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OZET

Bu caligmanin amaci, siganlarda intraserebroventrikiiler amiloid beta 1-42 norotoksisitesi ile
indiiklenen norodejeneratif ve oksidatif siiregte peroksizomlarin roliinii arastirmak ve taurinin bu
stirecteki olas1 olumlu etkilerini gdstermektir. Calismamizda, yash sicanlarda taurin uygulamasinin
(1000 mg/kg/giin) ve intraserebroventrikiiler amiloid beta 1-42 enjeksiyonunun (her bir lateral
ventrikiile 5 pl, intraserebroventrikiiler); uzaysal 6grenme ve bellek performanslari, beyin MDA ve
GSH seviyeleri ile katalaz (CAT) enzimi, PEX14 ve PMP70 peroksizomal membran proteinlerinin
ekspresyonlart lizerine etkileri arastirildi. Deneylerimizde 30 adet Wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Siganlar; kontrol, sham, amiloid beta 1-42, taurin, amiloid beta 1-42+taurin seklinde 5
gruba ayrildi. Taurin uygulamasi 6 hafta (42 giin) boyunca devam etti. Biitiin gruplara stereotaksik
cerrahi islem (PBS veya amiloid beta 1-42 enjeksiyonu) ve davranis testleri (Morris su tanki ve
yiikseltilmig art1 labirent) uygulandi. Beyinden serebral korteks ve hipokampiis dokular izole
edildi. CAT, PEX14, PMP70 ekspresyonlar1 Western blot analizi ile gosterildi. MDA ve GSH
seviyeleri spektrofotometrik olarak olgiildii. Istatistiksel analiz icin; Kruskal Wallis ve Mann
Whitney U testi, Friedman ve Wilcoxon testi, Paired-sample t testi ve Pearson r’si kullanildi ve
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Bulgularimiz
amiloid beta 1-42 enjeksiyonunun uzaysal 6grenme ve bellek performansim bozdugunu, kortekste
CAT, hipokampiiste PEX14 ve PMP70 ekspresyonlarin1 ve GSH seviyelerini azalttigini, korteks ve
hipokampiis MDA seviyelerini ise arttirdigim1 gosterdi. Taurin uygulamasi, amiloid beta 1-42
enjeksiyonuna bagli olumsuz etkileri kismen diizeltmis olsa da anlamli farklilik sadece hipokampiis
GSH seviyesinde saptandi. Ayrica taurin bu dozda anksiyeteye sebep oldu. Sonug¢ olarak
intraserebroventrikiiler amiloid beta 1-42 enjeksiyonu ile indiiklenen nérodejeneratif ve oksidatif
stiregte peroksizomal proteinlerin ve antioksidan kapasitenin azalmig olmasi peroksizomlarin bu
stiregte rol oynayabilecegini, taurin desteginin ise Ozellikle antioksidan kapasitenin artig1 yoniinde
olumlu etkiler yapabilecegini gdsterdi.

Bilim Kodu : 1023

Anahtar Kelimeler  : Alzheimer hastaligi, oksidatif stres, peroksizom, biligsel fonksiyon,
taurin
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the role of peroxisomes in the neurodegenerative and
oxidative process induced by intracerebroventricular amyloid beta 1-42 neurotoxicity in rats and to
demonstrate the possible positive effects of taurine in this process. In our study, taurine
administration (1000 mg/kg/day) and intracerebroventricular injection of amyloid beta 1-42 (5 pl,
intracerebroventricular per lateral ventricle) in old rats; spatial learning and memory performances,
brain MDA and GSH levels, catalase (CAT), PEX14 and PMP70 effects on peroxisomal membrane
proteins were investigated. In our experiments, 30 Wistar albino rats were used. Rats were divided
into 5 groups as control, sham, amyloid beta 1-42, taurine, amyloid beta 1-42-+taurine. Taurine
administration continued for 6 weeks (42 days). All groups received intracerebroventricular
injection (PBS or amyloid beta 1-42) and behavioral tests (morris water maze and elevated plus
maze). Cerebral cortex and hippocampus tissues were isolated from the brain. Expressions of CAT,
PEX14, PMP70 were indicated by Western blot analysis. MDA and GSH levels were measured
spectrophotometrically. For statistical analysis; Kruskal Wallis and Mann Whitney U test, Friedman
and Wilcoxon test, Paired-sample t test and Pearson r were used and bonferroni correction applied.
p<0.01 was considered statistically significant. Our results showed that injection of amyloid betal-
42 decreased the spatial learning and memory performance, cortex CAT and hippocampus PEX14,
PMP70 and GSH levels and increased cortex and hippocampus MDA levels. Although the
administration of taurine partially corrected the adverse effects of amyloid beta 1-42 injection, a
significant difference was found only at the hippocampus GSH level. Also taurine caused anxiety at
this dose. In conclusion, decreased peroxisomal proteins and antioxidant capacity in
neurodegenerative and oxidative processes induced by intracerebroventricular amyloid beta 1-42
injection showed that peroxisomes may play a role in this process and taurine supplementation may
have positive effects especially in increasing antioxidant capacity.
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TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince degerli bilimsel katkilariyla emek veren, 6grencisi oldugum
icin her zaman sansh ve 0zel hissettigim, insani ve ahlaki degerleri ile de 6rnek almaya
caligtigim, ilgisi, tim ictenligi ve manevi destegi ile bana yol gosteren, akademik
damigsmanim, degerli hocam Prof. Dr. Sibel DINCER’e sonsuz tesekkiir ve saygilarimi

sunarim.

Tez calismam siiresince yeni deneysel teknikler 6grenmem i¢in emek veren, tiim
samimiyeti ve sabriyla sorularimi yanitlayarak degerli bilimsel bilgilerini benimle
paylasan, doktora egitimim siiresince yol gosterici olan, tez izleme komitesi {iiye
hocalarimdan Dog. Dr. Sevin GUNEY’e, doktora egitimim siiresince engin akademik
bilgilerini bizlere sevgi ve hosgorii ile aktaran Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dal1 6gretim iiyeleri; Prof. Dr. K. Gonca AKBULUT, Prof. Dr. Cigdem OZER ve
emekli olan hocalarimiz Prof. Dr. Deniz ERBAS ve Prof. Dr. Lamia PINAR’a emekleri
icin tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica doktora egitimim siiresince beni cesaretlendiren ve yol
gosterici olan Lokman Hekim Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Dr. Ogr. Uyesi Tayfun
GOKTAS’a, doktora tez calismamin sekillenmesinde yol gosterici olan tez izleme komitesi
iiye hocalarimdan Immiinoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Dog. Dr. L. Arzu ARAL’a, tez
calisgmamda kullandigim western blot teknigini 6grenmem icin deneyimlerini benimle
paylasan ve cihaz donanimlariyla bana destek veren Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 6gretim
iiyesi Dog. Dr. Atiye Seda YAR SAGLAM’a, ve tez galismalarim sirasinda bana destek
olan Dr. Ogr. Uyesi Arzu KESKIN AKTAN’a ve doktora dgrencisi Burcu SIRMATEL e ve

tiim Fizyoloji Anabilim Dal1 ailesine tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi destekleriyle beni hi¢gbir zaman yalniz birakmayan
annem, babam ve canim ablalarima, yegenlerim Ece, Ege ve Zeynep Inci’ye, doktora
egitimim boyunca her zaman beni cesaretlendiren ve her kosulda yanimda olan sevgili

esim Samed’e ve biricik oglum Poyraz’a tesekkiirii borg bilirim.

Bu tez calismas1 Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 01/2017-
30 kodlu proje ile desteklenmistir. Calismamizi gergeklestirebilmemiz i¢in olanak saglayan

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederiz.
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemlisi olan Alzheimer hastaligi (AH), 6zellikle orta yas
poplilasyonunda ve yagllarda goriilen, zihinsel islev bozuklugu ve davranmis degisikligi
yakinmalar ile ortaya ¢ikan, ilerleyici demans tablosu ile karakterizedir. Beyin dokusunun
mikroskopik incelemesinde goriilen ndrofibriler yumaklar ve senil plaklar hastaligin kesin
tan1 koydurucu patolojik belirleyicileri olarak kabul edilmektedir (Lopes, Oliveira ve
Agostinho, 2009). Ilk kez, yaklasik 113 yil énce, {inlii bir ndro-anatomist olan Alois
Alzheimer tarafindan bulunan hastalifin teshisi bugiin hala ancak otopsik incelemelerle
tam olarak ortaya konulmaktadir (Alzheimer, 1907). Bunun i¢in AH ile ilgili deneysel

caligmalar olduk¢a 6nemlidir.

