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1. OZET

Tiner endiistride bol kullamlmasinin yam sira Ozellikle genglerde
bagimlilik aligkanligi yapmasiyla da giindeme gelen bir ugucu maddedir. Canlilar
toksik diizeyde tinere maruz birakildiginda noral dokuya kolay gegmesi nedeniyle
dgrenme ve hafiza fonksiyonlarinda hasar ortaya ¢ikmaktadir. Diger taraftan néral
cell adezyon molekiillerinin (NCAM) o6grenme ve uzun dénem hafizanin
kurulmasinda 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Caliysmamizda 3000 ppm/giin
uzun dénem foluen verilen ratlarda O6grenme ve hafiza yeteneginin nasil
etkilendigi incelendi. Bu amagla kontrol, tiner ve tiner sonrasi iyilesme gruplan
olusturuldu. Ratlarm korteks, serebellum ve hippokampuslari ayrilarak sodyum
dodesil siilfat elektroforez yontemi ile NCAM proteinleri aynigtirldi ve
immunbloting yontemi ile bunlarin seviyeleri o©lgiildii. Doku harabiyetinin
saptanmasi igip glutatyon peroksidaz ve malondialdehit Ol¢timleri yapildi.
Ratlarin 6grenme ve hafiza fonksiyonlar1 Morris water maze testi ile dlgiildi.
NCAM protein diizeyinin beynin belli bolgelerinde, 6zellikle hipokampusta
yogunlagtigi gozlendi. Bu g¢aligma, tinerin olumsuz etkilerinin ortadan
kalkmasmmn hem biyokimyasal hem de fonksiyonel olarak &grenme ve hafiza

tizerindeki olumsuz etkilerinin geri doniigiimlii olabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: bagimlilik, néral cell adezyon molekiilti, 6grenme ve hafiza,

tiner



2. ABSTRACT

Tiner is a volatile material used extensively in the industry and also caused
abuse especially among the young population. The exposure of the living
organisms to the toxic amount of thinner lead to destruction of the learning and
memory function due to its easy penetration to the neural tissue. On the other
hand, it is well known that the Neural Cell Adhesion Molecules (NCAM) have
significant role on the learning and long term memory functions. The changes of
ability of the learning and long term memory has been investigated on the 3000
ppm/day long term toluen applicated rats in our study. Therefore, control, thinner
and recovery following thinner inhalation groups were prepared for the study.
NCAM proteins has been searched in the cortical, cerebellar, and hypocampal
regions through the sodium dodecyl sulphate electrophoresis method, then the
levels of the NCAM proteins were measured by the immune-blotting technique.
Glutation peroxidase and MDA levels were measured to determine the amount of
tissue destruction. The functional results of the rats were evaluted through Morris
water maze test. The NCAM proteins were densly accumulated in the hypocampal
region. This study revealed that the adverse effects of the thinner on the learning

and memory functions were reversible both the biochemically and functionally.

Key words: abuse, neural cell adhesion molecule, learning and memory, thinner



3.GIRIS

Sinir sistemine bir uyaramin gelmesi iki tip degisiklik ortaya ¢ikarir.
Birincisi, hiicrelerin cevabiyla karakterize olan uyarlabilirlikdir. Ikincisi ise,
uygun uyaran veya uyaranlar kompleksi sonucunda noronlarin 6zel sistemlerinde
baz1 kalic1 islevsel degisimlerin ortaya gikmasidir. Bu ikinci dzellige plastisite,

buna kars1 gelen degisikliklere de plastik degisiklikler denilmektedir (27).

Muhtemelen yapisal degisikliklere bagl oldugu samlan gegici noral
aktiviteler hangi mekanizma ile sinaptik baglantida uzun siireli degisikliklere yol
acmaktadir? Sinaptik plastisitenin anlagilmasi, norolojik bilimlerde gok énemli bir
yer tutar (50). Hiicre adezyon molekiilleri (CAM) bu baglamda sinaptik
plastisitede yer alan 6nemli aday molekiillerdir (50). Ciinkii CAM’leri hiicrelerin
hem matriks ile hem de diger hiicreler ile adezyonunu saglar ve boylece sinaptik
baglantidaki degisiklikleri etkileyecek bir yapiyr olusturur (50). Bunlara ek
olarak, CAM’lerinin baglanmasmin intraseliiler sinyal gegis zincirini aktive ettigi
ve bunun da noritin disan biiyiimesi dahil olmak tizere hiicre cevaplarim baglattigi
gosterilmistir (51). Boylece CAM’leri hiicrenin hem igeriden digariya hem de
disaridan igeriye sinyal gegisini saglamak suretiyle, hizli sinyal etkilesimlerini
yapisal degisikliklere g¢evirebilir (51). CAM’lerinin merkezi sinir sisteminin
(MSS) gelisimi' sirasinda noral baglantilarin olusumunda ve sinaptik plastisitede

onemli olduklari gosterilmigtir (51).



3. 1. Genel Bilgiler
3. 1. 1. Tiner Kullanim

Sanayide yaygin kullanim alani olan organik ugucu maddelerin, 6zellikle
selliilozik tinerin son yillarda iilkemizde adolesan ¢agdaki ¢ocuklar arasmda
giderek artan lg{jtﬁye kullanimi, ciddi bir saglik ve sosyal sorun haline gelmeye
baslamistir (2). Tinerin ana maddesi olan toluen (metil benzen) endiistride sik
kullanilan ugucu bir aromatik hidrokarbondur (4). Karaciger, kemik iligi ve sinir
sistemi lizerine olan toksisitesi nedeniyle organik ugucu maddelerin igeriginden
¢ikarilan benzenin yerini alan toluen norotoksik bir maddedir. Yapistiricilar, boya
goziiciiler, incelticiler, aeresoller, yag ve leke ¢ikaricilar, oda ve sag spreyleri,
deodorantlar, kpzmetik triinlerde kullanilan organik ugucu maddeler genis bir
kimyasal kullanim alanina sahiptir (4). Bunlar n-heksan, toluen, ksilen, izobiitan
gibi alifatik ve aromatik hidrokarbonlar; kloroform, halotan, trikloretilen gibi
halojenize hidrokarbonlar; amilnitrit ve izobiitil nitrit gibi alifatik nitritler, aseton
ve metil etil keton gibi ketonlar, etil asetat, biitil asetat gibi esterler, metil alkol

gibi alkoller, etilen glikol gibi glikoller, dietil eter gibi eterler olarak sayilabilir

(38, 60).
3. 1. 2. Tinerin Insan Viicuduna Etkileri

Literatiirde ugucu maddelerin kullammina bagli ¢ok sayida sistemik ve
sinir sistemi patolojileri bildirilmistir (2, 4, 26, 38, 60, 62). Bu maddeler iginde
toluen, kotiiye kullamim potansiyeli en yiiksek olan ajandir. Arastirmalar ugucu

madde bagimlilarmin %90 oraninda toluen, %5 oraninda klorlu hidrokarbonlar,



%3 oraninda biitan ve %2 oramnda diger ugucu maddeleri kullandiklarim

gostermektedir (26).

Toluen en kolay inhalasyon yoluyla viicut sivilarina girer. Toluen
intoksikasyonuflda klinik bulgularin agirlifs kan konsantrasyonu ile orantilidir.
Kanda %1-2,5 mg diizeyleri belirgin intoksikasyon, %2,5-10 mg diizeyleri biling
bozukluklar1 ve komaya neden olur (49). Toluen, alkol ve diger ugucu maddeler
gibi merkezi sinir sistemi iizerinde 6nce uyarici, sonra depresan etki yapar (3).
Doz 200 ppm'e ulastiginda norotoksik etkiler olugsmaya baslar (62). Ugucu madde

karisimi igindeki bilesenler, toluen'in toksitesini arttiric etki yaparlar (14).
3.1. 3. Ugucu Inhalanlarin Etki Mekanizmasi

Yagda ¢oziinen ugucu maddelerin tiimii kan-beyin bariyerini rahatlikla
gecerek canlilarda biling diizeyini etkilerler (2). Inhalanlarin merkezi sinir
sistemindeki farmakolojik etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte,
noronal hiicre membranminin akigkanlifini ve beyin gamaaminobutirik asit
(GABA) fonks;yonlanm artirarak etki gosterirler. Bu maddeler karacifier ve

bobrekten metabolize edilirler (2, 60, 62).

Toluen de ayni mekanizmalar {izerinden etki ederek karacigerde hippiirik
aside metabolize olur ve idrarla atilir. Idrarda hippurat/kreatinin orani 1 gr/gr.’mn
stlinde olmas: toluen kullanimim diistindiiriir. Ancak benzoik asit gibi gida

koruyucular yadlis pozitif sonuglara yol agabilir (2).

