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OZET

Amag: Calismadaki amacimiz; AB (1-42) indiiklenerek olusturulan rat alzheimer
modelinde, rat hippokampusunda olusacak hasara karsi taurin ve B6 vitamini
uygulamasinin  Onleyici roliiniin olup olmadigmmi histolojik, ultrastriiktiirel ve

biyokimyasal diizeyde arastirmak.

Yontem: Calismamizda 250-350 gr agirhiginda 72 adet erkek rat kullanilmistir. Ratlar 9
gruba ayrilmistir. Alzeimer gruplarina intraserebroventrikiiler AR (1-42) enjeksiyonu
yapilarak Alzheimer modeli olusturulmustur. Gruplara 3 hafta boyunca enjeksiyonlari
yapilmistir. Hippocampus’taki hasar, Morris water maze 6grenme deneyi, biyokimyasal

testler, histolojik boyamalar ve elektron mikroskobik inceleme ile analiz edilmistir.

Bulgular: Yapmis oldugumuz morris water maze deneyi sonucunda kombine tedavi
uyguladigimiz Alzheimer grubunda 6grenmenin diger Alzheimer gruplarina gore daha
iyi oldugu tespit edildi. Histolojik ve ultrastriiktiirel degerlendirmede Alzheimer’li
grupta noron kaybi, noron dejenerasyonu ve amyloid birikim ciddi derecede
gozlenirken; Alzheimer ve taurin, B6 kombine tedavisi uyguladigimiz grubun bu etkileri
onemli ol¢tide azalttigin1 gozlemlendi. Biyokimyasal olarakta kombine tedavi uygulanan

grupta MDA degeri azalirken; SOD degerinin arttigini tespit edildi.

Sonu¢: Sonug¢ olarak taurin ve B6 kombine uygulamasmin Alzheimer’da
hippocampus’ta olusacak hasara karsi onleyici bir etkisinin oldugunu tespit ettik. Bu
bulgumuzun Alzheimer hastaliginin tedavisinde literature katki saglayacagini

diistiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: alzheimer, hippocampus, taurin, B6 vitamini



ABSTRACT

Objective: The aim of our study is to investigate histological, ultrastructural,
biochemical levels whether taurine and vitamin B6 administration have a preventive

role against damage to the rat hippocampus in the rat alzheimer's model induced by A3

(1-42)

Method: In our study, 72 male wistar rats weighing 250-350 gr were used. The rats
divided into 9 groups. Alzheimer's model was created by injecting
intracerebroventricular AB (1-42). Groups were given injections for 3 weeks.
Damage of the hippocampus was analyzed by the Morris water maze learning
experiment, biochemical tests, histological staining, and electron microscopic

examination.

Results: As a result of the morris water maze experiment we conducted, it was found
that learning was better in the Alzheimer group, where we applied combined therapy,
compared to other Alzheimer groups. In histological and ultrastructural evaluation,
while neuron loss, neuron degeneration and amyloid accumulation were observed in the
Alzheimer's group; We observed that the group in which we applied taurine-B6

combined therapy significantly reduced these effects.

Conclusion: As a result, we found that the combined application of taurine and B6 has
a preventive effect against damage to the hippocampus in Alzheimer's disease. We think

that this finding will contribute to the literature in the treatment of Alzheimer's disease.

Key words: alzheimer, hipocampus, taurine, vit B6
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi, demansin en sik rastlanan formu olup ilerleyici, geri doniisiimsiiz
norodejeneratif bir hastaliktir. Hafiza kaybi, davranis bozukluklari ve mental beceri
eksikligiyle karakterizedir (Dos Santos Picanco ve ark., 2018; Gol ve ark., 2019).
Alzheimer hastalig1’ nda, Amyloid B (AB) peptitleri kaynakli amyloid (senile) plaklar ve
tau proteini i¢eren norofibriller yumaklar, dejenerasyon ve noron kaybi goriiliir (Collin

ve ark., 2018; Baluchnejadmojarad ve ark., 2019).

Alzheimer hastaligi demans’in % 70 sebebidir. (Plassman ve ark., 2007). 2018 Diinya
Alzheimer Rapor’ una gore 50 milyon kisi demans’ tan muzdariptir. Bu sayilarin artip

2030 yilinda 82 milyon, 2050 yilinda ise 152 milyon kisi olacagi tahmin edilmektedir.

Cesitli ¢aligmalarda AB oligomerlerinin oldukga toksik ve oksidatif stresle ilgili oldugu,
sinaps kaybina neden oldugu gosterilmistir (Shahidi ve ark., 2017). AB birikimi 6grenme
ve hafiza problemlerine sebep olmaktadir (Shankar ve Walsh, 2009). Ratlarda
Alzheimer modeli olusturmak igin ¢esitli  yollar vardir. AB(1-42)’ nin
intraserebroventrikiiler injeksiyonu bunlardan biridir (Orban ve ark., 2010; Zhang ve
ark., 2015) (Zhu ve ark., 2016). AB’ nin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu sonrasi AB,
serebrospinal sivi vasitasiyla perivaskiiler ve lenfatik yollardan beyin hiicrelerine etki

etmektedir (Tarasoff-Conway ve ark., 2015; Kasza ve ark., 2017).

Oksidatif stres, mitokondriyal anormallikleri de indiikleyerek Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarin olugmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Antioksidanlar
ROS’ u elimine etmede koruyucu rol oynayan 6nemli bir komponenttir ve ROS’ tan
kaynaklanan noronal hasardan korumaktadir. Antioksidanlar, serbest radikallerin

hasarma karsi ilk hatta savunma saglar ve optimum saglik ve iyilik halini saglamada

kritiktir (Gol ve ark., 2019).

Siilfiir igeren diger aminoasitler gibi taurinin de antioksidan 6zelligi oldugu ¢alismalar

sonucu bulunmustur. Taurin direkt antioksidan etkisiyle membran fosfolipitleri ile

1



etkileserek lipit peroksidasyonunu engeller ve lipit peroksidasyonun son {iriinii olan
malonaldehit (MDA) diizeyini azaltir. Taurin siilfonik asit grubuyla serbest metal
iyonlart ve oksidan metallere baglanarak indirekt antioksidan bir etkisinin oldugu

bildirilmistir (Huxtable, 1992).

B6 vitamini, ¢ogu aminoasit biyosentezi ile ilgili olan 140’dan fazla biyokimyasal
reaksiyonu Kkatalizleyen bir ko-faktordiir (Hellmann ve Mooney, 2010). Noronal
uyarilma ve inhibisyonda gorev alan B6 vitamini serotonin, dopamin, epinefrin,
norepinefrin, GABA gibi norotransmitterlerin sentezi i¢in gereklidir (Stover ve Field,
2015). Antioksidant ve antiinflamatuar 6zellikler gosteren B6 vitamini reaktif oksijen
tirtinleri (ROS)’ u azaltir (Havaux ve ark., 2009; Mooney ve ark., 2009; Midttun ve ark.,
2011).

Bu calismada amacimiz intraserebroventrikiiler olarak verilen AR (1-42) yoluyla
olusturulan rat alzheimer modelinde, rat hippocampus’unda olusacak hasara karsi taurin
ve B6 vitamini uygulamasinin Onleyici roliiniin olup olmadigmi histolojik,

ultrastriiktiirel ve biyokimyasal diizeyde arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligi (AH) merkezi sinir sisteminin ¢esitli kisitmlarinda néron ve sinaps
kayiplar1 ile ortaya cikan; biligsel islevlerde azalma, 6z bakim yetersizlikleri ¢esitli
noropsikiatrik  ve  davranigsal bozukluklar ile karakterize olan progresif
norodejedeneratif  bir hastaliktir (Gilman, 1997; Lleo ve ark., 2006). Alzheimer
hastaligi, ilk kez 1906 yilinda Alman fiziatrist Alois Alzheimer tarafindan tanmlanmistir

(Maurer ve ark., 1997).

2.1.1. Alzheimer Hastahigr’min Epidemiyolojisi

Alzheimer’in goriilme siklig1 yasla beraber artmaktadir. Yayginligr 60-65 yas arasinda
yaklasik %1 iken 80-85 yas araliginda %20-%50" ye ¢ikmaktadir. Alzheimer hastalig
tek basina demansin %50-%75 sebebidir. Prevelans: 65 yasindan sonra her 5 yilda 2
katina ¢ikmaktadir. Su anda 20-30 milyon insani etkilemektedir. Kadinlar uzun yasam
stireleri ve Ostrojen eksikligi nedeniyle daha biiyiik risk tasimaktadir (Knopman DS,
2003). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ya gore kiiresel diinya niifusunda 6niimiizdeki on
yillarda Alzheimer hastas1 sayist dort kat artarak, 2050 yilinda 114 milyon hastaya
ulasacagini 6ngérmektedir ("2015 alzheimer's disease facts and figures,” 2015). Bu
durum biiyiik bir sosyal etkiye sahip olmasinin yani sira diinya ¢apinda saglik sistemi
tizerinde biiyiik bir ekonomik yiikiin olusmasina neden olacaktir (Chiang ve Koo, 2014;
Santana ve ark., 2015)

2.1.2 Risk Faktorleri
Alzheimer hastaligit multifaktorlii bir hastaliktir ve bilinen tek bir sebebi yoktur.
Hastaligin progresyonu ve gelisimi ile ilgili modifiye edilebilir ve modifiye edilemez

risk faktorleri igermektedir.

Gelisen Alzheimer i¢in en 6nemli risk faktorii yastir. 65 yasindan sonra ortalama olarak
her 5 yilda bir iki katina ¢ikmaktadir (Ott ve ark., 1995; Querfurth ve LaFerla, 2010)
Alzheimer’dan muzdarip olan bireylerin ¢ogu 65 yasinda veya 65 yasindan biiylik

olanlar “’ge¢ baslangicli’” veya “’sporadik’’ Alzheimer hastalig1 olarak tanimlanir. Tim



vakalarin %95°nden fazlasi bu sekildedir. Az rastlanan genetik mutasyonlarla ilgili olan
ve 65 yasindan Once gelisen Alzheimer hastaliklar1 ise “’erken baslangigli”” veya
“ailesel’” Alzheimer hastaligi olarak tanimlanir. Tiim vakalarin %5’nden azi bu
sekildedir (Holtzman ve ark., 2011). Ailesel Alzheimer formu olan bireylerde; 1 ve 14.
kromozomda lokalize olan presenil genlerde otozomal dominant mutasyon olmasi ya da
amyloid prekiirsiir protein (APP) geninin 21. kromozomda lokalizedir. Ek olarak Down
sendromu (trisomi 21) olan bireyler erken baslangiclt Alzheimer hastaligi i¢in artan bir

risk faktorudiir.

Sporadik AH daha komplekstir ve daha az anlasilmistir. Bilinen apolipoprotein E
(APOE) geninin epsilon 4 alleli 19. Kromozomda lokalizedir ve sporadik Alzheimer

hastalig1 gelismesi i¢in bir risk faktoridiir (Reiman ve ark., 2005).

