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OZET

YAPAY TATLANDIRICILARIN BAZI OMURGALI CANLILAR UZERINDEKI
ETKISi

DOKTORA PROGRAMI
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PAMUKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. EYUP BASKALE)
DENIZLI, 2016

Monosodyum glutamat (MSG) ve aspartam (ASP), son yillarda gida {irtinlerinde
oldukga fazla kullanilan yapay tatlandiricilardan biridir. Son yillardaki ¢aligmalar, MSG
ve ASP’nin davranissal, norokimyasal ve histopatolojik etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Bu ¢alismada, neonatal déonemdeki Wistar erkek siganlara ve Balb-c
farelere farkli ve tekrarlayan dozlarda uygulanan MSG ve ASP’nin si¢anlar ve
farelerdeki davranigsal, nérokimyasal ve histolojik parametreleri arasindaki iligkinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla 2 tip davranis testi uygulanarak (8 kollu 1sinsal
labirenttesti ile 6grenme ve bellek 6l¢iimii, agik alan testi ile lokomotor aktivitenin
Olgtimii) hayvanlardaki davranis degisiklikleri belirlenmistir. Ayrica, biyokimyasal
olarak GABA, glutamat, katekolamin ve dopamin diizeyleri, immunosorbent ELISA
assay metodu ile ol¢iilmistiir. Hayvanlardaki beyin histopatolojisini incelemek amaci
ile glial fibriler asidik protein (GFAP) ve mikrotiibiil iligkili protein (MAP-2)
kullanilmistir. 8 Kollu 1singal labirent ve agik alan testi sonuglarina gore, davranigsal
olarak ASP ve MSG’nin bazi doz gruplarinda, kontrol grubu sicanlar1 ve fareleri ile

karsilastirildiginda, istatistiksel agidan 6nemli fark bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: MSG, ASP, 8 kollu 1sinsal labirent, acik alan testi,

davranig parametreleri, nérokimyasal parametreler, histolojik parametreler.



ABSTRACT

EFFECTS ON SOME VERTEBRATE ANIMALSOF ARTIFIiCIAL
SWEETENERS

PH.D. PROGRAM
AYSEN KARDESLER
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF BIOLOGY

(SUPERVISOR: DOC. DR. EYUP BASKALE)

DENIZLI, 2016

Monosodium glutamate (MSG) and aspartame (ASP) are one of the quite widely used
artificial sweetener in food products over the last decade. Previous studies showed that
MSG and ASP have behavioural, neurochemical and histological effects on different
organs.

The main objective of this study is to investigate and analize the correlation between the
MSG and ASP applied at various dosages on the Wistar rats and Balb-c mice and
theirbehaviours, neurochemical and histological parameters, during their neonatal
period. To achieve this objective, we have performed 2different types of behavioral
tests: Learning abilities and memorial capacities were examined using an8 arm radial
maze; locomotor activity was tested by the open field test. Additionally, GABA,
glutamate, catecholamine and dopamine levels were also measured biochemically via
immunosorbent ELISA assay method. GFAP and MAP-2 immmuhistochemical stains
were used to examine the brain immunohistochemical pathology in animals.
Considering the results obtained through 8 arm radial maze test and the open field test,
we determined significantly different statistical results in terms of rats’ and mice’
behaviours, comparingthe control group’s values and the values of the rats and mice
subject to MSG and ASP dosages.

KEYWORDS: MSG, ASP, 8 arm radial maze, open field test, behavioural parameters,

neurochemical parameters, histological parameters.
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1.GIRIS

Gelisen teknoloji ile birlikte yapay tatlandiricilarin kullanimi son yillarda oldukga
artmistir. Bunun en 6nemli sebepleri arasinda; dogal kaynaklarin giderek tiikenmesi, raf
omrii uzun olan driinlerin ekonomik maliyetleri disiirerek kazanci artirmasi, yapay
riinlerin hemen hemen her AR-GE laboratuvarinda kolaylikla olusturularak elde

edilmesi sayilabilir.

Yapay tatlandiricilarin baglicalar1 arasinda aspartam (ASP), monosodyum
glutamat (MSG), asesiilfam potasyum, alitam, siklamat, sakarin, siiklaroz, siikroz,
fruktoz, sorbitol, mannitol, ksilitol bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde en dikkat ¢ekeni ASP
ve Cin tuzu olarak bilinen MSG’dir. Bu iki yapay tatlandirict ilkemizde siklikla
kullanilan tatlandiricilar olarak bilinmektedir. Bahsi gegen bu iki yapay tatlandirici
tilkemizde, bebek mamasi, hazir gida iiriinleri (¢ikolata, cipsler, gazli igecekler, biskiiviler
vb.), kozmetik diriinler (el ve viicut kremleri, losyonlar, makyaj triinleri vb.), sentetik
ilaglar (analjezikler, parasetamol grubu ilaglar, dksiiriik suruplart vb.), diyet tiriinleri vb.
gibi dogal sekerin yerini tutan hemen hemen her {iriinde kullanilmaktadir. Ancak bu

tatlandiricilarin olumlu veya olumsuz etkileri heniiz tam olarak acik degildir.

1.1. MSG Tle Tigili Genel Bilgiler

MSG ilk kez 1866 yilinda Alman kimyager Karl Heinrich Leopold Ritthausen ile
taninmustir. 1907 yilinda, Kikunae lkeda isimli bilim adami MSG'yi komponentlerine
ayirmistir. Bunu takiben MSG gida sektdriine giris yaparak dogal olarak bulunan
tatlandiricilarin yerini ucuz maliyeti nedeni ile almistir. 1990’l1 yillarda ise tamamen

[3

yapay tatlandirict olarak kullanilmaya baslanmistir. MSG, gidalara “umami” diye
adlandirilan farkli bir tat katmaktadir ve bilimsel agidan, aci, tath, tuzlu ve eksinin
yaninda besinci tat olarak kabul edilmektedir (Niijima ve dig. 1980). Bir lezzet artiric
olan MSG, dilde tat alma reseptorlerini stimiile ederek alinan besinin tadini artirir.

Boylelikle metabolizmada sik yemek yeme istegini uyarir. Tatlandirici olarak kullanilma



sebeplerinden biri glutamik asitten daha ¢abuk ve daha iyi ¢oztinmesidir (Bellisle ve dig.
1991, Chevassus ve dig. 2002).

MSG, glutamatin y karbon atomuna, bir hidrojen atomu yerine bir sodyum
atomunun baglanmas ile meydana gelir (Sekil 1.1). MSG de sadece L-formunda aktiftir,
D-formunun ise aktivitesi yoktur. Ayrica 1s1 sonucu yapisi bozulur ve yapisindan bir mol
su kaybetmesi sonucu laktan formunu geger (Sekil 1.1). Maksimum reaksiyon gosterdigi
pH aralig1 5,5-8 arasindadir (Rogers ve Blundell 1990).

HO ONa*

NH,

Sekil 1. 1: Monosodyum glutamatin Kimyasal yapis1 (Rogers ve Blundell 1990).

Aslinda glutamat dogada dogal olarak bulunmaktadir. Birgok gida maddesinde ve
canli metabolizmasinda, protein ve peptidlerin aminoasit igerigi olarak veya serbest halde
bulunabilir. Proteine baglh olarak bulunan glutamat, lezzet verici 6zellige sahip degildir.
Sadece lizomer sekli lezzet verici aktiviteye sahiptir. Proteince zengin olan gidalar
yiiksek miktarda glutamat (protein ve peptidlerin aminoasit igerigi olarak) igerirken ¢ogu
sebzeler diisiik miktarlarda glutamat icermektedir. Bunun yaninda glutamatin yapay
formu olan MSG ise, viicuda girdiginde glutamat ve sodyum iyonuna ayrisir. Emilimin
biiyiik kismi1 bagirsak liimeninde gergeklesir. Viicudumuz, dogal glutamat ile tatlandiric
MSG’de bulunan glutamati ayirt edemediginden ayn1 mekanizma ile metabolize eder.
Ornegin viicudumuz domateste bulunan dogal glutamatla domates sosuna eklenmis MSG
arasindaki farki algilayamaz (Rogers ve Blundell 1990). Gidalara ilave edilen MSG,
proteine bagh glutamat ile karsilastirildiginda daha az absorbe edilmektedir. Glutamat
absorbe edildikten sonra, sitrik asit siklusu ile metabolize edilmektedir. Serbest veya

bagli glutamat da ayn1 yolla metabolize olmaktadir.



Beyinde glutamat, glutaminden glutaminaz enzimi ile veya o-ketoglutarattan,
glutamat dehidrogenaz ve glutamat oksalat transaminaz enzimleri ile meydana gelir.

Glutamatin degredasyonu ile a-ketoglutarat, GABA ve glutamin olusur (Sekil 1.2).

Glutamie

T |

- Wi 0,

Glutamate - GABA

m-Ketoglutarate

Sekil 1. 2: Glutamat metabolizmas1 (Newsholme ve dig. 2003).

MSG, birgok tilkede ve bizim iilkemizde de mevzuatlara uygun bir gida katki maddesi
olmasina ragmen, gidalarda kullanim miktar1 binde 1-8 arasindadir. On iki haftadan
kiiciik bebekler i¢in hazirlanmig gidalarda kullanilmamasi 6nerilen bu iiriiniin yan etkileri
hakkindaki tartigmalar halen devam etmektedir (Bhattacharya ve dig. 2011, Hellen ve
dig. 2013). Besin ve Ila¢ Birligi-FDA (Food and Drug Administration), MSG’nin diisiik

dozda alindiginda insanlar i¢in giivenli oldugunu bildirmistir.

FDA ayn1 zamanda astim, migren, epilepsi gibi bazi hastaliklara duyarli olan
insanlarda MSG’nin yan etkilerinin goriilebilecegini vurgulamistir. MSG metabolizmada
“Cin Restoran1 Sendromu” olarak tanimlanan etkilere sebep olabilir. MSG’nin asir1
kullanim1 bazi insanlarda gogiis agrisi, bas agrisi, yiizde kizariklik, nefes darligi, 6dem,
terleme gibi yan etkilere sebep olabilmektedir (Hashem ve dig. 2012). MSG’nin daha ¢ok
ve daha sik yeme istegi uyandirmasi, insanlarda obezite, diyabet ve Alzheimer gibi
birtakim hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir (Madhavadas ve dig. 2014,
Spolcova ve dig. 2015). MSG’nin ayrica yapilan hayvan deneylerinde bir takim yapisal,
davramgsal bozukluklara yol actig1 ortaya atilmistir (Kiss ve dig. 2005). Ornegin 1970
yilinda John Olney’in neonatal farelerde oral uygulanan MSG’nin beyin arkuat nukleusta
noronal dejenerasyonuna neden oldugunu ortaya koymustur (Olney 1970). Yine yapilan

bir ¢alismada, MSG merkezi endokrin axis bolgesini etkileyerek 6grenme giigliigiine ve



ayn1 zamanda, obeziteye ve gonadal fonksiyon bozuklugu gibi rahatsizliklara sebep

oldugu gosterilmistir (Bhattacharya ve dig. 2011).

1.1.1. Glutamatin Merkezi Sinir Sistemindeki Etkileri

Serebellum duyusal algi ve motor verimin (motor output) biitiinlesmesinde 6nemli
rol oynayan bir beyin bolgesidir ve istemli hareketlerin kontrolii ve koordinasyonuna
katilmaktadir (Standring ve dig. 2005). ik kez merkezi sinir sisteminde (MSS) kesfedilen
glutamat sinyal sisteminin, kemikler, karaciger, pankreas ve deri gibi néronal olmayan
dokulardaki fonksiyonlar1 heniiz net degildir. Glutamat memeli merkezi sisteminin temel
eksitator norotransmitterlerinden biridir ve glutamat reseptorlerini stimiile ederek

patolojik ve fizyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynar (Ganong 2005, Mattson 2008).

Glutamat ve aspartat gibi aminoasitler, santral sinir sisteminin temel
norotransmitterlerindendir (Gallo ve dig. 1982). Beyinde ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar (glutamat 10 mmol/L ve aspartat 4 mmol/L) ve sinir sonlarindaki sinaptik
iletimi yonlendirirerek néron igine iyon gecisini kontrol ederler. Glutamatin, noéronal
yasam, Sinaptogenesis, noronal plastisite, 6grenme ve hafiza iizerinde etkili oldugu
saptanmistir (Beal 1992, Choi 1988, Coyle ve dig. 1981, Dempsey 1996, Farooqui ve
Horrocks 1991, Koek ve dig. 1988, Nishizawa 2001). Ekstraseliiler aminoasitler, sinir
iletiminden sorumlu olmalarinin yani1 sira, norotoksisitenin de Onemli kaynagidir.
Glutamatin azalmasi normal eksitasyonun bozulmasina, artmasi ise kalsiyum dengesini
bozarak eksitotoksisiteye ve hiicre o6liimiine neden olur. Glutamat ve buna benzer
aminoasitlerin néronun gévdesinde, dendridlerde, glialarda akut sismeye ve sonug olarak
daha yavas noronal dejenerasyona yol agtiklart gosterilmistir (Beal 1992, Choi 1988,
Limbrick ve dig. 2003, Siesjo 1990, Siesjo ve Smith 1991, Siesjo 1992). Normal
kosullarda sinaptik araliktaki glutamat seviyelerini diizenleyen dengeli bir mekanizma
mevcuttur. Bu mekanizma, sinir sonlanmasinin presinaptik ucundaki reseptorler ve glia
hiicreleri ile hiicre dis1 fazla glutamatin sinaptik araliktan hiicre igine geri kazanilmasina
dayanmaktadir (Sekil 1.3) (Beal 1992, Choi 1988). Diger yandan, glutamat kuvvetli ve
hizli etki gosteren bir aminoasit olmasina ragmen glutamatin beyne direkt uygulanmasi
beyinde hasar yaratmamaktadir (Coyle ve dig. 1981). Ancak metabolik yetersizlige yol

acan veya c¢ok yiiksek glutamat salinnmina neden olan patolojik durumlar ise noron



olimiine neden olmaktadir (Albin ve Greenamyre 1992, Choi 1988, McGeer 1991,
Meldrum 1985, Rothman ve Olney 1986, Rothman ve Olney 1987).

lia Hiicresi

Sekil 1. 3: Glutamat salinimi ve geri alinimi (Beal 1992, Choi 1988).

Glutamat, serebellumun major noérotransmitterlerinden biridir (Gallo ve dig.
1982). Glutamat aktivasyonunun artis1 infant farelerde norolojik akimin genis bir sinaptik
araligr etkilemesine katkida bulunur (Goldsmith 2000). Siganlarda ise uzun siireli
depresyonun olusmasini tetikler (Calabresi ve dig. 1999). Ayn1 zamanda (Bojanic ve dig.
2004)’e gore yiiksek doz MSG’nin sinir hiicrelerinin asir1 uyarilarak hiicre hasar
goérmesine ve hatta oliimiine neden oldugunu agiklamiglardir ve bu da MSG’nin
eksitotoksik bir etkisi oldugunun kanitidir. Diger yandan, MSG’nin diisiik dozlar
sicanlarda epileptik ataklar1 tetiklemek i¢in kullanilmig, 6liim orani ve atak siddetinin

sicanin yasi ile dogru orantili olarak arttigi gozlenmistir (Arauz-Contreras ve Feria 1984).

1.1.2. Fare ve Sicanlar Uzerine Calismalar

MSG iizerine yapilan ilk arastirmalardan birinde, Bunyan (1976) farelere
dogumdan sonraki 1., 2., 3., 6., 7. ve 8. giinlerde karn ici, deri alt1 ve oral yollar ile bir

gram viicut agirhigi basina 3 mg MSG vermis, deneklerin %16’smin siitten kesilerek



oldigi, hayatta kalanlarin %90’ min ise fark edilir derecede obez oldugunu bulmustur.
Ayrica, neonatal farelere diizenli olarak yapilan enjeksiyonlarin viicut yaglanmasini

arttirmada oldukga giivenilir bir yontem oldugu saptanmistir (Bunyan ve dig. 1976).

MSG’nin fare ve siganlarda serbest radikallerin olusmasina, proteazlarin,
fosfolipazlarin ~ ve  endoniikleazlarin  aktivasyonuna, apoptotik  programlarin
transkripsiyonel aktivasyonuna ve genotoksisiteye yol agtigi kanitlanmistir (Farombi ve
Onyema 2006, Goldsmith 2000). Ayrica, metabolizmada glutamat diizeyleri arttig1 zaman
kalsiyum diizeyleri de artmakta ve serbest radikallerin olusmasi ile internal oksidatif stres
ve bunun sonucunda mitokondriyel hasar ve apoptozis meydana gelmektedir (Daniels ve
Brown 2001, Goldsmith 2000, Jiang ve dig. 2005).

MSG, farelerde secici nérodejenerasyona neden olmaktadir (Rogers ve dig. 1990).
Hu ve digerlerine (1998) gore MSG, hipotalamusta yer alan arkuat ¢ekirdekte ileri
seviyede nekroz meydana getirmektedir. Ayrica MSG, goz hiicrelerindeki bir¢ok yapida
hasara neden olabilmektedir (Lakk ve dig. 2015, Szabadfi ve dig. 2014). Bu hasar iki
asamada meydana gelmektedir. ilk asama, ileri derecede hiicre hacmi artis1 ikinci asama

ise nekroz ve sonugta hiicre kaybinin meydana gelmesidir.

Narayanan (2010)’in yaptig1 caligmada, neonatal donemde giinde viicut agirlig
basina 4 mg/kg MSG enjekte edilen 8 sigan deney grubu olarak, 8 sigan ise kontrol grubu
olarak kullanmigtir. Her iki gruba, dogumdan sonrasi dordiincii ayda, dokuz giin siiren yer
ogrenme testi uygulamistir. Deney sonuglarmma gore aragtirmact calisma grubunun
uzamsal hafizasinin zarar gérdiigiinii saptamig ve yer 6grenme ile hafiza fonksiyonlarinin
da MSG’ye baglh olarak zarar gordiigiini ileri stirmiistiir. Ayn1 ¢alismanin icerisindeki
diger bir deneyde ise si¢anlar 4 gruba ayrilmistir; ilk grup MSG ile beslenmis, ikinci grup
serum fizyolojik su ile beslenmis, tiglinci grup MSG ve yaninda askorbik asit ile
beslenmistir. Dordiincii grup ise sham grubu (herhangi bir miidahale yapilmayan) olarak
kullanilmis ve bu siganlar Yiikseltilmis Artt Testi-EPM (Elevated Plus Maze)- testine
sokulmustur. Test sonucuna goére MSG ile beslenen si¢anlarda norodavranissal
parametreler oldukc¢a azalmistir. MSG ile birlikte askorbik asitle beslenen galisma
grubunda, yer 6grenme ve hatirlama fonksiyonlarindaki bozukluk diizelmistir. Hatta ilk

ti¢ gruptaki denekler, oldukga iyi sonu¢ vermislerdir (Narayanan ve dig. 2010).



Yine bir calismada ise vitamin C, vitamin E ve quercetin’in siganlarin
karacigerinde, bobreklerinde ve beyinlerinde MSG nedeniyle meydana gelen oksidatif
hasar incelenmistir (Farombi ve Onyema 2006). Sicanlar iizerine yapilan bu ¢alismada,
viicut agirhi@r basina 4 mg/g MSG intraperitoneal yolla viicuda verilmis ve karaciger,
bobrek ve beyinde malondialdehit (MDA) artisina neden oldugu gozlenmistir. Yine ayni
calismada, MSG dozu uygulanan siganlara, vit. C, vit. E ve quercetin birlikte uygulanmis
ve bu uygulama sonucunda daha once artan MDA oranmi dismiistiir. Ayrica Vit. E,
karacigerdeki lipid peroksidasyonunu da distirmiistiir. Birlikte uygulanan vit. C ve

quercetinin ise beyni, membran hasarindan korumada etkili oldugu saptanmustir.

Dubovickyet ve digerleri (1996) postnatal 21. ve 65. giinlerde neonatal si¢anlara
uygulanan MSG’nin davranigsal olarak motor davranigi artirdigini saptamistir. Ayrica,
neonatal donemde uygulanan MSG’nin hipokampal CA1 piramidal hiicrelerinde spesifik
dejenerasyona sebep oldugu ve bu dejenerasyonun 6grenme bozuklugu ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Ishikawa 1997). Kiss ve digerleri (2007) ise postnatal 1., 3., 5., 7., ve 9.
glinlerde MSG ile muamele edilen siganlarda, uygulamadan sonraki 7. giinde lokomotor

aktivite artis1 ve ardindan hipoaktivite ve davranig bozukluklar1 saptamiglardir.

Neonatal siganlarda, MSG uygulamasi sonucunda, preoptik cekirdekte, arkuat
cekirdekte, ventrikiiler organlarda ve retinada lezyonlar meydana gelmektedir (Lucas ve
Newhouse 1957, Olney 1969, Olney ve Ho 1970, Reynolds ve dig. 1976). Keza bir¢ok
calisma, MSG’nin oral olarak uygulandigi zaman, zararli oldugunu gostermistir (Olney
ve Ho 1970, Reynolds ve dig. 1976).

1.2. ASP lle ilgili Genel Bilgiler

ASP, uzun zamandan beri kullanilan bir yapay tatlandiricidir. 1965 yilinda
kesfedildikten sonra 1971 yilinda merkezi Amerika’da bulunan FDA’ya giivenilirligi
konusunda basvuruda bulunulmustur. 1981 yilinda FDA tarafindan kuru gidalarda, 1983

yilinda da karbonatlh alkolsiiz iceceklerde kullanimina izin verilmistir.



Aspartamin, FDA’ya goére giinliik alim miktar1 50 mg/kg iken Diinya Saglik
Orgiitiine (World Health Organisation-WHO) gére ise giinliik alim miktar1 40 mg/kg’dur.
Minimum letal doz kemiricilerde 5000 mg/kg’dan daha fazla oldugu bildirilmistir
(Molinary 1984). Siikrozdan 180-200 kez daha tatli olmasi, aspartami daha popiiler hale
getirmistir. ASP’nin sulu ortamlardaki stabilitesinde 3 faktor rol oynar. Bu faktorler siire,
sicaklik ve pH degeridir (Baydar ve Sahin 1997). Ornegin, ASP uzun siire pisirme
sirasinda tatliligimi kaybederken, sicaklik yiikselmesi ve pH’in normal sinirlar digindaki
artig1 veya azalig1 aspartami, a ASP ve b ASP ile siklo-ASP izomerlerine ve metanole
dontstiiriir (Baydar ve Sahin 1997). Sonugta aspartami olusturan Kimyasallar agiga ¢iktigi

icin genel ASP yapisi bozulmaktadir.

ASP aslinda kimyasal olarak, fenilalanin (%50), aspartik asit (%40) ve
metanolden (%10) olusmaktadir. Bunlardan fenilalanin ve aspartik asit, viicutta eksitator
aminoasit olarak gorev yapmaktadir (Baydar ve Sahin 1997). Normalde bu iki aminoasit
metabolizmada serbest halde dolasmamaktadir. Bu yiizden fizyolojik olarak herhangi bir
olumsuz etkisi yoktur. Ancak disaridan yapay olarak alimlarinda, ayni etki s6z konusu
degildir. Metanol ise bilindigi tizere bir alkoldiir ve viicutta yikilarak formaldehite
dontigmektedir. Metabolik olarak ASP, L-aspartik asit ve L-fenilalanin olmak iizere iki
aminoasitten olugmus bir aspartil fenilalanin metil esteridir, kimyasal yapis1 Sekil 1. 4’de

verilmistir.

Sekil 1. 4: Aspartamin Kimyasal yapisi1 (Baydar ve Sahin 1997).



ASP, gastrointestinal sistemde hidroliz ile aspartat, fenilalanin ve metanole ayrilir.
Aspartil-fenilalanin dipeptidi mukoza hiicrelerinde aspartat ve fenilalanin metabolize
edilmektedir. Mukoza hiicrelerine transportu ile intestinal limende metanole hidroliz
olmakta (Butchko ve dig. 2002) ve olusan metabolitler sistemik dolasima gegerek
absorblanmaktadir (Sekil 1. 5).

Sekil 1. 5: Aspartamin barsak liimeninde, mukoza hiicrelerinde ve organizmanin diger
kisimlarindaki biyolojik doniistimii (Baydar ve Sahin 1997).

Bir yapay dipeptit tatlandiric1 olan aspartamin, metabolik bilesenlerinin, nérolojik
ve davranis etkileri vardir (Ekong 2009). Literatiirde ASP’nin insanlardaki bas agrist,
epilepsi, panik atak veya felg gibi pek ¢ok hastaliga neden olabilecegini bildiren pek ¢cok
caligma mevcuttur (Abdel-Salam ve dig. 2012, Collison ve dig. 2012, Swithers 2013).
Ayrica, ASP’nin bu hastaliklara neden olabilecegi FDA tarafindan da belirtilmistir.
Aspartamin yapisinda bulunan fenilalanin biiyiik bir notral aminoasittir ve yiiksek dozda
uygulandiktan sonra deney hayvanlarinda serotonin ve katekolamini inhibe etme 6zelligi
vardir. ASP, canli sistemlerde pek c¢ok mekanizmaya etki etmektedir. ASP ve noral
fonksiyon arasinda potansiyel bir iliski bulunmussa da sadece birka¢ calisma ile
sistematik olarak nérodavranigsal fonksiyonu test edebilme imkani saglanmustir. Ornegin,
MIT (Massachusetts Institute of Technology)’den Spiers (1998), ASP ve felg¢ olasiligi
hakkinda c¢aligmalar gelistirirken, norodavranigsal, bilissel ya da norofizyolojik
reaksiyonlar hakkinda bir model gelistirmislerdir. Norodavranissal ve norofizyolojik

degisiklikler baska arastirmacilar tarafindan da ortaya konmustur (Humphries ve dig.



2008, Spiers ve dig. 1998).

Aspartamin yapisinda bulunan fenilalanin nérotransmitter regulasyonunda énemli
bir rol oynadigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda aspartik asit de merkezi sinir sisteminde
ekstitator ndrotransmitter gibi davranmaktadir. Glutamat, asparajin ve glutamin bunlarin
prekorsirlarindan formlanmaktadir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda, fenilalaninin kan-
beyin bariyerini gegerek, ¢ok onemli norotransmitterlerin tiretiminin degismesine neden
oldugu bildirilmistir (Ekong 2009). Ayrica, fenilalaninden baska ASP’nin yapisinda
bulunan metanoliin de hiicresel yikima sebep olarak sitotoksisite ve korliige sebep

olabilecegi ortaya konmustur (Ekong 2009).

1.2.1. Kan Beyin Bariyerinde Aspartamin Etkisi

Kan beyin bariyerinin tehlikesi, kan beyin bariyeri {izerinden eksitotoksinlerin
(aspartam) gecisinin gergeklesmesidir. Gegis gerceklestiginde, serebrospinal sivi gesitli
ters reaksiyonlara sebep olabilir. Bunlar arasinda; sinirlerin, eksitotoksinlerin varligi
neticesinde asirt yangiy1 stimiile etmesi, dengesiz uyarim, tekrarlanmig yangi, azalan
intraseliiler ATP depolari, artan formaldehit varligi, intraseliiller kalsiyum alim degisimi,
hiicresel mitokondriyel hasar, hiicre duvarinin yikimi, serbest radikallerin salinimi ve

norodejenerasyon sayilabilir (Ekong 2009).

1.2.2. Beyin Kimyasi

Yapay tatlandirict aspartamin, néronal etkileri mevcuttur ve insanlar igin giivenli
kullanim miktar1 giinliikk alimda 50 mg/kg’1 gegmemelidir (Maher ve Wurtmant 1987).
Kafein ve ASP viicuda alindigi zaman; beyin, karaciger, bobrek, pankreas, endokrin
bezler ve diger organlarin hiicre fizyolojisini uyarici etkisi ortaya ¢ikar. ASP, metabolik
tirtin olarak fenilalanin ve aspartata cevrilir. Her ikisi de beyinde direkt stimiilator etkiye
sahiptir. Kafein ve aspartamin beyindeki aktivitelerinin toplam etkisi test edilerek,
dengeli bir fizyoloji olusturacak olan olgiiler 300 mg olarak belirlenmistir (Maher ve
Wurtmant 1987).



Tirozin, triptofan gibi aminoasitler aspartamin biiyiik miktarda alimindan sonra
NAAT (n-asetil aspartil glutamat) pozisyonu iizerinden yarigmali (kompetetiv) olarak
alinmaktadir. Bu sekilde alim, beyin kimyasinda olduk¢a énemlidir. Ornegin, viicuda
alinan aspartamin, kan-beyin bariyerinde fenilalaninine doniismesi ve bu fenilalaninin,
tirozin ve triptofan prekorsirlarinin yerine gegerek dopamin ve serotonin gibi 6nemli
norotransmitterlerin iiretilmesinde degisikliklere sebep oldugu belirlenmistir (Humphries
ve dig. 2008). Bununla birlikte, fenilalaninin, tirozin prekorsirlarinin yerine gegmesi ile
birlikte tirozin diizeyleri azalmakta ve beyinde dopaminin konsantrasyonunun diismesine
neden olmaktadir. Dopamin seviyesinin azalmasi da Parkinson gibi norolojik hastaliklari
tetiklemektedir (Humphries ve dig. 2008). Triptofan ise serotonin iiretiminde, 6nemli bir
prekorsirdir.  Kan-beyin bariyerinde fenilalaninin, triptofan prekorsirlarinin  yerine
gecmesi, triptofan diizeylerini azaltmakta ve bu da beyinde serotoninin azalmasina neden
olmaktadir. Sonugta azalan serotonin seviyesi ile depresyon insidansi artmaktadir
(Humphries ve dig. 2008). Yapilan bir ¢aligmada, aspartik asitin eksitator bir aminoasit
oldugu belirtilmistir (Vences-Mejia ve dig. 2006). Eksitator aminoasit olarak ASP,
beyinde metabolize olan bazi1 enzimlerin artisina yol agar. Bu enzimlerden biri sitokrom
P450°dir. Sitokrom P450, androjeninin Gstrojene aromatizasyonunda onemli rol oynar.
Ayn1 zamanda sitokrom P450, katekol formasyonu ve diger nérotransmitterlerin

metabolizmasinda da gérev almaktadir (Vences-Mejia ve dig. 2006).