Son 15 yil boyunca, deneysel AH modeli olusturmak i¢in, kemirgenlerin beyninin farkli
kisimlarma sentetik amiloid beta (Ap) tiirleri enjekte edilmektedir (Cetin ve Dincer, 2007;
Shomali ve Taherianfard, 2019). AP tiirlerinin deneysel modellerde, hafiza yeteneklerini
bozdugu goézlemlenmistir. Uygulanan AB 1-42°nin Af 1-40’a oranmnin 6nemli oldugu
diistiniilmektedir. Her iki form da toksik olmasina ragmen AP 1-42 ¢éziinmez ve amiloid
plaklarda birikir, erken dendritik ve sinaptik hasara dolayisiyla da ndronal sitotoksisite
nedeniyle beyinde norodejenerasyona yol agar. AP, norotoksisiteyi direkt olarak
uyarmakta ve bazal 6n beyinde kolinerjik yikima neden olmaktadir. AP birikimine bagh
olarak, hiicreler arasi iletisim bozulmakta, hiicre 6liimii artmakta ve sonugta doku islev

goremez hale gelmektedir (Hardy ve Selkoe, 2002; Sadigh-Eteghad ve digerleri, 2015).

Hayati oneme sahip islevleri olmasina ragmen peroksizomlarin kesfi ancak 1966 yilinda
yapilmistir (Duve ve Baudhuin, 1966). 50°den fazla enzime sahip olan peroksizomlarin
(Wanders ve Waterham, 2006a, 2006b) uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonu, safra
asitlerinin biyosentezi, toksik etkili maddelerin katalaz (CAT) enzimi ile yok edilmesi,
H>0>’yi (hidrojen peroksiti) H2O ve Oz’ye doniistiirme (Wanders, Ferdinandusse, Brites ve
Kemp, 2010), beynin normal fonksiyonu i¢in plazmalojenlerin biyosentezi, serbest oksijen
radikallerinin etkisiz hale getirilmesi gibi pek ¢ok Onemli rolii vardir. Peroksizomlar,
mitokondriler i¢in 6n isleme merkezi gibi ¢alisir. Ayn1 zamanda, peroksizomlar oksidatif
ve nitrozatif stresi Onleyen enzimatik bilesenlere de sahiptir (Deori, Kale, Maurya ve

Nagotu, 2018). Mitokondri ile yakin iliskisi ve oksidatif stres {izerindeki etkinligi
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nedeniyle peroksizomlar, nérodejeneretif hastaliklar lizerinde oldukca etkilidir ancak AH

patogenezindaki rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Genis spektrumlu bir sitoprotektif ajan olan taurin (2-aminoetansiilfonik asit), gelismekte
olan beynin yani sira yetiskin hipokampiisiinde, serebellumda (Shivaraj ve digerleri, 2012)
ve hipotalamusta yiiksek seviyede bulunan antioksidan 6zelliklere sahip, kiikiirt iceren bir
amino asittir (Huxtable, 1992). Taurin, noéral progenitor hiicrelerin ¢ogalmasin1 saglar
ayrica uzun siireli hafiza i¢in gerekli beyin bolgelerinde sinaps olusumunu destekler
(Shivaraj ve digerleri, 2012). Beyindeki taurin seviyeleri yasla birlikte 6nemli dlgiide
azalir. Bu durum taurinin potansiyel noroprotektif etkilerini arastiran ¢alismalar
yapilmasina yol agmistir (Ananchaipatana-Auitragoon P., Ananchaipatana-Auitragoon Y.,
Siripornpanich ve Kotchabhakdi, 2015; Taranukhin ve digerleri, 2012). Taurinin oksidatif
stres ve norodejenereatif hastaliklar {izerine yararl etkilerini gosteren birgok calisma vardir
(Cetin, Dincer, Ay ve Giliney, 2012; Gebara, Udry, Sultan ve Toni, 2015; Jia, Sun, Su, Dang
ve Chen, 2016). Bununla birlikte doza ve verilis sekline gore zararl ve toksik etkilerinin
oldugu da bilinmektedir (Chen ve digerleri, 2019; Curran ve Marczinski, 2017; El Idrissi
ve digerleri, 2009; Neuwirth, Volpe ve El Idrissi, 2013). Bu nedenle taurinin uygun verilis
sekli ve uygun doz araligimi belirlemek i¢in ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (Dinger ve Aslan
Karakelle, 2019). Ayrica taurinin peroksizomal fonksiyonlar iizerindeki etkisi ile ilgili

caligma literatiirde ¢ok kisitlidur.

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizin amact;

Yasli sicanlarda AP 1-42 norotoksisitesi ile indiiklenen nérodejeneratif ve oksidatif siirecte;
sayisal, yapisal ve fonksiyonel bozukluklart pek ¢ok hastaliga sebep olan, lipid
metabolizmasindaki rollerinin yani sira oksidatif stres homeostazinin kontroliinde de
onemli fonksiyonlar1 olan peroksizomlarin roliinii incelemek ve bu siliregte ndroprotektif,

néromodiilator ve antioksidan etkileri bilinen taurinin olasi olumlu etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer hastahg

AH; santral sinir siteminde (SSS) ndron ve sinaps kayiplari ile ortaya cikar. Ozellikle
biligsel fonksiyonlarda azalma, 6z bakim yetersizlikleri, c¢esitli noropsikiyatrik ve
davranigsal bozukluklar ile karakterize, ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir (Gilman,
1997; Lleo ve Greenberg, 2006). AH; ilk kez 3 Kasim 1906’da bir klinik psikiyatrist ve
ndro-anatomist olan Alois Alzheimer tarafindan, Tiibingendeki 37. Giliney Bati Alman
Psikiyatristleri Toplantisinda “serebral korteksin kendine 6zgii ciddi bir hastalik siireci”
olarak tanimlanmistir. Alois Alzheimer Frankfurt’ta c¢alisirken karsilastigi, garip
davraniglar1 ve kisa sureli hafiza defekti olan 51 yasindaki Auguste Deter 6liince hastanin
dosyasini ve otopsi i¢in beynini Miinih’e, halen c¢alistigi Kraepelin’in laboratuvarina
getirtir. Burada yeni boya teknikleri ile hastanin beyninde amiloid plaklar1 ve norofibriler
yumaklar1 gozlemler. Alois raporunda beyin histolojisinde; kendine 6zgii plaklar ve
norofibrilerde karisikliklar oldugunu belirtmistir  (Alzheimer, 1907, 1911). Alois
Alzheimer, hastalig1 “presenil demans” vakasi olarak yaymlamis ve daha sonra bu hastalik
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iinlii psikiyatrist Emil Kraepelin tarafindan “Alzheimer hastalig1” olarak tanimlanmistir.

Resim 2.1. Alzheimer hastaliginin dykiisii (Kuhn, 2012)

(A) Bir Alzheimer hastasinin beyin drnegindeki Bielschowsky giimiis rengi diigiim lekesi. (B) ilk kez AH nin
teshisinin yapildig1 Auguste Deter’in fotografi. (C) Auguste Deter’in davranis degisikliklerini tanimlayan ve
onun 6liimiinden sonra patolojik degisiklikleri gosteren bilim insan1 psikolog Alois Alzheimer.
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Ancak 1906’dan beri bilinen AH fizyopatogenezi ortaya konulamamistir. Demansin en
yaygin bi¢imidir. Demans tablosunun yaklasik olarak %60-80 kadarin1i AH olusturur.
Kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserden sonra tigiincii 6liim nedenidir. Diinya ¢apinda her
yil 4,6 milyon yeni AH olgusu gelistigi yapilan arastirmalar sonucunda ortaya konulmustur
(Ferri ve digerleri, 2005). Hastalik riski yasa bagl olarak logaritmik bi¢imde artar. 60-65
yas popiilasyonda hastaligin goriilme siklig1 yaklasik olarak %0,1 iken 85 yasin iizerinde
bu oran %47’ye kadar ¢ikar (Evans ve digerleri,1989). Bu rakamlar artan yasl niifus ile
birlikte logaritmik oranda artan AH’nin gelecekte en Onemli saglik sorunlarindan biri
olacagi izlenimini vermektedir. 1999 yilinda yapilan bir calismada Tiirkiye’deki AH
hastas1 sayisinin 200.000’in iizerinde oldugu rapor edilmistir (Taneli ve Sivrioglu, 1999).
2008 yilinda Istanbul’'un Kadikdy ilgesinde gerceklestirilen Tiirkiye Alzheimer Hastalig
Prevalans Calismasi; 70 yas lizeri bireyler arasinda AH prevalansinin %11 oldugunu
gostermektedir. Bu prevalans degeri Tiirkiye’de 250-300 bin AH’1i hasta oldugu bilgisini
vermektedir (Giirvit ve digerleri, 2008).