Alzheimer hastaliginin prevelans: kadinlarda uzun yasam siirelerinden dolayr daha
fazladir (Hebert ve ark., 2001). Diisiik egitim diizeyi Alzheimer’in olugsmasi igin 6nemli
bir risk faktoriidiir (Ott ve ark., 1995). Egitimin bir kisinin biligsel birikimini arttirdig1 ve
Alzheimer patolojisine karst hizmet ettigi fikri yaygindir. Serebrovaskiiler risk
faktorlerinin  Alzheimer’in gelismesinde ve ilerlemesinde Onemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Diyabet, hipertansiyon, obezite, sigara icme ge¢misi olan bireyler
Alzheimer hastaligi i¢in onemli risk faktorii kategorisindedir (Barnes ve Yaffe, 2011).
Aile dykiisiinde birinci derecede yakinlarinda Alzheimerl birey olanlar, gecirdigi beyin
sarsintist ile biling kaybi olan kisiler de Alzheimer olugmasi i¢in risk faktorii iceren

gruptadirlar (Gilman S, 2010).

2.1.3 Alzheimer Hastaligi’min Fizyopatolojisi

Alzheimer hastaliginda makroskobik bulgu olarak beyinde atrofi, giruslarda daralma,
sulkuslarda ve ventrikiillerde genisleme gdzlenir. Mikroskobik olarak ise intraseliiler
birikim gosteren amiloid plaklar, ekstraseliiler birikim gosteren norofibriler
yumaklar(NFY’lar) ve noron kayiplari gézlenmektedir (Dos Santos Picanco ve ark.,
2018).



Amyloid (senil) Plaklar

Amyloid plaklarin ana bileseni Amloid 3 (AB) peptitleridir(Masters ve ark., 1985). A
peptitleri 39-43 aminoasitten olusur. AB, transmembran bir protein olan Amyloid
prekiirsor protein (APP)’den preteolitik yolla olusmaktadir. APP’den beta sekretaz ve
gama sekretaz enzimleri araciligiyla Amyloid (1-40) ve Amyloid B(1-42) metabolizma
tirtinii olarak olusur(Kang ve ark., 1987; Coulson ve ark., 2000). Amyloid B’nin biiyiik
cogunlugunu AB (1-40) olusturur. AB(1-42) ise hidrofobik olup daha hizli agrege
olmaktadir(Walsh ve Selkoe, 2007; Perl, 2010). AB(1-42) isoformu nérodejenerasyon
stireciyle ilgili sitotoksik iriinler igeririr ve oksiradikal formasyonlarini uyarir (Dos
Santos Picanco ve ark., 2018). AB diffiiz plaklar halinde agrege olmakta bunlarda yogun
noritik plaklara dontismektedir (Cummings, 2004). Amyloid  depolanmasi ve diffiiz
plak formasyonu mikroglial aktivasyona, sitokin salinimina ve reaktif astrositlere ve
multiprotein inflamatuar cevaba yol a¢maktadir. Akson dentrit ve noronal hiicre
govdelerinin etrafindaki biyokimyasal ve yapisal degisiklikler Alzheimer hastaligi’ndaki
sinaps kaybi, noron kaybi ve genis serebral atrofi ile karakterizedir (Barage ve
Sonawane, 2015). Coziinebilen AR oligomerlerinin Alzheimer’ m erken evrelerinde
hippocampus ve entorhinal kortekste saptanir (Moodley ve Chan, 2014). A indirekt
olarak reaktif oksijen iriinleri (ROS)’u iiretir (Akiyama ve ark., 2000).

Norofibriler Yumaklar

Noropatolojik olarak Alzheimer hastaligi’'ndaki norofibriler yumaklar (NFY) tau
proteinleri tarafindan olusmaktadir (Trojanowski ve Mattson, 2003). Tau proteinleri ana
olarak noronlarda bulunmaktadir ve mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesine
dahildir (Tucker, 1990). Yetiskin beyninde 6 isoformu bulunan tau proteini 17.
kromozomun uzun kolunda lokalize olarak bulunmaktadir. Mikrotiibiillerin
stabilizasyonu,hiicre iskeletinin biitiinliigli ve aksonal transportta Onemli rol
oynamaktadir (Barage ve Sonawane, 2015). Tau protenin noronlarda ve diger hiicre
niikleuslarinda DNA ve RNA ile etkilesime girdigi ve niikleolar yapmin olusmasinda
islev gordiigl distiniilmektedir (Sjoberg ve ark., 2006). AH’de hiperaktif kinazlar ve
hipoaktif fosfatazlar tau proteinin hiperfosforilazyonuna yol agarak mikrotiibiillerin
baglanma yeteneklerini bozarlar. Baglanmamis fosforolize tau ¢ziilemeyen c¢ift sarmalli

filamanlara polimerize olur. Zamanla intranoéral noérofibriler yumaklar haline gelirler.

5



Norofibriler yumaklar sonunda hiicre iskeletinin biitiinliigiinii, aksonal transportu bozar
ve noron Oliimiine neden olur. Hiicrenin 6liimiiyle birlikte ortaya cikan extraseliiler
norofibriler yumaga ‘’hayalet yumak’’ denir (Grober ve ark., 1999; Bennett ve ark.,
2004). Alzheimer’daki norofibriler yumaklar hippokampal formasyon, parahippokampal

girus, amigdala, entorhinal kortex ve kortikal asosiasyon alanlari’nda bulunmaktadir
(Braak ve Braak, 1991).

2.2. Hippocampus (Cornu Ammosis)

2.2.1. Hippocampus Anatomisi

“’Hippocampus lateral ventrikiillerin cornu temporalesi’nin tabaninda bulunur. Ortalama
5 cm uzunlugundaki bu yapiya coronal kesitte deniz atina benzemesi sebebiyle
hippocampus (deniz at1) denilmistir. Pes hippocampi denilen genis 6n kisminda 3-4
yuvarlak  ¢ikintt  bulunur. Bu c¢ikintilara  digitationes  hippocampi  denilir.
Hippocampus’un coronal kesiti C harfi seklindedir. Hippocampus’un ventrikiil
boslugu’ndaki konveks yliizii alveus denilen ince bir beyaz cevher tabakasiyla kaplidir.
Alveus’u olusturan myelinli lifler, hippocampus’ta bulunan sinir hiicrelerinin
aksonlaridir. Bu lifler hippocampus’un medial kenarina dogru uzanarak fimbria
hippocampi’yi olusturur. Gyrus dentatus ve hlppocampus arasinda bulunan fimbria
hippocampi, arkada crus fornicis olarak uzanir.”” (Arinci ve Elhan 2014).

“’Hippocampus alt mediale dogru subikulum ve gyrus parahippocampalis ile devam
eder. Gyrus parahippocampalis’in 6ne dogru uzanan kismina uncus denir. Hippocampus
arkada corpus callosum’un splenium kisminin altina kadar uzanir. Gyrus dentatus,
hippocampus’un medialinde, fimbria hippocampi ile subiculum arasinda yer alir. On
tarafta uncus’a karigsan gyrus dentatus, arka tarafta gyrus fasciolaris ile; gyrus fasciolaris
ise corpus callosum’un iizerindeki ince bir gri cevher tabakasi olan indesium griseum ile
devam eder’’ (Yildirim, 2000).

“’Hippocampus formasyonu: Hippocampus, gyrus dentatus ve bunlara ait beyaz
cevherler olan alveus ve fimbria hippocampi’den olusur’’ (Arinci ve Elhan, 2014).

[3

Hippocampus’un dis yiizii ko¢ boynuzu’na benzedigi i¢in ‘’cornu amnosis’’ olarak da
anilmaktadir. Ammon kogbaglt Misir tanrisina verilen isimdir. Hippocampus bdliimleri
bu nedenle hiicresel 6zellikleri de goz oniinde bulundurularak CA1, CA2, CA3, CA4
olarak isimlendirilmistir. CA1 subikuluma CA4 ise dentat girusa en yakin alandir. (izci

ve Erbas, 2015).

“’Hippocampus’u olusturan ana eksitator hiicre tipi piramidal néronlardir. Bu néronlarin
bazal dentritleri ventrikiiler ylizeye dogru lateral yonde uzanirlar, apikal dentritleri ise
ventrikiiler yilizeyin tersi yoniinde gyrus dentatus’a dogru seyrederler. Bazal dentritler
komsu piramidal hiicrelerden, septal liflerden ve komissural lifler aracilifiyla karsi
taraftan 6zellikle CA2 ve CA3 bolgelerinden, gelen afferentler alir. Piramidal hiicrelerin
aksonlar1 hippocampus’un baslica efferentleridir ve hippocampus’un yiizeyel tabakasini



gectikten sonra alveus adini alan bir lif tabakasini olustururlar. Alveus i¢inde seyreden
lifler fimbria hippocampi veya entorhinal kortekse iletirler’” (Erzurumlu ve ark., 2019).

Hippocampus’un Tabakalar

“’Hippocampus evrimsel agidan korteksin en eski (archiocortex) kisimlarindan biri
olarak kabul edilir. Histolojik olarak ventrikiile yiizeyden gyrus dentatus’a dogru
siralanan tabakalardan olusur.

1. Stratum plexiforme externum (alveus): Lateral ventrikiillerin cornu inferius’una
komsu olarak seyreden piramidal hiicre aksonlarindan olusan en derin tabakadir. Bu
tabakada entorhinal korteksten alvear yolak araciligiyla hippocampus’a gelen lifler de
bulunur.

2. Stratum Oriens: Esas olarak piramidal hiicrelerin bazal dentritleri ile inhibitor tipteki
interndronlarin (sepet hiicreleri) ve horizontal trilaminar hiicrelerin bulundugu tabakadir.

3. Stratum pyramidalis: Bu tabakada yerlesen pyramidal hiicrelerin dizilimi
hippocampus’a ¢iplak gozle de fark edilebilen *’C’” harfine benzer kivriml seklini verir.
Ucggen seklindeki hiicre govdelerinin taban kismi ventrikiiler yiizeye doniiktiir, aksonlari
ise stratum oriens’ten gecerek alveus icerisinde seyreder. Bu tabaka CA3 bolgesinde
bir¢ok interndron tipine ait hiicre gdvdelerini ve yosunsu lifler ile olusturulan sinapslari
icerir.

4. Stratum lucidum: Insanda diger primatlara gore daha belirgindir ve sadece CA3
alaninda bulunur; hippocampus’un en ince tabakasidir. Gyrus dentatus ve graniiler
hiicrelerden gelen yosunsu lifler igerir.

5. Stratum radiatum: Septal, komissural, bellek ve emosyonel baglanti aginin temel
unsuru olan CA3’den CAl’e giden Schaffer kollateral liflerfini iceren bolgede ayni
zamanda yiizeyel yerlesimli interndronlar da (sepet hiicreleri, radial trilaminar hiicreler)
bulunur.

6. Stratum lacunosum moleculare: Bu son iki tabaka piraminal hiicrelerinin apikal
hiicrelerinin apikal dentritleri tarafindan olusturulan tek bir tabaka gibi de kabul edilir.
Schaffer kollateral liflerine ek olarak entorhinal korteksin yiizeyel tabakalarindan
hippokampus’a gelen perforan yolak liflerini de igerir ©* (Erzurumlu ve ark., 2019).

