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OZET

Diyet ile maruz kalinan aliiminyumun Alzheimer hastaligi ile iliskili olduguna dair
bulgular olsa da aksi yonde bulgular ortaya koyan caligmalar az degildir. Sunulan bu
calismada, bir insanin yaklagik olarak bir omiir boyu diyet ve igme suyu ile maruz
kalabilecegi miktarda ve kronik olarak uygulanan aliiminyumun oksidatif stres ve hipokampal
fonksiyonlar lizerine etkisi aragtirilmistir.

Calismada Wistar Albino tiirii disi yetigkin sicanlar kullanilmigtir. Siganlar 5 gruba
ayrilmustir. Birinci grup kontrol grubudur. Ikinci gruba sadece aliiminyum kloriir, iigiincii
gruba aliiminyum kloriir ve dogal bal (0,1 g/kg), dordiincii gruba aliiminyum kloriir ve dogal
bal (1 g/kg) ve besinci gruba aliiminyum kloriir ve dogal bal (10 g/kg) uygulanmistir. Ug ayin
sonunda deney hayvanlari sakrifiye edilerek beyinde oksidatif stres parametrelerine
bakilmistir. Ayrica deney hayvanlar sakrifiye edilmeden once hipokampal LTP (long term
potentiation, uzun donemli gli¢lendirme) Sl¢limii yapilmistir.

Oksidatif stres parametreleri (Total antioksidan status (TAS), total oksidan status (TOS),
thiol seviyesi ve ksantin oksidaz enzim aktivitesi) agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Diger yandan LTP parametrelerinde istatistiksel
olarak anlamli bozulmalar tesbit edilmistir. Ama dogal bal uygulamasi bu bozulmalar
Onleyememistir.

Sonu¢ olarak sunulan bu calismanin bulgulari aliminyumun Alzheimer hastaligina yol
acan faktorlerden biri oldugu yoniindeki goriisleri desteklemekte, ama diyet ve igme suyu ile
maruz kaliman aliiminyumun 6nemli bir derecede ndrolojik hasara yol agamayacagini

diistindiirmektedir.



ABSTRACT

Although there are evidences indicating that dietary exposure to aluminium is
associated with Alzheimer’ s disease, the studies which report opposite findings are not less.
In this study, effect of aluminium by chronic administration, in an amount of a approximately
lifetime exposure of a human being with diet and tap water on oxidative stress of brain and
hipocampal function was investigated.

In this study, Wistar Albino female adult rats were used. The rats were divided into five
groups. The first group is the control group. Only aluminium chloride was administered to the
second group, aluminum chloride and natural honey ( 0.1 g / kg ) were administered to the
third group, aluminum chloride and natural honey ( 1 g / kg) were administered to the fourth

group and aluminum chloride and natural honey ( 10 g / kg ) were administered to the fifth
group.

At the end of three months, rats were sacrificed and brain oxidative stress parameters
were measured. In addition, prior to sacrificiation, hippocampal LTP (long term potentiation )

measurement was made.

There were no statistically significant difference among groups in terms of oxidative
stress parameters (total antioxidant status (TAS) , total oxidant status (TOS), thiol levels, and
xanthine oxidase enzyme activity). On the other hand, statistically significant deteriorations in
LTP parameters were found. However, application of natural honey did not prevent the these
deteriorations. As a result, findings of the current study support the opionions that
aluminium is one of the cause of Alzheimer’ s disease. However, it seems that aluminium that

is exposed with diet and tap water does not cause a significant degree of neurological damage.
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1.GIRIS ve AMAC

Yirminci ylizyilda, bilim ve teknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak diinya
niifusundaki artis hizlanmis, 1900 yilinda 1,6 milyar olan diinya niifusu, 1950°de 2,5 milyara
ulagsmistir. Birlesmis Milletler’in istatistiklerine gore 2050 yilinda Tiirkiye niifusu yaklagik
100 milyon olacaktir (1,2). Bu arada ortalama yasam siiresi uzamistir. Yasam siiresinin
uzamasi daha c¢ok sayida bireyin norodejeneratif hastaliklar yoniinden arastirilmasina yol
acmistir. Geriatrik olgulardaki Oliimlerin sebepleri arasinda norodejeneratif hastaliklar ve
demans On siralarda yer almaktadir. Yapilan calismalar kognitif bozukluklarin yasam
kalitesini diislirdiigii ve mortaliteye zemin hazirlamakta oldugunu gostermektedir. Ekonomik
olarak demansli bir hastanin bakimi hem aileye hem de devlet biitcesine agir bir yiik
getirmektedir (3).

Tiirkiye’de 65 yas tistii niifus 2000 verilerine gore %5.4” diir ve lilkemizde yaklagik 4 milyon
65 yas Ustii yaslinin oldugu bilinmektedir. Demansa yol agan bir durum olan Alzheimer
Hastaligi (AH) 65 yas iistii kisilerde %10-15 siklikla goriilmektedir. Ulkemizde yaklasik
300.000 Alzheimer hastasi oldugu tahmin edilmektedir.

AH risk faktorlerinin ortaya konmasi {izerinde yapilan ¢aligmalar son yillarda artmistir. Bu
risk faktorlerinden birisi de aliminyum norotoksisitesidir. Aliiminyum gibi bazi metallerin
AH ile iliskili olduguna dair bulgular vardir (4, 5, 6, 7). Deney hayvanlarina aliminyum
uygulanmast Alzheimer hastaliginda goriilen belirtilere yol agmaktadir (8, 9). Ancak aksi
yonde bulgular ortaya koyan calismalar da az degildir. Sunulan bu ¢alismada aliiminyumun
beyinde oksidatif stres ve hipokampal fonksiyonlar iizerine etkisi arastirilacaktir. Ayrica
dogal balin aliiminyumun olusturabilecegi hasarlar lizerine etkisi arastirilacaktir.

Dogal bal kompleks bir karbonhidrat karigimidir, ¢esitli proteinler, enzimler, organik asidler,
lipidler, vitaminler, fenolik asidler, flavanoidler ve mineraller gibi diger maddeleri de igerir.
Antimikrobiyal, antimutajenik antiinflamatuvar ve antioksidan etki gibi ¢esitli etkilere sahip
oldugu bildirilmektedir (10, 11). Alzheimer hastaliginin patogenezinde oksidatif stresin
onemli olduguna dair bulgular vardir (12). Dogal bal antioksidan etkisiyle ya da baska bir
mekanizmayla Alzheimer hastaliginda etkili olabilir.

Arastirmanin sonuglart aliiminyum toksisitesinin beyinde oksidatif stres ve hipokampal

fonksiyonlar iizerine etkisi ve 6zellikle Alzheimer hastaligi ile iligkisi ile ilgili bilgilere katki



saglayacaktir. Bu ¢alisma bu konudaki literatiirdeki bilgi boslugunu dolduracaktir. Dogal bal
aliminyumun intoksikasyonua karst etkili bulunursa, bu gida maddesinin Alzheimer

hastaliginda koruyucu etkisini aragtiracak diger ¢alismalarin yapilmasi 6nerilebilir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahg:

Ileri yaslarda ortaya ¢ikan Alzheimer hastalign konusma, hafiza, yer ve yon bulma, insanlari
tanima gibi giinlilk hayatta bir¢ok kez karsilastigimiz olaylarin zamanla zayiflamasi ve
bundan dolay1 giinliik isleri yerine getirme becerisinde azalma ve davranis bozukluklari ile
birlikte ortaya ¢ikan nérodejeneratif bir bozukluktur.

Alzheimer hastaligi (AH) en sik demans nedeni olup, tiim demans vakalarmin %50-70’ini
olusturmaktadir. Hastaligin erken baslangigli formlar1 otozomal dominant genetik gegis
Ozelligine sahip olup olgularin ancak % 3-5‘ini olusturur. Kesin tani, progresif demans
bulgulart olan vakalarda biyopsi ya da otopsi ile Alzheimer hastalifina 6zgii patolojik
bulgularin saptanmasi ile konulabilir. Bu patoloji bulgulari, nérofibriller yumaklar, ndrotik
plaklar, sinaps kaybi, noron kaybi, graniilovakuolar dejenerasyon ve Meynertin bazal
nukleus‘unda kolinerjik hiicre kayb1 ve arterosklerotilk degisikliklerdir.

