 88
4.26.  Monoamin oksidaz-A aktivite diizeyleri. 89
4.27.  Monoamin oksidaz-B aktivite diizeyleri. 90
4.28.  Serotonin diizeyleri. 91
4.29.  Asetilkolinesteraz aktivitesi. 92
4.30.  Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik ndron yiizdesi. 94
4.31. Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik hiicresi glia ytizdesi. 95
4.32.  Hipokampus CA2 bolgesi apoptotik ndron yiizdesi. 96
4.33.  Hipokampus CA2 bolgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi. 97
4.34.  Hipokampus CA3 bolgesi apoptotik ndron yiizdesi. 98
4.35.  Hipokampus CA3 bolgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi. 99

4.36. Deney gruplarinda hipokampus dokusuna ait apoptotik 100
inceleme.



XVi

TABLOLAR
Tablo Sayfa
4.1. Ortalama beyin agirliklari. 71
4.2. Rolatif beyin agirliklari. 72
4.3. Malondialdehit diizeyleri. 84
4.4, Total glutatyon diizeyleri. 85
4.5. Dopamin diizeyleri. 86
4.6. Dopamin tagiyict protein diizeyleri. 87
4.7. Monoamin oksidaz-A aktivitesi. 88
4.8. Monoamin oksidaz-B aktivitesi. 89
4.9. Serotonin diizeyleri. 90
4.10.  Asetilkolinesteraz aktivitesi. 91
4.11. Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik noron yiizdesi. 93
4.12.  Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi. 94
4.13.  Hipokampus CA2 bolgesi apoptotik ndron yiizdesi. 95
4.14.  Hipokampus CA2 bolgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi. 96
4.15.  Hipokampus CA3 bolgesi apoptotik noron yiizdesi. 97

4.16.  Hipokampus CA3 bolgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi. 98



1. GIRIS

Endokrin bozucu kimyasal maddeler (EBK’ler), hormonlarin sentezini ve/veya
biyotransformasyonunu degistirmek, hormon reseptorlerini aktive/antagonize etmek
gibi cesitli mekanizmalar yoluyla viicudun normal endokrin islevlerini bozan kimyasal
maddelerdir. Bu maddeler altta yatan mekanizma ne olursa olsun sonucta maruz kalan
bireyin endokrin fenotipini degistirir (1). EBK’ler dogada dogal halde
bulunabilecekleri gibi (6r: fitodstrojenler) endiistriyel kullanim i¢in tiretilen bir¢ok
farkli sentetik tiirleri de mevcuttur (2). Bisfenol A (BPA) ve di(2-etilhekzil) ftalat
(DEHP) plastizer olarak kullanilan ve cevrede olduk¢a yaygin olarak bulunan
EBK’lerdir (3). Bu maddelerin santral sinir sistemine, 6zellikle de 6grenme ve hafiza
tizerine ters etkileri oldugu bildirilmistir (4). Son yillarda, EBK’lere temas ile biligsel
eksiklikler, yavas ndrogelisim, agresyon ve depresyon insidansinda artis, hiperaktivite
ve dikkat eksikligi sorunlarini iliskilendiren ¢aligmalar bulunmaktadir (5-8).

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin, beyin gelisimi {lizerinde genis bir
aralikta etki gosterebilecegi ve bu etkilerin altinda bir¢ok farkli mekanizmanin rol
oynayabilecegi bildirilmektedir. Bu etkilerin bazilarin1 néroendokrin sistem tizerinden
gosterebilecekleri lizerinde durulmaktadir (9). Noroendokrin sistem, fizyolojik ve
davranigsal siirecleri diizenlemek i¢in entegre bir sekilde islev goren ndronlar, bezler,
endokrin olmayan dokular ve bunlarin {irettikleri humoral sinyaller, hormonlar ve
norokimyasallari igeren karmagik yapili bir sistemdir (10). Antropojenik kimyasallarin
noroendokrin sistem iizerine etki ettigi ve meydana getirdikleri degisikliklerin
periferik organ sistemlerini ve fizyolojik siirecleri etkileyebilecegine dair giderek artan
sayida kanit bulunmaktadir (11-13). Santral sinir sistemi ve néroendokrin sistem tiim
ndrotransmitter, noropeptit ve nodrohormon sistemleri ile denge durumunda
islemektedir. EBK’ler mevcut denge durumunu bozarak duygusal, sosyal, davranigsal
degisimlere veya norodejeneratif hasarlara, 6grenme ve hafiza bozukluklarina neden
olabilirler (14). Ayrica santral néroendokrin sistemin bilesenleri birbiriyle iletisim
kurar ve ortaya ¢ikan capraz iletisimler maruziyetin birden fazla homeostatik sistem
tizerinden etkisini arttirabilir. Bu bilesenler hem hormonal sinyalleri kontrol edip hem
de bu sinyallere cevap vermeleri nedeniyle EBK’ler i¢in 6nemli hedeflerdir (15).

Cevresel kirleticiler birgcok norokimyasal yolagin isleyisini bozarak bir canlinin



liremesini, gelisimini ve biiyiimesini veya stres ve diger zorluklarla basa ¢ikma
kapasitesini etkileyebilirler (16).

Maruziyetin sonucglar1 maruz kaliman doza, maruziyet zamanina ve maruz
kaliman maddeye gore degisim gostermektedir. Noronal hasarlar ozellikle sinir
sisteminin gelisme donemlerinde meydana gelen maruziyetlerde daha belirgin
olmaktadir (17). EBK’lerin beyinde birden fazla mekanizma {izerinden etki
gosterebilecegi diisiiniilebilir. Gozlenen belirtiler (6grenme giicliigii, otizm, dikkat
eksikligi, hiperaktivite, noérodejeneratif hastaliklar) ¢ogunlukla birden fazla
mekanizmanin birlikte etkilenmesinin tirtiniidiir ve 6zellikle karisim halinde EBK’lere
maruziyet sonucunda net etkinin degisebilecegi diisiiniilebilir. EBK’lerin toksik
etkileri lizerinde calisirken birden fazla mekanizmanin varligi ve néroendokrin eksenin
her seviyesindeki capraz iliskiler gbz Oniine alinmalidir (18). BPA ve ftalat
maruziyetinin ayr1 ayri1 néroendokrin bozucu etkilerine iliskin sinirli sayida ¢alisma
bulunmakla birlikte, ayn1 anda maruziyetin etkilerini degerlendiren ¢aligmalarin
olmadig1 saptanmustir. Ozellikle sinir sisteminin gelisme dénemi olan, prenatal ve
neonatal donemde maruziyetin etkilerinin ¢ok daha Onemli olabilecegi
ongoriilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, yaygin kullanilan ¢evresel kirleticiler olarak
tanimlanan ve endokrin bozucu etkileri ile 6n plana ¢ikan BPA ve DEHP e prenatal
donem ve postnatal (laktasyon) donemde tek tek ve karigim halinde maruziyetin
noroendokrin bozucu etkilerinin,

e Serebrum bolgesinde dopaminerjik, serotonerjik ve kolinerjik sistem tizerindeki
etkilerinin incelenmesi;

e Oksidatif stres parametrelerinin degerlendirilmesi,

e Hipokampus bdlgesinde ise histopatolojik incelemeler ve apoptoz olusumunun
irdelenmesi

ile sicanlarda degerlendirilmesi amaglanmustir.

Bu sayede EBK’lerin etkilerine en duyarli oldugu bilinen fetal ve neonatal donemde

olas1 maruziyetin beyin tizerindeki etkileri detayl olarak incelenebilecektir. Ayrica

BPA ve DEHP’e ayni anda maruz kalinmasi durumunda ortaya c¢ikabilecek

istenmeyen etkilerin gerek kontrol grubu gerekse tekli maruziyet gruplar ile

karsilastirmali olarak degerlendirilmesi ile fetal ve neonatal donemde kombine



maruziyetin ndroendokrin bozucu etkileri ve bu etkilerin altinda yatan olasi

mekanizmalar ayrintili olarak degerlendirilebilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Endokrin Bozucu Kimyasal Maddeler

Hormonlar, i¢ salg1 bezleri veya 6zellesmis hiicreler tarafindan kana salgilanan
ve viicudun baska bir bolgesindeki hiicrelerin organlarin islevlerini diizenleyen,
fizyolojik etkisi olan maddelerdir. Endokrin sistem, viicuttaki bu hormon sistemleri,
metabolizma, biiylime ve gelisme, su ve elektrolit dengesi, lireme ve davranig gibi
hemen tiim viicut islevlerinin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Endokrin hormonlar
dolagim sistemi araciligi ile, baz1 durumlarda sinir sistemi de dahil olmak {izere tiim
viicut hiicrelerine tasinir; burada reseptorlere baglanarak ¢esitli reaksiyonlar1 baslatir.
Bazi endokrin hormonlar birden fazla hiicre tiplerini etkilerken, diger hormonlar
sadece belirli hedef dokular etkiler; ¢iinkii sadece bu dokularda hormona 6zgiil
reseptorler bulunur (19).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler viicutta bulunan ve homeostaz, iireme ve
gelisim  siireclerinden sorumlu olan dogal hormonlarin sentezini ve/veya
biyotransformasyonunu degistirmek, hormon reseptorlerini aktive/antagonize etmek
gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla viicudun normal endokrin fonksiyonunu bozan
kimyasal maddelerdir. Endokrin islevlerin bozulmasi silirecinde altta yatan
mekanizmalar ne kadar cesitli olursa olsun sonugta bu maddeler maruz kalan bireyin
dogal endokrin fenotipini degistirir (1).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler dogada dogal halde bulunabilecekleri gibi
(6rnegin; fitoostrojenler) endiistriyel kullanim i¢in tiretilen bir¢ok farkli sentetik tiirleri
de mevcuttur. Sentetik EBK’lere 6rnek olarak poliklorlu bifeniller (PCB), polibromlu
bifeniller (PBB), dioksinler, ftalatlar, BPA, pestisitler, fungusitler, bazi ila¢ ve
farmasatik tirtinler gibi farkli kimyasal yapilara ve ¢ok genis kullanim alanlarina sahip
bilesikler verilebilir (2,3).

Endokrin bozucu kimyasal maddelerden bazilari, kullanimlarinin {istiinden
uzun yillar ge¢se dahi ¢evrede ve canli viicudunda tespit edilebilir. Bu sekilde uzun
yarilanma omriine sahip kimyasal maddeler insan saglig1 agisindan daha uzun siire risk
olusturabilmektedir (20). Uzun yarilanma Omriine sahip olmasi bu maddelerin

dayanikliligini arttirir ve maddeler akiimiile olarak besin zinciri ile aktarilabilir. Ftalat



ve BPA gibi kimyasal maddelerin de kullanimlarinin yayginligi, yiiksek
kontaminasyon riski meydana getirmektedir (21,22).

Endokrin bozucu kimyasal maddeler viicudun endokrin homeostazini1 bozarak
canlilarin ¢evreleriyle uyum saglama yetenegini degistirir ve birgok yasamsal
fonksiyonu (metabolizma, biiylime, sivi dengesinin kontrolli, kardiyovaskiiler
fonksiyonlar, fertilite, néroendokrin fonksiyonlar vb.) etkilerler. EBK’lerin baglica
niikleer hormon reseptdrleri (Ostrojen reseptorleri (ER), androjen reseptorleri (AR),
tiroid reseptdrleri vb.), retinoid reseptorler ve diger hormon reseptdrleri aracilifi ile
etki gosterdigi diistiniilmektedir (4,23,24).

Glinlimiizde, EBK’lere maruziyet ile iligskili oldugu diisiiniillen bir¢ok
hastaligin artis géstermesi konuya olan ilgiyi arttirmistir ve bu kimyasal maddelerin
neden oldugu toksik etkilerin anlasilmasi, toksisite mekanizmalarinin aydinlatilmast,
risk degerlendirmelerinin yapilmasi ve kullanimlarinin sinirlandirilmasi agisindan pek
cok calisma yapilmaktadir.

Endokrin bozucu kimyasal maddelere maruziyet sonucu goriilebilecek etkiler
maruz kalma yasina (fetiis, yeni dogan, ¢ocuk veya yetigkin), maruz kalinan doz ve
siireye, maruziyet yoluna (oral, dermal, inhalasyon vb.), aynt anda birden fazla
kimyasal maddeye maruz kalma durumuna (kombine maruziyet), gecikmis etkilere ve
bu etkilerin epigenetik modifikasyonlar sonucu sonraki nesillere aktarilabilmesine

bagli olarak degisim gosterirler (2,25).
Maruz Kalinan Doz

Maruz kalinan doz miktari, tiim ekzojen maddelere maruziyette dnemli oldugu
gibi EBK’lerin etkilerinin belirlenmesi acisindan da olduk¢a onemlidir. Ancak
EBK’lere maruziyet sonucunda ortaya ¢ikan profil her zaman geleneksel doz yanit
egrileri (monotonik) seklinde olmamaktadir. Bu nedenle bazi EBK’ler i¢in diisiik
dozlarda maruziyet, hedef doku fizerinde yiliksek dozlardan daha fazla etki
gosterebilmekte ve doz yanit egrisi (monotonik olmayan [NMDR], U, ters U gibi) ¢cok
farkli sekillerde olabilmektedir. Bu da EBK’lerin etkilerinin anlasilabilmesini,
ongoriilebilmesini ve EBK’ler i¢in risk degerlendirmesi yapilmasini zorlastirmaktadir

(26,27).



Diisiik doz kavrami, bir kimyasal madde i¢in belirlenmis olan, higbir ters etki
gbzlenmeyen doz diizeyinin (NOAEL) altindaki dozlarda etki gozlenmesidir. Amerika
Cevre Koruma Ajanst (EPA) ve Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) tarafindan
EBK’lerde diisiik doz etkisine yapilan ¢alismada, bu etki tipik insan maruziyetinin ve
standart toksikoloji testlerinde kullanilan dozun altindaki diizeylerde goriilmesi olarak
tanimlanmustir (28).

Hormonlarin diisiik dozlarda dahi etki gosterebilmesi, hormon reseptorlerinin
diisiik dozlardaki hormonlar1 dahi baglayip etki olusturabilecek kadar yiiksek
affiniteye sahip olmalari ile iliskili olabilir. Ayrica reseptor segiciligi, desensitizasyon
ve endokrin sistem i¢indeki negatif geri bildirim dongiilerinin monotonik olmayan doz

yantt iligkisinin olugmasinda etkili mekanizmalar oldugu diisiiniilmektedir (29,30).
Maruz Kalma Yasi

Endokrin bozucu kimyasal maddelere maruz kalinan yas, ortaya cikabilecek
ters etkiler acisindan oldukca Onemlidir. Gelismekte olan organizmalar {izerinde,
yetiskinlerde etki gozlenmeyen maruziyet dozlarinda dahi olumsuz etkiler
gozlenebilecegi goriilmiistiir (1). Embriyonik gelisim doneminde organogenez, doku
farklilagsmasi, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde ciddi degisiklikler olmaktadir. Bu
degisiklikler sayesinde organizma islevlerini yerine getirebilecek sekilde
olgunlagmaktadir. Dolayisiyla bu donemde meydana gelebilecek kiigiik degisiklikler
bile ¢ok ciddi sonuglar dogurabilmektedir (2). Ayrica, fetiis ve yeni doganlarda DNA
onarim mekanizmalarinin, bagisiklik sisteminin, enzim sistemlerinin ve karaciger
metabolizmasinin tam gelismemis olmasi nedeniyle yetiskinlere oranla daha hassas
olduklar1 bilinmektedir. Bu fizyolojik durumlar g6z 6niinde bulunduruldugunda erken

donemde EBK’lere maruziyetin toksisiteyi arttirabilecegi diistintilebilir (15,31).
Kombine Maruziyet

Endokrin bozucu kimyasal maddelere diinya genelinde ¢ok farkli kaynaklardan
ve ¢ok yaygin bir sekilde maruziyet s6z konusudur. Endiistriyel alanlarda ¢evresel
kontaminasyon sonucu bir¢ok kimyasal madde karigiminin yeralt1 sularini, topragi ve
havayi kirletmesi miimkiin olabildigi gibi, bu kimyasal maddelerin kullanildigt iiriinler

ile temasin gergeklesmesi de insan sagligi iizerinde olumsuz etkiler meydana



getirebilmektedir. Kullanim alanlar1 ve siklig1 goz Oniine alindiginda birden fazla
kimyasal maddeye ayni anda temasin kaginilmaz oldugu da agiktir (22,32).

Aynm1 anda maruziyet ile ortaya c¢ikan etkinin bu maddelere ayr1 ayri
maruziyetle ortaya c¢ikan etkilerden farkli olacagi oOngoriilmektedir. Kimyasal
maddeler birbirlerinin etkilerini arttirabilir veya azaltabilir. Ayrica iki madde karisim
halinde verildiginde bu maddelere tekli maruziyet sonucunda goriilmeyen farkli etkiler
gozlenebilir (33,34). Bu etkilerin mekanizmalarinin anlasilmasi ve EBK’ler i¢in uygun
risk degerlendirme yoOntemlerinin uygulanabilmesi i¢in bu konuda daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.1.1. Bisfenol A

Bisfenoller, polikarbonat ve epoksi regineleri iiretmek icin kullanilan genis bir
kimyasal ailesidir. En sik kullanilan tiirevleri BPA’dir. BPA iki fonksiyonel metil
grubu iceren bir metil kdpriisii ile birbirine baglanmis iki fenol halkasindan olusan bir

bilesiktir (35). BPA’nin kimyasal yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir.

CHs3

CHs3

Sekil 2.1. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi.

BPA, plastik monomeri olarak yemek kaplari, bebek biberonlari, yapistiricilar,
boya tozlar1 ve dis hekimliginde dolgu maddesi olarak kullanilan dstrojenik etkili bir
endokrin bozucu kimyasal maddedir. 1930’larin basinda BPA’nin yapay Ostrojen
olarak kullanim1 diisiiniilmiis, ancak daha etkili oldugu diisiiniilen dietilstilbesterol
(DES) farmasotik kullanimda BPA’ya tercih edilmistir. BPA, giliniimiizde diinya
genelinde en ¢ok Ttiretilen kimyasal maddelerden biridir. BPA’nin ¢evrede yaygin
olarak bulundugu bilinmekte ve baslica maruziyetin diyet ve su ile oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, otomobil, elektronik esya, spor malzemeleri, CD ve DVD
kaplama islerinde c¢alisanlarda mesleki maruziyetin de s6z konusu oldugu
bilinmektedir. Diger taraftan, BPA’ya solunum ve deri yoluyla maruziyet de s6z

konusudur (36). BPA’nin polikarbonat plastikler, epoksi regineler, gidalar ve



iceceklerle temas halindeki diger tirlinlerden sizabildigi ve bunun sonucunda toplumun
genelinin BPA’ya siirekli olarak maruz kaldigi gosterilmistir. Ozellikle BPA iceren
gida kaplama materyalleri ya da yiyecek kaplar1 yanlhs kullanim sonucunda yiiksek
oranda kontaminasyon riski tasir. Ayrica, mekanik asinma, siirtme veya yiiksek
sicakliga maruz birakma gibi eylemler de bu maddelerden BPA salinim riskinde artiga

neden olmaktadir (37).
BPA’nmin Biyotransformasyonu

Oral yoldan maruz kalinan BPA gastrointestinal sistemden hizla emilmekte,
karaciger ve bagirsakta ilk gecis etkisine ugramaktadir. inhalasyon ya da dermal yol
maruziyette ise BPA’nin ilk gecis etkisine ugramadigr ve daha yavas atildigi
bildirilmektedir (38).

BPA oral absorpsiyonu takiben, insan karacigerinde hizla esas olarak
CYP2C18 ve daha az olarak CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile metabolize edilir
(39). BPA karacigerde ve bobrekte faz II reaksiyonlar: ile aktif olmayan glukronit
konjugatlar1 haline doniigmektedir. BPA glukronit olusumu iiridin difosfat
glukuronosiltransferazlar (UGT) tarafindan yonlendirilir. UGT enzim aktivitesi yeni
doganlarda eriskinlere gore diisiik seviyededir. Insanlarda ve diger bircok tiirde BPA
icin ana detoksifikasyon yolu glukuronidasyon oldugundan erken donemde BPA
maruziyetinin eriskin ddonemdeki maruziyete gore daha ciddi sonuglar dogurabilecegi
diistintilebilir (40).

Karacigerde konjugatlarina doniisen BPA kana ge¢cmekte ve idrarla
atilmaktadir. BPA ’nin eliminasyon yar1 dmriiniin 2-6 saat oldugu ve yaklasik 42 saatte

tamamina yakininin idrarla atildig1 belirlenmistir (40).
BPA’nin Toksik Etkileri

BPA’nin Ostrojen reseptorii alfa (ERa) ve Ostrojen reseptorii beta (ERp)
reseptOrlerini baglayarak zayif Ostrojenik aktivite gosterdigi bilinmektedir. BPA nin
ERp’ya afinitesi ERa’ya gore 10 kat daha fazladir. Ayrica bu 6strojen resptorlerine
baglanma kapasitesi estradiole gére 10.000 kat daha duisiiktiir (41).

Yapilan in vitro, in vivo ve insan ¢alismalart BPA’nin insan saglig1 iizerinde

cok cesitli ters etkileri olabilecegini gostermistir. Bu etkiler arasinda BPA’nin



Ostrojenik ve antiandrojenik etkilerine bagli olarak goriilen iireme ve gelisme
problemleri, diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar, tiroid hormon bozukluklari,
oksidatif strese bagli ¢esitli organ hasarlari, estradiol diizeyinde artis, sperm
motilitesinde azalma, gebelikte maruziyete bagli diisiik dogum agirligi, davranis
bozukluklari, beyin dokusu hasar1 ve otizm gibi ¢ok ¢esitli bozukluklar sayilabilir (29,
42-44).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi tarafindan ge¢miste yapilan caligmalarin
verilerine gore, BPA i¢cin NOAEL diizeyi 5 mg/kg/giin, lireme sistemi i¢in ters etki
gozlenen en diisiikk doz (LOAEL) degeri ise 50 mg/kg/giin olarak belirlenmistir ve bu
deger yapilan sonraki ¢alismalarla da desteklenmistir. Yapilan ¢aligmalar géz ontinde
bulundurularak ¢ocuklar gibi hassas popiilasyonlar dahil olmak iizere, yasam boyu
herhangi bir ters etki olusturmadan alinabilecek giinliik oral alim diizeyi olan RfD,
EPA tarafindan 0,0016 mg/kg olarak belirlenmistir (36,45). BPA’nin sinir
diizeylerinin altindaki dozlarda bile ters etkiler gozlenebildigini gosteren ¢aligmalar
vardir. BPA’nin ters etkilerinin anlagilmasi acisindan geleneksel doz yanit egrilerinin

cizilmesi miimkiin olmadigindan siir degerlerin belirlenmesi daha zor bir hale

gelmektedir (27,46).
2.2.2. Ftalatlar

Ftalatlar, fitalik asit olarak da bilinen 1,2-benzendikarboksilik asitin dialkil
veya aril/alkil gruplar ile esterlestirilmesi sonucu olusturulan, ortak bir kimyasal
yapiya sahip endiistriyel bilesiklerdir. Kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir
(21). Ftalatlarin fiziksel 6zellikleri ve bu nedenle uygulama alanlari, dialkil veya
alkil/aril yan zincirlerinin (esterin alkol kism1) uzunluguna ve dallanmasina baglidir.
Alkil yan zincirlerinin uzunluguna gore uzun ve kisa zincirli ftalatlar olarak iki sinifa
ayrilirlar. Ik sentezlendikleri 1930’lardan bu yana endiistride ¢ok cesitli alanlarda
yaygin olarak kullanilmiglardir (47).

Ftalatlar plastik tiretiminde iirliniin esnekligini ve dayanikliligini arttirmak
amaciyla kullanilirlar. Bununla birlikte polivinil kloriir (PVC) kaplamalar, gida
ambalaj1, boyalar, kisisel bakim {iriinleri, tibb1 malzemeler ve farmasoétik iirtinleri

igeren genis kullanim alanlar1 vardir (48).
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Sekil 2.2. Ftalatlarin genel kimyasal yapisi.
Rve R'= CyHan+1; N = 4-15

Maruziyet

Ftalatlar plastik polimerlerine kovalent olarak bagli degildir. Bu yilizden
kullanildiklar1 iiriinlerden kolayca cevreye yayilabilirler (49). Yiiksek {iiretim
hacimleri, yaygin kullanimlar1 ve ¢evre kirliligi nedeniyle bu bilesikler oral, dermal ve
inhalasyon yollariyla insanlara ulagir. Dermal yolla maruziyetin sabun, sampuan ve
sa¢ kremi gibi kisisel bakim iirlinlerinde bulunan di-etil ftalat (DEP) gibi tiirler icin
ana maruziyet yolu oldugu diisiiniilmektedir. Aksine, esas olarak DEHP gibi plastizor

olarak kullanilan ftalatlar i¢in oral maruziyet yolu daha baskindir (47).

Di(2-etilhekzil) ftalat plastizor olarak en yaygin kullanilan ftalat tiirevidir. 2-
etilhekzanoliin fitalik anhidrid ile reaksiyonu ile elde edilir. ABD’de popiilasyonun
DEHP’e maruziyetinin 3—-30 pg/kg/giin diizeyinde oldugu tahmin edilmekte, bunun
¢ok onemli bir kisminin besinler yoluyla olmasi nedeniyle kronik temasin tolere
edilebilir diizeyleri asabileceginden endise edilmekte ve maruziyet kaynaklarini ve
diizeylerini en aza indirmek i¢in tedbir alinmaya calisilmaktadir. Nitekim ¢ocuklarin
olas1 zararl etkilerden korunmasi1 amaciyla oyuncaklarda ve ¢ocuk bakim iiriinlerinde
DEHP’nin kullanimina, Avrupa Birliginde ve ABD’de son yillarda yasak getirilmistir.
DEHP i¢in diger bir onemli maruziyet yolu ise medikal malzemeler yoluyla parenteral
maruziyettir. DEHP, torba esnekligini, kirmiz1 kan hiicrelerinin sag kalimmi ve
trombositlerin depolanmasi i¢in oksijen gegirgenligini arttirmak amaciyla plastik kan

torbalarina eklenir (50).
Ftalatlarin Biyotransformasyonu

Ftalatlar viicuda alindiktan sonra hizli bir sekilde metabolize edilirler. Iki

adimli bir metabolik yolu takip ederler. Birinci asamada diester halinde olan ana
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bilesik estrazlar ve lipazlar ile birincil monoester metabolitlerine hidroliz edilirler.
Normalde metabolizmadaki bu ilk adim detoksifikasyon amaciyla yapilir, ancak in
vitro ve in vivo ¢alismalar monoester ftalatlarin birgogunun ana bilesige oranla daha
aktif oldugunu gostermistir. Kisa zincirli ftalatlar monoester metabolitleri olarak
idrarla atilirken, daha uzun zincirli olanlar farkli biyotransformasyon basamaklarindan
gecerler. Oncelikle sitokrom P450 enzimleriyle (CYP450) lipofilik alifatik yan
zincirlerin oksidasyonuna ugrarlar ve monoester okside metabolitler olusur. Okside
metabolitler daha sonra Faz II reaksiyonlar ile glukuronat ya da siilfat konjugatlarina
donistirillir.  Glukuronidasyon sadece ftalat metabolitlerinin idrar atilimin
kolaylastirmakla kalmaz, ayn1 zamanda biyolojik olarak aktif olan tiirlin serbest
metabolit olmas1 durumunda biyolojik aktivite potansiyelini de azaltir. Bu konjugatlar
daha sonra idrar veya feces yoluyla elimine edilir. Ftalatlarin biyotransformasyon

basamaklar1 Sekil 2.3’te gosterilmistir (51).