2.2.2. Hippocampus’un Fonksiyonlari

“’Hippocampus hareketlerin davranisa doniistiiriilmesinde, uzaysal hafiza ve yon
bulmada 6nemli bir rolii vardir. Yakin hafiza ve 6grenme 6nemli islevlerinden olup, kisa
stireli bellegi uzun siireli bellege doniistiiriilmesi i¢in sinyaller gondermek diger limbik
sistem bolgeleri ile baglant1 saglamaktir. Uyarildiginda o6fke, asir1 seks diirtiisii gibi
davraniglar olusur. Asir1 uyarilirsa epileptik ndbetlere neden olur. Hippocampus
bolgesinde olusan bilgilerin siirekli kalmasi i¢in cortex’teki {ist merkezlere birbiri ardina
uyarilar gonderilir.”” (Arifoglu, 2019)

Hippocampus hareketlerin davranis bi¢imine doniismesinde 6nemli rol oynayan limbik
sistemde yer alir. Alzheimer hastaliginda hippocampus ilk etkilenen bdlgelerden biridir
(Padurariu ve ark., 2012). Bu sebeple hafiza ve oryantasyon bozukluklari Alzheimer
hastaliginin ilk belirtilerindendir (Kaiboriboon ve Hogan, 2002).



Sag hippocampus gorsel, sol hippocampus ise sozel hafiza ile ilgili olan fonksiyonlarda
daha aktiftir. Hippocampus norofizyoloji ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir. Uzun
siireli potansiasyon (LTP) olarak bilinen ‘’noral plastite’” 6ncelikle burada rastlanmistir.
Hafiza olusumunda temel néral mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (Iizci ve Erbas,
2015). Hippocampus hipotalamik fonksiyonlar1 diizenlemektedir (Koehl ve Abrous,
2011). Alzheimer hastaliginda hippocampus’taki CAl, CA2, CA3 bolgelerinde
piramidal hiicrelerinde azalma oldugu gozlenmistir. CA3 ve gyrus dentatus’taki
hasarlarda bilinen objelerin yer degistirmesi sonucu yeni konumlarinin bulunmasinda
problemler ortaya ¢ikmaktayken, CA1 bolgesinin hasarinda bdyle bir durum gézlenmez

(Moser ve ark., 2015).

2.3. Taurin

Hiicre igindeki en fazla bulunan aminoasitlerden biri olan taurin (2-aminoetan siilfonik
asit) (Sekil 2.3.); 125 kDa molekiil agirliginda, renksiz, suda ¢oziinebilen, siilfiir igeren,
memelilerde bulunan bir aminoasittir. Gelisim siireglerinde 6nemli rol oynar (Chesney,
1985; Jakaria ve ark., 2019). Serbest bir aminoasit olan taurin ilk kez 1827 yilinda sigir
safrasindan Fredrich Tiedeamann ve Leopold Gmelin tarafindan elde edilmistir (Chen
ve ark., 2019). Taurin hayvanlar aleminde bulunmaktadir ve az miktarda alglerde
bulunur. Yine az miktarda bazi bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde bulunur.
Memelilerde, et¢il ve otgullarda ve insanlarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. 70
kg’lik yetiskin bir erkekte 70 gr taurin bulunmaktadir (Marles ve ark., 2010). Salfirlii
bir aminoasit olan sisteinin karboksilsizlesmesi sonucu meydana gelir. Diger
aminoasitlerden farkli olarak karboksil grubu (-COOH) yerine siilfonik grubu (-SO3H)
bulunur (Olmez ve Polat, 2010). Bir B-aminoasit olan taurin en ¢ok karaciger ve
bobrekten {liretilir fakat diger bircok hiicre ve dokularda; beyin, retina, kalp, placenta,
16kosit, kasta bulunur (Park ve ark., 2014). Esansiyel bir aminoasit olmayan taurin
karacigerde sistein ve methionin’den sentezlenmektedir. Taurin sentezi igin bilinen
ticyol bulunmaktadir. Biitiin bu yollar bir kofaktdér olan B6 vitamininin aktif formu
pridoksal -5’-fosfata (P5P) gereksinim duyar. B6 vitamini eksikligi taurin sentezini
bozmakta ve endojen taurin diizeylerinde azalmaya neden olmaktadir (Birdsall, 1998;

Redmond ve ark., 1998; Olmez ve Polat, 2010).



Sekil 2.3. Taurin’in kimyasal formiilii

2.3.1. Taurin’in Biyolojik Fonksiyonlari

Taurin’in bir¢cok biyolojik fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlar; safra tuzu iretimi,
ozmoregiilasyon, membran stabilizasyonu, detoksifikasyon, kalsiyum regiilasyonu,
antioksidant ve antiinflamatuar etkileridir (Redmond ve ark., 1998; Murakami, 2015;
Chen ve ark., 2019). Yapilan bir¢ok ¢alisma taurin’in degisik organ ve sistemler iizerine
etkisi oldugunu gostermektedir. Bunlar; kardiyovaskiiler sistem, iskelet kaslari, retina,
bobrek, karaciger ve sinir sistemi iizerine etkileri vardir. En iyi bilinen karacigerdeki
safra asitlerini konjuge eder boylece normal safra salinimina katki saglar (Chen ve ark.,
2019). Baska bir ¢alismaya gore mitokondriden tRNA sentezini saglamaktir (Suzuki ve
ark., 2002). iskelet kaslarinda ise taurin kalsiyum iyona bagl kasilma kontraksiyonuna
katk: yapar, antioksidant defans saglayarak normal iskelet kas1 fonksiyonuna katki yapar
ve iskelet kasinin biiytimesini saglar (Miyazaki ve ark., 2013; Spriet ve Whitfield, 2015).
Hiicre voliimiinii diizenler. Kardiyovaskiiler sistemde aterosklerozu ve koronar kalp
hastaliklarint apolipoprotein B100 seviyelerini azaltarak veya kardiak kontraksiyonu
arttirarak azaltir. Son zamanlarda bir meta -analiz taurinin insanda antihipertensiv etkisi
oldugunu 6nermektedir (Miyazaki ve ark., 2013; Chen ve ark., 2019). Taurin osmoliti,
hiicre dongiisiinii ve apoptozisi diizenleyerek normal bobrek fonksiyonunu saglar
(Chesney ve ark., 2010). Taurin ayrica géz sagligi i¢in 6nemlidir. Retinal gelisim i¢in

hayati 6nem tagir (Froger ve ark., 2014).

Taurin’in Merkezi Sinir Sistemi Uzerine EtKisi
Taurin’in gelisimsel siiregte biitlin beyin bolgelerinde 6nemli miktarda oldugu
bilinmektedir. Taurin’in beyin gelisimi esnasinda hiicre gociinii engelledigi sinirsel

iletimi diizenleyip beyin gelisimini hizlandirdig1 bildirilmistir (Lourenco ve Camilo,



2002). Taurin, merkezi sinir sisteminde hem ndronlarda hem glialarda bulunur ve kan
beyin bariyerini gecebilir (Chesney, 1985). Beyin hiicrelerinin artmasini destekledigi ve
toksik ajanlarin zararlarindan korudugu goriilmiistiir. Taurin uygulamasinin g¢esitli sinir
sistemi hastaliklarini; Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalifi gibi hafifletebilir.
Sinir sisteminde belirli reseptorlerin eksikligi sonucu taurin {i¢ hedef reseptdr: GABA,
glisin ve N-methyl -D-aspartate (NMDA) reseptorleri yoluyla siklikla dnemli fizyolojik
rol oynar. Hiicre diizeyinde taurin ozmoregiilator olarak hiicre voliimiinii diizenler.

Mitokondri disfonksiyonundan korur (Chen ve ark., 2019).

Taurin’in Antioksidan Ozelligi

Siilfiir igeren diger aminoasitler gibi taurinin de antioksidan 6zelligi oldugu calismalar
sonucu bulunmustur. Taurin direkt antioksidan etkisiyle membran fosfolipitleri ile
etkileserek lipit peroksidasyonunu engeller ve lipit peroksidasyonun son {iiriinii olan
malonaldehit (MDA) diizeyini azaltir. Taurin siilfonik asit grubuyla serbest metal
iyonlar1 ve oksidan metallere baglanarak indirekt antioksidan bir etkisi oldugu

bildirilmigtir. (Huxtable, 1992)

2.4. B6 Vitamini (Pridoksin)

B6 vitamini (pridoksin), protein, lipit ve karbonhidrat metabolizmasina dahil olan essiz
bir vitamindir. B6 vitamini Paul Gregory tarafinda 1934 yili’'nda ratlardaki dermatitte
tedavi edici bir faktor olarak kesfedilmistir. B6 vitamini suda ¢ziinebilen bir vitamindir.
Kimyasal olarak 3-hydroxy-4, 5 hydroxymethyl- 2-methylpyridine (Sekil 2.4.)
tanimlanmaktadir (Ahmad ve ark., 2013; Stover ve Field, 2015). B6 vitamini 3-hydroxy-
2-methyl-pyrimidine’den tiiretilen 3 tane gruptan olusur. Bunlar; pridoksin (PN) bir
alkol, pridoksal (PL) bir aldehit, pridoksamin (PM) bir amino grubu iceren gruplardan
olusmaktadir. Biyolojik olarak aktif ko-enzim formlart olan 5’fosfat esterleri ise:
pridoksin-5’-fosfat, pridoksal-5’fosfat, pridoksamin-5’fosfat’tir. Pridoksal-5’-fosfat
biyolojik olarak en aktif formudur (Spinneker ve ark., 2007; Mooney ve ark., 2009).
Vitamin B6 dogal olarak tahillarda, baklagillerde muz ve avokado gibi meyvelerde,
1spanak ve patates gibi sebzelerde, siit, peynir, yumurta kirmizi et, karaciger ve
baliklarda bulunur (Aspy ve ark., 2018). B6 vitamini jejenum’un st kismi ve biraz da

ileum’dan emilir (Spinneker ve ark., 2007). B6 vitaminin en aktif formu olan pridoksal-
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5’fosfat (PLP) bir ko-enzim olarak 140’a yakin biyokimyasal reaksiyona Kkatilip,
reaksiyonu katalizler. B6 vitamini beyinde seratonin, epinefrin, nérepinefrin, GABA gibi
norotransmitterlerin sentezi i¢in gereklidir. Noronal uyarilma ve inhibisyonda da gorev
alir. PLP’ye bagli enzimler aminoasit metabolizmasinda, glikoliz, glikogeneosis,
poliamin biyosentezi, taurin ve sfingolipid sentezinde énemli rol oynar. B6 vitamini yag
asitlerinin sentezine katki saglar (Stover ve Field, 2015; Parra ve ark., 2018). Pridoksin
ayn1 zamanda reaktif oksijen {irlinlerini (ROS)’u azaltir (Ueland ve ark., 2017; Parra ve
ark., 2018).
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Sekil 2.4. Pridoksin’in kimyasal formiilii

2.5. Serbest Radikaller

“’Serbest radikaller eslenmemis bir elektron iceren yiiksek diizeyde reaktif olan tiirlerdir;
bunlar bir bagka molekiil ile ¢cakismadan once c¢ok kisa bir siire kalicidirlar. Kararliliga
ulagabilmeleri i¢in ya bir elektron c¢ikarirlar ya da verirler. Bu sekilde cakisan
molekiilden yeni bir radikal olusumu gergeklesir. Zincir reaksiyonu olarak tanimlanan
bir radikalin bastirildigi tek yol, ancak iki radikalin birbiri ile reaksiyona girerek
molekiillerden biri ya da digerindeki eslenmemis elektronun eslenmesi ile sonuglanir.
Tek bir radikalin yarilanma 6mrii ¢ok kisa ve radikallerin dokudaki konsantrasyonlari
cok disiik oldugu icin bu olay seyrek meydana gelir. Biyolojik sistemlerde en fazla
hasar olusturan radikaller 6zellikle siiperoksit, Oz, hidroksil, OH ve peroksil, Oz gibi
oksijen radikalleridir (bazen reaktif oksijen tiirleri olarak da adlandirilirlar). Oksijen
radikallerinin olusturdugu doku hasar1 oksidatif hasar, oksijen radikallerinin olusturdugu
hasara kars1 koruyuyucu olan faktorler ise antioksidanlar olarak adlandirilir’” (Murray ve
ark., 2015).