Birgok norotransmitter, bir ya da birkag aminoasitin ikincil iriinleridir fakat,
aspartat tek bir aminoasitin iki par¢asindan biridir ve beyinde bir etkiye neden olmasi igin
ikinci bir iriine doniismesine gerek yoktur. Ciinkii belli sinir hiicrelerinde, aspartat ve
glutamati algilayan, reseptorler mevcuttur. Bu reseptorler, viicut fizyolojisini 6nemli

oranda etkilemektedir.

Aspartamin insanda major biyokimyasal etkisi, kanda ve muhtemelen beyinde
fenilalanin diizeylerini yiikseltmekte iken kemirgenlerde ana etkisi beyinde ve kanda
tirozin diizeylerini yiikseltmektir. Tirozin genellikle beyinde fenilalaninin etkisine
antidottur. Dopaminerjik nigrostriatal hiicrelerde, belli norotransmitterlerin artist bazi
enzimleri de etkilemektedir. Ornegin fenilalaninin artisi, tirozin hidroksilaz gibi enzimleri

inhibe eder ve sonugta norotransmitter sentezine ihtiya¢ duyulur (Maher ve Wurtmant



1987). Noronlarda fenilalaninin artis1 ayrica, beyin katekolaminlerinin ve serotoninin
tiretimini azaltir ve bu bolgedeki prekorsir aminoasitler kan-beyin bariyerine karsi gecis
icin birbirleri ile yarigirlar. Bundan dolayi, fizyolojik islemler bu transmitterlerin

etkilenmesinin yeterli miktarinin stirekli salinmasina baglidir (Maher ve Wurtmant 1987).

1.2.3. Fare ve Sicanlar Uzerine Cahsmalar

Aspartamin ve metabolik bilesenlerinin giivenilirligi, laboratuvar hayvanlarinda,
insanlarin tiiketebileceginden ¢ok daha yiiksek dozlar kullanilarak kapsamli toksikolojik
aragtirmalar ile degerlendirilmistir. Ornegin, oral LD50 (medyan letal doz) degerinin
tespiti i¢in fare ve sicanlarda yapilan akut toksisite ¢alismalarinda aspartamin toksik
olmadig1 bulunmustur (Janssen ve Heijden 1988, Klingberg ve dig. 1996). Ancak, sican
ve farelerde 10 g/kg dozunda yapilan subkronik toksisite ¢alismalarinda ise sadece
kemiricilerde kilo kaybina neden oldugu bildirilmistir (Klingberg ve dig. 1996). Diger
yandan, ASP kullanimiyla karacigerde fenilalanin hidroksilaz enzim aktivitesinde de
onemli artig gorilmistiir (Janssen ve Heijden 1988, Klingberg ve dig. 1996). Ayrica,
yapilan bir caligmada 25 adet, 7 haftalik Wistar erkek sigana, 250 mg/kg ile 1000 mg/kg
arasinda degisen ASP uygulanmis ve sonugta uzun siireli ASP uygulamasinin karacigerde

hepatik dokuda toksikolojik etkilerinin goriildiigii saptanmustir (Alkafafy ve dig. 2015).

Farelerde aspartamin, beyinde oksidatif stres parametreleri ve monoaminlere olan
etkisi, Morris su labirenti testi kullanilarak incelenmistir (Abdel-Salam ve dig. 2012). Bu
caligmaya gore, ASP yiiksek dozda uygulandigi zaman, Morris su labirenti testinde kacis
platformunu bulma siiresi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli Glgiide artmistir.
Ayrica, ASP uygulamasindan sonra beyin dokusunda oksidatif parametrelerden olan
malondialdehit (MDA) diizeyinde anlamli artis (%16,5), rediikte glutatyon (GSH)

diizeyinde ise anlamli bir azalma (%25,1) goriilmistiir.

Diger bir ¢alisma ise, uzun siireli ASP kullaniminin sigan beyninde antioksidan
savunma durumu tizerinde degisikliklere yol ac¢tigimi gostermistir (Abhilash ve dig.

2013). Bu calismaya gore, rastgele 3 gruba ayrilan siganlara kilogram basina 500 mg/kg



ve 1000 mg/kg ASP verilmis, kontrol grubuna ise 3 ml distile su verilmistir. Ardindan
beyinde GSH aktivitesi 6l¢lilmiis ve GSH diizeyinin her iki doz uygulanan ASP dozu i¢in
onemli derecede azaldigi goriilmiistiir. Ayrica histopatolojik olarak, 1000 mg/kg ASP
uygulanan siganlarda beyinde hafif damar tikanikligi saptanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, uzun siireli ASP kullaniminin sigan beyninde glutatyon bagimli sistem
tizerinden antioksidan/pro-oksidan diizeyini dengesizlestirdigi belirlenmistir (Abhilash ve
dig. 2013).

Aspartamin uzun siireli kullanimmnin, hayvan modellerinde karacigerde
antioksidan sistem ve hepatoseliiler yaralanma tizerine olan etkisi ile alakali bir
caligmada, ALT (alanin aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz), ALP (alkalin
fosfataz) diizeylerinin 6nemli oranda arttigi, GSH, GPx (glutatyon peroksidaz) ve GR
(glutatyon rediiktaz) diizeylerinin ise si¢an karacigerinde Onemli derecede azaldigi
belirlenmigtir (Abhilash ve dig. 2013). Histopatolojik olarak, uzun siireli ASP
kullaniminda, hepatoseliller yaralanma ve karaciger antioksidan diizeylerinde

degisikliklere yol agtig1 goriilmistiir (Abhilash ve dig. 2013).

Aspartamin icerdigi aspartat ve fenilalanin aminoasitlerinin norolojik sisteme ve
davranig tizerine etkileri yapilan c¢alismalara ragmen halen tartismalidir. Deney
hayvanlarinda yiiksek dozlarda ASP ve glutamat aminoasitlerinin, beyinde néronal hasara
neden oldugu gosterilmistir (Klingberg ve dig. 1996). ASP i¢in simdiye kadar bildirilen
en onemli toksik etkisi yiiksek konsantrasyonlarda, hipotalamusta noronal nekroz
olusturmasidir. Farelerde hipotalamik lezyonlar1 olusturan ASP ve glutamat
kombinasyonunun plazma diizeyi esik degeri 50-70mmol/100 ml olarak bildirilmistir
(Klingberg ve dig. 1996). Farelerde, tek doz uygulanan ASP ve glutamatin, hayvanlarin
%30’unda hipotalamusta hiicre 6liimiine neden oldugu, ayrica tek basina glutamatin da
hayvanlarin %17’sinde hipotalamik nekroza yol actigi goriilmiistiir (Klingberg ve dig.
1996). Ancak, ASP plazma konsantrasyonu 100 mmol/100 ml’den daha diisiik
oldugunda, yeni dogan farelerde hipotalamik neonatal nekroz gériilmemistir (Butchko ve
dig. 2002). Primatlarda ise, tek doz 2 g/kg ASP uygulanmasi ve yine ayn1 dozda ASP ile
1 g/kg glutamatin birlikte uygulamasimin ardindan yapilan histopatolojik incelemeler

sonucu, hipotalamusta néronal nekroz saptanmamistir (Reynolds ve dig. 1980).



Deney hayvanlarina yiiksek dozlarda uygulanan aspartamin, ndrotransmitterlerin
salinimina veya reseptor Kinetiklerine etkisinin olmadigi goriilmistiir. Ayrica aspartamin
beyinde, glutamat, GABA (gama-aminobiitirik asit) konsantrasyonlarin1 veya glutamat
reseptoriic olan N-metil-D-aspartat reseptorime (NMDA) baglanmay:1 etkilemedigi
bildirilmistir (Butchko ve dig. 2002). Fenilalanin ve tirozin gibi LNAA’larin (biiyiik
noétral aminoasit) kan-beyin engelini gegisleri, ortak bir tasiyiciyla gergeklesmektedir. Bu
gruptaki cesitli aminoasitler bu ortak tasiyictyla transport icin kendi aralarinda
yarismaktadirlar. Aspartamdan elde edilen fenilalanin ve tirozinin yiiksek plazma
diizeyleri, triptofan ve dallanmis zincirli aminoasitler valin, 16sin ve izoldsin gibi ortak
tastyict igin yarisan aminoasitlerin kan beyin engelinden gegislerini inhibe ederler. Bu
durum merkezi sinir sisteminde (MSS) bu aminoasitlerin eksikligiyle sonuglanabilir
(Klingberg ve dig. 1996, La Buda ve Hale 2000). Bu nedenle, ASP kullaniminin beyinde
aminoasitlerin konsantrasyonlarini degistirme ve MSS’nin fonksiyonlarini etkileme
olasiligi vardir. Bu hipotezler deney hayvanlarinda test edilmis ve goriilen bu
degisimlerin ASP kullanilmasinin ardindan bildirilen nérolojik sikayetler ile baglantili
olabilecegi distiniilmiistiir (Klingberg ve dig. 1996). Glukoz ve aspartamin kombine
kullaniminin MSS’nde fenilalaninin dramatik yiikselisine neden oldugu si¢anlarda

gosterilmistir (Abdel-Salam ve dig. 2012).

ASP tiiketiminin beyinde fenilalanin diizeyini arttirmasina bagl olarak
katekolaminlerin veya serotonin sentezlerini etkileyebilecegi ve kimyasal maddelerle
indiiklenen epileptik tutariklara neden olabilecegi bildirilmistir (Rowan ve dig. 1995).
Ancak bu bulgular, bir¢ok arastirma sonucu ile de uyumlu degildir. ASP verilen yeni
dogan siganlarda, uygulamadan 218 giin sonra epileptik tutariklar bildirilmistir. Yapilan
bu ¢alismalarin sonucunda, ortalama giinlik ASP aliminin 10 katindan yiiksek dozlarda
aspartamin epilepside elektroensefalogram (EEG) sonuglarina etkisi olmadigi, noébet
hassasiyetini etkilemedigi ve prokonviilsan olmadigi bildirilmistir (Butchko ve dig.
2002).



1.3. Amag

Bu calismada, giiniimiizde ticari olarak gidalarda olduk¢a yaygin sekilde

kullanilan iki 6nemli yapay tatlandirict olan ASP ve MSG’nin deneysel model sistemi

kullanilarak sigan ve fare tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu

kapsamda;

ASP ve MSG, canlilarda embriyonal gelisim sirasinda teratojenik ozellige
sahip olmamasina ragmen, embriyonal gelisim sonrasinda nérolojik ve
davranis Ozellikleri agisindan degerlendirilmesi gereken bir kimyasaldir. Bu
nedenle farkli dozlarda uygulanan ASP ve MSG’nin sigan ve farelerde agik
alan testi ve 8 kollu 1sinsal labirent testi ile, norolojik ve davranis 6zellikleri

belirlenmesi,

Farkli dozlarda uygulanan ASP ve MSG’ nin fare ve sigan beynindeki toksik
etkilerinin arastirilmasi igin malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH),

stiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerinin belirlenmesi,

ELISA yontemi ile fare ve siganlarin beyin dokusundan glutamat, GABA,
katekolaminler ~ve  dopamin  diizeylerine bakilarak bu  Onemli
norotransmitterlerin  varhigimin ASP ve MSG uygulamasindan sonraki

anlamliliginin belirlenmesi,

ASP ve MSG’nin histolojik ve immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak
fare ve siganlarin beyin hipokampiis bdlgesindeki histopatolojik

degisikliklerin incelenmesi amaglanmustir.

Sonug olarak, ASP ve MSG’nin fare ve si¢anlar iizerindeki davranissal,

biyokimyasal ve histopatolojik etkilerinin bir biitin olarak degerlendirilmesi

amaclanmustir.



2. YONTEM

2.1. Fare ve Sicanlari Elde Edilmesi ve Genel Islemler

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (DEHAM)’nden elde
edilen 54 adet erkek Balb-c fare ve 54 adet erkek Wistar sican ¢alisma kapsamina
alinmistir. Hayvanlar, laktasyondan sonra annelerinden ayrilarak ¢alismanin yiiriitiilecegi
arastirma laboratuvarina getirilmistir. Arastirma laboratuvarida oda sicakligi 25+1°C’de
sabit tutulmus ve hayvanlarin gece-giindiiz periyoduna uygun sekilde besin ihtiyaglari
karsilanmistir. Hayvanlar laboratuvara getirildikten 24 saat sonra agik alan testine
alinmistir. Agik alan testini takip eden giin (24 saat sonra), 8 kollu 1sinsal labirent testi
icin egitimin ilk giini baslatilmistir. Hayvanlara 8 kollu 1smnsal labirent testi oncesi
agirliklarinin %85’inden asagi inmeyecek sekilde besin kisitlamasi yapilmistir. Ardindan,
biyokimyasal ve histopatolojik arastirmalar yapilmistir. Deneyin planlanmasina ait

ayrintilar ilgili boliimlerde verilmektedir.

2.2. Deney Gruplari

Calismamizda, deney grubu olarak secilen omurgali hayvanlar sigan ve fare olarak

se¢ilmistir. Deney grubunun planlanmasi su sekildedir:

1. Siganlar igin: (Kontrol grubu, ASP grubu, MSG grubu).
2. Fareler i¢in: (Kontrol grubu, ASP grubu, MSG grubu).

2.2.1. Fare ve Sican Deney Gruplan

1. KONTROL GRUBU

Neonatal donemdeki hayvanlara; davranis testi egitimlerinden sonra 1., 3., 5., 7., 9.,
11., 13. ve 15. giinlerde serum fizyolojik uygulanmistir. Serum fizyolojik dozu, ¢alisma
grubuna uygulanacak ASP ve MSG dozlar ile ayn1 dozda olacak sekilde ayarlanmistir.

Enjeksiyonlar, intraperitoneal olarak uygulanmistir.



2. ASPARTAM GRUBU

Neonatal donemdeki hayvanlara; davranis testi egitimlerinden sonra 1., 3., 5., 7., 9.,
11., 13. ve 15. giinlerde intraperitoneal olarak ASP uygulanmistir. Uygulanan ASP
dozlar su sekildedir:

1. grup: 50 mg/kg 6 adet.
2. grup: 100 mg/kg 6 adet.
3. grup: 200 mg/kg 6 adet.

4. grup: 2500 mg/kg 6 adet.

3. MSG GRUBU

Neonatal donemdeki hayvanlara; davranis testi egitimlerinden sonra 1., 3., 5., 7., 9.,
11., 13. ve 15. giinlerde intraperitonal olarak MSG uygulanmistir. Uygulanan MSG
dozlar su sekildedir:

1. grup: 50 mg/kg 6 adet.
2. grup: 100 mg/kg 6 adet.
3. grup: 200 mg/kg 6 adet.

4. grup: 2500 mg/kg 6 adet.

2.3. Enjeksiyon Yontemi

Enjeksiyonlar (kontrol igin serum fizyolojik, ASP ve MSG i¢in 50 mg/kg, 100
mg/kg, 200 mg/kg) fare ve siganlar igin intraperitoneal olarak yapilmistir. MSG ve ASP
dozlarindan sadece 2500 mg/kg dozu, hayvanlarin igme sularina karistirtlmistir. Hayvan
deney gruplarinda MSG ve ASP i¢in doz enjeksiyonlari; 1. grup: 50 mg/kg, 2. grup: 100
mg/kg, 3. grup: 200 mg/kg, 4. grup: 2500 mg/kg seklinde uygulanmustir.



2.4. Fare ve Sicanlarda Ogrenme ve Bellek Deneyleri

Fare ve siganlarda 6grenme ve bellek deneyleri olarak 8 kollu 1sinsal labirent testi

uygulanmistir.

2.4.1. Sekiz Kollu Ismsal Labirent Testi Ozellikleri

Fare ve siganlarin 6grenme ve bellek fonksiyonlarimi test etmek amaci ile 8 kollu
1isinsal labirent testi uygulanmistir. Labirent 8 adet 1sinsal koldan olusmaktadir. Kollarin
her biri 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisligindedir. Her bir kolun etrafi cam malzeme ile
kapatilmigtir. Orta kisimda tiim Kollara gegisi saglayan merkezi bir alan olusturulmustur.
Hayvanlar bu merkezi alandan birakilarak teste tabi tutulmuslardir. 8 kollu 1sinsal
labirent, yerden 80 cm yiiksekliktedir ve 3 adet ayagi bulunmaktadir. Labirentin
bulundugu oda beyaz boyalidir (Sekil 2.1).

Labirentin etrafina, hayvanlarin yon bulmalarina yardimcit olmak amaci ile
gorseller (renkli posterler) yerlestirilmistir. Deney sessiz bir ortamda gergeklestirilmistir.
Labirent iistten 3 adet 1g1k kaynagi ile aydinlatilmigtir. Her bir kolun distal ucuna besin
odilu yerlestirilmistir. Deney sirasinda, hayvanlar besini yedikten sonra tekrar besin
yerlestirilmemis ve deney bitiminde her bir kol alkol ile temizlenmistir. Kollarin alkol ile
temizlenmesinin sebebi deneye tabi tutulan hayvanin bir 6nceki hayvanin digki ve
idrarindan etkilenmemesi ve yiyecegin kokusunu daha rahat alabilmesidir. Labirentte
ogrenme, besin arama giidiisii ile saglandigi i¢in, hayvanlar teste baslamadan 6nce normal
kilolarmin %85’inden asagi inmeyecek sekilde besin kisitlamasina tabi tutulmustur.

Deney, 14 giin boyunca her bir hayvan i¢in giinde 3 deneme olacak sekilde tasarlanmistir.
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Sekil 2 1: 8 Kollu isinsal labirent testi, A: Deney prosediiriiniin yapilisi, B: Deney
hayvaninin labirentte gezinme durumu, C-D: Labirentin sematik gosterimi.

2.4.1.1. Sekiz Kollu Ismnsal Labirent Testi i¢in Egitim

Sekiz kollu 1sinsal labirent testi i¢in gerekli enjeksiyonlar baslamadan once
hayvanlarin egitimleri yapilmistir. Egitimler, 3 giinliik 6n alistirma ve ardindan 14 giinliik
egitim seklinde bir programdan olusmaktadir. Egitimin toplam siiresi 10 dakika olarak
belirlenmistir. Hayvanlar her denemede 10 dakika dolmadan 8 kola girdiginde egitim
sonlandirilmistir.  Egitimlerin  ardindan  enjeksiyonlar1  gerceklestirilen hayvanlara
enjeksiyon sonrast da 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde de 8 kollu 1smnsal labirent testi

yaptirilmustir (Sekil 2.1).



2.4.1.2. Sekiz Kollu Ismnsal Labirent Testinin Uygulanmasi

Laktasyondan sonra galisma kapsamina alinan hayvanlar, 12 adet kontrol (MSG
icin 6 kontrol, ASP igin 6 kontrol), 48 adet MSG doz enjeksiyonu uygulanan grup ve 48
adet ASP doz enjeksiyonu uygulanan grup olacak sekilde gruplara ayrilmistir. 3 giinliik
On alistirma ve ardindan 14 giinliik egitim testi asamasindan sonra her bir grup igin
belirlenen MSG ve ASP dozlar1 uygulanmigtir. Uygulanan MSG ve ASP dozu toplam 8
ginlik (0. giin, 1. giin, 7. giin, 14. giin, 21. giin ve 28. giin) bir doz uygulamasindan
olugsmaktadir. MSG ve ASP dozlar1 uygulanmadan once her bir hayvanin agirliklar
tartilmistir. Ardindan, egitim ile benzer sekilde 14 giin boyunca giinde 3 sefer olacak
sekilde sekiz kollu 1sinsal labirent testi uygulanmistir Isinsal kollu labirent dlgiimleri

dikkate alinarak 2 tiirlii hesaplama yapilmistir:

1. Se¢im Dogrulugu: Hayvanin 10 dakika boyunca, dogru giris yapilana kadar
girilen kol sayisini ifade etmektedir. Her bir kola besin konur ve hayvanin hatasiz
davranarak her kola bir kez girerek besini bulmasi beklenir. Se¢im Dogrulugu i¢in
maksimum siire 10 dakikadir. Hayvanin 10 dakika siiresince 7 kola birer kez girip 8. kola
girmemesi 1 hata sayis1 seklinde skorlanmigtir. Ayn1 zamanda 10 dakika boyunca
hayvanin higbir kola girmemesi 8 hata sayisi skoru olarak degerlendirilmistir. Ornegin,
birinci kola besini koydugumuz zaman hayvan ikinci kola 1 defa, ii¢iincii kola 2 defa,
altinca kola 2 defa, yedinci kola 1 defa girip, geri kalan 1., 4., 5. ve de 8. kola girmemesi
durumunda, hayvanin girmedigi kollar da dahil olmak iizere toplamda hata sayisi, 6
olarak skorlanmistir. Bu skor, hayvanin 2 defa ayni kola iki kez girmesi (3. ve 6. kol,
1+1=2 hata skoru), 4 kola ise hi¢ girmemesi (1., 4., 5., 8. Kol; 1+1+1+1=4 hata skoru)

sonucunda belirlenmistir.

2. Cevap Gecikmesi: Labirentte gegirilen Toplam siire/Toplam girilen kol sayisini

ifade etmektedir.



- Labirentte gecirilen toplam siire tanima:

a) Hayvanin, sekiz kolun hepsine 10 dakikadan daha az siirede girdiyse, tim

kollara girmek i¢in gegirdigi siire saniye olarak alinmstir.

b) Hayvan, 10 dakika doldugu halde tiim kollara girmemisse deney
sonlandirilmistir. Bu durumda toplam siire 10 dakika (600 sn) olarak alinmigtir. MSG ve
ASP dozu uygulandiktan sonra hayvanlara 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde davranis testi
yapilmaistir.

Ornegin, hayvan 10 dakika siiresinde toplam 6 kola girmis ise cevap gecikmesi;
600/6=100 olarak belirlenmistir. Ote yandan, sekiz kolun hepsine toplam 480 saniyede
giren hayvanin cevap gecikmesi; 480/8= 60 olarak belirlenmistir. Ugiincii bir 6rnek
olarak, hayvan toplam 8 kolu hatal1 girisler de dahil olmak iizere toplamda 20 giris sayis1
ile tamamlamis ve tiim girisleri 400 saniye sonlandirmis ise, cevap gecikmesi, 400/20=20

olarak belirlenmistir.

2.5. Fare ve Siganlarda Lokomotor Aktivite Deneyleri

Fare ve siganlarda lokomotor aktivite ve anksiyete testleri icin, acik alan testi

uygulanmistir.

2.5.1. Agik Alan Testi

Fare ve sicanlarin lokomotor aktivite fonksiyonlarini test etmek amaci ile
aktivitemetre testi yapilmistir. Bir floresan lamba ile aydinlatilan aktivitemetre, siyah
zeminden olusmakta olup 45x45 cm®lik kare iistii agik bir alandir. Bu alan 50 cm
yiiksekliginde mdf ile gevrilmistir. Deneye baslarken her bir hayvanin platformun orta
noktasindan deney alanina birakilmistir. Deney esnasinda her bir hayvanin 3 dakika
boyunca aktiviteleri gozlenmistir. 3 dakikalik gozlem periyodunda, gezinerek gecirilen
stire (hayvanin kare alanda gezindigi siire), dogrulma sikligi (hayvanin 2 ayagi listiinde

durarak yaptigi dogrulma), temizlenme siresi (hayvanin 6z bakimini yaptigi siire)



kaydedilmistir. Fare ve siganlar icin aktivitemetre ile ilgili kayitlar, enjeksiyon éncesi ve
enjeksiyon sonrasi alinmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2 2: Agik alan testi, deney hayvaninin agik alanda gezinme durumu.

2.6. Fare ve Sicanlarlarda Biyokimyasal Deneyler

Calisma grubundaki fare ve siganlar dekapite edildikten sonra beyinleri ve
karacigerleri ¢ikarilarak -20 °C’de saklanmustir. Derin dondurucudan alinan ornekler
caligma yapilacagi zaman, doku homojenizasyonuna kadar gecen siirede buz akiisiiniin
tizerinde muhafaza edilmis ve sonra doku homojenizasyonu yapilmistir. Doku
homojenizasyonu, 100 mg doku i¢in 1xPBS ile homojenizator (WTW, Germany)
kullanilarak yapilmistir. Dopamin, glutamat, GABA ve katekolamin diizeyleri ELISA
(Enzim Bagimli Immiinosorbent Yéntemi, Cusabio, China) yontemi ile ¢alisiimistir
(Sekil 2.3).



Sekil 2 3: ELISA yontemi uygulanisi A: ELISA cihazi, B: ELISA ydnteminin yapilist.

2.6.1. Dopamin Konsantrasyonu

Beynin serebrum bolgesi icin dopamin konsantrasyonlarmin belirlenmesinde,
Cusabio Si¢can Dopamine ELISA Kit kullanilmistir. 100 mg doku i¢in 1xPBS ile
homojenizasyon yapilmistir. Homojenizasyonun ardindan dokular bir gece (overnight ) -
20 °C’de saklanmustir. Ertesi giin 2-8 °C’de 5000 RCF’de 5 dakika santrifiigasyon
yapilmustir. 100 pl siipernatant galismada kullamilmustir. 2 saat 37 °C’de inkiibe edilen
standart, kontrol ve drnekler 1 saat 37 °C’de biotin antibody ile inkiibe edilmistir. Wash
buffer ile yikama yapildiktan sonra, 1 saat 37 °C’de HRP avidin ile inkiibe edilmistir.
TMB substrat ile 37 °C’de 15-30 dakika inkiibasyon saglandiktan sonra stop solusyon ile
reaksiyon durdurulmus ve 450 nm’de Rayto RT-2100C Microplate Reader ELISA cihazi

ile kolorimetrik olarak konsantrasyonlari belirlenmistir.

2.6.2. Glutamat Konsantrasyonu

Beynin serebellum bolgesi icin glutamat konsantrasyonlarinin belirlenmesinde,
BioVision Glutamate Colorimetric Assay Kit kullanilmustir. Dokular, 1x10° hiicre i¢in
100 ul assay buffer kullanilacak sekilde homojenize edilmistir. 13.000 RCF’de 10 dakika
santrifiij edilen dokularin stipernatant kismi (50 pl) ¢alismada kullanilmistir. Reaksiyon



karisimi 90 ul assay buffer, 8 ul glutamat developer, 2 ul enzim karisimi olacak sekilde
belirlenmistir. Kontrol karisimina ise enzim karisimi konmamustir. Kontrol, standartlar ve
ornekler igin hazirlanan reaksiyon karisimi 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
450 nm’de Rayto RT-2100C Microplate Reader ELISA cihazi ile kolorimetrik olarak

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

2.6.3. GABA Konsantrasyonu

Beynin serebrum bolgesi igin GABA konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
Cusabio Sigan Gamma-aminobutyric acid (GABA) ELISA Kit kullanilmistir. 100 mg
doku i¢in 1xPBS ile homojenizasyon yapilmistir. Homojenizasyonun ardindan dokular
bir gece (overnight) -20 °C’de saklanmistir. Ertesi giin 2-8 °C’de 5000 RCF’de 5 dakika
santrifligasyon yapilmistir. ELISA testi igin santrifiigasyonu tamamlanan dokunun
stipernatant kismi1 (50 pl) caligmaya dahil edilmistir. Standart ve 6rneklere HRP konjugat
eklenerek 37 °C’de 40 dakika inkiibe edilmistir. Wash buffer ile yikama yapildiktan
sonra, TMB substrat ile 37 °C’de 20 dakika inkiibasyon saglanmistir. Stop solusyon ile
reaksiyon durdurulmus ve 450 nm’de Rayto RT-2100C Microplate Reader ELISA cihazi

ile kolorimetrik olarak konsantrasyonlari belirlenmistir.

2.6.4. Katekolamin Konsantrasyonu

Beynin serebrum bolgesi igin katekolamin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde,
Cusabio Si¢can Catecholamine (CA) ELISA Kit kullanilmigtir. 100 mg doku i¢in 1xPBS
ile homojenizasyon yapilmistir. Homojenizasyonun ardindan dokular bir gece (overnight)
-20 °C’de saklanmustir. Ertesi giin 2-8 °C’de 5000 RCF’de 5 dakika santrifiigasyon
yapilmistir. ELISA testi icin santrifiigasyonu tamamlanan dokunun siipernatant kismi
(100ul) calismaya dahil edilmistir. 2 saat 37 °C’de inkiibe edilen standart, kontrol ve
ornekler 1 saat 37 °C’de Biotin antibody ile inkiibe edilmistir. Wash buffer ile yikama
yapildiktan sonra, 1 saat 37 °C’de HRP avidin ile inkiibe edilmistir. TMB substrat ile 37
°C’de 15-30 dakika inkiibasyon saglandiktan sonra stop solusyon ile reaksiyon
durdurulmus ve 450 nm’de Rayto RT-2100C Microplate Reader ELISA cihaz1 ile

kolorimetrik olarak konsantrasyonlari belirlenmistir.



2.6.5. SOD Konsantrasyonu

Karaciger dokusundan SOD konsantrasyonunun belirlenmesinde, homojenizasyon
isleminde 1 gram doku igin 10 ml fosfat tamponu kullanilmistir. 0,02 M fosfat tamponu
pH: 7,8 olacak sekilde ayarlanmistir. Riboflavin soliisyonu, NBT ve EDTA+NaCN
hazirlanmistir. Bu tampon igerisinde karaciger dokusu homojenize edildikten sonra,
sirasiyla EDTA+NaCN, NBT ve riboflavin soliisyonlar1 eklenmistir. Standart, kor ve
ornekler, santirfiij edilmeden 15 dakika floresan 1sik altinda bekletilmistir. 560 nm’de
ornek ve standartlarin kore kars1 Shimadzu UV-1601 cihazi ile spektrofotometrik olarak

absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

2.6.6. GSH Konsantrasyonu

Karaciger dokusundan GSH konsantrasyonunun belirlenmesinde, KCI tamponu
icerisinde 1 gram dokuya 10 ml tampon kullanilacak sekilde homojenizasyon yapilmustir.
Protein ¢oktiirme soliisyonu, DTNB soliisyonu 0,3 M’lik fosfat tamponu, 0,15 N’lik KCI
tamponu hazirlanmigtir. Standart, kor ve orneklerin protein ¢oktiirmesi yapildiktan sonra,
1000 RCF’de 10 dakika santrifiigasyon yapilmistir. DTNB ile renklendirme asamasindan
sonra, ornek ve standartlarin kore karst Shimadzu UV-1601 cihazi ile spektrofotometrik

olarak absorbanslari 6lgtilmustiir.