0
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Sekil 2.3. Ftalatlarin genel biyotransformasyonu.
Ftalatlarin Toksik Etkileri

Ftalatlarin toksik etkileri yillardir incelenmektedir. Akut toksisiteleri olduk¢a
diistiktiir ve toksisite profili maruz kalinan ftalatin tiiriine, temas yolu ve temas yasina
gore degisiklik gosterir. Kronik toksisitelerinde ise hedef organlar karaciger, bobrek,
tiroid ve testistir (52-54). En belirgin yan etkilerini tireme sistemi ve normal gelisim

stiregleri tizerinde gostermektedirler. Calismalarda DEHP maruziyetinin testikiiler
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disgenez sendromu, anogenital agiklikta azalma, sperm kalitesinde ve testosteron
diizeylerinde diisiis, endometriozis, erken ya da gecikmis ergenlik gibi c¢esitli
problemlere neden oldugu gosterilmistir (55-57). DEHP toksisitesinin altinda yatan
mekanizmalardan birinin oksidatif stresi indiiklemesi oldugu diisiiniilmektedir (58).
Bu etkilerden farkli olarak ftalat maruziyetinin astim, dikkat bozuklugu,
hiperaktivite, meme kanseri, diisik I1Q, norogelisimsel problemler, davranis
bozukluklar1 ve otizm ile iliskili olabilecegini gdsteren ¢alismalar da bulunmaktadir
(17,59-61). Cinsiyet hormonlari ve tiroid hormonlarinin merkezi sinir sistemi
gelisiminde ve cinsiyete bagh farklilasmasindaki 6nemi bilindiginden ftalatlara ve
diger EBK’lere maruziyetin Onemli norogelisimsel sonuglar dogurabilecegi

diisiintilebilir (4,15).
2.2. Merkezi Sinir Sistemi

Sinir sistemi, canlinin i¢ ve dis ¢evresini algilamasina yardimeci olan, bilginin
edinilmesini ve edinilen bilginin islenip depolanmasini saglayan ve viicut icerisindeki
hiicreler ag1 sayesinde sinyallerin farkli bolgelere iletimini saglayarak organlarin ve
kaslarin aktivitelerini diizenleyen bir sistemdir (62). Sinir sistemi morfolojik olarak
biitiin halinde olsa da anatomik olarak merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir
sistemi olmak tizere iki alt boliime ayrilarak incelenebilir. MSS viicudun kontrol
merkezidir ve sinir sisteminin biiyiik bir béliimiinii olusturur. Organ islevlerini, biligsel
fonksiyonlar1 ve bedenin hareketlerini diizenler. Beyin ve omurilik olmak {izere iki ana

kisimdan olusur (63). MSS’ni olusturan yapilar su sekilde siralanabilir:

e Prosensefalon (On beyin)
-Telensefalon (Serebrum)
-Diensefalon (Ara beyin)

e Mesensefalon (Orta beyin)

e Rombensensefalon (Arka beyin)
-Metensefalon (Pons ve beyincik)
-Myelensefalon (Omurilik sogani)

o  Omurilik



13

2.2.1. Beyin

Beyin canlilarda sinir sisteminin merkezi olarak iglev goriir. Omurgalilarin
viicudundaki en karmasik organdir. Fizyolojik olarak beynin fonksiyonu viicudun
diger organlarinin merkezi kontroliinii saglamaktir. Ayrica hafiza, 6grenme, duygusal
algilama, hareket, duygularin olusmasi, davranislar ve viicut fonksiyonlarinin devami
gibi islevlerin yerine getirilmesine hizmet eder. Beyin fizyolojik olarak farkli
boliimlerden olusur. Bu boliimlerin ¢ogu birbiriyle genis oranda baglanti halindedir.

Bu kisimlardan bazilar1 asagida basliklar seklinde islenmistir (19,63).

Serebrum

Serebrum beynin en biiylik pargasidir. En dista bulunan kisim serebral
kortekstir ve serebrumun biiyiik bir boliimiinii olusturur. Bu yap1 birbirine simetrik iki
ana hemisferden olusmaktadir ve hemisferler de frontal, paryetal, oksipital ve temporal
olmak iizere dort loba ayrilir. Birbirinden ayri bu iki hemisfer korpus kallozum isimli
beyin bolgesi ile birbirlerine baglanir. Bu yap1 iki hemisfer arasinda koprii gorevi goriir
ve siirekli veri akig1 saglar. Ayrica baz1 limbik bolgeler ve bazal gangliyonlar da
serebrum yapisi iginde yer alir. Icerdigi fonksiyonel birimler bakimindan serebrum,

¢ogu beyin fonksiyonunun diizenlendigi merkez konumundadir (63,64).
Limbik Sistem

Limbik sistem, diensefalon ve telensefalon arasinda yer alan bazi yapilarin
olusturdugu bir sistemdir (63). Eskiden limbik terimi beynin bazal bdlgelerinin
cevresindeki smir yapilart tanimlamak i¢in kullanilmistir. Ancak, limbik sistemin
islevleri daha iyi 6grenildikce, duygusal davranislari ve motivasyon giidiilerini kontrol
eden noron devrelerinin tiimiinii kapsayan bir anlam kazanmistir. Bu nedenle limbik
sistem serebrumun sag altinda bulunan kortikal doku kisimlarini ve talamusun her iki
yaninda bulunan amigdala ve hipokampus gibi birbiriyle iligkili yapilarin timiini
tanimlamak i¢in kullanilir (65,66).

Duygular hem fiziksel hem de zihinsel siirecleri igerir. Limbik yapilar,
Ozellikle afektif duygularin (duygudurum) dogasiyla iliskilidir. Belirli limbik alanlarin
elektriksel yolla uyarilmasi canliya doyum saglarken, baska bolgelerin uyarilmasi

korku, kagma reaksiyonlar1 veya diger cezalanma davranislarini dogurur (19,62).
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Limbik sistem sadece duygusal davraniglardan degil, anilarin 6grenilmesi ve olusumu
gibi daha yiiksek zihinsel iglevlerden de sorumludur. Norogelisimsel bozukluklar,
travmatik beyin hasar1 ve noérodejenerasyon dahil olmak tizere beyinde meydana gelen
hasarlardan etkilenir. Cogu psikiyatrik durumda duygu diizenleme, sosyal etkilesim ve

davranisla ilgili limbik yapilarin iglev bozuklugu s6z konusudur (67,68).
Bazal Gangliyonlar

Bazla gangliyonlar, beynin her iki yarisindaki beyin hemisferinin derininde yer
alan bes cift ¢ekirdek grubundan olusur. Bunlar; kaudat ¢ekirdek, putamen, globus
pallidus, substansiya nigra ve subtalamik g¢ekirdekleri igerir. Putamen ve kaudat
cekirdek birlikte striatumu olustururlar. Bunlar ¢ogunlukla talamusun her iki tarafinda,
serebrumun alt kisminda genis bir alan1 kaplayacak sekilde yerlesmislerdir (69,70).

Bazal gangliyonlarin primer etkisi motor fonksiyonlar iizerinedir. Serebral
korteks ve omurilik arasindaki iliskiyi saglayan pek c¢ok motor sinir lifi bazal
gangliyonlarda striatumun arasindan ge¢gmektedir. Bu alana beynin internal kapsiili
denir (19). Bazal gangliyonlar Parkinson hastaligi patofizyolojisinde de 6nemli bir
yere sahiptir. Orta beyinden kdken alan bir¢ok dopaminerjik néron striatum ile genis
baglant1 kurar. Bunun disinda bazal gangliyonlarin mental ve duygusal fonksiyonlarla

da ilgisi oldugu bilinmektedir (68,71).
Ventral Tegmental Alan

Ventral tegmental alan (VTA) orta beynin tabaninda, orta hatta yakin yer alan
bir grup norondan olusmaktadir. VTA noronlar1 dopaminerjik sistemin onemli bir
parcasidir. Frontal korteksten beyin sapina kadar birgok beyin bolgesi ile baglanti
kurarlar. Bu nedenle motivasyon, biligsel fonksiyonlar ve bagimlilik
patofizyolojisinde etkilidirler ve g¢esitli psikiyatrik bozukluklarda 6nemli rol
oynayabilirler. Ayrica, amigdaladan gelen ¢esitli sinyallerin islenmesini saglar ve bu

sayede 0diil ve ceza davraniglarinin igslenmesinde de rol alirlar (63,68).
Rafe Cekirdekleri

Rafe ¢ekirdekleri, beyin sapinda bulunan orta boyutta bir ¢ekirdek kiimesidir.

Bu ¢ekirdek kiimesi beyinde serotonerjik sistemin kdken aldig1 yerdir. Segici serotonin
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geri alim inhibitdrii antidepresanlarin bu bolgeyi hedef aldig diistiniilmektedir. Raf
cekirdeklerinin MSS {izerinde biiyiik bir etkisi vardir. Bu ¢ekirdekler beynin hemen
hemen her ilgili kismi ile etkilesime gecer. Omurilige inen serotonerjik aksonlar da
rafe ¢gekirdeklerinden koken alir. Ayrica rafe ¢ekirdekleri suprakiazmatik ¢ekirdeklerle
de baglanti saglar, boylece canlilarda sirkadiyen ritimlerin olusmasina katkida bulunur

(72,73).
2.3. NoroendoKkrin Sistem

Viicudun ii¢ farkl diizenleyici sistemi vardir; sinir sistemi, endokrin sistem ve
bagisiklik sistemi. Bu sistemlerden her biri kendi tipinde kimyasal haberci kullanir. Bu
ic sistem bagimsiz degildir ve her biri diger ikisiyle etkilesime girer. Bu sebeple
noroendokrin, ndéroimmiin ve ndroimmunoendokrin gibi terimler kullanilmaya
baslanmistir (74). Beynin bir endokrin organ olarak islev gosterdiginin anlasilmasiyla
birlikte néroendokrin bilimi gelismistir. Hem beyinde hormon salgilarinin kontrolii
hem de hormonlarin beyin fonksiyonu {izerindeki etkileri olmak {izere her iki islev
birlikte modern néroendokrin biliminin kapsamini olusturmaktadir (10).

Motor ndronlarin salgiladigi norotransmitterlerden farkli olarak hormon
yapisindaki maddeler (n6rohormonlar) sentezleyen ve bu maddeleri sinaptik terminal
benzeri yapilar araciligi ile etkilerini daha uzak bolgelerde gdsteren ndronlar vardir.
Noroendokrin hiicreler olarak da adlandirilan bu néronlardan salgilanan maddelerden
bazilar1 hormonlarin salgilanmasini diizenler; bazilar1 ise dogrudan hormon olarak
islev gosterir (63). Noroendokrin sistem, néronlar, salgi bezleri ve endokrin olmayan
dokular ile bunlarn iirettikleri nérokimyasallar, hormonlar ve humoral sinyaller olarak
tanimlanabilir. Bunlar fizyolojik ve davranigsal siiregleri diizenlemek icin entegre bir
sekilde islev goriir (10). Noroendokrin entegrasyon sayesinde ndroendokrin sistemler
i¢ ve dig ortamdaki 6dnemli sinyalleri kaydeder, yorumlar, transdiiksiyonunu saglar ve
daha sonra fizyolojik ve davranigsal durumlari dogrudan bu degisikliklere gore
uyarlar. Noroendokrin sistem, uyaranlara ¢ok hizli yanit verebilir ve bu yanitlar saatler,
giinler ve haftalar siiresince uzayabilir (18).

Noroendokrin sistem, beyin ve periferal endokrin sistem arasinda baglantilar
kurarak bir organizmanin normal kosullar altinda kendi ¢evresine yanit verme

yeteneginde kritik rol oynamaktadir. Homeostaz degisen i¢ ve dis kosullara karsi
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viicudun igsel dengesinin korunmasidir. Cevreye yonelik endokrin, immiin ve sinir
sistemi tepkileri iizerinde koordinasyon gerektirir. Noroendokrin sistem homeostazin
korunmasi1 konusunda diizenleyici sistemlerden biridir. Noroendokrin homeostatik
sistemler oncelikli olarak hipotalamus, hipofiz ve bir aks lizerinde birlikte ¢alisan

hedef dokulari igerir (14,15).
2.3.1. Hipotalamus

Hipotalamus, hipofiz bezinin endokrin fonksiyonlarini yonetebildigi ve ayn
zamanda periferden hormonal sinyaller aldigi1 diensefalonun 6n ucunda bulunur. Bu
yap1 ¢ok c¢esitli c¢ekirdek bdlgelerine ayrilir. Hipotalamik ¢ekirdeklerin bir¢cogu
noroendokrin sistemin temel bilesenleri olan, spesifik biitiinlestirici ve efektor
fonksiyonlara hizmet eden nérohormon ve ndrotransmitterleri lireten hiicre gruplari
icerir (62). Hipotalamus ve bunun i¢inde yer alan néroendokrin sistem homeostatik
islevlere aracilik etmek i¢in 6nemli bir entegrasyon merkezi olarak rol tistlenmek tizere
gelismistir. Hipotalamusun homeostatik fonksiyonlari, duyusal islem, hafiza ve duygu
ile ilgili beyin bolgeleri tarafindan iiretilen sinyallerinin islenip humoral sinyallerle
entegre edilmesini gerektirir. Hipotalamusun hipokampus gibi 6grenme ve bellek ile
iligkili veya amigdala gibi duygusal durumda kritik derecede dnemli oldugu bilinen
subkortikal limbik yapilarin bir halkas: ile baglanan, efferent ve afferent yolaklar
yoluyla ndral sinyalleri alip gonderdigi bilinmektedir (10,15). Beyin kiitlesinin
%1’den daha azin1 temsil etmesine ragmen, limbik sistemin kontrol yollarinin en
onemlilerinden biridir. Viicudun endokrin ve vejetatif islevlerinin ¢ogunu ve ayni
zamanda pek cok duygusal davranisi kontrol eder. Hipotalamusun, vejetatif ve
endokrin islevlerinin yani sira canlilarda duygusal davranislar iizerinde de onemli
etkileri vardir. Hipotalamusun 6n kism1 genel olarak parasempatik fonksiyonlar, arka
kismu ise sempatik fonksiyonlar ile ilgilidir. Hipotalamustaki otonomik merkezlerin
stimulasyonu dolagim, solunum ve sindirim sistemlerini etkiler. Bu etkiler
hipotalamusun uyarilmas1 veya lezyonlariyla ortaya ¢ikar. Ornegin, lateral
hipotalamusun ¢ift tarafli lezyonlar1 yeme i¢gme diirtiilerini azaltir ve aktivitelerin
cogunun kaybina neden olarak asir1 pasiflige yol agar. Hipotalamusun ventromedyal
alanlarinin ¢ift tarafli lezyonu ise tam tersi etkiler gdstererek asiri yeme ve igme

diirtiileri ile birlikte hiperaktivite goriilmesine yol agar (19).
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Hipotalamik hormonlarin salinmasi, beyindeki sinir hiicrelerinden salinan
ndrotransmiterler tarafindan diizenlenir. Norotransmitterler ayrica davraniglart kontrol
eder ve norotransmitterlerin salinimi dolasimdaki spesifik hormonlar tarafindan
kontrol edilir. Boylece, norotransmitter salinimini kontrol eder, hem de hormonlar
norotransmitterlerin salinimini etkiler (74). Asetilkolin, dopamin, noradrenalin ve
serotonin  salgilayan sinir hiicreleri hipotalamusa baglantt kurarlar. Bu
norotransmitterlerin  hepsi, hipotalamik hiicreler tlizerindeki reseptorleri uyarir.
Merkezi norotransmitter reseptdrlerinin uyarilmasi, hormonlarin salinimini diizenler.
Boyle bir hormonun dolasim konsantrasyonunun analizi, dolayli olarak merkezi
reseptor fonksiyonunun bir 6l¢timii olarak islev gorebilir. Anterior hipofiz bezinden
birka¢ hormonun salinmasi, aktivitesi klasik ndrotransmitterlerin etkisi ile modifiye
edilen hipotalamus igindeki niikleuslar tarafindan diizenlenir. Adrenalin salgilayan
noronlarin hiicreleri ara beyindedir ve aksonlar1 ventral hipotalamusta sonlanir (75).
Dopamin salgilayan ndronlarin olusturdugu intrahipotalamik sistemde ise ndron
govdeleri hipotalamusun arkuat ¢ekirdegindedir (76). Serotonin salgilayan ndronlar
rafe ¢ekirdeklerinden hipotalamusa uzanir (77). Muhtemelen tek bir nérotransmitter
spesifik bir hipotalamik hormonun salinimini kontrol etmemektedir. Norotransmiterler
arasindaki etkilesimler, hipotalamik hormonlarin sentezini ve salinmasini uyarmak
icin gereklidir. Norotransmitterlerin néroendokrin sistem ile iligkisi Sekil 2.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Norotransmitterler ve ndroendokrin sistem arasindaki iliski.

2.3.2. Hipofiz

Hipofiz, beyin tabaninda, hipotalamus altinda bir ¢ikinti seklinde uzanan
endokrin bir bezdir. Beyni orten dura mater zari ile gevrelenmistir. Hipofiz bezi
viicutta ¢esitli fonksiyonlarin yerine getirilmesini saglayan hormonlar: iiretip
salgilayarak viicudun islevlerini ve homeostazin1 diizenler. Hipofiz bezinin
fonksiyonlarini yerine getirmesi hipotalamus aracilig1 ile olmaktadir. On hipofiz ve
arka hipofiz olmak {izere iki ana bdliimden olusur. Her iki lob da hipotalamus ile

baglantilidir ve hipotalamustan gelen sinyaller ile fonksiyonlari kontrol edilir (62,63).
2.3.3. Hipotalamus-Hipofiz-Hedef Organ Akslari

Hipotalamus ve hipofiz bezinden salgilanan hormonlar portal damarlar yoluyla
hedef organlara ulasir ve bu organlarin ve periferal endokrin bezlerin fonksiyonlarimni
diizenler. Hedef organdan ise hipofiz ve hipotalamusa geri doniisler olur. Tiim bu
eksenlerde, deneysel analizler, negatif geri besleme regiilasyonunun, sistem igindeki

baskin kontrol 6zelligi olarak islev gordiigiinii ortaya ¢ikarmustir (70,74).
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Noroendokrin sistemde baglica islev goren hipotalamus- hipofiz-hedef organ

akslar1 sunlardir;

1. Hipotalamus-Hipofiz-Gonad (HPG) Aksi1

2. Hipotalamus-Hipofiz-Adrenal Bez (HPA) Aksi

3. Hipotalamus-Hipofiz-Tiroit (HPT) Aksi

Bu akslarin isleyisi de norotransmitterlerin fonksiyonlar1 ile genis Olclide
baglantilidir. Kanitlar, dopaminerjik, adrenerjik, kolinerjik ve serotonerjik sistemleri
igeren beyin ndrotransmitter sistemlerinin, bu akslarin aktivasyonunda ve / veya inhibe

edilmesinde 6dnemli rol oynadigini1 gostermektedir;

¢ Glukokortikoid hormonlar, rafe ¢ekirdeklerinde serotonerjik ndronlarla etkilesir
ve bir¢ok kanit, serotonerjik sistemlerin HPA aksinin glukokortikoid negatif geri
besleme inhibisyonuna katkida bulundugunu ileri siirer.

e Ayrica, VTA’daki dopaminerjik néronlarin ve serebral kortekste de dopamin
reseptorlii bulunduran bir¢ok ndéronun glukokortikoid reseptorii eksprese ettigi
gozlenmistir.

e Bunun disinda diisiik serotonin diizeyleri ile iliskili major depresif bozukluk ile
diisiik tiroid hormonu diizeylerinin dogrudan iliskili oldugu bulunmustur. Tiroid
hormon diizeyleri dogrudan trombosit serotonin diizeyleri ile iligkilidir.
Serotonin, TSH'yi hipofizden serbest birakmak i¢in bir el¢i olarak kullanilir.

e QGraves hastalig1 ve myastina gravis arasindaki iliskileri gosteren ¢aligmalar da
HPT aksmnin isleyisinin asetilkolin diizeyleri ile baglantili oldugunu ortaya
koymaktadir (78-82).

Santral ndéroendokrin organlar ve norotransmitterler arasindaki bu kuvvetli
iligkiler noroendokrin sistemin isleyisi agisindan norotransmitterlerin dnemini ortaya
koymaktadir. Bu iliski, noroendokrin sistem fonksiyonun degerlendirilmesi igin

norotransmitterlerin incelenmesini gerekli kilmaktadir.
2.4. Norotransmitter Sistemler

Sinir sistemi hiicreleri, elektriksel ve kimyasal sinyallerin hiicresel iletimi i¢in
anatomik ve fonksiyonel olarak uzmanlagmistir. Noronlar girdileri alir, bilgiyi igler ve

bu sayede duyularin algilanmasi, 6grenme, hafiza, motor ve duygusal cevaplarin
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olusturulmas1 gibi fonksiyonlarin yerine getirilmesini saglar. Noronlarda meydana
gelen stimiilasyonlar sonucunda néronun transmembran potansiyelinde degisim olur
ve bu aksiyon potansiyeli olarak iletilir. Bir akson boyunca ilerleyen aksiyon
potansiyeline sinir impulsu denir (63). Aksonlar uzunluklar1 boyunca diger néronlarin
dendritleri, hiicre gdvdeleri veya aksonlariyla baglant1 kurarlar. Iki ndron arasindaki
bu baglant1 noktalarina sinaps denir. Bir sinaps presinaptik néron, postsinaptik ndron
ve sinaps aralig1 olmak lizere li¢ elemandan olusur. Sinir impulsunun geldigi ndrona
presinaptik noron, iletilen ndrona ise postsinaptik noron adi verilir (68). Sinapslar
ndronlar arasindaki iletim tipine gore kimyasal veya elektriksel olarak adlandirilir.
Elektriksel sinapslarda sinaps araligi kiiciiktiir ve aksiyon potansiyeli presinaptik
norondan dogrudan postsinaptik norona hiicreler arasi 6zel baglant1 yollar (Gap
junction) yoluyla iletilir (83). Kimyasal sinapslarda ise sinaps araligi daha genistir.
Kimyasal iletim, sinyalin bir nérondan digerine iletildigi en 6nemli aractir. Bu tiir
sinapslarda iletim norotransmitter olarak adlandirilan kimyasal maddeler tarafindan
saglanir. Norotransmitterler, kimyasal sinaps boyunca bir nérondan bagka bir hedef
noron, kas hiicresi veya salgi hiicresine sinyaller iletirler (19). MSS’de sinyal iletimi
icin kullanilan sinapslarin hemen hepsi kimyasal sinapstir. Bu nedenle
norotransmitterler beyin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir
(84).

Bir kimyasal maddenin ndrotransmitter olarak kabul edilmesi i¢in dort kriteri

yerine getirmesi gerekir (68,75,83-85). Bu kriterler;

1.Norotransmitterler noronlarda sentezlenmelidir. Bir¢ok durumda bu
presinaptik ndronun ndrotransmitter sentezi ig¢in gerekli enzimleri igermesi gerektigi
anlamina gelir. Birgok nérotransmitter diyetten kolayca elde edilebilen ve doniistim
i¢in az sayida biyosentez agamasi gerektiren amino asitler gibi basit prekiirsorlerden
sentezlenir. Norotransmitterler genellikle presinaptik noron terminallerinde
sentezlenmekle birlikte peptit yapili transmitterler gibi bazilar1 hiicre gévdesinde
sentezlenir ve sinir terminallerine aktarilir. Bu ndronlar ndrotransmitterleri hiicre

govdesinden aksonun ucuna tasiyan mikrotiibiilleri igerir.

2.Maddenin norotransmisyonda kullanilacagi zamana kadar presinaptik ndron
terminallerinde depolanmasi gerekir. Bunun i¢in terminal bolgesi ndérotransmitterlerin

depolandig1 vezikiilleri icerir. Buna ek olarak norotransmitterler presinaptik
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depolarizasyona tepki olarak, ekzositoz ile, kimyasal veya farmakolojik olarak
tanimlanabilir bir formda sinaptik araliga salinmalidir. Presinaptik néron membrani
¢ok miktarda voltaj-bagimli kalsiyum kanalina sahiptir. Bir aksiyon potansiyeli
presinaptik zar1 depolarize ettigi zaman, bu kalsiyum kanallar1 agilir ve kalsiyum iyonu
ndron igerisine girer. Kalsiyum iyonlar1 ndron igerisine girdiginde 6zel protein
molekiillerine baglanirlar ve ndrotransmitterlerin sinaptik araliga salinmasini saglar.
Sinaptik agikliga salgilanan nérotransmitter miktari, giren kalsiyum iyonlar1 sayisi ile

dogru orantilidir.

3.Madde icin Ozel reseptorler postsinaptik noron iizerinde bulunmalidir.
Norotransmitterler postsinaptik membran {lizerindeki 6zgiin reseptorlere baglanarak
néronun membran potansiyelini degistirir ve uyarilmasini saglarlar. Sinaptik
reseptorler iyonotropik ve metabotropik reseptorler olmak tizere iki tiptedir.
Iyonotropik reseptorler, iyon kanallarini dogrudan acarlarken, metabotropik
reseptorler iyon kanallar1 {izerinde dolayli etki gosterirler. Diger bir deyisle,
iyonotropik reseptorlerde spesifik norotransmitterlerin taninmasi ve efektor
molekiillerin aktivasyonu tek bir molekiil iizerinden fonksiyon gosterirken;
metabotropik reseptorlerde bu iki olay farkli molekiiller tizerinden olmaktadir. Bu
molekiiller G-proteini ile eslesmis reseptorler ve tirozin kinaz reseptorleri olmak tizere

iki grupta toplanabilir.

4.S6z konusu ndrotransmitterlerin etkilerini sonlandirmak i¢in uygun, aktif
mekanizmalar mevcut olmalidir. Bu mekanizmalar enzimatik degredasyon veya
maddenin spesifik molekiiller aracilig1 ile presinaptik ndron veya glialar igine geri
alinmasidir.

Norotransmitterlerin tam sayis1 bilinmemekle birlikte giiniimiizde 40’tan fazla
ndrotransmitter madde tam olarak tanimlanmistir. Dopamin, serotonin ve asetilkolin
kiiclik molekiillii norotransmitterlerdir ve beyin fonksiyonlar1 agisindan en 6nemli

norotransmitter maddeler arasinda kabul edilmektedirler (86).
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2.4.1. Dopaminerjik Sistem

Dopamin (DA) ve benzer molekiiler yapilara sahip diger bilesikler
(norepinefrin ve epinefrin), katesolaminler grubuna aittirler ve nérobiyolojide siklikla
biyojenik aminler veya monoamin ndrotransmitterler olarak isimlendirilirler. DA (3,4-
dihidroksifenilalanin), iki hidroksil siibstitiisyonu bulunan bir benzen halkasi (katesol
cekirdegi) ve bu halkaya baglanmis bir aminoetil grubu igeren endojen bir bilesiktir.

Dopaminin kimyasal yapist Sekil 2.5’te gdsterilmistir (86).

HO

N
HO H” H

Sekil 2.5. Dopaminin kimyasal yapisi.

3,4-dihidroksifenilalanin

Dopamin, MSS’nde 6nemli rol oynayan bir norotransmitterdir ve bilissel
fonksiyonlar, motor aktivite, 6grenme, dikkat, ruh hali, motivasyon ve 6diil sistemi
dahil olmak tizere bir dizi fizyolojik diizenlemeye aracilik eder (87). Bir¢ok calisma
DA’nin hayvanlarda 6diillendirici davranislarla ilgili uyaranlara tepki olarak arttigin
ve bunun sonucunda olusan motivasyon ve dikkat siireclerinde etkili oldugunu
gostermistir (88-90). Ek olarak DA dogal ve yapay 6diil yanitlarinin entegrasyonunu
saglamasi nedeniyle bagimlilik ve ila¢ suistimali patofizyolojilerinde 6nemli rol oynar
(91,92). Dopaminerjik sistemin beyin bolgelerindeki kapsamli lokalizasyonu ve sahip
oldugu genis fonksiyon yelpazesi nedeniyle, dopaminerjik ndrotransmisyonda
meydana gelen islev bozukluklari, sizofreni, duygudurum bozukluklari, obsesif
kompulsif bozukluk, otizm spektrum bozuklugu, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu (DEHB), Tourette sendromu, Parkinson hastaligi, madde bagimliligi ve
diger pek ¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (93).

Dopaminerjik ndrotransmisyon ¢esitli proseslerin ayni1 anda iglevini gerektirir

ve bu siirecler birbirine sistematik olarak bagli oldugundan bir islemde meydana gelen
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degisiklik dopaminerjik ndrotransmisyon ve buna bagli fizyolojik siiregler tizerinde

etkili olabilir (85,86). Bu siiregler;
1) DA’nin 6nciil molekiillerden sentezi ve sinaptik vezikiiller i¢ginde depolanmasi

2) Dopaminerjik néronlarin uyarilmasini takiben DA ’nin sinaptik vezikiillerden néron

disina salinmasi
3) Hedef reseptor veya proteinlerle etkilesmesi ve sinyal iletiminin diizenlenmesi

4) DA’nin sinaptik proteinler yardimiyla geri alinmasi veya biyotransformasyon

yoluyla etkinin sonlandirilmasidir.

Dopaminerjik ndronlarin biliylik c¢ogunlugu tek bir embriyolojik hiicre
grubundan gelisir (88). MSS’de f{iretilen DA’nin ¢ogunlugu orta beyinde
(mezensefalon) iiretilir. Dopaminerjik ndronlar beynin bu béliimiinde retrorubral
bolge (A8), substansiya nigra (A9), ventral tegmental alan (A10) civarinda konsantre
durumdadirlar. Bu ndronlar 6n beyinde kaudat/putamen ¢ekirdegin bulundugu dorsal
striatum, niikleus akkiimbens, ventral striatum, limbik bolgeler (amigdala,
hipokampus) ve ¢esitli kortikal bolgelere dogru genis baglantilar kurmaktadir (68,94).
Beyinde dort adet biiyiik dopaminerjik yolak vardir (91,95,96). Bunlar;

*Nigrostriatal yolak: Bu yolak ekstrapiramidal sinir sisteminin bir pargasi
olarak motor hareketleri kontrol eder. Substantia nigrada bulunan ndronlar tarafindan
tretilen DA dorsal striatuma gonderilir. Bu yolakta meydana gelen dejenerasyonlar
rijidite, bradikinezi ve tremor ile karakterize Parkinson hastaliginin baslica nedenidir.
Yolagin hiperaktivitesi ise kore, diskinezi ve tikler gibi cesitli hiperkinetik

bozukluklara neden olur.