Alzheimer hastaligi, diinya niifusunun yaglanmasiyla giderek artan siklikta tani konulan ve
toplumsal saglik sorunu haline gelen bir hastaliktir. Yaslanan toplumumuzda Alzheimer
hastaliginin erken ve dogru tanis1 zorunlu hale gelmistir. Tanida hastaligin en belirgin 6zelligi
kognitif kapasitede azalmadir. Bunun yaninda davranis bozukluklari, erken tani ile tedavideki
gigliikler ve klasiklesmis yanlis bilgilenmeler, bakim ve bakict yiikii ile maliyeti, tedavi
zorluklart ile maliyeti gibi nedenler tiim diinya iilkelerini etkilemektedir. Demans, diinyada,
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile birlikte son 10 yilda iizerinde en ¢ok arastirma
yapilan hastaliklarin baginda gelmektedir (13).

Alzheimer hastaliginin  yillik ekonomik maliyeti olarak sadece Amerika Birlesik
Devletleri’nde yaklasik 300 milyar dolar harcandig: bildirilmektedir (14).

2.2. Aliminyum

Aliminyum yerkabugunun %8 ini olusturan metalik bir elementtir. Oksijen ve silikondan
sonra dogada en ¢ok bulunan elementtir. Aliminyum genellikle tek basina degil hidroksit,
silisat, siilfat, fosfat gibi elementler ile toprakta, kilde, mineralde, kayalarda, su ve
yiyeceklerde bulunur. Insan ve hayvan biyokimyasinda aliiminyumun bilinen higbir rolii
yoktur. Yiyeceklerde kullanilan koruyucu maddeler, renk maddeleri, maya gibi yiyecekler

aliiminyum icermektedir. Aliiminyum dogada her tarafta mevcuttur. Diyette i¢gilen suya,



kullanilan ilaglara ve ¢evreye ya da meslege bagli olarak insanlar aliiminyuma maruz kalir.
Yapilan ¢alismalarda goriilmistiir ki insanlar havadan, sudan ve yiyeceklerden giinliikk
yaklasik olarak 2 ile 160 mg aliiminyum alirlar. Giinliik alinan yiyeceklerin bilesenlerine
bagli olarak bu miktarlar degisiklik gosterir. Ayrica aliminyum iceren antasid ve analjezik
tamponlarin kullanimi, glinliik emilimi 5 gr i stiine ¢ikarabilir. Gastrointestinal sistemde
aliminyum absorbsiyonu kistlidir. Aliiminyum ve onun bilesenleri insanda ¢ok diisiik
miktarda absorbe edilir. Bununla birlikte basta beyin olmak iizere, kalp kasi, kemikler ve
akcigerler dahil tiim viicutta birikerek toksik etkiler olusturabilir. Aliiminyum normal insan
bobrekleri ile kolayca ekstrekte edilir.

Aliiminyum ve bilesenlerine maruz kalanlarda aliiminyumun 6zellikle norotoksisite basta
olmak tizere tehlikeli etkilere neden olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur.

Biyosferde oldukca yiiksek oranlarda bulunan AI™® iin bilinen fizyolojik rolii olmayip
insanlar i¢in oldukca toksik olan bir elementtir. Buna ragmen aliiminyumun uzun yillar
boyunca insan saglig1 i¢in zararsiz bir element oldugu saniliyordu. Ancak son yillarda yapilan
calismalarla aliiminyumun toksisitesi tespit edilmis ve Alzheimer hastaligi gibi norolojik
hastaliklara neden oldugu anlasilmistir (15, 16). Aliiminyum gastrointestinal sistem (GIS) ile
ya da solunum yolu ile insan organizmasina girer (17). GIS den ve renal yol ile disar1 atilir.
Bununla birlikte basta beyin olmak tizere, kalp kasi, kemikler ve akcigerler dahil tiim viicutta
birikerek toksik etkiler olusturabilir. Saglikli insanlarda absorbe edilen aliminyum miktari
idrardan ¢ikan miktara bagl olup bu sekilde bu elementin normal seviyeleri korunur.

Yiiksek miktarda aliiminyum igeren diyet santral sinir sisteminde (6zellikle beyin ve sipinal
kordta ) aliiminyum konsantrasyonunu artirir (18). Aliiminyum eser elementler olan
manganez ve demirin santral sinir sistemindeki konsantrasyonunu degistirir ve orada lipit
peroksidasyonunun olugmasina neden olur. Ayrica aliiminyum tuzlari DNA ve RNA ya
baglanarak hekzokinaz, asit ve alkalin fosfataz, fosfodiesteraz ve fosfooksidaz gibi enzimleri
inhibe eder (19). Bununla birlikte aliiminyum reaktif oksijen tiirlerini iireterek lipit, protein ve
DNA oksidasyonuna neden olmaktadir (17).

2.2.1. Aliiminyumun Viicuda Girmesi

Aliiminyumun viicuttaki absorbsiyonu ¢ok diisiiktiir. Fakat bagka bir¢ok faktor absorbsiyonu
artirabilir. Aliminyumun kendiliginden intestinal absorbsiyonu %1 kadar diisiiktir fakat
bir¢ok organik diyet bilesenleri aliminyum absorbsiyonunu artirabilirler (20). Aliiminyumun
intestinal absorbsiyonunun artmasi ayni zamanda patolojik durumlart da artirir. Alzheimer

hastalarinda aliiminyumun gastrointestinal kanaldan atiliminin azalmis oldugu goriilmektedir.



Aliiminyum absorbsiyonunun hem aktif transportla hem de pasif transportla oldugu kabul
edilmektedir. Madenciler, dokiimciiler ve diger metal is¢ileri aliiminyuma biiyiik Olciide
maruz kalirlar. Bunlarda aliiminyum inhalasyon yoluyla ve gastrointestinal sistem yolu ile
absorbe edilir (20).

Kozmetik iriinler, ter Onleyiciler ve deriye uygulanan ilaglarda bulunan aliiminyum un
deriden 6nemli miktarda emilmedigi bildirilmistir (21).

2.2.2. Viicutta Aliiminyumun Dagilimi

Saglikli bir insanda toplam aliiminyum miktar1 yaklasik 30-50 mg dir (21). Aliiminyuma
maruz kalmig insanlarda ve aliiminyum tedavisi gormiis deney hayvanlarinda aliiminyumun
cesitli dokularda esit olmayan dagilimi rapor edilmistir (22). Genelde insanlarda viicudun
total aliiminyum miktarinin yarisi iskelette, dortte biri de akcigerlerde bulunur. Ancak Sekil 3
de goriildiigii gibi viicutta aliiminyumun biriktigi 6nemli bir yer de beyindir (23) Deney
hayvanlarinda yapilan c¢alismada kemikten sonra artmig aliiminyum seviyelerinin farkl
organlarda ki siras1 korteks > bobrek medulla > karaciger > testis > iskelet kasi> kalp > beyin
dir. Yas ilerledikge akcigerler, bobrekler ve beyinde aliiminyum konsantrasyonun arttigi
gozlenmistir (24).

Aliiminyum kanda transferin gibi proteinlere veya daha digiik molekiil agirlikli ligandlara;
kiigiik peptidlere, niikleotidlere, niikleik asitlere, sitrat, fosfat ve silisik aside baglanir. Beyin
intertisyel sivisi i¢inde aliiminyum glutamat veya GABA gibi ndrotransmitterlere baglanir.
Aliiminyum kan beyin bariyerinde ise glia hiicreleri ve noronlarla iliskilidir. Aliiminyum
burada fosfat gruplara baglanarak toplanir daha sonra aliiminyum ATP, Golgi cisimcigi ya
da endoplazmik retikulum’a baglanarak niikleus’a yaklasir. Aliiminyum burada niikleer
kromatinleri bulur.

2.2.3. Aliiminyumun Hiicrelere Katilimi

Hedef organlarda birikmis aliiminyum hiicre igerisinde diizgiin bir sekilde dagilmamistir.
Aliminyum lizozom, hiicre c¢ekirdegi ve kromatinde birikir. Cekirdek igerisindeki
intraniikleer aliiminyum ve norofibriler yumagin olusumu (aliiminyum ndrotoksisitesinin bir
isaretidir) arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir (25). Aliminyum sitozolik, mitokondriyal,
lizozomal ve c¢ekirdek bilesenlerinde bulunmaktadir. Noronal hiicrelerde aliiminyumun
cekirdekte biriktigi gézlenmistir.