Toluen gibi norotoksik olan n-heksan, ucuz bir ¢6ziicli olmasi nedeniyle
sanayide yaygn kullanilir (62). n-heksan aksonal norofilament proteinleri ile

agregat olusturur. Bu norofilament kiimeleri ranvier diigiimlerinde birikip,



aksoplazmik akimi engellemesi ile daha proksimal akson segmentlerinde
internodal akshdn sismeleri olusturdugu ve bu segmentte miyelin kilifinin,

genisleyen aksonun etrafindan siyrilarak hasarlandig: seklindedir (23, 55, 62).
3. 1. 4. Tiner ile Reaktif Oksijen Uriinlerinin Olusumu

Organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini reaktif oksijen
tirtinleri (ROU) olusumu yolu ile gosterdikleri de bildirilmistir (4, 5). Stiperoksit
anyonu, ferril ve hidroksil iyonlarn gibi reaktif oksijen {rtinleri lipid
peroksidasyonunu baglatir. Geleneksel olarak dokularda ROU'nin yaptig1 hasar

lipid peroksidasyon son iirlinlerinin dl¢limleri ile belirlenmektedir.

Biyolojik membranlarda ROU’nin membran fonksiyonlarmin bozulmasima
neden olmasi, lipid peroksidasyonuna yol acar (32). Baz1 organik solventlerin ve
toluenin, pulmoner alveoler makrofajlarda ve akciger mikrozomlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatmaktadir (58, 59). Deneysel c¢aligmalarda tinerin
karacigerde ileri derece ROU olusumunu hizlandirdign gosterilmistir (33, 34).
Ugucu bilesikler etkisiyle biyolojik membranlarin yapisinda ilerleyen

dejenerasyon ve aktivite kayiplar: meydana gelmektedir (35).

Membranlarda lipid peroksidasyonuna yol acan ROU olusmasi, membran
fonksiyonlarinin  bozulmasina, akigskanlik azalmasina, membrana baglh
proteinlerin inaktivasyonuna, hiicre-i¢i Ca'* diizeyi artist ve Ca'*/Mg™ ATPaz
aktivitesi artislarina neden olur (32-34). Peroksidatif hasarlarda artmalar,
antioksidan kapasitelerde ise azalmalar, yliksek doz tiner inhalasyonunun

dogurdugu 6nemli komplikasyonlardir.



3. 1. 5. Tinere Bagl Olusan Sinir Sistemi Klinik Bulgulart

Baslangicta kisa bir keyif hali ve dizartrik konusma vardir. Bazen de
bulanti, kusma, karin agrisi, kulak ¢inlamasi, gérsel ve isitsel haliisinasyonlar
veya konfiizyona neden olur (2). Otonom sistem bulgulari, kraniyal sinir
tutulumlari, gdrme bulaniklif, depresyon ve anksiyete bozukluklari, serebellar
ataksi, beyin Sé;pl ve piramidal sistem bozukluklari vardir (62). Toluenin uzun
stireli kullantmu ndrotoksik sendroma benzer bulgulara yol agmaktadir. Bunlar
serebellar, piramidal bozukluklar, periferal néropati, optik atrofi, sensorinoral

isitme kaybi ve kognitif bozukluklar: igeren akut, gegici ve kalici hasarlardir (26).

3. 1. 6. Tiner Ogrenme ve Hafiza Fonksiyonu

Tolueniﬁ 2000 ppm degeri civarinda inhale edilmesi gegici 6forik etkilere,
sonrasinda bilissel ve nérolojik hasara yol agar (65). 10000 ppm ve tlizerinde
inhale edildiginde ise anestetik ve dldiiriicii etkisi olusur (65). Istatistiksel olarak
anlamli bulunmamakla birlikte toluene maruz birakilan ratlarda serebral korteks
alaminda %6-10 civarinda bir azalma oldugu bildirilmistir (65). 500 ppm
seviyesinde siirekli toluene maruz birakilmada hipokampusun granuler hiicre
tabakasimnda dejenerasyon gdzlenmistir (65). Tiner D2 reseptorlerini etkileyerek
dopamin-aracilikli lokomotor davramglarda degisiklikler ortaya cikarir (65).
Tinerin kaudat-putamen nukleus bolgelerini etkiledigi ve glutaminerjik
kortikostriatal piramidal hiicrelerde disfonksiyona yol a¢tif1 ve sonugta uzaysal-

bellek, ¢izgi istiinde ylirime ve dopamin-aracilikli lokomotor aktivite

farkliliklarina yol agtig1 diistintilmektedir (63-65).



3. 1. 7. Sinaptik Plastisite

Noronal plastisite beyin fonksiyonlarindan olan 6grenme ve hafiza
olusumunda 6riemli gorevler alir (25). CAM’nin hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
iligkileri hiicrelerin ¢ogalmasi, biiylimesi ve go¢li i¢in gereklidir (31).
Cozinebilen NCAM tipleri beyinde, beyin omurilik sivisinda ve plazmada
bulunur (50, 51). NCAM hiicre gog¢ilinii, ndrit uzammuni ve fasikiilasyonunu
etkileyerek beyinde sinapslarin olusumunda olasi rol oynarlar. NCAM’in etkisinin
bloke edildigi farelerde, olfaktor bulbusun ve hipokampustaki mossy fiber
sistemin gelisiminin geri kaldign gosterilmistir (51). Bu nedenle NCAM
molekiilleri beynin gelismesi esnasinda MSS’nin yapisal organizasyonuna
girerken, olgun beyinde ise sinapslarin yeniden olusum ve diizenlenmesine
katilmaktadirlar. Bu molekiillerin sinaptik plastisite disinda hiicre gécii, aksonal

biiyiime, periferal aksonlarin yenilenmesinde de gorev aldiklar: diistiniilmektedir

(16).
3. 1. 8. Ogrenme ve Hafiza Fonksiyonunda Hipokampus

Hipokampus, serebral korteksin degisik yapilanmasindan olusan uzunca
bir yapidir. Bir ucu amigdaloid niikleuslara dayanir. Serebral korteks boliimlerinin
¢ogu ile oldugu kadar, limbik sistemin temel yapilarn1 olan amigdaloid,
hipotalamus, septum ve korpus mamillare ile de sayisiz baglantis1 vardir.
Canlilarda olfaktor bulbusun bir pargas: olarak gelismistir. Her tiirlti duyusal algy,
anminda hippokampusun ¢esitli béliimlerini aktive eder (24). Korteks ile alt sinirsel
olugsumlar arasinda algilama, limbik sistem, soyut diisiinme ve algilama, 6grenme,

hafiza (veri depolama), uzaysal hafiza verilerinin aktarilmasinda hem k&prti hem

de kavsak rolii oynar (28).



3. 1. 9. Sinaptik Plastisite ve PSA-NCAM

NCAM formlan iginde sinaptik plastisitede rol alan en 6nemli molekiil
polisialik asit-NCAM’diir (PSA-NCAM) (1, 51). PSA, alfa-2-8-linked sialik asit
artiklarimin uzun homopolimeridir (16). NCAM izoformlarinin % 30’nu PSA
olugturmaktadir. Bu nedenle PSA-NCAM terimi siklikla kullanilmaktadir.
PSA’hmn buradaki rolii kargilikli membranlar arasindaki adezyonlarin kolaylikla
yapilmasin saélamaktlr. Polisialize olmus yapt NCAM’in adhezif etkilerini

azaltir (16, 54).

Sinaptik plastisite ve noronal aktiviteye bagli norogeneziste 6nemli rol
alan PSA-NCAM diizeyinin, 6zellikle beynin belli bélgelerinde artmis oldugu
gbzlenmistir. Bu bolgeler hipokampal formasyonda rol alan olfaktor sistem ve
dentat girustur {15, 21, 51, 57). Yasa baglh olarak ortaya ¢ikan hafiza bozukluklart
hipokampal plastisitedeki azalma ile birliktedir. MSS’nin olusumunda NCAM’in
polisialize olmamig hali rol alirken, gelisimi sirasinda PSA-NCAM bolca
sentezlenir. Kemirgenlerde hipokampal formasyonda, yeni olusan néronlarin
farklilasma ve matiirasyonunda da PSA-NCAM ekspresyonunun aktif rol aldig:
gosterilmigtir (16, 57). Dentat girus hiicrelerinin polisilizasyonu ise yagla birlikte

azalir.