*Mezolimbik yolak: Ventral tegmental bolgedeki dopaminerjik néronlardan
baslar ve amigdala, prefrontal korteks ve niikleus akkiimbens’e dogru yayilir. Bu
yolakta DA’nin 6diil sistemi ve duygudurum {izerinde fonksiyonu vardir. Mezolimbik
yolaktaki DA’nin o6diillendirici uyaranlarin hedonik yonlerine aracilik ettigi ve

davranigsal pekistirme i¢in bir 6grenme sinyali olarak davrandigi 6ne siiriilmiistiir.

*Mezokortikal yolak: Ventral tegmental alandaki hiicre govdelerinden kdken

alan dopaminerjik noronlar frontal korteks ve hipokampal bolgelere dogru yayilir. Bu
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yolak biligsel fonksiyonlar ve duygusal davranislar iizerine etki eder. Frontal korteksin
dorsolateral bolgesine uzanan dallarin biligsel ve yiiriitiicii islevleri kontrol ettigi
varsayilirken, ventromedyal kismina uzanan dallarin duygular1 ve afekti diizenledigi
diistiniilmektedir. Bu bolgelerdeki dopamin seviyeleri, ¢calisma belleginin, hafizanin
ve dikkatin gelistirilmesine yardimci olur. Bununla birlikte beyinde dopamin hassas
bir denge durumundadir ve seviyelerin fazla artmasi veya azalmasi durumunda hafiza

dahil olmak iizere tiim bilissel fonksiyonlarda gerileme gozlenir.

*Tuberoinfundibular Yolak: Hipotalamustaki arkuat ¢ekirdekten orijin alir
ve hipofiz bezine dogru yayilir. Bu yolakta DA hipofizden prolaktin salinimini inhibe
eder. DA, 6n hipofiz bezinden prolaktin saliniminin ana néroendokrin inhibitoriidiir.
Bu yolaktaki noronlarin ¢alismasi bozulursa prolaktin seviyeleri yiikselerek galaktore,
amenore ve cinsel islevlerde bozulma gibi sorunlara neden olabilir.

Dopaminerjik noronlar, hiicre dist bosluktan ve kandan ndron igerisine bir
tirozin pompasi kullanarak alinan tirozin aminoasidinden hareketle DA sentezler ve
kullanirlar. Tirozin hidroksilaz enzimi tirozinin meta pozisyonundan hidroksil grubu
eklenmesini katalize ederek L-DOPA olusturur. Fizyolojik tirozin konsantrasyonunda
genellikle tirozin  hidroksilaz  enzimi  doymus durumdadir ve tirozin
konsantrasyonunun artmasi DA sentezini arttirmaz. Bu sebeple tirozin hidroksilaz
enzimi DA sentezinde hiz kisitlayict basamaktir. Tirozin hidroksilaz enzimi orta
diizeyde substrat spesifitesine sahiptir. Sadece tirozini degil fenilalanini de
hidroksiller. Bu sebeple fenilalanin hidroksilaz enziminin baskilandig1 fenilketoniiri
gibi durumlarda DA sentezinde azalma meydana gelir. Dopaminerjik ndronlarin
aktivasyonu tirozin hidroksilaz aktivitesinde artisa neden olur ve dopaminerjik
norotransmisyon yiikselir. Tirozin hidroksilazin kisa stireli regiilasyonu, translasyonel
seviyeler boyunca gerceklesirken, tirozin hidroksilaz aktivitesinin uzun siireli
regililasyonu, genin transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla gerceklesebilir. Tirozinden
meydana gelen L-DOPA daha sonrasinda dopa dekarboksilaz olarak da anilan
aromatik L-amino asit dekarboksilaz enzimi ile DA’ya donistiiriilir. DA kan-beyin
bariyerini daha zor astigindan 6zellikle Parkinson hastalig1 tedavisinde hastalara L-

DOPA verilir (75,86,95).
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Vezikiiler Monoamin Tasiyicilar (VMAT)

Monoaminerjik néronlarda sitozolik monoaminlerin sinaptik vezikiillerde
depolanmasindan vezikiiler monoamin tasiyicilar (VMAT) sorumludur. DA sentez
sonrasinda VMAT ile sinaptik vezikiillere alinir ve nérotransmisyonda kullanilana dek
depolanir (97). VMAT, SLC-18 gen ailesine aittir ve VMAT 1 ve VMAT 2 olmak
tizere iki tip tasiyict belirlenmistir. VMAT 1 genellikle néroendokrin hiicrelerde,
VMAT 2 ise MSS’de eksprese edilir. VMAT’1n substratlarina afiniteleri oldukca
yiiksektir ve sitozolik monoamin konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik olsa bile vezikiilleri
etkin bir sekilde doldurabilir (86). Biitiin klasik ndrotransmitterlerin sinaptik
vezikiillere taginmasi vezikiiler H+/ATPaz tarafindan olusturulan elektrokimyasal
gradyanin itici giiciine (ApH+) baghidir. VMAT dopaminerjik ndrotransmisyonun
stirekliligi agisindan énemli bir yere sahiptir. Sinaptik iletimin hiz1 ve giicii, aksonal
uyar1 geldigi anda, yliksek konsantrasyonda ndrotransmitter ile doldurulmus sinaptik
vezikiillerin mevcudiyetine baghidir (97). Ek olarak VMAT 2’nin, hem orta beyin
noronlart ile yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hem de farelerde noronal hasara
kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Rezerpin ve ilgili bilesikler depolama
keseciklerine DA alimini inhibe ederler ve mevcut DA depolarini tiiketirler. Bu sekilde
noronal olarak depolanmis DA’nin tiikenmesi nedeniyle insanda depresyona neden
olurlar (98).

Dopamin Tasiyici Protein (DAT)

Dopamin tasiyict protein (DAT) dopaminerjik ndéron terminallerinin plazma
membranindan bulunan ve DA’y1 membrandan igeri tagiyan proteindir (99). DA ’nin
sinaptik etkisi bu pompayla, bir bagka norotransmisyonda kullanilacagi presinaptik
sinir terminaline geri almmak ve depolanmak suretiyle sonlandirilir. Bu DA’nin
sinaptik etkisini ortadan kaldiran mekanizmalardan biridir (95). DAT protein
molekiiler diizeyde 620 aminoasitten 12 transmembran bodlgeden olusur. DAT
proteinini kodlayan ve eksprese edilen protein miktarini etkileyen DAT 1 geni insanda
5. kromozom {izerinde bulunur ve 15 kodlama ekzonundan olusur. Bu gen genetik
olarak polimorfiktir ve VNTR olarak bilinen bu polimorfizm tipinde DAT

ekspresyonu azalmistir. DAT islevi, plazma iizerinde DAT ekspresyonunu siki bir
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sekilde modiile eden protein kinaz A, protein kinaz C, tirozin kinazlar, fosfatazlar,
kalsiyum bagimli kinazlar dahil bir dizi hiicresel sinyal yolu ile diizenlenir (100).

Dopamin tasiyici1 protein, diger klasik norotransmitter tasiyicilar gibi
norotransmitter sodyum simport tasiyici (NSS) grubuna dahildir. DA’nin taginmasi
sodyum gradyanina bagli olarak gergeklesir ve siire¢ Michaelis-Menten kinetigine
uygun olarak gerceklesir. Alim siireci enerjiye bagli oldugundan diisiik sicaklikta veya
metabolik inhibitorlerle inhibe edilebilir (86,101).

Dopamin tasiyict  protein sinaptik DA’i noronlara alarak DA’in
norotransmisyonunu sonlandirmada ve MSS’nde DA homeostazini siirdiirmede kritik
rol oynar (99). MSS’de normal ndrolojik fonksiyonu korur. Dopaminerjik
norotransmisyondaki yaslanmaya bagl degisikliklerin, azalan DAT ekspresyonunun
bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir (102). Ayrica DAT sadece hiicre disi DA
sinyalinin biiyiikliigiinii ve siiresini kontrol etmekle kalmaz, ayni zamanda hiicre ici
DA seviyelerini de korur. DAT ekspresyonunun baskilandig: farelerde DA sentezinde

bir artisa ragmen depolanmis DA seviyelerinde %95 azalma oldugu goriilmistiir
(103).

Dopamin tastyict protein bipolar bozukluk, DEHB, klinik depresyon ve
alkolizm de dahil olmak {iizere bir dizi DA ile iliskili bozuklukta rol oynamaktadir.
Yapilan ¢alismalar, DAT geni baskilanmig farelerde hiperdopaminerjiyi takiben DA
reseptor  reglilasyonunun  bozuldugunu  gostermistir ve bunun DEHB
patofizyolojisinde rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir (104). Sitozolik DA uygun bir
sekilde vezikiillerde depolanmayip uzun siire sinaptik aralikta kalmasi durumunda
enzimatik reaksiyonlar yoluyla toksik ara maddeler iiretebilir. Bu yonde yapilan
caligmalar sinaptik aralikta DA birikiminin oksidatif stres ve norotoksisiteyi
tetikleyebilecegini ileri stirmiistiir (105,106). DAT ayrica bagimlilik yapan ilaglar ve
daha az 6l¢iide antidepresan ilaglar i¢in molekiiler bir hedeftir. Kokain gibi bilesikler
DAT tarafindan tasginmazlar, fakat tasiyiciya baglanarak bloke ederler. Amfetaminler
ise DAT etrafindaki elektrokimyasal gradyani degistirerek tasinma yoniinii degistirir.
Bu sayede DAT sinaptik bosluktaki DA’y1 geri almak yerine vezikiillerdeki DA’ ’nin

salinmasina neden olur (99).

Ayrica DAT sadece dopaminerjik noronlarda eksprese edildigi i¢in

dopaminerjik néron yogunlugunu gosteren 6zgiil bir belirtectir. Her dopaminerjik



27

noéronun akson uclarinda DAT’lar aym yogunlukta bulunmamaktadir. Ornegin
prefrontal kortekste DAT yogunlugu goreceli olarak azdir ve DA ya enzimatik yollarla
inaktive edilir ya da sinapslarin uzagina sizan DA norepinefrin tastyicilart (NET)

tarafindan bir yalanci substrat olarak kabul edilerek geri alinir (95).
Monoamin Oksidaz (MAO)

Dopamin katabolizmasinda monoamin oksidaz (MAO) ve katesol-O-
metiltransferaz (COMT) olmak {izere iki major enzim rol oynar (86). MAO enzimleri
beyinde katesolaminler gibi biyojenik aminlerin par¢alanmasinda rol oynayan birincil
enzimdir. Hem endojen hem de ekzojen aminlerin oksidasyonunu saglar (107).
MAQ’larin inhibitor duyarlilifina ve substrat spesifitesine gore MAO-A ve MAO-B
olmak ftizere iki izoformu vardir. Her iki izoform da ndronlarda mitokondrinin dis
membrant ile biitiinlesik olarak bulunur. MAO-A ve MAO-B %70 oraninda benzer
amino asit dizilimi tasir ve her iki enzim de izoaloksazin halkasinin 8c-metileni
yoluyla enzimdeki sistein grubuna kovalent olarak baglanmig bir flavin adenin
niikleotit (FAD) kofaktdrii icerir (108). Her iki enzimin beyinde dagilimlar: degisim
gosterir. MAO-A katesolaminerjik noronlarda bolca bulunurken, MAO-B serotonerjik
noronlar, astrositler ve glialarda bulunur. Beyinde MAO-A’nin en yiiksek
konsantrasyonda bulundugu bolim lokus serelus, MAO-B’nin en yiiksek

konsantrasyonda bulundugu yer ise rafe ¢ekirdekleridir (109).

Dopaminin MAO ile oksidasyonu sonucunda 3,4-Dihidroksifenil asetik asit
(DOPAC) olusur. DOPAC daha sonra aldehit dehidrogenaz ve COMT ile girdigi
reaksiyonlar  sonucunda  homovanilik aside (HVA) doniisir. DA’nin
biyotransformasyonu Sekil 2.6’da gosterilmistir. DOPAC’in DA’ya oram1 DA
metabolizmasimin  hizin1  gosterirken DA metabolitleri  (DOPAC ve HVA)
diizeylerindeki degisiklikler MAO aktivitesindeki degisiklikleri yansitmaktadir.
Dopaminerjik noronal aktivite, DOPAC+HVA/DA oranin hesaplanmasi ile
bulunabilir. DA devir hizindaki degisimleri gdsteren bu oranin, bir takim patolojik

PR

durumlarda veya ila¢ tedavisi esnasinda degistigi bulunmustur (86).
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Dopamin (DA)

Monoamin Oksidaz Katesol-O-Metiltransferaz
(MAO) / \ (COMT)
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3.4-Dihidroksifenil Asetik Asit (DOPAC) 3-Metoksitiramin

Kate§ol—O—Metiltransferaz\ / Monoamin Oksidaz
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Homovanilik Asit (HVA)
Sekil 2.6. Dopaminin biyotransformasyonu.

Dopamin Reseptorleri

Enzimatik olarak yikilmayan ve presinaptik hiicreye geri taginmayan DA
reseptorleri aktive edebilir. DA reseptorleri DA’nin ve DA bilesenlerinin etkilerini
farkli sinyal iletimi mekanizmalari ile diizenlerler. Bunlar i¢erisinde en 6nemlisi siklik
AMP’nin uyarilmas1 veya baskilanmasi ile sonuglanan adenilat siklaz aktivitesinin
diizenlenmesidir (110).

Bes farkli DA reseptorii alt tipi (D1, D2, D3, D4, DS5) vardir. Bunlarin hepsi
G-protein bagli reseptor ailesinin bir tiyesidir (111). 1979°da DA’in etkinin birden ¢ok
reseptOr alt tipi ile olustugu gosterilmis ve D1, D2 olmak {izere iki ana reseptor tipi
tanimlanmistir. Bu iki reseptdr farkli baglanma afinitesine, etki mekanizmalarina ve
sinir sistemindeki dagilimlarina gore birbirlerinden ayrilmiglardir. Daha sonra
kesfedilen D3 ve D4 reseptorleri yapi, farmakoloji ve birincil etki mekanizmalarina
gore “D2-benzeri” olarak, D5 reseptorii ise “D1-benzeri” olarak adlandirilmigtir (110).

Dopaminin hedef norona etkisi hedef néronun membranindan hangi tip
reseptorlerin olduguna baglidir. D2-benzeri reseptorler limbik sistemde duygudurum,
motivasyon ve duygusal istikrar1 ve bazal gangliyonda hareket kontroliinii diizenler.
D1-benzeri reseptorler ise hafiza ve dikkat gibi kognitif fonksiyonlarda etkilidir. Genel
olarak D1-benzeri reseptorler adenilat siklaz aktivitesini ve cAMP olusumunu

uyarirken, D2-benzeri reseptorler baskilar (111).
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2.4.2. Serotonerjik Sistem

Serotonin (5-Hidroksitriptamin, 5-HT) indolamin yapisinda bir bilesiktir ve
monoamin norotransmitterlerden biridir. Serotoninin kimyasal yapisi sekil 2.7°de
verilmistir (86). MSS’de serotonerjik ndronlarin hiicre govdeleri beyin sapindaki rafe
cekirdeklerinde bulunmakta ve buradan ¢ikan sinir lifleri yukari dogru talamus,
hipotalamus, limbik sistem ve neokortekse dogru yayilmaktadir (62). Ayrica,
serotonerjik noronlar asagi dogru omurilige uzanirlar ve agri basta olmak {izere

duyusal sinyallerin inhibisyonunu kontrol ederek regiilasyonunu saglarlar (19).
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Sekil 2.7. Serotonin kimyasal yapisi.

5-hidroksi triptamin

Serotonerjik norotransmisyon belirli prosesleri igerir ve bu prosesler
dopaminerjik ndrotransmisyon ile biiylik oranda benzerlik gosterir. Serotonerjik

norotransmisyonda etkili olan siirecler;

1) Oncelikle serotoninin 6nciil molekiillerden sentezi ve sinaptik
vezikiiller i¢inde depolanmasi gereklidir. 5-HT, triptofan amino asitinden
hareketle sentezlenir. Triptofan bir plazma membran tasiyicisi ile serotonerjik
noronlara alinir ve triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan katalize edilen bir
reaksiyon ile 5-HT’ye doniistiiriiliir (85,112). Triptofan hidroksilaz enzimi 5-
HT sentezi i¢in hiz kisitlayici basamaktir, ancak DA sentezinden farkli olarak
triptofan hidroksilaz enzimi genellikle fizyolojik triptofan
konsantrasyonlarinda doygun durumda degildir. Bu nedenle beyin triptofan
diizeyindeki degisiklikler 5-HT {iretiminde degisime neden olur (113).
Triptofandan meydana gelen 5-HT daha sonra aromatik-L-amino asit
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dekarboksilaz enzimi ile serotonine doniistiiriiliir (75). Serotonerjik néronlarda
sentezlenen 5-HT daha sonra dopaminerjik noronlarda oldugu gibi vezikiiler
monoamin tagiyicilar ile alinarak sinaptik vezikiillerde depolanir. MSS’de
bulunan serotonerjik néronlarda VMAT 2 eksprese edilirken, gastrointestinal
sistemdeki serotonin salgilayan enterokromafin hiicrelerde ¢cogunlukla VMAT
1 eksprese edilir (85,97).

2) Serotonerjik néronlarin uyarilmasini takiben serotonin sinaptik
vezikiillerden noron disina salinir ve hedef reseptor ve proteinler ile etkileserek
sinyal iletimini diizenler. Serbest birakildiktan sonra 5-HT, 15 iiyeli serotonin
reseptor ailesindeki reseptorlere baglanarak etki gosterir. Bu reseptorler i¢inde
5-HT3 reseptorii haricinde hepsi G-proteini bagimli membran reseptoriidiir
(114,115).

3) Norotransmisyonda isi biten 5-HT’in etkisi serotonin tasiyici protein
(SERT) tarafindan sinaps ic¢ine geri tasinmak suretiyle sonlandirilir. SERT,
serotonerjik sistemde hayati Oneme sahiptir. Segici serotonin geri alim
inhibitérii (SSRI) antidepresan ilaglar, SERT fonksiyonunu bloke ederek
serotoninin norotransmisyonda kalis siiresini uzatirlar (86,112).

4) Sinaps igerisine geri alinmayan 5-HT’in etkisinin sonlandirilmasi
biyotransformasyon yoluyla olur. Serotonin biyotransformasyonu baslica
MAO enzimleri, 6zellikle de MAO B izoformu ile gergeklesir (109). Serotonin
oksidasyon sonucu 5-hidroksi indol asetaldehite dontisiir. Olusan bu molekiil
daha sonra aldehit dehidrogenaz enzimi ile serotoninin ana metaboliti olan 5-
hidroksi-indol asetik asite (5-HIAA) déniisiir (112).

Serotonin, ndrogenez ve olgunlagsma ile ilgili erken gelisimsel olaylardan,
hiicre 6liimiiniin altinda yatan apoptoza ve norodejenerasyona kadar uzanan, insan
yasaminin merkezinde yer alan birgok biyolojik siirecte yer alir. Serotonerjik sistemin
erken donemde embriyogenez sirasinda olustugu ve ilk olusan serotonerjik ndéronlar
tarafindan siirdiiriilen serotonin ndrotransmisyonunun beyin gelisimine katkida
bulundugu diistiniilmektedir (112).

Bir norotransmitter olarak serotonin viicut 1sisinin kontrolii, uykunun
diizenlenmesi, istah, agr1 ve motor aktivite gibi bircok Onemli fizyolojik siireci

diizenler. Ayn1 zamanda bilis ve duygusal davranislar da dahil olmak iizere, beyin
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fonksiyonlaria yardimer olur (115-117). 5-HT 2A reseptoriiniin frontal kortekste ve
hipokampustaki miktar yagla birlikte azalmakta ve bu durum biligsel bozukluklar1 da
beraberinde getirmektedir (118). Dopaminerjik ve serotonerjik sistemlerin, limbik
sistemi kisiye haz verecek, mutluluk yaratacak ve psikomotor dengeyi saglayacak
dogrultuda uyardiklar1 varsayilmaktadir (19). Serotoninin anksiyolitik etkisi oldugu
bilinmektedir. Hipokampustaki 5-HT 1A reseptorlerinin aktive edilmesinin
anksiyeteyi azalttigt bulunmustur (119). Serotonin aliskanliklarin (habitiiasyon)
olusumunda etkilidir. Duyusal néronlarda potasyumun hiicre digina ¢ikmasini
engelleyerek aksiyon potansiyelinin uzamasina neden olur. Bu sayede aligkanligin
kazanilmasina yardimci olur. Serotonin ayrica normal uyku dongiilerinin
stirdiiriilmesinde 6nemlidir. Serotonin iiretimini baskilayan molekiiller, etki siireleri
boyunca uykusuzluga sebep olurlar. Ayrica rafe g¢ekirdeklerinin farkli lezyonlari
patolojik uykusuzluga neden olmalari bakimindan O6liimciil olabilmektedir (19).
Bunlara ek olarak serotonerjik islev bozuklugunun sizofreni, madde bagimliligi,
Parkinson hastaligi, major depresyon, alzheimer ve otizm gibi bir¢cok hastaligin

patofizyolojisinde rol oynadig1 bilinmektedir (120-123).
2.4.3. Kolinerjik Sistem

Asetikolin (ACh) ilk kesfedilen ve merkezi sinir sisteminde yaygin olarak
bulunan bir ndrotransmitterdir. 1921 yilinda Loewi tarafindan vagus sinir liflerinin
uyarilmasiyla birlikte kalbin atmasim1 yavaglatan bir kimyasal maddenin
salgilandiginin goriilmesi ile birlikte kesfedilmistir (75).

Asetilkolin, kolinerjik sinir liflerinin u¢ kisminda, sitozolde sentezlenir. Kolin
asetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan, kolin ve asetil CoA’dan sentezlenir ve
presinaptik vezikiiller icgerisinde saklanir. Vezikiiller ACh tasiyict (VACHT),
asetilkolinin sinaptik vezikiiller i¢ine alinmasindan sorumludur (86). Kolin
asetiltransferaz  enzimi kolinerjik ndronlarin  spesifik bir markorii  olarak
kullanilmasina ragmen bu enzim hemen hemen biitlin canli hiicrelerde bulunmaktadir.
Sinir sistemi hiicreleri haricindeki hiicrelerde ACh kiiglik miktarlarda iretilir ve
hiicresel homeostazin saglanmasi, mitoz boliinme, hiicre farklilasmasi, hiicre
iskeletinin  organizasyonu, hiicre-hiicre etkilesmesi ve immiin fonksiyonun

regiilasyonu gibi bazi temel hiicresel fonksiyonlarin yiiriitiilmesini saglar (124).
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Kolinerjik noronlar sinir sistemindeki néronlarin yiizde birinden daha azim
olusturur, ancak, anatomik organizasyonlar1 ve konumu nedeniyle, kolinerjik aglar,
temel kas hareketlerinden biling, hafiza ve 6grenme de dahil olmak {izere en yiiksek
beyin fonksiyon seviyelerindeki aktivitelere kadar cesitli fonksiyonlarda rol
oynamaktadir (125).

Asetilkolin, periferik ve merkezi sinir sistemi boyunca noronal aktivitenin
giiclii bir diizenleyicisidir. Bir ndrotransmitter olarak tiim serebral korteks boyunca
aktivite paternlerinin tonusunu diizenleyerek biling durumuna aracilik eder (126). ACh
ogrenme ve kisa stireli hafiza islevlerinde rol oynamaktadir. Bununla birlikte, daha
yeni ¢aligmalar dikkat, ¢caba ve yonlendirici ACh ndrotransmisyonunun rol oynadigini
gostermistir. Stirekli dikkat gerektiren performanslar sirasinda kortikal ACh salinimi
artmaktadir (127,128). ACh dis uyaranlara karst kortikal duyarliligi azaltir ve
odaklanmay1 arttirir. Sizofreni hastalarinda azalmis dikkat ve ¢alisma bellegi dahil
olmak {izere bilissel rahatsizliklar siklikla mevcuttur. Genellikle bu etkilerin ortaya
cikmasinda ACh ndrotransmisyonunda  dengesizligin de etkisi  oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte beyinde belirli bolgelerde ACh artis1 anksiyete ve
depresyon ile ilgili semptomlara yol agabilir. (126,129).

Kolinerjik sistem diger tiim klasik norotransmitterler gibi, MSS’deki diger
ndrotransmitter sistemler ile genis iliski icerisindedir. Ozellikle dopaminerjik ve
kolinerjik sistemler genis olgiide birbiri ile baglantilidir. Beynin farkli béliimlerinde
dopamin ve ACh arasindaki dengenin bozulmasi farkli etkiler meydana
getirebilmektedir. Striatumdaki DA ve ACh sistemleri arasindaki dengenin
bozulmasinin, nérotoksin ile indiiklenen Parkinson hastaliginin patogenezinde kritik
bir rol oynadigina inanilmaktadir. Ayrica, Parkinson hastalarinda asetilkolinesteraz
enzim miktarinda azalmanin dopaminerjik néronlarda apoptozu azalttig1 goriilmiistiir
(85,130). Niikleus akkiimbens bolgesinde ekstraseliiler ACh konsantrasyonunda artis
ile birlikte DA saliniminda azalmanin anksiyete, yeme bozuklugu ve bagimlilik
patofizyolojisinde rol oynadig: diisiiniilmektedir (131).

Kolinerjik sistemin her bir bileseni MSS’de karakteristik bir gelisim planina

gore diizenlenir. Kolinerjik nérotransmisyon Sekil 2.8’de gosterilmistir (124).
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Sekil 2.8. Kolinerjik nérotransmisyon.
Asetilkolinesteraz

Diger bir¢ok kiiclik molekiillii ndrotransmitterin aksine, pek ¢ok kolinerjik
sinapsta ACh’in post-sinaptik etkileri presinaptik ndrona geri alim ile degil, enzimatik
yolla sonlandirilir (85). Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi esas olarak ndromuskiiler
kavsaklarda ve beyindeki kolinerjik sinapslarda bulunan serin hidrolaz tiirevi bir
enzimdir (131). AChE c¢ok yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir (saniyede AChE ¢ok
yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir (saniyede AChE molekiilii bagina yaklagik 5000
asetilkolin molekiilii) ve ACh’1 asetat ve koline hidroliz eder. ACh hidrolizi Sekil
2.9°da gosterilmistir. Hidroliz sonucu olusan kolinin biiyiik boliimii yiiksek afiniteli

kolin tastyici tarafindan sinaps igerisine geri alinir ve boylece ACh tiretimi ve salinimi

devam eder (132).
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Sekil 2.9. Asetilkolinin hidrolizi.