2.1.1. Genetik faktorler

Hastaligin erken yasta ortaya ¢ikan formlari; otozomal dominant genetik gecis 6zelligine
sahip olup olgularin ancak %3-5’ini olusturur. Presenilin 1 (kromozom 14), presenilin 2
(kromozom 1) ve amiloid prekiirsor protein (APP) genlerindeki (kromozom 21)
mutasyonlar hastaligin dominant ge¢isinden sorumludur. Bu transmembran proteinlerin
gorevi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak bu proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin A metabolizmasini bozdugu bilinmektedir. AH olgularinda saptanan bir
diger genetik 6zellik apolipoprotein E (APOE) gen (kromozom 19) mutasyonudur. APOE
kolesterol metabolizmasinda rolii olan bir serum proteinidir. APOE geninin 3 alleli
bulunur. Bu alleller; €2, €3 ve &4’tiir. Normal bireylerde alel dagilimi; €3 %70, €4 %20
seklindedir. AH’li bireylerde ise &4 iki kat fazla (%40) bulunmaktadir. APOE gen
mutasyonu, risk faktoriidiir. Presenilin 1, presenilin 2 ve APP genlerindeki gibi hastaligin

ortaya ¢ikisina yol agmaz (Wang ve Ding, 2008).

Insan genomunu kodlayan yeni genetik teknikler ile cesitli hastaliklar icin risk genleri
ortaya konulmustur. Bunlara dayanarak, tani, tahmin ve hastaliklarin anlagilmasinda bir¢ok
gelisme olmustur. AH’nin genetik patogenezi de son on yilda acgiklanmistir. Patogenez

deoksiriboniikleik asit (DNA) ¢ipleri ile ortaya konulmustur. DNA ¢ipleri bir kerede yiiz
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binlerce mutasyonu tespit edebilen bir teknolojiye dayanmaktadir. DNA ¢ipleri 6nceden
belirlenmis bdlge mutasyonlarmi tespit edebilir. 74.046 insanin sonuglar1 incelenerek 20
gen tanimlanmistir (Uluslararasi Alzheimer Projesi Genomigi). Bu genler; ABCA7, BINI,
CASS4, CD33, CD2AP, CELF1, CLU, CR1, DSG2, EPHAl, FERMT2, HLA-DRBS5-
HLA-DRBI1, INPP5D, MEF2C, MS4A6A/MS4B4, SLC24A4, SORL1 ve ZCWPWI1
seklindedir (Lambert ve digerleri, 2013). ABCA7 ve SORLI mutasyon tiplerine bagh
olarak otozomal dominant AH’ye neden olabilir (Kim, 2018). Ayrica TREM2, AH risk geni
olarak aciklanmistir (Jonsson ve digerleri, 2013). Bununla birlikte; otozomal dominant
gecisli ailevi AH geni olarak bilinen APP, A673V mutasyonu, AH’den koruyucu bir
mutasyon olarak gosterilmistir. Bu mutasyona sahip kisiler, diisiik miktarda Ap 1-42
iiretimine sahiptir ve APOE &4 homozigotu olan kisiler, APP’de A673V mutasyonu varsa,
demans olmadan yasayabilirler. Sonug olarak yapilan bu c¢alismalar 1s181nda, anti-amiloid

tedavisinin umut verici oldugu sonucuna ulagilmistir (Jonsson ve digerleri, 2012).

2.1.2. Alzheimer hastahgim etkileyen faktorler

AH; cevresel, genetik, vaskiiler ve patofizyolojik faktorlerin etkilestigi multifaktoryel
kompleks bir hastaliktir. AH ileri yaslara 6zgii bir hastalik degildir. Yasam boyu ilerleyen
bir patofizyolojik siirecin son duragi olarak tanimlanabilir. Hastaligin seyrinde pek c¢ok
etkenin oldugunun anlagilmasi ile birlikte risk faktorleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu risk
faktorleri modifiye edilerek yapilan ¢alismalar, hastaligin 6nlenmesinde 6nem kazanmuistir.
Birgok risk faktorii ve koruyucu faktor belirlenmistir (Baysal ve Yesilbudak, 2003). Bu

faktorlerin bir kismi1 agagida siralanmugtir:

Kardiyovaskiiler risk faktorleri;

e Hipertansiyon

e Kolesterol

e Viicut Kitle Indeksi

e Diyabet

e Hipoksi

e Yasam tarzi ile iliskili risk faktorleri
e Egitim

e Fiziksel aktivite



Alkol ve sigara tiikketimi

Diyet

Genetik risk faktorleri

2.1.3. Histopatolajik ozellikler

Basta unutkanlik olmak {izere bellek ve kognitif fonksiyonlarda bozukluklar ile karakterize
ilerleyici bir hastalik olan AH; kortikal ve hipokampal beyin bolgelerini etkiler. Beyinde
atrofi, giruslarda daralma, sulkuslarda ve ventrikiillerde genisleme hastaligin makroskobik
patalojik bulgularidir (Baysal ve Yesilbudak, 2003). Temel mikroskobik degisiklikler ise
ndron kayiplari, ekstraseliiler amiloid plak birikimi ve ndrofibriler yumaklarin néron i¢inde
birikmesidir (Lopes ve digerleri, 2009). AH’ nin histopatolojik 6zellikleri; hiperfosforilize
tau proteini tarafindan olusturulan, APP; presenilin 1 ve presenilin 2’nin islenmesiyle sinir
hiicresi tarafindan iiretilen AP peptid polimerleri ve hiicre i¢i norofibriler diigiimlerden
olusan senil plaklardir. Hiperfosforile tau proteini norofibriler yumaklarin temel
bilesenidir. Tau; mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinden bir proteindir. 17.
kromozom tarafindan kodlanir. Mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinliigl
ve aksonal transportta dnemli rol alir. AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya
hipoaktif fosfatazlar tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol acarak mikrotiibiillere
baglanma yetenegini bozarlar. Baglanmamis fosforilize tau ¢oziilemeyen cift sarmalll
filamanlara polimerize olur ve zaman iginde intrandronal norofibriler yumaklar haline
gelir. Hiicre iskeletinin biitiinliigiiniin ve aksonal transportun bozulmasi hiicre 6liimiine
neden olur. Hiicre oliimii sonucunda ortaya c¢ikan ekstraseliiler norofibriler yumaklar
“hayalet yumak™ adin1 alir (Bennett, Schneider, Wilson, Bienias ve Arnold, 2004; Braak H.
ve Braak E., 1991).
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Sekil 2.1. Amiloid beta protein iiretimi ve oligomerizasyonunu hedef alan terapdtik
yaklagimlar (Kaushik, Jayant, Tiwari, Vashist ve Nair, 2016)

AP ise 40-42 amino asitten olusan bir protein olup daha biiyilik bir transmembran protein
olan, 19. kromozomda kodlanan ve islevi tam olarak anlasilamamis bir transmembran
protein olan APP’den proteolitik yolla olusur (Glenner ve Wong, 1984; Masters ve
digerleri, 1985). AR, APP’nin metabolizma {iriinlerindendir. AP, membran i¢inde APP’nin
28 amino asitlik bolgesini de igeren bir pargasidir. APP bir dizi proteolitik enzimle
kesilerek metabolize edilir. Bu proteolitik enzimler; o, B ve y sekretaz olarak adlandirilir.
a-sekretaz APP’yi AB’nin orta kismindan keser. a-sekretazin bu etkinliginin sonucunda
coziilebilir AR yerine APP ya da sAPP adi verilen yeni bir ekstraseliiler protein olusur.
Fakat; diger iki enzim (B ve y-sekretazlar), APP’yi amino ucundan (B-sekretaz) veya
karboksi ucundan (y-sekretaz) boler ve liriin olarak AP olusur. Olugsan Af’lar 40 veya 42
amino asit uzunlugundadir. AP 1-42 daha fazla amiloidojenik olan formdur. Bu nedenle ilk
coken AP 1-42 olur (Iwatsubo ve digerleri, 1994). Daha sonra AP diffiiz plaklar halinde
agrege olur ve yogun noritik plaklara doniigiir (Cummings, 2004). AH’de a-sekretaz yolu
baskilanirken, dengenin B ve y-sekretaz yollarina saptigr ileri siiriilmektedir. B- sekretazin
son yillarda geni de bulunarak karakterize edilmis ve BACE1 ad1 verilmistir. y-sekretazin
ise presenilin ile iliskisi, heniliz tam olarak bilinmemektedir (Sweeney ve Juhyun, 2016).
Amiloid kaskad hipotezi AP’y1, norodejenerasyona neden olan toksik ajan olarak tanimlar

ve AP’daki degisikliklere, mikrotiibiile baglama proteini taudaki farklilagmanin neden
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olabilecegini kabul eder. Sonugcta bu hipotez ndronal hiicre 6liimiine neden olan toksik AP

oligomerlerinin demansa yol actigin1 gosterir. (Hardy ve Selkoe, 2002).