2.6.7. MDA Konsantrasyonu

Karaciger dokusundan MDA konsantrasyonunun belirlenmesinde KCI tamponu
icerisinde 1 gram dokuya 10 ml. tampon kullanilacak sekilde homojenizasyon
yapilmigtir. SDS, asetat tamponu, thiobarbitiirik asit (TBA), 0,15 N KCI soliisyonu
hazirlanmistir. Standart, kor ve ornekler 1 saat kaynar suda bekletilmistir. Reaksiyonun
gerceklestigi, kaynar suda bekleyen tiiplerin renk degistirmesinden anlagilmistir.
Ardindan, tiipler 4000 RCF’de 10 dakika santirfiij edilmistir. Standart, kor ve 6rneklerin



stipernatant kisimlar1 (1,5 ul) ayrilarak 532 nm’de kore karst Shimadzu UV-1601 cihazi
ile spektrofotometrik olarak absorbanslar 6lgtilmiistiir.

2.7. Fare ve Sicanlarda Histopatolojik Degerlendirme

Deney ve kontrol grubundaki sican ve farelerin beyin dokularindaki farkliliklari
histopatololojik yontemlerle gormek amaciyla, histokimyasal ve immiinohistokimyasal
boyalar (Hematoksilen&Eosin- H&E boyama ve immiinohistokimyasal boyalar MAP-2:
Mikrotiibiil iligkili protein-2, GFAP: Glial fibriler asidik protein) kullanilarak
degerlendirmeler yapilmistir. Doku degerlendirmelerinde, genel olarak hiicresel nekroz,
noronal tabakada incelme ve reaktif gliozis wvarligi belirlenmeye calisilmistir.
Histopatolojik degerlendirmeler, her bir hayvanin beyin dokusundan H&E boyasi igin 2
lam, GFAP ve MAP-2 immiinohistolojik boyamalar1 i¢in ise 1’er lam olacak sekilde

alinan kesitler degerlendirilmistir.

2.7.1. Hematoksilen & Eosin (H&E) Boyama

1. Deparafinizasyon: Beyin doku kesitleri, 65 °C’de 25 dakika bekletilir (parafini
eritmek igin). 2 farkli ksilende 10’ar dakika bekletilir.

2. Dehidrasyon: Deparafinize edilmis beyin dokular sirasiyla Absolut alkol 5 dakika, %
95’lik alkolde 5 dakika, % 80’lik alkolde 10 dakika ve % 70’lik alkolde 10 dakika siireyle

gecirilmistir.
3. Dokular, ¢esme suyunda 2 dakika yikanir.

4. Hematoksilen asamasi: Beyin dokular1 hematoksilene alimip 4 dakika boyunca

tutulmustur.
5. Hematoksilenden ¢ikarilan dokular ¢esme suyunda 2 dakika boyunca yikanmustir.

6. Asit alkol asamasi: Yikanan dokular asit alkole daldirilip 10 saniye soluk mavi renk

alana kadar tutulur.
7. Dokular, ¢cesme suyunda 1,5 dakika yikanir.

8. Dokular, amonyakli suda 5 saniye bekletilir.



9. Dokular, ¢esme suyunda 1,5 dakika yikanir.

10. Eozin asamasi: Yikamaya tabi tutulan dokular eozine daldirilip 1 dakika boyunca

tutulmustur.
11. Dokular, ¢gesme suyunda 30 saniye yikanir.

12. Cikis alkolii asamasi: Dehidrasyonda oldugu gibidir ancak alkollerin sirasi terstir.
Dokulardaki fazla eozini uzaklagtirmak igin sirasiyla % 70, % 80, % 95 ve absolut
alkolden gecirilir. Ik 3 alkole dokular daldirilip ¢ikarilirken absolut alkolde 10 dakika

tutulmustur.

13. Cikis ksilen asamasi: Dokular ¢ikis alkolinden alimir. Birka¢ dakika disarida
kurumaya birakilir ve esit miktarda karistirilmis alkol-ksilen soliisyonunda 1 dakika
bekletilir.

14. 1. Ksilende 5 dakika, 2. Ksilende 20 dakika bekletilir ve kapatilir.

15. Yapistirma: Cikis ksilenindeki dokular yapistirma ksilenine alinmistir. Burada teker

teker ¢ikarilip sentetik recine (Entellan) ile yapistirilip kurumaya birakilmstir.

Kesitler 5 mikronluk olacak sekilde, tam otomatik A550 rotary mikrotom cihazi ile
alinmigtir. Histolojik skorlama 0-3 arasinda yapilmistir. Buna gére H&E histolojik

boyanma agisindan skorlama asagidaki sekilde yapilmistir:
H&E histolojik skorlama:
Skor 0= Normal goriiniim.
Skor 1= Normal noronlar i¢inde birkag dejenere noron.
Skor 2= Daginik normal noronlar igerisinde orta sayida dejenere ndron.

Skor 3= Daginik normal noronlar igerisinde ¢ok sayida dejenere néron.

2.7.2. GFAP (Gilial Fibriler Asidik Protein) ve MAP-2 (Mikrotiibiil Iliskili
Protein) immunohistokimyasal Boyamalar

GFAP ve MAP-2 boyanacak poly-L-lizinli pozitif yiikli lamlara alinan doku

ornekleri avitin-biotin peroksidaz teknigi kullanilarak boyanmustir. Bir gece etiivde



deparafinizasyon igin 50 °C’de bekletilen kesitler, ksilende berraklastirilip, alkol
icerisinde rehidrate edilmistir. Antijeni agiga ¢ikarmak igin, 10 mM sitrathi tampon (pH:
6) icerisinde mikrodalga firinda 400 watta 20 dakika 1sitilmistir. Ayn1 tampon igerisinde
30 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesini ortadan kaldirmak igin kesitlere % 3’liikk hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilip
15 dakika bekletilmistir. Daha sonra kesitlerin immiinohistokimyasal olarak boyanmasi ile
tim boyama basamaklarimi sabit 1s1 ve kosullarda gergeklestiren tam otomatik
immiinohistokimya cihazinda (VENTANA, Benchmark/l.T., Ventana Medical Systems,
USA) gerceklestirilmistir. Otomatik boyama yapilan kesitlere primer antikor olarak GFAP
monoklonal antikoru (Roche, Klon adi EP672Y, kullanima hazir, diliisyon 1/100), MAP-2
monoklonal antikoru (Roche, Klon adi AP20, kullanima hazir, diliisyon 1/100)
kullanilarak hedeflenen proteinler goriiniir hale getirilmistir. Antikorlar ile inkiibasyon
stireleri 2 saat olarak uygulanmistir. Sonra sirasiyla % 70’lik alkolde 2 dakika, % 80’lik
alkolde 2 dakika, % 95’lik alkolde 2 dakika ve absolii alkolde 2 dakika bekletilmistir. Oda
sicakliginda kuruduktan sonra ksilolde, 15 dakika bekletilen kesitler entellan ile

kapatilmistir.

Immunohistokimyasal boyanma degerlendirilirken her olguda her bir antikor igin
kesitin tamami 151k mikroskobunun (Olympus BX51) x4, x10, x20, x40 biiylitmesinde
incelenmistir. Boyanmanin en yogun oldugu alanlarda mikroskobun x40 biiyiitmesinde,
noronlardaki nekroz dikkate alinarak her bir antikor i¢in uygun skorlama yapilmistir.
Immunohistolojik skorlama 0-3 arasinda yapilmistir. Buna gére GFAP ve MAP-2

ekspresyonlart agisindan skorlamalar asagidaki sekilde yapilmistir.

GFAP immiinohistokimyasal boyasinda skorlama:
Skor 0= Normal gortiniim.

Skor 1= Reaktif gliozis hafif artmus.

Skor 2= Reaktif gliozis orta diizeyde artmis.

Skor 3= Reaktif gliozis siddetli diizeyde artmus.



MAP-2 immiinohistokimyasal boyasinda skorlama:

Skor 0= Normal gortiniim.
Skor 1= Normale gore hafif azalmis, néronal tabakada incelme yok.
Skor 2= Normale gore orta diizeyde azalmig, ndronal tabakada incelme mevcut.

Skor 3= Normale gore belirgin azalmis, néronal tabakada incelme mevcut.

2.8. Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel verilerin degerlendirilmesinde, SPSS 21.0 software kullanilmistir.
Tanimlayic1 istatistikler, ortalamatstandart sapma, ortanca (minimum-maksimum
degerler) olarak ifade edilmistir. 8 kollu 1sinsal labirent testi, agik alan testi, biyokimyasal
parametreler ve histopatolojik verilerin hesaplanmasinda gruplar arasi karsilastirmada,
one way ANOVA Testi ve Mann Whitney U testi kullanilmistir. Acik alan testinde, ek
olarak Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek Testi kullanilmistur.



3. BULGULAR

3.1. Fare ve Sicanlarda Ogrenme ve Bellek Bulgular:

Fare ve siganlarda 6grenme ve bellek testi kapsaminda, toplam 54 fare ve 54 sigan
olmak tizere 108 hayvanda 8 kollu 1sinsal labirent testi uygulanmistir. Sekiz Kollu Isinsal
Labirent Testi kapsaminda fare ve siganlara uygulanan ASP ve MSG dozlar1 kapsaminda
hata sayis1 ve cevap gecikme siireleri kaydedilmis ve elde edilen sonuglarin istatistiksel

analizleri yapilmistir.

3.1.1. ASP dozlar1 uygulanan Sicanlarda é6grenme ve bellek sonuglari

Hata Sayisi degerleri: Siganlarda ASP dozlari i¢in uygulanan 8 kollu iginsal
labirent testinde hata sayis1 degerlerine bakildigi zaman, enjeksiyon 6ncesi ve 1. giin
uygulamalari arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark yoktur (p>0,05 Tablo 3.1).
Ancak, 7. giin, 14. giin, 21. giin ve 28. giinde ASP dozlar1 arasinda istatistiksel bakimdan
onemli farklar bulunmustur (p<0,05 Tablo 3.1). Istatistiksel bakimdan &nemli fark
bulunan ASP dozlar1 Mann Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan
onemli farkin tespit edildigi uygulama giinlerindeki bu farkin, hangi dozlar arasinda
oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel bakimdan énemli farkin tespit edildigi uygulama
glinlerindeki kontrol grubu ve doz gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar Tablo
3.2’de verilmistir. Siganlarda uygulanan ASP dozlar i¢in istatistiksel bakimdan fark elde

edilen hata sayis1 degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.1°de verilmistir.



Tablo 3. 1: Siganlarda ASP dozlar1 i¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Hata
Sayis1 degerlerine ait tanimlayic istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICAN ASP N Min Maks Ort |Std.H.| Sd F Onem
Kontrol 6 1 2 1,33 | 0,211
50 6 0 4 1,17 | 0,654
O.giin | 100 6 0 1 0,33 | 0,211 4 1,988 | 0,127
200 6 0 1 0,17 | 0,167
2500 6 0 2 1,00 | 0,365
Kontrol 6 0 2 1,00 | 0,447
50 6 0 5 2,00 | 0,775
l.giin | 100 6 1 3 2,17 | 0,307 4 1,531 | 0,224
200 6 0 7 3,17 | 1,222
2500 6 0 7 3,50 | 0,922
Kontrol 6 0 2 0,33 | 0,333
50 6 0 7 3,33 | 1,202
7.giin | 100 6 0 7 2,00 | 1,065 4 2,948 | 0,040*
200 6 0 5 1,83 | 0,792
2500 6 0 7 4,67 | 1,116
Kontrol 6 0 2 0,67 | 0,422
50 6 0 5 2,83 | 0,749
14.giin| 100 6 0 5 1,67 | 0,715 4 6,558 | 0,001**
200 6 0 6 1,83 | 0,980
2500 6 3 7 550 | 0,619
Kontrol 6 0 2 1,17 | 0,307
50 6 0 4 1,67 | 0,667
21.giin| 100 6 0 3 1,17 | 0,543 4 6,816 | 0,001**
200 6 0 3 1,17 | 0,477
2500 6 2 7 4,67 | 0,803
Kontrol 6 0 3 0,50 | 0,500
50 6 0 4 2,33 | 0,667
28.giin| 100 6 0 3 0,67 | 0,494 4 8,183 | 0,000**
200 6 0 3 1,00 | 0,516
2500 6 2 7 4,67 | 0,803

*p<0,05 **p<0,001



Tablo 3. 2:

Sicanlarda ASP dozlari igin uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Hata Sayis1 degerlerine ait Mann-Whitney U testi sonuglari.

Giinler Grup Mann-Whitney U p Giinler Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 7,00 0,093 Kontrol 50 15,50 0,699
Kontrol 100 9,00 0,180 Kontrol 100 17,50 0,937
Kontrol 200 8,50 0,132 Kontrol 200 17,00 0,937
Kontrol 2500 3,50 0,015* Kontrol 2500 1,00 0,004*
50 100 13,50 0,485 50 100 14,50 0,589
7.giin 21.giin
50 200 12,50 0,394 50 200 15,00 0,699
50 2500 13,00 0,485 50 2500 4,00 0,026*
100 200 17,50 0,937 100 200 17,50 0,937
100 2500 9,00 0,180 100 2500 2,00 0,009*
200 2500 7,00 0,093 200 2500 1,50 0,004*
Kontrol 50 6,00 0,065 Kontrol 50 6,00 0,065
Kontrol 100 11,00 0,310 Kontrol 100 15,50 0,699
Kontrol 200 13,00 0,485 Kontrol 200 13,00 0,485
Kontrol 2500 0,00 0,002* Kontrol 2500 1,50 0,004*
50 100 11,00 0,310 50 100 7,00 0,093
14.giin 28.giin
50 200 12,50 0,394 50 200 9,00 0,180
50 2500 4,00 0,026* 50 2500 7,00 0,093
100 200 17,00 0,937 100 200 15,00 0,699
100 2500 2,00 0,009* 100 2500 1,50 0,004*
200 2500 4,00 0,026* 200 2500 2,00 0,009*

*p<0,05
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Sekil 3. 1: Sicanlarda uygulanan ASP dozlar icin elde edilen hata sayisi degerlerinin grafiksel gosterimi. HSO: hata sayis1 0. giin, HS1: hata
sayist 1. giin, HS7: hata sayist 7. giin, HS14: hata sayis1 14. giin, HS21: hata sayis1 21. giin, HS28: hata sayist 28. giin.



Cevap Gecikmesi Degerleri: Siganlarda ASP dozlar ig¢in uygulanan 8 kollu
isisal labirent testinde cevap gecikmesi degerlerine bakildigi zaman, ASP’nin
uygulandigr tim giinlerde istatistiksel bakimdan 6nemli farklar bulunmustur (Tablo
3.3). Istatistiksel bakimdan 6nemli fark bulunan ASP dozlar1 Mann Whitney U testine
tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan oOnemli farkin tespit edildigi uygulama
giinlerindeki bu farkin hangi dozlar arasinda oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel
bakimdan 6nemli farkin tespit edildigi uygulama giinlerindeki kontrol grubu ve doz
gruplar1 arasindaki istatistiksel karsilastirmalar Tablo 3.4’de verilmistir. Sicanlarda
uygulanan ASP dozlan i¢in istatistiksel bakimdan fark elde edilen cevap gecikmesi

degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.2’de verilmistir.



Tablo 3. 3: Siganlarda ASP dozlari igin uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Cevap
Gecikmesi degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICAN ASP N Min Maks Ort |Std.H.| Sd F Onem
Kontrol 6 12 30 19,33 | 2,512
50 6 16 43 31,50 | 3,914
O.giin | 100 6 12 36 21,83 | 3,745 4 8,267 | 0,000**
200 6 10 23 16,83 | 2,301
2500 6 5 13 8,33 | 1,256
Kontrol 6 13 29 19,17 | 2,496
50 6 30 75 47,00 | 7,367
l.giin | 100 6 19 75 47,83 | 9,079 4 13,691 | 0,000**
200 6 14 31 23,00 | 2,620
2500 6 50 110 84,33 | 9,871
Kontrol| 6 10 51 21,17 | 6,600
50 6 12 67 31,33 | 8,102
7.giin | 100 6 18 39 28,83 | 2,937 4 12,017 | 0,000**
200 6 5 16 10,83 | 1,641
2500 6 40 100 72,83 |10,597
Kontrol| 6 11 28 16,33 | 2,418
50 6 14 56 31,67 | 6,381
14.gtin| 100 6 31 49 39,00 | 2,840 4 19,379 | 0,000**
200 6 8 17 12,00 | 1,291
2500 6 40 100 68,83 | 8,673
Kontrol| 6 14 41 20,50 | 4,185
50 6 11 36 18,00 | 3,812
21.giin| 100 6 27 68 43,00 | 6,377 4 21,542 | 0,000**
200 6 9 32 16,33 | 3,313
2500 6 60 100 70,33 | 6,412
Kontrol| 6 6 18 11,67 | 1,764
50 6 21 47 31,50 | 3,964
28.giin | 100 6 10 67 29,67 | 9,120 4 5,589 | 0,002*
200 6 7 16 10,67 | 1,453
2500 6 5 16 9,83 | 1,579

*p<0,05 **p<0,001




Tablo 3. 4:

Sicanlarda ASP dozlar1 i¢in uygulanan 8 Kkollu isinsal labirent testinde Cevap Gecikmesi degerlerine ait Mann-Whitney U testi

sonugclari.
Giinler Mann-Whitney U p Giinler Grup Mann-Whitney U p

Kontrol 50 5,00 0,041* Kontrol 50 10,00 0,240

Kontrol 100 17,00 0,937 Kontrol 100 9,00 0,180

Kontrol 200 15,50 0,699 Kontrol 200 10,00 0,240

Kontrol 2500 1,00 0,004* Kontrol 2500 1,50 0,004*

) 50 100 8,50 0,132 . 50 100 15,00 0,699
0.giin ’ : 7.glin

50 200 3,00 0,015* 50 200 2,50 0,009*

50 2500 0,00 0,002* 50 2500 4,00 0,026*

100 200 13,00 0,485 100 200 0,00 0,002*

100 2500 1,00 0,004* 100 2500 0,00 0,002*

200 2500 3,50 0,015* 200 2500 0,00 0,002*

Kontrol 50 0,00 0,002* Kontrol 50 7,50 0,093

Kontrol 100 4,00 0,026* Kontrol 100 0,00 0,002*

Kontrol 200 11,00 0,310 Kontrol 200 8,00 0,132

Kontrol 2500 0,00 0,002* Kontrol 2500 0,00 0,002*

} 50 100 17,50 0,937 . 50 100 10,50 0,240
1.giin 14.giin

50 200 1,50 0,004* 50 200 1,50 0,004*

50 2500 4,00 0,026* 50 2500 2,00 0,009

100 200 6,00 0,065 100 200 0,00 0,002*

100 2500 5,00 0,041* 100 2500 2,50 0,009*

200 2500 0,00 0,002* 200 2500 0,00 0,002*




Tablo 3. 4 (devam): Siganlarda ASP dozlari igin uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Cevap Gecikmesi degerlerine ait Mann-Whitney U testi sonuglari.

Giinler Grup Mann-Whitney U p Giinler Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 13,50 0,485 Kontrol 50 0,00 0,002*
Kontrol 100 3,00 0,015* Kontrol 100 7,50 0,093
Kontrol 200 9,00 0,180 Kontrol 200 15,50 0,699
Kontrol 2500 0,00 0,002* Kontrol 2500 13,50 0,485
. 50 100 2,50 0,009* . 50 100 14,50 0,589
21.gilin 28.giin
50 200 16,00 0,818 50 200 0,00 0,002*
50 2500 0,00 0,002* 50 2500 0,00 0,002*
100 200 2,00 0,009* 100 200 6,50 0,065
100 2500 4,00 0,026* 100 2500 5,00 0,041*
200 2500 0,00 0,002* 200 2500 15,50 0,699

*p<0,05 **p<0,001
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Sekil 3. 2: Sicanlarda uygulanan ASP dozlari i¢in elde edilen cevap gecikmesi degerlerinin grafiksel gosterimi. CGO: cevap gecikmesi 0. giin,
CG1: cevap gecikmesi 1. giin, CG7: cevap gecikmesi 7. giin, CG14: cevap gecikmesi 14. giin, CG21: cevap gecikmesi 21. giin, CG28: cevap
gecikmesi 28. giin.



3.1.2. MSG dozlar1 uygulanan Siganlarda 6grenme ve bellek sonuglari

Hata Sayist degerleri: Siganlarda MSG dozlari igin uygulanan 8 kollu 1sinsal
labirent testinde Hata Sayis1 degerlerine bakildigi zaman enjeksiyon oncesi ve
sonrasindaki giinlerde (1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde) hemen hemen ayni hata sayisi
gozlenmistir. Dolayisiyla gruplar kendi aralarinda ve giinler bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel bakimdan 6nemli bir fark saptanamamistir (p>0,05
Tablo 3.5).



Tablo 3. 5: Siganlarda MSG dozlar igin uygulanan 8 kollu isinsal labirent testinde Hata Sayisi
degerlerine ait tanimlayic istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

S'{/%EN N Min Maks Ort | Std.H. | Sd F | Onem
Kontrol | 6 1 2 1,33 0,211
50 6 0 2 0,50 0,342
O.giin | 100 6 0 2 0,50 0,342 4 10,997 | 0,427
200 6 0 2 0,33 0,333
2500 6 0 5 1,17 0,792
Kontrol | 6 0 2 1,00 0,447
50 6 0 4 2,00 0,683
l.giin | 100 6 0 6 1,50 0,957 4 10,607 | 0,661
200 6 0 7 2,33 1,202
2500 6 0 6 2,83 1,078
Kontrol | 6 0 2 0,33 0,333
50 6 0 1 0,33 0,211
7.gin| 100 6 0 3 1,33 0,494 4 11,662| 0,190
200 6 0 3 1,50 0,428
2500 6 0 4 1,17 0,601
Kontrol | 6 0 2 0,67 0,422
50 6 0 2 0,83 0,307
14.glin| 100 6 1 4 2,17 0,401 4 11,465| 0,243
200 6 0 6 1,50 0,957
2500 6 1 7 2,50 0,922
Kontrol | 6 0 2 1,17 0,307
50 6 0 5 2,00 0,775
21.giin| 100 6 0 3 1,17 0,477 4 11,380| 0,269
200 6 0 3 1,33 0,494
2500 6 0 2 0,33 0,333
Kontrol | 6 0 3 0,50 0,500
50 6 0 4 1,33 0,558
28.giin | 100 6 0 3 0,83 0,477 4 |2,264| 0,091
200 6 0 4 2,67 0,715
2500 6 0 5 2,33 0,803

Cevap Gecikmesi Degerleri: Sicanlarda MSG dozlan igin uygulanan 8 kollu
1smsal labirent testinde cevap gecikmesi degerlerine bakildigi zaman, 7. ve 21. giin
uygulanan doz gruplar arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark yoktur (p>0,05

Tablo 3.6). Ancak, MSG’nin uygulandig1 0. giin, 14. giin ve 28. giinlerde cevap



gecikmesi bakimindan doz gruplari arasinda istatistiksel bakimdan onemli farkliliklar
saptanmustir (Tablo 3.6). Istatistiksel bakimdan énemli fark bulunan MSG dozlar1 Mann
Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit edildigi
uygulama giinlerindeki bu farkin hangi dozlar arasinda oldugu tespit edilmistir.
Istatistiksel bakimdan &nemli farkin tespit edildigi uygulama giinlerindeki kontrol grubu
ve doz gruplari arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar Tablo 3.7°de verilmistir.
Sicanlarda uygulanan MSG dozlarn igin istatistiksel bakimdan fark elde edilen cevap

gecikmesi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.3’de verilmistir.



Tablo 3. 6: Siganlarda MSG dozlar1 i¢in uygulanan 8 kollu isinsal labirent testinde Cevap
Gecikmesi degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICAN MSG N Min Maks Ort Std. H. | Sd F Onem
Kontrol | 6 12 30 19,33 2,512
50 6 9 20 13,17 1,662
0.giin 100 6 9 21 14,67 2,231 | 4 |6,977|0,001**
200 6 14 39 21,50 3,775
2500 6 20 46 33,67 4,349
Kontrol | 6 13 29 19,17 2,496
50 6 15 20 17,50 0,764
1.giin 100 6 12 54 28,33 6,627 | 4 |2,832| 0,046*
200 6 15 55 26,50 6,276
2500 6 11 55 39,50 6,727
Kontrol | 6 10 51 21,17 6,600
50 6 9 19 13,17 1,424
7.giin 100 6 8 46 21,50 5812 | 4 |1,544| 0,220
200 6 16 49 24,00 5,209
2500 6 8 47 31,83 6,204
Kontrol | 6 11 28 16,33 2,418
50 6 11 30 19,33 3,106
14.giin 100 6 42 55 46,67 2,028 | 4 |8,555|0,000**
200 6 13 31 21,67 3,373
2500 6 11 60 37,50 8,354
Kontrol | 6 14 41 20,50 4,185
50 6 9 18 12,50 1,522
21.gin | 100 6 11 67 32,83 9,123 | 4 |1,670| 0,188
200 6 12 59 29,00 7,780
2500 6 15 46 26,17 5,009
Kontrol | 6 6 18 11,67 1,764
50 6 8 20 13,67 1,764
28.giin | 100 6 11 20 15,33 1,333 | 4 |5,251| 0,003*
200 6 11 44 22,33 5,487
2500 6 10 65 39,33 9,120

*p<0,05 **p<0,001



Tablo 3. 7:

Sicanlarda MSG dozlar i¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Cevap Gecikmesi degerlerine ait Mann-Whitney U testi

sonugclari.
Giinler Grup Mann-Whitney U p Giinler Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 6.50 0.065 Kontrol 50 14.50 0.589
Kontrol 100 11.00 0.310 Kontrol 100 0.00 0.002*
Kontrol 200 16.00 0.818 Kontrol 200 12.00 0.394
Kontrol 2500 3.50 0.015* Kontrol 2500 10.50 0.240
50 100 16.00 0.818 50 100 0.00 0.002*
0.giin 14.gilin
50 200 5.00 0.041* 50 200 15.50 0.699
50 2500 0.50 0.002* 50 2500 10.50 0.240
100 200 9.00 0.180 100 200 0.00 0.002*
100 2500 3.00 0.015* 100 2500 17.00 0.937
200 2500 7.50 0.093 200 2500 11.00 0.310
Kontrol 50 17.00 0.937 Kontrol 50 13.00 0.485
Kontrol 100 13.50 0.485 Kontrol 100 8.50 0.132
Kontrol 200 12.50 0.394 Kontrol 200 7.50 0.093
Kontrol 2500 6.50 0.065 Kontrol 2500 5.50 0.041*
50 100 12.00 0.394 50 100 14.00 0.589
l.glin 28.giin
50 200 11.00 0.310 50 200 11.00 0.310
50 2500 6.00 0.065 50 2500 7.50 0.093
100 200 18.00 1.000 100 200 15.00 0.699
100 2500 12.00 0.394 100 2500 10.00 0.240
200 2500 11.50 0.310 200 2500 10.00 0.240

*p<0,05
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Sekil 3. 3: Siganlarda uygulanan MSG dozlar i¢in elde edilen cevap gecikmesi degerlerinin grafiksel gésterimi. CGO: cevap gecikmesi 0. giin,
CG1: cevap gecikmesi 1. giin, CG7: cevap gecikmesi 7. giin, CG14: cevap gecikmesi 14. giin, CG21: cevap gecikmesi 21. giin, CG28: cevap
gecikmesi 28. giin.



3.1.3. ASP dozlar1 uygulanan Farelerde 6grenme ve bellek sonuglari

Hata Sayist degerleri: Farelerde ASP dozlar1 i¢in uygulanan 8 kollu isinsal
labirent testinde hata sayisi degerlerine bakildigi zaman enjeksiyon oncesi ve
sonrasindaki gilinlerde (1., 7., 14. ve 21. giinlerde) hemen hemen ayni hata sayisi
gozlenmistir. Dolayisiyla gruplar kendi aralarinda ve giinler bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel bakimdan 6nemli bir fark saptanamamustir (p>0,05
Tablo 3.8). Ancak, 28. giinde ASP dozlar1 arasinda istatistiksel bakimdan 6nemli farklar
bulunmustur (p<0,05 Tablo 3.8). Istatistiksel bakimdan &nemli fark bulunan ASP
dozlar1 Mann Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin
tespit edildigi uygulama giinlerindeki bu farkin, hangi dozlar arasinda oldugu tespit
edilmistir. Istatistiksel bakimdan énemli farkin tespit edildigi uygulama giinlerindeki
kontrol grubu ve doz gruplari arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar Tablo 3.9’da
verilmistir. Siganlarda uygulanan ASP dozlar1 i¢in istatistiksel bakimdan fark elde

edilen hata sayisi1 degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.4’de verilmistir.

Tablo 3. 8: Farelerde ASP dozlart i¢in uygulanan 8 kollu isinsal labirent testinde Hata
Sayist degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.