Kafa travmasi sonrasi fonksiyonel iyilesme ve tamirde, noronal
baglantilarin yap1 ve fonksiyonel plastisitesinde de PSA-NCAM gorev alir (30).
PSA-NCAM’in giiclii bir sekilde ekspresyonu beyin yapilarinda géze ¢arpan doku
reorganizasyonunda ve plastisitede Onemli roller dstlenirr. NCAM
polisializasyonunun artig1 yetigkin ratlarda; hem pasif kaginma cevabinin

Ogrenilmesinden sonra ve hem de Morris water maze testinde uzaysal 6grenmeden
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sonra gosterilmistir (18, 22). Bu artis ratlarin dentat girusunun graniil hiicrelerinde
tespit edilmigtir. Bagka bir  ¢aligmada; polisializasyondaki bu yiikselmenin
hipokampal olusumda disli graniil hiicrelerinin bulundugu yerde ve 6grenmeye
katilan kortiko-hipokampal bdlgeden sekillenebilen entorinal korteksteki
néronlarda lokalize oldugu ifade edilmistir (16, 44). NCAM polisializasyonunun
artigi ayni sekilde §grenmeye katilan kortiko-hipokampal yolda PSA-NCAM
ekspresyonunu da aktive etmektedir (36). Ancak bu formasyon i¢in hipotalamo-
pitiiiter-adrenal aksin 6nemli oldugu bildirilmistir (16). Polisializasyonun artigt
uygulamadan sonra yukarida belirtilen her iki 6grenme testi icin de sadece 10-12
saat g6zlemlenmigtir. Bunun nedeni de muhtemelen nérogenezin artmasindan

once olusan 6nciil néronlardan kaynaklanmaktadir (22).
3. 1. 10. Uzun Dénem Hafizanin Olusmasi

Genellikle uzun dénem hafizanin olugmasindaki yapisal degisikliklerin
noéronal baglantilarla olustuguna inanilmaktadir. Uzun dénem hafizanin
olusmasinda ve &grenmede NCAM’in onemli rolii vardir (21). Ogrenme ve
hafizanin olusumunda temel mekanizma olan sinaptik plastisiteye NCAM
molekiilleri aracilik etmektedir (21, 50). Ogrenme siirecinde ndronal baglantilarda
yapisal degisikliklerin olusmasi uzun dénem hafizanin yerlesmesini saglar. Bu
noéronal baglanti ve yeniden organizasyon isleminde NCAM molekiilleri ¢ok

O6nemli gorevler ustlenir (54).

NCAM ekspresyonu, 6zellikle PSA-NCAM, 6grenmenin ve uzun dénem
hafizamin olusumunda kesinlikle gereklidir (21). PSA-NCAM’in artis1 hiicre
adezyon sayisinda azalmaya ve norit uyarilmasinda artisa neden olmaktadir (51).

Lokal uygulanan NCAM antikorlar1 CAl bélgesinde long-term potensiasyon
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olusumunu engellemektedir (51). Norogenezin inditklenmesi ile hipokampal
formasyon artmakta, 6grenme ve hafiza bilegsenleri de olumlu etkilenmektedir.
Sonugta polisialiie olmus NCAM, uzun dénem hafizanin (depo hafizamn)
kurulmast esnasinda néronal baglantilarin yapisal remodellerinin olugumuna
katkida bulunmus olurlar (47). En 6nemlisi PSA-NCAM ekspresyonu hizlt bir

sekilde, Ca** bagiml1 ndronal aktiviteyi sekillendirebilmektedir (30, 41, 45).
3. 1. 11. Sinaptik Plastisite ve Long-term Potensiasyon

Long-term  potensiasyon (LTP) ve long-term depresyon gibi
mekanizmalarin kortikal reorganizasyon haritalarinin temelini olusturdugu kabul
edilmektedir. Bunlarin beyinde bilgi depolamanin hiicresel temelini olusturduguna
inanilmaktadir (30). Yetiskinlerde 6grenme ve hafizaya kaydetmede rol oynayan
néronal plastisite NCAM molekiilleri tarafindan saglamaktadir (1, 54). Sinaptik
plastisitenin bir ifadesi olan hafizanin olusumunda NCAM’in roliinii anlamak i¢in
hipokampusta mossy fiber sinapsta LTP uyarist kullaniir (16). LTP in vivo ve in
vitro sartlarda hipokampal sinir liflerinin yiiksek sikliktaki uyarilan ile
uyarilabilen sinaptik gegislerdeki uzun siiren bir yiikselmedir. LTP ve 6grenme
cogu oOzellikleri paylasir. Hafiza ve Ogrenmede sinaptik degisiklikleri kontrol
ettigi sanilan molekiiler mekanizmalari anlamada ve tespit etmede artik yaygin
olarak LTP olgtimii kullanilmaktadir. Sinaptik plastisite ve LTP formasyonu

hipokampal dilimde bulunan veriler ile hazirlanir (8, 31, 51).

In vitro kosullarda lokal NCAM antikorlarinin ratlarin hipokampal
kesitlerindeki CA1 bélgelerine enjeksiyonu ile LTP’nin devamlilifini ve uyarisim
engelledigi gosterilmistir (50). Sinir sisteminin gelisimi sirasinda olusan sinaptik

degisiklikler, sinaptik plastisitenin de kapasitesinde degisikliklere neden olur.
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Tanimlanan bu kapasite hatirlama ve Ogrenme yeteneginde 6nemli rol oynar.
Ergenlerde bu olay 6grenme ve hafiza olusumu gibi fizyolojik ve patolojik

sartlarin tanimlanmasi ve néronal dongiliniin tamamlanmasi ile anlagilir (6).

3. 1. 12. Ogrenme ve Hafiza

Davranis, genler ile c¢evre arasindaki iliskinin sonucudur. Insanlarda
¢evrenin davranisi degistirdigi en Onemli mekanizma 6grenme ve hafizadir.
Ogrenme, diinya hakkinda bilginin kazanilmasi, hafiza ise kazanilan bilginin

kodlanmast, depolanmasi ve gereginde tekrar kullanilmasidir (29).

1950°’li yillarda epilepsi tedavisinde temporal lobtaki hipokampus ve
komgsu bélgelerinin ¢ikarilmast ile bellekte temporal lobun Gnemi anlagildi.
Hastalarda kisa siireli hafizanmin uzun siireli hafizaya doniistiiriilemedigi ve
uzaysal oryantasyonun bozuldugu gozlendi. Uzun siireli hafiza bilginin
depolanma bigimine bagh olarak kapali ve agik olarak ikiye ayrilmaktadir. Kapal:
hafiza tipik olarak refleks olarak uygulanabilen motor ve algilama durumunda s6z
konusudur, Ormek olarak bireyin daha once yazdig1 bir kelimenin ilk harfini
gordiigiinde devamim hatirlamasi verilebilir. Agik hafizada ise kisiler, yerler ve

cisimlerin birbirleriyle olan baglantilarinin hatirlanmasi sézkonusudur.

Bilgi; prefrontal, limbik ve parieto-oksipital-temporal kortekslerden
toplanarak parahipokampal, peririnal, ve entorinal kortekslere, sonra dentat girus,
hipokampus, subikuluma gelir. Son olarak entorinal kortekse geri doner. Uyari
girislerinin entorinal kortekse tekrar gelmesi bilgi pekistirilmesinde, dolayisiyla

acik hafizamin olusumunda en Onemli etkendir. Alzheimer’li hastalarda agik
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hafizada hasar ile entorinal kortekste dejenerasyon goériilmesi arasinda yakin iliski

vardir.

Agik hafizamn olusumunda kodlama, konsolidasyon, depolama ve geri
cagirma olmakl tizere 4 safha vardir. Kodlama, &grenilen bilgi ile ilk kez
kargilagildiginda gosterilen 6grenme motivasyonu ve dikkat ile baglantih olarak
bilginin simiflandirilmasidir. Konsolidasyon, bilginin uzun siireli depolamaya
uygun olacak sekilde degistirilerek islenmesidir. Konsolidasyon genlerin
ekspresyonunu ve yeni protein sentezini gerektirir. Depolama, bellegin zaman
icinde saklanmasi mekanizmasi ve yerleri icerir. Uzun siireli depolama kapasitesi
sinirsiz iken kisa siireli depolama kapasitesi ¢ok siurhidir. Geri gagirma ise

depolanan bilginin kullanilacag: zaman geri ¢cagirilmasidir.