2.2.4. Patofizyolojik Degisiklerin Olusumunda Aliiminyumun Rolii

Sekil 1 de goriildigii tizere; Aliminyumun toksisitesi tam olarak ortaya ¢ikarilmasina ragmen

islevsel mekanizmasi yeterince anlagilmamistir. Aliminyumun beyin, karaciger, kemik



kaslart ve kemik iligi iizerindeki toksik etkileri ortaya konulmustur (26). Bobreklerde
aliminyumun intralizozomal birikim mekanizmasi metallerin atilmasini saglar. Fakat diger
dokularda baz1 spesifik toksik etkiler bulunmaktadir. External dokularda aliiminyumun yavas
yavas birikmesi biiylik ¢okeltilerin olusumuna neden olarak hiicrelerin islevini bozabilir veya

onlan oOldurebilir.
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Sekil 1: Aliiminyum toksisitesinin gotiirdiigii olas1 yol; serbest radikal olusumu ndronal hiicre
6liimiine yol agar (27).

2.2.5. Aliiminyum Birikiminin Noropatolojilerle iliskisi

Aliiminyum c¢evrede genis dagilimi olan norotoksik bir madde olarak kabul edilmektedir.
Calismalar aliiminyumun Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif bozukluklarin
olusumunda bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (28, 29, 30). Alzheimer hastaliginin
patogenezi ile aliiminyum arasinda bir baglantinin olabilecegi uzun yillardir tartisiimaktadir

(31, 32). Alzheimer hastasi olmayan yaslilarla Alzheimer hastalig1 olanlar karsilastirildiginda



ayni yastaki Alzheimer hastasi olan yaslilarda aliiminyum igerigi daha fazladir (33).
"Aliminyum hipotezi " olarak adlandirilan ¢esitli norotoksikolojik, analitik ve epidemiyolojik
bulgulara dayanan bir hipotez 1960 yilinda onerilmistir. Alliminyum ve Alzheimer hastaligi
arasindaki baglant1 Klatzo ve ark.’nin bulgulari ile ilk 1965 yilinda goriilmistir (31). Cesitli
caligmalarda Alzheimer hastalarinin beynindeki nérofibriler yumaklarda (NFY) ve senil
plaklarda aliiminyum varligi rapor edilmistir (34). Deney hayvanlarinda intraserebral
aliminyum uygulamasi sonrasi goriilen norofibrilerdejenerasyon ile Alzheimer hastasilarinin
beyinlerinde bulunan NFT’ ler arasinda benzerlikler goriilmiistir. 1970' lerde, diyaliz
cozeltileri veya farmakolojik bilesiklerdeki aliiminyumun, diyaliz hastalarinda demansa neden
oldugu bulunmustur. Yumoto ve ark. larmin detayli analizlerinde (transmisyon elektron
mikroskobu ile kombine enerji dagilimli X-1511 spektroskopisi- TEMEDX) senil plaklarda
aliminyum varlig1 tespit edilmistir (31). Alzheimer hastalarinin beyninde olusan lezyonlar
serbest radikallerin saldirisiyla iliskilidir ve aliiminyumun serbest radikal olusumunda
katalitik aktivitesi oldugu gosterilmistir (35). Aliminyum, membrandaki voltaj bagimli iyon
kanallarinda, norotransmitter saliminda ve glutamat metabolizmasinda degisikliklige yol

acarak noral hiicrelere zarar verebilir (36, 37).

Insanlarda gelisen bazi ndrolojik hastaliklar aliiminyum intoksikasyonuna yorulmaktadur.
Bunlar hafiza kaybi, titreme, irkilme, denge bozuklugu, merak kaybi, ataxia, myoklonik
irkilme ve kusma ile kendini gosterir (38). Son yapilan epidemiolojik, néropatolojik ve
biyokimyasal ¢alismalar da Alzheimer hastaligmmin patogenezi ile aliiminyumun
ndrotoksisitesi arasinda 6nemli bir baglant1 oldugu ileri siirtilmektedir.

Aliminyum farkli yollarla sinir sistemini etkiliyor olabilir. Bu yollar: 1) glukoz
metabolizmasi ile interfere olarak asetilkolinin prekiirsoriinii indirgenmis forma doniistiirtip
ve katekolaminin katekol kismu ile baglanmasini sagliyor olabilir 2) Na*- K* - ATPaz ve Ca*?-
Mg*2-ATPaz’ 1 presneptik ndronal membran ile ndrotransmitterlerin salinmasindaki
degisikliklerden etkilenmesi olabilir 3) Kanallarin iizerine veya igine kompetitif inhibitor
faktor olarak baglanip intraselliiler homeostazisin diizenlemesini sagliyor olabilir 4) CAMPNIn
artmasi olabilir 5) Fosforilasyonun degisimi, proteolizis, transport ve sentezin sitoiskeletal
proteinlerde degisimlerin etkisi ile olabilir 6) Genomik yapilarin genel olarak etkilenmesi
olabilir 7) Oksidatif hasar dahil beyin fosfolipitlerinin lipit peroksidasyonu olabilir (39).
Aliiminyum ve Alzheimer hastaligi arasindaki iligki arastirilirken aliminyumun toksisitesi,
aliminyumun Alzheimer hastalarinin beyinlerinde yiiksek oranda bulunmasi ve igme suyunda

yiiksek aliiminyum diizeyleri olan bdlgelerde daha sik Alzheimer hastasinin saptanmasi dikkat



¢ekmistir (40). Aliminyum’un demir, bakir ve ¢inkonun yani sira plaklarda gosterilmesi ve
norotoksik oldugunun bilinmesi bu vurguyu artirmaktadir. Diger yandan aliiminyumun
Alzheimer hastaligy ile dogrudan iliskili olmayabilecegine dair bulgular vardir, Ornegin:
Aliminyum toksisitesinin sebep oldugu plaklar Alzheimer’den farkli olarak norofibriler
demetlerden olusur. Diyalizde goriilen aliiminyum ensefalopatisiyle Alzheimer klinigi
birbirine benzememektedir (41).

In vitro bir calismada aliiminyum asetilasetatin hiicre membranlarinda bulunan lipitlerin
molekiiler yapilarii ve biyofiziksel ve fizyolojik yapisini degistirdigi goriilmektedir (42). B-
amiloidin olusumu ve birikmesi alliminyum tarafindan etkilenmektedir. Aliminyum ayni
zamanda tau proteinlerinin ve diger norofibriler proteinlerin agregasyonunu tetikler.
Aminerjik ndrotransmitterler ve aminoasit norotransmitterlerde meydana gelen bolgesel
hasarlar aliiminyuma bagli norotoksisitenin olusumunda 6nemli katki saglamaktadir (43).
fcme suyundaki aliiminyumun ratlara kronik olarak verilmesi beyinde farkli morfolojik
degisimlere neden olabilir. Caligmalarda néronal yogunlugun pyknosis gibi dejeneratif
degisimlerin, vakuolizasyon, kromatin kondensasyon ve diger iskelet-kas ve serebrovaskiiler
anormalliklerin ~ olusumunun kanitlanmasin1  sagladilar  (44). Mikroskobik olarak
demyelinizasyon ve aliiminyumun ayni1 zamanda fosfor bilesenlerinin varligini tespit etmisler.
Beyin ve spinal kord néronlarin dentritlerinde ve perikardiya da noroflamentlerin birikmesi
normal gibi goriinmektedir (45). Aliminyum intoksikasyonu aksonal siskinliklere neden olur.
Aliiminyum intoksikasyonunda purkinje hiicrelerinin bozulmasiyla serebral atrofi rapor
edilmistir. Cok yash insan beyninde serebellar purkinje hiicrelerinde aliiminyumun neden
oldugu benzer durumlar gézlenmistir (46).

Aliiminyum konsantrasyonu litrede 100 g (mikrogram)’in iistiinde ise Alzheimer hastaligi
riski 2,5 kat artar seklinde yayinlar vardir ve oOzellikle icme suyuyla ilgili olarak 13
epidemiyolojik ¢alismanin 9 (dokuz)’ unda bu iliski vurgulanmigtir (40).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde serbest oksijen radikallerinin olusumunu kolaylastiran,
antioksidan eksikligine yol acan ve amiloid beta agregasyonunu artiran metallerden demir,
aliminyum, bakir ve ¢inko diizeyleri yiiksek bulunmustur. (47).