Fﬁng N | Min | Maks | Ort | Std.H. | Sd F Onem
Kontrol | 6 0 5 2,00 0,775
50 6 1 7 3,17 1,108
0.giin 100 6 0 6 3,00 0,894 4 | 0,934 | 0,460
200 6 0 7 3,67 1,116
2500 6 3 5 4,33 0,333
Kontrol | 6 1 3 2,17 0,307
50 6 1 7 4,00 1,033
1.giin 100 6 0 7 4,83 1,014 4 | 1,734 | 0,174
200 6 2 7 4,17 0,703
2500 6 1 5 3,17 0,601
Kontrol | 6 2 5 3,50 0,428
50 6 1 6 3,50 0,847
7.giin 100 6 0 5 2,33 0,715 4 | 0901 | 0478
200 6 2 7 4,33 0,919
2500 6 2 7 3,17 0,792
Kontrol | 6 0 5 1,67 0,715
50 6 2 7 3,83 0,749
14.glin 100 6 0 7 2,67 1,054 4 | 2,508 | 0,067
200 6 1 6 2,17 0,792
2500 6 3 7 4,83 0,703
Kontrol | 6 1 6 2,83 0,792
50 6 1 7 3,50 0,847
21.giin 100 6 1 7 3,83 1,167 4 | 1,312 | 0,293
200 6 0 5 3,17 0,792
2500 6 4 7 5,33 0,494
Kontrol | 6 0 3 1,00 0,632
50 6 2 8 4,33 0,843
28.giin 100 6 2 6 3,67 0,760 4 | 3,484 | 0,022*
200 6 0 7 4,50 0,992
2500 6 2 7 4,67 0,803

*p<0,05

Tablo 3. 9: Farelerde ASP dozlar i¢in uygulanan 8 kollu isinsal labirent testinde Hata
Sayist degerlerine ait Mann-Whitney U testi sonuglari.

‘ ‘ Grup ‘ Mann-Whitney U ‘ p ‘




Hs28

Kontrol 50 3,00 0,015*
Kontrol 100 6,00 0,065
Kontrol 200 4,00 0,026*
Kontrol 2500 3,00 0,015*
50 100 14,00 0,589
50 200 14,00 0,589
50 2500 16,00 0,818
100 200 13,00 0,485
100 2500 12,00 0,394
200 2500 18,00 1,000

*p<0,05
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Sekil 3. 4: Farelerde uygulanan ASP dozlari i¢in elde edilen hata sayis1 degerlerinin grafiksel gosterimi. HSO: hata sayis1 0. giin, HS1: hata sayisi
1. giin, HS7: hata say1s1 7. giin, HS14: hata sayis1 14. giin, HS21: hata sayis1 21. giin, HS28: hata sayis1 28. giin.



Cevap Gecikmesi Degerleri: Farelerde ASP dozlar1 ig¢in uygulanan 8 kollu
isisal labirent testinde cevap gecikmesi degerlerine bakildigi zaman, ASP’nin
uygulandigr 1., 14., 21. ve 28. giinlerde istatistiksel bakimdan o6nemli farklar
bulunmustur (Tablo 3.10). istatistiksel bakimdan 6nemli fark bulunan ASP dozlar
Mann Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit
edildigi uygulama giinlerindeki bu farkin hangi dozlar arasinda oldugu tespit edilmistir.
Istatistiksel bakimdan &nemli farkin tespit edildigi uygulama giinlerindeki kontrol grubu
ve doz gruplart arasindaki istatistiksel karsilastirmalar Tablo 3.11’de verilmistir.
Farelerde uygulanan ASP dozlan igin istatistiksel bakimdan fark elde edilen cevap

gecikmesi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.5°de verilmistir.



Tablo 3. 10: Farelerde ASP dozlari ig¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Cevap
Gecikmesi degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

FAA§PE N Min Maks Ort Std.H. |Sd| F Onem
Kontrol | 6 4 26 13,33 3,201
50 6 11 16 12,67 0,803

0.glin 100 6 7 27 12,17 3,124 | 4 | 0,565 | 0,691
200 6 10 30 15,00 3,055
2500 | 6 13 22 16,83 1,537
Kontrol | 6 5 11 7,83 0,946
50 6 6 30 11,67 3,712

lgin| 100 |6 5 28 15,50 3,948 | 4 | 2,826 | 0,046*
200 6 12 75 28,67 9,766
2500 | 6 4 18 8,17 2,120
Kontrol | 6 6 13 10,00 1,033
50 6 8 14 12,17 0,946

7.gin | 100 | 6 7 24 14,00 3,337 | 4 | 1,069 | 0,392
200 6 7 30 16,83 3,260
2500 | 6 6 22 12,67 2,445
Kontrol | 6 5 14 8,00 1,438
50 6 5 23 9,67 2,728

14.gin | 100 6 5 17 9,67 2,186 | 4 | 3,941 | 0,013*
200 6 10 41 22,17 4,468
2500 | 6 5 24 9,50 2,997
Kontrol | 6 6 10 7,50 0,619
50 6 14 22 18,00 1,065

21.giin| 100 6 7 24 14,83 2,915 | 4 {21,860 |0,000*%*
200 6 22 37 28,67 2,171
2500 | 6 7 13 10,17 0,910
Kontrol | 6 8 14 11,00 0,966
50 6 12 29 19,00 2,608

28.glin | 100 6 6 24 14,50 3,181 | 4 | 4,880 | 0,005*
200 | 6 12 36 23,33 3,490
2500 | 6 5 16 9,83 1,579

*p<0,05 **p<0,001



Tablo 3. 11: Farelerde ASP dozlar1 i¢in uygulanan 8 Kkollu 1sinsal labirent testinde Cevap
Gecikmesi degerlerine ait Mann-Whitney U testi sonuglari.

Giinler Grup Wanner; U p Giinler Grup Wm;inner; U p
Kontrol | 50 14,00 0,589 Kontrol | 50 0,00 0,002*
Kontrol | 100 11,00 0,310 Kontrol | 100 5,50 0,041*
Kontrol | 200 0,00 0,002* Kontrol | 200 0,00 0,002*
Kontrol | 2500 14,50 0,589 Kontrol | 2500 5,50 0,041*
1.giin 50 100 16,00 0,818 21.giin 50 100 14,00 0,589
50 200 4,00 0,026* 50 200 0,50 0,002*
50 2500 11,00 0,310 50 2500 0,00 0,002*
100 200 12,00 0,394 100 200 1,00 0,004*
100 2500 8,50 0,132 100 2500 13,00 0,485
200 2500 4,00 0,026* 200 2500 0,00 0,002*
Kontrol | 50 16,00 0,818 Kontrol | 50 5,00 0,041*
Kontrol | 100 14,50 0,589 Kontrol | 100 16,00 0,818
Kontrol | 200 1,50 0,004* Kontrol | 200 2,50 0,009*
Kontrol | 2500 18,00 1,000 Kontrol | 2500 13,50 0,485
14.giin 50 100 17,00 0,937 28 giin 50 100 12,00 0,394
50 200 3,00 0,015* 50 200 12,00 0,394
50 2500 16,00 0,818 50 2500 3,00 0,015*
100 200 4,50 0,026* 100 200 7,00 0,093
100 2500 15,50 0,699 100 2500 12,50 0,394
200 2500 4,00 0,026* 200 2500 2,00 0,009*

*p<0,05
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Sekil 3. 5: Farelerde uygulanan ASP dozlari i¢in elde edilen cevap gecikmesi degerlerinin grafiksel gosterimi. CGO: cevap gecikmesi 0. giin,
CG1: cevap gecikmesi 1. giin, CG7: cevap gecikmesi 7. giin, CG14: cevap gecikmesi 14. giin, CG21: cevap gecikmesi 21. giin, CG28: cevap
gecikmesi 28. giin.



3.1.4. MSG dozlar uygulanan Farelerde 6grenme ve bellek sonuglari

Hata Sayist degerleri: Farelerde MSG dozlar i¢in uygulanan 8 kollu i1sinsal
labirent testinde hata sayist degerlerine bakildigi zaman enjeksiyon Oncesi ve
sonrasindaki giinler (1, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde) karsilastirildiginda istatistiksel
bakimdan anlamli bir fark saptanamamustir (p>0,05 Tablo 3. 12).

Tablo 3. 12: Farelerde MSG dozlar1 i¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Hata
Sayis1 degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

FARE

MSG N Min Maks Ort Std. H. | Sd F Onem
Kontrol 6 0 5 2,00 0,775
50 6 0 6 2,50 0,957
0.giin 100 6 0 5 2,50 0,764 4 1,156 | 0,354
200 6 1 4 2,67 0,494
2500 6 0 2 0,83 0,307
Kontrol 6 1 3 2,17 0,307
50 6 0 5 3,00 0,775
1.giin 100 6 0 4 2,50 0,563 4 0,869 | 0,496
200 6 0 7 3,67 1,054
2500 6 1 4 2,17 0,477
Kontrol 6 2 5 3,50 0,428
50 6 0 5 3,17 0,792
7.glin 100 6 3 6 4,17 0,401 4 0,478 | 0,752
200 6 1 7 3,17 0,910
2500 6 0 5 3,00 0,683
Kontrol 6 0 5 1,67 0,715
50 6 0 4 2,00 0,683
14.giin 100 6 2 6 3,83 0,601 4 1,758 | 0,169
200 6 2 6 3,67 0,558
2500 6 0 6 3,33 1,085
Kontrol 6 1 6 2,83 0,792
50 6 0 3 1,67 0,422
21.giin 100 6 1 6 3,00 0,730 4 0,474 | 0,754
200 6 0 4 2,50 0,563
2500 6 0 6 2,83 1,167
Kontrol 6 0 3 1,00 0,632
50 6 1 5 3,17 0,543
28.giin 100 6 2 4 2,67 0,333 4 1,924 | 0,138
200 6 1 5 2,33 0,615
2500 6 0 7 3,50 1,118




Cevap Gecikmesi Degerleri: Farelerde MSG dozlar1 i¢in uygulanan 8 kollu
isisal labirent testinde cevap gecikmesi degerlerine bakildigi zaman, MSG’nin
uygulandigi enjeksiyon oncesi ve sonrasindaki giinlerde (1., 7., 14., 21. giinlerde)
istatistiksel bakimdan énemli farklar bulunmustur (Tablo 3.13). istatistiksel bakimdan
onemli fark bulunan MSG dozlar1 Mann Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel
bakimdan onemli farkin tespit edildigi uygulama giinlerindeki bu farkin hangi dozlar
arasinda oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit edildigi
uygulama giinlerindeki kontrol grubu ve doz gruplari arasindaki istatistiksel
karsilastirmalar Tablo 3.14° de verilmistir. Farelerde uygulanan MSG dozlan i¢in
istatistiksel bakimdan fark elde edilen cevap gecikmesi degerlerinin grafiksel gosterimi
Sekil 3.6’da verilmistir.



Tablo 3. 13: Farelerde MSG dozlari igin uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde Cevap
Gecikmesi degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

I?\'/IA\SRGE N Min Maks Ort Std.H. | Sd | F | Onem
Kontrol | 6 10 26 15,00 2,608
50 6 6 13 10,17 1,108

0.giin 100 6 10 23 15,67 2,275 | 4 |4,775|0,005*
200 6 8 16 12,50 1,360
2500 6 11 43 25,83 4,757
Kontrol | 6 5 11 7,83 0,946
50 6 8 21 13,33 1,961

1.giin 100 6 6 26 13,83 3,301 | 4 |2,704|0,053*
200 6 7 26 14,00 2,955
2500 | 6 11 46 23,50 5,881
Kontrol | 6 6 13 10,00 1,033
50 6 5 10 7,50 0,847

7.giin 100 6 5 21 9,83 2,372 | 4 |5,245|0,003*
200 6 7 10 8,17 0,543
2500 | 6 9 43 23,33 5,766
Kontrol | 6 5 14 8,00 1,438
50 6 5 14 9,00 1,438

14.giin 100 6 5 21 12,67 2,231 | 4 |5,9640,002*
200 6 11 21 15,83 1,701
2500 | 6 13 55 28,50 6,727
Kontrol | 6 6 15 8,33 1,382
50 6 10 18 13,83 1,302

21.giin 100 6 5 15 9,00 1,438 | 4 |2,887|0,043*
200 6 6 12 8,83 0,980
2500 6 7 22 13,17 2,330
Kontrol | 6 8 14 11,00 0,966
50 6 7 23 11,83 2,358

28.gilin 100 6 10 24 14,33 2,108 | 4 12,602 | 0,060
200 6 11 32 18,33 3,393
2500 6 12 33 21,67 4,063

*p<0,05



Tablo 3. 14: Farelerde MSG dozlan igin uygulanan 8 Kollu 1sinsal labirent testinde Cevap
Gecikmesi degerlerine ait Mann-Whitney U testi sonuglari.

Giinler Grup Wmsnner;/- U p Gtinler Grup Wmsnner; U p
Kontrol | 50 8,50 0,132 Kontrol | 50 14,00 0,589
Kontrol | 100 15,50 0,699 Kontrol | 100 8,50 0,132
Kontrol | 200 15,00 0,699 Kontrol | 200 2,50 0,009*
Kontrol | 2500 6,50 0,065 Kontrol | 2500 1,00 0,004*
50 100 6,50 0,065 50 100 11,50 0,310
0.giin 14.giin
50 200 10,50 0,240 50 200 3,50 0,015*
50 2500 2,50 0,009* 50 2500 1,00 0,004*
100 200 13,00 0,485 100 200 11,00 0,310
100 2500 8,00 0,132 100 2500 4,50 0,026*
200 2500 3,50 0,015* 200 2500 7,50 0,093
Kontrol | 50 4,50 0,026* Kontrol | 50 4,000 0,026*
Kontrol | 100 10,50 0,240 Kontrol | 100 14,500 0,589
Kontrol | 200 6,00 0,065 Kontrol | 200 14,000 0,589
Kontrol | 2500 0,50 0,002* Kontrol | 2500 7,500 0,093
50 100 16,50 0,818 50 100 4,500 0,026*
1.giin 21.giin
50 200 16,50 0,818 50 200 3,000 0,015*
50 2500 9,50 0,180 50 2500 15,500 0,699
100 200 16,00 0,818 100 200 16,000 0,818
100 2500 11,00 0,310 100 2500 10,000 0,240
200 2500 10,00 0,240 200 2500 9,000 0,180
Kontrol 50 8,00 0,132
Kontrol | 100 12,50 0,394
Kontrol | 200 10,00 0,240
Kontrol | 2500 7,00 0,093
7.giin 50 100 14,50 0,589
50 200 13,50 0,485
50 2500 2,50 0,009*
100 200 18,00 1,000
100 2500 5,00 0,041*
200 2500 2,50 0,009*

*p<0,05
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Sekil 3. 6: Farelerde uygulanan MSG dozlar i¢in elde edilen cevap gecikmesi degerlerinin grafiksel gosterimi. CGO: cevap gecikmesi 0. giin,
CG1: cevap gecikmesi 1. giin, CG7: cevap gecikmesi 7. giin, CG14: cevap gecikmesi 14. giin, CG21: cevap gecikmesi 21. giin, CG28: cevap
gecikmesi 28. giin.



3.2. Fare ve Sicanlarda Lokomotor Aktivite Bulgular:

Laktasyondan sonra annelerinden ayrilan hayvanlara, 1 giin sonra agik alan testi
uygulanmigtir. Agik alan testinde hayvanlarin 3 dakika boyunca, kare iistii agik bir
alanda toplam gezinme siireleri, dogrulma sikliklar: ve temizlenme siireleri
hesaplamalari, aspartam ve monosodyum glutamat icin Enjeksiyon Oncesi (EO) ve

Enjeksiyon Sonrasi (ES) belirlenmistir.

3.2.1. ASP dozlar1 uygulanan Siganlarda Ac¢ik Alan Testi Sonuglari

Gezinme Siiresi: ASP dozlar1 uygulanan siganlarda Enjeksiyon oncesi gezinme
stiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra gezinme siiresi arasindaki farkliliklar1 test
edebilmek igin Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi uygulanmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 3.15’de verilmistir. Siganlarda uygulanan ASP dozlari i¢in istatistiksel bakimdan

fark elde edilen gezinme siiresi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.7°de verilmistir.

Tablo 3. 15: Siganlarda ASP dozlari i¢in uygulanan agik alan testinde toplam Gezinme
Siiresi degerlerine ait tamimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi
sonuglart.

Wilcoxon eslestirilmis iki

Enjeksiyon Oncesi Enjeksiyon Sonrasi ]
ornek testi
Doz . ) z .
Min | Maks Ort+ss Min | Maks Ort+ss Sd ~ | Onem
gruplari degeri

Kontrol 10 56 32,83£17,826 10 53 31,33+£16,896 | 1 -1,89 0,059

ASP50 48 82 65,50+£13,368 19 43 32,00£9,252 1 -2,21 | 0,027*

ASP100 | 39 82 | 59,83£16266 | 17 | 48 | 31,671,827 | 1 | 2,20 | 0,028*

ASP200 38 83 58,33+17,338 16 42 29,67+10,093 1 -2,20 | 0,028*

ASP2500 62 94 82,67£10875 25 42 36,176,494 1 -2,20 | 0,028*

*p<0,05




100 GSeo
[ Gses

Gezinme Siresi (sn)

Eas
—177K77777—

©

T T T T
50 100 200 2500 kartral

Sigan ASP Doz Gruplan (mglkg)

Sekil 3. 7: Siganlarda uygulanan ASP dozlar1 i¢in elde edilen gezinme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. GSeo: enjeksiyon oOncesi gezinme siiresi. GSes:
enjeksiyon sonrasi gezinme siiresi.

Temizlenme Siiresi: ASP dozlart uygulanan siganlarda Enjeksiyon o6ncesi
temizlenme siiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra temizlenme siiresi arasindaki
farkliliklari test edebilmek igin Wilcoxon eslestirilmis iki érnek testi uygulanmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 3.16’da verilmistir. Sicanlarda uygulanan ASP dozlar1 i¢in
istatistiksel bakimdan fark elde edilen temizlenme siiresi degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.8’de verilmistir.



Tablo 3. 16: Si¢anlarda ASP dozlar1 ig¢in uygulanan agik alan testinde toplam
Temizlenme Siiresi degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki
ornek testi sonuglari.

Wilcoxon
Enjeksiyon Oncesi Enjeksiyon Sonrasi eslestirilmis iki 6rnek
testi
Doz -

Min | Maks Orttss Min | Maks Orttss Sd | zdegeri | Onem

gruplari
Kontrol | 11 22 16,50+4,370 | 11 20 14,66+£3.723 | 1 | -1,84 | 0.066
ASP50 8 21 14,50+4,593 | 19 54 |32,83+11,737 | 1 | -2,20 | 0,027*
ASP100 | 13 51 | 32,00+14,366 | 45 68 56,008,461 | 1 | -2,20 | 0,027*
ASP200 | 23 54 | 41,33+11,826 | 56 93 | 73,66+14,000 | 1 | -2,20 | 0,027*
ASP2500 | O 35 | 14,66+16,391 | 13 71 | 45,83+22,489 | 1 | -2,20 | 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 8: Siganlarda uygulanan ASP dozlar1 i¢in elde edilen temizlenme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. TSeo: enjeksiyon oncesi temizlenme siiresi. TSes:
enjeksiyon sonrasi temizlenme siiresi.



Dogrulma Sayisi: ASP dozlar1 uygulanan siganlarda Enjeksiyon o6ncesi
dogrulma sayisi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra dogrulma sayisi arasindaki farkliliklart
test edebilmek igin Wilcoxon eslestirilmis iki orek testi uygulanmis ve elde edilen
sonuglar Tablo 3.17’de verilmistir. Siganlarda uygulanan ASP dozlar i¢in istatistiksel
bakimdan fark elde edilen gezinme siiresi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.9’da

verilmigtir.

Tablo 3. 17: Siganlarda ASP dozlari i¢in uygulanan agik alan testinde toplam Dogrulma
Sayist degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi sonuglari

Wilcoxon
Enjeksiyon Oncesi Enjeksiyon Sonrasi eslestirilmis iKi
ornek testi
Doz . . z .
Min | Maks Orttss Min | Maks Orttss Sd | Onem
gruplart degeri

Kontrol 1 8 5,504+2,509 1 7 3,83+2,401 1| -1,60 | 0.109

ASP50 11 16 13,50+1,870 4 9 6,00+1,788 1| -2,20 | 0,027*

ASP100 | 9 22 14,33+4,633 1 6 3,33+1,861 1| -2,20 | 0,027*

ASP200 | 8 18 13,66+3,614 2 7 4,16+1,940 1| -2,20 | 0,028*

ASP2500 | 12 23 15,16+4,070 2 4 3,00+0,894 1| -2,20 | 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 9: Sicanlarda uygulanan ASP dozlari i¢in elde edilen dogrulma sayisi
degerlerinin grafiksel gosterimi. DSeo: enjeksiyon o6ncesi dogrulma sayist DSes:
enjeksiyon sonrasi dogrulma sayist.

3.2.2. MSG uygulanan Sicanlarda Acik Alan Testi Sonuglari

Gezinme Siiresi: MSG dozlar1 uygulanan siganlarda Enjeksiyon 6ncesi gezinme
stiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra gezinme siiresi arasindaki farkliliklar1 test
edebilmek i¢cin Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi uygulanmig ve elde edilen sonuglar
Tablo 3.18’de verilmistir. Sicanlarda uygulanan MSG dozlari igin istatistiksel bakimdan
fark elde edilen gezinme siiresi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.10°da

verilmistir.



Tablo 3. 18: Siganlarda MSG dozlari i¢in uygulanan agik alan testinde toplam Gezinme
Siiresi degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi

sonuglart.
Wilcoxon
Enjeksiyon Oncesi Enjeksiyon Sonrasi eslestirilmis iki 6rnek
testi
Doz ) . z .
Min | Maks Orttss Min | Maks Orttss Sd Onem
gruplart degeri
Kontrol | 10 56 |32,83+17,826 | 10 53 |31,33+16,896 | 1 | -1,89 | 0,059
MSG50 | 43 62 | 51,50+7,867 | 13 40 | 23,50+10,074 | 1 | -2,20 | 0,027*
MSG100 | 34 99 |53,83£23,378 | 4 31 18,1649,786 | 1 | -2,20 | 0,028*
MSG200 | 42 78 | 60,00£12,393 | 11 31 | 23,83£7,250 | 1 | -2,20 | 0,028*
MSG2500 | 43 61 | 50,337,033 | 15 24 19,83+3,188 | 1 | -2,20 | 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 10: Siganlarda uygulanan MSG dozlar1 igin elde edilen gezinme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. GSeo: enjeksiyon oOncesi gezinme siiresi. GSes:
enjeksiyon sonrasi gezinme siiresi.

Temizlenme Siiresi: MSG dozlar1 uygulanan siganlarda Enjeksiyon o6ncesi
temizlenme siiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra temizlenme siiresi arasindaki
farkliliklari test edebilmek igin Wilcoxon eslestirilmis iki érnek testi uygulanmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 3.19°da verilmistir. Siganlarda uygulanan MSG dozlar1 igin
istatistiksel bakimdan fark elde edilen temizlenme siiresi degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.11°de verilmistir.

Tablo 3. 19: Siganlarda MSG dozlar igin uygulanan agik alan testinde toplam Temizlenme
Siiresi degerlerine ait tanimlayicr istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi sonuglart.



Enjeksiyon Oncesi

Enjeksiyon Sonrasi

Wilcoxon eslestirilmis

iki 6rnek testi
Doz z -
aruplan Min | Maks Orttss Min | Maks Ort+ss Sd dogeri Onem
Kontrol | 11 22 | 16,504+4,370 11 20 14,66+3.723 1 -1,84 | 0.066
MSG50 8 66 | 19,16423,051 | 4 84 | 52,00+29,570 | 1 -1,57 | 0,116
MSG100 | O 80 | 26,00+29,671 | 19 85 | 49,66+24,063 | 1 -1,57 | 0,116
MSG200 | 13 81 | 42,16+23,301 | 15 80 | 39,50+22,739 | 1 | -0,105 | 0,917
MSG2500 | 13 45 | 27,33+11,673 | 32 61 | 44,33+11,673 | 1 -2,20 | 0,028*

*p<0,05
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Sekil 3. 11: Sicanlarda uygulanan MSG dozlar1 i¢in elde edilen temizlenme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. TSeo: enjeksiyon oncesi temizlenme siiresi. TSes:
enjeksiyon sonrasi temizlenme siiresi.

Dogrulma Sayisi: MSG dozlart uygulanan siganlarda Enjeksiyon oncesi
dogrulma sayis1 ile Enjeksiyon yapildiktan sonra dogrulma sayisi arasindaki farkliliklar:
test edebilmek igin Wilcoxon eslestirilmis iki o6rmek testi uygulanmis ve elde edilen
sonuglar Tablo 3.20’de verilmistir. Siganlarda uygulanan MSG dozlar igin istatistiksel
bakimdan fark elde edilen dogrulma sayisi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil

3.12’de verilmistir.

Tablo 3. 20: Siganlarda MSG dozlart i¢in uygulanan agik alan testinde toplam
Dogrulma Sayist degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iKi
ornek testi sonuglari.



Enjeksiyon Oncesi

Enjeksiyon Sonrasi

Wilcoxon

eslestirilmisg ikKi

ornek testi

Doz z N
gruplan Min | Maks Orttss Min | Maks Orttss Sd dogri Onem
Kontrol 1 8 5,50+2,509 1 7 3,83+2,401 1| -1,60 | 0.109
MSG50 8 17 11,00+3.521 2 9 4,002,683 | 1 | -2,22 | 0,026*
MSG100 | 4 13 8,83+3,060 1 4 2,661,211 1| -2,20 | 0,027*
MSG200 | 6 19 13,16+5,946 1 5 3,16+£1,471 1| -2,20 | 0,028*
MSG2500 | 12 21 15,83+3,544 | 2 7 4,161,722 | 1 | -2,20 | 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 12: Siganlarda uygulanan MSG dozlar1 i¢in elde edilen dogrulma sayisi
degerlerinin grafiksel gosterimi. DSeo: enjeksiyon oncesi dogrulma sayisi. DSes:
enjeksiyon sonrasi dogrulma sayisi.

3.2.3. ASP uygulanan Farelerde A¢ik Alan Testi Sonuglari

Gezinme Siiresi: ASP dozlar1 uygulanan farelerde Enjeksiyon oncesi gezinme
stiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra gezinme siiresi arasindaki farkliliklar1 test
edebilmek i¢cin Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi uygulanmig ve elde edilen sonuglar
Tablo 21°de verilmistir. Farelerde uygulanan ASP dozlar igin istatistiksel bakimdan

fark elde edilen gezinme siiresi degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.13’de

verilmistir.



Tablo 3. 21: Farelerde ASP dozlar1 igin uygulanan agik alan testinde toplam Gezinme Siiresi
degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi sonuglari.

Wilcoxon
Enjeksiyon Oncesi Enjeksiyon Sonrasi eslestirilmis iki
ornek testi
Doz ] ] z .
Min | Maks Orttss Min | Maks Orttss Sd | Onem
gruplari degeri
Kontrol 40 165 | 123,83+49,909 | 99 168 | 139,16424,177 | 1 | -0,314 | 0.753

ASP50 134 167 150,66+12,274 | 48 111 85,83+23,155 1 -2,20 | 0,028*

ASP100 88 130 110,33+17,873 | 52 98 75,00+£16,816 1 -1,99 | 0,046*

ASP200 134 165 152,33+12,225 | 108 124 113,33+5,645 1 -2,20 | 0,028*

ASP2500 110 162 137,33+18,991 | 90 105 97,50+6,024 1 -2,20 | 0,028*

*p<0,05
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Sekil 3. 13: Farelerde uygulanan ASP dozlar1 i¢in elde edilen gezinme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. GSeo: enjeksiyon oOncesi gezinme siiresi, GSes:
enjeksiyon sonrasi gezinme siiresi.

Temizlenme Siiresi: ASP dozlar1 uygulanan farelerde Enjeksiyon oncesi
temizlenme siiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra temizlenme siiresi arasindaki
farkliliklari test edebilmek igin Wilcoxon eslestirilmis iki érnek testi uygulanmis ve elde
edilen sonuglar Tablo 3.22°de verilmistir. Farelerde uygulanan ASP dozlar1 igin
istatistiksel bakimdan fark elde edilen temizlenme siiresi degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.14’de verilmistir.



Tablo 3. 22: Farelerde ASP dozlar1 i¢in uygulanan agik alan testinde toplam
Temizlenme Siiresi degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki
ornek testi sonuglari.

Enjeksiyon Oncesi

Enjeksiyon Sonrasi

Wilcoxon eslestirilmis

iki 6rnek testi
Doz z -

Min | Maks Orttss Min | Maks Orttss Sd Onem

gruplart degeri
Kontrol 6 43 17,00£13,535 | 0O 26 14,00£8,579 | 1 | -0,314 | 0.753
ASP50 7 25 16,66+7,607 4 63 28,50+19,521 1 -1,26 0,207
ASP100 0 7 2,834+2,994 7 31 16,66+9,416 1 -2,20 0,028*
ASP200 2 12 6,83+4,167 7 28 17,334+7,633 1 -2,20 0,028*
ASP2500 2 7 4,83+2,136 12 32 21,167,277 1 -2,20 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 14: Farelerde uygulanan ASP dozlar i¢in elde edilen temizlenme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. TSeo: enjeksiyon oncesi temizlenme siiresi, TSes:
enjeksiyon sonrasi temizlenme siiresi.

Dogrulma Sayisi: ASP dozlari uygulanan farelerde Enjeksiyon o6ncesi
dogrulma sayis1 ile Enjeksiyon yapildiktan sonra dogrulma sayisi arasindaki
farkliliklar test edebilmek icin Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi uygulanmis ve
elde edilen sonuglar Tablo 3.23’de verilmistir. Farelerde uygulanan ASP dozlar i¢in
istatistiksel bakimdan fark elde edilen dogrulma sayist degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.15°de verilmistir.



Tablo 3. 23: Farelerde ASP dozlar1 ig¢in uygulanan agik alan testinde toplam
Dogrulma Sayis1 degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iKi
ornek testi sonuglari.

Enjeksiyon Oncesi

Enjeksiyon Sonrasi

Wilcoxon

eslestirilmis iki 6rnek

testi
Doz z -

Min | Maks Ort+ss Min | Maks Orttss Sd Onem

gruplart degeri
Kontrol 14 29 22,166,177 6 20 13,3345,853 1 -1,58 0.114
ASP50 19 42 29,66+8,477 8 27 15,50+6,774 1 -2,22 | 0,026*
ASP100 0 15 8,00+5,899 9 36 23,16+11,686 | 1 -2,20 | 0,027*
ASP200 27 43 34,836,615 | 12 24 17,50+4,183 1 -2,20 | 0,028*
ASP2500 | 38 54 46,50+6,220 | 22 38 29,50+6,284 1 -2,20 | 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 15: Farelerde uygulanan ASP dozlar1 igin elde edilen dogrulma sayisi
degerlerinin grafiksel gosterimi. DSeo: enjeksiyon oncesi dogrulma sayisi, DSes:
enjeksiyon sonrasi dogrulma sayisi.