Hipokampusun medial temporal lobu vertebralilarda bilgi depolanma
merkezidir (28). Hipokampusta perforan, mossy fiber ve Schaffer’m kollateral
yolu olmak iizere birbirinin devami olarak ilerleyen 3 ana néral yol vardir (29).
Birincisi, perforan yol, entorinal korteksten dentat girusun graniiler hiicrelerine
giden yol; ikincisi, mossy fiber yolu, graniiler hiicrelerin aksonlari ve
hipokampusun CA3 bolgesindeki piramidal noronlara giden yol; {glinciisi,
Schaffer’in kollateral yolu, CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelerin eksitat6r
kollaterallerinden baglayip CAl boélgesinde sonlanan piramidal hiicrelerde
sonlanan yolu igerir (29). Bu 3 yoldan birinin uyarilmas1 hedef hipokampal
noronlarda eksitatdr postsinaptik potansiyellerin amplitiidiinde artisa neden olur.
Ortaya cikan bu fasilitasyona LTP denilmektedir (29). LTP ile NCAM arasindaki
iliski, LTP baslatilmasindan sonra dentat girusun ekstraseliiler bdlgesinde NCAM

tiplerinin artis1 ile ortaya ¢ikarilmigtir (50). NCAM blokaji LTP’da azalmaya
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neden olmustur (50). NCAM’den PSA’in atilmast NCAM blokaji ile ayni sonucu

vermektedir. Sonug olarak L'TP baglangici igin PSA-NCAM gereklidir (50).
3. 1. 13. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyon molekiilleri, birgok hiicrenin yiizeyinde bulunan
glikoprotein yapidaki molekiillerindir. Bunlar hiicrelerin birbirlerine, endotel
hiicrelerine veya ekstraselliller matrikse baglanmalarimi saglayan ylizey
proteinleridir (25). CAM’nin, homofilik ve heterofilik mekanizmalar ile hiicre-
hiicre ve hiicre-substrat baglantilar1 olusturdugu gézlenmistir (16, 25, 31).
Adezyon molekiillerinin reseptérlerine ve ligandlarina baglanmalar1 ile olusan

etkilesim ve yanit sayesinde rol oynadiklar baz fonksiyonlar séyle siralanabilir:
a) Doku / organ geligimi ve hiicre gogalmasi,
b) Embriyogenez,
c¢) Immiin ve enflamatuar hiicrelerin enflamasyon bélgesine gégii,
d) Immiin yanitm baglatilmas: ve yayilmast,
e) Ekstrgselh’iler matriksten hiicreye bilgi akisi,
f) Yara iyilesmesi,
g) Kanser metastazi.

Molekiiler biyoloji ¢alismalarinda, hiicre adezyon iligkilerinin kalsiyum
gerektiren ve gerektirmeyen 2 grup baglanma komponenti iizerinden isledigi

goriilmiistiir (53). Bu iki gruptan kalsiyuma bagli olanlar kaderinleri, kalsiyuma
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bagh olmayan grup ise immiinglobulin-benzeri adezyon molekiillerini olusturur
(53). ikinci grubun ilk bulunan ve en iyi karakterize edilen grubunu NCAM
olusturur (53). Ikinci grup aym: zamanda immiinglobulin siiper-ailesi olarak
adlandirihir.  CAM integrinler, immiinglobulin siiper-ailesi, kaderinler ve

noreksinler ve noroliginler olarak da siniflanabilir (8).
3. 1. 14. Immiinglobulin Siiper-ailesi ve NCAM Iliskisi

NCAM’leri immiinglobulin (Ig) siiper-ailesine ait bir ytizey glikoproteini
olup merkezi sinir sisteminin ¢esitli gelisimsel olaylarinda anahtar roli alirlar
(36). NCAM’leri homolog Ig modiilii (veya domain’i) ile karakterizedir. Yaklagik
100 aminoasit igeren iki beta tabakasindan olugan her bir Ig modiilii dort tipe
ayrilabilir; bunlar sabit tip 1 (C1-tipi), sabit tip 2 (C2-tipi), degisken tip (V-tipi)
ile intermediate (I-tipi) kisimlarini igerir (50, 51). Niiklear magnetik rezonans
incelemesi sonuglarina gore N-uglu Ig modillerinin, yani Igl ve Ig2, Ig
modiillerinin I-tipine ait olduklar1 gosterilmistir (51). NCAM intraseliiler ve
ekstraseliiler olmak tizere 2 kisimdan olusur (50). NCAM’lerinin ekstraseliiler
bélgesinde 5 adet Ig modiilii (sarmalr) (Igl-5 olarak adlandirilir) ve 2 adet tiplIl
fibronektin homolog modiilii bulunur (50). Birlesme sekline gore yetiskin
beyninde en az 3 tip NCAM tipi vardir. Bunlar NCAM-120, NCAM-140, ve
NCAM-180°dir. NCAM adlandirmalan ile kDa cinsinden agirliklari arasinda
iliski vardir. NCAM-120 dogrudan hiicre membranina glikofosfatidilinozitol bag:
ile tutunurken, NCAM-140 ve NCAM-180 arasindaki fark hiicre iginde kalan

kisimlarinin le;l (NCAM-140) veya uzun (NCAM-180) hiicresel domain i¢ermesi

iledir (Sekil-1).
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Sekil 1: (A) Ug major NCAM izotipinin genel yapilari; hiicre zar ile
iliskisi. (B) NCAM izotiplerinin alternatif birlesmeler ile farkli adezyon

molekiilleri ve PSA ile olan baglantisi (3 numarali kaynaktan degistirilerek

alinmugtir).
3. 1. 15. NCAM Molekiillerinin Yapisi ve Ozellikleri

NCAM, noronal plastisitede sinaps olusumuna katilan molekillerin
basinda gelir (8). NCAM hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri ile néron
gelismesini arttirmada diizenleyici olarak hareket eden ylizey glikoproteinleridir

(51). Bu proteinler giiglii bir sekilde ve bolca sinir sisteminde yapilirlar (8).

Asin  NCAM  ekspresyonu fonksiyonel degisiklik olmaksizin
néromuskiiler sinapslarin yap1 ve biiylikliigiinde artisa neden olur (46). NCAM
hiicre membranina baglandiktan sonra transmembran sinyalini ortaya ¢ikarr.
Boylece NCAM, adezyonu diger hiicrelerle araci olarak ve ekstraselliiler
matrikste veya aktive intraselliiler sinyal yollarinda gorev alarak yaparlar (43, 51).

Hiicresel cevaplarda hiicreler aras: sinyal transdiiksiyon akimim aktive ederler.
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Alternatif u¢ uca baglanma ile NCAM yapilarinin degisik bolgelerine
tutunan birkag protein yapist daha vardir. Bunlar Exon 15, Exon 18, a, b, ¢, AAG
ve Ig bolgesine tutunan “variable domain alternatively spliced exo” (VASE) ve
polisialikasit (PSA)’dir (51). Ozellikli olarak 4. Ig bolgesi 7.ve 8. eksonlar
tarafindan kodlanir, bu eksonlarin arasina da VASE denilen 30 bazlik ekson
girebilir (Sekilfl). Alternatif yol farkli protein tipleri ile bir single-copy geni

tiriintidiir, bu yol ile plazma membranina molekiiller farkli sekillerde tutunurlar

1.

Ekstraseltiler kismiyla NCAM hem homofilik hemde heterofilik Cis ve
Trans etkilesimlerine aracilik eder (31). Bu yapimin NCAM tarafindan
transselliler homofilik tamimaya aracilik edebilen antiparalel dimerlerden
gekillenen bir aksi form olabilecegi ifade edilmektedir (31). Bununla birlikte
molekiil, homofilik baglanmaya ek olarak aymi zamanda, heterofilik iligkiler
aracilif1 ile gesitli ekstraselliler matriks kisimlarina veya diger hiicre adezyon

molekiillerine baglanabilir (31).

NCAM homofilik ve heterofilik interaksiyonlar ile hiicre adezyonunu
saglar (51). NCAM veya NCAM antikorlarinin bazi noral hiicrelerde in vitro
olarak intraselliiler Ca™ artisma neden oldugu gosterilmistir (51). Dahasi,
homofilik NCAM iliskileri norit uzamimim uyarir, homofilik aktivasyon voltaja
bagli kalsiyum kanallar aracilif ile hiicre igine kalsiyum akigina neden olarak bir
sinyal iletimini ve bdylece ndrit uzanimini uyarir (51). Bu baglanmada iki NCAM
molekiiliiniin Ig5 modiilii ve Ig3 modiilii arasinda resiprokal bir etkilesim oldugu
distinilmektedir (3) (Sekil-1, 2). Homofilik NCAM (NCAM-NCAM) hiicre

adezyonunu kalsiyuma baglh olmayan mekanizma ile yapar (50). Ek olarak,
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NCAM ¢esitli ekstraseliiler matriks komponentlerine heterofilik hiicre-substrat

iliskileri ile baglanir (50).