Asectilkolinesteraz  enziminin sinir sistemindeki hiicre farklilasmasi,
sinaptogenez, hiicre adezyonu ve apoptotik yolaklarda etkili oldugu gosterilmistir.
Noronal hiicrelerde ve ayni zamanda astrositler ve fibroblastlarda, AChE’in
morfolojik olarak diizenleyici etkileri vardir (133). Artan AChE aktivitesinin, hiicresel
cogalma, gdc, iltihap ve bagisiklik gibi olaylarda pro-inflamatuar sitokin ve interlokin
tiretimi de dahil olmak {izere, ¢esitli protein kinazlar araciligiyla adaptif degisiklikler,
hiicre ¢ogalmasi, ve hiicre i¢i sinyal yollarini etkileyerek glukoz regiilasyonu ve
apoptoz basta olmak tlizere hem periferde hem de merkezi sinir sisteminde etkili olan
Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)’ii harekete gecirerek apoptozla iliskili proteinlerin
(kaspaz3 ve kaspaz 9) artisina sebep oldugu ve hiicreleri apoptoza siiriikkledigi de

gosterilmistir (134).
2.5. Oksidatif Stres

Serbest radikal, yapisinda bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip olan
atom veya molekiil olarak tanimlanabilir. Serbest radikaller bu elektronu esleyerek
kararli duruma gecebilmek amaciyla diger bilesiklerle hizla tepkimeye girme
egilimindedir (135).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) yapilarinda oksijen bulunduran son derece
yiikksek reaktiviteye sahip organik veya inorganik serbest radikaller veya
peroksitlerdir. ROT canli hiicreler tarafindan normal hiicresel metabolizmanin bir
sonucu olarak iiretilir ve biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikallerdendir
(136). ROT ve reaktif azot bilesikleri (RNT), normal hiicre metabolizmasinin
tiriinleridir. Hiicrelerin oksijen tiiketmesi ve ROT {iretmesi, olusan ilk aerobik hiicre
ile baglamistir. Mitokondriyal solunum prosesi, peroksizomal oksidasyon, mikrozomal
sitokrom P450 metabolizmasi, nétrofil, eozinofil, makrofaj hiicreleri ve inflamat6r

sitokinlerin aktivasyonu, ksantin oksidaz ve aldehit oksidaz gibi ¢ok sayida enzimin
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katalitik etkisi, tiyoller, katekolaminler, flavinler gibi bazi hiicre ic¢i kiigiik
molekiillerin oksidasyonu ya da arasidonik asidin lipooksijenaz ve siklooksijenazlarla
oksidasyonu esnasinda endojen kaynakli olarak iiretilebilmektedir. Ayrica, genotoksik
olmayan karsinojenlerin de dahil oldugu c¢evresel kirleticiler, barbitiiratlar, klorlu
bilesikler gibi ksenobiyotikler ve bazi metal iyonlari, sigara, UV 1sinlari, iyonize
radyasyon gibi etmenler araciligi ile ekzojen kaynakli iiretimleri de mevcuttur.
Hiicreler bu bilesikleri sahip olduklar1 enzimlerle ve antioksidan 6gelerle indirger. Bu
durum, organizmanin belirli bir redoks dengesini olusturmasini saglar (137-139).
Hiicrenin normal redoks durumu bazi durumlarda bozulur. Oksidatif stres,
ROT ve RNT iiretiminin artmasi veya antioksidan koruma kapasitesinin diigmesi ve
buna bagli olarak viicudun endojen sistemlerinin kendini oksidatif hasara karsi
koruyamamasi durumu olarak tanimlanabilir. Bu durumda hiicresel indirgeme
potansiyeli bozulmus, hasara ugramis veya doygunluga ulasmis ve GSH gibi hiicresel
indirgemeyi saglayan Ogeler baskilanmis olabilir. Bu dengesizlik sonucu olusan
peroksitler ve serbest radikaller hiicresel proteinlere, lipitlere ve DNA’ya hasar verir.
Ortaya ¢ikan oksidatif stresin biiyiikliigii hiicresel indirgeme mekanizmalarinda ortaya
cikan degisimlerin boyutuna baglidir (140,141). Eger hiicre ortaya ¢ikan degisimlerin
diizelmesini saglayabiliyorsa ve normal haline geri donebiliyorsa, hiicrede hasar ya
goriilmez ya da kiiciik, genelde onarilabilen bir hasar ortaya c¢ikar. Ancak, hiicre
onarimi saglayamiyorsa ve ATP deplesyonu da varsa, hiicre 6liimii gerceklesir. Hasar
orta diizeyde ise, hiicre apoptoza gider; hasar biiylikse nekroz gerceklesir. Oksidatif
stres yaslanma, karsinogenez, iskemik hasarlar, ateroskleroz, kas defektleri,
norodejeneratif hastaliklar ve inflamatuvar hasarlar gibi ¢ok ¢esitli patolojik
durumlarla iliskilendirilmistir. Oksidatif stresin patolojik durumlarin nedeni mi oldugu

veya patolojik durumlar nedeniyle mi ortaya ¢iktigi tartismali bir konudur (142-145).
2.5.1. Oksidatif Stresin Biyogostergeleri

Oksidatif stres kompleks bir siirectir ve nicel olarak tespit edilmesi zor olmakla
birlikte, oksidatif stresin degerlendirilmesinde ¢esitli biyogdstergeler kullanilabilir. Bu
biyogdstergelerden en sik kullanilanlar asagida siralanmistir (146).

e Dogrudan ROT/RNT’nin dl¢timii

e Total antioksidan kapasite
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e Antioksidan enzim aktiviteleri (Sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, tiyoredoksin rediiktaz, glutatyon rediiktaz)

e Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (Vit-C, E, glutatyon, flavonoidler ve
karetenoidler)

e Rediikte/okside glutatyon (GSH/GSSG) orani

e Lipit oksidasyon iiriinleri

e Protein oksidasyon triinleri (karbonil gruplari, nitrézaminler)

e DNA Oksidasyonu (8-hidroksi-2-deoksi guanozin ve 8-hidroksi guanin

diizeyleri)
Glutatyon

Glutatyon organizmada bulunan en 6nemli antioksidan molekiillerden biridir.
“y- Glutamil Sisteinil Glisin” yapisinda atipik bir tripeptittir. Viicutta L-glutamik asit,
L-sistein ve glisinden sentezlenir. Hayvan dokularinda, bitkilerde ve bakterilerde
bulunur. Yasayan hiicrelerin karakteristik bir bilesenidir. Viicutta rediikte GSH ve
okside glutatyon halinde bulunabilir. Sigan karacigerinde 5-10 mM diizeylerinde
bulunmaktadir. GSH’daki sisteinin tiyol grubu stabil olmayan (ROT gibi) molekiilleri
rediikleyebilir. Bu durumda kendisi de reaktif hale gelir ve iki reaktif GSH birleserek
glutatyon disiilfiti (GSSG) olusturur. GSSG daha sonra glutatyon rediiktaz ile tekrar
GSH’a doniisiir. GSH viicutta basta karaciger hiicreleri olmak tizere farkli hiicrelerde
bulunur. Oksidatif stresin arttigi durumlarda hiicrenin GSSG’yi GSH’a indirgeme
ozelligi azalir ve boylece GSSG hiicrede akiimiile olur. Okside GSH, hiicrelerde
birikebilir ve GSH/GSSG oram1 oksidatif stresin 6nemli bir Olg¢lisii olarak
degerlendirilir (147-149).

Glutatyon molekiiliiniin oksidatif strese karsi baslica koruyucu rolleri soyle
siralanabilir:
1. Glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon s-transferaz (GST) gibi oksidatif strese kars1
detoksifikasyonda yer alan enzimlerin kofaktoriidiir. Viicudun tiim elektrofilik,
halojenli yapilar, epoksitlere kars1 korunmasinda rol oynar.
2. Plazma membranindan aminoasit taginimina katilir.
3. Hidroksil radikali ve singlet oksijeni dogrudan siipiiriir. GPx’1n kofaktorii olmasi

nedeniyle H20: ve lipit peroksitlerin detoksifikasyonuna katkida bulunur.
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4. Vitamin C ve vitamin E gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin yeniden aktif
formuna doniistiirme kapasitesine sahiptir.
5. Diger taraftan, apoptoza kars1 hiicreleri korur. Bu koruyucu etki, detoksifikasyon ve

hiicre redoks durumunu kapsayan ¢ok faktdrlii mekanizmalardan kaynaklanmaktadir

(150-152).
Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu (LP), membran lipitlerinin oksidatif hasarla bozulmasi
olayr olarak tanimlanabilir. Genellikle oksidanlarin karbon-karbon bagi igeren
membran lipitlerinden (6zellikle doymamig yag asitlerinin) bir elektron koparilmasi
sonucu olusur. LP sonucunda membran yapt ve fonksiyonlarinda degisiklikler
meydana gelir. LP' nin biyolojik membranlardaki sonuglari, membran akiskanliginin
degismesi, membran potansiyelinin digiiriilmesi, H* ve diger iyonlara
permeabilitesinin artmast ve membranin lize olarak hiicre igeriginin ve lizozomal
hidrolitik enzimlerin disartya salinmasi seklinde goriilir. LP sonucu olusan
malondialdehit (MDA) basta olmak {izere 4-hidroksialkanellerin de toksik etkilere
sahip olduklar1 gosterilmistir (153). MDA, hiicre membraninda yer alan
hidroperoksitleri etkileyerek iyon gecirgenligini bozar ve enzim aktivitelerini
degistirebilir. Ayrica, DNA gibi makromolekiilleri etkileyerek ciddi hasarlara neden
olabilir. Bakteri ve memeli hiicrelerinde mutajen 6zellik gosterdigi bilinen MDA uzun
yillardir LP’nin belirlenmesinde 6nemli bir biyogdsterge olarak kullaniimaktadir
(154). LP’nin 6nemli bir diger aldehit {irinii 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)’dir. HNE,
zay1f bir mutajendir ve LP’nin en 6nemli toksik {irlinlerinden biridir (155).

Yapilan birgok c¢alisma LP’nin; inflamasyon, kanser, ndrodejeneratif

hastaliklar ve bobrek dejenerasyonunda 6nemli rol oynadigini gostermistir (154,155).
2.6. Konu ile ilgili Cahsmalar
2.6.1. Bisfenol A ile Tlgili Calismalar

Prenatal ve erken postnatal gibi hassas donemlerde BPA maruziyetinin sonraki
nesillerde ¢ok onemli ters etkilere neden olabilecegini gosteren gesitli in Vivo

calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan bazilar1 agagida 6zetlenmistir.
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Hem DA, hem de serotonin {iretiminin estrojen bagli mekanizmalar tarafindan
diizenlenmesi bu sistemleri EBK’lerin ters etkilerine a¢ik hale getirmektedir. Honma
ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir calismada Sprague Dawley (SD) tiirii siganlara
gebeligin 6. gliniinden baslanarak laktasyon bitimine kadar gavaj yardimi ile BPA (4,
40, 400 mg/kg/giin) uygulanmistir. 400 mg/kg BPA uygulanan gebelerden dogan
yavrularin dogumdan sonraki 2. giinde hayatlarin1 kaybettigi goriilmiistiir. BPA’ya
maruz kalan diger disi yavrularin 3 haftalik olduklarinda beyin dokularinda DA, DA
metabolitleri (DOPAC, HVA), serotonin ve 5-HIAA diizeyleri arastirilmistir. BPA
maruziyeti ile 6n beyinde HVA ve DOPAC diizeylerinin arttig1 gdzlenmistir (p<0,05).
Bu durum BPA’nin DA’nin sinir uglarindan salinimini ve metabolitlerine doniisiim
hizinm arttirdigini diistindiirmektedir (156). Nakamura ve ark. (2010) tarafindan yapilan
benzer bir ¢alismada ICR/Jcl tiirii gebe farelere gebeligin ilk giiniinden laktasyon
sonuna kadar subkiitan enjeksiyon ile BPA (20 pg/kg/giin) uygulanmistir. Dogan
farelerde 14-15. haftalar arasinda kaudat/putamen cekirdekte dopamin ve DOPAC
konsantrasyonlarinda (DA, p<0,01; DOPAC, p<0,05) ve dorsal rafe ¢ekirdeklerinde
serotonin ve 5-HIAA diizeylerinde (5-HT, p<0,001; 5-HIAA, p<0,01) artis
gozlenmistir (157).

Matsuda ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, SD tiirii iki
giinliik erkek sicanlar dort gruba ayrilmis ve sirasiyla 0, 0,1, 1 ve 10 pg/kg BPA
intrakraniyal olarak tek doz uygulanmistir. Ardindan tiim caligma gruplart ikiye
ayrilmis ve ilk yarisinin dozlamadan sonraki 7. glinde diger yarisinin ise dozlamadan
sonraki 28. giinde beyin dokularinda ii¢ farkli bolgede (hipokampus, beyin saki ve
striatum) monoamin ndrotransmitterler ve metabolit konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir.
Yapilan 6l¢iimlerde 0,1 ng/kg BPA maruziyetinin dozlamadan sonraki 7. glinde beyin
sapindaki, 1 pg/kg BPA maruziyetinin ise dozlamadan sonraki 28. giinde striatumdaki
DA ve DOPAC konsantrasyonlarini arttirdigi bulunmustur (p<0,05). Ayrica 1 pg/kg
BPA maruziyetinin dozlamadan sonraki 28. giinde hipokampusta serotonin
konsantrasyonunu arttirdigt ve 5-HIAA/5-HT oranini diislirdiigi  g6zlenmistir
(p<0,05). BPA’nin diisiik dozlarda da dopaminerjik metabolizmada bir artisa neden
olabilecegi diigtiniilmiistiir (158).

Norotransmitter sistemler; sentez, depolama, salinim, geri alim, reseptor

aktivasyonu ve metabolizma ve geri alim gibi ¢esitli islemlerin hep beraber islevini
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gerektirir. Birbirine bagli silirecler nedeniyle tek bir islemde meydana gelen
degisiklikler, norotransmitter ile iliskili siire¢ler lizerinde etkili olabilir (87). Matsuda
ve ark. (2012) ndrotransmitter metabolizmasini géz oniine alarak BPA’nin MAO
seviyeleri tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Hamileligin 10. giliniinden laktasyon
donemi sonuna kadar subkiitan olarak BPA (250 ng/kg/giin) uygulanan gebe
farelerden dogan erkek yavrularda beynin ti¢ farkli boliimiinde (hipokampus, amigdala
ve omurilik sogani)) MAO diizeyleri Olgiilmistiir. Omurilik soganinda MAO-B
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla azaldigi bulunmustur (p<0,05). Beynin diger
bolgelerinde ise herhangi bir degisim gdézlenmemistir. Bu c¢alismanin bulgularu
perinatal BPA maruziyeti ile indiiklenen anksiyetenin beyinde DA metabolitlerindeki
azalmayla 1iligkili olabilecegini ve BPA’nin etkilerinde -cinsiyet farkliliklari
olabilecegini isaret etmektedir (159).

Ishido ve ark. (2004) yaptig1 calismada, 5 giinliik Wistar tiirii sicanlara tek doz
BPA (0,02, 0,2, 2 ve 20 ng/kg) intrasisternal olarak enjekte edilmistir. Siganlar 5
haftalik olduklarinda yapilan Ol¢iimlerde 2 ve 20 pg/kg BPA’ya maruz kalan
sicanlarda hiperaktivitenin kontrol grubuna kiyasla artti1 ve artigin doza bagl olarak
gerceklestigi  gozlemlenmistir (p<0,001). Buna ek olarak sicanlar 8 haftalik
olduklarinda beyin dokularinda yapilan 6lgiimlerde 20 pg/kg BPA’ya maruz kalan
siganlarda DA reseptor D4 ve DAT genlerinin ekspresyonunda 2 kattan daha fazla
azalma oldugu bulunmustur (p<0,05) (160). Tekrardan Ishido ve ark. (2014) tarafindan
yapilan benzer bir ¢alismada, 5 giinliik Wistar tiirli siganlara 6nceki ¢alismadaki
verilere dayanarak tek doz BPA (20 pg) intrasisternal olarak enjekte edilmistir.
Sicanlar 8 haftalik olduklarinda yapilan 6l¢timlerde BPA’ya maruz kalan sicanlarda
beynin substansiya nigra bolgesinde nérodejenerasyon meydana geldigi ve tirozin
hidroksilaz aktivitesi gosteren noronlarda azalma oldugu goriilmiistiir (161). Ishido ve
ark. (2007) yaptiklar1 diger bir calismada ise uygulama yolunun sonuglara olan etkisini
arastirmistir. Bu calismada, 5 giinliik Wistar tiirti sicanlara 3 haftalik olana kadar 600
ng/kg/giin dozda BPA oral olarak uygulanmistir. Siganlar 5 haftalikken yapilan
Ol¢iimlerde BPA’ya maruz kalan sicanlarda hiperaktivitenin kontrol grubuna kiyasla
arttigr gozlemlenmistir (p<0,005). Ayrica siganlar 7 haftalik olduklarinda beyin
dokularinda yapilan analizlerde, orta beyin dokusunda tirozin hidroksilaz aktivitesi

gosteren noronlarda azalma oldugu ve apoptotik hiicrelerin arttigi belirlenmistir
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(p<0,05) (162). Bu durum farkli maruziyet yollar1 ile benzer etkiler gozlenebildigini

gostermektedir.

Basta dopamin ve serotonin olmak iizere ndrotransmitter sistemlerin bagimlilik
patofizyolojisi lizerinde etkileri bilindiginden, bu sistemler iizerine ters etkileri
bulunan EBK’lere maruziyetin bagimlilik ve ila¢ suiistimaline neden olabilecegi
diisiiniilebilir. Bu konuyla ilgili Narita ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada
ddY tiirti gebe fareler implantasyon (GDO-7), organogenez (GD7-14), parturisyon
(GD14-20) ve laktasyon (PND1-21) olmak {izere 4 farkli donemde oral olarak, 2
mg/kg dozda BPA’ya maruz birakilmistir. Yavrular 7-9 haftalik olduklarinda her
yavruya 10 mg/kg dozda morfin uygulanip limbik sistemdeki hareketlilikleri ve DA
ile indiikklenen G-protein aktivasyonu Olcililmiistiir. Organogenez ve laktasyon
doneminde BPA’ya maruz kalan yavrularda limbik sistemde yiliksek hareketlilik
(hiperlokomosyon) oldugu ve G-protein aktivasyonunun arttigi goriilmiistiir (p<0,05).
Bu durumun morfinin ddiillendirici etkisini artirdigr ve bagimlilik gelismesine katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Implantasyon ve parturisyon dénemindeki maruziyette
ise bu degisimler gozlenmemistir. Bu durum maruziyet zamaninin O6nemini
gostermektedir (163).

Suzuki ve ark. (2003) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ddY tiirii gebe
fareler 0,002, 0,5 ve 2 mg/gram yem konsantrasyonlarinda BPA igeren yem ile
beslenmisglerdir. Bu farelerden dogan yavrulara 2 mg/kg metamfetamin verildiginde
doza bagl olarak limbik sistemlerinde hareketliligin arttig1 goriilmiistiir (p<0,05).
Ayrica, aym farelere metamfetamin ile birlikte bir DA D1-reseptdr antagonisti
verildiginde bu etkinin kayboldugu goézlenmistir. Farelerden elde edilen limbik sistem
dokularina uygulanan western-blott analizi sonucunda da limbik bolgede DA DI
reseptor mRNA ekspresyonun arttigit bulunmustur. Bu durum goézlenen etkilerin
dopaminerjik sistemin hiperaktivasyonu ile baglantili olabilecegini gdstermektedir
(164).

Luo ve ark. (2013) yaptig1 bir caligmada 35 giinliik CD-1 tiirii erkek farelere
ergenlik donemleri boyunca (PND 35-70), oral olarak BPA (50 mg/kg/giin)
uygulamiglardir. Ardindan farelerin anksiyete seviyeleri yiikseltilmis, art1 labirenti
testi ve aydinlik/karanlik kutusu testi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. BPA’ya maruz kalan

farelerin kontrole kiyasla agik kollarda gecirdigi zamanin (p=0,0015), agik kollara
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giris miktarinin (p=0,0171) ve aydinhik kutuda gegirdikleri zamanin azaldig
(p=0,0131) gozlenmistir. Davranig testlerinden sonra farelerin beyinlerinin farkli
bolgelerindeki  (frontal korteks, hipokampus, hipotalamus ve beyincik)
asetilkolinesteraz aktiviteleri Ol¢lilmiistir. BPA uygulan grupta hipokampustaki
asetilkolinesteraz aktivitesinin azaldigi goriilmistiir (p<0,05) (165).

BPA’nin asetilkolinesteraz aktivitesi ilizerine etkilerini arastiran diger bir
calismada Fan ve ark. (2013) paternal maruziyetin etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada, Wistar tiirii erkek sicanlar ¢iftlesmeden 6nce 10 hafta boyunca oral olarak
50 pg/kg/giin dozunda BPA’ya maruz birakilmislardir. FO jenerasyonu erkek siganlar
ciftlesmeden hemen sonra, F1 jenerasyonu yavrular ise PND 56. giinde dnce Morris
su labirenti testine tabi tutulmus ardindan hipokampus dokularindaki asetilkolinesteraz
aktiviteleri 6l¢iilmustiir. FO jenerasyonu erkek siganlarda BPA maruziyeti ile birlikte
uzaysal hafizanin geriledigi ve hipokampustaki asetilkolinesteraz aktivitesinin azaldigi
gozlenmistir (p=0,01). F1 jenerasyonunda ise paternal olarak BPA maruziyetinin her
iki cinsiyette de hafizanin gerilemesine ve hipokampustaki asetilkolinesteraz
seviyelerinde cinsiyetler arasi farkin ortadan kalkmasina sebep oldugu goriilmustiir.
Genel olarak bu veriler, diisiik dozda paternal BPA maruziyetinin epigenetik etkileri
olabilecegini gostermektedir (166).

Norodejeneratif hastaliklarin  temelinde yatan diger bir mekanizma
eksitotoksisitedir. Khadrawy ve ark. (2016) yaptig1 ¢caligmada 5 aylik Wistar tiirli erkek
sicanlara 6 ve 10 hafta boyunca 10 mg/kg/giin BPA veya 6 hafta boyunca 25
mg/kg/giin BPA uygulanmistir. Yapilan bu ¢alismada BPA’nin, beynin korteks ve
hipokampus bolgelerinde eksitator aminoasitler (glutamat ve aspartat), inhibitér amino
asitler (GABA, glisin ve taurin), AChE aktivitesi ve oksidatif stres parametreleri (LP
ve GSH) {izerine etkilerinin farkli doz ve zaman araliklarindaki BPA maruziyetleri ile
karsilagtirmali olarak arastirilmasi amaglanmistir. Sonugta 10 hafta boyunca 10
mg/kg/gilin ve 6 hafta boyunca 25 mg/kg/giin dozda BPA’ya maruz kalan siganlarin
korteks bolgesinde glutamat miktarindaki artisa karsilik inhibitor ndrotransmitterlerin
seviyelerinde azalma oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica, korteks ve hipokampusta
LP ve GSH diizeylerinde artis belirlenmistir (p<0,05). Kortekste meydana gelen
mevcut degisiklikler, BPA’nin glutamat ile indiiklenen eksitotoksisiteyi arttirdigini ve

oksidatif stres diizeylerini ylikselttigini diisiindiirmektedir. Ayrica biitiin ¢aligma
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gruplarinda, hipokampus bolgesindeki asetilkolinesteraz aktivitesinin kontrol grubuna
kiyasla arttigi bulunmustur (p<0,05) (167). El-Missiry ve ark. (2014) tarafindan
yapilan bir diger ¢alismada da 6 hafta boyunca, haftada 3 kez oral olarak 50 mg/kg/giin
dozda BPA’ya maruz kalan SD tiirii erkek siganlarin serebrum bolgesinde LP

diizeylerinde belirgin artig goriildiigii rapor edilmistir (p<0,05) (168).
2.6.2. Ftalat ile Tlgili Caliymalar

Literatiirde ftalat maruziyetinin nérotransmitter sistemler tizerindeki etkilerini

arastiran ¢ok az sayida hayvan ¢aligmasi mevcuttur.

Ishido ve ark. (2004) yaptig1 calismada 5 glinlik Wistar tiirli siganlara tek doz
disiklohekzil ftalat (DCHP) (87 nmol/10 pl) intrasisternal uygulanmistir. Bu siganlar
4-5 haftalik olduklarinda kontrol grubuna kiyasla belirgin 6l¢iide hiperaktivite artisi
gostermislerdir (p<<0,001). Bununla birlikte, sicanlarin orta beyin bdlgesinde DA D4
reseptor ve DAT seviyelerinin diistiigli, substansiya nigra bolgesindeki dopaminerjik
ndronlarda apoptozun arttig1 bulunmustur (169). Yine dopaminerjik sistem ve ilgili
davraniglarin incelendigi bagka bir calismada Wang ve ark. (2016), ICR tiirii disi
farelere ergenlik doneminde iki hafta boyunca gavaj yardimi ile oral olarak DEHP (1,
10, 50 ve 200 mg/kg/giin) vermistir. Ergenlik doneminde DEHP maruziyetinin
farelerin striatum bolgesindeki DA D2 reseptdr yogunlugunu doza bagli olarak
azalttig1 bulunmustur (p<0,01). Ayrica maruz kalan farelerde kontrol grubuna kiyasla
sosyal etkilesimin azaldig1 gozlenmistir (170).

Li ve ark. (2013)’nin yaptig1 calismada SD tiirii gebe sicanlara hamileligin 6.
giiniinden itibaren laktasyon dénemi sonuna kadar 500 mg/kg/giin dozda dibiitil ftalat
(DBP) oral olarak verilmistir. Farkli donemlerde (Dogumdan sonraki 5, 21 ve 60.
giinler) siganlarin beyin dokular1 inceleme igin ¢ikarilmistir. Histolojik incelemeler
sonucunda dogumdan sonraki 5. ve 21. giinlerde, DBP’a maruz kalan siganlarin
hipokampus bolgesinde kontrol grubuna kiyasla néronlarin azaldigr ve yapisal
anormallikler oldugu gozlenmistir. Ayrica yapilan analizlerde DBP’a maruz kalan
siganlarin  hipokampal no6ronlarinda apoptotik hiicre sayisinda ve kaspaz-3
diizeylerinde artis oldugu gozlenmistir (p<0,01). Benzer degisimler dogumdan sonraki
60. giinde yapilan incelemelerde bulunamamistir (171). Yan ve ark. (2016) yaptiklar

bir ¢alismada yetiskin Kumming tiirii farelere 28 giin boyunca, farkli dozlarda oral
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olarak DBP (5, 25 ve 125 mg/kg/giin) vermislerdir. 28 giin sonunda farelere uygulanan
yiikseltilmig art1 labirenti testinde anksiyetenin doza bagli olarak arttigin1 gostermistir
(p<0,01). Davranis testinden sonra farelerin beyin dokusu oksidatif stres
parametrelerinin Olglilmesi ve histopatolojik incelemelerin yapilmasi i¢in ¢ikarilmastir.
Yiiksek dozda (125 mg/kg/giin) DBP’a maruz kalan farelerde ROS ve MDA
diizeylerinde kontrole oranla artis oldugu bulunmustur (p<0,01). Ayrica, yapilan
histopatolojik incelemelerde yine yiiksek doz DBP maruziyetinin beyin dokusunda
hiicre sikligini azalttig1, hiicrelerin yerlesiminde diizensizlik meydana getirdigi, apikal

dendritlerde deformasyon ve kisalmalar meydana getirdigi gézlenmistir (172).
2.6.3. Kombine Maruziyet ile Ilgili Cahsmalar

Genel popiilasyonun endokrin bozucu kimyasal maddelere karisim halinde
maruz kaldigi bilinmektedir. Kombine ve tekrarlanan maruziyetler sinerjik etkiye
sahip olabilecegi gibi, parsiyel agonistik veya antagonistik etkilere de sahip olabilir.
Bu durumda, karisim halinde maruziyetin arastirildigi in vivo ¢alismalarin genel
popiilasyondaki maruziyetin sonuglarini anlamakta daha yararli olacag: diisiiniilebilir.
Literatiirde kombine maruziyetin noéroendokrin sistem tiizerine etkilerinin incelendigi
¢ok az calisma vardir.

Tanida ve ark. (2009) yaptig1 calismada BPA (5 mg/kg/giin), DEHP (1
mg/kg/glin) ve tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)’ye (8 ng/kg) tek tek ve karisim
halinde maruziyetin beyin gelisimi ve dopaminerjik sistem {iizerindeki etkileri
arastirtlmistir. ICR tiirli gebe farelere gebeligin 8-17. giinleri arasinda oral yoldan bu
kimyasal maddeler uygulanmistir. TCDD sadece gebeligin 8. giliniinde tek doz olarak
verilmistir. Hem BPA hem de DEHP maruziyeti sonucunda 4 haftalik farelerde orta
beyindeki A9 ve A10 dopaminerjik c¢ekirdeklerde dopaminerjik néron seviyelerinin
azaldig1 gézlenmistir (p<0,05). Ayrica bu gebelerden dogan 6 haftalik farelerde beyin
agirliginin BPA, DEHP ve TCDD gruplariin hepsinde azaldig1 gozlenmistir (p<<0,05).
Ancak, karisim halindeki maruziyette ayni etkiler goriilmemistir (173). Bu ¢alisma,
literatiirde karigim halinde BPA ve DEHP maruziyetinin ndrotransmitter sistemler

tizerindeki etkisinin arastirildigr ilk ¢aligmadir.



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

AChE Aktivite Tayin Kiti

Apoptoz Kiti (In Situ Cell Death Detection Kit)
BPA

DA Kiti

DAT Kiti

DEHP

Digitonin

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (D-
PBS)

EDTA

Eozin Yellowish (Eozin Y)
Etil Alkol (%96)

GSH Ol¢iim Kiti
Hematoksilen kristali
Heparin (Nevparin)
HEPES

Hidrojen peroksit

Koyun serumu

Mannitol

MAOQO Aktivite Tayin Kiti

Proteaz Inhibitér Kokteyli

Protein Miktar Tayini kiti (BCA Kkiti)

Serotonin Kiti

BioVision
Roche
Sigma-Aldrich
Cusabio
Elabscience
Sigma-Aldrich
BDH Chemicals

Biowest

Sigma-Aldrich
H&E

Alkomed

Cayman Chemical

Merck

Mustafa Nevzat
Biowest

Merck

A.U. Veterinerlik

Fakiiltesi’nden alinmistir.

Sigma-Aldrich
OxiSelect
Sigma — Aldrich
Sigma — Aldrich

Lifespan
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Serum Fizyolojik

Si1g1r serum albiimini (BSA)
TBARS Deney Kkiti

Tris

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

96 kuyucuklu plak
Buz makinasi

Buzdolabi

Cok kanalli mikropipet (150-1200 pl)

Deiyonize su cihazi
Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Doku Prosesleme Aleti
Etiiv

Hassas terazi
Homojenizator

Isik mikroskopu

Lam
Lamel

Mikro Santrifiij

Mikropipet (10 — 100 ul, 100-1000 pl, 1-5 ml)
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Osel Ila¢ Sanayi ve
Ticaret A.S.

Sigma-Aldrich
Cayman Chemical

Merck

Orlab

Scotsman AF100
Arcelik, 2 kapili
Finpipette
Barnstead

Arcelik, Tek kapili
Revco, Legaci

MES, mes08/Thermo
Scientific,

Leica EM Tissue Processor
Dedeoglu

Mettler Toledo

Thomas Scientific

Leica DM 6000, Leica
TP1020

Isolab
Isolab
Heraeus, Hettich, Mikro22

Eppendorf, Finnpipette,
Labsystems



Parafin Istasyonu
pH metre
Pipet ucu (0,5-10, 10-200 pl, 100— 000 pl’lik)

Santrifiij

Spektrofotometre / Spektroflorometre

Su Banyosu

Terazi

Ultrasonik Banyo

Vida kapakl1 deney tiipii
Vida kapakli sise

Vorteks

Yikli Adezivli Lam

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmisi
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Leica Eg1150H
Isolab
Eppendorf, Top-Line

Heraeus, Hettich, Rotofix
32A

Molecular Devices,
SpektraMax

M2

Memmert

XS105 Dual Range
Transsonic 460/H
Isolab

Isolab

LMS, Mixer Uzusio VTX-
3000L

Thermofisher

3.3.1. Dozlamada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

DEHP (15 mg/ml): 3,75 g DEHP tartilir, 250 ml musir 6zii yagi i¢inde ¢oziiliir.