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu
hasarlar1 onlemek ve detoksifikasyonu saglamak amaciyla gorev yapan savunma
sistemlerine ‘’antioksidan savunma sistemleri’’ denir (Karabulut ve Giilay, 2016).
Antioksidan bazi mekanizmalar ile etkilerini gosterirler. Bunlar:

1. Radikal olusumunun simiflandirilmasi
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Tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi
Radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi

Olusan radikallerin detoksifikasyonu

o & N

Hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasi (Konukoglu, 1997).

2.6.1. Antioksidanlarin Simiflandirmasi
Antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olmak iizere 2 gruba ayrilir.

Endojen antiokidanlar, enzimatik ve nonenzimatik olarak 2 grupta incelenirler.

Enzim olan antioksidanlar: Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GPx), Glutatyon reduktaz (Gr)’dur.

Nonenzimatik antioksidanlar: Glutatyon, melatonin, {irik asit, biluribin, albiimin,

selenyum, koenzim Q10, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin sayilabilir.

Eksojen  antioksidanlar  ise;  vitaminler, ilaglardaki  antioksidanlar  olarak

siiflandirilabilir.

Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A),
askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit (Vitamin B9)’tir.

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinal,
oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), NADPH oksidaz inhibit6rleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerlari, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar), rekombinant
superoksit dismutaz, trolox-C, GPX ativitesini arttiran abselen ve asetilsistein, non
enzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), demir redoks dongiisii
inhibitorleri (desferroksamin), nétrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve IL-1),

barbiriitlar, demir selatorleri (Karabulut ve Giilay, 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler

Calismamizda, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilen yaklasik 250-350 gr agirliginda Rattus norvegicus tiiri
toplam 72 adet, eriskin Wistar albino rat kullanildi. Denekler 12 saat gece, 12 saat
giindiiz siklusunda tutuldu. Her kafeste 5 hayvan olacak sekilde ve ad libitum yem ve
musluk suyuna ulasabilecek sekilde barmdirilmistir. Denekler {lizerine yapilacak tiim
islemler Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastrma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun degerlendirilmesine sunularak etik kurul karar1

ile onay alindi. (Protokol no: 2019.01.11)

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizdaki Rattus novegicus tiirii 250-350 gr agirliginda 72 adet eriskin erkek
Wistar albino rat kullanildi. Hayvanlar rastgele segilerek toplam 9 gruba ayrildi (Tablo:
3.1).
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Tablo 3.2. Deney gruplarinin sayisal dagilimi

Gruplar Denek AB(1-42) Taurin B6 Serum
Sayist
Vitamini fizyolojik
Grup 1 n=8 _ _ _ _
(Kontrol)
Grup 2 n=8 + _ _ -
(Alzheimer)
Grup 3 n=8 + + _ _
(Alzheimer + Taurin)
Grup 4 n=8 + _ + ~
(Alzheimer + B6)
Grup 5 n=8 + + + _
(Alzheimer +
Taurin+B6)
Grup 6 n=8 _ + _ —
(Taurin)
Grup 7 n=8 _ _ + _
(B6 vitamini)
Grup 8 n=8 _ _ _ +
(Iip. serum fizyolojik)
Grup 9 n=8 +

(Isv. serum fizyolojik)
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Deney Gruplan
Grup 1 (Kontrol): Bu grupta herhangi bir islem yapilmadi. Deneyin 16 ve 21. giinleri

arasinda Morris water maze deneyi yapilmistir.

Grup 2 (Alzheimer Grubu): Bilateral olarak intraserebroventrikiiler AB (1-42)
enjeksiyonu yapilmistir. Deneyin 16 ve 21. giinleri arasinda Morris water maze deneyi

yapilmustir.

Grup 3 (Alzheimer + Taurin Grubu): Bilateral olarak intraserebroventrikiiler A} (1-42)
enjeksiyonu yapilmis ve taurin 21 giin boyunca intraperitoneal olarak uygulanmistir.

Deneyin 16 ve 21. Giinleri arasinda Morris water maze deneyi yapilmistir.

Grup 4 (Alzheimer + B6 vit Grubu): Bilateral olarak intraserebroventrikiiler A3 (1-42)
enjeksiyonu yapilmis ve B6 vitamini 21 giin boyunca intraperitoneal olarak

uygulanmistir. Deneyin 16 ve 21. giinleri arasinda Morris water maze deneyi yapilmistir.

Grup 5 (Alzheimer + Taurin + B6 vit): Bilateral olarak intraserebroventrikiiler A3 (1-42)
enjeksiyonu yapilmis ve taurin ve B6 vitamini 21 giin boyunca intraperitoneal olark

uygulanmistir. Deneyin 16 ve 21. giinleri arasinda Morris water maze deneyi yapilmistir.

Grup 6 (Taurin Grubu): Taurin 21 giin boyunca intraperitoneal olarak uygulanmistir.

Deneyin 16 ve 21. giinleri arasinda Morris water maze deneyi yapilmustir.

Grup 7 (B6 vit Grubu): B6 vitamini 21 giin boyunca intraperitoneal olarak

uygulanmistir. Deneyin 16 ve 21. giinleri arasinda Morris water maze deneyi yapilmistir.

Grup 8 (Serum fizyolojik/intraperitoneal(sham)): Serum fizyolojik 21 giin boyunca
intraperitoneal olark verilmistir. Deneyin 16 ve 21. giinleri arasinda Morris water maze

deneyi yapilmistir.

Grup 9 (Serum fizyolojik/intraserebroventrikiiler(sham)): Serum fizyolojik bilateral
intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilmistir. Deneyin 16 ve 21. Gilinleri arasinda

Morris water maze deneyi yapilmistir.
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3.3. Alzheimer Modeli Olusturma

Alzheimer modeli olusturulacak gruplara; Grup 2, grup 3, grup 4, grup 5’e ait ratlara
deneyin 1. giinii bilateral intraserebroventrikiiler A3 (1-42) enjeksiyonu yapilmistir. Af}
(1-42) (Sigma; SCP0038) deneyden 3 giin 6nce 1000 ml serum fizyolojikte ¢oziilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti stoklara ayrilarak kullanilacagi zamana kadar -20°C’
de muhafaza edilmistir. Olgiilecek parametrelerde AB (1-42)’yi ¢ozdiigiimiiz serum
fizyolojik’e bagimli olabilecek olasi degisiklikleri bertaraf etmek icin, Grup 9’a serum
fizyolojik aymi miktarda olacak sekilde bilateral intraserebroventrikiiler olarak
uygulanmistir. Ratlar 15 mg/kg XylazinHCl (Rompun®) ve 100 mg/kg Ketamin’in
(Ketalar®) intraperitoneal enjeksiyonu uygulanarak yeterli anestezi saglandiktan sonra
ratlarin basi traslanmistir. Ratlar kulaklarindan ve agzindan sabitlenerek sterotaksik
cergeveye yerlestirilmistir. Anesteziden sonra viicut sicakligini 36-37°C sabit tutmak i¢in
ratlarin altina elektrikli 1sitici ped konulmustur. Ratlarin baslarina subkutan olarak 10
mg/kg Lidocaine ampul uygulanarak insizyon yapilacak bolgenin yeterince uyusmasi
saglanmistir. Mitsagittal bir insizyon yapilarak derinlestirilmis ve bregma noktasi
bulunana kadar bir pamuk yardimiyla bolgede biriken kan temizlenmistir. Bregma
noktas1 belirlendikten sonra sterotaksik koordinatlara gore lateral ventrikiillerin yerleri
belirlenip buralara sterotaksik c¢ercevenin ucuyla birer delik acilmistir. Lateral
ventrikiillerin sterotaksik koordinatlari: 0,8 mm bregmanin posteriorunda, 1,4 mm
sagittal suturun lateralinde, dura mater’den 4 mm asagidadir. Cozelti Hamilton
enjektoriine (26G) ¢ektirilip, lateral ventrikiil icin acilan deliklerden sirasiyla 5.0 pl
miktarinda bilateral enjekte edilmistir. Enjeksiyon 5 dk boyunca siirmiis, 2 dakika
boyunca da enjektorii iceride tutup tiim cozeltinin bosaltilmasi igin bekletilip yavas
yavas cikartilmistir. Enjeksiyondan sonra insizyon sutur atip kapatilmigtir. Cerrahi
yapilan bolgenin enfeksiyonu onlemek amaciyla ratlarin baslara antibiyotikli krem
siiriilmiistiir. Cerrahiden sonra ratlara oral 200 mg/kg parasetamol uygulanmstir. islem

sonrasi ratlar yem ve suya rahat ulasabilecekleri sekilde kafeslerine konulmustur.

16



Sekil 3.3 Intraserebroventrikiiler AB (1-42) enjeksiyonu

3.4. Taurin Uygulamasi

Taurin uygulamast Grup 3, grup 5 ve grup 6’ya 50 mg/kg dozda 21 giin boyunca
(cumartesi ve pazar dahil) saat 10.00-17.00 saatleri arasinda giinde bir kez
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Taurin (Sigma; T0625) serum fizyolojik
icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Olgiilecek parametrelerde taurini ¢ozdiigiimiiz serum
fizyolojige bagh degisiklikleri bertaraf etmek icin, Grup 8’e serum fizyolojik ayni
miktarda olacak sekilde verilmistir (Javed ve ark., 2013).

3.5. B6 Vitamini Uygulamasi
B6 vitamini uygulamasi Grup 4, grup 5 ve grup 7’e 21 giin boyunca (cumartesi ve pazar
dahil) 10.00-17.00 saatleri arasinda 50 mg/kg dozda intraperitoneal olarak enjekte

edilmistir. B6 vitamini (Sigma; P5669) serum fizyolojikte ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.6. Morris Water Maze Deneyinin Yapilmas1 (MWM)
Deneyin 17. ve 22. giinleri arasinda deneklerin 6grenmelerini degerlendirmek igin