3.2.4. MSG uygulanan Farelerde Ac¢ik Alan Testi Sonuglari

Gezinme Siiresi: MSG dozlart uygulanan farelerde Enjeksiyon oncesi
gezinme siiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra gezinme siiresi arasindaki
farkliliklar test edebilmek icin Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi uygulanmis ve
elde edilen sonuglar Tablo 3.24’de verilmistir. Farelerde uygulanan MSG dozlari igin
istatistiksel bakimdan fark elde edilen gezinme siiresi degerlerinin grafiksel gosterimi
Sekil 3.16°da verilmistir.



Tablo 3. 24: Farelerde MSG dozlar1 i¢in uygulanan agik alan testinde toplam Gezinme
Stiresi degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi

sonugclari.
Wilcoxon
Enjeksiyon Oncesi Enjeksiyon Sonrasi eslestirilmisg ikKi

ornek testi

Doz ] ) Z .
Min | Maks Ort+ss Min | Maks Orttss Sd | Onem

gruplari degeri

Kontrol 40 165 123,83449,909 | 99 168 139,16+24,177 | 1 | -0,314 | 0.753
MSG50 119 171 146,83+18,627 | 34 129 105,00+£36,791 | 1 -1,78 0,075
MSG100 105 167 130,16+20,595 | 65 148 100,33+30,487 | 1 -1,47 0,140
MSG200 121 175 142,50+18,886 | 46 136 86,83+£32,449 1 -2,20 | 0,028*
MSG2500 113 154 | 127,00+£14,352 | 54 85 74,16+11,754 1 -2,20 | 0,028*

*p<0,05
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Sekil 3. 16: Farelerde uygulanan MSG dozlart icin elde edilen gezinme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. GSeo: enjeksiyon oncesi gezinme siiresi, GSes:
enjeksiyon sonrasi gezinme siiresi.

Temizlenme Siiresi: MSG dozlar1 uygulanan farelerde Enjeksiyon oncesi
temizlenme siiresi ile Enjeksiyon yapildiktan sonra temizlenme siiresi arasindaki
farkliliklar test edebilmek i¢in Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi uygulanmis ve
elde edilen sonuglar Tablo 3.25’de verilmistir. Farelerde uygulanan MSG dozlar1 igin
istatistiksel bakimdan fark elde edilen temizlenme siiresi degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.17°de verilmistir.



Tablo 3. 25: Farelerde MSG dozlar1 igin uygulanan agik alan testinde toplam
Temizlenme Siiresi degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki
ornek testi sonuglari.

Enjeksiyon Oncesi

Enjeksiyon Sonrasi

Wilcoxon eslestirilmis

iki ornek testi

Doz -
gruplan Min | Maks Ort+ss Min | Maks Ortss Sd | zdegeri | Onem
Kontrol 6 43 | 17,00+13,535| O 26 14,008,579 | 1 | -0,314 | 0,753
MSG50 8 18 10,503,987 | 2 25 8,83+8,183 | 1 -0,67 | 0,500
MSG100 | O 9 5,33+3,076 4 10 6,16£2,136 | 1 -0,36 | 0,715
MSG200 | 5 10 7,16+1,834 6 15 10,33+3,386 | 1 -2,04 | 0,041*
MSG2500 | 4 13 8,50+3,449 0 34 | 21,66+14,066 | 1 | -1,753 | 0,080

*p<0,05
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Sekil 3. 17: Farelerde uygulanan MSG dozlar igin elde edilen temizlenme siiresi
degerlerinin grafiksel gosterimi. TSeo: enjeksiyon 6ncesi temizlenme siiresi, TSes:
enjeksiyon sonrasi temizlenme siiresi.

Dogrulma Sayisi: MSG dozlar1 uygulanan farelerde Enjeksiyon oncesi
dogrulma sayis1 ile Enjeksiyon yapildiktan sonra dogrulma sayisi arasindaki
farkliliklar test edebilmek i¢in Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi uygulanmis ve
elde edilen sonuglar Tablo 3.26’da verilmistir. Farelerde uygulanan MSG dozlari igin
istatistiksel bakimdan fark elde edilen dogrulma sayist degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.18’de verilmistir.



Tablo 3. 26: Farelerde MSG dozlar1 igin uygulanan agik alan testinde toplam
Dogrulma Sayisi degerlerine ait tanimlayici istatistikler, Wilcoxon eslestirilmis iki
ornek testi sonuglari.

Enjeksiyon Oncesi

Enjeksiyon Sonrasi

Wilcoxon eslestirilmis

iki 6rnek testi

Doz z N
Min | Maks Ort+ss Min | Maks Orttss Sd Onem

gruplari degeri

Kontrol 14 29 22,16+6,177 6 20 13,3345,853 | 1 -1,58 0,114
MSG50 8 23 14,50+5,576 0 24 11,83+7,985 | 1 -1,26 0,207
MSG100 9 25 16,16+5,879 0 11 7,16+4,535 1 -2,20 0,028*
MSG200 | 12 24 17,83+4,535 2 12 6,83+4,355 1 -2,02 0,043*
MSG2500 | 13 21 16,00+3,286 2 5 3,33+1,211 1 -2,20 0,027*

*p<0,05
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Sekil 3. 18: Farelerde uygulanan MSG dozlar1 i¢in elde edilen dogrulma sayisi
degerlerinin grafiksel gosterimi. DSeo: enjeksiyon oncesi dogrulma sayisi, DSes:
enjeksiyon sonrasi dogrulma sayist.

3.3. Fare ve Sicanlarda Biyokimyasal Bulgular

Bu bolimde, ASP ve MSG doz uygulamalari yapilan sican ve fare
bireylerinin beyin ve karaciger dokularindaki dopamin, glutamat, GABA,
katekolamin, MDA, GSH ve SOD diizeyleri ELISA (Cusabio, China) yontemi ile
belirlenmistir. Dopamin, GABA, katekolamin diizeyleri beynin serebrum bolgesinde,
glutamat serebellum bolgesinde, oksidatif stres parametreleri olarak MDA, GSH ve

SOD diizeyleri ise, karaciger dokusunda incelenmistir.



3.3.1 ASP dozlar1 uygulanan Sicanlarda dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerleri

Sicanlarda ASP dozlar1 i¢in Olgiilen dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark
saptanmustir (Tablo 3.27). Istatistiksel bakimdan anlamli bulunan parametreler Tablo
3.28’de belirtilmistir. Dopamin, glutamat ve katekolamin degerlerinin grafiksel

gosterimi Sekil 3.19°da verilmistir.



Tablo 3. 27: Siganlarda ASP dozlar1 i¢in Olgiilen GABA, dopamin, glutamat,
katekolamin degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICAN ASP N |Min|Maks| Ort Std.H. |Sd| F | Onem
Kontrol | 6 | 1 1 1,13 0,123
50 6| 1 1 1,05 0,066
GABA 100 |6 ] 1 1 0,93 0,033 | 4 | 2,650 | 0,057
200 |6 1 1 0,93 0,024
2500 6] O 1 0,71 0,159
Kontrol | 6 | 1 1 0,80 0,146
50 6| 0 1 0,70 0,078
DOPAMIN 100 |6 1 1 0,85 0,041 | 4 | 6,496 |0,001*
200 |6 1 1 1,01 0,099
2500 |6 | 1 5 2,49 0,625
Kontrol | 6 | O 0 0,22 0,001
50 6| 0 0 0,22 0,003
GLUTAMAT 100 |6] O 0 0,23 0,003 | 4 |51,387|0,000*
200 |6 O 0 0,23 0,004
2500 6] O 0 0,30 0,008
Kontrol | 6 | 27 | 42 32,83 2,167
50 6|36 | 53 46,76 2,759
KATEKOLAMIN| 100 |6 | 35 | 42 38,24 1,047 | 4 |28,417|0,000*
200 |6 31| 42 34,64 1,614
2500 | 6| 10 | 23 17,75 1,907

*p<0,001




Tablo 3. 28: Siganlarda ASP dozlar i¢in Glgiilen dopamin, glutamat, katekolamin
degerlerine ait tamimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma

sonugclari.
Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 16,00 0,818
Kontrol 100 11,00 0,310
Kontrol 200 9,00 0,180
Kontrol 2500 2,00 0,009*
50 100 9,00 0,180
DOPAMIN 50 200 5,00 0,041*
50 2500 0,00 0,002*
100 200 9,50 0,180
100 2500 0,00 0,002*
200 2500 2,00 0,009*
Kontrol 50 15,50 0,699
Kontrol 100 6,50 0,065
Kontrol 200 4,50 0,026*
Kontrol 2500 0,00 0,002*
50 100 7,50 0,093
GLUTAMAT 50 200 8,00 0,132
50 2500 0,00 0,002*
100 200 16,00 0,818
100 2500 0,00 0,002*
200 2500 0,00 0,002*
Kontrol 50 2,00 0,009*
Kontrol 100 7,50 0,093
Kontrol 200 10,50 0,240
Kontrol 2500 0,00 0,002*
. 50 100 5,00 0,041*
KATEKOLAMIN 50 200 2,00 0,009*
50 2500 0,00 0,002*
100 200 7,00 0,093
100 2500 0,00 0,002*
200 2500 0,00 0,002*

*p<0,05
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Sekil 3. 19: ASP dozlar1 uygulanan siganlarda beyinde 6lgiilen dopamin, glutamat ve
katekolamin degerlerinin grafiksel gosterimi. A: Dopamin diizeyi, B: Glutamat
diizeyi.
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Sekil 3. 19 (devam): ASP dozlar1 uygulanan sicanlarda beyinde 6l¢iillen dopamin,
glutamat ve katekolamin degerlerinin grafiksel gosterimi. C: Katekolamin diizeyi.

3.3.2. MSG dozlar uygulanan Siganlarda dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerleri

Sicanlarda MSG dozlart igin oOlgiilen dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark
saptanmistir  (p<0,05 Tablo 3.29). Istatistiksel bakimdan anlamli bulunan
parametreler Tablo 3.30°da belirtilmistir. Dopamin, glutamat ve katekolamin

degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil 3.20’de verilmistir.



Tablo 3. 29: Sicanlarda MSG dozlar1 i¢in Slgiilen GABA, dopamin, katekolamin,
glutamat degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICAN MSG N| Min [Maks| Ort | Std.H. |[Sd| F | Onem
Kontrol | 6 | 0,61 | 1,46 1,13 0,123
50 6035|220 1,11 0,274
GABA 100 |6 0,53 | 1,36 0,92 0,152 | 4 | 1,255 | 0,314
200 |6]051(098| 0,78 0,074
2500 |6 047 | 1,02 0,74 0,098
Kontrol |6 | 0,54 | 1,46 | 0,80 0,146
50 6| 057 | 0,97 0,85 0,063
DOPAMIN 100 |6 0,53 | 1,43 0,96 0,123 | 4 |20,931|0,000*
200 (6] 050 | 1,52 0,85 0,168
2500 (6] 2,10 | 6,98 | 4,14 0,667
Kontrol |6 | 0,22 | 0,23 | 0,22 0,001
50 60221024 | 0,23 0,002
GLUTAMAT 100 (60,22 | 0,24 | 0,24 0,003 | 4 |16,511|0,000*
200 (610,22 | 0,31 0,26 0,017
2500 [61]0,30 | 0,31 | 0,30 0,003
Kontrol | 6 |27,31 (41,74 | 32,83 2,167
50 |6(34,98(47,46| 41,45 | 1,977
KATEKOLAMIN| 100 |6 [27,97|50,00| 41,19 3,145 | 4 (17,266 |0,000*
200 |61(21,25|33,54| 30,63 1,898
2500 |61(10,72|27,15| 17,74 | 2,278

*p<0,001




Tablo 3. 30: Siganlarda MSG dozlan i¢in 6l¢iilen dopamin, glutamat, katekolamin
degerlerine ait tamimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma
sonugclari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 13,00 0,485
Kontrol 100 12,00 0,394
Kontrol 200 18,00 1,000
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 12,00 0,394

DOPAMIN 50 200 14,00 0,589
50 2500 0,00 0,002*

100 200 13,50 0,485

100 2500 0,00 0,002*

200 2500 0,00 0,002*

Kontrol 50 4,00 0,026*

Kontrol 100 4,00 0,026*

Kontrol 200 3,50 0,015*

Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 9,50 0,180

GLUTAMAT 50 200 13,00 0,485
50 2500 0,00 0,002*

100 200 18,00 1,000

100 2500 0,00 0,002*

200 2500 11,00 0,310

Kontrol 50 5,00 0,041*

Kontrol 100 7,00 0,093

Kontrol 200 16,00 0,818

Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 16,50 0,818

KATEKOLAMIN 50 200 0,00 0,002*
50 2500 0,00 0,002*

100 200 5,00 0,041*

100 2500 0,00 0,002*

200 2500 1,00 0,004*

*p<0,05



A
1,507
1,259
=
[
E 1,007
=]
=]
a
0,75
1
0,50 1
T T T T
1] 100 zoo kontrol
MSG doz gruplan mg./kg./giin
B
0,32
T
0,307
ED,:a—
M
=
|
®
0,267
4
o
0,247
=
1 g l
: . =
0,22
T T T T
50 100 zoo kontrol

MSG doz gruplan mg.’kg./giin

Sekil 3. 20: MSG dozlar1 uygulanan siganlarda beyinde 6lgiilen dopamin, glutamat,
katekolamin degerlerinin grafiksel gosterimi. A: Dopamin diizeyi, B: Glutamat
diizeyi, C: Katekolamin diizeyi.



£0, 004

50,007 T

1 [

30,007 l

17

KATEKOLAMIN
e
[=]

T T T |
1] 100 2oo kontrol

MSG doz gruplan mg./kg./giin

Sekil 3. 20 (devam):MSG dozlar1 uygulanan si¢anlarda beyinde olgiilen dopamin,
glutamat, katekolamin degerlerinin grafiksel gosterimi. C: Katekolamin diizeyi.

3.3.3. ASP dozlar1 uygulanan Siganlarda MDA, GSH ve SOD degerleri

Sicanlarda ASP dozlar igin, oksidatif stres parametreleri olarak MDA, GSH
ve SOD degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark saptanmigtir
(p<0,05 Tablo 3.31). Istatistiksel bakimdan anlamli bulunan parametreler Tablo
3.32’de belirtilmistir. MDA, GSH ve SOD degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil
3.21°de verilmistir.



Tablo 3. 31: Siganlarda ASP dozlar igin dlgiilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tanimlayicr istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICAN ASP N Min | Maks Ort Std. H. | Sd F Onem
Kontrol | 6 11 25 14,48 | 2,057
50 6 19 26 20,54 | 1,103

MDA | 100 6 14 26 20,12 | 1,688 | 4 | 6,372 |0,001*
200 6 14 45 24,71 | 5,277
2500 | 6 30 44 33,73 | 1,996
Kontrol | 6 0 0 0,26 0,016
50 6 0 0 0,25 0,050

GSH | 100 6 0 0 0,31 0,076 | 4 | 6,958 |0,001*
200 6 0 0 0,32 0,029
2500 | 6 0 1 0,55 0,035
Kontrol | 6 0 0 0,36 0,005
50 6 3 4 3,41 0,169

SOD | 100 6 3 4 3,47 0,143 | 4 |125,444|0,000*
200 6 3 5 3,82 0,365
2500 | 6 7 10 8,71 0,421

*p<0,001




Tablo 3. 32: Siganlarda ASP dozlar igin dlgiilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 5,00 0,041*
Kontrol 100 6,00 0,065
Kontrol 200 5,00 0,041*
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 17,00 0,937

MDA 50 200 12,00 0,394
50 2500 0,00 0,002*

100 200 16,00 0,818
100 2500 0,00 0,002*

200 2500 11,00 0,310

Kontrol 50 9,00 0,180

Kontrol 100 12,00 0,394

Kontrol 200 11,00 0,310
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 14,00 0,589

GSH 50 200 9,00 0,180
50 2500 1,00 0,004*

100 200 14,00 0,589
100 2500 2,00 0,009*
200 2500 0,00 0,002*
Kontrol 50 0,00 0,002*
Kontrol 100 0,00 0,002*
Kontrol 200 0,000 0,002*
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 17,50 0,937

SOD 50 200 16,00 0,818
50 2500 0,00 0,002*

100 200 16,00 0,818
100 2500 0,00 0,002*
200 2500 0,00 0,002*

*p<0,05
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Sekil 3. 21: ASP dozlar1 uygulanan siganlarda beyinde olgiilen MDA, GSH, SOD
degerlerinin grafiksel gosterimi. A: MDA diizeyi, B: GSH diizeyi.
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Sekil 3. 21 (devam): ASP dozlar1 uygulanan si¢anlarda beyinde 6l¢iilen MDA, GSH,
SOD degerlerinin grafiksel gosterimi. C: SOD diizeyi.

3.3.4. MSG dozlar1 uygulanan Si¢canlarda MDA, GSH ve SOD degerleri

Sicanlarda MSG dozlar i¢in, oksidatif stres parametreleri olarak MDA, GSH
ve SOD degerlerine bakildigi zaman, MDA ve SOD degerlerinde istatistiksel
bakimdan anlamli fark saptanmistir (p<0,05 Tablo 3.33). Istatistiksel bakimdan
anlamli bulunan parametreler Tablo 3.34’de belirtilmistir. MDA ve SOD degerlerinin
grafiksel gosterimi Sekil 3.22°de verilmistir.



Tablo 3. 33: Siganlarda MSG dozlar igin 6l¢iilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tanimlayicr istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

SICANMSG | N| Min Maks Ort Std.H. |Sd| F |Onem
Kontrol | 6 | 10,63 24,50 14,48 | 2,057
50 | 6| 14,32 36,72 20,91 | 3,526

MDA| 100 |6 | 19,65 24,21 22,65 | 0646 | 4 | 4,568 |0,007*
200 | 6| 13,06 41,86 26,67 | 4,975
2500 | 6 | 25,28 43,42 32,81 | 2,992
Kontrol | 6 | 0,21 0,30 0,26 0,016
50 | 6| 0,12 0,29 0,21 0,025

GSH| 100 |6 | 0,10 0,44 0,27 0,051 | 4 | 1,943 | 0,135
200 | 6| 0,15 0,38 0,27 0,041
2500 | 6| 0,31 0,38 0,34 0,010
Kontrol | 6 | 0,34 0,38 0,36 0,005
50 | 6| 0,38 0,51 0,47 0,020

SOD| 100 |6 | 0,36 0,60 0,48 0,032 | 4 |23,957(0,000*
200 | 6| 0,40 0,85 0,59 0,074
2500 | 6| 0,75 1,01 0,89 0,041

*p<0,05




Tablo 3. 34: Sigcanlarda MSG dozlar1 i¢in 6lgiilen MDA, SOD degerlerine ait
tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 4,00 0,026*
Kontrol 100 6,00 0,065
Kontrol 200 5,00 0,041*
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 12,00 0,394

MDA 50 200 12,50 0,394
50 2500 4,00 0,026*

100 200 17,00 0,937

100 2500 0,00 0,002*

200 2500 12,00 0,394

Kontrol 50 0,00 0,002*

Kontrol 100 4,00 0,026*

Kontrol 200 0,00 0,002*

Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 18,00 1,000

SOD 50 200 10,00 0,240
50 2500 0,00 0,002*

100 200 11,50 0,310

100 2500 0,00 0,002*

200 2500 3,00 0,015*

*p<0,05
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Sekil 3. 22: MSG dozlar1 uygulanan si¢anlarda beyinde ol¢iilen MDA, SOD
degerlerinin grafiksel gosterimi. A: MDA diizeyi, B: SOD diizeyi.



3.3.5. ASP dozlan uygulanan Farelerde dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerleri

Farelerde ASP dozlari igin 6l¢iilen dopamin, glutamat, GABA ve katekolamin

degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark saptanmistir (p<0,05

Tablo 3.35). Istatistiksel bakimdan anlamli bulunan parametreler Tablo 3.36’da

belirtilmistir. GABA diizeyinin grafiksel gosterimi Sekil 3.23’de verilmistir.

Tablo 3. 35: Farelerde ASP dozlan igin olgiilen GABA, dopamin, katekolamin,
glutamat degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

FARE ASP N | Min |Maks| Ort Std.H. |Sd| F | Onem
Kontrol [ 6 | 0,4 | 0,71 | 0,51 0,043
50 |6| 06 |141| 0,86 0,137
GABA 100 |6|061| 1,1 | 0,82 0,070 | 4 |3,883|0,014*
200 6049|079 | 0,64 0,047
2500 | 6|042 0,79 | 0,56 0,058
Kontrol [ 6 | 1,6 | 2,08 | 1,78 0,069
50 |6]1,36|195| 1,69 0,093
DOPAMIN 100 | 6052 (262]| 1,70 0,295 | 4 |0,115| 0,976
200 | 6141|197 | 1,75 0,081
2500 |6 |1,22|209| 1,81 0,128
Kontrol [ 6 | 0,2 | 0,29 | 0,26 0,012
50 |6|024|028| 0,26 0,006
GLUTAMAT 100 |6|0,24| 03 | 0,27 0,008 | 4 {0,481 0,749
200 | 6023|029 | 027 0,008
2500 | 6| 0,26 | 0,28 | 0,27 0,003
Kontrol | 6 |11,98|28,54| 20,64 | 2,567
50 | 6(10,15|40,11| 16,74 | 4,692
KATEKOLAMIN| 100 |6 [13,26(20,03| 1540 | 1,001 | 4 |2,599| 0,061
200 | 6529 |18,79| 11,04 | 2,116
2500 | 6| 4,89 |16,98| 9,85 1,700

*p<0,05




Tablo 3. 36: Farelerde ASP dozlar i¢in 6l¢iilen GABA degerlerine ait tanimlayici
istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 3,00 0,015*
Kontrol 100 2,00 0,009*
Kontrol 200 6,50 0,065
Kontrol 2500 16,00 0,818
50 100 16,00 0,818
GABA 50 200 12,00 0,394
50 2500 6,00 0,065
100 200 6,00 0,065
100 2500 3,00 0,015*
200 2500 11,50 0,310
*p<0,05
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Sekil 3. 23: ASP dozlar1 uygulanan farelerde beyinde 6lgiilen GABA degerlerinin
grafiksel gosterimi.




3.3.6. MSG dozlann uygulanan Farelerde dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerleri

Farelerde  MSG dozlar1 i¢in Olgiilen dopamin, glutamat, GABA ve
katekolamin degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark
saptanmistir  (p<0,05 Tablo 3.37). Istatistiksel bakimdan anlamli bulunan
parametreler Tablo 3.38’de belirtilmistir. Glutamat diizeyinin grafiksel gosterimi
Sekil 3.24°de verilmistir.

Tablo 3. 37: Farelerde MSG dozlar1 i¢in 6l¢iilen GABA, dopamin, katekolamin,
glutamat degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

FARE MSG N | Min [Maks| Ort Std.H. |Sd| F | Onem
Kontrol| 6 | 0 1 0,51 0,043
50 6| 1 1 0,71 0,082
GABA 100 | 6] O 1 0,66 0,127 | 4 |1,858| 0,149
200 | 6| O 1 0,63 0,080
2500 |6 | O 1 0,44 0,043
Kontrol| 6 | 2 2 1,78 0,069
50 6| 1 2 1,72 0,122
DOPAMIN 100 | 6| 2 2 2,02 0,142 | 4 |2,555| 0,064
200 | 6| 2 2 2,11 0,071
2500 |6 | 1 3 2,12 0,155
Kontrol| 6 | O 0 0,26 0,012
50 6| 0 0 0,24 0,013
GLUTAMAT 100 | 6] O 0 0,25 0,008 | 4 |4,815|0,005*
200 | 6| O 0 0,26 0,007
2500 6| O 0 0,29 0,004
Kontrol| 6 | 11 | 30 19,98 3,383
50 6| 21 | 50 28,86 4,511
KATEKOLAMIN| 100 | 6 | 10 | 52 33,16 7,080 | 4 |1,452| 0,246
200 | 6| 20 | 30 24,32 1,613
2500 | 6| 20 | 30 24,32 1,613

*p<0,05




Tablo 3. 38: Farelerde MSG dozlari igin dlgiilen glutamat degerlerine ait tanimlayici
istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 14,00 0,589
Kontrol 100 10,00 0,240
Kontrol 200 13,00 0,485
Kontrol 2500 1,00 0,004*
50 100 15,50 0,699
GLUTAMAT 50 200 13,50 0,485
50 2500 0,00 0,002*
100 200 10,00 0,240
100 2500 0,50 0,002*
200 2500 0,00 0,002*
*p<0,05
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Sekil 3. 24: MSG dozlar1 uygulanan farelerde beyinde 6lgiilen glutamat degerlerinin
grafiksel gosterimi.

3.3.7. ASP dozlar1 uygulanan Farelerde MDA, GSH ve SOD degerleri




Farelerde ASP dozlar1 i¢in, oksidatif stres parametreleri olarak MDA, GSH
ve SOD degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark saptanmistir
(p<0,05 Tablo 3.39). istatistiksel bakimdan anlamli bulunan parametreler Tablo
3.40’da belirtilmistir. MDA, GSH ve SOD degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil
3.25’de verilmistir.

Tablo 3. 39: Farelerde ASP dozlar igin dlgiilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tamimlayicr istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

FARE ASP N | Min | Maks Ort Std. H. | Sd F Onem
Kontrol| 6 |10,39 | 19,18 | 1533 | 1,296
50 6 |12,21| 2334 | 16,76 | 1,795

MDA | 100 6 15 | 34,78 | 2259 | 3,126 | 4 | 3,484 | 0,022*
200 6 |12,09| 31,32 | 23,28 | 3,090
2500 | 6 |20,04|3236 | 2554 | 1,937
Kontrol| 6 | 0,11 | 0,19 0,15 0,012
50 6 | 031 | 05 0,36 0,028

GSH 100 6 | 041 | 06 0,52 0,031 | 4 |[55,764|0,000**
200 6 | 0,46 | 0,58 0,53 0,022
2500 | 6 | 0,5 | 059 0,55 0,014
Kontrol| 6 | 7,66 | 11,35 | 9,30 0,523
50 6 | 3,78 | 8,07 5,78 0,596

SOD 100 6 | 594 | 837 6,69 0,364 | 4 | 4,716 | 0,006*
200 6 | 6,92 | 9,56 8,31 0,369
2500 | 6 | 6,01 | 13,6 8,70 1,176

*p<0,05 **p<0,001




Tablo 3. 40: Farelerde ASP dozlar igin 6lgiilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 16,00 0,818
Kontrol 100 6,00 0,065
Kontrol 200 6,00 0,065
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 8,00 0,132

MDA 50 200 10,00 0,240
50 2500 2,00 0,009*

100 200 16,00 0,818

100 2500 13,50 0,485

200 2500 14,00 0,589

Kontrol 50 0,00 0,002*

Kontrol 100 0,00 0,002*

Kontrol 200 0,00 0,002*

Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 3,00 0,015*

GSH 50 200 2,00 0,009*
50 2500 0,00 0,002*

100 200 18,00 1,000

100 2500 13,00 0,485

200 2500 15,50 0,699

Kontrol 50 1,00 0,004*

Kontrol 100 1,00 0,004*

Kontrol 200 11,00 0,310

Kontrol 2500 12,00 0,394

50 100 8,00 0,132

SOD 50 200 2,00 0,009*
50 2500 4,00 0,026*

100 200 4,00 0,026*

100 2500 10,00 0,240

200 2500 16,00 0,818

*p<0,05
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Sekil 3. 25: ASP dozlar1 uygulanan farelerde beyinde 6l¢iillen MDA, GSH, SOD
degerlerinin grafiksel gosterimi. A: MDA diizeyi, B: GSH diizeyi.
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Sekil 3. 25 (devam): ASP dozlar1 uygulanan farelerde beyinde 6l¢iillen MDA, GSH,
SOD degerlerinin grafiksel gosterimi. C: SOD diizeyi.

3.3.8. MSG dozlar1 uygulanan Farelerde MDA, GSH ve SOD degerleri

Farelerde MSG dozlar igin, oksidatif stres parametreleri olarak MDA, GSH
ve SOD degerlerine bakildigi zaman, istatistiksel bakimdan anlamli fark saptanmistir
(p<0,05 Tablo 3.41). Istatistiksel bakimdan anlamli bulunan parametreler Tablo
3.42’de belirtilmistir. MDA, GSH ve SOD degerlerinin grafiksel gosterimi Sekil
3.26’°da verilmistir.



Tablo 3. 41: Farelerde MSG dozlan igin 6lgiilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tanimlayicr istatistikler ve ANOVA testi sonuglari.

FARE MSG N | Min | Maks Ort Std. H. | Sd F Onem
Kontrol| 6 10 19 15,33 1,296
50 6 11 18 12,99 1,066

MDA 100 6 10 19 14,27 1,197 4 | 6,374 |0,001**
200 6 18 32 24,90 2,342
2500 6 21 64 32,94 6,941
Kontrol| 6 0 0 0,15 0,012
50 6 1 1 0,64 0,018

GSH 100 6 0 0 0,24 0,014 4 1169,851|0,000**
200 6 0 0 0,23 0,015
2500 6 0 0 0,21 0,014
Kontrol| 6 8 11 9,30 0,523
50 6 8 12 9,58 0,548

SOD 100 6 8 12 9,10 0,524 4 | 3,576 | 0,019*
200 6 7 9 7,86 0,351
2500 6 7 9 7,63 0,359

*p<0,05 **p<0,001




Tablo 3. 42: Farelerde MSG dozlar i¢in dlgiilen MDA, GSH, SOD degerlerine ait
tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 9,00 0,180
Kontrol 100 12,50 0,394
Kontrol 200 2,00 0,009*
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 12,00 0,394
MDA 50 200 1,00 0,004*
50 2500 0,00 0,002*
100 200 1,00 0,004*
100 2500 0,00 0,002*

200 2500 14,00 0,589
Kontrol 50 0,00 0,002*
Kontrol 100 0,00 0,002*
Kontrol 200 1,00 0,004*
Kontrol 2500 2,00 0,009*
50 100 0,00 0,002*
GSH 50 200 0,00 0,002*
50 2500 0,00 0,002*

100 200 14,00 0,589

100 2500 9,00 0,180

200 2500 11,00 0,310

Kontrol 50 14,00 0,589

Kontrol 100 15,00 0,699

Kontrol 200 7,00 0,093
Kontrol 2500 5,00 0,041*

50 100 13,00 0,485
SOD 50 200 4,00 0,026*
50 2500 4,00 0,026*
100 200 5,00 0,041*

100 2500 6,00 0,065

200 2500 13,00 0,485

*p<0,05
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Sekil 3. 26: MSG dozlar1 uygulanan farelerde beyinde 6l¢iillen MDA, GSH, SOD
degerlerinin grafiksel gosterimi. A: MDA diizeyi, B: GSH diizeyi.
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Sekil 3. 26 (devam): MSG dozlar1 uygulanan farelerde beyinde &lgiilen MDA, GSH,
SOD degerlerinin grafiksel gosterimi. C: SOD diizeyi.