2.3. Serbest Radikaller Ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢esitli dig kaynakl etkilerin etkisiyle de olusabilir. Hiicre
organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar. Bunlarin yanisira

radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal iiretimini



arttirirlar. Sitokrom P 450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz,
prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid peroksidasyonu, oksidatif stress
yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar, mitokondrial elektron transport sistemi
(ETS), molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik
gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (48). Bu serbest radikalleri
siiflayacak olursak; Reaktif oksijen tiirleri olarak: 1.Siiperoksit Radikalleri(O.2), 2.Hidroksil
Radikalleri (OH’), 3.Hidrojen Peroksit (H202), 4.Hipoklorik Asit (HOCL), 5.Singlet O2
(021]) siralanabilir bir de Reaktif Nitrojen Tiirleri ( NO, NO?, NO *, NO °) ornek
gosterilebilir.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksil ve okzoaldehitler
meydana gelir. Agiga cikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolay1
antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaglanmaya neden olurlar (49).

Serbest radikallerin DNA ataklari; mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol agarlar. Hidroksil
radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gegebileceginden hiicre ¢ekirdegindeki DNA'ya ulasir ve hiicre
disfonksiyonuna hatta Olimiine yol acar. Bu nedenle DNA kolay zarar gorebilen bir
molekiildiir.

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerleri, kontrolsiiz baz
dizilimini, zincir kirilmalarint ve DNA-protein ¢apraz baglarint meydana getirirler. Oksidatif
DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutagezise, kanserogenezise ve yaslanmaya yol
agmaktadir.

2.3.1. Serbest Radikallerin Beyin Dokusu Uzerine Etkileri

Alzheimer hastaliginin etiyopatogenezi ile iligkili hipotezlerden biri de oksidatif stres
hipotezidir (50). Alzheimer hastaliginin baslangicinda ve ilerlemesinde oksidatif stresin

onemli rolii oldugu diistiniilmektedir.

Alzheimer hastaliginda oksidatif stres kendini; artan okside olmus protein seviyesi, artan
glikasyon son iirlinleri, lipid peroksidasyon son iiriinleri, peroksitler, alkoller, aldehitler,
serbest karboniller, ketonlar gibi toksik tiirlerin olusumu, molekiiler ve mitokondrial DNA
daki oksidatif degisiklikler ile gostermektedir (51).

Alzheimer hastaliginda reaktif oksijen tiirlerinin birikmesinin nedenleri; mitokondriyal
disfonksiyon, solunum zincirindeki kusur sonucu serbest oksijen tiirlerinin asir1 olusumu ve

ekstraseliiler Ap agregasyonu gibi faktorler siralanabilir. Buna ek olarak, AP plaklar hidrojen



peroksit olusumunu dogrudan da uyarabilirler. Dolayisiyla serbest radikaller mitokondriyal
biyokimyasal reaksiyonlar, mikroglial aktivasyon ve AP plaklari tarafindan tiretilebilir (51).

Beyin dokusu hiicre membranlarindaki fazla miktardaki doymamis yag asitleri, fazla oksijen
tiiketmesi, yiiksek demir igerigi ve diisiikk anti-oksidatif enzim aktiviteleri sebebiyle oksidatif
hasara ¢ok duyarlidir (51, 52). Bu baglamda hafif kognitif bozuklugu olanlarin ve Alzheimer
hastalarinin santral sinir sistemlerinde ve periferal dokularinda lipid peroksidasyon
trlinlerinin  seviyesinin yiiksek oldugu, antioksidan enzimlerden oOzellikle glutatyon
peroksidaz ve siiperoksid dismutas aktivitelerinin azaldig1 ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir
(51).

Serbest oksijen radikallerin tiretimindeki artig; antioksidan kullanimini artirir ve antioksidan
kapasitesinin diismesine neden olur. Bu kisir dongii viicudun oksidatif ataga karsi

korunmasini azaltir (52).

Yasa baglh hafiza bozuklukluklar1 beyindeki ve plazmadaki antioksidan savunma
mekanizmasmin azalmasiyla iliskilidir. Serbest oksijen radikallarini (ROS) temizleyen
glutatyon (GSH) , antioksidan savunma sisteminin onemli bir unsurudur. Yasla birlikte

azalan GSH seviyesi olusan ROS temizlenmesine yeterli gelmez ve oksidatif strese yol agar

(51).
2.4. Bal

Bal; “bitkilerin ¢i¢eklerinde bulunan nektarlarin ya da bitkilerin canli kisimlari ile bazi
eskanatli boceklerin salgiladigi tatli maddelerin bal arilar1 (Apis mellifera, Apis mellifica)
tarafindan toplanmasi, organizmalarinda bilesimlerinin degistirilip petek gozlerine depo
edilmesi ve buralarda olgunlagmasi sonucu meydana gelen koyu kivamda tatli bir Griindiir”
seklinde tanimlanmaktadir (53).

Bal; bilesiminde bulunan ¢esitli vitaminler, mineraller, organik asitler ve enzimler nedeniyle
sindirimi kolay, besleyici ve pek ¢ok hastaliga kars1 koruyucu ve tedavi edici 6zellik gosteren
fonksiyonel bir gidadir.

2.4.1. Balin Bilesimi

Balin bilesimi armin nektarimi aldig1 cigeklerin tiiriine, iklim kosullarina, arinin cinsi ve
yasina bagli olarak degismekle birlikte ortalama olarak balin bilesimi Tablo-2 deki
cizelgedeki gibidir (53).



2.4.1.1. Bahn Kimyasal Bilesimi
Tablo 1: Balin Kimyasal Bilesimi (54).
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Bilesim Ortalama Miktari Bilesim Ortalama Miktari
Maddeleri (9/100 g) Maddeleri (mg/100 g)
Su 17.10 Riboflavin (B2) 0.04
Fruktoz 38.50 B6 vitamini 0.02
Glukoz 31.00 Potasyum 52.00
Maltoz 7.20 Kalsiyum 6.00
Sakkaroz 1.50 Sodyum 4.00
Diger 4.00 Fosfor 4.00
karbonhidratlar
Toplam Protein 0.30 Magnezyum 2.00
Kiil 0.20 Selenyum 0.80
C vitamini 0.50 mg Demir 0.42
Niasin 0.12 mg Manganez 0.08
Pantotenikasit 0.07 mg Bakir 0.04
Kalori (kkal.) 304

Tablo 1 deki verileri ayrintili olarak ele alacak olursak: Nem; Nektarin arilarca
olgunlastirildiktan sonra kalan kismidir. %16-22 oraninda degisir. Bal daki nem igerigi balin
muhafazas1 i¢in 6nemli rol oynar. Balin nem orani; nektarin kompozisyonu, iiretim
asamasindaki dis etkenler (sicaklik, nem gibi), siizme gibi faktorlere bagl olarak degisir.
Karbonhidratlar; balin vizkosite, tathilik, enerji degeri gibi Ozelliklerini belirler ve kuru
maddenin %90-95 ini olusturur. Monosakkaritler, disakkaritler, trisakkaritler ve yiiksek
sekerlerden olusur. Monosakkaritlere 6rnek olarak glukoz ve fruktoz sdylenebilir. Baldaki
fruktoz oranit glukoz oranindan yiiksektir. Disakkaritlere ornek olarak maltoz, sukroz,
izomaltoz, nigeroz ve turanoz verilebilir. Trisakkaritlere ise melezitoz, erloz, panoz,
maltotrioz, kestoz, izopanoz, sentoz ornek verilebilir. Yiiksek sekerlere ise izomaltotetroz,
izomaltopentoz, dekstrantioz Ornek verilebilir. Organik asitler; bala ait olan tadmi ve
aromasini verirler. Glukonik asit, formik asit, laktik asit, sitrik asit, maleik asit, malik asit,
butirik asit, oksalik asit gibi. Mineraller; ortalama % 0,17 oranindadir. K, CI, S, Na, Ca, P,
Mg, Si, Cu, Mn ve Fe gibi. Enzimler; bala herhangi bir besleyici katkilar1 yoktur ama balin
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kalitesi hakkinda bize bilgi verir. Ciinkli 1s1l isleme ugrayan baldaki enzimler yapisal
bozunmalara ugrarlar. Diyastaz, intervaz gibi. Amino asit ve proteinler; Prolin, fenilalanin
gibi. Baldaki prolin kaynagi nektar degil, bal arisinin kendi katkisidir. Vitaminler; tiamin,
riboflavin, biotin, niasin, folik asit gibi. Antioksidan aktivite a¢isindan 6nemlidirler. Aroma
verici olarak da aldehit, keton ve alkollerdir. Bunun yani sira lipidler, polifenoller, toksik
maddeler, partikiiler yapilar da balin yapisina girer.