Morris water maze (MWM) o6grenme deneyi yapilmistir. Mwm deneyi i¢in 150 cm
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capinda, 45 cm yiiksekliginde dairesel ¢apta siyah renkli bir tank kullanilmistir. Tank
suyla doldurulup hayali bir sekilde kesisen 2 ¢ap ile 4 kadrana ayrilmistir. Kadranlarin
her biri isimlendirilmistir. Kadranlar NE, NW, SE, SW olarak isimlendirilmistir.
Denekler tanka N, E, SE, NW yonlerinden birakilmistir. Deneklerin havuza birakilma
yonleri ilk 5 giin degistirilmistir. Havuzdaki suyun sicakligr 2241 °C’dir. Havuzun
hemen tiizerinde Noldus Ethovision XT kayit ve izleme sistemi ile deneyler kayit altina
alinmistir. Deney 6 giin slirmiistiir. Deneyin 6. ve son giinii probe trial giliniidiir. Dairesel
bir kagis platformunun oldugu hedef kadran SW’ dir. 9 cm ¢apinda olan demirden yapili
platform havuzun tabanma bantlarla sabitlenmistir. Havuz doldurulduktan sonra
havuzun 2-3 cm altinda kalacak ve goriinmeyecek bir sekilde bulunur. Platformun
tepesi ratlarin ayaklarinin kaymamasi i¢in kaymaz bir ortiiyle kaplanmistir. Her kadranin
ortasina gelen duvar ve perdeler ¢esitli renk ve sekillerdeki gostergelerle isaretlenmistir.
Ratlar deneyin ilk 5 giinii tiim yonlerden 120 sn yiizdiiriilmiistir. Her bir yonden
yiizmesine trial denilmektedir. Giinde 4 trial yapilmistir. Her bir trial arasinda en az 5 dk
olacak sekilde denekler havuza birakilmistir. Ratlar suya yiizleri tanka bakacak sekilde
birakilirlar. Ratlara 120 sn serbest bir sekilde yiizdiiriildiikten sonra platformun tizerinde
10 sn bekletilmistir. Bdylece ratlara platformun yeri 6gretilmeye c¢aligilmistir. Ratlar
platformu 120 sn’den daha kisa siirede bulduklarinda da yine 10 sn platformun {izerinde
bekletilmistir. Siire sonunda ratlar platformun yerini bulamazsa platformun {iizerine
birakilip 10 sn boyunca gozlem yaptirilmistir. Her giin ratlar havuza bir baska yonden
atilarak baslatilmistir. Deneyin ilerleyen giinlerinde ratlar platformu ne zaman bulduysa
Noldus sistemi trial’1 durdurup platformu bulma siiresini kayit altina almigtir. Ratlar her
trial’dan sonra havlu ile kurulanip kuru bir kafese konulmustur. Noldus sistemi ayni
zamanda ratin hizin1 da kayit altina almaktadir. Probe trial giiniinde ise havuzun tabanina
sabitlenmis ve SW kadraninda olan platform kaldirilmistir. Deneyin son giinii ratlar
yalnizca NE yoniinden havuza birakilmig ve 30 sn serbestce ylizdiiriilmiistiir. Ratlarin

hedef kadran1 bulma siireleri ve hedef kadranda geg¢irdigi siireler hesaplanmigtir.
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Sekil 3.6. Morris su tankinda ratlarin serbest yiizdiiriilme seansi

Deneklerin Sakrifikasyonu

Morris water maze deneyinin bitiminde 22. Giinde deneklerin 15 mg/kg XylazinHCI
(Rompun®) ve 100 mg/kg Ketamin’in (Ketalar®) intraperitoneal enjeksiyonu ile yeterli
anestezi saglandiktan sonra goglis bolgesi acilarak kalbe ulagildi. Transkardiyal
perfiizyon islemi i¢in, kalbin son ventrikiiliine bir kaniil yardimiyla girilip sag atrium’a
bir delik a¢ildi. Transkardiyal perfiizyon islemi i¢in kalbin sol ventrikiiliine bir kaniil
yardimiyla girilip sag atrium’a bir delik agildi. Transkardiyal perfiizyon i¢in 250 ml
heparinize serum fizyolojik ile vaskiiler yatak yikanarak temizlendikten sonra ayni1 yolla
tespit soliisyonu verildi. Fiksasyon basamaginda her bir hayvan igin 250 ml serum

fizyolojik kullanildi.

3.7. Hippocampus Dokusunun Diseksiyonu

Sakrifike edilen hayvanlarin atlantooksipital eklemine bir makas veya bistiiri yardimiyla
kesilip aralandiktan sonra orta hattan bistiirii yardimiyla kafatasina diklemesine kesitler
atilip foramen occipitale magnum’dan baglayarak kafa kemikleri kirilmis ve beyin

cikarilmigtir. Buz iizerinde bir siire bekletilen beyinlerden cerebellum Kkesilip
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uzaklastirilmigtir.  Oksipital bolgeden orta hattan baslayip korteks aralanarak
hippocampus’a ulasilir. Bilateral bir sekilde alinan hippocampus dokulari ayrilarak % 10
formalin, % 4 gluteraldehit ve PBS fiksatiflerinin i¢ine koyuldu. Sag ve sol her 2
hippocampus, 1s1k mikroskobi, elektron mikroskobi ve biyokimyasal analizler igin
kullanild1. Dokular, elektron mikroskopisi i¢in % 4 gluteraldehit, 151k mikroskobi i¢in %

10’luk formaldehit, biyokimyasal analizler i¢in ise PBS ¢ozeltisine konulmustur.

Sekil 3.7. Hippocampus dokusunun diseksiyonu, A) Total beyin, B) Cerebellumun uzaklastirilmasi, C)
Korteksin aralanmasi, D) Sag ve sol hippocampus’un ¢ikarilmasi

3.8. Isik Mikroskobi incelemesi

Isik mikroskobunda inceleme yapmak ic¢in alinan hippocampus dokular1 doku takibi
yapilana kadar %10’luk formaldehit fiksatifinde tutulmustur. Doku takibi prosediirii i¢in
Akdeniz Universitesi Patoloji Anabilim Dali’nda bulunan otomatik doku takip cihazi
kullanilmistir. Kasetlere konulan dokularin doku takip protokolii basamaklari sirasiyla
asagida belirtildigi sekilde uygulanmustir: Formaldehitte (TNF) 2 saat, formaldehitte
(TNF) 2 saat, %70’ lik etilalkolde 30 dakika, %80’ lik etialkolde 30 dakika,
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%96’ lik etilalkolde 1 saat, % 100’ lik etilalkol absoliit 1 saat, % 100’ liik etilalkolde 1
saat, ksilende 1 saat, ksilende 1 saat, parafin I’ de 1 saat, parafin II’ de 1 saat, parafin I1I’
de 1 saat bekletildikten sonra dokular temiz parafine alinarak bloklama islemi

gergeklestirilmistir.

Alman parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen &
eosin boya ile boyanmistir. Hemotoksilen & eosin boyama yontemi i¢in sirasiyla
asagidaki prosediir basamaklar1 uygulanmistir: Kesitler 1 saat 60 °C sicakligindaki
etivde 1 saat tutulmustur, ksilol I’ de 10 dakika, % 100 alkolde 3 dakika, % 90’lik
alkolde 3 dakika, % 80’lik alkolde 3 dakika, % 70’lik alkolde 3 dakika, ¢cesme suyunda
yikanmustir. 30 saniye Hemotoksilen soliisyonunda bekletilmis ve ardinda yikama islemi
yapilmistir. 15 saniye eosin soliisyonunda tutulmus ve yikama iglemi gergeklestirilmistir.
% 70’ lik alkolden hizlica gegirilmistir, % 80 lik alkolde 30 saniye, % 90’ lik alkolde 1
dakika, % 100’ lik alkolde 2 dakika, ksilol I’ de 10 dakika tutulmustur. Ksilol

asamasindan sonra kesitler lam ile kapatilarak kurumaya birakilmistir.

Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimya ydntemi igin yapilan denemeler sonucunda primer antikorunun
konsantrasyonunun  belirlenmesinin  ardindan  sirasiyla  asagidaki  basamaklar
uygulanmigtir: Parafin bloklara gémiilen ve mikrotomla 5 mikron kalinliginda alinan
kesitler, 56 °C’ lik etiivde 1 gece bekletilerek kesitteki dokularin lam yilizeyine iyi bir
sekilde yapismasi saglanmigtir. Daha sonra kesitler 10° ar dakikalik ksilol T ve ksilol II
asamalarindan gegirilmistir. Kesitler, azalan alkol serilerinde (% 100, % 90, % 80, % 70
alkolden) 1x5 dakika bekletilmis ve sonra 5 dakika distile suya alinmistir. Antijenik
bolgelerin agilmasi i¢in kesitler, 450 ml distile suda 1.05 gr citric asit (1.00165, Merck)
cozdiiriilip Ph:6 olacak sekilde NaOH c¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan citric  asit
cozeltisinde 7 dk 700 watta mikrodalga firinda kaynatilmistir. Daha sonra 20 dakika
sogumaya birakilmigtir. Siire sonunda, kesitler Phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2)
igerisine alinmis ve 3x5 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Daha sonra kesitler, metanol
icinde hazirlanacak olan % 3’ liikk hidrojen peroksit (H202) (1.07209, Merck) i¢inde 10
dakika oda sicakliginda bekletilerek, endojen peroksidaz aktivitesi bloklanmigtir. Siire

sonunda, lam {izerindeki kesitlerin etrafi hidrofobik kalem (Vector Lab. H-4000) ile

21



cizilip, PBS icerisine alinmis ve 3x5 dakika olacak sekilde bekletilmistir. Yikama
sonrasi, preperatlar sekonder antikorun 6zgiil olmayan baglanmalarini 6nlemek amactyla
UV bloklama soliisyonunda (ScyTek Lab. 35560), 7 dakika inkiibe edilmistir. Bloklama
sonrasi preperatlar, yikama yapilmadan iizerlerindeki UV bloklama soliisyonu dokiiliip,
primer antikor (abcam: ab201060) mikropipetle kesitlerin {izerine damlatilmistir. Primer
antikor damlatilan preperatlar, gece boyu +4 °C’ de inkiibe edilmistir. Her
immiinohistokimya boyamasinda kesitlerden biri negatif kontrol i¢in kullanilmistir. Siire
sonunda, preperatlarin iizerindeki primer antikor damlalar1 dokiilerek, PBS’de 3x5
dakika yikanmistir. Daha sonra kesitlerin {izerine sekonder antikor (Vectorlab: BA-
1000) PBS igerisine hazirlanip damlatilmis ve preperatlar oda 1si1sinda 20 dakika inkiibe
edilmistir. Kesitler, sekonder agamasindan sonra PBS i¢inde 3x5 dakika yikanmistir.
Kesitlere streptavidin  damlatilarak, oda 1sisinda 30 dakika inkiibasyonu
gergeklestirilmistir. Sonra kesitler 3x5 dakika PBS igerisinde yikanmigtir. Yikama
sonrasi kesitlerin lizerine DAB (SIGMA; D4293) damlatilarak, reaksiyon gelisimi igin
151k mikroskobunda kontrol edilmistir. Reaksiyon gelisimi yeterli diizeye ulastiginda,
reaksiyon durdurulmustur. Hematoksilenle zit boyama uygulamasindan sonra ¢esme
suyunda yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi ve ksilolden
gecirildikten sonra entellanla lamel kullanilarak kapatilmistir. Kapatilan preperatlart 151k
mikroskobunda analiz edilerek amyloid peptidinin doku diizeyinde birikimleri

belirlenmistir.

3.9. Elektron Mikroskobi Incelemesi

Doku Takibi Asamalar:

Deneklerin hippocampus dokusuna zarar vermeden diseke edilerek ¢ikarilan dokular, -
80°C ‘de doku takip islemleri baslatilana kadar falkonlar igerisindeki serum fizyolojik
igerisinde muhafaza edilmistir. Dokular giivenli bir sekilde +4°C ‘de 5 saat bekletilerek
¢ozdiriilmistiir. Coziilmis dokular, hazirlanmis gluteraldehit (0.1 M Sorensen fosfat
tamponunda (SFT) hazirlanmis) soliisyonunda +4 °C de 2 saat bekletildi. 0.1 M SFT’yle
hazirlanan % 6.5’luk Sakkaroz ¢ozeltisinden 3x10 dakikalik siireyle gegirildi. Her 10
dakika da bir yikama islemi gerceklestirildi. 0,1 M SFT’de hazirlanmis OsO4
soliisyonunda rotatorda 2 saat tutularak postfiksasyonu saglandi. Daha sonra 0,1 M

SFT’de hazirlanmis % 6.5° luk siikroz cozeltisinde 3x10 dakikalik siire ve her 10
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dakikada bir rotatordan gegirilerek yikama islemi yapilmistir. Son yikamada siseler
degistirilmistir. Dokular +4 °C’ de 3x 10 dakikalik siireler ile % 30, % 50, % 70 etil
alkol serilerinden gegirildi ve dehidratasyonlar1 saglandi. Dehidratasyonlarindan sonra %
75’ lik etanol soliisyonunda hazirlanmis % 1 lik urenil asetat soliisyonunda +4 °C’ de 1
saat tutulmustur. Dokular +4 °C’ de 3x10 dakikalik stireler ile sirasiyla % 80, % 90, %

96 ve % 100’ liik alkol serilerinden gegirilerek son dehidratasyonlar1 saglanmistir.