3.4. Fare ve Sicanlarda Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Bulgular

Fare ve siganlarda histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemler ile

beyin dokusunda néronal nekroz ve MAP-2 ve GFAP ekspresyonlari belirlenmistir.

3.4.1 Sicanlarda Histopatolojik ve Immunohistopatolojik Bulgular

Calismamizda, siganlarin beyin histopatolojik bulgularini degerlendirirken ASP
ve MSG dozlar igin en yiiksek ve en diisiik dozlar arasindaki farklar 0-3 arasinda
skorlanmistir. Buna gore hi¢ bulgu goriilmeyen olgular O olarak belirlenmis ve
bulgularin siddetine gore skorlama yapilmistir. Histopatolojik degerlendirmeler
Hematoksilen&Eosin (H&E) ve MAP-2, GFAP immiinohistokimyasal boyalari ile
yapilmistir.

Kontrol grubunda; Histopatolojik degerlendirmede (H&E) beyin kortekste,
hipokampuste, histopatolojik diizeyde bir farklilik goriilmemistir. Aymi sekilde



immiinohistopatolojik olarak MAP-2 ve GFAP immiinohistokimyasal boyalarinda
histolojik diizeyde bir farklilik goriilmemistir (Sekil 3.27).

Sekil 3. 27: A: Sican beyninde kontrol grubunda hipokampal bolgenin goriiniimii,
(H&E%40).



Sekil 3. 27 (devam): B: (GFAPx40). C: (MAP-2x40). CAl: Hipokampiis CA1l
bolgesini, CA2: Hipokampiis CA2 bolgesini ve CA3: Hipokampiis CA3 bolgesini

gostermektedir.



3.4.1.1. Sicanlarda Uygulanan ASP Dozlar1 I¢in Histopatolojik ve
Immunohistopatolojik Bulgular

Sicanlarda, beyin hipokampal alanda H&E, GFAP ve MAP-2 boyalar ile
histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu

ile baz1 ASP doz gruplar arasinda istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmustur
(Tablo 3.43).

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda,
istatistiksel bakimdan &nemli fark bulunan kontrol grubu ve ASP dozlart Mann
Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit
edildigi farkli boyama yontemlerindeki bu farkin, hangi dozlar arasinda oldugu tespit
edilmistir. H&E, GFAP ve MAP-2 boyamalar1 yapilan gruplardaki kontrol grubu ve
doz gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar Tablo 3.44’de verilmistir. Ayrica,
ASP2500 dozu uygulanan siganlardaki hipokampal alan goriiniimii Sekil 3.28’de
gosterilmistir. Sekillerde, CAl: Hipokampiisiin CAl bolgesini, CA2: Hipokampusun
CA2 bolgesini ve CA3: Hipokampusun CA3 bolgesini gostermektedir.



Sekil 3. 28: ASP2500 mg/kg dozu uygulamasi yapilan sigan beynindeki hipokampal
bolgenin goriniimi A: (H&Ex400, skor 3) (oklar néronal tabakada incelme, dizilim
bozuklugu ve hiicresel nekrozu gostermektedir). B: (GFAPx400, skor 2) (oklar
reaktif gliozisi gostermektedir). C: (MAP-2x400, skor 3) (oklar noéronal tabakada
incelmeyi gostermektedir).



Sekil 3. 28 (devam): ASP2500 mg/kg dozu uygulamasi yapilan sigan beynindeki
hipokampal bolgenin gorinimii A: (H&Ex400, skor 3) (oklar noronal tabakada
incelme, dizilim bozuklugu ve hiicresel nekrozu gostermektedir). B: (GFAPx400,
skor 2) (oklar reaktif gliozisi gostermektedir). C: (MAP-2x400, skor 3) (oklar
noronal tabakada incelmeyi gostermektedir).



Tablo 3. 43: Siganlarda ASP dozlan i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve  ANOVA testi

sonugclari.

SICAN ASP N Ort |Std.H.| Min | Maks | Sd F Onem
Kontrol| 6 1,17 | 0,167 1 2
50 6 1,83 | 0,307 1 3

H&E 100 6 3,17 | 0,167 3 4 4 124,244 0,000*
200 6 3,33 | 0,211 3 4
2500 6 3,67 | 0,211 3 4
Kontrol| 6 1,83 | 0,167 1 2
50 6 2,00 | 0,365 1 3

GFAP 100 6 1,83 | 0,401 1 3 4 | 4,485 |0,007**
200 6 3,00 | 0,447 1 4
2500 6 3,33 | 0,211 3 4
Kontrol| 6 1,33 | 0,211 1 2
50 6 1,50 | 0,224 1 2

MAP-2 | 100 6 2,33 | 0,211 2 3 4 | 4,637 |0,006**
200 6 2,67 | 0,422 1 4
2500 6 2,17 | 0,167 2 3

*p<0,001 **p<0,05

Tablo 3. 44: Siganlarda ASP dozlan i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U

ikili karsilastirma sonuglari.




Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 8,50 0,132
Kontrol 100 0,00 0,002*
Kontrol 200 0,00 0,002*
Kontrol 2500 0,00 0,002*
50 100 2,50 0,009*
H&E 50 200 2,00 0,009*
50 2500 1,00 0,004*
100 200 15,00 0,699
100 2500 9,00 0,180
200 2500 12,00 0,394
Kontrol 50 16,00 0,818
Kontrol 100 17,00 0,937
Kontrol 200 5,50 0,041*
Kontrol 2500 0,00 0,002*
50 100 16,00 0,818
GFAP 50 200 8,00 0,132
50 2500 4,00 0,026*
100 200 7,50 0,093
100 2500 4,00 0,026*
200 2500 16,00 0,818
Kontrol 50 15,00 0,699
Kontrol 100 4,00 0,026*
Kontrol 200 5,00 0,041*
Kontrol 2500 5,00 0,041*
50 100 6,00 0,065
MAP-2 50 200 6,00 0,065
50 2500 7,50 0,093
100 200 13,00 0,485
100 2500 15,00 0,699
200 2500 11,00 0,310

*p<0,05

3.4.1.2 Sicanlarda Uygulanan MSG Dozlan I¢in Histopatolojik ve
Immunohistopatolojik Bulgular

Sicanlarda, beyin hipokampal alanda H&E, GFAP ve MAP-2 boyalar ile

histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu



ile bazt MSG doz gruplar arasinda istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmustur
(Tablo 3.45).

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda,
istatistiksel bakimdan 6nemli fark bulunan kontrol grubu ve MSG dozlar1 Mann
Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit
edildigi farkli boyama yontemlerindeki bu farkin, hangi dozlar arasinda oldugu tespit
edilmistir. H&E, GFAP ve MAP-2 boyamalar1 yapilan gruplardaki kontrol grubu ve
doz gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar Tablo 3. 46’da verilmistir.
Ayrica, MSG2500 dozu uygulanan siganlardaki hipokampal alan goriintimii Sekil 3.
29’da gosterilmistir. Sekillerde, CAL: Hipokampusun CAl bolgesini, CAZ2:
Hipokampusun CA2 bolgesini ve CA3: Hipokampusun CA3 bdlgesini

gostermektedir.






Sekil 3. 29: MSG2500 mg/kg dozu uygulamasi yapilan sigan beynindeki hipokampal
bolgenin goriiniimii A: (H&E*200, skor 3) (oklar néronal tabakada incelme, dizilim
bozuklugu ve hiicresel nekrozu goéstermektedir). B: (GFAPx200, skor 3) (oklar
reaktif gliozisi gostermektedir). C: (MAP-2x200, skor 3) (oklar noéronal tabakada
incelmeyi gostermektedir).



Tablo 3. 45: Siganlarda MSG dozlar i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve  ANOVA testi

sonugclari.

SICAN MSG N Ort Std. H. | Min | Maks | Sd F Onem
Kontrol| 6 1,33 0,333 1 3
50 6 1,17 0,167 1 2

H&E 100 6 2,33 0,422 1 3 4 (10,588 |0,000*
200 6 3,67 0,333 2 4
2500 6 2,33 0,211 2 3
Kontrol| 6 1,17 0,167 1 2
50 6 1,33 0,211 1 2

GFAP 100 6 1,50 0,224 1 2 4 |[11,167|0,000*
200 6 2,50 0,342 2 4
2500 6 3,17 0,307 2 4
Kontrol| 6 1,00 0,000 1 1
50 6 1,17 0,167 1 2

MAP-2 | 100 6 2,00 0,365 1 3 4 [13,141|0,000*
200 6 2,17 0,167 2 3
2500 6 2,83 0,167 2 3

*p<0,001




Tablo 3. 46: Siganlarda MSG dozlan i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U
ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 17,50 0,937
Kontrol 100 9,00 0,180
Kontrol 200 1,00 0,004*
Kontrol 2500 5,00 0,041*
50 100 7,00 0,093
H&E 50 200 0,50 0,002*
50 2500 2,00 0,009*
100 200 4,00 0,026*
100 2500 16,00 0,818
200 2500 4,00 0,026*
Kontrol 50 15,00 0,699
Kontrol 100 12,00 0,394
Kontrol 200 2,00 0,009*
Kontrol 2500 0,50 0,002*
50 100 15,00 0,699
GFAP 50 200 4,00 0,026*
50 2500 1,00 0,004*
100 200 6,00 0,065
100 2500 1,50 0,004*
200 2500 9,50 0,180
Kontrol 50 15,00 0,699
Kontrol 100 6,00 0,065
Kontrol 200 0,00 0,002*
Kontrol 2500 0,00 0,002*
50 100 8,00 0,132
MAP-2 50 200 2,50 0,009*
50 2500 0,50 0,002*
100 200 16,00 0,818
100 2500 8,00 0,132
200 2500 6,00 0,065

*p<0,05

3.4.2. Farelerin Histopatolojik ve immunohistokimyasal Bulgular1

Calismamizda, farelerin beyin histopatolojik bulgularini degerlendirirken ASP ve
MSG dozlan igin en yiiksek ve en diisiik dozlar arasindaki farklar 0-3 arasinda

skorlanmistir. Buna gore hi¢ bulgu goriilmeyen olgular O olarak belirlenmis ve




bulgularin siddetine gore skorlama yapilmistir. Histopatolojik degerlendirmeler H&E
diizeyinde belirlenmistir. Immunohistopatolojik degerlendirmeler ise, MAP-2 ve

GFAP immiinohistokimyasal boyalari ile yapilmistir.

Kontrol grubunda; Histopatolojik degerlendirmede (H&E), hipokampiiste,
histolojik diizeyde bir farklilik goriilmemistir. Ayrica, immiinohistopatolojik olarak
MAP-2 ve GFAP’da da histolojik diizeyde bir farklilik gériilmemistir (Sekil 3.30).

Sekil 3. 30: Fare beyninde kontrol grubunda hipokampal bdlgenin gériinimii: A:
(H&E*40).



Sekil 3. 30 (devam) B: (GFAPx100). C: (MAP-2x100). CAl: Hipokampusun CAl
bolgesini, CA2: Hipokampusun CA2 bolgesini ve CA3: Hipokampusun CA3

bolgesini gostermektedir.



3.4.2.1. Farelerde Uygulanan ASP Dozlan1 icin Histopatolojik ve
Immunohistokimyasal Bulgular

Farelerde, beyin hipokampal alanda H&E, GFAP ve MAP-2 boyalar ile
histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu

ile baz1 ASP doz gruplar arasinda istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmustur
(Tablo 3.47).

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda,
istatistiksel bakimdan &nemli fark bulunan kontrol grubu ve ASP dozlart Mann
Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit
edildigi farkli boyama yontemlerindeki bu farkin, hangi dozlar arasinda oldugu tespit
edilmistir. H&E, GFAP ve MAP-2 boyamalar1 yapilan gruplardaki kontrol grubu ve
doz gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar Tablo 3.48’de verilmistir. Ayrica,
ASP2500 dozu uygulanan farelerdeki hipokampal alan goriiniimii Sekil 3.31’de
gosterilmistir. Sekillerde, CAl: Hipokampusun CAL bolgesini, CA2: Hipokampusun
CA2 bolgesini ve CA3: Hipokampusun CA3 bolgesini gostermektedir.



Sekil 3. 31: ASP2500 mg/kg dozu uygulamasi yapilan fare beynindeki hipokampal
bolgenin goriiniimii A-1: (H&Ex400, skor 3) (ince oklar hiicresel nekroz ve noronal
tabakada incelmeyi, kalin oklar normal noéronal alani gostermektedir). A-2:
(H&Ex%400, skor 3) (ince oklar hiicresel nekroz ve néronal tabakada incelmeyi, kalin
ok ise normal néronal alani géstermektedir).



Sekil 3.31 (devam): ASP2500 mg/kg dozu uygulamasi yapilan fare beynindeki
hipokampal bélgenin goriiniimii B: (GFAPx400, skor 3) (ok reaktif gliozisi
gostermektedir). C:. (MAP-2x400, skor 3) (oklar ndronal tabakada incelmeyi
gostermektedir).



Tablo 3. 47: Farelerde ASP dozlan i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve  ANOVA testi

sonugclari.

FARE ASP N Ort Std. H. | Min | Maks | Sd F Onem
Kontrol| 6 1,33 0,333 1 3
50 6 2,33 0,422 1 4

H&E 100 6 3,33 0,211 3 4 4 111,364 |0,000*
200 6 3,50 0,224 3 4
2500 6 3,67 0,211 3 4
Kontrol | 6 1,17 0,167 1 2
50 6 2,17 0,307 1 3

GFAP | 100 6 2,00 0,000 2 2 4 | 7,372 |0,000*
200 6 2,50 0,224 2 3
2500 6 1,33 0,211 1 2
Kontrol| 6 1,00 0,000 1 1
50 6 2,33 0,211 2 3

MAP-2 | 100 6 3,17 0,401 2 4 4 112,108 |0,000*
200 6 2,17 0,167 2 3
2500 6 1,50 0,224 1 2

*p<0,001




Tablo 3. 48: Farelerde ASP dozlan i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U
ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 7,00 0,093
Kontrol 100 2,00 0,009*
Kontrol 200 1,50 0,004*
Kontrol 2500 1,00 0,004*

50 100 7,00 0,093

H&E 50 200 6,00 0,065
50 2500 5,00 0,041*

100 200 15,00 0,699

100 2500 12,00 0,394

200 2500 15,00 0,699

Kontrol 50 5,00 0,041*

Kontrol 100 3,00 0,015*

Kontrol 200 1,50 0,004*

Kontrol 2500 15,00 0,699

50 100 15,00 0,699

GFAP 50 200 13,50 0,485
50 2500 7,00 0,093

100 200 9,00 0,180

100 2500 6,00 0,065

200 2500 3,00 0,015*

Kontrol 50 0,00 0,002*

Kontrol 100 0,00 0,002*

Kontrol 200 0,00 0,002*

Kontrol 2500 9,00 0,180

50 100 9,00 0,180

MAP 50 200 15,00 0,699
50 2500 6,00 0,065

100 200 7,50 0,093

100 2500 3,00 0,015*

200 2500 7,50 0,093

*p<0,05




3.4.2.2. Farelerde Uygulanan MSG Dozlar1 Icin Histopatolojik ve
Immunohistopatolojik Bulgular

Farelerde, beyin hipokampal alanda H&E, GFAP ve MAP-2 boyalar ile
histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu

ile bazt MSG doz gruplar arasinda istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmustur
(Tablo 3.49).

Histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda,
istatistiksel bakimdan 6nemli fark bulunan kontrol grubu ve MSG dozlar1 Mann
Whitney U testine tabi tutulmus ve istatistiksel bakimdan 6nemli farkin tespit
edildigi farkli boyama yontemlerindeki bu farkin, hangi dozlar arasinda oldugu tespit
edilmistir. H&E, GFAP ve MAP-2 boyamalari yapilan gruplardaki kontrol grubu ve
doz gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar Tablo 3.50’de verilmistir. Ayrica,
MSG2500 dozu uygulanan farelerdeki hipokampal alan goriiniimii Sekil 3.32’de
gosterilmistir. Sekillerde, CAl: Hipokampusun CAL bolgesini, CA2: Hipokampusun
CA2 bolgesini ve CA3: Hipokampusun CA3 bolgesini gostermektedir.



Sekil 3. 32: MSG2500 mg/kg dozu uygulamasi yapilan fare beynindeki hipokampal
bolgenin gortiiniimii A-1: (H&E*40, skor 3) (kalin ok nekrozlu alani, ince oklar ise
normal noronal alani gostermektedir). A-2: (H&Ex40, skor 3) (ince ok normal
noronal alani, kalin oklar ise nekrozlu alani géstermektedir).
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Sekil 3. 32 (devam): B: (GFAPx100, skor 2) (oklar reaktif gliozisi gostermektedir).
C: (MAP-2x400, skor 3) (oklar noronal tabakada incelmeyi géstermektedir).

Tablo 3. 49: Farelerde MSG dozlart i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarma ait tanimlayici istatistikler ve ANOVA testi

sonugclart.



FARE MSG N Ort Std. H. | Min | Maks | Sd F Onem
Kontrol| 6 1,33 0,333 1 3
50 6 1,17 0,167 1 2

H&E 100 6 2,33 0,422 1 3 4 (10,588 |0,000*
200 6 3,67 0,333 2 4
2500 6 2,33 0,211 2 3
Kontrol| 6 1,17 0,167 1 2
50 6 1,33 0,211 1 2

GFAP | 100 6 1,50 0,224 1 2 4 (11,167 |0,000*
200 6 2,50 0,342 2 4
2500 6 3,17 0,307 2 4
Kontrol| 6 1,00 0,000 1 1
50 6 1,17 0,167 1 2

MAP 100 6 2,00 0,365 1 3 4 (13,141|0,000*
200 6 2,17 0,167 2 3
2500 6 2,83 0,167 2 3

*p<0,001




Tablo 3. 50: Farelerde MSG dozlan i¢in H&E histokimyasal, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyamalarina ait tanimlayici istatistikler ve Mann-Whitney U
ikili karsilastirma sonuglari.

Grup Mann-Whitney U p
Kontrol 50 17,50 0,937
Kontrol 100 9,00 0,180
Kontrol 200 1,00 0,004*
Kontrol 2500 5,00 0,041*

50 100 7,00 0,093

H&E 50 200 0,50 0,002*
50 2500 2,00 0,009*

100 200 4,00 0,026*

100 2500 16,00 0,818

200 2500 4,00 0,026*

Kontrol 50 15,00 0,699

Kontrol 100 12,00 0,394

Kontrol 200 2,00 0,009*

Kontrol 2500 0,50 0,002*

50 100 15,00 0,699
GFAP 50 200 4,00 0,026*
50 2500 1,00 0,004*

100 200 6,00 0,065
100 2500 1,50 0,004*

200 2500 9,50 0,180

Kontrol 50 15,00 0,699

Kontrol 100 6,00 0,065
Kontrol 200 0,00 0,002*
Kontrol 2500 0,00 0,002*

50 100 8,00 0,132
MAP-2 50 200 2,50 0,009*
50 2500 0,50 0,002*

100 200 16,00 0,818

100 2500 8,00 0,132

200 2500 6,00 0,065

*p<0,05




4, SONUC VE ONERILER

Son yillarda yapay tatlandiricilarin insanlardaki nérokimyasal ve davranissal
etkileri tizerine yapilan tartismalar ve bu tartismalara 1s1k tutmak amaci ile hayvanlar
tizerinde yapilan deneysel calismalar devam etmektedir. Yapay tatlandiricilar,
giiniimiizde hemen hemen her alanda kullanilmaktadir (gida, ilag, tarim vs.). Bu
calismada, yapay tatlandiricilardan en c¢ok bilinen monosodyum glutamat ve
aspartamin davranigsal, biyokimyasal ve histopatolojik etkileri incelenmistir. Bunun
icin, laktasyondan sonra g¢alisma grubuna dahil edilen erkek fare ve siganlarda, ilk
once 8 kollu 1sinsal labirent egitimleri yaptirilmig, ardindan ASP (50 mg/kg, 100
mg/kg, 200 mg/kg, 2500 mg/kg) ve MSG (50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg, 2500
mg/kg) doz enjeksiyonlar1 uygulanmigtir. Enjeksiyonlar1 yapildiktan sonra 1., 7., 14.,
21. ve 28. gilinlerde postoperatif olarak 8 kollu 1smnsal labirent testi
gerceklestirilmistir. Boylece enjeksiyon oncesi Ve sonrasi fare ve siganlarin 6grenme
ve bellek fonksiyonlar1 test edilmistir. Her bir fare ve siganin enjeksiyon oncesi
kilosu tartilarak belirtilen ASP ve MSG dozunu almasi saglanmistir. Fare ve siganlar
tizerindeki akut ve kronik etkiyi gozlemlemek agisindan ASP ve MSG dozlari,
tekrarlayan dozlar seklinde 8 dozdan olusmaktadir. Agik alan testi, ASP ve MSG
enjeksiyonu oncesi ve sonrast uygulanmistir. Boylece ASP ve MSG uygulanan ve
kontrol grubu fare ve siganlar arasindaki lokomotor aktivite fonksiyonlarini
degerlendirilebilmistir. Agik alan testinde toplam gezinme siiresi, toplam temizlenme

stiresi Ve dogrulma siklig1 degerlendirilmistir.

Biyokimyasal parametrelerde, fare ve siganlarin beyin dokusundan GABA,
dopamin, katekolamin ve glutamat diizeyleri immiinosorbent ELISA yontemi ile
calistlmigtir. ELISA yonteminde sadece glutamat igin beynin serebellum bolgesi
kullanilmigtir. Bunun nedeni glutamatin beyinde en ¢ok serebellum bolgesinde

bulunmasidir. Karaciger dokusunda ise MDA, GSH, SOD diizeyleri belirlenmistir.

Fare ve sican beyninin ozellikle orta bolgesinden kesit alinmaya dikkat
edilmis, hipokampal bolgedeki 6grenme ve hafiza ile alakasi daha ¢ok olan CAL,
CA2 ve CA3 bolgesi, histokimyasal boya H&E ve immiinohistokimyasal boyalar
GFAP ve MAP-2 ile histopatolojik agidan degerlendirilmistir.



4.1 Sicanlarda ASP ve MSG Uygulama Dozunun Sonuglarin
Degerlendirilmesi

Yapilan tez c¢alismasinda siganlarin doku olarak beyin ve karacigerleri
kullanilarak biyokimyasal ve histolojik parametrelerinin, hayvanlarin davranig

parametreleri ile olan uyumlulugu degerlendirilmeye ¢alisilmistir.

4.1.1. Sicanlarda Ogrenme ve Bellek Bulgularinin Degerlendirilmesi

4.1.1.1. ASP Dozlann Uygulanan Sicanlarda Ogrenme ve Bellek
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Davranis testlerinden 8 kollu 1sinsal labirent testi, hipokampuste ve prefrontal
kortekste beyin hasarina yonelik davranis degerlendirmelerinde son yillarda
kullanilabilen bir yontemdir (Bayat ve dig. 2015, Cai ve dig. 2014, McDonald White
2013, Setkowicz ve dig. 2015, Tao ve dig. 2014).

Siganlarda ASP dozlari i¢in uygulanan 8 kollu isinsal labirent testinde hata
sayist degerlerine bakildig1 zaman, aspartamin sicanlara uygulandig: 7., 14., 21. ve
28. giinde kontrol grubu ile ASP2500 dozlar1 arasinda 6nemli bir farklilik tespit
edilerek sicanin dogru kolu se¢me olasiligi azalmaktadir. Buna gore, ASP
uygulamasinin neonatal donemde uzamsal o6grenmeye negatif etkisi oldugu
sOylenebilir. Ayrica, ASP2500 dozu i¢in, hata sayist degerlerinde sicanlarda
enjeksiyon oncesinden 14. giine kadar sistematik bir artisin oldugu ve bu artisin
istatistiksel ~ olarak anlamli  oldugu saptanmistir. Bu fark daha fazla
detaylandirildiginda ASP2500 dozu uygulanan si¢anlarda hata sayisindaki en biiyiik
farkin enjeksiyon oncesi ile 14. giin arasinda oldugu belirlenmistir. Hata sayisindan
elde edilen sonuglar, ASP doz uygulamasindan sonra gecenl4 giinliik siirede,
aspartamin davranig parametrelerine negatif etkisi oldugunu gostermektedir.
Literatiirde yapilan bir ¢alismada ise, perinatal donemdeki si¢canlara ASP uygulanmis
ve uygulama sonucunda labirentte dogru kolu se¢gmede degisikligin olmadigi
belirtilmistir (Holder 1989).



Tao ve dig. (2014), terapotik hiperkapni edilen siganlarda norolojik
bozukluklarin diizelmesi ve serebral iskemi-reperfiizyon hasarinin histolojik hasari
azaltmasi ile alakali yaptiklari bir ¢alismada, davranig parametreleri sonuglari ile
sicanlardaki Ozellikle bozulmus uzamsal bellek tizerindeki negatif etkileri
gostermislerdir. Uzamsal bellekteki benzer negatif etkiler, diger arastirmacilar
tarafindan da ortaya konmustur (Bayat ve dig. 2015, Clark ve dig. 2015, Setkowicz
ve dig. 2015).

Sicanlarda, ASP dozlar i¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde cevap
gecikmesi degerlerine bakildigi zaman, hemen hemen tiim dozlarin kontrol ve doz
grup degerleri arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu gozlenmistir. Bu da kontrol
grubu ile birlikte ASP doz artisinin hayvanlarda cevap gecikmesi siiresinde artis veya
azalis seklinde kendini gostermesine neden olmustur. Ormegin, farkli doz gruplar
icin cevap gecikme siireleri 1. giin grubunda, 14-110 saniye arasinda degismis ancak,
bu siireler diizenli olmayan dalgalanmalar seklindedir. Doz gruplarinin cevap
gecikmesi siirelerine etkisine detayli bir sekilde bakildiginda, doz artisi ile birlikte 1.,
7. ve 14. giinlerde cevap gecikme ortalamalarinin arttigi goriilmistiir. Bu artis
hayvanlarin, labirentte gecirdigi siirenin arttigini, bunun yaninda ise herhangi bir
kola girip dogru ya da yanlig bir kol se¢iminde bulunmadiklarini gostermektedir.
Davranigsal olarak bu durum, hayvanlarin labirenti dogru bir sekilde 6grenmemeleri
sonucunda, uzamsal hafizalarinin da negatif olarak etkilendigini ortaya koymaktadir.
Literatiirde Cai ve digerleri (2014), yiiksek doz ASP uygulamalarinda genel olarak
kronik donemde cevap gecikmesi degerlerinin arttigini gostermislerdir. Holder
(1989) ise, 8 kollu 1sinsal labirent testinde, aspartamin uzamsal bellek degerlerini

etkilemedigini ortaya koymustur.

41.1.2. MSG Dozlann Uygulanan Sicanlarda Ogrenme ve Bellek
bulgularinin Degerlendirilmesi

Davranis degerlendirmelerinde kullanilan 1sinsal labirent modelleri genel
olarak uzamsal hafiza ve 6grenmeyi test etmek amaci ile kullanilan bir yontemdir.
Bu c¢alismada kullanilan yontemde, hayvanin dogru kolu seginceye kadar yaptigi

hatali kola giris sayis1 (hata sayis1) ve hayvanin biitiin kollara giris i¢in kullandig1



stirenin, toplam girdigi kol sayisina boliinmesinden olusan cevap gecikmesi
parametreleri kullanilmistir. Calismamizda, siganlarda MSG dozlari i¢in uygulanan 8
kollu 1sinsal labirent testinde hata sayist degerlerine bakildigi zaman herhangi bir
MSG dozu i¢in enjeksiyon dncesi ve sonrasina gore (1., 7., 14., 21. ve 28. giin)
onemli bir fark saptanamamistir. Ancak, degerler ayrintili bir sekilde incelendigi
zaman, ortalama hata sayisimin 0,5 ile 2,67 arasinda oldugunu ve hata sayisi
yogunlugunun 1-2 hata sayisi arasinda degistigi gozlenmistir. Bu kapsamda, hata

sayist degerleri, davranigsal bakimdan siganlarda onemli bir degisiklige neden

olmamuistir. Benzer sonuglar Cai ve digerleri (2014) tarafindan da ortaya konmustur.

MSG uygulanan si¢anlarda cevap gecikmesi siiresine bakildiginda, 7. ve 21.
giinlerde 6nemli bir fark tespit edilmemistir. Ancak, enjeksiyon oncesi, 1., 14. ve 28.
giinlerde istatistiksel bakimdan 6nemli bir farkliliklar bulunmustur. Bu farkliliklara
detayli bir sekilde bakildiginda MSG doz artis1 ile birlikte cevap gecikmesi
degerlerinin de arttigi goriilmiistiir. Bu artisin daha ¢ok MSG dozunun uygulandigi
28. glinde olmasi, hayvanlarin uzamsal hafiza mekanizmalarindaki defektleri ortaya
koymaktadir (McDonald ve White 2013).