BPA (25 mg/ml): 6,25 g BPA tartilir, 1ml etil alkol iginde ¢oziiliir. Misir 6zii yagi ile

250 ml’ye tamamlanir.

3.3.2. Histopatolojik Analizlerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Bouin Fiksasyon Coézeltisi: 75 ml doymus pikrik asit ¢ozeltisi, 25 ml formaldehit

cozeltisi (%40, h/h) ve 5 ml glasiyal asetik asit karistirilarak hazirlanir.

Doymus Pikrik Asit Cozeltisi: Pikrik asidin deiyonize sudaki doymus ¢ozeltisidir.

%90’k alkol ¢ozeltisi: 100 ml %96’1ik alkole 7 ml distile su eklenerek hazirlanir.
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%80’lik alkol ¢ozeltisi: 100 ml %96’lik alkole 20 ml distile su eklenerek hazirlanir.
%70’lik alkol ¢ozeltisi: 100 ml %96’lik alkole 37 ml distile su eklenerek hazirlanir.

Mayer’s Hematoksilen Boyasi: 1 g hematoksilen kristali, 50 gr aliiminyum potasyum
siilfat ve 0,2 gr sodyum iyodat 1000 ml distile suda ¢oziiliir. Daha sonra 50 gr kloral
hidrat ve 1 gr sitrik asit karisima eklenir. Karisim kaynatilip sogumaya birakilir.

Soguyan karigim (gerekirse) siiziiliir.
Amonyakl su: 500 ml distile suya 3 damla amonyak eklenir.

Eozin Boyasi: 3 g eozin Y, 1000 ml distile suda ¢oziilerek, lizerine 125 ml etanol
cozeltisi (%96, h/h) eklenir. 375 ml distile su ve 2 damla glasiyal asetik asit eklenerek

hazirlanir.

3.3.3. Dopamin Tayini i¢in Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi (1X): Ticari kit icinde bulunan konsantre haldeki 20 ml (25X)
¢ozelti 500 ml’ye distile su ile tamamlanarak seyreltilir. Eger ¢ozelti i¢inde kristaller

mevcutsa oda sicakligina getirilir ve kristaller ¢oziinlinceye kadar yavasca karistirilir.

Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Icerik bilgisi yok mu??

Standart Cozelti: Ticari kit i¢cinde standart vial i¢inde liyofilize halde bulunur.
Kullanmadan 6nce vial 30 sn.10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan vial igerigi
1 ml Standart/Numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziiliir. Bu c¢ozelti 10 ng/ml
konsantrasyonda standart igerir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden hareketle 5, 2,5, 1,25, 0,625,

0,312, 0,156 ng/ml’lik konsantrasyonda standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde
bulunan ¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme c¢ozeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 sn 6000 devir/dakika

santrifiij edilmelidir. Igerik bilgisi??

HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
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HRP Konjugat Cahsma Cozeltisi: Kit i¢inde 100 kat konsantre halde bulunan
cozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.

Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 sn 6000 devir/dakika santrifiij edilmelidir.
Substrat Reaktifi: Kit iginde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
3.3.4. Dopamin Tasiyic1 Protein Tayini Icin Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunan 30 ml yikama ¢ozeltisi
distile su ile 750 ml’ye tamamlanir. Cozelti i¢indeki kristallerin su banyosunda 40

0C’de ¢oziinmesi saglanir ve oda sicakligina geldikten sonra kullanilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde liyofilize halde bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce
vial 1 dk 10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan vial igerigi 1 ml
Standart/Numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziiliir. Coziinmesi i¢in 10 dk boyunca birkag
defa alt iist edilerek bekletilir. Bu ¢6zelti 20 ng/ml konsantrasyonda standart igerir.
Hazirlanan bu c¢ozeltiden hareketle 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,31 ng/ml’lik

konsantrasyonda standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit i¢cinde 100 kat konsantre halde
bulunan ¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme c¢ozeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Viyal igerigi kullanilmadan 6nce 30 sn 6000 devir/dakika

santrifiij edilmelidir.
HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

HRP Konjugat Calisma Cozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde bulunan
cozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.

Substrat Reaktifi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
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3.3.5. Serotonin Tayini i¢in Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunan 10 ml yikama ¢ozeltisi
distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Eger ¢ozelti iginde kristaller mevcutsa oda

sicakligina getirilir ve kristaller ¢oziiniinceye kadar yavasca karistirilir.

Standart Cozeltiler: 50, 100, 250, 500, 1000 pg/ml konsantrasyonda standart

¢oOzeltiler kit igerisinde hazir halde mevcuttur.
Denge Soliisyonu: Kit i¢cerisinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

HRP Konjugat Cahsma Cozeltisi: Kit icerisinde kullanirma hazir halde

bulunmaktadir.
Substrat Reaktifi A: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Coézeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
3.3.6. Monoamin Oksidaz Aktivite Tayininde Kullamilan Cézeltiler

Deney Tamponu: Kit igerisinde konsantre halde (10X) bulunmaktadir. 1:10 oraninda

deiyonize su ile seyreltilerek kullanilir.

MAO-A Inhibitér Cozeltisi: Kit icerisinde 20 mM konsantrasyonda klorjilin
bulunmaktadir. Kullanmadan hemen 6nce 1X PBS ile 100 uM konsantrasyona

seyreltilerek kullanilir.

MAO-B Inhibitor Cozeltisi: Kit icerisinde 20 mM konsantrasyonda rasajilin
bulunmaktadir. Kullanmadan hemen 6nce 1X PBS ile 100 uM konsantrasyona

seyreltilerek kullanilir.

HRP Cozeltisi: Kit icerisinde gliserol igerisinde ¢oziinmiis 100 U/ml konsantrasyonda

¢Ozelti kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Hidrojen Peroksit Standart Cozeltisi: Kit icerisinde 8,82 M konsantrasyonda
bulunmaktadir. Bu ¢6zeltiden 8,8 mM konsantrasyonda ara stok distile su ile

hazirlanir. Ardindan ara stoktan 1 mM konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanir. Stok
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¢ozeltiden hareketle 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56 uM konsantrasyonda standart

¢oOzeltiler taze olarak hazirlanir.

Tiramin Cozeltisi (100X): Calisma ¢6zeltisi hazirlamak icin kit i¢erisinde kullanima

hazirdir.

Benzilamin Cozeltisi (100X): Calisma ¢ozeltisi hazirlamak icin kit icerisinde

kullanima hazirdir.

Kolorimetrik Cozelti: Calisma ¢oOzeltisi hazirlamak icin kit igerisinde kullanima

hazirdir.

Calisma Cozeltisi: Kullanmadan hemen 6nce hazirlanmalidir. Toplamda 5 ml ¢aligma
¢ozeltisi hazirlamak i¢in 50 pl kolorimetrik ¢ozelti, 10 ul HRP ¢ozeltisi, 100 pl

benzilamin veya tiramin ve 4840 ml deney tamponu karistirilir.
3.3.7. Asetilkolinesteraz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

AChE Probu: Kit igerisinde bulunan ¢ozelti DMSO igermektedir ve kullanima

hazirdir. -20°C’de muhafaza edilmelidir.
Deney Tamponu: Kit i¢erisinde kullanima hazirdir.

Substrat Cozeltisi: Liyofilize haldedir. 100 pl deiyonize su ile ¢oziilerek 50 mM

konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanir. Hazirlandiktan sonra buz {izerinde tutulmalidir.

Kolin Standardi: Kit icerisinde liyofilize haldedir. 100 pl deney tamponu ile
coziilerek 50 mM konsantrasyonda stok standart hazirlanir. Stok ¢o6zelti deney
tamponu ile 1:1000 oraninda seyreltilerek 0,5 mM konsantrasyonda kolin standart

¢Ozeltisi hazirlanir.

Kolin Oksidaz Enzim Karisimi: Kit icerisinde liyofilize haldedir. 220 pl deney

tamponu ile ¢oziilerek hazirlanir.

Pozitif Kontrol Cozeltisi: Kit icerisinde liyofilize haldedir. 100 pl deney tamponu ile

¢oOziilerek hazirlanir.
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Reaksiyon Karisimi: Kullanmadan hemen once hazirlanmalidir. 5 ml reaksiyon
karisimi hazirlamak i¢in 100 pl substrat ¢ozeltisi, 200 ul AChE probu, 200 pl kolin

oksidaz enzim karisimi, 4500 pl deney tamponu karistirilir.
3.3.8. Lipit Peroksidasyonu Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Tiyobarbitiirik Asit: Kit icerisinde 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunmaktadir.

Renk reaktifini hazirlamak i¢in kullanilir.

Asetik Asit: Kit, 20 ml konsantre asetik asit icermektedir. 40 ml asetik asit 160 ml

distile su ile seyreltilir ve renk reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir.

Sodyum Hidroksit (10X): 20 ml NaOH ¢6zeltisi 180 ml distile su ile seyreltilerek 1X

¢Ozelti elde edilir ve renk reaktifi hazirlamak i¢in kullanilir.

Malondialdehit Stok ve Standart Cozeltileri: Kit, 500 uM MDA stok ¢ozeltisi
icermektedir. 250 pul MDA stok ¢ozeltisi 750 pl distile su ile seyreltilerek ve 125 uM
ara stok ¢ozeltisi elde edilir. Ara stok ¢ozeltisi ve distile su kullanilarak 0; 0,625; 1,25;
2,5;5; 10; 25; 50 ve 75 uM konsantrasyonlarinda MDA standartlar1 hazirlanir.

Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

Renk Reaktifi: 530 mg TBA’nin, seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi (50 ml) ve
seyreltilmis sodyum hidroksit ¢ozeltisi (50 ml) icinde ¢oziilmesi ile hazirlanir. Cozelti

24 saat dayaniklidir.
3.3.9. Glutatyon Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Metafosforik Asit Cozeltisi (0,1 g/ml): 5g metafosforik asitin 50 ml distile suda

¢Oziilmesi ile metafosforik asit ¢ozeltisi hazirlanir.

2-(N-morfolin) etansiilfonik Asit Tamponu: Kit i¢cinde konsantre halde bulunan 60

ml MES tamponu, 60 ml distile su ile % oraninda seyreltilerek hazirlanir.

Okside Glutatyon Stok ve Standart Cozeltileri: Kit iginde kullanima hazir halde
bulunan 25 pM GSSG stok cozeltisinden hesaplanan miktarlarda alimir ve MES
tampon ¢ozeltisi kullanilarak 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 uM konsantrasyonlarinda GSSG

standartlar1 hazirlanir. Taze mi??
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Ko-Faktor Karisimi: Kit, i¢cinde liyofilize toz karisimi halinde bulunan NADP+ ve
glikoz-6-fosfat, 0,5 ml distile suda ¢oziilir. 0-4°C’de saklandiginda 2 hafta
dayaniklidir.

Enzim Karnisimi: Kit iginde bulunan tampon ¢ozelti, GR ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz igerir. MES tampon ¢ozeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilir. 0-4°C’de
saklandiginda 2 hafta dayaniklidir.

5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit: Kit, liyofilize toz halinde 5,5’-diti-bis-(2-
nitrobenzoik) asit (DTNB) igerir. Kullanmadan 6nce 0,5 ml distile suda ¢oziilerek
hazirlanir. Reaktif ¢oOzeltisi hazirlandiktan itibaren 10 dakika icerisinde

kullanilmaldar.
3.3.10. Protein Miktar Tayini icin Kullanilan Cézeltiler

QuantiPro Buffer QA: Reaktif QA 0,2 M NaOH igerisinde sodyum tartarat, sodyum
karbonat ve sodyum bikarbonattan olusan 250 ml’lik bir ¢6zeltidir (pH 11,25).

QuantiPro BCA Kiti igerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir.

QuantiPro BCA QB: Reaktif QB, 250 ml %4’liik bisinkoninik asit (BCA) ¢ozeltisidir

(pH 8,5). Kitin icerisinde kullanima hazir olarak temin edilmistir.

Bakar (IT) Siilfat: 12 ml %4’liik bakir(IT)stilfat pentahidrat ¢ozelti halinde kullanima

hazir halde temin edilmistir.

Protein Stok ve Standart Cozeltileri: Koruyucu olarak %0,05 sodyum azid igeren,
0,15 M NaCl’de 1,0 mg/ml sigir serum albiimininden olusan 1,0 ml’lik ¢ozelti “stok
protein ¢ozeltisi” olarak kullanilir. Stok protein ¢dzeltisi ve distile su kullanilarak 0;
0,5; 5; 10; 20; 30; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda protein standart ¢ozeltileri

hazirlanir.
3.3.11. Doku Homojenati Hazirlanirken Kullamilan Cozeltiler

Tris/PMSF/DTPA Tamponu: 10 mM Tris, 1 mM fenil metil siilfonil florid (PMSF)
ve 1 mM dietilen triamin penta asetik asit (DTPA) icerir ve deney Oncesi taze
hazirlanir. Cozelti hazirlanirken 302,85 mg Tris, 348,4 mg PMSF ve 98,325 mg DTPA
tartilir ve deiyonize suda ¢oziliir. (pH=7,4)
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Fosfat Tamponu: 1X PBS ¢ozelti igerisinde %0,1 proteaz inhibitorii olacak sekilde

hazirlanir.

Mitokondri izolasyon Tamponu: 125 mM sukroz, 250 Mm mannitol, 10 Mm
HEPES, 3 Mm EDTA, %0,01 BSA, %1 proteaz inhibitorii igerir. Cozelti hazirlanirken
5,562 g sukroz, 5,92 g mannitol, 113,97 mg EDTA, 13mg BSA tartilir. Mannitol,
sukroz ve EDTA bir miktar distile su icerisinde ¢dziiliir. Meziire aktarilir. Uzerlerine
1,3 ml HEPES, 1,3 ml proteaz inhibitorii ve BSA eklenir. Cozeltinin pH’s1 potasyum
hidroksit (KOH) tamponu ile 7,2’ye ayarlanir.

3.3.12. Apoptotik incelemelerde Kullanilan Cézeltiler

Hidrojen peroksit cozeltisi (%3): %30’luk hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 200 pl

aliarak 900 pl distile su ve 900 pl metanol karisiminda seyreltilir.

Triton X-100 cozeltisi (%0,1): 0,01 gr trisodyum sitrat 10 ml distile suda ¢oziiliir ve
10 pl Triton X-100 eklenir.

PBS tampon cozeltisi: 40 ml PBS 960 ml distile su eklenerek seyreltilir (pH: 7,6).

PBS-BSA c¢ozeltisi (%2,5): 2.5 ml BSA (Bovine Serum Albumin), 100 ml PBS ile

seyreltilir.

Koyun serumu ¢ozeltisi (1/20): 100 pl koyun serumu 1900 pl %2,5’luk PBS-BSA ile

seyreltilir.

DAB ¢ozeltisi: 40 pul DAB kromojen 2 ml DAB substrast ile seyreltilir ve filtre edilir.
3.4. Deneysel Islemler ve Yontemler
3.4.1. Cahisma Gruplarimin Olusturulmasi

Bu c¢alismada yer alan g¢alisma gruplari, Farmasotik Toksikoloji Doktora
program1 Ogrencisi Dr. Aylin Balci’nin doktora tez calismasi ve Prof.Dr. Belma
Giimiisel vyiiriitiiciiliigiinde Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
destegi ile gergeklestirilen THD-2017-12150 numarali PRENATAL ve
LAKTASYON DONEMINDE BiSFENOL A ve/veya DI2ETIL HEKZIL
FTALAT MARUZIYETININ ERKEK UREME SISTEMI UZERINE
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ETKILERININ INCELENMESI isimli arastirma projesi kapsaminda olusturulan
deney gruplaridir. Bu deney gruplarindan elde edilen beyin dokulart bu tez
calismasinda kullanilmistir. Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanlig1 tarafindan G.U.ET-18.043 kod numarali ve “Prenatal ve Laktasyon
Doneminde Bisfenol A Ve/Veya Di-2-Etil-Hekzil Ftalat Maruziyetinin
Noroendokrin Bozucu Etkilerinin Degerlendirilmesi” baglikli arastirma

kapsaminda 21/06/2018 tarihli ve E.26012 sayil1 etik kurul karari ile onay alinmustir.
Calisma gruplarmin olusturulmasina iligkin bilgiler agagida sunulmustur:

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nden alinan Sprague-Dawley gebe si¢anlar rastgele yontemle
her grupta 3 gebe olacak sekilde 4 gruba ayrilmis ve deney gruplari, dogan erkek

yavrulardan asagidaki sekilde olusturulmustur.

1. Kontrol Grubu: Gebeliginin 6-21. giinii ve takiben 3 haftalik (21 giin)
laktasyon doneminde oral gavajla misir 6zii yagi uygulanan gebe siganlarin (n=3)

dogan erkek yavrularindan rastgele segilen siganlardan (n=6) olusturulmustur.

2. DEHP Grubu: Gebeliginin 6-21. giinii ve takiben 3 haftalik laktasyon
doneminde oral gavajla 30 mg/kg/giin DEHP uygulanan gebe siganlarin (n=3) dogan

erkek yavrularindan rastgele se¢ilen sicanlardan (n=6) olusturulmustur.

3. BPA Grubu: Gebeliginin 6-21. giinii ve takiben 3 haftalik laktasyon
doneminde oral gavajla 50 mg/kg/giin BPA uygulanan gebe sicanlarin (n=3) dogan

erkek yavrularindan rastgele se¢ilen sicanlardan (n=6) olusturulmustur.

4. DEHP ve BPA Grubu: Gebeliginin 6-21. giinii ve takiben 3 haftalik
laktasyon doneminde oral gavajla kombine 50 mg/kg/giin BPA ve 30 mg/kg/giin
DEHP uygulanan gebe siganlarin (n=3) dogan erkek yavrularindan rastgele seg¢ilen

sicanlardan (n=6) olusturulmustur.

Dozlama sadece gebelik ve laktasyon donemindeki disi siganlara yapilmistir.
Dogan yavrulara herhangi bir uygulama yapilmamistir. Tiim gruplarda yer alan erkek
yavrular laktasyon donemi (3 hafta) sonrasi 21. giinde siitten kesilmistir. Erkek tireme
sisteminin gelisiminin tamamlandig1r postnatal 12. haftada Gtenazi (derin anestezi

altinda intrakardiyak kan alinmasi) yontemi ile hayatlar1 sonlandirilmastir.
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3.4.2. Viicut ve Organ Agirhklarinin Belirlenmesi

Dogumun ilk giinii heniiz cinsiyet ayirimi yapilamadigi i¢in gebe disilerden
dogan tiim yavrularin (disi ve erkek yavrular) dogum agirliklar1 tartilmis ve tiim
yavrular ic¢in ortalama dogum agirliklar1 bulunmustur. Laktasyon dénemi sonunda
erkek yavrular randomize olarak secilip ayrilmig ve gruplar olusturulmustur, bu sirada
yavrular tekrar tartilmistir. Calisma gruplarinda yer alan erkek siganlarin viicut
agirliklarindaki degisimler haftalik olarak izlenmis ve 12. haftada, Gtenazi 6ncesi de
kaydedilmistir. Hayvanlarin Otenazisini takiben beyin agirliklar1 hassas terazi ile

saptanmistir.
3.4.3. Biyolojik Orneklerin Hazirlanmasi

Doku Ornekleri: Sicanlarin 6tenazisini takiben gikarilan beyin dokusunun bir
hemisferi fizyolojik ve deiyonize suda yikamayi takiben ii¢ parcaya bolinmiistiir
(serebrum, orta beyin, arka beyin). Parcalar s1v1 azota atilarak dondurulmustur. Sivi
azottan ¢ikarilan serebrum dokusu oksidatif stres ve noroendokrin parametrelerin
analizine kadar -80 °C’de saklanmis; diger hemisfer ise histopatolojik analiz ve

apoptoz tayini i¢in kullanilmistir.
3.4.4. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Tris/DTPA/PMSF Tamponu ile Homojenizasyon Yonteminin Uygulanisi:

1. Tartilan beyin doku Orneklerine (serebrum) 1:6 (a/h) olacak sekilde
Tris/s DTPA/PMSF tamponu eklenir.

2. Homojenizasyonu takiben homojenat 10 dk 4000 devir/dakika hizda ve 4 °C’de
santrifiij edilir.

3. Siipernatan kismi alikotlarma ayrilarak analize dek iizere -80 °C derin
dondurucuda saklanir. Elde edilen siipernatan LP ve GSH o6l¢iimlerinde

kullanilir.
PBS Tamponu ile Homojenizasyon Yonteminin Uygulanisi:

1. Tartilan beyin doku orneklerine (serebrum) 1:6 (a/h) olacak sekilde %0,1

proteaz inhibitorii igeren 1X PBS tamponu eklenir.
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Homojenizasyonu takiben homojenat 2 kez -80 °C’de dondurup-¢dzme

islemine tabi tutulur.

3. Ardindan homojenat 10 dk 4000 devir/dakika hizda ve 4 °C’de santrifiij edilir.

Siipernatan kismi alikotlarina ayrilarak analize dek iizere -80 °C derin
dondurucuda saklanir. Elde edilen silipernatan dopamin, DAT, serotonin ve

AChE aktivitesi 6l¢limii i¢in kullanilir.
Mitokondri izolasyon Yénteminin Uygulanisi:

. Beyin dokular1 (kism1) 80 mg olacak sekilde tartilir. Tartilan beyin dokulari
iizerine 1 ml soguk ekstraksiyon tamponu eklenerek homojenize edilir.
Homojenizasyon sirasinda kopiik olusumundan kagiilmalidir.

. Homojenat buz iizerinde bekletilen soguk santrifiij tiiplerine alinir ve hacim
ekstraksiyon tamponu ile 3 ml’ye tamamlanir.

. Tiipler 900 devir/dakika hizda 10 dk 4 °C’de santrifiij edilir. Siipernatan soguk
bir tlipe alinip buz lizerinde bekletilir.

. Pellet 500 pl ekstraksiyon tamponu ile yeniden silispande edilir ve 900
devir/dakika hizda 10 dk 4 °C’de santrifiij edilir. Siipernatan dnceki siipernatan
ile birlestirilir. Pellet atilir.

. Birlestirilen siipernatanlar tekrar 900 devir/dakika hizda 10 dk 4 °C’de santrifiyj
edilir. Siipernatan iki ayr1 eppendorfa boliiniir. Pellet atilir.

Stipernatanlar 13000 devir/dakika hizda 15 dk 4 °C’de santrifiij edilir.
Stipernatan atilir. Pellet son konsantrasyonu %0,02 (g/ml) digitonin igeren 250
ul ekstraksiyon tamponu ile yeniden siispande edilir.

. Yeniden siispande edilen ¢ozeltiler 13000 devir/dakika hizda 15 dk 4 °C’de
santrifiij edilir. Siipernatan atilir. Pellet 50 pl ekstraksiyon tamponu ile
stispande edilir. MAO-A ve B aktivitelerinin tayininde kullanilincaya kadar -

80 °C derin dondurucuda saklanir.
3.4.5. Histopatolojik Analizler

Bouin Cozeltisi ile Doku Orneklerinin Fiksasyonu ve Doku Takibi

. Alman beyin dokular1 Bouin fiksasyon ¢ozeltisi icinde 18 saat siireyle fikse

edilir.
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2. Takiben beyin doku ornekleri Leica TP 1020 151k mikroskobu takip cihazina
alinir.

3. Takip cihazinda dehidratasyonu saglamak i¢in sirayla %70, %80, %90,
%96’l1ik ve mutlak alkollerde birer saat bekletilir.

4. Seffaflandirma i¢in doku Ornekleri 1’er saat siireyle 2 kez ksilol’den gegirilir.

5. Parafine alistirma evresi: Ornekler 2,5 saat saf parafinde bekletilir.

6. Gomme: Doku takip cihazindan alinan ornekler Leica Egl150H parafin
istasyonunda saf parafine gomiiliir.

7. Elde edilen parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinir.
Hematoksilen-Eozin ile Boyama

1. Alnan kesitler bir gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 3x15 dk. olmak
iizere toplamda 45 dk. ksilolde tutularak deparafinize edilir.

2. Ksilolden sonra kurutulan kesitler, %96’lik alkolde 2x10dk. olmak tiizere
toplamda 20 dk. ve %80’lik alkolde 10 dk. tutularak rehidrate edilir.

3. Cesme suyunda yikama yapildiktan sonra, Mayer’s Hematoksilen ile 15 dk.
boyama yapilir.

4. Cesme suyunda yikanan kesitler amonyakli suya batirip ¢ikarilarak tekrar
cesme suyu ile yikanir.

5. Eozinile 1 dk. boyama yapilir.

6. Kesitler, %80’lik ve 2 kere %96°lik alkollere batirilip ¢ikartilarak dehidrate
edilir.

7. Ksilol ile en az 45 dk. seffanlandirma isleminden sonra, kesitler entellan ile
kapatilir.

8. Kesitler DC490 dijital kameraya bagli Leica DM6000B mikroskop ile incelenir

ve fotograf ¢cekimi yapilir.
3.4.6. Lipid Peroksidasyon Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Lipid peroksidasyonu ile dogal olarak meydana gelen MDA
ve TBA’nin yiiksek sicaklik ve asidik kosullar altinda reaksiyonu ile olusan MDA-

TBA kompleksinin kolorimetrik olarak 6l¢ililmesi esasina dayanmaktadir. (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. MDA-TBA kompleksinin olusumu.

Yontemin Uygulanisi:

1. 100 pl standart ¢ozelti veya beyin dokusu homojenati 10ml’lik cam tiiplere
eklenir.

2. Her tiipe 100 pl SDS ¢ozeltisi eklenerek hizlica karistirilir.

3. Her cam tiipe 4 ml renk reaktifi eklenir ve yavasga alt-list edilerek karistirilir.

4. Tiipler su banyosunda (100°C) bir saat boyunca bekletilir ve bir saatin sonunda
tiipler su banyosundan hizlica alinarak 10 dk. siire ile buz {izerinde inkiibe
edilir.

5. Tipler daha sonra 3500 devir/dakika hizda 10 dakika siire ile santrifiij edilir.

6. Santrifiij sonrasi tiiplerden 150 pl alinarak 96 kuyucuklu plaklara eklenir.

7. Orneklerin absorbans degerleri 530 nm’de &lgiiliir.

MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi: Standart ¢ozeltilere ait absorpsiyon
degerlerinden hareketle elde edilen standart egri (Sekil 3.2) kullanilarak 6rneklerin

MDA diizeyleri hesaplanir. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.2.MDA standart egrisi.
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3.4.7. Total Glutatyon Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem, DTNB’nin GR ile katalizlenen bir reaksiyonla, sar1
renkli 5-tiyo- 2-nitrobenzoik asit (TNB)’ye doniismesinin 6l¢lilmesine dayanmaktadir.
Uretilen disiilfiir GSTNB (GSH ve TNB arasinda), GSH’yi geri doniistiirmek ve daha
fazla TNB iiretmek amaciyla GR tarafindan indirgenmektedir (Sekil 3.3). Uretilen
TNB orant dogrudan bu geri doniisiim reaksiyonu ve dolayisiyla 6rnekteki GSH
konsantrasyonu ile orantilidir. TNB’nin absorbansinin 414 nm’de Olglilmesi ile

ornekteki GSH diizeyi belirlenebilmektedir.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG 2 GS5H

TNB ». ~» GSH DTNB
\ /

glutatyon Tﬁ'ﬂdaz K
GSTNB ‘/ TNB

Sekil 3.3. GSH dongiisii.

Yontemin Uygulanisi:

1. 0,5 ml beyin dokusu homojenat1 6rnegine, 0,5 ml 0,1 g/ml metafosforik asit
¢Ozeltisi eklenir ve vortekslenir.

2. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilen bu 6rnekler 5000 devir/dakika hizda 2
dakika santrifiij edilir.

3. Siipernatan kisimlar1 temiz mikrosantrifiij tiipiine alinir ve iizerine 50 pl 4M
tiretanolamin ¢dzeltisi eklenir. Ornekler bu asamadan sonra hemen kullanilir.

4. Kuyucuklara 50 ul GSSG standart ¢ozeltisi veya ornek ¢ozeltisi eklenir.

5. Bu asamada taze hazirlanan, MES tamponu (11,25 ml), ko-faktér karisimi
(0,45 ml), enzim karigimi (2,1 ml), distile su (2,3 ml) ve DTNB (0,45 ml) deney
karisimindan kuyucuklara 150 pl eklenir.

6. Plak yatay ¢alkalayicida 1siktan korunarak 25 dakika karistirilir.

7. Orneklerin ve standartlarin absorbans degerleri 405 nm’de 6lgiiliir.

Total Glutatyon Diizeylerinin Hesaplanmasi: GSSG standartlarinin

konsantrasyonlarina karsi standartlara ait absorbans degerleri ile olusturulan standart
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egrisinden (Sekil 3.4) orneklerdeki total GSH konsantrasyonlart hesaplanmistir.

Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verilmistir.
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Sekil 3.4. GSSG standart egrisi.
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3.4.8. Dopamin Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore calismaktadir. Kit
i¢cinde bulunan 96 kuyucuklu plak DA’ya 6zgii bir antikorla kaplanmigtir. Standart ve
numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti i¢inde bulunan DA’nin spesifik
antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde antikorla baglanmayan maddeler
uzaklastirildiktan sonra DA igin spesifik biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara
eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay1 takiben
substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek
enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin absorbansi 450 nm
ve 540 nm’de Olciiliir. DA diizeyleri hesaplanirken 540 nm’de okunan absorbans

degeri 450 nm’de okunan absorbans degerinden ¢ikartilarak hesap yapilir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.
Cozeltiler hazirlanirken koplirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca calkalanmalidir.

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100uL

standart, kor veya PBS ile homojenize edilerek hazirlanan beyin dokusu

homojenat 6rnegi eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/6rnek seyreltme ¢ozeltisi
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kullanilir. Ornek/standart/kér eklendikten sonra plak yavasca ¢alkalanir ve
lizeri kapatilarak 37 °C’ye ayarlanmus etiivde 2 saat inkiibe edilir.

2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara c¢oklu
mikropipetle hizlica 100uL biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma ¢6zeltisi eklenir.
Plak yavasca calkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37 °C°de 60 dakika inkiibe
edilir.

3.  Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla ¢ekilir. Kuyucuklara 200 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama iglemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga 100uL HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklenir. Plak yavasga
calkalandiktan sonra iistii kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. 3. Basamakta yapilan yikama islemi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenir. Plagin isti kapatilir ve 151k
almayacak sekilde 15-30 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk
olusumuna bagli olarak degistirilebilir.

7. Son olarak mikropipet yardimi ile hizlica 50 ul durdurma ¢ozeltisi eklenir.

8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm ve 540 nm’de 6l¢iiliir.
Dopamin Diizeylerinin Hesaplanmasi: DA diizeyleri Molecular Devices-

Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplarina ait
absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan 4-parametre algoritmasi
kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.5). Orneklerdeki dopamin diizeyleri bu

denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/ml cinsinden ifade edilmistir.
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Absorbans (450 nm)
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Sekil 3.5. Dopamin standart egrisi.
3.4.9. Dopamin Tasiyic1 Protein Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore calismaktadir. Kit
iginde bulunan 96 kuyucuklu plak sigan DAT 6zgii bir antikorla kaplanmistir. Standart
veya numune ¢ozeltileri uygun kosullarda spesifik antikorlarla kombine edilir. Daha
sonra olusan sican DAT ve Avidin-HRP konjugatina spesifik biyotinlenmis deteksiyon
antikorlar1 eklenir ve inkiibe edilir. Substrat reaktifi eklenerek sican DAT, Avidin-
HRP konjugat1 ve biyotinlenmis deteksiyon antikorlarimi iceren kuyucuklarda mavi
renk olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin absorbanst 450 nm’de Slgiiliir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.
Cozeltiler hazirlanirken koplirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca calkalanmalidir.

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100pL
standart, kor veya PBS ile homojenize edilerek hazirlanan beyin dokusu
homojenat 6rnegi eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/6rnek seyreltme ¢ozeltisi
kullanilir. Ornek/standart/kér eklendikten sonra plak yavasca calkalanir ve
lizeri kapatilarak 37 °C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika inkiibe edilir.

2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla ¢ekilir. Kuyucuklara c¢oklu
mikropipetle hizlica 100uL biyotinlenmis deteksiyon ¢aligma ¢ozeltisi eklenir.
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Plak yavasca calkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37 °C°de 60 dakika inkiibe
edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla ¢ekilir. Kuyucuklara 350 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢6zelti
cekilir. Bu yikama iglemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga 100uL HRP konjugat calisma cozeltisi eklenir. Plak yavasca
calkalandiktan sonra iistii kapatilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

5. 3. Basamakta yapilan yikama islemi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenir. Plagin {istii kapatilir ve 1s1k
almayacak sekilde 15 dakika (reaksiyon siiresi 15-30 dk arasinda ayarlanabilir)
37 °C’de inkiibe edilir.

7. Son olarak mikropipet yardimi ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre yardimi ile 450 nm’de belirlenir.

Dopamin Tasiyic1 Protein Diizeylerinin Hesaplanmasi: DAT diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log
algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.6). Orneklerdeki dopamin
tastyici diizeyleri bu denkleme gore saptanmustir. Sonuglar nmol/ mg protein cinsinden

ifade edilmistir.

Absorbans (450 nm)

0.1 1 10 100

DAT Konsantasyonu (ng/ml)

Sekil 3.6. DAT standart egrisi.
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3.4.10. Serotonin Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem kompetitif-ELISA prensibine gore caligmaktadir.
Kit igerisinde bulunan plagin her bir kuyucugu serotonine spesifik antikor ile
kaplanmistir. Standartlar veya 6rnekler kuyucuklara HRP-antijen konjugati ile birlikte
eklenir. Orneklerdeki serbest antijen kuyucuklarin tabaninda bulunan antikorla
baglanmak i¢in HRP-antijen konjugatiyla yarisir. TMB substrat reaktifi eklenir ve
HRP enzimi varliginda renk olusumu gozlenir. Siilfirik asit igeren durdurma ¢ozeltisi
eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan renkli bilesigin absorbansi
450 nm’de Olgiiliir. Kompetitif-ELISA yonteminde normal Sandvig-ELISA
yonteminden farkli olarak 6rnek icerisindeki antijen miktar1 ne kadar yiiksekse renk

yogunlugu o kadar diisiik olur.

Yontemin Uygulanmisi: Kullanilacak tiim ¢6zeltiler oda sicakliginda olmalidir.
Cozeltiler hazirlanirken kopiirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca ¢alkalanmalidir.

1. Kit igerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100 pl
standart, kor veya PBS ile homojenize edilerek hazirlanan beyin dokusu
homojenat &rnegi eklenir. Kor ¢cdzelti olarak 1X PBS ¢ozeltisi kullanilir. Ornek
kuyucuklarma 10 pl denge soliisyonu konulur. Standart ve kor kuyucuklarina
denge sollisyonu eklenmez.

2. Kor hari¢ tim kuyucuklara 50 ul HRP-konjugati eklenir. Plak yavasca
calkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla ¢ekilir. Kuyucuklara 350 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir 15 saniye bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama islemi 5 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Tim kuyucuklara 50 pl Substrat A ve 50 pl Substrat B eklenir. Plak yavasga
calkalanir ve iizeri kapatilarak karanlikta 10-15 dk 37 °C’de inkiibe edilir.

5. Son olarak mikropipet yardimi ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

6. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre yardimi ile 450 nm’de belirlenir.
Serotonin Diizeylerinin Hesaplanmasi: Serotonin diizeyleri Molecular

Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, oérnek ve kontrol

gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan 4-parametre
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algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.7). Orneklerdeki dopamin
tastyict diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar pg/ml protein cinsinden

ifade edilmistir.

Absorbans (450 nm)
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Sekil 3.7. Serotonin standart egrisi.

3.4.11. Monoamin Oksidaz Aktivite Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem biyolojik orneklerde MAO aktivitesinin analiz
edilmesini saglayan kantitatif kolorimetrik bir ydntemdir. Orneklerdeki MAO kit
prosediiriinde eklenen substrat ile reaksiyona girerek hidrojen peroksit olusturur. HRP
varliginda kolorimetrik prob ile reaksiyona giren hidrojen peroksit pembe/kirmizi renk
olusturur. Olusan bu renkli bilesigin absorbansi 540-570 nm’de &lciiliir. Orneklere
spesifik MAO-A veya MAO-B inhibitorii eklenerek istenen MAO izoformunun
aktivite 6l¢limii yapilabilir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanilacak tiim ¢6zeltiler oda sicakliginda olmalidir.
Cozeltiler hazirlanirken kdpiirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca ¢alkalanmalidir.

1. 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 50 pl standart, kér veya beyin
dokusundan hazirlanan mitokondri 6rnegi eklenir. Kor ¢ozelti olarak deney
tamponu ¢6zeltisi kullanilir.

2. Inhibitér ile ¢alisiimas1 durumunda kuyucuklara 5 pl 100 pM inhibitor ¢ozeltisi
eklenir. Aksi durumda 5 pl deney tamponu eklenir. MAO-A aktivitesini
6lgmek i¢in rasajilin, MAO-B aktivitesini 6l¢mek i¢in klorjilin inhibitdr olarak

kullanilir.
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3. Inhibitdriin enzimle reaksiyona girmesi i¢in plagim iizeri film ile kapatilip 30
dk. oda sicakliginda inkiibe edilir.

4. Her kuyucuga 50 pl calisma ¢ozeltisi (1 pl benzilamin 100X, 0,1 ul HRP, 0,5
ul kolorimetrik prob ve 48,4 ul deney tamponu iceren) eklenir. Plagin {lizeri
kapatilir ve karanlikta, yatay karistiric tizerinde 45-60 dk inkiibe edilir.

5. Olusan bilesigin absorbanst 540-570 nm’de okunur.

MAO Aktivitesinin Hesaplanmasi: Her standart, kontrol ve numune i¢in
ortalama absorbans degerleri hesaplanir. Standart ¢ozeltilere ait absorpsiyon
degerlerinden hareketle elde edilen standart egri (Sekil 3.8) kullanilarak 6rneklerin
icinde MAO tarafindan doniistiiriilen hidrojen peroksit miktar1 hesaplanir. Daha sonra
asagidaki formiil yardimiyla ornekler igerisindeki MAO aktivitesi mU/ mg protein
olarak belirlenir.

Spesifik MAO Aktivitesi (mU/mg protein) = [H202 (uM)/reaksiyon zamani)] X
[(diliisyon faktorii) / protein (mg/ml)]
Diliisyon faktorii: 60

0,5 y=0,0042x+0,0694
R*=10,9332 ..

Absorbans (540 nm)

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon H202 (uM

Sekil 3.8. Hidrojen peroksit standart egrisi.
3.4.12. Asetilkolinesteraz Aktivite Olciimii

Yontemin Esasi: Yontem AChE aktivitesinin siirekli olarak kolorimetrik
Ol¢iilmesine izin verir. Yontemde orneklerin iginde bulunan AChE enzimi eklenen

ACh substratini koline doniistiiriir. Kolin, kolin oksidaz enzimi ile ara iiriin olusturmak
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lizere oksitlenir. Olusan bu ara iiriin kolorimetrik prob ile etkileserek renkli bilesik
olusturur. Olusan bu renkli bilesigin absorbansi 570 nm’de belirli dakikalar arasinda
kinetik olarak Olciilerek asetilkolinesteraz enzim aktivitesi Olgiiliir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.
Cozeltiler hazirlanirken kdpiirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca ¢alkalanmalidir.

1. 96 kuyucuklu plak igerisine PBS ile homojenize edilerek hazirlanan beyin
dokusu homojenat Ornekleri 1-5 puyl hacimde konulur. 0,5 mM
konsantrasyondaki kolin standardindan kuyucuklara sirasiyla 2, 4, 6, 8 ve 10
ul eklenir. Tiim kuyucuklara toplam hacim 50 pl’ye tamamlanacak sekilde
deney tamponu eklenir. Bdylece 1, 2, 3, 4 ve 5 nmol konsantrasyonda
standartlar elde edilir. Kor ¢ozelti olarak kuyucuga 50 pl deney tamponu
konulur.

2. Pozitif kontrol olarak kuyucuga 1-10 pl pozitif kontrol soliisyonundan eklenir
ve hacim 50 pl’ye deney tamponu ile tamamlanir.

3. Her kuyucuga 50 pl reaksiyon karigimi (45 pl deney tamponu, 2 ul kolin
oksidaz enzim karisimi, 2 pl kolorimetrik prob, 1 pl kolin substrati igerir)
eklenir.

4. Plak yavasca calkalanir. 20-30 dk arasinda 37 °C’de karanlikta inkiibe edilir.
Inkiibasyon siiresi ornek icerisindeki asetilkolinesteraz miktarina bagl olarak
degisebilir.

5. Inkiibasyon siiresinin sonunda iki zaman noktasi belirlenir ve bu zaman araligi

arasinda kuyucuklarin absorbansi 570 nm’de kinetik olarak ol¢iiliir.

Asetilkolinesteraz Aktivitesinin Hesaplanmasi: Her standart, kontrol ve
numune i¢in iki zaman noktasindaki (T1 ve T2) ortalama absorbans degerleri
hesaplanir. T2 zamanindaki absorbans degerlerinden (A2) T1 zamanindaki absorbans
degerleri (Al) cikartilir. Kor ¢ozeltisinin absorbansi kendi degerinden ve diger
absorbans degerlerinden (standartlar) c¢ikartilarak absorbans degerleri elde edilir.
Standart ¢ozeltilere ait absorpsiyon degerlerinden hareketle elde edilen standart egri
(Sekil 3.9) kullanilarak 6rneklerin i¢inde AChE tarafindan doniistiiriilen kolin miktar
hesaplanir. Daha sonra asagidaki formiil yardimiyla ornekler icerisindeki AChE

aktivitesi mU/ mg protein olarak belirlenir.
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AChE Aktivitesi (mU/ mg protein) = [B / (AT X V) X D] / protein (mg/ml)
B: Standart egriden hesaplanan kolin degeri (nmol)

AT: Reaksiyon zamani

V: Kuyucuklara eklenen 6rnek hacmi (2,5 pul)

D: Diliisyon faktorii: 20
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Sekil 3.9. Kolin standart egrisi.

3.4.13. Protein Miktar Tayini

Yontemin Esasi: Bisinkoninik asit (BCA) deneyinin esasi, alkali kosullar

+2s +1,e

alinda Cu™ — protein kompleksinin olusumuna, ardindan Cu*?nin Cu

indirgenmesine dayanmaktadir. Indirgenme miktar1 mevcut protein ile orantilidir.
Sistein, triptofan, sistin, tirozin ve peptid baglarmin Cu*?’yi Cu*?’e indirgeyebildigi
bilinmektedir. BCA, alkali ortamlarda Cu*! ile mavi — mor renkli kompleks
olusturmakta ve bdylece proteinler ile alkali Cu*? indirgenmesi spektrofotometrik
olarak olciilebilmektedir.
Yontemin Uygulanisi:
1. Doku homojenatlar: distile su ile 1/100 oraninda seyreltilir.
2. 5ml QA tamponu, 5 ml QB tamponu ve 200 pl bakir (II) siilfat igeren ¢alisma
¢Ozeltisi hazirlanir.
3. Kuyucuklara 150 pl standart veya 6rnek eklenir.
4. Daha sonra bu kuyucuklara ¢ok kanalli mikropipet yardimryla 150 pl caligma

¢oOzeltisi eklenir.



69

5. Plak, yatay calkalayicida 5 dakika ve takiben etiivde 37°C’de 2 saat inkiibe
edilir.
6. Orneklerin absorbans degerleri 562 nm’de 8lgiiliir.
Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Standart konsantrasyonlarina karsi
absorbans degerleri ile elde edilen standart egrilerinden (Sekil 3.10) hareketle protein

miktarlart hesaplanir. Sonuglar pg/ml cinsinden verilmistir.
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Sekil 3.10. Protein standart egrisi.

3.4.14. Apoptotik Analizler

Kontrol ve deney grubundan elde edilen beyin dokularindaki apoptotik
hiicreler, In Situ Cell Death Detection Kit, POD kiti kullanilarak TUNEL (terminal
deoksiniikleotidil transferaz dUTP c¢entik ug isaretleme) yontemi ile belirlenmistir.

Kontrol ve deney grubundan beyin dokular1 fiksasyon ve doku takibi
asamalarindan sonra parafin bloklara gomiildii ve 5 mikron kalinliktaki kesitler pozitif
yiiklii lama alinmistir. Kesitlerin deparafinizasyonu, kesitlerin dncelikle 60 0C’de 1
gece inkiibe edilmesi ve ardindan 3x5 dk olmak tizere ksilende bekletilmesi ile
saglanmistir. Dokularin rehidratasyonu i¢in kesitler azalan alkol serilerinden (%100,
96, 80,70) gecirilmistir. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivasyonunu bloke etmek icin %3’liik H202’de 10 dk. bekletilmistir. PBS ile 3 kez
yikandiktan sonra taze olarak hazirlanan %0,1 Triton X-100 ile kesitler 8 dk. buz

tizerinde muamele edilerek permeabilizasyon saglanmistir. Kesitler PBS ile 3 kez
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yikandiktan sonra isaretleme basamagina gecilmistir. Ik olarak non-spesifik
boyanmay1 engellemek i¢in kesitler 1/10 oraninda koyun serumu ile 45 dk inkiibe
edildi ve isaretleme icin reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi i¢in 450
ul isaretleme ¢ozeltisi, 50 ul enzim ¢ozeltisi konularak karistirilmistir. Blokaj sonrasi
yikama yapilmadan hazirlanan karisimdan her 6rnege 75 pl ve negatif kontrol i¢in
enzim soliisyonu konmamis olan isaretleme ¢6zeltisinden 75 pl kesitlere homojen bir
sekilde dagitilmistir. Preparatlar 37 °C’de karanlik ve nemli ortamda 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 preparatlar 3 kez PBS ile yikanmistir. Son basamak olan
sinyal doniisiim agamasina gegcildi. Bu basamakta her kesite %2 sican serumu 75 pl
converter-peroksidaz (soliisyon PBS iginde hazirlanmis %2,5 BSA ile 2:1 (v/v)
oraninda diliie edilmistir) homojen bir sekilde dagitildi ve kesitler 30 dk oda 1si1sinda
inkiibe edilmistir. Yikama isleminden sonra kesitler DAB (3,3'-Diaminobenzidine) ile
5 dk muamele edilmistir. Distile su ile yikanan kesitler ¢ekirdek boyamasi i¢in 45 sn
Mayer’s Hematoksilen ile boyandi. Yikama ile boya uzaklastirildiktan sonra, kesitler
ksilende 15 dk. bekletildi ve entellan ile kapatilarak Leica DM 6000 mikroskobu 151k
mikroskobunda goriintiilenmistir.

Her gruptaki kesitlerden X20’lik biiyiitme ile hipokampus C1, CA2 ve CA3
bolgelerindeki TUNEL ile pozitif boyanan apoptotik hiicre sayis1 ve normal hiicre
sayis1 belirlenmistir. Apoptotik indeks apoptotik hiicre sayisi/toplam hiicre sayis1 x100

seklinde hesaplandi ve gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir.
3.4.15. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizde SPSS 17 (Chicago IL.) programi kullanilmistir. Tiim
gruplardan elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve Student t testi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + SEM (Standart hata)

olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Beyin-Viicut Agirhgi Oram

Calisma grubunda yer alan siganlarin Gtenazisini takiben beyin agirliklari
saptanmis, Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir. Ortalama beyin agirlig1 yoniinden

gruplarda kontrole kiyasla anlamli bir fark saptanamamustir (p>0,05).

Tablo 4.1. Ortalama beyin agirliklari.

Calisma Gruplar Beyin Agirhg (g)
Kontrol 1,75+0,12
BPA 1,78+0,132
DEHP 1,76+0,072
BPA+DEHP 1,77+0,08?

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir. *® Ayni {issel harfleri tasimayan degerler
birbirinden énemli 6l¢tide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Beyin agirliklart.

Tim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a5 Ayni {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Calisma gruplarinda yer alan siganlara ait beyin agirhiklarinin viicut
agirliklarina oranlanmasiyla elde edilen rdlatif beyin agirliklart Tablo 4.2 ve Sekil
4.2’de verilmistir. DEHP grubundaki rolatif beyin agirliginin kontrol grubuna oranla
%18 arttig1 gézlenmistir (p<0,05). BPA+DEHP grubunda da kontrol grubuna oranla
~%15 bir artis gozlenmekle birlikte, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0,05).

Tablo 4.2. Rolatif beyin agirliklari.

Calisma Gruplan Rolatif Beyin Agirhg:
Kontrol 0,007+0,0042
BPA 0,008+0,005?
DEHP 0,009+0,003°
BPA+DEHP 0,009+0,003?

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. * ® Aym iissel harfleri tasimayan degerler
birbirinden 6nemli 6l¢tide farklhidir (p<0,05).

0012
~
on
i
of)
= o01 f
20
=
5, 0,008
<
=
S 0,006 -
D
&
= 0,004
N
]
=
& 0002 f
0

Kontrol DEHP BPA+DEHP

Sekil 4.2. Rolatif beyin agirliklari.

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
abAyni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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4.2. Histopatolojik Analizler
4.2.1. Kontrol Grubu

Deney gruplarina ait hipokampus kesitlerinde Dentat girus, hipokampal fissur,
hipokampusu olusturan alveus, stratum oriens, stratum pyramidalis, stratum radiatum,
stratum lucidum (sadece CA3 bolgesinde), stratum lacunosum tabakalar1 izlenmistir
(Sekil 4.3.). Biiyiik piramidal néronlar, Golgi tip II néronlar ve interndronlar1 igeren
stratum pyramidalisin CA1, CA2, CA3 bolgeleri ayirt edilmistir (Sekil 4.4.). Kontrol
grubunda CA1l boélgesinde biiyiik Okramatik c¢ekirdek, belirgin cekirdekgik ve
periniikleer ince sitoplazmalart ile piramidal noronlar hiicre simnirlart belirgin ve
diizenli olarak izlenmistir (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.). CA2 bdlgesinin biiyiik biiylitmede
incelenmesinde okromatik cekirdek, belirgin c¢ekirdek¢ik ve ince sitoplazmalar ile
noronlar aralarinda daha kiiglik ¢ekirdekli birkag glia hiicresi gézlenmistir (Sekil 4.7.).
CA3 bolgesinde de noronlar ve aralarinda yerlesmis glia hiicrelerinin normal histolojik
goriiniimlerini korudugu saptanmis (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9); kesitlerde endotel ile

doseli damar kesitleri gozlenmistir.

Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait hipokampus dokusu 11k mikrografi I.

Hipokampus kesitinde hipokamspusun histolojik tabakalari, dentate girus (DQG)
izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X25).
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi II.

Kontrol grubuna ait hipokampus kesitinde stratum piramidalisin CA1, CA2, CA3
bolgeleri ve dentate girus gozlenmistir (Hematoksilen-Eozin X25).

Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi .

CA1 bolgesinin iistiinde pyramidal noronlarin bazal dendritlerini ve interndronlari
iceren str. oriens, listlinde aksonlar1 iceren alveus izlenmis; CA1 bdlgesi altinda str.
radiatum gézlenmistir (Hematoksilen-Eozin X100).
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Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi I1.

CA1l bolgesinde okramatik c¢ekirdek, belirgin g¢ekirdek¢ik ve periniikleer ince
sitoplazmalari ile piramidal néronlar diizgiin sinirlari ile izlenmistir (Hematoksilen-
Eozin X200).

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi.

Kontrol grubuna ait hipokampusun CA2 bolgesinde Okramatik gekirdek, belirgin
cekirdek¢ik ve sitoplazmalari ile piramidal ndronlar ve aralarda glia hiicreleri
izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).
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Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi |.

Kontrol grubuna ait hipokampusun CA3 bdlgesinde pyramidal néronlar ve aralarda
glia hiicreleri izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).

Sekil 4.9. Kontrol grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi I1.

Kontrol grubuna ait hipokampusun CA3 boélgesinde pyramidal néronlar ve aralarda
glia hiicreleri izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).
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4.2.2. Bisfenol A Grubu

BPA uygulanan grubun CAl bdlgesinde piramidal ndronlarin kKorundugu
saptanmigtir. Piramidal ndronlar biiyiik 6kramatik ¢ekirdek, belirgin ¢ekirdek¢ik ve
periniikleer ince sitoplazmalari ile sinirlari belirgin ve diizenli olarak izlenmistir.
Piramidal ndronlarin arasinda g¢evresi bosalmis birka¢ dejenere ndron ve yassi
cekirdekleri ile mikroglia gozlenmistir (Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.). CA2 bdlgesinin
incelenmesinde okromatik ¢ekirdek, belirgin c¢ekirdekgik ve ince sitoplazmalar ile
noronlar aralarinda daha kii¢lik ¢ekirdekli birkag glia hiicresi ve kondanse c¢ekirdekli
hiicreler izlenmistir (Sekil 4.12.). CA3 bolgesinde noronlar ve aralarinda yerlesmis

glia hiicreleri gozlenmistir (Sekil 4.13.).

Sekil 4.10. BPA grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi.

BPA uygulanan gruba ait hipokampus kesitinde CA1, CA2, CA3 bolgeleri ve dentate
gyrus gozlenmistir (Hematoksilen-Eozin X25).
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Sekil 4.11. BPA grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi.

BPA uygulanan grupta CA1l bdlgesinde pyramidal ndronlar aralarinda dejenere
noronlar (beyaz ok) ve yassi ¢ekirdekleri ile mikroglia hiicreleri (siyah ok)
gozlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).

Sekil 4.12. BPA grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi.

BPA uygulanan grupta CA2 bolgesinde okromatik ¢ekirdek ve ince sitoplazmalari ile
pyramidal noronlar, glia hiicreleri ve kondanse c¢ekirdekli hiicreler (siyah ok)
izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).
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Sekil 4.13. BPA grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi.

BPA uygulanan grupta CA3 bolgesinde pyramidal néronlar, glia hiicreleri ve kondanse
¢ekirdekli hiicreler izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).

4.2.3. Di-2-Etil Hekzil Ftalat Grubu

Di(2-etilhekzil) ftalat uygulanan grupta CA1l, CA2 ve CA3 bolgeleri ayirt
edilmistir (Sekil 4.14.). Bu grupta belirgin perivaskiiler 6dem izlenmistir. CAl
bolgesinde piramidal ndronlar, aralarinda ¢evresi bosalmis birkac dejenere néron ve
yassi ¢ekirdekleri ile mikroglia hiicreleri gozlenmistir (Sekil 4.15.). CA2 bolgesinin
incelenmesinde okromatik ¢ekirdek, belirgin c¢ekirdek¢ik ve ince sitoplazmalar ile
noronlar aralarinda daha kiiciik ¢ekirdekli birkag glia hiicresi izlenmis (Sekil 4.16.);
CA3 bolgesinde bazofilik sitoplazmali, bazal dendritleri belirgin pyramidal néronlar
ve aralarinda yerlesmis glia hiicreleri gozlenmistir. Piramidal noronlarin yer yer
sitoplazmas1 biiziismiis buna bagli c¢evreleri bos alan olarak izlenmis; piramidal
hiicrelerin bazal dendritleride normal goriintiisiinden farkli olarak daha diiz ve aralikli

saptanmustir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.14. DEHP grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi.

DEHP uygulanan grupta CA1, CA2, CA3 bdlgeleri ve dentate girus gozlenmistir
(Hematoksilen-Eozin X25).

il et & ¥ 345 f 3

Sekil 4.15. DEHP grubuna ait hipokampusta CA31 bolgesi.

DEHP uygulanan grubun CA1l bdlgesinde pyramidal néronlar, aralarinda glia
hiicreleri, mikroglia hiicreleri (siyah ok) ve ¢ekirdekleri kondanse sitoplazma
biizilmiis dejenere hiicreler (beyaz ok) izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).
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Sekil 4.16. DEHP grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi.

DEHP uygulanan grubun CA2 bdlgesinde pyramidal néronlar, aralarinda glia
hiicreleri izlenmis; perivaskiiler 6dem gozlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).

Sekil 4.17. DEHP grubuna ait hipokampusta CA3 bolgesi.

DEHP uygulanan grubun CA3 bolgesinde bazofilik sitoplazmali, sitoplazmanin
bliziigmesine bagli ¢cevreleri bosalmis, bazal dendritleri belirgin pyramidal néronlar ve
aralarinda yerlesmis glia hiicreleri goézlenmistir. Piramidal hiicrelerin bazal
dendritleride normal goriintlisiinden farkli olarak daha diiz ve aralikli izlenmistir
(Hematoksilen-Eozin X200).
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4.2 4. Bisfenol A ve Di-2-Etil Hekzil Ftalat Grubu

Bisfenol A ve di(2-etilhekzil) ftalat uygulanan grupta da CA1, CA2, CA3 ve
dentate gyrus ayirt edilmistir (Sekil 4.18). CA1 bolgesinde normal histolojik yapiya
sahip piramidal noronlar arasinda kondanse ¢ekirdek ve koyu boyali sitoplazmaya
sahip biizlismiis ndronlar, yer yer ndron icermeyen alanlar ve kondanse ¢ekirdekli glia
hiicreleri izlenmistir (Sekil 4.19.).

CA2 bolgesinde 6kromatik ¢ekirdek ince sitoplazmaya sahip noronlar arasinda
kondanse ¢ekirdek ve koyu boyali sitoplazmaya sahip biiziismiis néronlar gozlenmistir
(Sekil 4.20.).