Sonrasinda + 4 °C’ de 10x2 dakikalik siireler ile propilen oksitten gegirilmistir. +4 °C’de
(1:1) oraninda 1. Araldite-propilen oksit karigimi hazirlanir ve oda 1sisinda 1 gece
rotatorda tutulur. 1. Araldite karigimi ise 50 ml’lik araldite ana karigimma 1 ml’ lik
hizlandirict (BDMA-DY-062) eklenerek olusturulmustur. Dokular 20 dakika ara
¢ozeltide birakildiktan sonra 4 saat rotatora birakildi. Gomme islemine gegcmeden once
pargalar kiirdan yardimiyla siselerden c¢ikarilir ve slizge¢ kagidi lizerinde yuvarlanarak
fazla araldite alinir. I. Araldite karisiminda pargalar 25 °C’de 4 saat rotatorda birakilir.
Gomme islemi I. Araldite i¢ine gomiilerek bloklama yapildi ve 60 °C ayarli etiivde
polimerilizasyon i¢in 2 giin siire ile birakildi. Elde edilen bloklardan 300 nm’ lik yar1
ince kesitler toluidine mavisi ile boyanarak 1sik mikroskopta ince kesitler almak icin
daha spesifik trimleme yapildi ve ultramikrotomda 70 nm’lik ince kesitler alindi.
Kontrastlama islemine uranil asetatla baslandi ve kesitler uranil asetatta 5 dakika
bekletildi. Once distile su ile yikandi, ardindan kursun sitrata almmistir. Kursun sitrat
damlalar tizerinde 5 dakika bekletilen kesitler tekrar distile su ile yikandi. Suya alinan
kesitler gri renkli kartondan saklama kutusuna alinmistir ve mikroskop i¢in uygun hale
getirildi. Elde edilen 40-60 nanometre kalinhigindaki ince kesitler kontrastlanarak Tip
Fakiiltesi Elektron Mikroskopik Goériintii Analiz  Unitesinde bulunan elektron

mikroskobu (Zeiss LEO 906 EM) ile incelenmis ve fotograflandirilmistir.

3.10. Biyokimyasal Analiz

Lipid Peroksidaz Seviyelerinin Ol¢iimii

Biyokimyasal analiz i¢in alinan hippocampus dokular1 PBS icerisinde 6l¢iimler yapilana
kadar -80 °C’de saklanmistir. Dokular giivenli bir sekilde ¢ozdiirilmistiir.
Arastirmamizda lipid peroksidaz seviyelerini degerlendirmek igin, tiyobarbitiirik asit

reaktif tirtinleri (TBARS) olusumuna bakildi. Calismamizda OxiSelect TBARS Assay
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Kit (STA-330) kullanildi. Tiyobarbitiirik asit lipid peroksidasyon son {iriinii olan
malondialdehit (MDA) ile etkilesime girmektedir.

Prensip

Metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun son iriini olan MDA’nin, 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin butanol fazina
ekstrakte edilerek Olciilmesi esasina dayanmaktadir. Tiyobarbitiirik asit reaktif substrat
(TBARS), MDA’ nin biyolojik orneklerle 6lgiilmesi i¢in bir aragtir. Standartlar ve
MDA’ nin biyolojik 6rneklerle 6l¢iilmesi i¢in bir aragtir. Standartlar ve MDA igerigi
bilinmeyen 6rnekler TBA ile +95 °C’ de inkiibe edilmekte ve inkiibasyondan sonra 532
nm’ de spektrofotometrik dl¢iim yapilir. MDA standart egrisi kullanilarak MDA miktar1
hesaplanda.

Kit Bilesenleri
1. MDA Standart
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
SDS Lysis Soliisyonu
Sodyum Hidroksit Soliisyonu
2x TBA Asit Diluenti
100x BHT (Butylated hidroksitoluen)

o g~ w D

Yapilan islemler

Hippocampus dokusu homojinatdr ile homojenize edildi. Doku PBS ile yikandi (PBS +
Heparin). 1x BHT igeren PBS’ de 50-100 mg civar1 doku siispanse edildi. 10.000 x G’de
5 dakika + 4 °C’ de santrifiij yapildi ve siipernatan1 alindi. Protokol basamaklarini

izleyerek deney sonlandirilmigtir.

TBARS Diizeylerinin Hesaplanmasi

Standardi numune gibi ¢alismis ve standart grafigi olusturulmustur. Doku ve plazma
TBARS miktar1 bu grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol / g protein olarak rapor
edildi.
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Antioksidan Tayini

Tiim deney gruplarindan deney bitiminde hippocampus dokusu analiz edilmek iizere
alimmustir. PBS ¢6zeltisi igerisinde -80 C’ de muhafaza edilen dokular giivenli bir
sekilde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu numuneler asagida belirtilen sekilde antioksidan enzimlerin
Olciimii  yapilmistir. Hippocampus dokusunda antioksidanlarin olglimii  dncesinde
numuneler homojenator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar 10000 x G’de

15 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlarda antioksidan enzimler analiz
edildi.

Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivite Tayini

Deneklerden alinan hippocampus dokulart PBS (pH: 7.4) ile yikand1 ve 20 mm HEPES
tamponundan (Ph 7.2) 5-10 ml ile homojenize edildi 1500 x G’ de 5 dakika boyunca +4
°C’ de santrifiij edildi. Stipernatani ayrildi ve protokol basamaklarini izleyerek deney
sonlandirildi. Calismamizda Siiperoxide Dismutaz Assay Kit (Cayman 706002)

kullanilmastir.

3.11. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler icin SPSS 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY) paket programi
kullanilmistir. Tanimlayici istatistikler ortalama+standart sapma (SS) ile sunulmustur.
Gruplarin CA1 noron sayilarinin karsilastirmasinda Kruskal Wallis testi, anlamli ¢ikan
durumlar igin post-hoc test olarak Bonferroni-Dunn testi kullanilmistir. Gruplarin 6lgtim
degerlerinin karsilagtirllmasinda ANOVA testi ve ikili karsilagtirmalar i¢in varyans
homojenligi saglandiginda Tukey HSD testi saglanmadiginda Dunnett T3 testi
kullanilmigtir Olgiimlerin giinlere gore degisimlerinin analizinde tekrarli dlgiimlerde
ANOVA testi kullanilmistir. 0,05'den kiigiik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Biyokimyasal analizde normallik varsayimi Saphiro-Wilk testiyle kontrol
edilmis veriler normal dagilim varsayimimi saglamadig i¢in 2 grubun dl¢tim degerleri
arasindaki farkin Mann-Whitney U testi, 2° den fazla sayida grubun karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis testi kullanilmis ve anlamli ¢ikan durumlar igin post-hoc test olarak

Bonforreni Dunn testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

72 hayvanla yiiriittiiglimiiz caligmamiz sonucunda fizyolojik, histolojik, ultrastriiktiirel,

biyokimyasal diizeyde bulgular elde ettik.

4.1. Morris Water Maze Deneyi Bulgular:

Tablo 4.1.1. Gruplarin deneyin ilk 5 giinii platformu bulma siirelerinin karsilagtiriimasi

Anlamh
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin p Fark
Grup 1 56,7426, 20,16:12,9 | p=<0,00 | 1-3, 1-4,
717162828 | 200 P0 | 26834153 | 26,02+1048 5 bl g
Grup 2 75,1636, | 42,03:25,1 21824124 13,14,
78,86+22,65 | 1210530 | 420352010 30 9141481 | 21SZESA 00 002 | 105, 23,
53 6 3
2.4,2-5
GIUP3 | 572001716 | 3056527 | BOZHGT | oo ™ (16995124 | o0 113,14,
74 3 8 15
Grupd | 61 1ae228 | 229317 | 50704805 | 1593+11,02 | 998329 |p<ooo01 |12 13
08 1-4,1°5
Grup 5
41,45+18, | 24,13+14,6 17,05+13,5 1-2,1-3,
745862418 | 40 - 21,68£10,63 5 p<0001 | 14 15
Grup6 | 54,41+22,04 42’1éi23’ 19’861i“’5 28.87+12,61 | 16,24+6,48 | p=0,001 | 1-3,1-5
Grup 7 32,6618, | 24,45+14,7 1-2, 1-3,
676651191 | > ) 201561388 | 1365629 | p<0.001 | 17 172
Grup8 | 450842398 48’6;f26’ 24’51;12’5 26,84+14,69 | 16,78+5,52 | p<0,001 1'31’;'4'
Grup9 | 67 1341599 50’553’;32’ IO 4o 6ar1865 | 1507 | peooor | 13,15
D p=0421 | p=0,035 | p=0,083 p=0,002 p=0,441
Anlaml 2-3,2-4, 39, 4- ]
Fark i 24, 21 i 9

Bulgular ort+SS degerler ile gosterilmistir. ANOV A, Tekrarli 6l¢iimlerde ANOVA.
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= Grup |

—a—Grup 2

== Grup 3

= Grup 4

== Grup 5

~o—Grup 6

—8—Grup 7

e GrUp 8

Platformu bulma siiresi (saniye)

~—==Grup 9

1.giin 2.gin 3.gin 4 giin 5.gtn

Sekil 4.1.1. Gruplara gore platformu bulma siirelerindeki degisim

Ogrenme performansini degerlendirmede kullanilan platformu bulma siiresi gruplara
gore Tablo 4.1.1.” de Sekil 4.1.1.” de gosterilmektedir. Tekrarlayan dl¢limlerle ANOVA
testi yapilip giin degiskenine bakildiginda tiim gruplarda 1.-5. giinler arasinda istatistiki
diizeyde anlamli bir fark oldugu saptanilmistir. Grup 1 de p<0,001° dir. Grup 2’de p=
0,002’ dir. Grup 3’te p<0,0012 dir. Grup 4’ te de p<0,001 dir. Grup 5’te p< 0,001" dir.
Grup 6’da p=0,001’dir. Grup 7’de p<0,001’dir. Grup 8’de p<0,001’ dir. Grup 9’da
p<0,001 oldugu saptanilmistir. Bu da tiim gruplarda giin bazinda O6grenmenin

gergeklestigini gostermektedir.