Ailesel Alzheimer Hastaligr Diger Alzheimer Hastalg
[ APP veya Presenilin Mutasyonu J [ et Fal;?l::::;;:[ il S ]
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Sekil 2.2. Amiloid kaskad hipotezi (Hardy ve Selkoe, 2002)



2.1.4. Alzheimer hastaliginda deneysel modeller

Sicanlar fizyolojik, genetik ve morfolojik 6zellikleri bakimindan insanlara oldukg¢a fazla
benzemektedirler. Dokularmin ve o6zellikle beyin boyutlarinin daha iri olmasi, ilag
uygulamalarini kolaylagtirmaktadir. AH modeli i¢in siganlarin uygun olamasinin en 6nemli
sebeplerinden biri insanlarda oldugu gibi si¢anlarin da taunun 6 isoformunu igermesidir.
Fakat siganlarda tau izoformlarinin 4R/3R oran1 9:1 iken, insanlarda 1:1°dir. Sicanlar ve
insanlarin APOE amino asit dizilisleri arasinda da benzerlik vardir (Tran ve digerleri,
2013). AH’de kullanilan sican modelleri, karmasik davranigsal 6zelliklerin belirlenmesini
saglamaktadir. Bu da patolojinin kognitif sonuglar {izerinde etkisinin daha hassas olarak
degerlendirilmesine olanak saglar. Siganlarla yapilan AH arastirmalarinda farkli deney
modelleri olusturulmaktadir. Yapilan calismalarda kullanilan bazi modeller asagida

stralanmistir:

e Transgenik hayvan modelleri

e Virlis aracili sigan modelleri

e Tau patolojisi olan sigan modelleri

e Insiilin direnci ve AH arasindaki iligkiyi kapsayan hayvan modelleri
e Ap’yabagimli sigan modelleri

e Streptozotosin ile uyarilan AH modeli

Deneysel AH modellerinde, norodejeneratif ve bilissel bozukluklar intrahipokampal AP
uygulamalar1 ile olusturulabilir (Salari ve Bagheri, 2016). Sicanlarda deneysel olarak
AH’nin uyarilmasi icin sentetik veya dogal olarak salgilanan AP peptidlerinin farkli
dozlar1, en ¢ok icv veya intrahipokampal enjeksiyon yoluyla beyine verilmektedir (Bagheri
ve digerleri, 2013; Cetin ve Dincer, 2007). Bu modellerde, sicanlarda bazal 6n beyinde
kolinerjik yikima neden olunmaktadir. Ayrica, deneysel modellerde, hafiza yeteneklerinin
bozuldugu gozlemlenmistir (Kazsa ve digerleri 2017). Yapilan bir calismada, kisa
uzunlukta bir peptid olan AP 25-35 enjeksiyonunun hayvanlarin ndéron ve mikroglialarinda,
astrogliyozis ve IL-1B immunreaksiyonunu arttirdigi bildirilmistir (Sadigh-Eteghad ve
digerleri, 2015). Hastaligin kompleks yapis1 nedeniyle, karakteristik 6zelliklerinin tiimiinii
birden tasiyan bir model olusturmak oldukea giictiir. Bu nedenle ¢cogu model, AH nin tim

ozelliklerini degil, en belirgin patolojik 6zelliklerini hedeflemistir. Hayvan modellerinde
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peptid enjeksiyonu kullanmanin dogrulugunu yansitan ¢ok sayida kriter belirlenmistir. Bu
kriterlerin ilkine gore, AP diisiik miktarlarda enjekte edilmelidir. Bu durum, AP’nin ¢esidi
ile de iligkilidir. Ciinkii in vivo ortamda ¢6ziinebilen peptid tiirleri, agrege olmus peptidler
ile karsilastirildiginda daha az etkili olabilir. ikinci olarak, peptid enjeksiyonu noronun
yasayabilmesi i¢in analiz bdlgesinden ayri, beynin iyi tanimlanmis bir bdlgesinde
yapilmalidir. Bu prosediir, enjekte edilen peptidin etkisiyle olusabilecek néron hasarini en

aza indirmek icin gereklidir (El¢ioglu, Y1lmaz, ilhan ve Karan, 2018; Mc Larnon, 2014).

2.2. Peroksizomlar

0,1-1,5 mikron capinda, tek katli zarla cevrili, kiiremsi ya da oval vakuol benzeri
organellerdir (Schrader ve Fahimi, 2008). Hayati 6neme sahip islevleri olmasina ragmen
peroksizomlarin varligi ancak 1966 yilinda ortaya konulmustur. Lizozomlar1 kesfeden
Christian de Duve; peroksizomlarin da ayr1 bir organel oldugunu bulmustur (Duve ve
Baudhuin, 1966). 1974 yilinda Nobel Komitesi; Christian de Duve, Albert Claude ve
George Emil Palade’r hiicrenin yapisal ve islevsel organizasyonu konusunda yaptiklar

caligmalarindan dolay: Tip veya Fizyoloji Nobel Odiiliine layik bulmustur.

2.2.1. Yapisi

Peroksizomlar, diger adiyla mikrocisimcikler; eritrositler hari¢ biitiin 6karyotik hiicrelerde
bulunan DNA igcermeyen organellerdir (Schrader ve Fahimi, 2004, 2008). Peroksizomlar
DNA’s1iz oldugu igin spesifik protein hedef yollar1 gerektirir. Peroksinler adi verilen
peroksizom biyogenezi faktorlerini sifreleyen PEX olarak adlandirilan 30’dan fazla gen
tanimlanmis ve izole edilmistir. Bunlar, sirasiyla peroksizomal proteinler igin iki smif
matriks hedefleme sinyalini, yani peroksizomal hedefleme sinyali 1 ve 2 (PTS1 ve PTS2)
ile bunlarin sirasiyla peroksin 5 ve 7°deki kendi sitosolik reseptorlerini (PEX5 ve PEX7)
icerir (Lanyon-Hogg, Warriner ve Baker, 2010). PEX1, PEX2, PEXS, PEX6, PEX7,
PEX10, PEX12, PEX13, PEX14 ve PEX26 dahil olmak {izere on peroksin, peroksisomal
matrikste protein tasinmasinda rol oynamaktadir (Fujiki, 2016). PEX3, PEX16 ve PEX19,
peroksizomal membran proteinlerinin hedeflenmesi ve yerlestirilmesi i¢in gereklidir (Ma
ve Subramani, 2009). PEX13 ve PEX14 membran proteinlerinin yerlestirilmesi i¢in gerekli

kompleksin bilesenleridir. Bununla birlikte, protein ileten bir kanal 6zelligine sahip gecici
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bir peroksizomal gézenegin varlig1 yakin zamanda tespit edilmistir (Meinecke ve digerleri,
2010). Ozellikle, zara gomiilmiis PEX5 ve PEXI14, translokasyon gbzeneginin ana
bilesenleridir (Lanyon-Hogg ve digerleri, 2010). Peroksizomlar mikrotiibiiller boyunca
hareket eder. PEX14 mikrotiibiiller i¢in bir membran g¢apasi olarak gorev alir. Bu nedenle
PEX14 peroksizom hareketliligi i¢in gereklidir (Bharti ve digerleri, 2011). PEX11 ve DL1
dahil olmak tizere diger peroksinler, peroksizom fisyonu, proliferasyonu ve kalittiminda rol
oynamaktadir (Thoms ve Erdmann, 2005). Ayrica peroksizomlarda peroksizom membran
proteinleri yani PMP’ler vardir. Peroksizomal membran proteini 70 (PMP70), memeli
peroksizomal membranlarinin ana bilesenlerinden biridir ve ATP baglayici protein siiper
ailesine aittir (Kashiwayama ve digerleri, 2005). ABCD3 olarak da bilinen PMP70 (Baes
ve Veldhoven, 2016), yag asidi oksidasyonu i¢in uzun zincirli yag asitlerini ve dall1 zincirli
asil CoA’lar1 peroksizomlara alabilir (Imanaka ve digerleri, 1999). Bu o6zelligi PMP70’1

uzun zincirli yag asitleri tizerindeki rolii nedeniyle olduk¢a 6nemli kilar.