A

Sekil 2:"'Homofilik NCAM molekiillerinin polisializasyonu. (A) Homofilik
baglanma ile PSA-NCAM kompleksinin olusmasi. (B) PSA yoklugunda NCAM
yapisindaki bes Ig domainin reziprokal olarak birlesmesi (3 numarali kaynaktan

degistirilerek alinmistir).
3. 1. 16. NCAM’in Polisializasyonu

NCAM olustuktan sonra cesitli degisimlere ugrar (51). Bu degisiklikler
fosforilasyon, siilfasyon veya glikozilasyon olabilir. Beyinde salgilanan PSA
NCAM’a baglanir (51). PSA NCAM’in 5. Ig domain’ine N-ucuna baglanan, uzun
alfa 2-8 bagli N-asetil noraminik asit kokleridir (51). PSA-NCAM esas olarak
erken postnatal beyinde yapilir. Yetiskin beyninde ise orant %10’a diiser. NCAM
esas olarak noronlardan, az miktarda glial hiicrelerde sentezlenir. Beyin omurilik
stvist ve plazmada tespit edilir. NCAM tizerinde PSA’nin olmasinin NCAM-
aracithikli hiicre adezyonunu azalttifn gosterilmistir (50). Diger yandan PSA-
NCAM noronal devrelerin  olusumunda ve aktiviteye baghh yeniden
diizenlenmesinde molekiiler iligkilerin anahtart 6zelligindedir (19). NCAM

tizerindeki PSA’1 sentezleyen 2 tip transferaz enzimi vardir. ST8Siall enzimi
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embriyogenezdeki PSA sentezini yapar; ST8SialV ise yetigkin beynindeki PSA’i
sentezler (19). PSA-NCAM’in hiicre go¢iinde, akson biiyiimesi ve fasikiillesmede,
sinaptik plastisitede ve hipofizin néroglial plastisitesinde rolii vardir (19). Noronal
devrenin tamamlanmas: sirasinda PSA-NCAM gerekli oldugundan denerve kas
hiicrelerinde lezyonlu motor néronlarin rejenerasyonu sirasinda tekrar PSA-

NCAM sentezlenmektedir (50).
3. 1. 17..0grenme ve Hafizamn Sekillenmesinde NCAM’in Rolii

NCAM’in yonettigi iliskiler ve kognitif fonksiyonlar arasindaki baglantiy1
gosteren ¢esitli veriler vardir (16, 38). Ratlarda anti-NCAM antikor kullanimi
hafiza kaybina neden olmaktadir (18). Ratlarda CAl bolgesine anti-NCAM
antikorlarimin  verilmesi uzun siireli potansiasyon-indiiksiyonunu  inhibe
etmektedir. NCAM eksik ratlarda Morris water maze testinde uzaysal dgrenme

kusuru gelismektedir (17).

PSA, hipokampusta yer alan dentat gifusun granuler hiicrelerinin
subpopulasyonunda ve onlarin aksonal uzantilarinda (mossy fibers) kuvvetli bir
bicimde salgilanmaktadir (16). Kortikosteron, geng hayvanlarda dentat girustaki
PSA-NCAM ekspresyonunu inhibe etmektedir. Boylece kortikosteron diizeyi
yiikselen yasli ratlarda PSA-NCAM ekspresyonunun azalmasi beklenir. Gergekten
de 24 aylik ratlarda boyle bir diigiis gézlenmistir (16). Hipokampal mossy fiber
sistemde NCAM ve PSA ekspresyonunun farelerde ayrintili analizi yapildifinda,
NCAM ekspresyonunun néronal diizenlenmesi yamsira, migrasyon gibi yapisal
degisiklikler, aksonal biiyiime ve fasikiilasyon ile plastisite aktivitesi igin de
gerekli  oldugunu  gOstermigtir.  Vertebralilarn  hiicrelerinde  adezyon

molekiillerinin aksonal biiyiimede de anahtar rol oynadig: bilinmektedir (16).
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NCAM antikorlarinin intraventrikiiler enjeksiyondan 6-8 saat sonra,
6grenme ve uzun donem hafizaya zarar verdigi, 48 saat sonra yapilan pasif
sakinma cevabi testi ile gOsterilmistir (56). Tavuklarda yapilan benzer bir
deneysel ¢aligma hafiza kaybina neden olmustur (37). Benzer bigimde
NCAM’den qusun birakilan knock-out farelerde uzaysal 6grenme ve bulma
yeteneginin bozuldugu, Morris water maze test sonuglarina gére 6grenmelerinde
yetersizlik oldugu tespit edilmistir (16, 17). NCAM’in posttranslasyonel
modifikasyonunda 6grenme ile ilgili degisiklikler gtzlemlenmistir. Bununla
beraber Ogrenmedeki bu yetersizligin neden kaynaklandigi tam olarak

bilinmemektedir.

NCAM sadece gelisme esnasinda MSS’nin yapisal organizasyonuna
katkida bulunmaz, aym1 zamanda beyindeki tahrip olmus sinaptik
modifikasyonlara da yardimci olur. Bu nedenle NCAM ekspresyonunun, zellikle
PSA-NCAM’in 6grenmenin ve uzun doénem hafizanin olusumunda ne kadar

gerekli oldugu anlasilmaktadir (52).

NCAM’in %30°luk bir kismi1 PSA-NCAM izoformu halinde bulunur (16).
NCAM, o6zellikle PSA-NCAM &grenmenin ve uzun dénem hafizanin olusumunda
cok gerékli bir yapidir (52). PSA’nin buradaki rolii karsiliklt membranlar
arasmdaki adezyonlarin kolaylikla yapilmasint saglamaktir. Polisialize olmus yap:
NCAM’in adhezif etkilerini artirir (16, 54). PSA-NCAM’in 6zellikle beynin belli
bolgelerinde diizeylerinin artmis oldugu gézlenmigtir. Bu bolgeler hipokampal
formasyonda rol alan olfaktor sistem ve dentat gyrustur (15, 51, 57). Yasa bagh
olarak ortaya ¢ikan hafiza bozukluklari hippokampal plastisitedeki azalma ile

birliktedir. MSS’nin olusumunda NCAM’in polisialize olmamig bigimi rol



21

oynarken, gelisimi sirasinda PSA-NCAM bolca sentezlenir ve gérev alir (37, 51,

52).
3.1.1 8.';Sz'nir Sistemi Hastaltklary ile NCAM Iliskisi

Alzheimer hastaligi, beyin yaslanmasi, ve serebrovaskiiler yaralanmalarda
bazi ortak bozukluklar vardir. Kalsiyum diizenlenmesindeki eksiklikler,
mitokondri islevlerindeki azalmalar, reaktif oksijen {iriinlerinin ortaya ¢ikisindaki
artiglar, bu iirtinlerin dokularda birikimi ve immiin sistem disfonksiyonu
bunlardan birkacgidir (13). Etki-sonug iliskilerinin agikliga kavusturulmasi igin
néron hiicre kiiltiirii sistemi kullanilmaktadir. Kullanilan kiiltiir sistemlerindeki
hiicrelerin yaglarina gore bu etki-sonug iligkilerini ortaya ¢ikarmak miimkiindiir.
Kiiltiir modellerinde néronlarin kahtsal 6zellikleri ve yagla birlikte olusan beta-
amiloid birikimi ve apopitoz gelisimi takip edilebilmektedir (13). Mevcut sorunun
¢6ziillmesi i¢in glintimiizde {izerinde g¢alisilan noktalar; kalsiyum artiginin
inhibisyonu, ROU etkilerinin azaltilmast1 ve mitokondrial fonksiyonun
diizeltilmesi ile enerji liretiminin saglanmasina yoneliktir (13). Gen¢ ve yash
néronlarin rejenerasyon ve ¢ogalma yeteneklerinin ortaya cikarilmasi, yasa bagh
hasarlarin diizeltilmesinde ve ndron hasan ile seyreden hastaliklarn tedavisinde
umut vermektedir. Bu noktada NCAM molekiillerinin olumlu etkileri glindeme

gelmektedir (13).