Tekrarlayan olgiimlerle ANOVA testi yapilip grup degiskenine bakildiginda grup 2-
grup 4 ve grup 2- grup 7 arasinda 2. giinde istatistiksel diizeyde anlamli bir farklilik
oldugu tespit edilmistir. (p=0,035). Deneyin 4. giiniinde platformu bulma siiresinde grup
2—grup 3, grup 2 - grup 4, grup 3 - grup 9, grup 4 - grup 9 arasinda istatistiksel diizeyde
anlamli goziiken bir fark tespit edilmistir (p<0,002). Diger gruplar arsinda anlamli bir

fark saptanilmamustir.
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Probe Trial Giinii Analizleri

Tablo 4.1.2. Gruplara gore probe trial giiniinde hedef kadranda gegirilen siire, hedef kadrana girme
sikliginin karsilastirilmast

Gegirilen siire Girme sikhigi
Grup 1 33,64+18,62 32,07+7,34
Grup 2 34,42+8,61 26,71+7,49
Grup 3 45,95+15,42 27,57+1,92
Grup 4 44,97+10,67 32,98+5,58
Grup 5 53,31+20,3 33,3349,75
Grup 6 38,43+17,34 30,7949,18
Grup 7 51,04+13,98 29,49+12,19
Grup 8 51,3+10,69 31,9+8,23
Grup 9 33,95+15,28 23,37+5,18

p p=0,035 p=0,228
Anlamh fark 1-5, 2-5, 9-5 -

Bulgular ort £+ SS degerler ile gosterilmistir. ANOVA.

Bellek performansini degerlendirmek i¢in kullanilan probe trial giiniinde hedef kadranda
gegirilen siirenin gruplara gore degerleri Tablo 4.1.2. ve Sekil 4.1.2.°te gOsterilmistir.
Probe trial giiniinde Grup 2 ile Grup 5 grubunda istatistiki olarak anlamli kabul edilen
bir farklilik tespit edilmistir. (p=0,035). Alzheimer grubuna kiyasla tedavi edici ajanlari
verdigimiz grup 3, grup 4, grup 5’in hedef kadranda gecirdigi siirelerinin daha fazla
oldugu saptanmistir. Bu da bize verdigimiz tedavi edici ajanlarin pozitif etkisini
gostermistir. Probe trial giiniinde hedef kadranda gegirilen siirenin en yiiksek oldugu
grup ikili enjeksiyon yaptigimiz grup 5°tir. Hedef kadrana girme sikliklarinda ise gruplar

arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
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Sekil 4.1.2. Gruplara gore probe trial giiniinde hedef kadranda gegirilen siire

4.2. Isik Mikroskobik inceleme Bulgular

4.2.1. Hemotoksilen & Eosin Boyama Degerlendirmesi

Hippocampus érneklerinde CAL bolgesinde; Grup 2 ve grup 4’te ndron dejenerasyonu
noron kaybi ve gliozis oldugu saptanmistir. Grup 3’te néron kaybi grup 2 ve Grup 4’e
gore daha az oldugu tespit edilmistir. Grup 6, grup 7 grubu, grup 8, Grup 9’un CAl
alaninin normal oldugu tespit edilmistir (Sekil. 4.2.1).

29



Sekil 4.2.1. A: Hippocampus koronal kesiti 5X20, B: Hippocampus CA1 10X20, C: Hippocampus CAl
40X20
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Grup 4

Grup 5

Sekil 4.2.1. B: Hippocampus CA1 bolgesi 10X20, C: Hippocampus CA1 bdlgesi 40X20




Sekil. 4.2.1. B: Hippocampus CA1 bolgesi 10X20, C: Hippocampus CAL bolgesi 40X20
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Sekil 4.2.2. CA1 noron sayisi/uzunluk

Hippocampus’un CAl bdlgesindeki 1 mm?’ye diisen saglam piramidal ndronlart
sayilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksek farkliliklart Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirilmistir. Grup 2’de 1 mm?*’ye diisen saglam piramidal hiicre sayist grup 9 ve
Alzheiemert+koruyucu ajan verdigimiz gruplar olan grup 3, grup 4, grup 5’ten
istatistiksel olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Grup 5’te saglam piramidal hiicre
sayisinin grup 3, grup 4’ten istatistiki olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil
4.2.2).
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4.2.2. immiinohistokimyasal Boyamalar

Sekil 4.2.3. Anti-beta amyloid antikoru ile yapilan boyamalar. A: Grup 2 hippocampus CAl bolgesi
10X20, B: Grup 2 hippocampus CA1 boélgesi 40X20, C: Grup 5 hippocampus CAl bolgesi 10X20, D:
Grup 5 hippocampus CAl bolgesi 40X20. Okun ucuyla ekstraseliiler amiloid- B peptidinin birikimi
gosterilmektedir.

Anti- beta amyloid antikoru ile immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Grup 2 ve
Grup 5’te hippocampus’un CA1l bolgesine bakilmistir. CA1 bolgesinde ekstraseliiler
alanda Alzheimer hastaliginin belirteglerinden biri olan amyloid-B peptidinin
ekstraseliiler birikimi gozlenilmistir (Sekil 4.2.3). Bu birikimin Alzheimer’li grupta daha
fazla iken; kombine tedavi uyguladigimiz grup 5’te daha az oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda yalmz 2 grubu basarili bir sekilde boyayabildik. Once antikorun
dilisyonunda hata yapmamiz daha sonra ise antikordaki bozulma sebebiyle diger 7

grubu basarili bir sekilde boyanamamastir.
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4.3. Ultrastriiktiirel Degerlendirme Bulgular:
Elektron mikroskobik incelemede grup 1’in normal niikleusa sahip oldugu tespit

edilmistir. Grup 2’de niikleus denenerasyonu ve piknotik niikleus, vakuollesme ve
sitoplazmik yogunlugunda azalma ve ribozom sayisinda azalma saptanilmistir. Yine
grup 2’de (C) panelinde ekstraseliiler amiloid birikim tespit edilmistir. Grup 3 ve grup
5’in normal bir hiicre niikleusuna sahip oldugu saptanildi. Grup 3’te organlarda kontrol
grubuna gore sitoplazmik yogunlugunda azalma, organlarda dejenerasyon oldugu
saptanmustir. Grup 4’te (E) panelinde ekstraseliiler amyloid birikim tespit edilmistir.
Grup 5’te sitoplazmik yogunlukta bozulma olmadigi saptanilmistir. Grup 6 ve grup 7°de
kontrol benzeri niikleus, sitoplazmik yogunluklarinin normal sinirlar igerisinde
ribozomda dejenerasyon olmadigi tespit edildi. Grup 8 ve grup 9’un niikleuslarinin
normal oldugu, ribosomal yogunluklarinin bir miktar azaldigi tespit edilmistir. Grup

9’un sitoplazmik yogunlugunda bir miktar azalma oldugu saptanildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Elektron mikroskobi bulgulari, A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 2, D: Grup 3  N(Nukleus),
m(Mitokondri), R(Ribozom). Okun ucuyla ekstraseliiler amyloid birikim gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Elektron mikroskobi bulgulari, E: Grup 4, F: Grup 4, G: Grup 5, H: Grup 6 N(Nukleus),
m(Mitokondri), R(Ribozom). Okun ucuyla ekstraseliiler amyloid birikim gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. I: Grup 7, i: Grup 8, J: Grup 9 N(Nukleus), m(Mitokondri), R(Ribozom)

4.4. Biyokimyasal Analiz Bulgular:

4.4.1. Lipid Peroksidasyon Seviyeleri

Hippocampus dokusu TBARS degerlendirilmesi

Amyloid B indiiklenerek Alzheiemer olusturulan rat grubunun (grup 2) MDA degerleri
grup 3, grup 4, grup 5’e gore istatistiksel olarak daha yiliksek oldugu saptanildi. Kontol
grubunun ve sham gruplarinin TBARS diizeylerinin Alzheimer’li gruba (grup 2) gore
daha diisiik oldugu istatistiksel olarak tespit edilmistir (Sekil 4.4.1).
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Sekil 4.4.1. MDA degerleri

4.4.2. Hippocampus Dokusu SOD Enzim Miktari

Amyloid B indiiklenerek olusturulan rat Alzheimer grubunda (grup 2) ve grup 3’te SOD
degerinin istatistiksel olarak daha az oldugu tespit edildi. Antioksidan madde verdigimiz
gruplarda (grup 4, grup 5) ise SOD enzim aktivite degerlerinin daha yiiksek oldugu
istatistiksel olarak saptanilmistir. Kombine tedavi uyguladigimiz grupta (grup 5) SOD
enzim miktarinin istatistiksel olarak en yiiksek degerde oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.4.2.). Kombine tedavi uyguladigimiz grupta verdigimiz antioksidanlarin sinerjist bir

etkisi oldugunu saptanildi.
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5.TARTISMA

Demansin en biiyiik sebebi olan Alzheimer hastaligi’nin 2050 yilinda yaklagik 152

milyon kiside goriilecegi 6ngoriilmektedir (Vasic ve ark., 2019).

Literatiirde Alzheimer modeli olusturmak i¢in ¢esitli yontemler kullanilmistir. Bunlar;
genellikle farelerde olusturulan transgenik Alzheimer modeli (Jang ve ark., 2017),
intraserebroventrikiiler ve intrahipokampal streptozotosin enjeksiyonu (Javed ve ark.,
2013), intraserebroventrikiiler ve intrahipokampal AB (39-40), AB (1-40), AB (1-42)
enjeksiyonu (Turunc Bayrakdar ve ark., 2014; Sharma ve ark., 2016) ve Alimiinyum
toksitesi yoluyla olusturulabilmektedir (Sreekumaran ve ark., 2003; Gol ve ark., 2019).
Calismamizda AB (1-42) norotoksitesi yoluyla olusturulan Alzheimer modeli kullanimi
tercih edilmistir. Bu model ¢ok kullanilan ve ratlarda Alzheimer olusturmak i¢in uygun

bir model oldugu i¢in tercih edildi.

A (1-42) amyloid (senil) plaklarin ana maddelerinden biridir ve Alzheimer hastaliginin
patogenezinde 6nemli rol oynar. Yapilan ¢alismalar sonucu birgok veri oksidatif stres ve
inflamasyonun Alzheimer’ in olusumuna sebep oldugunu gostermistir (Butterfield ve
Boyd-Kimball, 2004). AB reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini indiiklemektedir.
Intraserebroventrikiiler AB (1-42) enjeksiyonunun oksidatif protein hasarina, artan
astrosit aktivasyonuna ve antioksidant enzim aktivite seviyelerinin ve lipit
peroksidasyonun degisimine sebep oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 1999; Boyd-
Kimball ve ark., 2005). AB (1-42) enjeksiyonu rat beynindeki inflamatuar cevabi
arttirmaktadir. Yine bu yolla néronal disfonksiyona, hiicre 6liimiine ve demansa sebep
olmaktadir (Rojo ve ark., 2008) (Colton ve ark., 2006). Calismamizda yalniz A3 (1-42)
enjeksiyonu yaptigimiz grup 2’de lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA seviyesinin en
yiiksek, SOD enzim aktivite seviyesinin de diger gruplara gore diisiik diizeyde oldugunu
tespit edildi. Elektron mikroskobi incelemesinde grup 2’de niikleusta ve organellerde
dejenerasyon ve vakuollenme oldugunu tespit edildi. Grup 2’nin probe trial giiniinde

hedef kadranda gecirdigi siirenin en diisiik oldugunu saptanildi.
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A agregasyonu norotoksitite, oksidatif stres ve noranal inflamasyonla iliskili oldugu

icin Onleyici stratejilerden biri oksidatif stres hasarini azaltmaktir (Jia ve ark., 2016).