CA3 bolgesinde okromatik ¢ekirdek, belirgin c¢ekirdekcik ve bazofilik
sitoplazmalari ile pyramidal néronlar yaninda birka¢ kondanse ¢ekirdek ile belirgin
dejenere noron izlenmis; aralarinda yerlesmis glia hiicreleri gézlenmistir. Piramidal
hiicrelerin bazal dendritleride normal goriintiisiinden farkli olarak daha diiz ve aralikli

olarak saptanmistir (Sekil 4.21.).

Sekil 4.18. BPA+DEHP grubuna ait hipokampus dokusu 151k mikrografi.

BPA+DEHP uygulanan grupta CAl, CA2, CA3 bolgeleri ve dentate girus (DG)
gozlenmistir (Hematoksilen-Eozin X25).
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Sekil 4.19. BPA+DEHP grubuna ait hipokampusta CA1 bolgesi.

BPA+DEHP uygulanan grubun CA1 bélgesinde pyramidal néronlar, aralarinda glia
hiicreleri ve ¢ekirdekleri kondanse sitoplazma biiziilmiis dejenere hiicreler (beyaz ok)
izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).

S : e <

Sekil 4.20. BPA+DEHP grubuna ait hipokampusta CA2 bolgesi.

BPA+DEHP uygulanan grubun CA2 bdlgesinde okromatik c¢ekirdek ince
sitoplazmaya sahip noronlar arasinda kondanse ¢ekirdek ve koyu boyali sitoplazmaya
sahip biiziigmiis noronlar izlenmistir (Hematoksilen-Eozin X200).
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Sekil 4.21. BPA+DEHP grubuna ait hipokampusta CA3 bdlgesi.

BPA+DEHP uygulanan grubun CA3 bolgesinde bazal dendritleri belirgin pyramidal
noronlar ve aralarinda yerlesmis glia hiicreleri gézlenmistir. Kondanse ¢ekirdek ile
belirgin dejenere noron (beyaz ok) ve yassi ¢ekirdegi ile ayirt edilen mikroglia hiicresi
(siyah ok) izlenmektedir. Piramidal hiicrelerin bazal dendritleride normal
goriintiisiinden farkli olarak daha diiz ve aralikli izlenmistir (Hematoksilen-Eozin
X200).

4.3. Lipit Peroksidasyonu Diizeyleri
Calisma gruplarina ait beyin dokusu MDA diizeyleri Tablo 4.3 ve Sekil 4.22°te
verilmistir. MDA diizeylerinde tiim ¢aligma gruplarinda kontrole oranla istatistiksel

olarak anlamli diizeyde artis (BPA grubu: %122; DEHP grubu: %52,2; BPA+DEHP
grubu: %99,3) gozlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.3. Malondialdehit diizeyleri.

MDA Diizeyleri
Calisma Gruplan
(nmol/mg protein)
Kontrol 0,58+0,076%
BPA 1,28+0,25"
DEHP 0,88+0,07°
BPA+DEHP 1,15+0,12°

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir. *® Ayni {issel harfleri tasimayan degerler
birbirinden 6nemli 6l¢ilide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.22. Malondialdehit diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).

4.4, Total Glutatyon Diizeyleri
Calisma gruplarina ait beyin dokusu total GSH diizeyleri Tablo 4.4 ve Sekil
4.23’te verilmistir. BPA, DEHP ve BPA+DEHP gruplarinda total GSH diizeylerinin

kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde arttig1 (BPA grubu: %146,1; DEHP grubu:
%92,2; BPA+DEHP grubu: %144) bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.4. Total glutatyon diizeyleri.

Calisma Gruplari Total GSH Diizeyleri (umol/mg protein)
Kontrol 2,19+0,322
BPA 5,39+1,03"
DEHP 4,21+0,60°
BPA+DEHP 5,34+0,87"

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
b Ayni iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.23. Glutatyon diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a.b.¢.d Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).

4.5. Dopamin Diizeyleri

Calisma gruplarina ait beyin dokusu DA diizeyleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.24°te
verilmistir. BPA, DEHP ve BPA+DEHP gruplarinda kontrol grubuna oranla DA
diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalma (BPA grubu: %40,5; DEHP
grubu: %34,6; BPA+DEHP grubu: %47) gozlenmistir (p<0,05). BPA+ DEHP

grubunda azalma oraninin daha fazla oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.5. Dopamin diizeyleri.

Calisma Gruplan DA Diizeyleri (ng/ml)
Kontrol 10,97+1,382
BPA 6,52+0,60"
DEHP 7,17+0,44°
BPA+DEHP 5,85+0,35°

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir. *°
Aynut iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.24. Dopamin diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli dl¢iide farklidir (p<0,05).

4.6. Dopamin Tasiyici Protein Diizeyleri

Calisma gruplarina ait beyin dokusu DAT diizeyleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.25
‘de gosterilmistir. DEHP grubunda DAT diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla %47,4
oraninda azaldig1 (p<0,05) goriilmiistiir. BPA ve BPA+DEHP gruplarinda kontrole
gore %16 azalma gozlenmekle birlikte, bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

(p>0,05) saptanmustir.

Tablo 4.6. Dopamin tasiyici protein diizeyleri.

Dopamin Tasiyic1 Protein
Calisma Gruplari )
(nmol/mg protein)
Kontrol 0,097+0,019?
BPA 0,081+0,0112
DEHP 0,051+0,003°
BPA+DEHP 0,081+0,0072

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
b Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.25. Dopamin tasiyici protein diizeyleri.
Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

ab.¢.d Ayny iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden nemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.7. Monoamin Oksidaz Aktivitesi

Calisma gruplarina ait beyin dokusu MAO aktivite diizeyleri Tablo 4.7, 4.8. ve
Sekil 4.26., 4.27.”de yer almaktadir. MAO-A aktivitesi BPA grubunda kontrol grubuna
oranla bir degisim gozlenmemis, DEHP ve BPA+DEHP gruplarinda ise kontrol
grubuna oranla artmigstir (sirastyla %52,6, %26,3). Ancak, bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.

Tablo 4.7. Monoamin oksidaz-A aktivitesi.

Cahisma Gruplarn MAO-A (mU/mg protein)
Kontrol 0,194+0,052
BPA 0.2120,05°
DEHP 0,29+0,042
BPA+DEHP 0,24+0,082

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
&b Ayn iissel harfleri tasgimayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.26. Monoamin oksidaz-A aktivite diizeyleri.

Tim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a.b.¢.d Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).

Beyin MAO-B aktivitesi diizeyleri BPA ve DEHP gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla degismezken, BPA+DEHP grubunda aktivitenin 6,7 kat (%565) arttig
gozlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.8. Monoamin oksidaz-B aktivitesi.

Monoamin Oksidaz B (mU/mg
Calisma Gruplan .
protein)
Kontrol 0,20+0,09?
BPA 0,18+0,052
DEHP 0,18+0,06?
BPA+DEHP 1,33+0,22°

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli dl¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.27. Monoamin oksidaz-B aktivite diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
a.b.¢.d Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).

4.8. Serotonin Diizeyleri

Calisma gruplarma ait beyin dokusu serotonin diizeyleri Tablo 4.9 ve Sekil

4.28°de verilmistir. Tiim c¢aligma gruplarinda kontrol grubuna oranla serotonin

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma (BPA grubu: %19; DEHP
grubu: %19; BPA+DEHP grubu: %23,8) gézlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.9. Serotonin diizeyleri.

Calisma Gruplan Serotonin Diizeyleri (ng/ml)
Kontrol 0,042+0,0032
BPA 0,0340,002°
DEHP 0,034+0,001°
BPA+DEHP 0,032+0,001°

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir. *® Ayni iissel harfleri tasimayan degerler
birbirinden 6nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.28. Serotonin diizeyleri.

Tim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

a.b.¢.d Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.9. Asetilkolinesteraz Aktivitesi
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Calisma gruplarina ait beyin AChE aktivite diizeyleri Tablo 4.10 ve Sekil
4.29’da verilmistir. BPA ve BPA+DEHP gruplarinda AChE aktivitesinin kontrol

grubuna oranla anlamli diizeyde arttig1 (BPA %]117; BPA+DEHP %106) bulunmustur

(p<0,05). DEHP grubunda kontrol grubuna oranla saptanan %19 diizeyindeki artis ise

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Tablo 4.10. Asetilkolinesteraz aktivitesi.

Calisma Gruplan AChE (mU/mg protein)
Kontrol 0,036+0,0042
BPA 0,078+0,015°
DEHP 0,043+0,0032
BPA+DEHP 0,074+0,011°

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli dl¢giide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.29. Asetilkolinesteraz aktivitesi.

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
a.b.c.d Ayny issel harfleri tastmayan degerler birbirinden Snemli 6lgiide farkhidir (p<0,05).

4.10. Apoptoz Tayini

Deney gruplarinda apoptotik hiicre sayisim1  belirlemek i¢in  TUNEL
isaretlemesi yapilmistir. TUNEL analizinde deney gruplarinda CA1, CA2 ve CA3
bolgelerinde noron ve glia hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin ortalama yiizdesi
degerlendirilmistir. Apoptotik hiicre sayilar1 Tablo 11-16. ve Sekil 30-35.°te
verilmistir.

Kontrol grubunda CA1 bolgesinde noéronlarin %49 unun, glia hiicrelerinin
%51’inin TUNEL pozitif oldugu saptanmistir. CA2 bolgesinde noronlarin %49’ unun,
glia hiicrelerinin %53 tinun TUNEL pozitif oldugu belirlenmistir. CA3 bdlgesinde ise
noronlarin  %47’sinin, glia hiicrelerinin = %52’sinin TUNEL pozitif oldugu
saptanmustir.

Bisfenol A uygulanan grupta CA1 bolgesinde noéronlarin %85’inin ve glia
hiicrelerinin %66’sinin apoptotik oldugu saptanmistir. CA2 bolgesinde noéronlarin
%73’linlin, glia hiicrelerinin %78’inin TUNEL pozitif oldugu belirlenmistir. CA3
bolgesinde ise ndronlarin %69’unun, glia hiicrelerinin %67’sinin TUNEL pozitif
oldugu gozlenmistir. BPA uygulanan grupta CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde apoptotik
noron ve glia yiizdeleri kontrole gore artmistir ve bu artisin CA1 ve CA2 bolgelerinde

istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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DEHP uygulanan grupta CA1 bolgesinde %88 néronun apoptotik oldugu, %64
glia hiicresinin apoptoz gosterdigi saptanmistir. CA2 bolgesinde néronlarin %76’ sinin,
glia hiicrelerinin %52’sinin TUNEL pozitif oldugu belirlenmistir. CA3 bolgesinde
noronlarin  %74’linlin, glia hiicrelerinin %354 tiniin TUNEL pozitif oldugu
gozlenmistir. DEHP uygulanan grupta CA1 ve CA2 bdlgelerinde apoptotik ndron
yiizdeleri kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir (p<0.05).

BPA+DEHP uygulanan grupta CAl bdlgesinde %91 noronun apoptotik
oldugu, %69 glia hiicresinin apoptoz gosterdigi saptanmistir. CA2 bolgesinde
noronlarin %73 lnilin, glia hiicrelerinin  %60’min TUNEL pozitif oldugu
belirlenmistir. CA3 bolgesinde noéronlarin %73’liniin, glia hiicrelerinin %75’ inin
TUNEL pozitif oldugu saptanmistir. BPA+DEHP uygulanan grupta her ii¢ bolgede de
apoptotik noron yilizdesinin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttigr gézlenmistir (p<0.05). Apoptotik glia yiizdesinde CA1 bolgesinde istatistiksel
olarak anlamli artis saptanmustir (p<0.05).CA3 bolgesinde de kontrol grubuna oranla
artis gozlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p=0,051).

Hipokampus dokularina ait goriintiiler Sekil 4.36.’da verilmistir.

Tablo 4.11. Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik néron yiizdesi.

Calisma Gruplari Apoptotik noron yiizdesi (%)
Kontrol 49+10,962
BPA 85+4,73P
DEHP 88+3,07°
BPA+DEHP 9143,31P

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.30. Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik ndron yiizdesi.

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.

b Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

Tablo 4.12. Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi.

Apoptotik glia hiicresi yiizdesi
Calisma Gruplar
(%)
Kontrol 51+4,10?
BPA 66+3,76"
DEHP 64+8,09?
BPA+DEHP 69+6,38°

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
b Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.31. Hipokampus CA1 bolgesi apoptotik hiicresi glia yiizdesi.

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.

b Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).

Tablo 4.13. Hipokampus CA2 bolgesi apoptotik néron yiizdesi.

Calisma Gruplar Apoptotik noron yiizdesi (%)
Kontrol 49+7,462
BPA 73+6,60°
DEHP 76+4,70P
BPA+DEHP 73+5,48P

Tim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
b Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.32. Hipokampus CA2 bdlgesi apoptotik ndron yiizdesi.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

35 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli dl¢iide farklidir (p<0,05).

Tablo 4.14. Hipokampus CA2 bdlgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi.

Calisma Gruplar Apoptotik glia hiicresi yiizdesi (%)
Kontrol 53+5,312
BPA 785,00
DEHP 52+1,46°
BPA+DEHP 60+4,832

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
&b Ayni iissel harfleri tasgtmayan degerler birbirinden nemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.33. Hipokampus CA2 bdlgesi apoptotik glia hiicresi ytizdesi.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli dl¢iide farklidir (p<0,05).

Tablo 4.15. Hipokampus CA3 bolgesi apoptotik néron yiizdesi.

Calisma Gruplar Apoptotik noron yiizdesi (%)
Kontrol 47+8,282
BPA 69+7,672
DEHP 74+7,802
BPA+DEHP 73+5,75"

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
b Ayni iissel harfleri tasgtmayan degerler birbirinden nemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.34. Hipokampus CA3 bdlgesi apoptotik ndron yiizdesi.

Tiim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli dl¢iide farklidir (p<0,05).

Tablo 4.16. Hipokampus CA3 bdlgesi apoptotik glia hiicresi yiizdesi.

Calisma Gruplar Apoptotik glia hiicresi yiizdesi (%)
Kontrol 52+4,702
BPA 67+6,68%
DEHP 54+8,112
BPA+DEHP 75+8,892

Tim degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
b Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.35. Hipokampus CA3 bdlgesi apoptotik glia hiicresi ylizdesi.

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.

abAyni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.36. Deney gruplarinda hipokampus dokusuna ait apoptotik inceleme.

Deney gruplarinda hipokampusta CA1, CA2 ve CA3 boélgelerinde TUNEL pozitif
(kahverengi) isaretlenen apoptotik hiicreler gézlenmistir (X200).
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5. TARTISMA

Endokrin bozucu kimyasal maddeler, hormonlarin sentezini ve/veya
biyotransformasyonunu degistirmek, hormon reseptorlerini aktive/antagonize etmek
gibi cesitli mekanizmalar yoluyla viicudun normal endokrin islevlerini bozan dogal
veya sentetik kimyasal maddelerdir (1,2). EBK’lerin birgok farkli mekanizma
tizerinden beyin gelisimine etki edebilecegi lizerinde durulmaktadir. Bu etkilerden
bazilarin1 beyin ve periferal endokrin sistem arasindaki entegrasyonu saglayan
ndroendokrin sistem tizerinden gosterebilecekleri rapor edilmistir (9,15). Santral sinir
sistemi ve noroendokrin sistem tiim ndrotransmitter, ndropeptit ve ndrohormon
sistemleri ile denge durumunda islemektedir. EBK’ler mevcut denge durumunu
bozarak c¢esitli norolojik hasarlara neden olabilir (14). Son yillarda toksik kimyasal
maddelerin iretimindeki artigla birlikte ndrogelisimsel hastaliklarin prevalansinda
artis gozlenmeye baglanmistir (174).

Endokrin bozucu kimyasal maddelere maruziyetin sonuglari, maruz kalinan
doza, maruziyet zamanina ve maruz kalinan maddeye gore 6nemli 6l¢iide degisiklik
gostermektedir. Santral sinir sistemi ve ndroendokrin sistem Ozellikle gelisme
doneminde hormonal kontrole ve dolayisiyla EBK’lerle maruziyete karsi hassastir
(17). EBK’lerin hamilelik doneminde anne kani ve laktasyon doneminde anne siitii
yoluyla bebege gectigini gosteren cesitli calismalar bulunmaktadir (175,176). Bu
nedenle hamilelik ve laktasyon donemlerinde EBK’lere maternal olarak maruziyetin
fetiisiin beyin fonksiyonlarinin gelisimsel olarak degismesine neden olabilecegi ve bu
durumun 6miir boyu siirecek sonuglarinin goriilebilecegi diisiiniilebilir (177). Ayrica,
EBK’lerin kullanim alanlar1 ve siklig1 g6z oniine alindiginda birden fazla kimyasal
maddeye ayni1 anda temasin kaginilmaz oldugu agiktir. Bu maddelere karisim halinde
maruziyet sonucunda ortaya ¢ikan etkilerin farkli olacagi ve net etkinin degisebilecegi
ongoriilmektedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda, ¢evrede olduk¢a yaygin olarak bulunan ve endokrin
bozucu etkileri bilinen BPA ve DEHP’e prenatal donem ve laktasyon doneminde tek
tek veya karisim halinde maruziyetin, sicanlarda néroendokrin sistem {izerindeki
istenmeyen etkileri, beyin dokusunda noérotransmitter sistemler iizerindeki etkileri
(DA, DAT ve serotonin diizeyleri, AChE ve MAO aktiviteleri) ile histopatolojik

degisiklikler ve apoptoz olusumu irdelenerek degerlendirilmistir. Ayrica, bu
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istenmeyen etkilere sebep olabilecek mekanizmalardan biri olarak oksidatif stres
olusumu degerlendirilmistir. igerdigi fonksiyonel birimler bakimindan serebrum, gogu
beyin fonksiyonunun diizenlendigi merkez konumundadir. Bu nedenle néroendokrin
ve oksidatif stres parametrelerinin bu bolgede Olgiilmesiyle birlikte EBK’lerin beyin

fonksiyonlar1 lizerindeki etkilerinin genis bir agidan irdelenmesi amaglanmustir.
5.1. Beyin Agirliklar:

Calisma gruplarinda yer alan siganlarin 6tenazisinin ardindan dl¢iilen ortalama
beyin agirliklart yoniinden gruplarda kontrole kiyasla anlamli bir fark saptanmamustir.
Rolatif beyin agirliklart degerlendirildiginde ise DEHP grubundaki rdlatif beyin
agirhiginin kontrol grubuna oranla %18 arttig1 gézlenmistir (p<0,05). BPA ve kombine
maruziyet gruplarinda da kontrol grubuna oranla bir artis goriilmekle birlikte bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur.

Yapilan diger ¢alismalar degerlendirildiginde, maternal BPA ve/veya DEHP
maruziyetinin  beyin agirhiklart  iizerindeki etkisinin  degisken olabilecegi
gorilmektedir (173, 178). Tanida ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada, prenatal BPA
ve DEHP maruziyetinin erkek sicanlarda 6 haftalikken beyin agirhigini azalttigini
ancak kombine maruziyette ayni etkinin gdzlenmedigini bulmustur. Yine ayni
caligmada, siganlar 2 haftalikken tiim gruplarda kontrole kiyasla rolatif beyin
agirhiginin arttig1 gézlenmistir. Ancak 4 ve 6 haftalik siganlarda bu etki kaybolmustur
(173). Kabuto ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada ise disi gebe fareler gebelik ve
laktasyon donemi boyunca 5 ve 10 pg/ml BPA iceren icme suyu ile BPA’ya maruz
birakilmig ve yavrular dogduktan sonra 4. haftada dekapite edilerek yas beyin
agirliklart ol¢iilmiistiir. 5 pg/ml BPA igeren icme suyuna maruz kalan farelerden
dogan yavrularin yas beyin agirliklarinin kontrol grubuna gore azaldigi gozlenmistir
(178). Prenatal EBK maruziyetinin yetiskinlik doneminde (siganlarda 12. hafta) beyin
agirhgr tizerindeki etkilerini degerlendiren bir caligmaya rastlanmamistir. EBK
maruziyeti ile iligkilendirilen norogelisimsel bir hastalik olan otizmde de beyin
agirhiklarinin — arttiim1 - gosteren ¢alismalar  bulunmaktadir. Bu artisin - EBK
maruziyetine bagli gelisebilecegi ileri siiriilmektedir (179).

Mevcut bulgular degerlendirildiginde doz ve maruziyet zamani kadar 6l¢iimiin

yapildig1 zamanin da sonuglari etkileyebilecegi ongoriilmektedir.
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5.2. Histopatolojik Analizler

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada, gerek tek basina BPA uygulanan gruba ait
gerekse DEHP grubuna ait hipokampusun CA1l bolgesinde piramidal ndronlarin
arasinda cevresi bosalmis birka¢ dejenere ndron ve yassi ¢ekirdekleri ile mikroglialar
gozlenmistir. Ayrica DEHP grubunda CA1 bdlgesinde belirgin perivaskiiler 6dem
izlenmistir. Bu gruba ait hipokampus CA3 bdlgesinde piramidal ndéronlarin yer yer
sitoplazmalarinin biiziismiis oldugu ve buna bagli olarak ¢evrelerinde bos alanlar
oldugu goriilmiigtiir. Ayrica piramidal hiicrelerin bazal dendritleri de normal
goriintlisiinden farkli olarak daha diiz ve aralikli olarak izlenmistir.

Karigim halinde BPA ve DEHP uygulanan gruba ait hipokampus dokusunun
CA1 bolgesinde normal histolojik yapiya sahip piramidal noronlar arasinda kondanse
cekirdek ve koyu boyali sitoplazmaya sahip biiziismiis noronlar ve kondanse
cekirdekli glia hiicreleri izlenmistir. Tek basina BPA ve DEHP maruziyet gruplarindan
farkli olarak yer yer ndron igermeyen alanlar kombine maruziyet grubunun CAl
bolgesinde saptanmistir. CA2 bolgesinde 6kromatik ¢ekirdek ince sitoplazmaya sahip
noronlar arasinda kondanse ¢ekirdek ve koyu boyali sitoplazmaya sahip biiziismiis
noronlar gézlenmistir. CA3 bolgesinde dkromatik ¢ekirdek, belirgin ¢ekirdekeik ve
bazofilik sitoplazmalari ile piramidal ndronlar yaninda birka¢ kondanse cekirdek ile
belirgin dejenere néron izlenmistir. Piramidal hiicrelerin bazal dendritleri de normal
gorlntiisiinden farkli olarak daha diiz ve aralikli olarak gozlenmistir.

Bu sonuglara gore prenatal ve erken postnatal donemde BPA ve DEHP
maruziyetinin hipokampus dokusunda morfolojik bozulmalara yol acabilecegi
diistintilebilir. Hipokampus CA1 bdlgesi noronlar1 uzaysal 6grenme ve bellek i¢in
biiyiilk 6nem tagimaktadir. (180). Bunun yaninda CA3 bdlgesi fonksiyonlarmin ve
CA1 bolgesi ile CA3 bolgesi arasindaki baglantilarin saglamligi uzun siireli hafizanin
olugmast i¢in gereklidir (181). Calisgmamizda tiim deney gruplarinda hipokampusun
CA1 bolgesindeki piramidal ndronlarda dejenerasyon oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
DEHP grubunda ve kombine maruziyet grubunda CA3 bolgesinde morfolijk
bozulmalarin yani sira kombine maruziyet grubunda bu bolgede dejenerasyon oldugu
gorilmiistiir.

Arastirmalar, bellegi etkileyen beyin bdlgelerinde sinaptik plastisite ve

sinaptogenezin Ostrojene bagli olarak gelistigini gostermektedir. EBK’lerin
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hayvanlarda hafiza gelisimini bozdugunu gosteren ¢alismalar vardir (182-185). Eliam-
Stock ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada tek doz BPA maruziyeti (40 pg/kg)
sonucunda yetiskin erkek sicanlarda hafiza testleri sonuglarinda diisme oldugunu ve
hipokampusun CA1 bdlgesinde %10-25 oraninda dendrit yogunlugunun azaldiginm
gostermislerdir (182). Yapilan bir baska calismada prenatal olarak 50 mg/kg/giin
dozda BPA’ya maruz kalan erkek sicanlarda hipokampus CA1 bolgesindeki
noronlarda sinaptik agiklikta artis meydana geldigi gozlenmistir (183). Dai ve ark.
(2015) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise prenatal ve laktasyon doneminde 50 ve 200
mg/kg/giin dozda DEHP’e maruz kalan 6 haftalik erkek farelerde Morris su labirenti
testinde hafizanin geriledigi goriilmiistiir (184). EBK’lere maruziyetin hipokampus ve
hafiza {izerine etkilerinin arastirildig calismalara bakildiginda hem prenatal donemde
hem de yetiskinlikte bu maddelere maruziyetin olumsuz etkileri oldugu goriilmektedir.
Caligmamizda elde edilen bulgular daha once yapilan caligmalarin sonuglarini
destekler niteliktedir. Tek basina BPA veya DEHP’e maruziyet ile gozlenen
istenmeyen etkilerin yanisira, karisim halde maruziyetin hem CA1l hem de CA3
bolgesinde olumsuz etkiler gosterdigi ve gozlenen etkilerin tek bagina maruziyetten

daha ciddi oldugu goriilmektedir.
5.3. Noroendokrin Parametreler
5.3.1. Monoamin Diizeyleri

Endokrin  bozucu kimyasal maddelere maruziyetin dopaminerjik ve
serotonerjik sistem lizerindeki sonuglar1 yeni yeni aydinlatilmaya baglanmaktadir.
Calismalar norotoksikanlar ve bu sistemler ile iliskili hastaliklar arasinda kuvvetli
iligkileri gosterdik¢e bu maddelere maruziyetin uzun dénemli sonuglar1 giderek 6nemli
hale gelmistir. Dopaminerjik sistemin beyin bdlgelerindeki kapsamli lokalizasyonu ve
sahip oldugu genis fonksiyon yelpazesi nedeniyle, dopaminerjik ndrotransmisyonda
meydana gelen islev bozukluklari, sizofreni, duygudurum bozukluklari, obsesif
kompulsif bozukluk, otizm spektrum bozuklugu, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu (DEHB), Tourette sendromu, Parkinson hastaligi, madde bagimlilig1 ve
diger pek cok hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir (93). Serotonin ise,
norogenez ve olgunlagma ile ilgili erken gelisimsel olaylardan, hiicre 6liimiiniin altinda

yatan apoptoza ve ndrodejenerasyona kadar uzanan, insan yasaminin merkezinde yer
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alan bircok biyolojik siiregte yer alir. Serotonerjik sistemin erken donemde
embriyogenez sirasinda olustugu ve ilk olusan serotonerjik ndronlar tarafindan
siirdiiriilen serotonin norotransmisyonunun beyin gelisimine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (112).

Calismamizda tiim ¢aligma gruplarinda (BPA, DEHP ve BPA+DEHP) kontrol
grubuna oranla DA ve serotonin diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azalma
oldugu goézlenmistir (p<0,05). Bu veriler, prenatal ve laktasyon donemlerinde EBK
maruziyeti ile dopaminerjik ve serotonerjik fonksiyonun degisebilecegine ve ileri
yaslarda ortaya c¢ikabilecek gelisimsel ve davranigsal bozukluklarda rol
oynayabilecegine isaret etmektedir.

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin monoaminerjik sistemler tiizerine
etkilerini arastiran diger caligmalar incelendiginde, verilerin BPA veya farkli ftalat
tiirlerine ayr1 ayri maruziyetin sonuglarinin irdelendigi ¢aligsmalar ile sinirli oldugu;
kombine maruziyete iliskin tek bir ¢alismanin bulundugu goriilmektedir (179). Mevcut
calismalar, sonuglarin degisken olabildigi ve birden fazla mekanizmanin monoamin
seviyeleri lizerine etki edebilecegini gostermektedir. Ayrica, beynin farkli
bolgelerinde gozlenen sonucglarin farkli olabilecegi de belirlenmistir. Yapilan
caligmalarda prenatal ve laktasyon doneminde BPA maruziyeti ile striatumda DA ve
dorsal rafe ¢ekirdeklerinde 5-HT konsantrasyonlarinin, 6n beyinde ise DOPAC, HVA
ve 5-HIAA diizeylerinin arttig1 gézlenmistir. Bu durum, BPA maruziyetinin DA’nin
sinir uglarindan salinimint  ve metabolitlerine donilisim hizim  arttirdigini
diistindiirmektedir (156-159). Estrojenin monoamin konsantrasyonlarini regiile etmesi
dikkate alindiginda EBK’lere maruz kalmanin beyinde DA ve S5-HT
konsantrasyonlarint bozabilecegi diiiiniilebilir. Bir¢ok serotonerjik néronun dorsal
rafe ¢ekirdeklerinde ERa ve ERP ekspresyonu gosterdigi gozlenmistir (186). Sunulan
tez calismasinda ise yapilan Onceki c¢alismalardan farkli olarak DA ve 5-HT
seviyelerinin arttig1 bulunmustur. Honma ve ark. (2006) yaptiklart c¢alismada
calismamizla benzer doz diizeyi, maruziyet zamani ve maruziyet yolu kullanilmasina
karsin Ol¢timler farkli cinsiyetlerde yapilmistir (156). Bu c¢alismadaki sonuglarin
caligmamizla  farkli  olmas1 BPA’ya  maruziyet sonucu  monoamin
konsantrasyonlarinda meydana gelen etkilerin cinsiyete bagl olarak degisebilecegini

diistindiirmektedir. Bu ¢aligmada, 6l¢iimlerin maruziyetten sonra 9. haftada yapilmis
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olmast da sonuglarin farkliligim1 agiklayan bir etmen olabilir. Ayrica, maruziyet
yolunun ve dozun da zit sonuglar dogurabilecegi goriilmektedir (157).