2.4.1.2. Bahn Fiziksel Ozellikleri

Tablo 1 de goriildiigii gibi balin %17.10’unu su, kalanin1 katt madde olusturmaktadir. Kati
madde iginde fruktoz, glukoz, maltoz ve sakkaroz olmak iizere sekerler 6nemli bir paya
sahiptir. Ayrica az miktarda protein, baz1 B grubu vitaminler, C vitamini ve ¢esitli mineraller
de bulunmaktadir (54). Bal, icerdigi basta glukonik asit olmak iizere biitirik, asetik, formik,
laktik, siiksinik, malik, sitrik ve okzalik asitler gibi organik asitler nedeniyle asidik bir
gidadir. Ortalama olarak asitligi %0.57 (%0.017—1.17) olup, pH’s1 3,9 (3.4—6.1) dur (54).
2.4.1.3. Balin Antioksidatif Etkisi

Balin bir diger 6zelligi de antioksidatif etkisidir. Balin bu etkisi sayesinde insanlari, oksidatif
olaylar sonucunda olusabilecek bir takim rahatsizliklara 6zellikle kansere, kardiyovaskiiler
kollapsa ve seker hastaligina karsi korudugu bildirilmektedir (55).

Bala antioksidan &zelligini veren maddeler: Flavonoidler (apigenin, pinobanksin,
pinosembrin, kaempferol, galangin, luteolin, hesperetin vb.) ve fenolik asitler (kafeik, ferulik,
ellagik, Kklorogenik asit vb.) gibi polifenoller, 5-hidroksimetilfurfural (5-HMF), tiamin,
riboflavin, o- tokoferol, askorbik asit gibi vitaminler, salisilik asit, siilfidril gruplari,
karotenoid tiirevleri, glukoz oksidaz, katalaz, peroksidaz gibi enzimler, organik asitler
(glukonik, sitrik, malik asit), amino asitler ve proteinlerdir (56, 57, 58). Fenolik asit miktarina
bagli olarak degisen balin rengi de antioksidan 6zellik hakkinda bilgi verebilir. Fenolik asit

diizeyi arttik¢a balin rengi koyulasir ve dolayisiyla antioksidan 6zelligi artar (58, 50).

Polifenollerin peroksil radikallerini temizlemesi molekiil yapisindaki yiliksek hidrojen

hareketliligine bagli oldugu distiniilmektedir (57).

Bal tiiketimi plazma antioksidan seviyesini artirir. Antioksidan diizeyinin artmasi insan

saglig1 i¢in koruyucu bir faktor olarak degerlendirilebilir (59).

Mohamed M. Ve ark.(2011) sicanlarda sigara dumanina bagl testikiiler hasar ve oksidatif
strese karsi balin etkisini arastirmislar ve balin testikiiler hasar ve oksidatif strese karsi

koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir (60).
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N.M. Effendy ve ark. (2012) yaptig1 ¢alismada Tualang balinin antioksidan ve antiinflamatuar
etkisine bagli olarak postmenapozal osteoporozda fayda sagladigin1 gostermisler ve Tualang

balinin bu hastalikta alternatif bir tedavi olabilicegini sdylemislerdir (61).

R. M. Galal ve ark. (2012) ¢aligmalarinda parasetamol ile indiiklenen oksidatif strese karsi bal

kullanilarak hepatoprotektif etki saglanmislardir (62).

3. MATERYAL VE METOD

3. 1. MATERYAL
Dogal ¢igek bali (Semdinli, Tiirkiye) (Gida tebligine uygunlugu Ankara Gida Kontrol
Laboratuvarinda yapilan analizle ispatlandi.)
Calisgmamizda kullandigimiz bali (Semdinli, Tiirkiye) Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
Ankara Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigiinde analiz edildi ve ¢ikan sonuglar Tablo 2 de
Ozetlendi. Tablo 3 deki Tiirk Gida Kodeksi Bal tebligine uygunlugu teyit edildi.

Tablo 2: Calismada Kullanilan Ci¢ek Bali Numune Analizi

Yapilan Sonuglar Olciim limiti | Analiz Metodu | Degerlendirme
Analizler
Suda 0,003 TS 3036 U
¢oziinmeyen
madde(%o)
Nem orani (%) 17,4 TS 13365 U
Diastaz Sayisi 15,0 TS 13364 U
(DS)
HMF (HPLC) 14,8 Harmonised U
(mg/kg) Methods of IHC
2002 p;25-77
Elektriksel 0,2 Harmonised U
iletkenlik Methods of IHC
(ms/cm) 2002 pp 15-17
Prolin 552,8 Harmonised U
tayini(mg/kg) Methods of IHC
2002 pp 58-59
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Fruktoz/Glikoz 1,3 DIN 10758 U
(F/IG)
Fruktoz+Glikoz 61,7 DIN10758 U
(F/G) (%om/m)
Serbest 14,0 TS 13360 U
Asistlik(meg/kg)
Sakkaroz TEDB DIN 10758
(Y%om/m)
C13 bal (binde) -24,89 AOC official DY
Method
998:12,2007
C13 protein -24,58 AOC official DY
Method
998:12,2007
C4 seker (%) 0 AOC official U
Method
998:12,2007
Protein bal 0,31 AOC official U
farki (binde) Method
998:12,2007
Naftalin TEDB 2,00 In House U
(ug/kg(ppb) Method D8 i¢
standart kul.
SPME metodu
ile GC/MS DE
yapilmistir.

Kisaltmalar: U: Uygun, UD: Uygun degil, DY: Degerlendirme yapilamadi, T.E.D.B:Tespit
edilebilir diizeyde bulunamadi. Degerlendirmeler Tiirk Gida Kodeksi Bal tebligine (Teblig
no: 2012/58) gore yapilmustir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz bal ¢icek bali olup (Semdinli, Tiirkiye) Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanliginin 27 Temmuz 2012 yilinda Resmi Gazete de (sayi: 28366)
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yaymlamis oldugu Tablo 3 deki Tiirk Gida Kodeksi Bal tebligine (Teblig no: 2012/58)

uygundur (63).
Tablo 3: Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi (63)
Cicek Bal Salg1 Bah Cicek ve Firincihk
Salg1 Bah Bah
Karisiom
Nem (en % 20 % 20 % 20 % 23
fazla)
% 25
% 23
Piiren
Piiren (Calluna) (Calluna)
ballarinda kaynakl
firincilik
ballarinda
Sakaroz 59/100 g 50/100 g 50/100 g 50/100 g
(en fazla)
109/100g 109/100g
(Yalanct akasya (Kizil cam
(Robina (Pinus brutia)
psedoacacia) ve Fistik
Adi yonca ¢amlarindan
(Medicago sativa) | (Pinus pinea)
Menzies Banksia | elde edilen
(Banksia meziesii) | salgi
Tatli yonca ballarinda)
(Hedysarum)
Kirmizi okaliptiis
(Eucalyptus
camadulensis)
Mesin agact
(Eucryhia lucida,
Eucyrphia
milliganii) ve
Narenciye
ballarinda)
15 ¢/100 g
Lavanta ¢icegi
(Lavandula spp.,
Boraga officinalis)
ballarinda
Fruktoz 100 g’da 60 g 100 g’da45¢g | 100g’dad5¢g |-
+Glukoz (en
az)




Cicek Bal

Salg1 Bah

Cicek ve
Salg1 Bah
Karisiom

Firmcihk
Bah

Fruktoz /
Glukoz

09-14

1,0-1,85

Kestane (Castanea
sativa)

1,2-1,85

Akasya (Robinia
pseudoacacia)

1,0-1,65

Kekik (Thymus
spp.)