4.1.2. Sicanlarda Lokomotor Aktivite Bulgularmin Degerlendirilmesi

4.1.2.1. ASP Dozlann Uygulanan Sigcanlarda Lokomotor Aktivite
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Yapilan bu tez caligmasinda, sicanlara farkli dozlarda ASP uygulanmis ve
hayvanlar agik alan testine tabi tutularak, toplam gezinme siireleri belirlenmistir.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda, ASP uygulanmadan 6nce (enjeksiyon oncesi)
elde edilen gezinme siiresi degerleri istatistiksel bakimdan anlamli bulunmustur. ASP
uygulama sonrasi elde edilen gezinme siiresi degerleri ise istatistiksel bakimdan
anlamsizdir. Ayrica, ASP enjeksiyonu dncesi gezinme siiresi degerleri ile, enjeksiyon
sonrasit gezinme siiresi degerleri arasinda istatistiksel bakimdan anlamli fark
bulunmaktadir. Enjeksiyon sonrasi, gezinme siiresi degerlerinde bir azalig

bulunmaktadir.



Sicanlarda ASP dozlar i¢in uygulanan agik alan testinde toplam temizlenme
stiresi degerlerine bakildigi zaman, enjeksiyon 6ncesi ve enjeksiyon sonrasi degerler
arasinda istatistiksel bakimda fark oldugu goriilmiistiir. Ozellikle enjeksiyon sonrasi
kontrol grubu ile yiiksek doz ASP uygulanan grup arasinda 6nemli fark oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara gére, ASP’nin lokomotor aktiviteyi azaltarak hayvani
daha hipoaktif bir duruma getirip, hayvanin kendi 6z bakimina daha fazla zaman
ayirdigr belirlenmistir. Yapilan bir arastirmada da buna benzer sonuglar ortaya
ctkmistir. Ornegin Motaghinejad ve dig. (2015) yaptiklar1 calismada, mekansal
ogrenme Ve hafizay1 degerlendirmek igin labirent testi kullanmiglar ve hayvanlarda
anksiyete ve depresyon diizeyini belirlemislerdir. Agik alan testi sonuglarinin,
siganlarda motor aktiviteyi azaltarak, hayvanda anksiyete benzeri davranis 6zellikleri
meydana geldigini belirtmislerdir.

Sicanlarda ASP dozlar1 i¢in uygulanan agik alan testinde dogrulma sayisi
degerlerine bakildigi zaman, ASP dozu enjeksiyon oncesi, istatistiksel bakimdan
anlamli fark bulunmustur. Enjeksiyon sonrasi ise, énemli bir fark goriilmemistir.
ASP dozu uygulama oOncesi ve sonrasi ise istatisitiksel bakimdan anlamli fark
goriilmiistiir. ASP uygulama sonrasi dogrulma sayisinda azalma goriilmiistiir. Bu
sonuglar, hayvanlarin yeni karsilastiklar1 acik alanda kesif becerilerinin azalarak
daha az dogrulma yaptiklarini1 géstermektedir. Benzer bir sonucu, Mallick ve Khan
(2016), beslenme aliskanliklar1 ile anksiyetik ve antidepresan eylemlerin artist
arasindaki iligskiyi gosteren deney hayvan modeli olusturarak, lokomotor aktivite
artisina bagl olarak hayvanlarin kesif becerilerinin azaldigini ortaya koymuslardir.
Tchekalarova ve dig. (2015), benzer bir ¢alisma ile epilepsi modeli olusturduklar
siganlarda, epilepsi nobet aktivitesinin, davranigsal ve biyokimyasal degisikliklere

yol agarak, hipokampiis i¢indeki serotonin ve néron kaybini ortaya koymuslardir.

41.2.2. MSG Dozlann Uygulanan Sicanlarda Lokomotor Aktivite
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Yaptigimiz g¢alismada, siganlarda MSG dozlar igin uygulanan acik alan
testinde toplam gezinme siiresi degerleri, lokomotor aktivite diizeylerini gostermekle

beraber, MSG dozu uygulanmasindan 6nce ve sonra, herhangi bir grup i¢in 6nemli



bir fark ortaya ¢ikmamustir. Ancak, MSG uygulama oncesi ve sonrasi degerler
arasinda, istatistiksel bakimdan 6nemli fark bulunmaktadir. Bu fark, enjeksiyon
sonrasi gezinme siiresinde azalma seklinde kendini gostermektedir. Benzer sonuglar,
yani motor aktivitedeki azalis, bircok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur (She
ve dig. 2015, Tyurenkov ve dig. 2015, Zhu ve dig. 2015).

Sicanlarda lokomotor aktivite agisindan yapilan bir ¢alismada, Dubovickyet
ve digerleri (1996) postnatal 21. ve postnatal 65. giinlerde uygulanan MSG’nin
lokomotor davranisi artirdigini gézlemlemislerdir. Bu lokomotor aktivite parametresi
ile uyumlu olarak, Ishikawa (1997), neonatal donemde uygulanan MSG’nin
hipokampal CA1 piramidal hiicrelerinde spesifik dejenerasyona sebep oldugunu ve
bu dejenerasyonun &grenme bozuklugu ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Ayni
zamanda, postnatal 1., 3., 5., 7., ve 9. giinlerde MSG ile muamele edilen siganlarin,
uygulamadan sonraki 7. giinde lokomotor aktivitelerinde artis ve sonrasinda
hipoaktivite ve davranis bozukluklari belirlenmistir (Ishikawa 1997, Kiss ve dig.
2007).

Siganlarda MSG dozlar1 igin uygulanan agik alan testinde toplam temizlenme
stiresi degerlerine bakildigi zaman, enjeksiyon sonrasinda, o6nemli fark tespit
edilmistir. Bu fark, kontrol grubu ile yiikksek doz MSG arasinda istatistiksel
bakimdan anlamli fark oldugunu gostermektedir. Ayrica, enjeksiyon oOncesi ve
enjeksiyon sonrasinda temizlenme siiresindeki artis istatistiksel bakimdan anlamlidir.
Benzer sonuglar, yani hayvanin hipoakif hale gecip daha ¢ok 6zbakim yapmasi,
Oliveira de Almeida ve digerlerinin (2014) yaptiklari ¢alismada ortaya atilmistir.
Yapilan ¢alismaya gore, arastirmacilar dopamin D2 reseptor ekspresyonunu Western
Blot analizi ile degerlendirmisler ve 57 giin sonra siganlara agik alan testi
yapmislardir. Sonug olarak 57 giin sonra, siganlarda lokomotor aktivitede 6nemli bir
azalmay1 takiben, baslangi¢ degerlerine gore nispeten hareketsizlik artmis, ancak bu

degerler 71 giin sonra baslangi¢ seviyelerine geri donmiistiir.

Sicanlarda MSG dozlar1 i¢in dogrulma sayis1 degerlerine bakildigi zaman,
enjeksiyon oncesi kontrol grubu ile MSG2500 dozu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur. Ayrica, enjeksiyon oncesi dogrulma sayisi degerleri ile
enjeksiyon sonrast dogrulma sayisi degerleri arasinda da 6nemli fark bulunmustur.

Bu farklar, dogrulma sayisinda enjeksiyon sonrasi azalis seklinde kendini



gostermistir. Ortaya ¢ikan bu sonuglar, lokomotor aktivitedeki azalis ile de uyumlu
bulunmustur. Literatiir ¢alismalar1 ile de sonuglar desteklenmektedir. Ornegin,
oksidan ajan olarak bilinen nikotinin sican modelinde kullanilmas: ile yapilan bir
calismada, hayvanlara uygulanan agik alan testinin, hayvanlarin motor aktivitesini
azaltarak, anksiyete diizeyini artirdigi belirtilmistir (Motaghinejad ve dig. 2015).
Diger yandan, epilepsi modeli olusturulmus si¢anlarda ise acik alan testi ile olgiilen
lokomotor aktivite faaliyetinde 6nemli derecede artis saptanmistir (Langberg ve dig.
2016).

4.1.3. Sicanlarda Biyokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

4.1.3.1. Sicanlarda Karaciger Oksidatif Stres Parametrelerinin
Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda beyin dokusu disinda karaciger dokusu da, o6zellikle
oksidatif ve antioksidatif enzim parametreleri agisindan degerlendirilmistir.
Karacigerde oksidatif enzimlerin tayini, hiicresel antioksidan-oksidatif hasarin
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir (Botsoglou ve dig. 1994,
Ohkawa ve dig. 1979). GSH ve SOD hiicresel antioksidanlar olarak metabolizmada
dogal olarak bulunmaktadir (Boyne ve Ellman 1972, Staal ve dig. 1969, Misra ve
Fridovich 1972). Farombi ve Onyema (2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada siganlarin
karacigerinde, bobreklerinde ve beyinlerinde meydana gelen MSG kaynakli oksidatif
hasar1 aragtirmuis, intraperitoneal yolla verilen viicut agirligi basina 4 mg/g MSG’nin
karaciger, bobrek ve beyinde malondialdehit (MDA) artisina neden oldugu
bildirmislerdir. Ewees ve dig. (2015)’e gore hepatotoksisite sonucunda karaciger
dokusunda MDA diizeyinin arttigi, SOD ve GSH diizeylerinin ise azaldigi
bildirilmistir. Dakrory ve dig. (2015), oksidatif stresin karaciger hasarinin baglamasi
ve ilerlemesine neden oldugunu bildirmisler ve MDA diizeyinin arttigini, SOD ve
GSH diizeylerinin ise azaldigimmi bulmuslardir. Daha once yapilan c¢alismalarda
sicanlara uygulanan MSG’nin tek doz uygulamasi yapilmis, tekrarlayan yiiksek doz
uygulamasi (2500 mg/kg/8 giin) yapilmamistir (Bhattacharya ve dig. 2011, Bojanic
ve dig. 2004, Ciric ve dig. 2009, Narayanan ve dig. 2010). Karacigerde hiicresel



oksidatif hasarin anlamli bulunmasi, yiiksek dozda uygulanan MSG’nin hiicresel
stres ve doku hasarma neden oldugunu gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da, ASP
ve MSG uygulanan siganlarda, MDA diizeylerinde kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli derecede artma goriilmiistiir. Ayrica, SOD diizeyleri de
hem ASP hem de MSG uygulanan si¢anlarda anlamli derecede artmistir. MSG
uygulanan siganlarda GSH diizeyinde bir artis goriilmesine ragmen istatistiksel
bakimdan anlamli bir artis yoktur. ASP uygulanan siganlarda ise, GSH diizeyi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ASP2500 dozunda GSH diizeyinin arttigi

gbzlenmistir.

Siganlarda biyokimyasal sonuglara bakildiginda, MDA diizeyi ile birlikte,
SOD ve GSH diizeylerinin de artmasi ASP ve MSG uygulamasindan sonra hiicresel
anlamda antioksidan savunma mekanizmasinin devreye girdigini digiindiirmektedir.
Cinkii ASP ve MSG uygulamasindan sonra, yaklasik 4 hafta sonra hayvanlar
dekapite edilmis ve bu siire¢ igerisinde ASP ve MSG’nin oksidan etkisine karsi

antioksidan enzimler olan SOD ve GSH diizeylerinde artis meydana gelmistir.

4.1.3.2. Sicanlarda  Beyin  Norotransmitter  Parametrelerinin
Degerlendirilmesi

Dopaminin de iginde bulundugu katekolamin gibi monoaminler, merkezi sinir
sisteminde bol bulunan noéroaktif maddelerdendir (Mishra ve Goel 2013).
Katekolaminler, 6grenme ve bellek formasyonunda hayati onem tasimaktadir
(Izquierdo ve Medina 1997). Dolayisiyla katekolaminlerin konsantrasyonlarindaki
artis ve azalislar1 da oOnemlidir. Bu ¢alismada, ASP ve MSG dozu arttik¢a
katekolamin  diizeyinin istatistiksel bakimdan anlamli derecede azaldig:
belirlenmistir. ASP ve MSG dozu arttik¢a katekolamin diizeyindeki bu azalis,
ratlardaki 6grenme ve bellek ile ilgili islevlerin azalisini ndrokimyasal olarak

aciklamaktadir.

Literatiirde dopaminerjik artisin, dopamin D2 reseptoriiniin ekspresyonu ile
iligkisi ve sicanlarda lokomotor aktiviteye olan etkisi {izerine Oliveira de Almeida ve
digerlerinin (2014) yaptiklar1 ¢alismada, dopamin reseptor D1’in, reseptor D2 ile

karsilastirildiginda artmis ekspresyonunun, hayvanlarda lokomotor aktiviteyi



azaltarak mobilizasyonu yani hareketsizligi artirdigi ileri stirmiislerdir. Benzer
bulgular, diger arastirmacilar tarafindan da ortaya konmustur (Mallick ve Khan 2016,
She ve dig. 2015). Yaptigimiz ¢alismada dopamin degerlerine baktigimiz zaman hem
ASP hem de MSG dozu uygulanan siganlarda uygulama dozu arttik¢a dopamin
degerinin de arttig1 gorilmustiir. Ayrica ASP ve MSG dozu arttikga dopamin artisi,
bunun yaninda ise katekolamin degerlerinin azalis1 beyinde her iki norotransmitter

degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugunu goéstermektedir.

Beyindeki 6nemli ndrotransmitterlerden biri olan glutamat memeli merkezi
sisteminin temel eksitator norotransmitterlerinden biri olarak glutamat reseptorlerini
stimiile eder ve patolojik ve fizyolojik siireglerin her ikisinde de 6nemli bir rol oynar
(Ganong 2005, Mattson 2008). Glutamat serebellumun major nérotransmitterlerinden
biridir (Gallo ve dig. 1982), Serebellum ise duyusal algi ve motor verimin
biitinlesmesinde 6nemli rol oynayan bir beyin bolgesidir ve istemli hareketlerin
kontrolii ve koordinasyonuna katilir (Standring ve dig. 2005). Glutamat
aktivasyonunun artisi, infant farelerde nérolojik akimin genis bir araligi etkilemesine
katkida bulunur (Goldsmith 2000) ve ratlarda uzun siireli depresyonu uyarir
(Calabresi ve dig. 1999). Yapilan bu tez ¢alismasinda da, siganlarda kontrol grubu ile
MSG2500 grubu karsilagtirildiginda glutamat diizeyinde anlamli  bir artis
goriilmistir. Ayn1 zamanda, kontrol grubu ile ASP2500 grubu karsilagtirildiginda
glutamat diizeyinde anlamli bir artig goriilmiistiir. Normalde beyinde, sinaptik araliga
salman glutamat konsantrasyonu ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikabilmekte ancak bu kadar
yiiksek konsantrasyon sadece birka¢ milisaniye siirmektedir. Siire uzadiginda ise
noronal glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi néronlar1 6ldiiriici bir eksitasyonla
kars1 karsiya birakmaktadir. Iskemi sirasinda ekstraselluler yogun glutamat birikimi
glutamat reseptorlerini uyarmakta, bu da noéronal oliime neden olan bir dizi
reaksiyonun tetigini ¢ekmektedir. Iskemi sonucu azalmis oksijen konsantrasyonunun
enerji bagimli glutamat geri alimin1 onleyerek ekstraselluler glutamat artisina yol

actig1 diistiniilmektedir (Kurul ve Gulmez 2007).

Calismamizda, si¢anlara uygulanan ASP ve MSG dozu arttitkca GABA
diizeyi azalmistir. Glutamat/GABA oraninin azalmasi, beyin korteks ve
hipokampiiste geri besleme inhibisyonu akla getirmektedir (Mishra ve Goel 2015).
Bu norokimyasal diizeydeki azalma seklindeki degisiklikler Mishra ve Goel (2013,
2014) ve Singh ve digerleri (2013) tarafindan da bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda



da glutamat/GABA oranmin azalmasi, yiikksek ASP ve MSG dozu (2500 mg/kg)
uygulanan hayvanlarda ayn1 mekanizmanin isledigi sonucunu ortaya koymaktadir.
Ayrica, GABA reseptér yogunlugu ve uzamsal oOgrenme arasindaki pozitif
korelasyonun olmasi Schmid ve digerleri (1996) tarafindan GABA diizeyindeki
azalig ile 8 kollu 1sinsal labirent sonuglarindaki uzamsal 6grenme parametrelerindeki
azalisi agiklar niteliktedir. Bunun yaninda, eksitator nérotransmitter glutamat ve
inhibitér nérotransmitter GABA arasinda bir denge oldugu diisiiniilmektedir ve bu
denge hipokampal dolasim i¢in temel 6neme sahiptir ve sistemin birinin lehine dogru
kaymasi islev bozukluklar ile ilgili dengesizlige yol agabilir (Schmid ve dig. 1996).
8 kollu 1sinsal labirentte uzamsal 6grenme ve reseptor yogunlugu arasindaki
korelasyon iki faktor ile agiklanabilir: birincisi, hipokampiisteki noradrenalinin
saliniminda GABAA (GABA reseptor A)’nin kolaylastirma etkisidir (artan odiil
sisteminin artis1 ve yemek motivasyonlu gorev), ikincisi ise GABAA receptorlerinin
AMPA reseptorleri ve kainat reseptorleri arasindaki giiclii pozitif korelasyondur
(Schmid ve dig. 1996).

Bizim sonuc¢larimiza gére hem biyokimyasal acidan (glutamat artisi, GABA
azalig1, dopamin artis1, katekolamin azalisi, MDA artis1) hem de histopatolojik agidan
(hiicresel nekroz, GFAP ekspresyon artisi, MAP-2 ekspresyon azalisi) elde edilen
sonuglar 1smsal labirentte hata sayisi degerleri ile uyumludur. Sonugta hiicresel
anlamda glutamat/GABA oran1 arasindaki denge, dopamin/katekolamin orani
arasindaki denge hayvanin labirentte kol se¢ciminde hata yapmamasimi saglamistir.
Beyin hipokampiis CA1 bolgesi ve arkuat nukleus beyin korteksindeki nekroz ve
immiinohistokimyasal ekspresyon degisiklikleri hayvanlarin akut ve kronik
donemdeki cevap gecikmesi degerlerine etki etmistir. Sonugta serebral iskemi ve
reperfiizyon, uzamsal bellek ve motor sensérleri olumsuz etkileyen bir mekanizmay1
olusturmaktadir (Tao ve dig. 2014). Hipokampus, amigdala ve dorsal striatumun
ogrenme Ve hafiza ilgili rollerini arastiran bir ¢alismada, 8 kollu isinsal labirent
kullanarak ti¢ beyin bolgelerinde olusturulan lezyonlarin davranigsal etkileri
aragtirtlmisttr - (McDonald ve White 2013). Arastirma sonuglarina gore,
hipokampiisiin Sinir sistemi uyaranlar1 ve olaylari arasindaki iliskilerden sorumlu
oldugu, amigdalanin igerdigi sinir sistemi ile biyolojik olarak 6nemli olaylara

dayanan davraniglar hakkinda bilgi sagladigi, dorsal striatumun ise sinir sistemi



araciligi ile gliglendirilmis uyaran-tepki birlikteliklerinin kurulmasini katk: sagladigi
belirtilmistir (McDonald ve White 2013).

4.1.4. Sicanlarda Histopatolojik ve Immunohistolojik Bulgularmn
Degerlendirilmesi

Sigcanlar i¢in histopatolojik ve immiinohistopatolojik degerlendirmeler, ASP
ve MSG doz uygulamalarindan sonra beyin orta bolgesinde 6zellikle hipokampiisiin
CAl, CA2 ve CA3 bolgesinde yapilmistir. Histopatolojik olarak hematoksilen eosin
boyasi ile, immiinohistopatolojik olarak ise GFAP ve MAP-2 boyalar1 ile doku
degerlendirmeleri gergeklestirilmistir. Degerlendirmelerde, genel olarak hiicresel
nekroz, dizilim bozuklugu, noronal tabakada incelme ve reaktif gliozis varlig

belirlenmistir.

Hematoksilen eosin diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda MSG200
ve MSG2500 dozunda hipokampuste normal goriinim disinda ¢ok sayida dejenere
noron goriilmiistiir. Istatistiksel olarak da bu anormal goriiniim &zellikle kontrol
grubu ile MSG200 ve MSG2500 dozu ile karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.
Benzer sonuglar, immiinohistopatolojik olarak, MAP-2 ve GFAP boyamasinda da
kendini gostermektedir. Hem MSG200 hem de MSG2500 dozunda MAP-2 ve GFAP
immiinohistopatolojik degerlendirmelerinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir
artiy soz konusudur. Bu sonuglara, hipokampiiste MAP-2 immiinohistopatolojik
degerlendirme agisindan baktigimizda MAP-2 ekspresyonunun normal goriiniime
gore belirgin olarak azaldigin1 ve néronal tabakada ise belirgin incelme oldugunu
sOyleyebiliriz. GFAP ekspresyonu acisindan bakildiginda yine MSG200 ve
MSG2500 dozlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda immiinohistokimyasal
boyalarla degerlendirme agisindan istatistiksel bakimdan anlamli bir artis soz
konusudur. Reaktif gliozis, MSG200 ve MSG2500 doz gruplarinda kontrol grubu ile

karsilastirildiginda 6nemli artig gdstermistir.

Siganlara uygulanan ASP doz uygulamalarindan sonra histopatolojik ve



immiinohistopatolojik degerlendirmeler MSG doz uygulamalart ile istatistiksel agidan
benzerlik gostermektedir. Elde edilen sonuglara goére, hematoksilen eosin
boyamasinda ASP 200 ve ASP2500 dozlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak histopatolojik degerlendirmelerde anlamli bir artis s6z konusudur.
Buna gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ASP200 ve ASP2500 dozunda,
hipokampuste normal goriiniim disinda ¢ok sayida dejenere néron gortilmiistiir. Ayni
sekilde hem MAP-2 hem de GFAP ekspresyonlar1 agisindan yine yiiksek doz MSG
(MSG200 ve MSG2500) uygulanan siganlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
immiinohistopatolojik degerlendirmeler agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. Bu farklar agisindan  degerlendirme  yapildiginda, MAP-2
ekspresyonunun normal goriiniime gore belirgin olarak azaldigi ve noronal tabakada
ise belirgin incelme oldugu soylenebilmektedir. GFAP ekspresyonu agisindan
bakildiginda yine ASP200 ve ASP2500 dozlarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  immiinohistokimyasal — boyalarla  degerlendirme agisindan
istatistiksel bakimdan anlamli bir artig s6z konusudur. Bu dozlarda da reaktif gliozis,
ASP200 ve ASP2500 doz gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda onemli

artis gostermistir.

Literatiire bakildiginda, Coleman ve digerleri (2010) yaptiklar1 ¢aligmada,
deneysel olarak si¢anlarda olusturulan tip 1 diabetin merkezi sinir sisteminde, GFAP
ekspresyonunu diistirdiigiinii ancak insiilin tedavisi sonucunda bu ekspresyonun
artigin1 ortaya koymuslardir. Diger yandan, glutamat MSG dozu uygulamasi
sonucunda artmis ve bu artig histopatolojik anlamda GFAP ve MAP-2 ekspresyon
sonuglart ile anlamli oldugu bulunmustur. Han ve dig. (2008) néronal markir MAP-2
ve astroglial markir GFAP ekspresyonlar ile yaptiklart bir ¢alismada, hiicre dist
glutamat artisina  bagli  olarak MAP-2 ekspresyonunun  distigi, GFAP

ekspresyonunun ise arttigi gorilmistiir.

4.2. Farelerde ASP ve MSG Uygulama Dozunun Sonuglarin
Degerlendirilmesi



ASP ve MSG dozlarmin, farelerde davranis ve lokomotor aktiviteye olan
etkisi acisindan degerlendirilmesinde kullanilan yontemler, siganlarda kullanilan
yontemler ile benzerdir. Tipki sicanlarda oldugu gibi farelerin beyin ve karacigerleri
kullanilarak biyokimyasal ve histolojik parametrelerin, hayvanlarin davranis

parametreleri ile olan uyumlulugu degerlendirilmistir.

4.2.1. Farelerde Ogrenme ve Bellek Bulgularinin Degerlendirilmesi

42.1.1. ASP dozlann uygulanan Farelerde Ogrenme ve Bellek
Bulgularmin Degerlendirilmesi

Literatiirde, fareler ile yapilan c¢alismalarda davranig parametrelerinde
kullanilan 8 kollu 1sinsal labirent testi, Alzheimer gibi sinaptik fonksiyon bozuklugu
ve ilerleyici bellek kaybi seklinde kendini gosteren deney modellerinde
kullanilmaktadir (Clark ve dig. 2015). Bu modellerde kullanilmasinin en 6nemli
sebebi, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda mekansal calisma bellegini
degerlendirme imkani sunmasidir. Bir diger literatiirde, hipokampal noroanatomisi
farklilik gosteren farelerde, uzamsal 6grenme yeteneginin test edilmesi i¢in 1simnsal
labirent testi kullanilmistir (Delprato ve dig. 2015). Boylelikle hipokampal
noroanatomi ve bunun davranis iizerine olan etkilerine bakilmigtir. Elde edilen
verilere gore, 1sinsal labirent testinde 7 farkli hipokampal bolgenin uzamsal 6grenme
ile alakali oldugu ortaya konmustur. Bir¢ok hormonun veya nérotransmitterin
davranigsal parametrelere olan etkisinin degerlendirilmesinde 1sinsal labirent testi

kullanilmaktadir.

Bu calismada elde edilen sonuglara gore, hata sayis1 bakimindan aspartamin
farelere uygulandig1 28. giinde kontrol grubu ile ASP2500 dozu arasinda istatistiksel
bakimdan anlamli fark bulunmustur. Dolayisiyla ASP uygulamasindan sonraki 28.
giinde farenin hata sayis1 artmaktadir. Bu sonuca bakilarak, ASP uygulamasinin
hayvanin dogru kolu se¢mesini etkileyerek, uzamsal o6grenmeye ve bellek
mekanizmalariin islemesine daha ¢ok etkisi oldugu séylenebilir. Son yillarda konu
ile ilgili benzer galismalar yapilmaktadir. Ornegin, Onaolapo ve digerleri (2014),

agiz yolu ile uygulanan melatoninin farelerde yeni uyarilmig davranislar tizerindeki



etkisini acik alan, Y labirent ve 1sinsal kollu labirent kullanilarak degerlendirdikleri
bir calismada, agik alan testinde onemli bir degisiklik goriilmemis, Y labirent
testinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda melatonin 5 mg/kg uygulanan farelerde
uzamsal hafizada iyilesme goriilmiistiir ve ayrica, 1ginsal Kollu labirent testinde ise
labirentin kesfedilmesinde de 6nemli Ol¢iide azalma meydana gelmistir. Yapilan
baska bir ¢alismada, calisan bellegin yasa bagh olarak degisiklikleri arastirilmistir
(Stevens ve Brown 2015). Yapilan bu calismada, beta amiloid plaklari hasara
ugratilmis fare modeli ile norofibriler yumaklar meydana getirilmis ve 6 ayliktan
kiiciik farelerde noro-patolojik bulgular incelenmistir. Sonug olarak, erken yaslardan
itibaren hafiza kayb1 gibi semptomlarin bu plaklardaki hasar sonucu ortaya ¢iktig

yapilan davranig testi ile belirlenmistir.

Farelerde ASP dozlar i¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent testinde cevap
gecikmesi degerlerine bakildigi zaman, 1., 14. ve 21. ve 28. giinlerde, istatistiksel
bakimdan anlamli fark bulunmustur. Farelerde, ASP2500 dozu ve kontrol grubu
arasinda cevap gecikmesi degerlerinde, 21. giinde, istatistiksel bakimdan anlamli fark
bulunmustur. Diger giinlerde ise ASP200 dozu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
bakimdan anlamli fark vardir. Sonug olarak cevap gecikmesi degerleri ve hata sayisi
degerleri arasinda yiiksek derecede uyum bulunmaktadir. Her ikisinde de uygulama
sonrasindaki 28. giinde cevap gecikme siiresi ve hata sayisi artmaktadir. Cevap
gecikmesi ve hata sayisindaki benzer sonuglar Yang ve digerlerinin (2015) yasa bagh
bilissel bozukluk ile alakali olarak fareler tizerine yaptiklar1 bir ¢aligmada uzamsal

ogrenme ve hafizada bozukluklar belirlemislerdir.

4.2.1.2. MSG Dozlarn Uygulanan Farelerde Ogrenme ve Bellek
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Farelerde son zamanlarda yapilan ¢alismalardan birinde, serotonin gibi
hormon reseptorlerinin ruh hali ve kognitif fonksiyonlar da 6nemli roller oynadiklar

ve farelerde lokomosyonu bozmadan hareketsizligi azalttigi ortaya konmustur



(Pereira ve dig. 2015). Farelerde MSG dozlari i¢in uygulanan 8 kollu 1sinsal labirent
testinde cevap gecikmesi degerlerine bakildiginda, enjeksiyon oncesi, 1., 7., 14., 21.
ve 28. gilinlerde istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmamistir. Bunun yaninda,
MSG dozlar igin cevap gecikmesi degerlerinde, enjeksiyon oncesi, 1., 7., 14. ve 21.
giinlerde istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmustur. Cevap gecikmesi
degerlerinde 1. ve 14. giinlerde kontrol grubu ile MSG2500 dozu arasinda
istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmustur. Fareler i¢in hata sayisinda MSG
dozlari ile karsilastirildiginda kontrol grubu ile bir fark gériilmemesi, bunun yaninda
cevap gecikmesi degerlerinde 6zellikle 14. giinde bir fark olmas1 hayvanin labirentte
dogru ya da yanlis bir kol tercihinde bulunmadan sadece stabil olarak bekledigi
sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu sonuglarin MSG doz uygulamasindan 2 hafta
sonra (14. giin) gerceklesmesi, hayvanlarda 6grenme ve bellek mekanizmalarinin bu
slire zarfinda zarar gordiigiinii ortaya ¢ikarmaktadir. Benzer sonuglar, lgarashi ve
digerlerinin (2014) yaptiklar1 ¢aligma ile ortaya konmustur. Bu calismaya gore,
adrenomediillin (AM) reseptoriiniin vaskiiler fonksiyonlardaki rolii iizerine bir
calisma farelerde planlanmis ve davranig parametresi olarak 8 kollu 1sinsal labirent

kullanilmastir.