Hayvanlarin {iremesi ve hayatta kalmasi i¢in sosyal davranis 6nemlidir. Erken
donemde memelilerde sosyal ve bilissel becerilerin gelismesi, hayvanlara ¢evresel
degisikliklere esnek bir sekilde cevap verme yetenegi kazandirir (187). Literatiirde
EBK’lerin sosyal davraniglarda bozulmalara yol actigini gosteren hayvan ¢alismalari
bulunmaktadir. Yapilan bir calismada erken ergenlik doneminde DEHP maruziyetinin
hayvanin sosyal agidan gelisimini bozabilecegine dair veriler elde edilmistir (188).
Benzer bir ¢calismada, prenatal BPA maruziyetinin disi si¢canlarda sosyal etkilesim ve
erkek sicanlarla gecirdikleri siirede azalmaya neden oldugunu gostermistir (170)
Serebrum ve beyin sapt gibi beyin bolgelerindeki dopaminerjik ve serotonerjik
sistemlerin hayvanlarda davranigsal degisimleri kontrol ettikleri bilinmektedir.
Serebrum bolgesindeki DA transmisyonundaki artis sosyal davranislara eslik ederken
DA transmisyonunda azalma sosyal davranislari engellemektedir (189,190).
Caligmamizda, prenatal ve laktasyon doneminde maternal olarak BPA ve DEHP’e
maruz kalmanin erkek siganlarin serebrum bélgesinde DA ve 5-HT transmisyonunu
azalttig1 gosterilmistir. Kombine maruziyetin DA diizeylerinde daha da belirgin bir
azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Bu etkiler, EBK’lere maruziyet ile birlikte
gelisen sosyal davranislardaki bozulmalarin nedenlerinden biri olarak diisiiniilebilir.

Endokrin bozucu kimyasal maddelerin insanlarda da davranis bozukluguna yol
acabilecegi diisiiniilmektedir. EBK’lerin insanlarda biligsel eksiklikler, yavas
norogelisim, agresyon ve depresyon insidansinda artis gibi nérogelisimsel etkilerinin
olabilecegi yapilan caligmalar ile gosterilmistir (8, 191-193) Dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugu (DEHB) goriilme siklig1 gittik¢e artan ndropsikiyatrik bir
hastaliktir. Son yillarda EBK’lere prenatal ve neonatal olarak maruz kalmanin DEHB
gelisimi ilizerine etkisini inceleyen ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda idrardaki
BPA ve ftalat diizeyleri ile cocuklarda DEHB semptomlarinin gelisimi arasinda pozitif
iliski oldugu gosterilmistir (194-196). Ayrica, Park ve ark. (2014) yaptiklari calismada
DEHB bulunan ¢ocuklarda idrardaki ftalat metabolitlerinin diizeyi ile dopaminerjik
gen ekspresyonunda meydana gelen bozulmalarin iligkili oldugunu gostermislerdir
(197). Bu durum EBK’lerin dopaminerjik nérotransmisyonda meydana getirdikleri

bozulmalar yoluyla DEHB patofizyolojisinde rol oynayabileceklerini géstermektedir.
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Endokrin bozucu kimyasal maddeler monoaminerjik sistemler iizerinden
sadece davranis ile ilgili bozukluklara degil, motor fonksiyon ve hareket
bozukluklarina da sebep olabilir. Ornegin Parkinson hastalig1 dopaminerjik néronlarin
kayb1 ve DA aktivitesinde azalma ile karakterize nérodejeneratif hareket hastaligidir.
BPA maruziyeti ve Parkinson hastaligi arasinda iligki gosteren c¢aligsmalar vardir.
Yapilan caligmalarda Parkinson hastaligi bulunan kisilerin idrar 6rneklerinde BPA
seviyesinin hasta olmayan insanlara gore daha fazla oldugu ve maternal BPA
maruziyetinin Parkinson hastaligi riskini arttirdigi gosterilmistir (198, 199). Tez
calismamizda da ozellikle DA diizeylerinde azalma yoniinde elde ettigimiz bulgular,

EBK maruziyetinin bu hastaliklarin gelisimine olas1 katkilarini destekler niteliktedir.
5.3.2. Dopamin Tasiyici Protein Diizeyleri

Calismamizda DEHP grubunda DAT diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
%47,4 oraninda azaldig1 (p<0,05) goriilmiistiir. BPA ve BPA+DEHP gruplarinda
kontrole gore %16 azalma gbézlenmekle birlikte, bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 (p>0,05) saptanmustir.

Yapilan bir ¢alismada neonatal donemde intasisternal olarak tek doz 20 pg/kg
BPA’ya maruz kalan sicanlarda DAT genlerinin ekspresyonunda 2 kattan daha fazla
azalma oldugu bulunmustur (p<0,05) (160). Baska bir ¢calismada 5 giinliik siganlara
tek doz disiklohekzil ftalat (DCHP) (87 nmol/10 pl) intrasisternal uygulanmistir. Bu
siganlar 4-5 haftalik olduklarinda yapilan 6l¢iimlerde orta beyin bdlgesinde DAT
seviyelerinin diistiigli gézlenmistir (169). Ayrica EBK’lere maruziyet ile dopaminerjik
ndronlarda apoptoz meydana geldigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (161,162,173).

DAT sinaptik DA’i néronlara alarak DA’in  norotransmisyonunu
sonlandirmada ve MSS’nde DA homeostazini siirdiirmede kritik rol oynar (99).
MSS’nde normal ndrolojik fonksiyonu korur. Dopaminerjik ndrotransmisyonda
yaslanmaya bagli gelisen degisikliklerin, azalan DAT ekspresyonunun bir sonucu
olabilecegi diisiiniilmektedir (102). Ayrica DAT sadece hiicre disi DA sinyalinin
blytikliglinii ve siiresini kontrol etmekle kalmaz, aym1 zamanda hiicre i¢ci DA
seviyelerini de korur. DAT ekspresyonunun baskilandig: farelerde DA sentezinde bir
artisa ragmen depolanmis DA seviyelerinde %95 azalma oldugu goriilmiistiir (103).
Ayrica DAT sadece dopaminerjik noronlarda eksprese edildigi i¢in dopaminerjik

noron yogunlugunu gosteren 6zgil bir belirtectir (95). Calismamizda 6zellikle DEHP
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grubunda olmak iizere tiim maruziyet gruplarinda gozlenen DAT diizeylerindeki
azalmanin DAT ekspresyonundaki bir azalmadan ve/veya dopaminerjik néronlarda
meydana gelen apoptozdan kaynaklanabilecegi diisiliniilebilir. DAT diizeylerindeki
azalma ile birlikte DA diizeylerinde de azalma gozlenmesi DAT 1n hiicre i¢i DA

diizeylerini kontrol eden/ koruyan bir mekanizma oldugunu destekler bir bulgudur.
5.3.3. Monoamin Oksidaz Aktivitesi

Monoamin oksidaz enzimleri beyinde katesolaminler gibi biyojenik aminlerin
pargalanmasinda rol oynayan birincil enzimdir. Tez calismasi kapsaminda beyin
dokusunun serebrum bodlgesinde MAO-A ve MAO-B aktivitelerinin ayr1 ayri
Olciilmesiyle birlikte serebrum bolgesindeki dopaminerjik nérotransmisyonun
metabolizma yoniinden degerlendirilmesi amaglanmistir. Yapilan dl¢giimlerde MAO-
A aktivitesinde BPA grubunda kontrol grubuna oranla bir degisim gozlenmemis,
DEHP ve kombine maruziyet gruplarinda ise kontrol grubuna oranla artmistir. Ancak,
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MAO-B aktivitesi diizeyleri
Olciildiiginde ise aktivite BPA ve DEHP gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
degismezken, kombine maruziyet grubunda aktivitenin 6,7 kat arttigi gézlenmistir

(p<0,05).

Literatiirde EBK’lere maruziyetin MAO enzimleri iizerine etkisinin dogrudan
Olctildiigii tek bir ¢alisma vardir. Bu c¢alismada gebeligin 10. giiniinden laktasyon
donemi sonuna kadar subkiitan olarak BPA (250 ng/kg/giin) uygulanan gebe
farelerden dogan erkek yavrularda beynin ii¢ farkli béliimiinde (hipokampus, amigdala
ve omurilik sogani)) MAO diizeyleri Olgiilmistiir. Omurilik soganinda MAO-B
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla azaldigi bulunmustur (p<0,05). Beynin diger
bolgelerinde ise herhangi bir degisim gozlenmemistir (159). Bununla birlikte
DOPAC/DA oran1 DA metabolizmasinin hizin1 ve MAO aktivitesindeki degisiklikleri
yansitmaktadir. Yapilan ¢alismalarda prenatal BPA maruziyetinin bu oram arttirdigi
gozlenmistir. Bu durum BPA’nin DA’nin metabolitlerine doniisiim hizini arttirdigin
diisiindiirmektedir (156, 157). Ftalat maruziyetinin ve EBK’lere kombine maruziyetin
MAO enzim aktiviteleri lizerine etkisini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Tez

calismasinda 6zellikle DEHP+BPA grubunda MAO-B aktivitesinde gézlenen 6nemli
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diizeydeki artis, EBK’lere bir arada maruziyet ile DA metabolizma hizinin arttigini
gosteren bir bulgudur ve DA diizeylerinde azalma ile de uyumludur.

Endokrin bozucu kimyasal maddelere maruziyet ve anksiyete gelisimi
arasindaki iliskinin gosterildigi ¢alismalar mevcuttur (200-202). Deney hayvanlarinda
yapilan aragtirmalar dopaminerjik sistemde meydana gelen degisimlerin anksiyojenik
etkilerin mekanizmalarindan biri oldugunu ve DOPAC/DA oran1 ile MAO-A/B
seviyelerinin anksiyete davranisi ile ilgili oldugunu gostermektedir (203-205).
Caligmamizda kombine maruziyet ile MAO-B aktivitesinde meydana gelen artigin

EBK’lerin anksiyojenik etki mekanizmalarindan biri olabilecegi diistintilebilir.
5.3.4. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

Calismamizda BPA ve kombine maruziyet gruplarindaki siganlarin serebrum
bolgesinde Olgiilen AChE aktivitesinin kontrole kiyasla arttigi (BPA %117,
BPA+DEHP %106) ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p<0,05). DEHP grubunda kontrol grubuna oranla saptanan %19 diizeyindeki artis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Bisfenol A ile yapilan benzer calismalar incelendiginde farkli doz ve maruziyet
donemlerinin sonuclar1 degistirebilecegi goriilmektedir. Yapilan bir caligmada
ergenlik donemi boyunca 50 mg/kg/giin dozda BPA’ya maruz kalan si¢anlarin
hipokampus bolgesindeki AChE aktivitesinin azaldigi, ancak frontal korteks,
hipotalamus ve beyincik bolgelerinde aktivitenin degismedigi bulunmustur (165).
Buna karsin baska bir ¢alismada 6 hafta boyunca 25 mg/kg/giin dozda BPA uygulanan
5 aylik siganlarin hipokampus bolgesinde AChE aktivitesinin kontrol grubuna oranla
onemli Olgiide arttigi gozlenmistir. Calismada kronik BPA maruziyetinin AChE
aktivitesi artisina bagli olarak hipokampusta ACh seviyelerinde azalmaya neden
olacagi ve bunun da hafizada gerilemelere yol acabilecegi savunulmustur (167).
Yapilan bu iki ¢aligma maruziyet zamani ve doz agisindan farkliliklar géstermektedir.
Sonuglar degerlendirildiginde ergenlik donemindeki maruziyet ile yetiskinlik
donemindeki maruziyetin etkilerinin birbirine zit olabilecegi gozlenmektedir. Sunulan
tez caligmasi prenatal ve laktasyon donemini kapsamasi bakimindan onceki
caligmalardan farklilik gostermektedir. Bulgularda gerek tek basmma BPA gerekse
BPA+DEHP grubuna ait serebrum AChE aktivitesinde anlamli diizeyde artis

saptanmistir.
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AChHE sinir yanit1 i¢in en dnemli ve etkili enzimlerden biridir. Kolinerjik
ndrotransmisyonun insan ve hayvan davraniglari iizerinde bir dizi farkli etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Anksiyetedeki azalmanin hipokampustaki AChE aktivitesi ile
dogrudan iligskili oldugu ve hipokampustaki AChE aktivitesinin azalmasi ile
anksiyetenin arttig1 diisiiniilmektedir (124, 206). Bununla birlikte asetilkolin biling,
hafiza ve 6grenme gibi yliksek beyin fonksiyonlarinin yerine getirilmesi agisindan
onemli bir yere sahiptir (125). Siirekli dikkat isteyen performanslar sirasinda kortikal
ACh salinimi artmaktadir. Bu nedenle serebral ACh nérotransmisyonunun azalmasi
dikkat eksikligi gelisimi mekanizmalarindan biri olarak degerlendirilebilir. Ayrica
artan AChE aktivitesinin kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu basta olmak iizere farkli
mekanizmalar yoluyla néronlarda apoptozu indiikleyebilecegi gosterilmistir (134).
Tarafimizca yapilan tez ¢alismasinda da EBK maruziyeti sonucu AChE aktivitesinde
saptanan artig ile birlikte kontrol grubuna oranla 6nemli diizeyde gozlenen apoptoz

gelisimi bu bulguyu destekler niteliktedir.
5.4. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif stresin norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir rol oynayabilecegi
hipotezini destekleyen bircok kanit bulunmaktadir. Epidemiyolojik caligmalar
cevresel EBK’lere maruziyet ile ndrodejeneratif hastaliklarin insidansi arasinda
korelasyon oldugunu bildirmektedir. Son zamanlardaki ¢alismalar otizm spektrum
bozuklugu gibi norogelisimsel hastaliklar ve tehlikeli g¢evre kirliligi arasindaki
iligkinin arttigin1 gostermektedir (183). Santral sinir sisteminin gelisimi sinaps
olusumu ve ndronal biiyiime gibi hormona duyarli periyotlar igerir. Endokrin bozucu
kimyasal maddeler bu periyotlar1 engelleyerek néron hasarma ve bunun sonucunda
norogelisimsel hastaliklara sebep olabilirler (61). Bu maddelere maruziyet ile
insanlarda otizm spektrum bozuklugunu iligkilendiren caligsmalar bulunmaktadir.
Yapilan bir ¢aligmada atipik otizmli hastalarin idrar BPA konsantrasyonlarinin hem
kontrol grubundan hem de klasik otizmli hastalardan daha yiiksek oldugu ve bu
hastalarda oksidan/antioksidan dengenin bozuldugu gozlenmistir. Bu durum BPA
maruziyetinin  atipik otizmin gelisimsel nedenlerinden biri olabilecegini
diistindiirmektedir (207). Ayrica, oksidatif stres EBK’lerin ndroendokrin parametreler

tizerindeki istenmeyen etkilerinin de bir mekanizmasi olarak degerlendirilebilir.
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Merkezi sinir sistemi oksidatif strese kars1 6zellikle savunmasizdir. Noronal
membranlar, yiiksek oranda serbest radikallere duyarli doymamis yag asitleri igerir ve
bu durum onlar1 oksidatif hasara daha duyarli hale getirir (208). Calismamizda
EBK’lere prenatal ve laktasyon doneminde maruziyetin yaygin olarak kullanilan
oksidatif stres biyogdstergelerinden LP ve GSH diizeyleri iizerine etkisi incelenmistir.

Membran lipitlerinin oksidatif hasar1 sonucunda LP meydana gelir ve bunun
sonucunda MDA basta olmak tizere toksik etkilere sahip iiriinler olusur. MDA, hiicre
membranlarinda yer alan lipitlerin peroksidasyonuna yol acarak membranlarin iyon
gecirgenligini bozar, enzim aktivitelerini degistirebilir ve DNA gibi Onemli
makromolekiilleri etkileyerek ciddi hasarlara neden olabilir. MDA uzun yillardir
LP’nin belirlenmesinde 6nemli bir biyogdsterge olarak kullanilmaktadir. GSH ise
organizmada bulunan en 6nemli antioksidan molekiillerden biridir. Oksidatif stresin
arttigi durumlarda viicuttaki GSH diizeylerinde degisimler meydana gelebilir ve bu
durum oksidan/antioksidan dengenin bozulmasina yol acabilir. Rediikte
glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG) orani, biyolojik sistemlerde oksidatif stres
durumunun degerlendirilmesinde kullanilan gostergelerden biridir (147,148).

Literatiirde BPA ve DEHP maruziyeti ile sican beyin dokusunda LP ve GSH
diizeylerinin degerlendirildigi sinirli sayida ¢alisma vardir. Bu dogrultuda yapilan bir
calismada 10 hafta boyunca 10 mg/kg/giin ve 6 hafta boyunca 25 mg/kg/giin dozda
BPA’ya maruz kalan 5 aylik sicanlarin korteks ve hipokampus bdlgesinde LP ve GSH
diizeylerinin artt1g1 belirlenmistir (p<0,05) (167). BPA ile yapilan diger bir ¢calismada
6 hafta boyunca, haftada 3 kez oral olarak 50 mg/kg/giin dozda BPA’ya maruz kalan
erkek sicanlarin serebrum bolgesinde LP diizeylerinde belirgin artig goriildiigli rapor
edilmistir (p<0,05) (168). Ftalatlar ile yapilan bir ¢calismada ise 28 giin boyunca yliksek
dozda DBP’a maruz kalan ferlerde MDA diizeylerinde kontrole oranla artis oldugu
bulunmustur (p<0,01) (172). Kombine maruziyetin etkilerinin degerlendirildigi bir
caligmaya rastlanmamastir.

Calismamizda MDA diizeylerinde tiim calisma gruplarinda kontrole oranla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis (BPA grubu: %122; DEHP grubu: %52,2;
BPA+DEHP grubu: %99,3) oldugu gozlenmistir (p<0,05). Total GSH diizeylerinin ise
yine tiim gruplarda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 (BPA:
%146,1; DEHP: %92,2; BPA+DEHP: %144) bulunmustur (p<0,05). Serebral LP
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diizeylerinde artis, EBK’lere maruziyete bagli gelisen oksidatif stres varligina isaret
etmektedir. GSH seviyelerindeki artis ise EBK’lere maruziyet ile indiiklenen oksidatif

strese kars1 organizmanin bir savunma mekanizmasi olarak degerlendirilebilir.
5.5. Apoptotik Analizler

Tez ¢alismasi kapsaminda yer alan TUNEL analizinde deney gruplarinda
hipokampusun CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde néron ve glia hiicrelerinde apoptotik
hiicrelerin ortalama yiizdesi degerlendirilmistir. BPA uygulanan grupta CA1, CA2 ve
CA3 bolgelerinde apoptotik noron ve glia yiizdelerinin kontrole gore arttigi ve bu
artisin CA1 ve CA2 bolgelerinde istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). DEHP uygulanan grupta CAl ve CA2 boélgelerinde apoptotik noron
yiizdelerinin kontrole istatistiksel olarak anlamli arttigi belirlenmistir (p<0.05).
BPA+DEHP uygulanan grupta ise diger gruplardan farkli olarak degerlendirme
yapilan her {i¢ bdlgede de apoptotik néron yiizdesinin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttig1 (p<0.05) saptanmustir. Apoptotik glia yiizdesindeki artiglar da her 3
bolgede kontrol grubuna gore yliksektir, ancak sadece CAl bdlgesindeki artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Yapilan in vivo ve in vitro calismalar degerlendirildiginde EBK’lere
maruziyetin sinir hiicrelerinde apoptoza neden olabilecegi goriilmektedir. Li ve ark.
(2013)’nin yaptig1 calismada, prenatal ve laktasyon doneminde 500 mg/kg/giin dozda
dibiitil ftalata (DBP) maruz kalan siganlarin hipokampal néronlardaki apoptotik hiicre
sayisinda ve kaspaz-3 diizeyinde artig gdzlenmistir (171). Lin ve ark. (2011) yaptiklar
bir in vitro ¢alismada ise DEHP’in noro-2a hiicre hattinda peroksizom proliferator
aktive reseptor y (PPARY) ve Trim 17 proteinin ekspresyonunda artisa neden oldugu
belirlenmistir. PPARy ekspresyonundaki artigin da intrinsik yolak ve kaspaz-3
aktivasyonu yoluyla néronlarda apoptozu indiikledigi belirlenmistir (209). Sunulan tez
calismasindaki sonuglar daha onceki ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur. BPA ve
DEHP’e ayn1 anda maruziyetin degerlendirildigi ilk calisma niteligindedir. Bulgular,
BPA ve DEHP’e karisim halinde maruz kalmanin tekli maruziyetten daha ciddi

etkilere neden olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez calismas1 kapsaminda Sprague Dawley tiirli gebe si¢anlarda prenatal ve
erken postnatal donemde BPA ve/veya DEHP maruziyetinin MSS ve ndéroendokrin
sistem Tlzerindeki ters etkileri ve bu etkilerin oksidatif stres ile iligkisi

degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir:

1. Prenatal ve erken postnatal donemde BPA ve/veya DEHP maruziyetinin
yetiskinlik doneminde beyin agirliklar1 yoniinden kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir degisiklige yol agmadig1; ancak DEHP grubundaki rélatif beyin
agirhigmin kontrol grubuna oranla %18 arttigi gozlenmistir (p<0,05).
BPA+DEHP grubunda da kontrol grubuna oranla ~%]15 bir artis
gozlenmekle birlikte, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

2. Histopatolojik incelemeler yapildiginda gerek BPA gerekse DEHP
uygulanan gruplara ait hipokampus CA1 bolgesinde piramidal néronlarin
arasinda cevresi bosalmis birka¢ dejenere ndron ve yassi ¢ekirdekleri ile
mikroglialar gozlenmistir. Ayrica, DEHP grubunda CA1 bdlgesinde
belirgin perivaskiiler 6dem izlenmistir. Hipokampus CA3 bolgesinde
piramidal néronlarin yer yer sitoplazmalariin biiziismiis oldugu ve buna
bagli olarak c¢evrelerinde bos alanlar oldugu goriilmistiir. Piramidal
hiicrelerin bazal dendritleri de normal goriintiisiinden farkli olarak daha diiz
ve aralikli olarak izlenmistir. Karisim halinde BPA ve DEHP uygulanan
gruba ait hipokampus dokusunun CA1 bolgesinde de normal histolojik
yapiya sahip piramidal néronlar arasinda kondanse ¢ekirdek ve koyu boyali
sitoplazmaya sahip biiziismiis noronlar ve kondanse c¢ekirdekli glia
hiicreleri izlenmistir. Ayrica, diger gruplardan farkli olarak yer yer néron
icermeyen alanlar saptanmistir. CA2 bolgesinde dkromatik cekirdek ince
sitoplazmaya sahip noronlar arasinda kondanse ¢ekirdek ve koyu boyali
sitoplazmaya sahip biiziismiis ndronlar gdzlenmis; CA3 bolgesinde
okromatik ¢ekirdek, belirgin g¢ekirdekcik ve bazofilik sitoplazmalar ile
piramidal noronlar yaninda birkag¢ kondanse ¢ekirdek ile belirgin dejenere

noron izlenmistir. Tiim bulgular gerek tek tek gerekse kombine halde
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maruziyet ile hipokampal bolgede histopatolojik degisiklikleri ve
dejenerasyon varligini gostermektedir.

. Tiim ¢alisma gruplarinda beynin serebrum bolgesindeki DA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma (BPA grubu: %40,5; DEHP
grubu: %34,6; BPA+DEHP grubu: %47) gozlenmistir (p<0,05). BPA+
DEHP grubunda azalma oraninin daha fazla oldugu belirlenmistir. Bununla
paralel olarak yine serebrum bolgesinde tiim ¢aligma gruplarinda kontrol
grubuna oranla serotonin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma (BPA grubu: %19; DEHP grubu: %19; BPA+DEHP grubu: %23,8)
gozlenmistir (p<0,05).

Serebrum bolgesindeki DAT diizeylerinin DEHP grubunda kontrol
grubuna kiyasla %47,4 oraninda azaldig1 (p<0,05) goriilmiistiir. BPA ve
BPA+DEHP gruplarinda kontrole gore %16 azalma gozlenmekle birlikte,
bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0,05) saptanmustir.
Serebrum bolgesindeki MAO-A aktivitesinde BPA grubunda kontrol
grubuna oranla bir degisim gozlenmemis, DEHP ve BPA+DEHP
gruplarinda ise kontrol grubuna oranla artmistir (sirasiyla %52,6, %26,3).
Ancak, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. MAO-B
aktivitesi diizeyleri ise BPA ve DEHP gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
degismezken, BPA+DEHP grubunda aktivitenin 6,7 kat (%565) arttig1
gozlenmistir (p<0,05).

. Bisfenol A ve BPA+DEHP gruplarinda serebrum bolgesindeki AChE
aktivitesinin kontrol grubuna oranla anlamh diizeyde arttigi (BPA %117;
BPA+DEHP %106) bulunmustur (p<0,05). DEHP grubunda kontrol
grubuna oranla saptanan %19 diizeyindeki artis ise istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05).

. Calisma gruplarma ait oksidatif stres parametreleri degerlendirildiginde,
serebrum bdolgesindeki MDA diizeylerinin tiim ¢aligma gruplarinda
kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi (BPA grubu:
%122; DEHP grubu: %52,2; BPA+DEHP grubu: %99,3) oldugu
gbzlenmistir (p<0,05). Total GSH diizeylerinin ise yine tiim gruplarda
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kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 (BPA: %146,1;
DEHP: %92,2; BPA+DEHP: %144) bulunmustur (p<0,05).

8. Tez ¢alismasi kapsaminda yer alan TUNEL analizinde deney gruplarinda
hipokampusun CA1, CA2 ve CA3 bolgelerinde ndron ve glia hiicrelerinde
apoptotik hiicrelerin ortalama yilizdesi degerlendirilmistir. Gerek BPA
gerekse DEHP uygulanan grupta CA1 ve CA2 bolgelerinde apoptotik
noron ylizdelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli
artislar oldugu goriilmiistiir (p<<0.05). BPA+DEHP uygulanan grupta ise
her li¢ bolgede de apoptotik noron yiizdesinin istatistiksel anlamli olarak
artigt  (p<0.05) ve apoptotik glia hiicrelerinin yilizdesinde ise tim
bolgelerde artis goriilmekle birlikte sadece CAl bolgesindeki artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<<0.05).

Tiim bu sonuglar prenatal ve erken postnatal donemde EBK’lere maruziyetin,

MSS ve noroendokrin sistemde ters etkileri olabilecegini ve bu etkilerin yasamin
ileriki donemlerinde bile devam edebilecegini gostermektedir. Calisma kapsaminda
EBK’lerin noroendokrin sistem iizerindeki ters etkileri serebrum bolgesinde
monoamin ndrotransmitter (DA ve 5-HT) diizeylerinin azalmasi, DAT diizeylerinin
azalmasi, MAO-B ve AChE aktivitesinin artmasi ve oksidan/antioksidan dengenin
bozulmas1 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu veriler EBK’lere maruziyetin
beyindeki nérotransmitter sistemler lizerinde dengesizlige yol agtigin1 gostermektedir.
Ayrica BPA ve/veya DEHP’e maruziyetin hipokampus bolgesinde apoptoza ve
histopatolojik degisimlere neden oldugu belirlenmistir. Sunulan tez c¢alismasi en sik
maruz kalman EBK’ler olan BPA ve DEHP’e prenatal ve laktasyon doneminde
kombine maruziyetin noroendokrin sistem Tlizerinde etkisinin arastirlldigr ilk
caligmadir. Ayrica, yine kombine EBK maruziyetinde beyinde en énemli oksidatif
stres gostergeleri olan LP ve GSH diizeylerindeki degisikliklerin belirlendigi ilk
calisma oOzelligine sahiptir. EBK’lere maruziyetin insanlarda ndrogelisimsel
hastaliklar ile iliskilendirildigi c¢ok sayida caligma vardir (5-8). Norokimyasal
dengesizlikler ve oksidatif stresin bu hastaliklarin bir kisminin nedeni olabilecegi
distiniilmektedir. EBK’lerin toksik etkileri iizerinde c¢alisilirken birden fazla
mekanizmanin varlig1 ve ndroendokrin eksenin her seviyesindeki ¢apraz iligkiler goz

Ontline alinmalidir. Ftalatlar ve BPA’nin néroendokrin etkilerini degerlendirmek i¢in,
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ozellikle genetik ekspresyonundaki degisimlerin incelenmesi veya ndrotransmitter
yolaklarin her bir seviyesindeki degisimlerin ayr1 ayri incelenmesi gibi etki
mekanizmalarini detayli olarak aydinlatacak kapsamli ve ileri ¢alismalara gereksinim
vardir. Ayrica, EBK maruziyetinin insanlar iizerindeki toksik etkilerinin daha iyi
anlasilmasi i¢in bu sonuclarin yapilacak kapsamli epidemiyolojik ¢alisma sonuglar ile

birlestirilmesi ve desteklenmesi gereklidir.
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