Peroksizom, molekiiler oksijeni kullanarak bazi organik bilesiklerden hidrojen alir ve H2O2
sentezler. Organelin ismi de buradan gelir. Peroksizom bu bilesigi kullanarak digsardan
gelen zararh bilesikleri etkisiz hale getirir. Peroksizom H>O:’yi sentezleyen enzimleri
icerdigi gibi yikan enzimleri de igerir (Delille, Alves ve Schrader, 2009; Hettema ve
Motley, 2009). s yiiklerine gore; peroksizomlarin sekli, biiyiikliigii ve hiicresel icerigi,
fisyon, flizyon ve c¢ogalma mekanizmalarina cevap olarak oOnemli farkliliklar
gostermektedir. Farkli organlar incelendiginde, peroksizomlar karacigerde (hepatositler)
cok fazla miktarda bulunur. Beynin farkli alanlarinda 6zellikle serebellum, hipokampus ve
glial hiicreler (oligodenositler, astrositler) basta olmak {izere tiim sinir hiicrelerinde
peroksizomal proteinlerin ekspresyonu saptanmistir (Troffer-Charlier ve digerleri, 1998).
Glinlimiizde, memeli peroksizomlarinda cesitli metabolik yollarda gorev alan 50°den fazla
enzim tanimlanmistir (Wanders ve Waterham, 2006a, 2006b). Uzun zincirli yag asitlerinin
oksidasyon siirecinde 6nemli rol oynarlar. Fitanik asidin oksidasyonuna, safra asitlerinin
biyosentezine ve eikosanoidlerin par¢alanmasina katilirlar. En 6nemlisi, peroksizomlar;
hiicrelerinde herhangi bir nedenle var olan toksik etkili maddeleri inaktive edip yok eden
CAT enzimi tasir. Bu enzim, H2O2’yi H2O ve O2’ye doniistiiriir (Wanders ve digerleri,
2010). Boliinerek cogalabilirler veya endoplazmik retikulum adli organelin zarindan
olusabilirler (Girzalsky, Saffian ve Erdmann, 2010; Lazarow ve Fujiki 1985).

Islevsel olarak mitokondriye benzerler. Fakat yapisal olarak olduk¢a farklidirlar.

Mitokondriden farkli olarak tek zarla gevrilidirler. Kendi genetik materyalini ve proteinini
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sentezleyen {niteleri yoktur. Yapisal proteinleri i¢in gerekli tiim bilgi hiicrenin
cekirdeginde saklidir. Peroksizom zarinda madde alig-verisi ile ilgili ¢cok sayida protein
vardir. Yag asitlerinin katabolizmasinda ve beynin normal fonksiyonu i¢in plazmalojenlerin
biyosentezinde, serbest oksijen radikallerinin etkisiz hale getirilmesinde, lipitlerin
biyosentezinde, D-amino asitler ve poliaminler gibi baz1 06zel bilesiklerin
metabolizmasinda, bitkilerde yaglardan seker sentezinde, safra asitlerinin sentezinde,
kolesterol sentezinde ve daha pek ¢ok biyokimyasal olayda peroksizomlarin 6nemli rolii
vardir. Ayrica, yag asitlerinin temel yikim yeri mitokondrilerdir fakat peroksizomlar yag
asitlerinin farkli 6zellikteki kuyruk kismini adeta yeniden sekillendirir ve onlar1 kisaltarak
mitokondrilerin kabul edecegi bir sekle sokar. Peroksizomlar, mitokondriler i¢in 6n isleme

merkezi gibi ¢aligir.

Lipid metabolizmasindaki rollerinin yani sira, peroksizomal fonksiyonlar oksidatif stres
homeostazinin kontroliinde de rol oynar (Fransen, Nordgren, Wang ve Apanasets, 2012).
Acil-CoA oksidazlar (ACOX) gibi peroksizomal enzimlerin veya indiiklenebilir nitrik oksit
(NO) sentazin (iNOS) reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) ile
oksidatif stres olusturdugu bilinmektedir (Loughran ve digerleri, 2013). ROS molekiilleri,
ozellikle siiperoksit anyonlar1 (O27) ve H»O> ve NO ile RNS molekiilleri kismen
peroksizomlarda tiretilirler (Del Rio, 2011). Ayn1 zamanda, peroksizomlar oksidatif ve
nitrosatif stresi Onleyen enzimatik bilesenlere de sahiptir. Bu enzimatik bilesenler; CAT,

siiperoksit dismutaz 1 veya glutation S-transferaz igerir (Del Rio, 2011).

2.2.2. Peroksizomlar ve sinir sistemi

Aksonlarin islevlerini yerine getirebilmesi i¢in etraflarinin diizgiin bir sekilde yalitilmig
olmas1 gerekir. Aksi takdirde tasidiklar1 sinyallerde kayiplar olur ve sinyal iletim hizi
diiser. Sinir hiicrelerinin akson adi verilen ince uzun kismi 6zellikle sinyal iletiminde
onemli islevlere sahiptir. Glinlimiizde peroksizomlarin; noéral hiicre biiylimesi, beyin
gelisimi ve retina fonksiyonunda c¢ok Onemli bir rol oynadigi kanitlanmistir (Brites,
Waterham ve Wanders, 2004). Peroksizomlarla ilgili baz1 hastaliklarda miyelin yapidaki
bozukluktan dolayr ¢ok ciddi norolojik bozukluklar goriilir. Bunun nedeni miyelin
tabakanin yapisinda bulunan plazmalojen olarak bilinen lipittir. Plazmalojen
peroksizomlarda sentezlenir (Delille ve digerleri, 2009; Hettema ve Motley, 2009).

Plazmalojenler (1-O-alk-1"-enil-2-asil gliserofosfolipitler), sn-1 pozisyonunda bir vinil eter
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bag1 varlig1 ile karakterize edilen 6zel bir fosfolipid sinifi olusturur (Brites ve digerleri,
2004). Fosfolin veya fosfoetanolamine baglanan bir karbon ile bir gliserol omurgasindan
olusan plazmalojenlerin: iki tiirii vardir, sirasiyla kolin-plazmalojen ve etanolamin-
plazmalojen. Beyinde gri maddedeki, etanolamin-plazmalojen (%22.4) miktari; kolin-
plazmalojen (% 0.9) ile karsilastirildiginda daha fazladir (Panganamala, Horrocks, Geer ve
Cornwell, 1971). Kolin-plazmalojen ve etanolamin-plazmalojenin her birinin sirasiyla
yaklagik 30 ve 180 dakikalik kisa bir omrii vardir (Rintala ve digerleri, 1999).
Plazmalojenler yapisal membran bilesenleri ve ikinci haberciler i¢in bir rezervuar olmasina
ragmen, membran flizyonu, iyon tasinmasi ve kolesterol akigina da dahil olabilirler. Ayrica,
onlar antioksidanlar gibi de hareket edebilirler, boylece hiicreleri oksidatif strese karsi
korurlar (Farooqu ve Horrocks, 2001). Plazmalojen eksikligi olan hiicreler, kolesterol
taginimi, vezikiiler fiizyon ve transmembran protein fonksiyonu diizeyinde degismis lipid

metabolizmasi sergiler (Munn, Arnio, Liu, Zoeller ve Liscum, 2003).