Ayrica, hata sayisi parametreleri acisindan degerlendirildiginde 1sinsal
labirent testindeki uzamsal bellek igin hata sayisindaki anlamli olmayan sonuglar.
Furgerson ve digerlerinin (2014), yeni gelistirdikleri bir fare modelinde uzamsal
isleyen hafizayr degerlendirdikleri bir ¢alisma ile ortaya konmustur. Sonug olarak,
kisa vadeli ve wuzun vadeli plastisite agisindan mekansal ¢alisma bellegi
degerlendirilmekle birlikte, ventral ve dorsal hipokampiisteki sinaptik iletim,

hipokampiisiin CA1 bolgesinde Sl¢lilmiistiir.

4.2.2. Farelerde Lokomotor Aktivite Bulgularimin Degerlendirilmesi

4.2.2.1. ASP Dozlarn Uygulanan Farelerde Lokomotor Aktivite
Bulgularinin Degerlendirilmesi



Guiniimiizde farelerin bazal lokomotor aktiviteleri ile ilgili ilag ¢calismalarinda
acik alan testi kullanilmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde verilen antidepresan ilag,
farenin hareketsizlik siiresini azaltmis fakat, lokomotor aktivite ve motor
koordinasyona etki etmemistir (Amin ve dig. 2015). Ayrica, Dela ve digerleri (2015),
gece igilen siitin anksiyolitik etkileri ve psikofarmakolojik 6zelliklerini
degerlendirmek amaci ile oral yoldan ¢esitli konsantrasyonlarda (100, 200 ya da 300
mg/kg) farelere siit vermislerdir. Calisma sonucunda, gece siit igirilen hayvanlarin
lokomotor aktivite (acik alan testi) ve bozulmus motor denge ve koordinasyon
(rotarod testi) diizensizliklerinin azaldigim1 saptamislardir. Diger Yyandan,
giinlimiizde, anksiyetenin gen diizeyinde fare modellerinde gosterilerek, agik alan
testi ile farelerin lokomotor aktivitenin belirlenmesine yonelik ¢alismalar
yapilmaktadir (Gudasheva ve dig. 2015, Kulikova ve dig. 2016). Yine anksiyete ile
ilgili yapilan ¢alismalardan birinde, Liu ve digerleri (2015) probiyotiklerin, anksiyete
gibi davranigsal ve psikiyatrik hastaliklarin iyilestirilmesi de dahil olmak tizere saglik
alan1 gibi pek ¢ok alanda 6nemli yarari oldugunu belirtmis ve bunu kanitlamak amaci
ile farelerde acik alan testi uygulamistir. Calisma sonucunda, farelerin probiyotikle
tedavileri sonucu agik alan testinde kat ettikleri toplam mesafeleri artmakla birlikte,
prefrontal korteks, hipokampiis ve striatum gibi beyin bolgelerinde serotonin ve
dopamin seviyeleri de artmistir. Bu ¢alisma, davranmis degisikliklerinin striatumun
monoamin noérotransmitterlerindeki artis ile iliskili oldugunu gostermektedir. Yine
yapilan bir calismada, serotonin ve reseptorlerinin, duygu durum ve Kkognitif
fonksiyonlarin ¢esitli yonlerinde 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir (Pereira ve dig.
2015). Bu amagla farelerde duygu durum, anksiyete ve duygusal 6grenme agik alan
testi ile test edilmistir. Bizim ¢alismamizda da ASP ve MSG’nin davranis iizerine
olan etkisi beyin hipokampal bolgedeki monoaminlerin artis ve azalisi ile

iliskilendirilmistir.

Goriildigi tzere fareler iizerinde anksiyete ve depresyon modellerinin
olusturularak bunun agik alan testi ile test edilmesi olduk¢a popiiler bir yontemdir
(Amin ve dig. 2015, Cheng ve dig. 2015, Dela ve dig. 2015, Liu ve dig. 2015, Pereira
ve dig. 2015). Bunun en onemli sebeplerinden biri davranis 6zelliklerinin beyin
histopatolojisi ve ndrotransmitter biyokimyasi ile iliskilendirilebilmesidir. Bu amagla
farelerde tipki siganlarda oldugu gibi acik alan testi ile ASP ve MSG’nin



hayvanlardaki lokomotor aktivite ve anksiyete fonksiyonlari degerlendirilmistir.
Cikan sonuglara gore, enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasi toplam gezinme
stiresinde degerlerine bakildigi zaman bir azalma s6z konusudur ve bu azalma
istatistiksel olarak anlamlidir. Ozellikle enjeksiyon sonrasi kontrol grubu ile
ASP2500 dozu arasinda anlamli fark bulunmustur. Benzer sonuglar, Amin ve
digerleri (2015) tarafindan da ortaya konmustur. Diger yandan toplam temizlenme
stiresi degerlerinde, enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasina goére anlamli bir artma
goriilmiistiir. Benzer sonuglar yapilan arastirmalar ile de ortaya konmustur
(Gudashevave dig. 2015, Kulikova ve dig. 2016).

Farelerde ASP dozlan i¢in uygulanan agik alan testinde dogrulma sayisi
degerlerine bakildigi zaman, enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasi dogrulma
sayis1 degerlerindebir azalma goriilmiistiir. Ozellikle enjeksiyon sonrasi, kontrol
grubu ile ASP2500 dozu arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir azalma s6z
konusudur. Bu azalma, hareketsizlik siiresinin artarak, temizlenme siiresinin artisi ile
paralellik gostermektedir. Lokomotor aktivitedeki bu artis ve azaliglar, Otsuka ve

digerleri (2015) tarafindan da ortaya konmustur.

4.2.2.2. MSG Dozlarn Uygulanan Farelerde Lokomotor Aktivite
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Farelerde MSG dozlar1 igin uygulanan acik alan testinde toplam gezinme
stiresi degerlerine bakildigi zaman, enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasi
degerlerde anlamli bir azalma goriilmiistiir. Ozellikle enjeksiyon sonrasi, kontrol
grubu ile MSG2500 dozu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir. Toplam
gezinme siiresi degerlerindeki bu etkiler, Zhen ve digerleri (2015) tarafindan da

ortaya konmustur.

Farelerde MSG dozlar i¢in uygulanan agik alan testinde toplam temizlenme
stiresi degerlerine bakildigi zaman, sadece enjeksiyon sonras1 bir artma goriilmiistiir.

Farelerdeki toplam temizlenme siiresindeki bu artis hayvanin daha ¢ok anksiyolitik



tepkiler verdigini gostermektedir. Bu anksiyolitik etkiler Cheng ve digerleri (2015)
yaptiklar1 ¢alismada, farelerin beyin monoaminlerin dlgiimlerinin sonuglar ile agik
alan testi sonuclar1 anksiyolitik etkiler ile tutarlidir. Bu ¢alismada, ayn1 zamanda
serotonin, dopamin, norepinefrin degerlerinde de disiisler meydana gelmistir.
Farelerde MSG dozlari i¢in uygulanan agik alan testinde dogrulma sayisi degerlerine
bakildig1 zaman, enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasi kontrol ve MSG50 grubu
harig¢ her bir grup i¢in azalma goriilmiistiir. Benzer etkiler Amiri ve digerleri (2015)
tarafindan sosyal izolasyon stres parametrelerini ¢alistiklar1 farelerde, anksiyolitik

etkilerin ortaya ¢ikmasi seklinde agiklanmustir.

4.2.3. Farelerde Biyokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.3.1. Farelerde Karaciger Oksidatif Stres Parametrelerinin
Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, ASP ve MSG uygulanan farelerde, MDA diizeylerinde kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli derecede artma goriilmiistir. Ayrica SOD
diizeyleri de ASP uygulanan farelerde artmig, MSG uygulanan farelerde ise anlamli
derecede azalmistir. Benzer sonuglar Ashok ve digerleri (2015) yaptiklari ¢alismada

ortaya konmustur.

ASP ve MSG uygulanan farelerde GSH diizeyinde bir artma goriilmiistiir.
MDA diizeyi ile birlikte, GSH diizeylerinin artmasi ASP ve MSG uygulamasindan
sonra hiicresel anlamda antioksidan savunma mekanizmasimin devreye girdigini
diislindirmektedir. Clinkii ASP ve MSG uygulamasindan sonra, yaklasik 4 hafta
sonra hayvanlar dekapite edilmis ve bu siireg igerisinde ASP ve MSG’nin oksidan
etkisine kars1 antioksidan enzimler olan GSH diizeylerinde artis meydana gelmistir.
Bu konu ile alakali olarak, Zhao ve digerleri (2015) yaptiklar1 ¢alismada, MDA nin
hayvanlarda arttigimmi, GSH-Px ve SOD aktivitelerinin ise azaldigin1 ortaya
koymuslardir. Abu-Taweel ve digerleri (2014) ise, MDA, GSH ve SOD



diizeylerindeki artis ve azalislarda, MSG etkisinin norotransmitter ve oksidatif stres

endeksleri ile bilissel islev bozukluklari ile olan etkilesimini gostermislerdir.

4.2.3.2. Farelerde Beyin Norotransmitter Parametrelerinin
Degerlendirilmesi

Katekolamin sentezinin hiz smirlayict basamaginda tirozinin DOPA’ya
hidroksilasyonunu tirozin hidroksilaz kataliz eder (Korner ve dig. 2015). Tirozin
hidroksilazdaki mutasyonlar bu mekanizmay1 bozmaktadir. Bu durumda farelerde,
katekolaminlerin ve davranigsal motor bozukluklardaki 6nemini ortaya koymaktadir.
Cinki tirosin hidroksilaz eksikliginde, patolojik mekanizmalardaki defektler
sonucunda, striatum dopaminerjik giris kaybi ile hareket bozukluklari meydana
gelmektedir (Korner ve dig. 2015).

Calismamizda, ASP ve MSG dozu arttik¢a katekolamin diizeyinin azaldigi
bulunmustur. ASP ve MSG dozu arttikca katekolamin diizeyindeki bu azalis,
farelerdeki 6grenme ve bellek ile ilgili islevlerin azalisini nérokimyasal olarak
aciklamaktadir. Keza farelere amphetamin verilerek yapilan bir ¢alismada, artan
katekolamin diizeyinin, hayvanlarda motor aktivite ve amaca yonelik davraniglar
artirdi@r belirtilmistir (Minassian ve dig. 2016). Bu nedenle, farelere akut uygulanan
amphetaminin katekolamin/dopamin tasiyict inhibitérii oldugu ve dopamin
yakalayicis1 olarak gorev yaptigi soylenebilir. Zira, amphetamin farelerde motor

aktiviteyi artirarak spesifik kesif oranini1 azaltmistir.

Farelerde kronik giiriiltiiniin, biligsel aktiviteleri bozdugu ve beyinde oksidatif
stresi uyardig1 ortaya konulmus ve davranis degerlendirmesi agisindan, Morris su
labirenti ile 6grenme ve bellek bozuklugu tespit edilmeye calisiimistir (Wang ve dig.
2015). Fenolik bilesikli bir antioksidan ile farelerin beslenmesi sonucunda giirtiltii
kaynakl1 artan katekolamin diizeyleri diizelmis ve oksidatif stres ortadan kalkmistir
(Wang ve dig. 2015). Plazma katekolamin diizeylerindeki artisin fare modellerinde,
oral karsinom hiicrelerinin daha invazif biiyiimesine yol agtigin1 gosteren ¢alismalar
da mevcuttur (Xie ve dig. 2015). Kronik stres altinda olusan bu durum neticesinde
katekolamin ve glukokortikoid diizeylerindeki artis tiimor olusumu ve ilerlemesine

neden olmaktadir. Sonug olarak katekolaminlerin oksidatif stres ortamindaki diizey



degisiklikleri beyin basta olmak tizere pek ¢ok doku ve organa etki etmektedir.
Bununla birlikte, kronik stresin roliinii arastiran bir ¢alismada, farelerde karaciger
metastaz modeli olusturularak katekolamin diizeylerine bakilmig ve kronik stresin
katekolamin diizeylerini yiikselttigi ve karaciger metastazin1 tesvik ettigi
belirtilmistir (Zhao ve dig. 2015).

Dopaminerjik mekanizmalar fareler ile yapilan bircok deneysel modelde
calistimaktadir. Ornegin, Parkinson hastahginin tedavisinde kullamilan bir ilag,
beyinde nigrostriatal nérodejenerasyonu ve frontostriatal dopamin disiisiine karsi
koruyucu etki gostererek, dopaminerjik ndrotransmisyonun biligsel durumu
diizeltmesini saglamistir (Aguiar ve dig. 2016). Sonugta dopamin, bes G-protein
bagli reseptorler baglanan bir katekolamin olup, hiicrede pek ¢ok mekanizmada rol
oynamaktadir (Borcherding ve dig. 2015). Ornegin, monoaminerjik vericiler olarak
adlandirilan dopamin, noradrenalin ve serotonin, beyinde genis bir alan1 etkileyerek
serebral fonksiyonlar1 modiile ederler. Bu monoaminler, kognitif fonksiyonlari
diizenleyerek psikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisindeki tanimlayict rollerini

anlamamizi saglar (Isingrini ve dig. 2015).

Calismamizda, ASP ve MSG dozu arttikca dopamin diizeyinin arttigi
bulunmustur. Bu sonuglar, 6grenme mekanizmasinda, dopamin néronlarinin roli ile
ilgili teorileri akla getirmektedir. Bu teorilere gore, dopaminerjik noronlarda
NMDA/glutamat reseptor (NMDAR) iliskili mekanizmalari igeren hiicrelerin
NMDA-bagimli regiilasyonu 6grenme siireglerini etkilemektedir (James ve dig.
2015). Ayrica yapilan ¢alismalardan birinde, yetiskin farelerde merkezi sinir sistemi
icinde inhibitér molekiillerinin varhigi akson yaralanmasimi takiben aksonun
biiylimesinde sinirlayici bir ortam olusturmaktadir (Kauhausen ve dig. 2015). Akson
tamiri ve biiylimesi ile alakali olarak Parkinson hastaliginda Klinik calismalar
hastalarin belirtilerini hafifletmek ve aksonun hayatta kalmasini saglamak igin fetal
kaynakli dopamin néronlarinin 6nemine dikkat ¢ekmistir (Kauhausen ve dig. 2015).
Ayrica, biitiin bunlarin yaninda oksidatif stres ve inflamasyon Parkinson
hastaliginda, dopaminerjik norodejenerasyona sebep olan faktorlerden bazilaridir
(Sridharan ve dig. 2015).



Yaptigimiz tez ¢alismasinda farelerin glutamat diizeylerinde tipki si¢anlarda
oldugu gibi, kontrol grubu ile MSG2500 mg/kg grubu karsilastirildiginda, anlamli bir
arttg gorilmistiir. Glutamat direkt olarak presinaptik inhibitdr internéronlarda
NMDA reseptorlerini aktive ederek, GABA salinmasini hizlandirmaktadir. Noronal
akis icerisinde, eksitator-inhibitor dengenin bozulmasi bu sonuca sebep olmaktadir
(Dubois ve dig. 2015).

GABA reseptorleri davranis etkilerinin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir. GABA, bazal lokomotor aktivitenin olusmasinda olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir (Jacobson ve dig. 2015). Ayrica son on yildaki ¢alismalar néronlar ile
dinamik bir etkilesim i¢inde olan glial hiicrelerden astrositlerin ca** bagimli
glutamat yanittaki onemine dikkat ¢ekmektedir. Astrositler benzer inhibitor
norotransmitterden GABA gibi diger norotransmitterler ile etkilesim igindedir
(Mariotti ve dig. 2016). Astrositik GABA beyinin bir¢ok bolgesinde goriilmekle
birlikte, fizyolojik rolii heniiz agik¢a kanitlanmamustir (Yarishkin ve dig. 2015).
Yaptigimiz ¢alismada, farelerin GABA diizeyleri, kontrol grubu ile MSG dozlar
karsilastirildiginda, azalmistir. Aymi sekilde fareler igin, kontrol grubu ile ASP
dozlari karsilastirildiginda GABA diizeyinde anlamli bir azalis gortilmiistiir.

Yapilan bir ¢alismada, MSG ve ASP’nin vivo etkileri ayri ayri, biligsel
davranis agisindan ve farelerin beyin dokusunda norotransmitter ve oksidatif stres
endeksleri gibi biyokimyasal parametreleri degerlendirilerek arastirilmistir (Abu-
Taweel ve dig. 2014). MSG ve ASP ile muamele edilen hayvanlar, bilissel davranig
testinden sonra, norotransmitter ve oksidatif stres endeksleri 6n beyin dokusundan
analiz edilmistir. MSG ve ASP ayri ayr1 beyin norotransmitter ve oksidatif stres
endekslerini degistirmis, daha da onemlisi MSG ve ASP’nin kombinasyonu
(MSG+ASP) norotransmitterlerin  diizeylerini (dopamin ve serotonin) anlamli
derecede azaltmig ve ayn1 zamanda lipit peroksitleri artirarak oksidatif stres
nedeniyle tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) ve toplam glutatyon (GSH)

diizeyinde azalma meydana gelmistir (Abu-Taweel ve dig. 2014). Bu amagla, ileri



calismalarda norotransmitterlerin, oksidatif stres endekslerinin ve bilissel islev
bozukluklarinin MSG ve ASP’nin sinerjistik etkilerini degerlendirmek igin onemli

oldugu sdylenebilir.

4.2.4. Farelerde Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Fareler i¢in histopatolojik ve immiinohistopatolojik degerlendirmeler, ASP ve
MSG doz uygulamalarimin beyin orta bélgesinde 6zellikle hipokampiisiin CA1, CA2
ve CA3 bolgesinde yapilmistir. Bu beyin bolgelerindeki ¢alismalar, literatiirde GFAP
ekspresyonlarinin  anlamliliginda farelerde olduk¢a fazla ¢alisilan bolgelerdir
(Schreiner ve dig. 2013). Bu tez galismasinda H&E boyasi, GFAP ve MAP-2
immiinohistokimyasal boyalari ile histopatolojik degerlendirmeler
gerceklestirilmigtir. Degerlendirmelerde, genel olarak hiicresel nekroz, dizilim

bozuklugu, néronal tabakada incelme ve reaktif gliozis varlig: belirlenmistir.

Hematoksilen eosin diizeyinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
MSG2500 dozunda hipokampuste normal goriiniim disinda ¢ok sayida nekrotik néron
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak da bu anormal goriiniim 6zellikle kontrol grubu ile
MSG200 ve MSG2500 dozu ile karsilastirildiginda anlamli bulunmustur. Benzer
sonuglar, immiinohistopatolojik olarak, MAP-2 ve GFAP immiinohistokimyasal
boyalarinda  da  izlenmistirMSG2500  dozunda  MAP-2  ve  GFAP
immiinohistopatolojik degerlendirmelerinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir
artts s6z konusudur. Bu sonuglara, hipokampiiste MAP-2 immiinohistopatolojik
degerlendirme agisindan baktigimizda MAP-2 ekspresyonunun normal goriiniime
gore belirgin olarak azaldigini, ndronal tabakada ise belirgin incelme oldugunu
sOyleyebiliriz. GFAP ekspresyonu agisindan bakildiginda yine MSG2500 dozunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda immiinohistokimyasal boyalar1 degerlendirme
acisindan istatistiksel bakimdan anlamli bir artis s6z konusudur. Reaktif gliozis,
MSG200 ve MSG2500 doz gruplarinda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemli

artis gostermistir.



Sicanlara uygulanan ASP doz uygulamalarindan sonra histopatolojik ve
immiinohistopatolojik degerlendirmeler MSG doz uygulamalart ile istatistiksel agidan
benzerlik gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore, hematoksilen eosin
boyamasinda ASP2500 dozunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak histopatolojik degerlendirmelerde anlamli bir artis s6z konusudur. Buna gore,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ASP200 ve ASP2500 dozunda, hipokampuste
normal goriinim disinda ¢ok sayida dejenere néron goriilmiistiir. Ayni sekilde hem
MAP-2 hem de GFAP ckspresyonlari agisindan ASP200 uygulanan si¢anlarda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda immiinohistopatolojik degerlendirmeler
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Bu farklar acisindan
degerlendirme yapildiginda, MAP-2 ekspresyonunun normal goriiniime gore belirgin
olarak azaldigi ve noronal tabakada ise belirgin incelme oldugu sdylenebilmektedir.
GFAP ekspresyonu agisindan bakildiginda yine ASP200 dozunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  immiinohistokimyasal — boyalar1  degerlendirme  agisindan
istatistiksel bakimdan anlamli bir artis s6z konusudur. Bu dozda reaktif gliozis,

kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli artis gostermistir.

Kawada ve digerleri (2014) yaptiklari ¢alismada, noral kok hiicrelerin merkezi
sinir sistemi gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini belirterek, néronal endoplazmik
retikulumdaki belirgin stresin, dendrit uzunlugu azaltarak, MAP-2 ekspresyon
seviyelerini diisiirdiigiinii ortaya koymuslardir. Yine yapilan bir caligmada, Wang ve
digerleri (2015), glutaminazin o6nemli bir uyarici norotransmitter Ve hiicre
metabolizmasi i¢in enerji saglayicilarindan biri olarak hizmet eden enzim oldugunu
ve bobrekteki glutaminaz ve glutaminaz C1’in, MAP-2 ifadesi ile korelasyonunun
noronal farklilasma sirasinda regiile edici 6zelligi oldugunu belirtmislerdir. Sonug

olarak noron igin gerekli olan MAP-2 ekspresyonundaki azalisa dikkat gekmislerdir.

Yang ve digerlerinin (2015) depresyon hastalart {izerine yaptiklari bir
calismada, hastalarin beyin B-tubulin ekspresyonunda anlamli bir artis ya da azalis

goriilmez iken, hipokampiiste azalmis MAP-2 ifadesi oldugunu ortaya koymuslardir.



Hashem ve digerleri (2012), si¢an serebellar korteksinde MSG’nin, histolojik
ve glial etkileri tizerine yaptiklar1 ¢alismada, fibriller asidik protein (GFAP) ile
immiinohistokimyasal ~olarak boyama yapmislar ve GFAP’in  anlaml
immiinreaksiyonu gosterdigini ortaya koymuslardir. Kaur ve digerleri (2015) epilepsi
modeli olarak kullandiklar1 siganlarda GFAP ekspresyonunun artis gosterdigini
belirtmislerdir. Benzer sonuglar aynm1 zamanda MAP-2 ve GFAP’in beraber

calisildig1 bir arastirmada da ortaya konmustur (Cui ve dig. 2011).



5. GENEL DEGERLENDIiRME

Fare ve sicanlarin beyin dokusundan GABA, dopamin, katekolamin ve
glutamat diizeyleri immiinosorbent ELISA yontemi ile galisilarak beyin bolgesindeki
bu norotransmitterlerin diizeyleri tespit edilmistir. Genel olarak beyinde hayvanlarda
norotransmitterlerden glutamat da artis goriliirken, katekolamin diizeyi azalmus,
dopamin diizeyi ise artmistir. GABA diizeyi ise glutamat/GABA dengesini korumak
adma azalmistir. Ayrica, GABA reseptor yogunlugu ve uzamsal 6grenme arasindaki
pozitif korelasyonun olmasi GABA diizeyindeki azalis ile 8 kollu 1simnsal labirent

sonuglarindaki uzamsal 6grenme parametrelerindeki azalisi agiklar niteliktedir.

Ayrica karaciger dokusunda da MDA, GSH, SOD diizeylerine bakilarak
hayvanlardaki oksidatif hasar ortaya konmustur. Karacigerde hiicresel oksidatif
hasarm anlamli bulunmasi, yiiksek dozda uygulanan ASP ve MSG’nin hiicresel stres
ve doku hasarma neden oldugunu gostermektedir. MDA, GSH ve SOD
diizeylerindeki artis ve azaliglarda, ASP ve MSG etkisinin ndrotransmitter ve
oksidatif stres endeksleri ile bilissel islev bozukluklari ile olan etkilesimi ortaya
konmustur. Fare ve sigan beyninin o6zellikle orta bolgesinden yani hipokampal
alandan kesit alinmaya dikkat edilerek, norokimyasallarin beyinde 6grenme ve bellek
ile alakali olan CAl, CA2 ve CA3 bolgesi, histokimyasal boya H&E ve
immiinohistokimyasal boyalar GFAP ve MAP-2 ile histopatolojik agidan
degerlendirilmistir. Boylece davranis testleri ile histolojik parametrelerin birbirleri ile
olan anlam ve uyumlulugu ortaya konmaya calisilmistir. Hem MAP-2 hem de GFAP
ekspresyonlar1 agisindan yiiksek doz MSG ve ASP uygulanan fare ve sicanlarda
kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda immiinohistopatolojik degerlendirmeler
acisindan fark bulunmustur. Bu farklar agisindan degerlendirme yapildiginda, MAP-
2 ekspresyonunun normal goriinime gore belirgin olarak azaldigi ve ndronal
tabakada ise belirgin incelme oldugu sdylenebilmektedir. GFAP ekspresyonu
acisindan bakildiginda yine ASP ve MSG dozlarinda kontrol grubu ile

karsilastirildiginda immiinohistopatolojik degerlendirme agisindan fark bulunmustur.



Davranis testlerinden 8 kollu 1sinsal labirent testi, hipokampuste ve prefrontal
kortekste beyin hasarina yonelik davranis degerlendirmelerinde son yillarda
kullanilabilen bir yontem oldugu icin bu tez ¢alismasinda kullanilmistir. Ogrenme-
bellek ile alakali olarak daha birgok hayvan davranig testi (Morris su tanki, Y
labirent, yiikseltilmis art1 labirent vs.) olmasma ragmen tezin biitce imkanlari
dogrultusunda hareket edilmeye ¢alisilarak laboratuvar kosullarimiza en uygun olan
8 kollu 1sinsal labirent testi ¢alismamizda tercih edilmistir. Genel olarak ASP ve
MSG uygulanan fare ve siganlarda, Ogrenme-bellek ile alakali davranis
bozukluklarina rastlanmistir. Ayrica, lokomotor aktivite testi olarak kullandigimiz
acik alan testinde ASP ve MSG uygulanan fare ve siganlarda, benzer olarak
lokomotor aktivitelerde azalma, hayvanlarin daha hipoaktif duruma gecerek 6z
bakimlarina yonelmesi elde edilen sonuglardir. Agik alan testinin, anksiyete gibi
deneysel psikiyatrik ¢alismalarda kullanilan bir yontem olmasi sebebiyle, elde
ettigimiz sonuglarin ASP ve MSG’nin hayvanlarda anksiyete ve depresyon benzeri

davranig 6zelliklerini agiklamakta yol gosterici olacagi da distiniilmektedir.

Hem biyokimyasal a¢idan (glutamat artisi, GABA azalisi, dopamin artisi,
katekolamin azalisi, MDA artisi) hem de histopatolojik agidan (hiicresel nekroz,
GFAP ekspresyon artisi, MAP-2 ekspresyon azalisi) elde edilen sonuglar 1ginsal
labirent ve acik alan testi degerleri ile uyumludur. Sonugta hiicresel anlamda
glutamat/GABA oran1 arasindaki denge, dopamin/katekolamin orani arasindaki
denge hayvanin labirentte kol se¢iminde hata yapmasindan ¢ok daha geg¢ siirede

dogru kolu bulmasina sebep olmustur.

Dopamin, GABA ve katekolamin diizeyleri, hem farede hem de siganda beyin
prefrontal ve frontal bolgeyi kapsayan alanda kismen mezolimbik alanda
Ol¢iilmiistiir. Glutamat diizeyi ise serebellumda Gl¢iilmistiir. Bu bolgeler agisindan
degerlendirildiginde, artmis bir dopamin diizeyi buna karsilik azalmis bir
katekolamin ve GABA diizeyi bize davranis testlerinde hayvanin 6grenme, odiil
motivasyon agisindan istekli oldugunu ancak davranis platformunu gergeklestirme

acisindan kendinde yeterli enerjiyi bulamadigin1 gostermektedir. Sonugta hayvan



depresif ve anksiyatdz bir davranis icerisine girerek hipoaktiflesmektedir. Ozellikle
acik alan testindeki ASP ve MSG uygulamasi sonrasi, motor fonksiyonlarin artmasi
ve daha sonrasinda hayvanin kare agik alanin bir kosesine cekilip sedatif hale
gegmesi bu tutumu agiklamaktadir. Ayrica 8 kollu 1sinsal labirentteki davranig
tutumlar1 da agik alan testi ile paralellik gostermektedir. Keza burada da hayvan
platforma birakildig: orta noktadan besin 6diiliiniin oldugu kollara girmekte, fakat bir
stire sonra girdigi kollara tekrar girerek hata yapmakta ve sonunda tipki kare agik
alanda yaptig1 gibi girdigi herhangi bir kolun iginde beklemektedir. Bu bekleyis
bazen testin tamamlanma siiresi olan 10 dakikadan bile fazla siirmektedir. Bu durum
hayvanin besin o6diiliinii bulmak igin dogru Kkolu segemedigini, hafiza problemi
yasadigini ayn1 zamanda besini aramak i¢in kendinde gerekli enerjiyi bulamadigini
ortaya koymaktadir. Ogrenme ve hafiza ile alakali bolge olan beyin hipokampiisteki
(CA1, CA2, CA3) nekroz ve noronal tabakadaki incelmeler ve dizilim bozukluklar
da bu sonuglar1 destekler niteliktedir. Beyin hipokampiis CALl bolgesi ve arkuat
nukleus beyin korteksindeki nekroz ve immiinopatolojik ekspresyon degisiklikleri
hayvanlarin akut ve kronik dénemdeki cevap gecikmesi degerlerine etki etmistir.
Sonugta serebral iskemi ve reperfiizyon, uzamsal bellek ve motor sensorleri olumsuz
etkileyen bir mekanizmay: olusturarak, noronal hasar ile birlikte hayvanlarin uzun
stireli hafizasina negatif etkide bulunmustur. Bu negatif etkinin ortaya ¢ikmasinda,

ASP ve MSG’nin meydana getirdigi oksidatif hasarda etkilidir.

Ayrica, 6zellikle MSG uygulanan sigan ve farelerde, 6grenme ve bellek testi
sonuclarinda, her iki hayvan grubunda hata sayist degerleri bakimindan kontrol
grubu ile MSG doz gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmemistir. Elde edilen bu
sonuglar, kontrol grubu ile ASP veya MSG doz uygulamalari agisindan fark
bekledigimiz parametrelerde hayvan sayisiin daha fazla olmasi gerektigini

diistindiirmektedir.
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