1,0-1,4

1,0-1,4

Suda
¢Oziinmeyen
madde (en
fazla)*

0,1 9/100 g

0,1 9/100 g

0,19/100 g

0,1 g/100
g

Serbest asitlik

(en fazla)

50 meqg/kg

50 meqg/kg

50 meqg/kg

80 meqg/kg

Elektrik
iletkenligi

En fazla 0,8
mS/cm

(Kocayemis
(Arbutus unedo),
Canotu (Erica),
Okaliptus,

Ihlamur (Tilia
spp.),

Stipiirgecali
(Calluna vulgaris),
Okyanus mersini
(leptospermum)
Cay agaci
(Melaleuca spp),
ve

Pamuk (Gossipium
spp.’dan elde
edilenler haric )

En az 0,8 mS/cm

(Kestane balinda)

Enaz 0,8
mS/cm

En fazla 0,8
mS/cm

Enaz 0,8
mS/cm

(Kestane bali

En fazla
0,8 mS/cm
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Cicek Bal Salg1 Bah Cicek ve Firincihk
Salg1 Bah Bah
Karisiom
ve salgi bali
karigimlarinda)

Diastaz sayis1 | 8 8 8 -
(en az)

3

(Narenciye bali

gibi yapisinda

dogal olarak diisiik

miktarda enzim

bulunan ve dogal

olarak HMF

miktar1 15

mg/kg’dan fazla

olmayan balda)
HMF (en 40 mg/kg 40 mg/kg 40 mg/kg -
fazla)**
Balda protein
ve ham bal -1,0 veya daha -1,0 veya -1,0 veyadaha | -1,0 veya
delta CI3 pozitif daha pozitif | pozitif daha
degerleri pozitif
arasindaki
fark
Balda protein | %7 %7 %7 %7
ve ham bal
delta CI3
degerlerinden
hesaplanan
C4 sekerleri
orani
(en fazla)
Prolin 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg 180 mg/kg
miktari 180 mg/kg
(en az) (Kanola, thlamur,

narenciye, lavanta,
okaliptiis
ballarinda)

120 mg/kg
(Biberiye, akasya
ballarinda)
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Cicek Bal Salg1 Bah Cicek ve Firincihk
Salg1 Bah Bah
Karisiom
Naftalin 10 ppb 10 ppb 10 ppb 10 ppb
miktari (en
fazla)***

*  Pres balinda suda ¢6ztinmeyen madde miktar1 0, 5 g/100 g’1 gegemez.

**  Uretildigi bolge etiketinde belirtilmek kosulu ile tropikal iilke kaynakli ballarda HMF
miktar1 en ¢ok 80 mg/kg olur.

*** Balmumunda naftalin miktar1 10 ppb’den fazla olamaz.

Wistar Albino susu ratlar (22 hafta iizeri) Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirmalar Merkezi tarafindan BAP destekli olarak temin edildi.

Alumintum Chloride Hexahidrat emprove lkg Merck 101084 veya muadili intraperitonal
enjeksiyon icin kulanildi.

Biyokimyasal dl¢imlerde, Sigma ve Merck marka analitik saflikta kimyasal maddeler,Total
Oxidant Status (TOS) assay kit (Product code:RL0024 Mega Tip San ve Tic Ltd Sti) ve
Antioxidant assay kit (Item No0.709001 Cayman Chemical Company) kullanilds.

Calismalarda, spektrofotometre (Shumadzu U.V. Visible 1601), analitik terazi (A&D GR-
200), pH metre (WTW pH 330 i), hava sogutmali santrifiij (NF 800 Niive), degisik dl¢ii ve
markalarda otomatik pipetler, cam pipetler, balon jojeler, meziir, polistren tiipler ve beherler
kullanilda.

Calismalarda kullanilan ¢ozeltiler tridistile su ile hazirlandi. Calismalarda kullanilan tiim cam
malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra 1 giin boyunca % 20’lik HNOs3 igerisinde
bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize su ile yikandi.

3. 1. 1. Deney Hayvanlar
Bu ¢alismada kullanilan Wistar Albino susu 22 haftalik disi siganlar (150-200 g) Erciyes

Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
Deneyler siiresince 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik dongii icerisinde sicakligi sabit tutulan
(21 + 3°C) hayvan saklama odasinda, her kafeste 4 sigan olacak sekilde barindirildi. Tim
deneyler giiniin aydinlik periyodunda, sessiz ve sicakligi 22-24°C olan odada

gergeklestirilmistir.
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3. 1. 1. 2. Kullanmilan Modeller
Hayvanlar her bir grupta 12 sigan olmak {izere 5 gruba ayrildi.
Grup 1: 3 ay boyunca giinliik intra peritonal (i.p) serum fizyolojik uygulandi.

Grup 2: 3 ay boyunca giinlik intra peritonal (i.p) 4.2mg/kg aliiminyum kloriir ¢dzeltisi
uygulandi.

Grup 3: 3 ay boyunca giinliik intra peritonal (i.p) 4.2mg/kg aliiminyum kloriir ¢ozeltisi
uygulandi ve igme sulari ile birlikte yaklagik 0,1g/kg olacak sekilde dogal bal verildi.

Grup 4: 3 ay boyunca giinlik intra peritonal (i.p) 4.2mg/kg aliiminyum kloriir ¢dzeltisi
uyguland1 ve igme sular ile birlikte yaklasik 1g/kg olacak sekilde dogal bal verildi.

Grup 5: 3 ay boyunca giinliik intra peritonal (i.p) 4.2mg/kg aliiminyum kloriir ¢dzeltisi
uygulandi ve igme sulari ile birlikte yaklasik 10 g/kg olacak sekilde dogal bal verildi.

3.2.METOD

3. 2. 1. Elektrofizyolojik Kayit
3.2. 1. 1. Uyan ve Kayit

Sicanlar tiretan (1.2 g / kg, ip) ile anestezi altina alinip, stereotaksik cerceveye (Kopf
Instruments, Tujunga, CA, ABD) yerlestirildi. Beyin sag yarim kiirenin medial perforan
yolunu (Bregmadan mm olarak AP: -6.8, ML: 3.8, DV: 2.2 dura altinda) uyarmak igin
bipolar tungsten elektrot (paslanmaz ¢elik, 127um c¢apli, teflon kaplamali, uclart hari¢ izole
edilmis) kullanilmistir. Uyar1 elektrotu stimiilatdre bagl olarak izolatoriin ¢ikisina baglandi
(World Precision Instruments, ABD). Dikey o6l¢meler (P30, Sutter Instrument, ABD)
mikroelektronlar yapmak i¢in kullanildi. 3M NaCl (ug¢ direnci 2-10 MQ) ile doldurulmus bir
cam mikropipet (Borosilicate, 0. d.: 1,5 mm, 10 cm uzunluk, katalog no: BT150-10, Sutter
Instruments) eksitator postsinaptik potansiyel alanlarinin (fEPSPs) kaydini almak i¢in
ipsilateral dentat girusun ( mm olarak: AP: 3.5, ML: 2.15, DV: 2.5 duradan asagi) graniil
hiicre bariyerine sokuldu. Bir Ag-AgCI disk elektrot, referans elektrot olarak boyun derisinin
altina yerlestirildi. Kaydedici elektrot dentat hilusta maksimum egimin fEPSP’ si pozitif olana
kadar yavasca dorsal hipokampiise indirildi. Kaydedici ve referans elektrotlar head-stage
(Physiological Instruments, VCC600) kullanilarak amplifiyere (VCC600 tek kanalli epitelyal
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voltage/current clamp system, Physiological Instruments) baglandi. Biitiin system bir Faraday
kafesi kullanilarak korundu. Uyar1 ve kaydi kontrol i¢in ‘Scope’ (ADInstruments, Colorado
Springs, CO, ABD) programi kullanilmistir. Monofazik 10V ve 0.175ms’ lik uyarilar bir
bilgisayarin A/D boardi (Powerlab/8SP, ADInstruments, Colorado Springs, CO, ABD)
tarafindan iretildi ve izolatorle bagintili bir stimiilatorii tetikledi. Biyolojik sinyaller 0.1-10
kHz bant genisliginde bir pre-amplifiyerde yiikseltildi (1000x). Dalga bi¢cimi 20ms’ de 40
kHz oraninda on-line olarak sayisallastirildi, bilgisayar monitoriinde gosterildi ve offline

analiz i¢in ‘Scope’ kullanilarak saklandi.
3.2.1. 2. Input- Output (I/0) Egrisi

Bazal kayittan once, bir input-output (I/O) egrisi elde etmek icin her 20 saniyede bir 175us
devam eden 100-1500 pA araliginda (200 pA adimla) uyar1 ve monofazik elektrik akimlar
verildi. Her akim degeri i¢in ii¢ uyari cevabin ortalamasi alindi. Uyar1 siddeti ve fEPSP egimi
veya PS amplitiidii arasindaki iligki sigmoidal bir egri ile tanimlandi. Bu egriden maksimal
yanitin yarisini olusturan uyarit siddeti (test uyaran siddeti) belirlendi ve tiim deneyde

kullanildi.
3. 2. 1. 3. Uyan Cifti Kolaylagsmasi

Uyarn ¢ifti kolaylagmasi 20 ila 1000 ms strok arasi araliklar ile verilen uyar ¢iftlerine (PP)
kars1 olusan cevap alinarak Olciildii. PP oranit (PPR) ikinci PS amplitiidiin birinciye orani

olarak tanimlanir. Uyar ¢iftleri 0.033 Hz verildi ve her ¢ift i¢in {i¢ yanitin ortalamasi alindi.
3.2.1.4. LTP indiiksiyonu