Insan saglhig: iizerinde peroksizomlarin énemli rollerinin oldugu, ciddi nérodejeneratif ve
demiyelinizasyon olan beyin hastaliklarinda bazi peroksizomal anormallikler tespit
edildiginde belirginlesmistir (Depreter, Espeel ve Roels 2003). Peroksizomlar; 6zellikle
miyelogeneziste onemli gorevler {istlenen hiicre i¢i organellerdir. Bu nedenle peroksizomal
bozukluklarda norolojik bulgular 6n plandadir. Peroksizomlarda yag asitleri, fitanik asit,
glutarik asit, pipekolik asitlerin oksidasyonu gergeklesir (Moser H. ve Moser A., 1996;
Theron ve Van Papendorop, 1996). Peroksizomlarin sayisal, fonksiyonel ve yapisal

bozukluklar1 pek ¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Bu hastaliklar {i¢ alt grupta incelenir.

e Birinci grup: Peroksizomlarin yoklugu veya azlhig1 ile giden multipl enzim
bozukluklarmin oldugu; Zellweger Sendromu, Neonatal Adrenoldkodistrofi ve Infantil
Refsum Hastalig1 (Steinberg ve digerleri, 2006).

e Ikinci grup: Peroksizomlarin normal oldugu, tek enzim bozukluguyla giden; X’e bagh
gecen Adrenolokodistrofi, Akatalazemi, Hiperokzaliiri Tip 1, Pseudo Zellweger
Sendromu (3-okzoagil-CoA tiolaz eksikligi), Acil-CoA oksidaz eksikligi ve
bifonksiyonel enzim eksikligi (Baes ve Aubourg, 2009; Ferrer, Aubourg ve Pujol, 2010).

e Uciincii grup: Peroksizomlarda yapisal bozukluk ve multipl enzim eksikligi olan;
Rizomelik Kondrodisplazi Punktata ve Zellweger-benzeri sendrom (Fishman, 1989:

755, 775; Menkes, 1995: 152, 212).
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2.2.3. Peroksizomlar ve yaslanma

Peroksizomlarin hiicre yaslanmasinda ve yasa bagl spesifik dejeneratif hastaliklarin
gelismesinde 6nemli rolii vardir. Peroksizom ve yaslanma arasindaki iligki; bu organellerde
meydana gelen ROS ve RNS iiretiminin diizenlenmesi ile iliskilendirilir (Giordano ve
Terlecky, 2012). Peroksizomlarin en 6nemli enzimlerinden biri olan CAT da yaslanma
patolojileri ile iligkilidir. Hipokatalazemik hastalardan (CAT in kalitsal eksikligi) elde
edilen insan fibroblast hiicreleri, H2O2’yi biriktirir. Bu hiicreler DNA ve protein hasari,
diistik hiicre proliferasyonu ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gibi hiicresel yaglanma
belirtileri ile karakterize edilmekte olan yasa bagli patolojileri gosterirler (Wood ve
digerleri, 2006). Hipokatalazemik kosullarda, peroksizomlarin protein alma, biiylime ve
boliinmesini diizenleme ve ROS’u isleme kabiliyeti degisir (Koepke, Wood, Terlecky,
Walton ve Terlecky, 2008). Metabolik olarak aktif hiicreler cogalma kabiliyetini
kaybettiginde yani hiicreler yaslanma siirecine girdiginde, CAT peroksizomlardan sitozole
gecer (Giordano ve Terlecky, 2012). Degisime ugrayan bazi hiicrelerin ise hig
peroksizomal CAT icermedigi goriilmiistiir. Biyokimyasal analizler, immiinofloresan
caligmalar ile dogrulamistir ve CAT’1n yaslanan hiicrelerin sitozoliinde biriktigi acik¢a
gosterilmistir. Spesifik olarak, peroksizomal CAT aktivitesinin inhibisyonu, fare
mitokondrisinde ve insan fibroblastinda oksidatif stresi negatif yonde modiile eder (Hwang
ve digerleri, 2012; Walton ve Pizzitelli 2012). Ayrica, peroksizomlarda meydana gelen
oksidatif hasar, mitokondriyal parcalanma ve hiicre dliimiine yol agar (Ivashchenko ve
digerleri, 2011; Wang ve digerleri, 2013). Sonu¢ olarak, peroksizomal fonksiyonun

yaslanma sirasinda siirekli olarak azaldigini1 destekleyen c¢esitli raporlar bulunmaktadir.
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Sekil 2.3. Geng ve yasli hiicrelerde peroksizomlar tarafindan metabolize edilen reaktif
oksijen tiirlerinin nedenleri ve sonuglar1 (Deori ve digerleri, 2018)

Yashi hiicrelerde 6nemli bir peroksizomal antioksidan enzim olan CAT aktivitesinde azalma belirgindir. Bu
azalma, hiicrede oksidatif strese yol agan ROS birikimi ile sonug¢lanir. Peroksizom sayisinin diizenlenmesi de
yaslanan hiicrelerde tehlikeye girer. Peroksizomlar ve mitokondri karmasik bir fizyolojik iliskiyi paylasir.
Hiicrenin redoks dengesini korumaktan sorumlulardir. Bu organellerde ortaya ¢ikan fonksiyonel bozukluklar
dogrudan oksidatif stresteki artigla baglantilidir.

Yaglanan hiicreler azalan bir peroksizomal enzim konsantrasyonunu (veya metabolize
edilmemis substratlarin birikimini) algiliyormus gibi, peroksizom sayisini arttirarak yanit
verir yani organel ¢cogalir (Legakis ve digerleri, 2002). Benzer sekilde, peroksizomlar, yash
bireylerin veya makiiler dejenerasyondan muzdarip olan hastalarin retinal epitelinde de
cogalirlar (Feher ve digerleri, 2005). Peroksizom yasam donglisli hiicresel yaglanma ile
iligkilendirilebilir. Peroksizom boliinmesinden sonra, hiicrelerde heterojen peroksizom
poplilasyonu gozlenir. Bu siiregte geng, gelismekte olan ve metabolizma firiinlerinin yol
actigr zararli bilesenlerin biriktigi yash olgun peroksizomlar da mevcuttur (Beach ve
digerleri, 2012). Bu yash peroksizomlar organel homeostazini korumak ve hasarl
peroksizomal bilesiklerin  birikmesini  Onlemek i¢in otofaji ile elimine edilir.
Peroksizomlarin sayisi, aktivitesi ve kalitesi hiicrede dinamik olarak uyarlanir ve kontrol
edilir (Erdmann, 2016). Islevsel olmayan veya gereksiz peroksizomlari ortadan kaldirmak

icin 6nemli bir mekanizma olan peksofaji spesifik bir otofaji seklidir (Oku ve Sakai, 2010).
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Peksofaji peroksizomal artiklarin spesifik peroksizomlarin igine girmesini ve sonradan
vakuoller (mantarlar) veya lizozomlarda (memeliler) bozulmalarini saglayan
mekanizmalart igerir (Oku ve Sakai, 2016). Peksofaji yani programli hiicre 6liimii i¢in
gerekli olan ATG1 proteininin silinmesi, bir mantar tlirii olan Hansenula polymorpha
hiicrelerinde canliliginin azalmasina ve peroksizom sayisinda belirgin bir artisa yol agar

(Aksam ve digerleri, 2007).

Ayrica, yash hiicrelerde, PTS1 proteinlerinin peroksizomal ifadesi azalir (Legakis ve
digerleri, 2002). Yag asitlerinin peroksisomal B-oksidasyonundaki kusurlar, endoplazmik
retikulumda; yag asitlerinin birikmesi ile hiicre iizerinde bir¢ok zararli etkiye neden olur.
Endoplazmik retikulumda diagilgliserol konsantrasyonundaki artis, hiicrede stres yanitina
ve hizlanan bir yaglanma siirecine yol agar ve hiicreyi nekrotik 6liime karsi uyarabilir
(Feng, Ren, Chen ve Rubin, 2007). Bir¢ok veri, peroksizomlarin hiicresel yaslanmay1
diizenleyen bir sisteme entegre edildigini ve peroksizomal islev bozukluklarinin yasa baglh
hastaliklarin ortaya ¢ikmasini destekleyebilecegini ortaya koymaktadir (Trompier ve
digerleri, 2014).

Oksidazlar
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*Katalaz —* ROS 4
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bozuklugu l
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Sekil 2.4. Yasa bagl hastaliklarda peroksizomal fonksiyon bozuklugu (Cipolla ve Lodhi,
2017)

AGPS: alkilgliseron fosfat sentaz, YAO: yag asidi oksidasyonu, MCT2, monokarboksilat tasiyict 2, ROS:
reaktif oksijen tiirleri; CUZYA: ¢ok uzun zincirli yag asidi.
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2.2.4. Peroksizomlar ve Alzheimer hastalig1 arasindaki iliskisi

Beyin, oksidatif strese karsi en hassas olan organlardandir. Peroksizom miktar1 beyin
gelisimi sirasinda degisir. Ayrica beynin farkli bolgelerinde peroksizomlarin sayisi
degiskenlik gostermektedir. Bu durum yaslanmada ROS seviyelerinde dengesizlige katkida
bulunabilir. Norodejeneratif hastaliklarin ¢cogunda ortak bir ozellik, farkli patolojik ve
klinik o6zelliklerden bagimsiz olarak oksidatif stres ile iligkilendirilmeleridir. Yapilan
caligmalar AH’da oksidatif strese kars1 koruyucu olacak ilk savunma hattinin peroksizom
ve mitokondriyi igerdigini ortaya koymaktadir (Delille ve digerleri, 2009; Fransen,

Lismont ve Walton, 2017).