Miza¢ bozuklugu olan ve sizofren hastalarin beyin omurilik sivisi
incelemesinde, beyin parankiminin tahribine baglh yiikksek NCAM diizeyleri tespit
edilmistir. Tavuklarda ve ratlarda NCAM antikorlarimin intraventrikiiler
enjeksiyonu ile 6grenme siirecinin bozuldugu goriilmiistiir (16, 56). Bunun

yamsira PSA-NCAM’in enzimatik olarak ortadan kaldirilmasiyla ratlarda uzaysal
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H
O6grenme engellenmistir (7). Deneysel olarak deniz yumusakcalarindan Aplysia
california’lar tizerinde yapilan ¢alismalarda Aplysia hiicre adezyon molekiillerinin
(apCAM) diizeylerinin diisiiriilmesi ile yeni sinaptik baglantilarin &grenmeyle

iligkili formasyonunu olumsuz etkiledigi gosterilmistir (6).
3.2. Amag

Tinerin organizma tizerindeki bircok olumsuz etkileri aragtirma konusu
olmustur. Bu c¢aligmanin amaci, belirli bir donem tiner verilen ratlarda
biyokimyasal ve fonksiyonel deneyler ile 6grenme ve hafiza yeteneginin nasil
etkilendiginin incelenmesidir. Bu ¢alismada, ratlarda kronik tiner inhalasyonunun
O6grenme ve hafizanin olusmasinda Snemli gorevler iistlendigi bilinen NCAM
ekspresyonunun immunblotting yontemi ile Olglilerek degerlendirilmesi
amaglanmstir. Calisma sonucunda kontrol, tiner ve iyilesme gruplarn arasinda
etki-sonug iliskisinin olup olmadif1 ortaya konulacaktir. Tiner inhalasyonunun
noronal fonksiyonlarda neden olacag: hasar dikkate alinarak, bu maddenin NCAM
ekspresyonunu azaltacag: distiniilmektedir. Iyilesme grubunun sonuglar, tiner
kullanim1 kesildikten bir siire sonra NCAM ekspresyonundaki degiskenligi ve

fonksiyonel iyilesme olup olmadigini ortaya koyacaktir.
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4. GEREC VE YONTEM
4. 1. Deney Hayvanlar ve Beslenmesi

Deneylerde kullanilan Wistar-albino cinsi erkek ratlar Elazig Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisti’nden temin edildi. Ratlar, 6zel olarak hazirlanmis
penceresinde havalandirma tertibati bulunan bir ortamda ve hergiin altlan
temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su da gelik,
paslanmaz bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu verildi. Hayvanlar, yem sanayi
T.A.S. Elazig Yem Fabrikasi’nda hazirlanan pelletler halindeki 6zel rat yemleriyle
beslendi. Ratlara verilen normal yemin terkibi Tablo 1’de gosterilmistir.
Hayvanlarin deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlari bu sekjldé

stirdiiriildi.

Tablo 1: Rat yemlerinin kalori degerleri ve karisim oranlari.

Kuru madde % 93,69
Ham protein % 34,15
Ham yag % 3,00
Metabolik enerji Kcal / kg 2095
Cinko mg / kg 286,80
Demir mg / kg 920,00
Bakir mg / kg 29,33
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Tablo 2. Yemdeki ham maddelerin terkipdeki orant.

Bugday (%) 10,00
Misir (%) 22,00
Arpa (%) 15,00
Kepek (%) 8,00
Soya kiispesi (%) 26,00
Balik unu (%) 8,00
Et-kemik unu (%) 5,00
Melas (%) 5,00
Tuz (%) 5,00
*Vitamin karmasi (%) 1,25
**Mineral karmasi (%) 1,25

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarma verilen yemlerin vitamin
karmasinda A, D3, E, K, Bl, B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit,

D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum

ve kalsiyumdan olusmustur.
4. 2. Deneysel Uygulamalar

Deneysel c;alismalar ortalama agirliklar1 270 gr (270 + 60 gr) olan toplam
45 adet Wistar-albino rat tizerinde yapildi. Bulunduklar odanin sicakhigy 22-25 °C
arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 151k altinda 12 saat de karanlikta takip
edildi. Tiim ratlar rastgele segilerek 3 grup olusturuldu. Ayrica gruplardaki her

hayvanin kulagina isaret konarak taninmalar1 saglandi. Bu gruplar;

Grup I (n=15): Kontrol grubu (Herhangi bir iglem yapilmadz)
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Grup II (n=15): Tiner grubu (3000 ppm konsantrasyonda toluen

koklatildr)

Grup III (n=15): Tiner + lyilesme grubu (3000 ppm konsantrasyonda
toluen koklatildi ve ardindan 45 giin tiner koklatilmadan normal yasantisina

devam etti)

Her ti¢ grupta bulunan ratlar aym ortamda gozetim altinda tutuldu. Her tig

gruba da aym standart yem verilerek yeterince su, yiyecek alimlari saglandi.

Calismada kullanilan tinerin kapsamt %66 toluen, %20 aseton, %10

izobutil asetat, %3 butil glikol, %1 izobutanol’den olugmakta idi (66).

Ozel bir cam kap. (100x75x50 cm.) yaptirilarak, mevcut laboratuvar
sartlarinda Grup II ve Grup III’ii olusturan ratlara bir ay boyunca hergiin iki defa
1/2 saat 3000 ppm. toluen inhale ettirildi. Grup III’i olusturan ratlar tiner
inhalasyonu sonrasi 45 giin bekletildi. Grup I'i olusturan ratlar ise herhangi bir

kimyasal ajan almadan normal beslenmeleri saglandi.

Ratlarin tiner inhalasyonu Yilmaz ve ark.’nin (66) ¢aligmasinda bildirilen
yéntem esas alinarak yapildi. Sivi tiner bir parga pamuga emdirilerek kii¢iik bir
ventilatériin yardimiyla tiim cam kabin iginde dagilmas: saglandi. Cam kabin
icindeki toluen konsantrasyonu gaz kromatografi cihazi (UNICAM, Cambridge,

U.K.) ile 8lgiilerek 3000 ppm diizeyinde tutuldu.

Her ¢ gruptaki ratlar deney sonunda 6grenme testine tabii tutularak

“hayvanlarin etik kullanimi” ile ilgili komitenin aldigi kararlara uygun sekilde
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oldiiriildii. Beyinin hipokampus, frontal korteks ve serebellum bélgeleri

incelenmek tizere ayrildi.
4. 3. Morris Water Maze Testinin Yapilmasi

Deney sonunda Grup I, Grup II, Grup HI’deki tiim ratlara standart

kullanilan 6§renme testi yapild: (39, 40).

Bu islem igin sirkiiler bir tank (120 cm. ¢ap ve 50 cm. derinlik) 30 cm’ye
kadar suyla dolduruldu ve siit tozu ile boyanarak 2 cm suyun altina birakilan
platformun g6r£inmesi engellenmis oldu. Platform 10 cm. ¢capinda ve suyun isist
ise 24+2° C diizeyinde sabit tutuldu. Su tanki sanal olarak 4 kisma ayrildi ve
platform bu kadranlardan birinin ortasina yerlestirildi. Rat diger 1/4 oranindaki
alanlardan birine birakild1 ve yiizerek 60 sn. i¢inde platformu bulmas: beklendi.
Platformu bulunca 30 sn. orada dinlenmesine izin verildi, sonra alinip ayr1 bir
kafeste 30 sn. bekletildi. Tekrar su tankina birakilarak ayni islem her hayvan igin
4 kez tekrarlanip platformu bulma siireleri kaydedildi. 60 sn i¢inde platformu
bulamayan rat alinip platforma birakild: ve 30 sn dinlenmesine izin verildi. Her

hayvan igin 5 giin siireyle ayn: denemeler yapilip stireler kaydedildi.
4. 4. Glutatyon, Malondialdehit ve NCAM Diizeylerinin Olgiilmesi

Doku ornekleri 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.1 mM NaCl, 0.2 mM
fenilmetilsiitfonil florid, 5 mM EDTA, 2mM B-merkaptoetanol kullanilarak cam
bir homojenizatérle soguk ortamda homojenize edildi. Proteaz inhibitorii
(Soybean; Sigma Chemical Co., Deisenhofen, Germany) ve %1°lik Triton X-100
iceren homojenatlar 4 °C’de 60 dakika siireyle 30.000 x g devirde santrifiij edildi.

Stipernatant ve pelet kisimlar ayrildi ve galisilincaya kadar —70 °C’de saklandi.
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Doku proteinleri Sodium Dodecyl Sulfate Poli Acrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) ile aynstirildi (42). Aynstirilan  proteinler
nitroseliiloz membran kagida (Schleich ve Schuell Inc. USA) transfer edildi. Non-
spesifik olan baglanmalar %1 bovine serum albuminle inkiibasyon yoluyla
bloklandi. Primer antikor (rabbit anti-rat NCAM antikoru) %0.05 Tween-20
iceren tamponda seyreltildi. Blotlar, diaminobenzidin ve goat anti-rabbit
immunoglobulin peroksidaz konjugati kullanilarak goriiniir hale getirildi. Elde
edilen NCAM protein bantlarinin yogunluklart LabWorks 4.0 (Ultra-violet
Products Ltd. Cambridy, CD41TGUK) software programi kullanilarak NCAM

120, 140 ve 180 hesapland.