Literatiirde Alzheimer modeli olusturulan ratlarda onleyici olarak ¢esitli antioksidanlarin
kullanim1 (kurkumin, melatonin, resveretrol, koenzim-Q10, hesperetin, C vitamin,
apelin-13) bildirilmistir.(T. C. Huang ve ark., 2011; Rudnitskaya ve ark., 2015; Sil ve
ark., 2016; Kheradmand ve ark., 2018; Gol ve ark., 2019; Komaki ve ark., 2019; Luo ve
ark., 2019) (H. C. Huang ve ark., 2016) (Yamada ve ark., 1999; Jhoo ve ark., 2004).

Calismamizda 6nleyici kombine antioksidanlar olarak taurin ve B6 vitamini uygulamasi

yapilmustir.

Farelerde antioksidant igeriklerle tedavinin bilisi arttirdigi ve lipid peroksidasyonun

seviyesini azalttigi bildirilmistir (Yamada ve ark., 1999; Jhoo ve ark., 2004)

Taurinin alkol, sodyum nitrit, pentobarbital tarafindan indiiklenen farelerin hafiza
bozukluklarini motor fonksiyon, kesif faaliyeti, lokomotor aktivitelerini diizeltigi, bir
osmoregiilator, noromodiilatér, kalsiyum regiilator, antioksidant ve noroprotektif
ozellikler gosterdigi bildirilmistir (Messina ve Dawson, 2000; Schaffer ve ark., 2000; El
Idrissi, 2008).

Taurin bir¢ok sistemik inflamasyonla ilgili modelde antiinlamatuar etki gostermektedir.
Spinal kord yaralanmasi, iskemik stroke, hepatik iskemi reperfliizyonu gibi. Travmatik
beyin hasar1 gegiren ratlarda taurinin inflamatur sitokinlerin ekspresyonunu ve reaktif
astrogliozisi azalttigi ve norolojik fonksiyonu arttirdigini géstermislerdir (Su ve ark.,
2014).

Taurinin uzun siireli manganez maruziyetine baglh olusan 6grenme bozuklugunun
diizelmesine ve hafizaya katki sagladigi bildirilmistir (Lu ve ark., 2014). Transgenik
alzheimer model farelerde oral taurin alimi sonucu kognitif defisitlerin azalma
gosterdigini ve oral olarak alinan taurinin direkt olarak oligomerik AR baglandigini

bildirmislerdir (Jang ve ark., 2017).
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B6 vitamini antioksidan o6zelligi gostermektedir. Yapilan caligmalar B6 vitaminin
serbest radikal {iretimini inhibe ettigini gostermektedir (Yokochi ve ark., 2003). Vitamin
B6 ‘nin deneysel menenjit modelinde hippokampal apoptozisi azalttigini bildirmislerdir
(Zysset-Burri ve ark., 2013). Aliiminyum toksitesi olan ratlarda, B6 vitamininin
hippocampus’un CA1, CA2, CA3 bolgesindeki ndronlarin dentrit uzantilarinda ciddi bir
artis oldugunu bildirmislerdir (Sreekumaran ve ark., 2003).

Ratlarda yapilan c¢alismalar, AB’nin hafiza fonksiyonunu bozdugunu 6zelikle uzaysal
hafizay1 bozdugunu gdstermislerdir. Intraserebroventrikiiler ve intrahippokampal AR
enjeksiyonu yapilan ratlarda hippokampal 6grenme ve hafiza i¢in morris water maze
testi yapildiginda sakli olan platformu bulma siiresinin AB enjeksiyonu yapilan ratlarda
daha uzun oldugu gosterilmistir. Probe trial giinlinde de AB enjeksiyonu yapilan grubun
hedef kadranda gecirdigi siirenin kontrol ve sham gruplarina goére daha az oldugu
bildirilmistir (Quan ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2016; Kasza ve ark., 2017; Wang ve
ark., 2018). Bizim caligmamizda probe trial giiniinde Alzheimer’li grubun hedef
kadranda geg¢irdigi siirenin sham ve Alzheimer+ Onleyici ajan gruplarina gore daha az
oldugunu istatistiki olarak tespit edilmistir. Grup 5’in probe trial giiniinde hedef
kadranda gecirdigi siirenin istatistiki olarak en yliksek oldugu saptanilmistir. Bu da
uygulamis oldugumuz kombine ajanlarin O6grenmede pozitif bir etki yaptigini

gostermektedir.

Alzheimer hastaliginda hematoksilen&eosin boyamasi sonrast histolojik olarak
hippocampal néron kaybi gozlendigi bildirilmistir. CA1 bolgesindeki ndronlarin kontrol
grubuna gore normal olmayan diizende, hiicre morfolojisinin anormal ve cok sayida
astrosit ve mikroglia igerdigini bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2014). Bizde
calismamizda hematoksilen & eosin boyamasi sonucunda CA1l bolgesindeki histolojik
degerlendirmemizde Grup 2 ve Grup 4’te ndron dejenerasyonu, ndron kaybi ve bu
alanlarda gliozis oldugunu saptadik. Grup 5 ve grup 3’te ise néron kaybinin diger
gruplara gore daha az oldugu tespit edilmistir.

Ratlarda yapilan caligmalarda elektron mikroskobu degerlendirmesinde, Alzheimer
grubunda biiziismiis niikleus, organel kaybi, vakuollenme gozlendigi bildirilmistir
(Zhang ve ark., 2014; Wang ve ark., 2018). Calismamizda Alzheimer grubumuz olan
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grup 2’de niikleus denenerasyonu ve piknotik niikleus, vakuollesme ve sitoplazmik
yogunlukta azalma ve ribozom sayisinda azalma oldugu tespit edildi. Yine grup 2’de
ekstraseliiler amyloid birikim oldugu saptanilmistir. Grup 3 ve grup 5’in normal bir
hiicre niikleusuna sahip oldugu tespit edildi. Grup 3’te organlarda kontrol grubuna gore
sitoplazmik yogunlugunda azalma, organlarda dejenerasyon varligi saptanildi. Grup 4’te
ekstraseliiler amyloid birikim gozlendigi tespit edilmistir. Grup 5’te ise sitoplazmik
yogunlukta bozulma olmadig1 ve niikleusunun kontrol grubuna benzer bir goriiniimde
oldugu saptanilmistir. Bu da bize kombine tedavi uyguladigimizda hiicresel diizeydeki

iyilesmeye olan pozitif etkisini gostermistir.

Siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz serbest radikallerin hasarma karst hiicre
korumasina dahil olan iki ana antioksidan enzimdir. SOD ve glutatyon peroksidaz
degerlerinin Alzheimer’li bireylerin beyninde azaldigi bildirilmistir (Cardoso ve
Oliveira, 2003; Chauhan ve Chauhan, 2006; Muxika ve ark., 2017).

Streptozotosin indiiklenerek olusturulan sporadik Alzheimer modeli rat tiirlerinde
kognitif bozukluk ve anormal asetilkolinisteraz aktivitesi taurin tarafindan azaltildig
bildirilmistir. Yine bu ¢alismada Alzheimer+taurin verilen grupta glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi antioksidan
enzim seviyelerini arttirdigt ve TBARS diizeyinin Alzheimer’li grupta sham ve
Alzheimerttaurin grubuna goére fazla oldugu bildirilmistir (Javed ve ark., 2013).
Calismamizda kombine antioksidan madde verdigimiz grup 5’te diger gruplar ile
istatistiki olarak karsilastirildiginda SOD enzim degerinin en yiiksek oldugunu
saptanildi. Kontrol grubu ile karsilagtirdigimiz zaman Alzheimer grubunun (grup 2) ve
grup 3’iin diisik SOD degerine sahip oldugunu tespit edildi. Bu sonuglar bizim

sonuc¢larimizin literature uyumlu bir sekilde oldugunu gostermektedir.

Intraserebroventrikiiler AB (1-42) enjeksiyonu yapilan ratlarda hippocampus ve kortikal
doku orneklerinde lipid peroksidasyon ve protein oksidasyon seviyesinin arttigi
gosterilmistir (Turunc Bayrakdar ve ark., 2014; Kantar Gok ve ark., 2018). Bizde
calismamizda Alzheimer’li grupta (grup 2) MDA degerinin diger gruplara gore cok

yiiksek cikarak literature uyumlu bir sonug¢ gosterdigini saptanildi. Kontrol grubu ve
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koruyucu ajan verdigimiz gruplar; grup 3, grup 4, grup 5’te ise MDA degerlerinin
Alzheimer’l1 gruba gore daha diisiik oldugunu tespit edildi (Sekil 4.4.1).
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6. SONUC ve ONERILER

1. Yapmis oldugumuz morris water maze 6grenme deneyi ile grup 2’nin probe trial
giininde hedef kadranda gecirdigi siirenin sham grubu ve diger gruplara gore daha az
oldugu saptanildi. Grup 3, grup 4, grup 5’in hedef kadranda geg¢irdigi stirelerin daha
fazla oldugu tespit edildi. Grup 5’in ise probe trial giinlinde hedef kadranda en ¢ok vakit

geciren grup oldugu saptanilmistir.

2. Histolojik olarak grup 2 ve grup 4’te néron kaybi, néron dejenerasyonu ve gliozis
oldugu saptanmistir. Grup 3’teki néron kaybinin grup 2 ve grup 4’e gore daha az oldugu
saptanilmistir. Grup 5’teki saglam piramidal hiicre sayisinin grup 3 ve grup 4’ten yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Amiloid-B peptidinin birikiminin Alzheimer’ 11 grupta daha

fazla iken; kombine ajan uyguladigimiz grup 5’te daha az oldugu tespit edilmistir.

3. Ultrastriiktiirel olarak inceledigimizde; grup 2’de niikleus denenerasyonu ve piknotik
niikleus, vakuollesme, sitoplazmik yogunlugunda azalma ve ribozom sayisinda azalma
gozlemlenilmistir. Grup 2 ve grup 4’te ekstraseliiler amiloid birikim varligi tespit
edilmistir. Grup 3 ve grup 5’in normal bir hiicre niikleusuna sahip oldugu tespit
edilmistir. Grup 3’te kontrol grubuna gore sitoplazmik yogunlugunda azalma,
organlarda dejenerasyon oldugu tespit edilmistir. Grup 4’te niikleusta biiyiime,
sitoplazmik yogunlugunda azalma, ribozomlarinda azalma meydana geldigi tespit
edilmistir. Grup 5’in sitoplazmik yogunlugunda bozulma olmadig: saptanilmistir. Grup
6, grup 7°de kontrol benzeri niikleus, sitoplazmik yogunluklar1 normal smirlar
icerisinde, ribozomda dejenerasyon olmadigi tespit edilmistir. Grup 8, grup 9’un
niikleuslarinin normal oldugu, ribosomal yogunluklariin bir miktar azaldigi, grup 9° da

sitoplazmik yogunlukta bir miktar azalma oldugu tespit edilmistir.

4. Biyokimyasal analizlere gore; grup 2’nin MDA degerleri grup 3, grup 4, grup 5’e gore
daha ytiksek oldugu tespit edilmistir. Grup 2’nin SOD degerinin, grup 3, grup 4 ve grup
5’e gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

5. Olusturdugumuz Alzheimer modelinde, taurin ve B6 vitamini kombine uygulamasinin

fizyolojik olarak 6grenmede ve hiicresel diizeyde hasar1 azaltic1 ve koruyucu etkisinin
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oldugu yapilan analizlerle tespit edilmistir. Kombine uygulamada bu maddelerin
birbirinin etkilerini ne sekilde arttirdigit ve hangi yollarla etki ettiginin ileriki
caligmalarda arastirilip, Alzheimer hastaligi’nda koruyucu stratejilerin gelistirilmesine

katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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