Yaslanmayla peroksizomal aktivitelerin azalmasina bagli olarak (Titorenko ve Terlecky,
2011), azalan CAT aktivitesi (Marcus, 1998), diisiikk plazmalojen sentezi (Goodenowe ve
digerleri, 2007) ve hiicre oliimiine karsit duyarliligin artmasi, 6zellikle nekrozu (Lopez-
Erauskin, Ferrer, Galea ve Pujol, 2013; Manivannan, Scheckhuber, Veenhuis ve Van der
Klei, 2012) iceren yaslanma ve demansla iligkili peroksizomal fonksiyon bozukluklarini
tetikleyebilir ve AH gibi norodejeneratif hastaliklar1 destekleyebilir (Lizard, Rouaud,
Demarquoy, Cherkaoui-Malki ve Iuliano, 2012; Terlecky, Koepke ve Walton, 2006).

AH ve alzheimer tipi demansta, peroksizomlarin oynadigi rol iyi bilinmemektedir. Ancak,
peroksizomlar, beyin ve retina igin gerekli olan ve ndral hiicrelerde ¢ok dnemli rol oynayan
ve miyelinin temel bilesenleri olan plazmalojenler ve dekosahekzanoik asit (DHA) gibi
spesifik yag asitlerinin sentezinde rol oynarlar (Lizard ve digerleri, 2012). Demans
hastalarinda; DHA ve plazmalojen seviyesinin anlamli derecede diisiik oldugu
gozlenmistir. Ilging bir sekilde, AH olan hastalardan alnan postmortem beyin
orneklerinde, fosfatidiletanolamine gore anlamli ve segici bir etanolamin-plazmalojen
eksikligi tespit edilmistir. Bu lipit defekti, AH olan beyindeki norodejenerasyon
bolgesinde, hastalikla goreceli olarak korunan bir bolgeye kiyasla (serebelluma karsi orta
temporal korteks) daha belirgin bir anatomik Ozellik gdstermistir (Ginsberg, Rafique,
Xuereb, Rapoport ve Gershfeld, 1995). AH’li hastalarda, elektrosprey iyonizasyon kiitle
spektrometresi ile Olciilen plazmalojen seviyelerinin korteks ve hipokampiiste tiikendigi
bildirilmistir (Farooqui, Rapoport ve Horrocks, 1997; Han, Holtzman ve McKeel, 2001).
AH olan hastalarin prefrontal korteksinde bozulmus kolin plazmalojen ve fosfolipid yag

asidi konsantrasyonlar1 da gézlenmistir (Igarashi ve digerleri, 2011). Ayrica demansin tiim
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evrelerinde, klinik ve patolojik olarak tani konan hastalar incelendiginde, dolagimdaki
plazmalojen seviyelerinin serumda, 6nemli dl¢lide azaldigr bulunmustur. Bu azalmanin
ciddiyeti demansin ciddiyeti ile koraledir (Goodenowe ve digerleri, 2007; Wood ve

digerleri, 2010).

Ayrica, AH’de peroksizomda bulunan (ama ayni zamanda mitokondri, endoplazmik
retikulum ve cekirdekte de saptanan) bir enzim olan karnitin asetiltransferaz aktivitesinde
azalma oldugu yapilan caligmalarla bildirilmistir. Biligsel gerilemeyi ve yasa bagh diger
norolojik hastaliklar1 6nlemek i¢in peroksizomal metabolizmay1 hedef alan yeni tedavilerin
yapilmas1 yapilan son c¢aligmalarla giindeme getirilmistir. Plazmalojenler, DHA ve ¢ok
uzun zincirli yag asitleri dahil olmak {izere bazi lipidlerin seviyeleri, Alzheimer
hastalarinin beyninde degisir. Bu bilesiklerin metabolizmasi peroksizomal metabolizmaya
dayandigindan, yasa bagli norodejeneratif hastaliklarda peroksizomun potansiyel bir

roliinden stiphelenilebilir.

Yaslanma ile birlikte peroksizomal fonksiyon kapasitesi azalmaktadir (Mandel ve digerleri,
1998; Munn ve digerleri, 2003; Titorenko ve Terlecky, 2011). Bu durum AH gibi
norodejeneratif hastaliklarin olusumunu destekleyebilir (Goodenowe ve digerleri, 2007,
Lukiw ve Bazan, 2006; Santos ve digerleri, 2005). AH gelisiminde peroksizomlarin
potansiyel roliiniin ilk kaniti, primer sigan hipokampal néron kiiltiirleri {izerinde yapilan bir
calismada in vitro olarak saptanmistir. Bu hiicrelerde, gii¢lii bir peroksizom proliferator
aktivator reseptor (PPAR) alfa (PPARa) agonisti olan Wy-14.463 tarafindan indiiklenen
peroksizomal proliferasyonun, hiicreleri AP peptid tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiine
kars1 korudugu gosterilmistir (Santos ve digerleri, 2005). 3 aylik AH modeli transgenik
farelerle (Tg2576) yapilan baska bir calismada, hastaligin hi¢bir belirgin néroanatomik
veya sitolojik belirtisi olmasa bile, peroksizomal degisiklikler goézlenmistir (Cimini ve
digerleri, 2009). Sicanlarda, tioridazin tarafindan tetiklenen bozulmus peroksizom
aktivitesi kismen uzun zincirli yag asiti konsantrasyonunu artirarak, APP ve B-sekretaz 1
(BACELl) ekspresyonunu ve AP olusumunu desteklemektedir (Shi ve digerleri, 2012).
Ayrica AH olan hastalarin postmortem beyin dokularinda AH patolojisinin ilerlemesine
katkida bulunabilecek 6nemli peroksizomal degisiklikler rapor edilmistir (Kou ve digerleri,
2011). Cesitli calismalarda, beyin bolgelerinde ve AH hastalarinin eritrositinde etanolamin
plazmalojen ve kolin plazmalojen seviyelerinde azalma tanimlanmistir. Bu azalma, hastalik

siddeti ile pozitif olarak korele bulunmustur (Igarashi ve digerleri, 2011; Wood ve



19

digerleri, 2010). Ayrica, AH hastalarinin beyninde ve karacigerinde DHA seviyelerinde

azalma gozlenmistir (Astarita ve digerleri, 2010).

AH’nin diger bir 6zelligi mitokondriyal fonksiyon bozuklugudur (Schon ve Przedborski
2011). AP ’nin AH hastalarindan alinan beyin dokularinin mitokondrilerinde agamali olarak
biriktigi gdsterilmistir. Bu AP birikiminin hatali bir mitokondriyal enerji metabolizmasina
yol agtig1 diisiiniilmektedir. Ayrica bu durum mitokondriyal ROS {iretimini artirabilir ve
hiicresel oksidatif strese neden olabilir. Yapilan baska bir calismada; peroksizom
proliferasyonunun hipokampal néronlar1 AP kaynakli oksidatif stres, ndrotoksisite ve hiicre
oliimiinden korudugu bildirilmistir (Santos ve digerleri, 2005). Ayrica, peroksizomlarin A3
icin hiicresel bir hedefi temsil ettigini gosteren kanitlar da vardir. Bu, A kaynakli ROS
iiretiminin, plazmalojen sentezi i¢in gerekli olan bir peroksizomal enzim olan alkilgliseron
fosfat sentazin aktivite seviyelerini disiirdiigli goézlemiyle aciklanmaktadir (Grimm ve
digerleri, 2011). Iyi tanimlanmis otopsi materyallerindeki peroksizomlara odaklanan uzun
siredir devam eden toplum temelli bir kohort c¢alismasi, Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde peroksizom ile ilgili 6nemli degisiklikleri de ortaya ¢ikarmistir (Kou ve
digerleri, 2011). Spesifik olarak, bu c¢alismada; hastalarin beyinlerinde plazmalojen
iceriginde belirgin bir azalma ve peroksizomlarda uzun zincirli yag asidi seviyelerinde
belirgin bir artig gozlenmistir. Ancak bu ¢alismada; uzun zincirli yag asitlerinde gézlenen
artisin, azalmis peroksizomal B-oksidasyonundan mi yoksa artmig yag asidi zinciri
uzamasindan mi kaynaklandig: arastirilmaya devam etmektedir (Fransen, Nordgren, Wang,