Doku protein miktar: Lowry prosediiriine gore ¢alisan ticari kit ile 6l¢tldii
(Sigma Chemical Co.). Doku lipid peroksidasyon (LPO) [malondialdehit
(MDA)+4-hidroksialkenal (4-HDA)] seviyeleri LPO-586 kiti kullanilarak Sl¢iildi
(Oxis, Inc. Portland, OR). Rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri Ellman (20)

metoduna goére tespit edildi.
4. 5. Istatistik

Gruplar: arasindaki farkhliklar ¢ift yonlti varyans analizi kullamlarak
hesaplandi. Post-Hoc hesaplamasi i¢in Bonferroni’nin korreksiyon testi kullamld.

p< 0.05 degeri anlamlt kabul edildi.
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5. BULGULAR

GSH diizeyinin hipokampus, korteks ve serebellum bolgelerinde iyilesme

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oranda ylikseldigi gézlendi (Sekil 3).

MDA diizeyinin hipokampus, korteks ve serebellum bélgelerinde tiner
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oranda arttigl ve iyilesme gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli oranda azaldig1 saptand1 (Sekil 4).

NCAM-120 ekspresyonunun hipokampusta degismedigi, kortekste
iyilesme grubunda artt1f1, serebellumda tiner grubunda istatistiksel olarak anlamli

oranda azaldid, iyilesme grubunda ise istatistiksel olarak anlamli oranda arttig:

gozlendi (Sekil 5).

NCAM-140 ekspresyonunun hipokampusta ve serebellumda degismedigi,

kortekste iyilesme grubunda istatistiksel olarak anlamli oranda arttig: tespit edildi

(Sekil 6).

NCAM-180 ekspresyonunun kortekste ve serebellumda tiner grubunda
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda degismedigi, iyilesme grubunda tiner
gruplarina gére azaldigi, hipokampusta ise tiner ve iyilesme grubunda kontrol ve

tiner grubu ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli oranda azaldigi

gozlendi (Sekil 7).

ANOVA testine gére ortalama platform bulma siirelerinde tiner grubunun
Ogrenme performansinin zayif oldugu goriildi (p< 0.05). Buna karsin iyilesmeye
birakilan ratlarda 6grenme performansinin normale dogru iyilesme gosterdigi

ancak istatiksel olarak anlamli bir diisme izlenmektir (p<0.05) (Tablo 3).
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GSH (ug/g doku)

K T i
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 3. Beyin dokularinda rediikte glutatyon (GSH) degerleri (*p <0.05 tiner

grubu ile karsilastirildiginda; K: kontrol, T: tiner, I: tiner+yilesme).
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MDA+4HDA (nmol/mg protein)

K T i K T i K T i
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 4. Tim gruplarin hipokampus, korteks ve serebellumlarinda bulunan
malondialdehit degerleri. (**p<0.01, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p<0.05
tiner grubu ile kargilastirnildiginda; °p<0.01 tiner grubu ile karsilastinldiginda; K:

kontrol, T: tiner, I: tiner+iyilesme).
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1.8 a NCAM 120

Rélatif Densitometrik Birim

K T i K T i kKT
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 5: Beyin dokularinda NCAM 120°nin relative densitometrik analizi.
(*p<0.05, kontrol grubu ile kargilagtirildiginda; °p<0.05 tiner grubu ile

karsilastinldiginda; ®p<0.01 tiner grubu ile karsilagtirildiginda; K: kontrol, T:

tiner, I: tiner+iyilesme).
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NCAM 140

Rélatif Densitometrik Birim

K T i K T i K 1 i
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 6: Beyin dokularinda NCAM 140°1n relative densitometrik analizi. (*p<0.05

tiner grubu ile Larsilastirldiginda; K: kontrol, T: tiner, I: tiner+iyilesme).

=0
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1 NCAM 180

Rélatif Densitometrik Birim

K T i K 1 i K o1 i
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 7: Beyin dokularinda NCAM 180’in relative densitometrik analizi.
(*p<0.05, kontrol grubu ile Kkarsilagtirildiginda; “p<0.05 tiner grubu ile

karsilastirildiginda; K: kontrol, T: tiner, I: tiner+iyilesme).



e NCAM-180
~ee NCAM-140

e=NCAM-120
Hip Kor Ser Hin Kor Ser Hip Kor Ser

Kontrol Tiner Tiner+lyilesme
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Sekil 8: Ug ayr1 NCAM formunun western blot ile saptanan protein bantlari. Hip:

hipokampus, Kor: korteks, Ser: serebellum.



Tablo 3. Morris water maze test sonuglari.
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Kontrol Tiner Iyilesme
1. giin 45+5 sn 4645 sn 44+4.6 sn
2. giin 2443 sn 26+3 sn 2543 sn
3. giin 14+1.8 sn 1942 sn 1642 sn
4, giin 9+1 sn 17+1.8 sn 13+1.5 sn
5. giin 6.5+0.7 sn 15+1.6 sn 10£1 sn

ANOVA testine gore ortalama platform bulma siirelerinde tiner grubunun

Ogrenme performansinin zayif oldugu goriildii (p< 0.05). Buna kargin iyilesmeye

birakilan ratlarda $grenme performansimin normale dogru iyilesme gosterdigi

izleniyor (p<0.05, tiner grubu ile kargilastirildiginda).
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6. TARTISMA

Néronlann kendi aralarindaki adezyonlar esas olarak NCAM-180
izoformunun fénksiyonudur (36). NCAM-120 ve NCAM-140 izoformlar1 ise
oligodendrosit, astrosit ve myelin kiliflann tarafindan eksprese edilir (10, 36).
Oligodendrosit adezyon molekiilleri NCAM ile iligkilidir (10). Mutant mouse’da
NCAM-180’in eksik olmasi nedeniyle oligodendrosit adezyon molekiillerinin
aslinda NCAM-180 oldugu bildirilmistir (11, 12). Caligmamizda &6grenme
fonksiyonu ile ilgili olan hipokampus dokusu dikkate alindifinda yalnizca kontrol,
tiner ve iyilesme gruplarinda NCAM-180 grafiginde istatistiksel olarak anlamli

farklilik olustugu gézlendi (Sekil 5, 6, 7).

Calismamizda kullanilan Morris water maze testi uzaysal hafizay1 olcer
(29). Bu testin basarilt olmasi hipokampusun normal fonksiyonunu gerektirir (29).
Hipokampusun en ¢nemli gérevlerinden birisi, primer bellegin (birkag saniye ile
birka¢ dakika a;asmda olan depolama) sekonder bellege (uzun siireli bellek, sabit
bellek) ¢evrilmesini saglamasidir (24). Tekrar hatirlanmas: gereken bilgiler kalic
deponun yer aldifi uzun stireli bellegin depo alanlarina tasinir. Mekanizma ne
olursa olsun, hipokampus olmadan uzun siireli bellegin pekistirilmesi miimkiin
olmamaktadir (24). Deneyimizde tiner inhalasyonuna bagli olarak NCAM
diizeyindeki dt'}sﬁs en fazla NCAM-180 grubunda hipokampusta gézlenmistir.
NCAM-120 ve.NCAM—140 degerlerinin hipokampusta anlamli bir farklihiga yol
agmadig: izlendi. Ratlarin Morris water maze testindeki 5. giin performanslan
dikkate alindifinda, hipokampusta NCAM-180 diizeyindeki diiglis ile uyumlu
olarak, tiner grubunda kontrol grubuna gore 2.5 kati civarinda siire uzamasi

oldugu gézlenmistir. lyilesme grubunda hipokampusta NCAM-180 diizeyi tiner
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grubuna gore aﬁlamh oranda diigme gostermistir. NCAM-180 grafiginde iyilesme
grubunun kontrol ve tiner gruplarina gore hipokampusa ek olarak, korteks ve
serebellumda da istatistiksel olarak anlamli oranda disiik diizeyde oldugu
g6zlenmigtir. Bu durumda Morris water maze testinde iyilesme grubunda tiner
grubuna goére siire uzamasi beklenmesine ragmen sonuglar beklenilenin tersine
siire kisalmas1 seklinde ortaya ¢ikmustir. Diger bir ifade ile biyokimyasal bulguya
paradoks olacak sekilde iyilesme grubunun Morris water maze testinde 5. giin
sonuglarinin tiner grubundan daha kisa fakat kontrol grubundan daha uzun oldugu
g6zlenmigtir. Bu bulgu, 6grenme fonksiyonunun degerlendirilmesinde yalnizca
NCAM-180’in dikkate alinmamasi gerektigini ve biyokimyasal testlerin tek
basina belirleyici olmadigini diiglindiirmektedir. Ciinkii NCAM-120 ve NCAM-
140°a ait hipokampuslardaki iyilesme gruplarn tiner gruplant ile
kargilagtinldiginda, NCAM-180’de diisme olmasina karsin, NCAM-120 ve

NCAM-140 diizeyinde degisiklik olmadig1 saptanmaigtir.