Ltp indiiksiyonu i¢in tetanik stimulasyonunun iki paradigmast uygulandi. LTP paradigmalari

5 dakika ara ile 100 Hz frekansinda 100 uyarinin dort tetanik dizisidir.
3.2.1.5. Veri Analizi

Bazal periyot (HFS verilmeden onceki ilk 10 dk’lik kayit) siiresince EPSP egimlerin ve PS
genliklerin ortalama degeri her si¢an i¢in %100 olarak degerlendirildi. Bundan sonraki her
EPSP egimi ve PS genligi heseplanan bu degerin yiizdesi olarak ifade edildi. Sonraki veriler
bazal siireye gore yiizde degisim olarak ifade edildi. fEPSP’nin egimi, PS’nin baslangicindaki
fEPSP ve dalga biciminin baslangic1 arasindaki voltaj farkinin %20-80’indeki amplitiid
degisimi olarak hesaplandi. PS amplitiidii, pozitif pikten negatif pike dogru o6lgiildii. Egim ve
amplitiid verilerini gruplar arasinda karsilagtirmak igin ANOVA testi kullanildi. Uygun
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oldugu takdirde post hoc LSD testi g¢oklu karsilastirmalar igin diizeltildi. Degerler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi ve 0.05’ten diisiik olasilik degerleri anlaml

olarak degerlendirildi.
3. 2. 2. Biyokimya Tayinleri
3. 2. 2. 1. Total Antioksidan Diizeyi (TAS) Tayini

Numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli 2-21-Azino-bis [3- ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid] diammonium salt (ABTS) radikal soliisyonunu, renksiz ABTS formuna
cevirir. 595 nm absorbansdaki degisim total antioksidan miktariyla alakalidir. Kitin
kalibrasyonu E vitamini benzeri Trolox Equivalent ad1 verilen stabil antioksidan standard ile

yapilir. Sunuglar mmol trolox Equiv./L olarak verilmektedir.
3. 2. 2. 2. Total Oksidan Diizeyi (TOS) Tayini

Deney prensibi, numunedeki oksidanlarin demir iyonunu okside etmesine dayanir.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortami i¢inde bol miktarda mevcut olan giiclendirici
molekiiller tarafindan uzatilir. Demir iyonu, bir asidik ortam i¢inde kromojen ile renkli bir
kompleks yapar. Spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilen renk yogunlugu, numunede mevcut
olan oksidan molekiillerinin toplam miktari ile ilgilidir. Deney, hidrojen peroksit ile kalibre
edilir ve elde edilen sonuglar litre (H202 Equiv./L) basina mikromolar hidrojen peroksit

esdegeri cinsinden ifade edilmistir.
Kullanilan Reaktifler ve Standartlar
Reaktif 1: Test tamponu
Reaktif 2: Prokromojen soliisyonu
Standart 1: Kor Soliisyonu (deiyonize su)
Standart 2: Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 mM H20> Equiv./L)
Metot

500 pl reaktif 1 ve 75ul standart 2 eklenerek 530 nm’ de ilk absorbans okunur. Daha sonra
tizerine 25 pl reaktif 2 eklenir ve oda sicakliginda 10 dakika ya da 37°C’ de 5 dakika inkiibe

edildikten sonra 530 nm’ de ikinci absorbans okunur.
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Ornek igin de yine ayni sekilde 500 pl reaktif 1 ve 75ul &rnegin 530 nm’ de ilk absorbans
okunur. Daha sonra tizerine 25 pl reaktif 2 eklenir ve oda sicakliginda 10 dakika ya da 37°C’

de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 530 nm’ de ikinci absorbans okunur.
Sonuc¢larin Hesaplanmasi
Sonug = (AAbs Ornek/ AAbs Standart2) x 20 (Standart2 degeri)
AAbs Ornek= Ornegin ikinci absorbansi - Ornegin ilk absorbansi
AAbs Standart2= Standart2’ nin ikinci absorbansi - Standart2’nin ilk absorbans1
Standart2 degeri = 20 umol H202 Equiv./L
3.2.2. 3. Tiyol Tayini

Tiyol seviyelerinin tayini, Hu ML ve arkadaslarinin (64) gelistirdigi metodla gergeklestirildi.
Yontemin prensibi, “DTNB + 2R-SH — R-S-S-R + 2TNB” reaksiyonunda goriildiigii gibi
serbest tiyol gruplarinin 5,5-ditiyo bis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile oksitlenmesi sirasinda
olusan koyu sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)’in renk siddetinin 412 nm dalga

boyunda 0l¢iilmesi esasina dayanir.

Cozeltiler

_ 0.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2 (10 mM EDTA igerir)
_ 10 mM DTNB (metanolde hazirlanir)

_ 1.0 mM GSH (stok standart)

Calisma

Kor Kontrol Numune
Tris-HCI 1.05 ml 1.0 ml 1.0 ml
Metanol - 0.05 ml -
Numune - 0.05 ml 0.05 ml

DTNB 0.05 ml - 0.05 ml
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DTNB ilavesiyle inkiibasyon siiresi baslatildi. Kor, kontrol ve numune tiipleri 25 oC’ de 15
dakika inkiibe edildi. Kor tlipline karsi, kontrol ve numune tiiplerinin absorbansi 412 nm

dalga boyunda 6l¢tildii. Degerlendirme standart grafik {izerinden yapildi.

Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok GSH (1.0 mM) ¢ozeltisi, 0, 100, 200, 400 ve 800 umol/L konsantrasyonlarinda standart
seri olusturacak sekilde Tip-I su ile diliie edildi ve her bir standart, numune gibi c¢alisilarak
GSH (umol/L) konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degeriyle standart grafik c¢izildi
(Sekil 2). Standart grafikten bulunan plazma tiyol seviyeleri, umol/L olarak verildi.

1,6
1,4

= 0,0016x + 0,045
1,2 e P
RZ=0,9938 /
1 /
08
! *
0,6 //
0,4
0,2 -

0 1 I I I
0 200 400 600 800 1000

GSH (mikromol/l)

OD (412nm)

Sekil 2: Tiyol standart grafigi

3. 2. 2. 4. Ksantin Oksidaz Aktivitesi Tayini

XO, aktivitesi i¢in Prajda ve Weber (65) tarafindan gelistirilen metod kullanilmistir. Bu

metod ksantinden {irik asit olusumu esnasinda 293 nm’de absorbans artisinin

spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanir.
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Cozeltiler
_ Fosfat tamponu (50mM fosfat; pH 7.5; 0,5 MM EDTA)
_ 4mM Ksantin (tampon i¢inde hazirlandi)

_ %100 TCA (trikloro asetik asit)

Calisma

Numune Kor
Distile su - 50ulL
Numune 50uL -
Tampon 3mL  3mL

_ 37 oC’de 30 dakika inkubasyon

TCA 100pL  100uL

_ 6000 g’de 20 dakika santrifiij

Santrifiij islemi sonunda iistte kalan siipernatantlarin absorbansi kore kars1 293 nm dalga
boyunda 6l¢iildii. 1 {inite ksantin oksidaz,37 oC’de pH 7.5’te 1 dakikada olusan pmol {irik asit

olarak tarif edilip;

Abs-kor= A

Ax51219=B

B/1000 = XO

formiiliiyle hesaplanip, U/ml olarak hesaplandi.
3. 2. 3. Aliiminyum Diizeylerinin Ol¢iimii

Her bir gruptan 6 sar adet olmak {izere beyin ve hipokampiis aliiminyum diizeyi ICP-MS

(indiiktif olarak eslestirilmis plazma-kiitle spektrometresi) cihazi ile 6l¢tilmiistiir.
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4. BULGULAR
4. 1. LTP Sonuclar1

Kontrol, Aliiminyum ve Aliiminyum+Bal (1g/kg) (her grup igin 6 rat degerlendirilmistir)
gruplarinda LTP indiiksiyonundan 6nce dentate gyrus (DG) bélgesinde EPSP egrisi (A) ve PS
ampliititii (B) olgtilerek sekil 3° de I/O egrisi gosterilmistir.

A B
M Control ® AL-treated A AL BAL

8 1 12 1
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|
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Stimulus intensity (mA) Stimulus intensity (mA)
Sekil 3

Tek yonli ANOVA testinde uyar1 siddetlerinin hi¢birinde fEPSP egrisinde uygulamalara
bagli anlamli farklilik gosterilmemistir (FS2,15=0.870 — 1.245, Ps>0.05). fEPSP i¢in /O egrisi
birgok sebepten dolay1 degisebilir, 6rnegin populasyon i¢indeki bireysel sinapslarin giiciiniin
degismesi yada sinaptik yogunluktaki farkliliklardan dolay1 olabilir. Kontrol ve Aliiminyum
gruplari arasinda fark olmamasi; bu li¢ populasyonun DG’ deki sinaps yogunlugunun yaklasik
ayni oldugunu ve populasyon olarak bu sinapslarin tek uyariya cevapta esit olarak islev

gordiigiinii gdstermektedir.