Ogrenme ve hafizanin olusumunda temel mekanizma olan sinaptik
plastisiteye NCAM molekiilleri aracilik etmektedir (25, 51, 52). NCAM yalmzca
gelisme esnasinda MSS’nin yapisal organizasyonuna katkida bulunmaz, aym
zamanda beyindeki tahrip olmug sinaptik modifikasyonlarin diizelmesine de
yardimer olur (52). Son arastirmalarda NCAM molekiillerinin &grenme ve
bellegin olusmasinda onemli rol oynadiklann, NCAM ve PSA-NCAM’in
eliminsayonunun 6grenme eksiklikleri ile sonuclandigy gézlenmistir (7, 17, 21,

44),

Uzun donem hafizanin olugmasinda da NCAM’in &nemli roli vardir (51).

Ogrenme siirecinde noéronal baglantilarda yapisal degisikliklerin olugmasi ile ve
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yeniden organizasyon isleminde NCAM molekiilleri gorev almaktadir (54).
NCAM antikorlarinin intraventrikiiler enjeksiyonu ile ratlarda, enjeksiyondan 6-8
saat sonra 6grenme ve uzun donem hafizaya zarar verdigi, 48 saat sonra yapilan
pasif sakinma “cevabi testi ile gosterilmistir (56). Benzer deneysel g¢alisma
tavuklarda da yapilmis ve bariz amnezi tablosu saptanmistir (37). Aym sekilde
NCAM geninden yoksun farelerde uzaysal 6grenme ve bulma yeteneginin
bozuldugu, Morris water maze testlerinde geri kalmalar oldugu saptanmugtir (16,
17). Bununla birlikte 6grenmedeki bu yetersizligin neden kaynaklandifn tam
olarak bilinmemektedir. Ancak NCAM’in posttranslasyonel modifikasyonunda
Ogrenme ile iigili degisiklikler gozlemlenmistir. Calismamizda kronik tiner
bagimliligi  ile, NCAM-180 ekspresyonunun  ozellikle hipokampusta
baskilandifinin gdsterilmis, ve buna paralel olarak tiner grubu ratlarda Morris

water maze testinde geri kaldiklar1 saptanmugtir.

Yaptigimiz elektroforez isleminde tlim gruplardaki hipokampuslarda
NCAM-120 ve NCAM-140 ekspresyonu farklilik gostermemistir. Tiner ve
iyilesme gruplarmda hipokampusta NCAM-180 ekspresyonu sirasiyla kontrol ve
tiner gruplar ile karsilastirildifinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmigtir.
Serebellum ve kortekste ise tiim gruplarda NCAM tipleri birbirlerine yakin
oranlarda goriilmektedir. Bu oranin hipokampusta NCAM-120 ve NCAM-140

tiplerinde de birbirlerine yakin bulunmast literatiir ile uyumludur (61).

Yapilan bir calismada NCAM-180’in polisializasyonunun ratlarda pasif
bir cevabin konsolidasyonu ve olusumu esnasinda gegici olarak yiikseldigi
gosterilmistir.  Polisializasyonunun artigindaki primer etkileri NCAM’in

izoformlarindan olan NCAM-180 i¢in gosterilmistir (18). PSA-NCAM diizeyinin
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gecici yikseltilmesi 6grenme islevlerinde artis ile sonuglanmistir (44).
Calismamizla iyilesme grubunda NCAM-180 ekspresyonunda azalma olmasina
kargin fonksiyonel incelemede Morris water maze testinde 6grenme islevinde

diizelme saptandi.

Tiner inhalasyonunun belli bir doz {lizerinde uzun siire alinmasi beyinde,
bobrekte, barsaklarda, karacigerde gesitli bozukluklara neden olur. Bu etkilerin bir
kism: biyokimyasal olarak lipid peroksidasyonu ve ROU aktivasyonu ile ortaya
¢ikar. Lipid peroksidasyon olusumu strasinda in vitro ¢alismalarda; bunun, serbest
oksijen radikallerinin ve aragidonik asit metabolizmasinin indirekt uyarilmasini
saglayarak prostoglandin, tromboksan ve lokotrien konsantrasyonunun artigina
neden olur (48). Bu metabolitler enflamasyon sirasinda agiga c¢ikan maddelerdir.
Hiicre membram diizeyinde etkileri ile organizmada 6dem, ytksek ates ile
baslayan bulgular olusturarak enflamasyondan nekroza kadar gidebilecek bir
tabloya neden olabilirler (48). Tinerin 6grenme ve hafiza iizerine olan olumsuz
etkilerinde bu temel reaksiyonlarin aktive olmasi etkili olmustur. Calismamizda
hipokampus, korteks ve serebellumda tiner grubunda diger gruplardan istatistiksel
olarak anlamli miktarda fazla MDA olustugu goriildii. Bu bulgu tinerin ndral

dokuda yaptig1 hasarmn en bariz kanitidir.

Beyinde esas fonksiyon géren hiicreler olan néronlarin iglevlerini yerine
getirebilmeleri igin birbirleri ile baglantida olmalan gerekmektedir. Bu baglantilar
cesitli nedenlerle saglanamadiginda, fonksiyon kaybi ile kendisini belli edecektir.
Yaslanma ve kronik inhalanlara maruz kalma bu tiir islev kayiplarina neden olur.

Sanayide bol miktarda kullamilan tinerin serebral fonksiyon kaybina yol agtif
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bilinmektedir. Son dénemde alkol, etanol ve tiner gibi aromatik hidrokarbonlarin

NCAM’ler ile iliskisi incelenerek hafiza tizerindeki etkileri arastirilmaktadir.

Yaptigimiz Morris water maze 6grenme testinde tiner inhalasyonu yapilan
ratlarin 6grenme ve bulma yeteneginde (uzaysal hafiza) kontro]l grubuna gére
gecikme gozlerimistir. Tiner grubunda diger gruplar gibi, 6grenme (bulma) olay1
ilk giinde 45 sn. civarinda baglamis, besinci giinde 15 sn. civarinda sabitlenmisgtir.
Bu siire kontrol grubunda 6 sn civarinda iyilesme grubunda ise 10 sn diizeyine
inmistir. Bulgularimiz tiner kullaniminin birakildiktan sonra 6grenme ve ve hafiza

fonksiyonunun iyilesmeye basladigim gostermektedir.

Tiner ile olusturulan kronik toksisite siirecinde bozulan oksidan ve
antioksidan denge ile metabolik bozukluklar beyin dokusunda gesitli diizeyde
fonksiyonel veya yapisal bozukluklara neden olabilir. Bu nedenle NCAM
miktarlarinda olugan bu farklilik beyin dokusunun rejenerasyon islevi ile iligkili
olabilir. Ciinkii rejenere olan retinal ganglionlarda ve kimyasal olarak olusturulan
beyin hasar1 sonucunda dokunun rejenerasyon siirecinde NCAM miktarlarinda
artis oldugu saptanomustir (9, 38). Calismamizda NCAM-120 grubunda korteks ve
serebellumda, NCAM-140 grubunda kortekste NCAM oranlarimn artti31, NCAM-
180 grubunda ise hipokampus, korteks ve serebellumda NCAM oranmin azaldig
gozlendi. Glutatyonun tiim gruplarda iyilesme dokularinda arttif1 ve Morris water

maze testi sonuglarinin iyilesme grubunda hedefi bulma oranimn tiner grubuna

gore diizelme kaydettigi izlendi.
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Vardigumiz sonuglar sunlardir:

a) Kronik tiner inhalasyonu NCAM-180 ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli (;erecede azalmaya neden olmustur.

b) Tinerin Ofrenme iizerinde olumsuz etkileri, NCAM-180
diizeylerinin diistikliigii ile paralel seyretmistir.

c) Tinere maruz kalmanmin ortadan kaldirilmas:i tinerin olumsuz
etkilerini geri g¢evirmesi, tinerin Ogrenme {izerine olumsuz etkilerinin geri

doniisiimlii olabilecegini gostermistir.
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