Ancak, PS amplitiidlerinin /O egrisi paralel olarak aktive olan eksitasyon ve inhibisyon
arasindaki etkilesimin Olciilmesini saglar. I/O egrileri kullanilarak PS ampliiitiidlerinin analizi
uyar1 siddeti 1.3 mA oldugu zaman PS {izerine 6nemli uygulama etkisini onaylamaktadir

(F2,15 = 3.975; P = 0.041).
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Post-hoc LSD analizi aliiminyum verilen gruplarda (6.3£0.8 and 5.9+1.2 mV) kontrol
grubuna gore (9.7£0.9; Ps = 0.037 and 0.021), Ps amplitiidiiniin daha diisiik oldugunu
gostermektedir. Bu durum, bu uyarn siddetinde aliiminyum alan populasyonda bireysel
sinapslarin uyarilma hizindaki azalmayi gosterir (bal uygulamasi bu durumu grubunda
anlamli olarak degistirmemistir). 0.1 mA (p=0.051), 0.9 mA (p=0.059), 1.1 mA (p=0.054) ve
1.5 mA (p=0.087) siddetinde de hedeflenen diizeyde uygulamanin  anlamli etkisi

bulunamamustir.
Bal, Al ile olusturulan kisa donem plastisite bozuklugunu tamamen 6nleyememistir.

Uyan ¢ifti kolaylasmasi ve post-tetanik potensiyasyon (her ikisi de presinaptik olaydir) kisa

donem hafiza depolanmasinin mediyatériidiir ve Ca*? alinimindaki artisla yansilitir.
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Sekil 4

Sekil 4 kisa donem hafizanin elektrofizyolojik indikatdrleri (PPF ve PTP) {izerine Al
uygulamasinin etkisini gostermektedir. Tek yonliit ANOVA’ lar 100 msec deki trend haricinde
PPR deki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gdostermektedir ( F213=3.443;
P=0.063). Post hoc LSD testi Aliiminyum+Bal (1g/kg) grubunda (P=0.031) kontrolle
karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik PPR’ yi ve Al grubu ile kontrol grubu (P=0.065)
arasinda bir trendi gostermektedir. Bu bulgulara benzer olarak tek yonliit ANOVA 3 gruptaki
PTP’ deki farki gostermektedir ((Fs2,13=4.775 ve 4.697; Ps=0.028 ve 0.029).

Kontrolle kiyaslandiginda, Al grubunda (P=0.022) ve Al+Bal (1g/kg) (p=0.021) grubunda
fEPSP’ nin PTP’ sinin anlamli derecede diisiik oldugu ve Al grubunda (P=0.009) PS’ nin
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PTP’ sinin anlamli derecede diisiik oldugu post hoc LSD testinde gosterilmistir. Bu sonuglar
Al verilmesinin kisa donem hafizayr bozdugunu ve bal ile bunun O&nlenemedigini

gostermektedir.
Bal, aliiminyum ile olusturulan LTP indiiksiyondaki bozuklugu 6nleyememistir.

Tek yonli ANOVA kullanilarak yapilan karsilastirmalar 5 ila 10 uncu dakikalarda (LTP
indiiksiyonu), PS amplitiidii (Fs2,13=7.016; P=0.009) ve EPSP egrisi (Fs2,13=4.11; p=0.028)

lizerine anlamli uygulama etkisini gostermektedir.

Post hoc LSD testi, EPSP egrisi ve PS amplitidii (277.7429.9% v.s. 184.0+4.0% and
175.5£12.3%; Ps <0.05) ol¢iildiigiinde, Bal ile Al ((21.8+£8.9%) yada balsiz Al (117.5£7.3%)
uygulana gruplarin kontrol grubuna gore (145.844.7%; Ps <0.05) bozulmus LTP

indiiksiyonuna sahip oldugunu isaret etmektedir.

4. 2. Biyokimya Sonuclari

3 aym sonunda ratlarin beyinleri ¢ikarilmis ve TOS, TAS, THIOL ve XO aktiviteleri
degerlendirilmistir. TOS Olgiimleri Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildiginde  gruplar
arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunamamistir (p=0.813).

TAS, THIOL ve XO aktivite 6lgiimleri ANOVA testi ile degerlendirildiginde  gruplar
arasinda istatistiksel acidan anlamli fark bulunamamistir (p=0.488, p=0.577, p=0.249).

4.3 Aliiminyum Diizeyi Sonuclari

Hem korteks hem de hipokampiis aliiminyum diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir fark saptanmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismanin prosediirleri proje onerisinde de belirtildigi sekilde yerine getirilmistir. Deney
hayvanlarina 3 ay siireyle aliiminyum ve dogal bal, onemli sayida deney hayvani kaybi
olmadan (sadece bir sigan ¢alismanin tamamlanmasindan 6nce Slmiistiir) yapilabilmis, LTP
Olctimleri yapilmis, beyin dokusu basari ile alinip biyokimyasal ¢aligmalar ve aliiminyum
konsantrasyonu olglimii basari ile tamamlanmuistir.

Bu calismada elde edilen bulgular kronik aliiminyum uygulamasinin hipokampal
fonksiyonlar1 azalttigin1 gostermektedir. Bu degerli bir bulgudur. Ciinkii her ne kadar
aliminyumun Alzheimer hastaligina yol agtigina dair yayinlar olsa da bu durum acik degildir.
Hipokampiis Alzheimer hastaligindan en ¢ok etkilenen beyin kisimlarindan biridir. Bundan
dolayr bu calismanin bulgular1 aliiminyumun Alzheimer hastaliginin nedenlerinden biri
olduguna dair gortisleri desteklemektedir.

Diger yandan aliiminyum On goriilenin aksine, sunulan bu calismada oksidatif strese yol
acmamistir. Bu durum aliiminyumun nispeten diisiik dozda uygulanmasina baglanabilir. Bu
calismada aliiminyum dozu diyet ve i¢gme suyu ile maruz kalinabilecek miktarlara es deger
olarak belirlenmisti. Daha yiiksek miktarlarda aliiminyum maruziyeti mimkiindiir.
Aliiminyum endiistrisi ¢alisanlar1 ve diyalize giren hastalar (bir donem yiiksek miktarda
aliminyum igeren diyaliz sivilar1 kullaniliyordu) 6rnek olarak verilebilir. Dolayisiyla
literatiirde daha yiiksek dozda aliiminyumun kullanildigi ve aliminyumun oksidatif stres ile
iligskilendirildigi ¢aligmalara rastlamak miimkiindiir. Ancak proje Onerisinde de belirtildigi
gibi diyet ve igme suyundaki aliiminyumun Alzheimer hastaligina yol ag¢tigi konusunda
celiskili bilgiler vardir. Bu durumun aydinlatilmasi amaciyla bu ¢alismada nispeten diisiik doz
alliminyum uygulamasi secilmistir.

Kronik bal uygulamasi ise hipokampiis fonksiyonlarindaki azalmay1 dnleyememistir. Diger
yandan sunulan bu ¢alisma balin muhtemel toksik etkilerinin degerlendirilmesi bakimindan
onemlidir. Bal yaygin olarak tiiketilen bir gida maddesidir. Ama gida bile olsa her maddenin
tiikketilen miktar1 arttikga zararli etkileri s6z konusu olabilir. Calismada bal kullanilan deney
gruplarina sirasiyla 0,1 g/kg, 1g/kg ve 10g/kg bal verilmistir. En son doz 70 kg’lik bir insan
icin giinliik 700 gr bala esdegerdir. Bu kadar yiiksek miktarda bal alan deney grubunda bile
oksidatif hasarin olmamasi ve hipokampiis fonksiyonunu azaltmamasi 6nemli bir bulgudur.
Sonug olarak sunulan bu ¢aligmanin bulgular1 aliiminyumun Alzheimer hastaligina yol acan

faktorlerden biri oldugu yoniindeki goriisleri desteklemekte, ama diyet ve icme suyu ile maruz
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kalinan aliminyumun ©nemli bir derecede ndrolojik hasara yol agamayacagini

distindiirmektedir.
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