Apanasets ve Van Veldhoven, 2013).
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Peroksizomal Fonksiyon Bozuklugu
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Sekonder Mitokondrial ve
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> Inflamasyon (Sitokinik, Sitokinik Olmayan)
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%+ Yaglanma (Beyin Fonksiyonlarinda Degismeler)
++ Demiyelinizan Norodejeneratif Hastaliklar (Peroksizomal
Lokodistrofiler)
«» Demiyelizan Olmayan Norodejeneratif Hastalik (Alzheimer)

Sekil 2.5. Norodejenerasyona katilan fizyopatolojik olaylarda peroksizomal fonksiyon
bozuklugu (Trompier ve digerleri, 2014)

Norodejenerasyon i¢in peroksizomlarin hedef gosterilmesinin bir nedeni de doksorubisin
ile tedavi edilen kanser hastalar1 ile ilgili ¢aligmalardan gelmektedir. Bu hastalar klinik
tablolarinda, peroksizomal ROS seviyelerinde artig, artan peroksizom sayis1 ve
peksofajinin regiilasyonunda azalma gibi noronlarda birka¢ peroksizom baglantili kusur
sergilerler. Bu nedenle peroksizomlar, doksorubisin bazli kemoterapi i¢in noroprotektif

tedavide potansiyel bir hedef olarak 6nerilmektedir (Moruno-Manchon ve digerleri, 2018).

2.2.5. Peroksizom biyogenez ve fonksiyonunda peroksizom proliferator aktivator

reseptorlerin rolii

Niikleer reseptorlerin PPAR ailesi, Isseman ve Green tarafindan 1990’larin baslarinda
kesfedilmigtir. Kesiflerinden itibaren, dislipidemiye kars1 terapdtik hedef olarak
tanimlanmiglardir (Beaven ve Tontonoz, 2006). PPAR ailesi, peroksizomal lipit
oksidasyonu ve sentezi ile iliskilidir. Ayrica bu siireclerin sebep oldugu hastaliklarin
patogenezi iizerinde etkin rol oynarlar. PPAR’ler, yag asidi ve karbohidrat metabolizmasini

diizenleyen giiclii transkripsiyon faktorleri ve diyetsel lipid sensdrleridir. PPAR’ler aktive
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olduklarinda bir diger niikleer reseptor olan retinoid X (RXR) ile zorunlu heterodimer
olusturur ve hedef genlerinde promotor bolgelerdeki spesifik PPAR yanit elemanlarina
(PPRE’lere) baglanarak, gen ekspresyonunu baskilayarak veya aktive ederek gen
fonksiyonunu diizenlerler (Kota, Huang ve Roufogalis, 2005). Uyarilmadiklarinda bu
heterodimerler, gen transkripsiyonunu baskilayan N-CoR ve SMRT gibi koruyucularla
iligkilidirler (Desvergne ve Wahli, 1999). PPAR’ler protein kinaz C (PKC) gibi diger sinyal
yolaklariin araya girmesiyle DNA-baglamadan bagimsiz bir tarzda da gen ekspresyonunu
baskilayabilirler (Kota, Huang ve Roufogalis, 2005; Lee ve digerleri, 2003). PPAR’ler bes
islevsel bolgeden olusan modiiler bir yapiya sahiptirler (Yumuk, 2006; Glass ve Ogawa,
2006).

1. MAPK (Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz) ile fosforilasyon yoluyla liganttan
bagimsiz olarak etkilesen, N ucunda bulunan AF1 bdlgesi

2. PPAR ile etkinlestirilen hedef genlerin promotor bolgesinde bulunan PPRE (peroxisome
proliferator-activated receptor response element) ile etkilesen bolge

3. DNA ile baglanma i¢in 6nemli esnek eklem bolgesi

4. Ozellesmis PPAR agonistlerinin baglandigi, ligant baglayan bolge

5. Ligant baglanmasina karsilik olarak transkripsiyonel etkinlesme icin gerekli olan

yapisal degisiklige ugrayan C ucunda bulunan, AF2 bolgesi

Ligant

NH, LETEVED] COOH

bolge

Sekil 2.6. PPAR transkripsiyon faktorlerinin genel yapisi (Senol ve Tungtan, 2015)

AF, aktivasyon fonksiyonu; DNA, deoksiriboniikleik asit.

PPAR’lerin 3 alt tipi tanimlanmugtir. Ug alt tipi (a, B/, ) ayr1 genler tarafindan kodlanir ve
farkl1 dokular tarafindan eksprese edilir (Touyz ve Schiffrin, 2006). PPARa baslica
karaciger, kahverengi adipoz doku, bdbrek, kalp ve iskelet kasinda eksprese edilir. PPARa
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lipid metabolizmasi, monosit toplanmasi/adezyonu ve kopiik hiicre olusumunda yer alan
genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir. PPARa, DHA ve eikozapentaenoik asit (EPA)
gibi ¢coklu doymamis yag asitleri, okside fosfolipidler ve lipoprotein lipolitik iiriinlerinin
yer aldigi dogal ligandlar tarafindan aktive edilir (Desvergne ve Wahli, 1999). PPARS;
iskelet kasi, insan embriyonik bobrek, barsak, kalp, adipoz dokusu, gelisen beyin ve
keratinositlerde eksprese edilir. PPAR p/6 izoformunun obez ve diyabetik hayvan
modellerinde HDL-kolesterolii arttirdig1, beyaz adipoz doku yag depolarini, trigliseridleri,
aclik insiilinini ve LDL’yi azaltti§inin bulunmasiyla, PPAR /6 hiperlipidemi tedavisinde
uygun bir hedef olarak Onerilmistir. Ayrica, PPAR B/&’nin kalp ve iskelet kasinda yag
asitlerinin kullaniminda yer alan genlerin ekspresyonunu arttirarak, iskelet kasi fibril tipini
glikolitikten oksidatife degistirdigi ve yag asidi oksidasyonunu aktive ettigi kesfedilmistir.
PPARYy ise bagirsak ve adipoz dokuda eksprese edilir (Kota, Huang ve Roufogalis, 2005).
PPARy adiposit farklilagmasi, lipid metabolizmasi ve glukoz homeostazinda gorevli
genlerin ekspresyonunu diizenler. PPARy ayni1 zamanda anti-aterosklerotik etki ile immun
supressif fonksiyona da sahiptir. PPAR’lerin beyin dokusundaki ekspresyonlar1 da ayrintili
olarak incelenmistir. PPAR /6 beynin pek ¢ok bdlgesindeki noronlarda lokalize olurken,
PPARa ve y daha kisitli beyin bolgelerinde lokalize olur (Moreno, Farioli-Vecchioli ve
Ceru, 2004; Woods ve digerleri, 2003). Yetigkin farelerin farkli beyin bdlgelerinde yapilan
PPAR ekspresyonunun analizi, PPAR /6 mRNA’lariin serebellumda, beyin sapinda ve
kortekste daha yogun bulundugunu ve PPARy mRNA’larinin ise kortekste ve olfaktor
bulbusta zenginlestigini ortaya koymustur. PPAR’lerin ayrintili analizinde, hipokampiiste
ii¢ izotipin ekspresyonun da diisiik seviyelerde bulundugu goriilmiistiir. Bu analize gore;
PPARGa, hipokampiiste her yerde eksprese edilirken PPAR /6 dentat girus/CA1 bdlgesinde
ve PPARy CA3 bolgesinde ekeprese edilir (Gofflot ve digerleri, 2007).
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Peroksizomal Biyogenez

AlKil eter . -Koaktivatorler
fosfolipidler . PEX genleri

Adipogenez genleri
Lipid metabolizmas: genleri
Glikoz homeostaz: genleri

|  PPRE |

Adiposit farklilasmasi ve fonksiyonunun diizenlenmesi

Sekil 2.7. Peroksizomlar ve PPARY arasindaki iliski (Lodhi ve Semenkovich, 2014)

PPARYy, adiposit farklilasmasinin anahtar bir diizenleyicisidir. Peroksizomlarda sentezlenen alkil eter
fosfolipidleri ve bir¢ok endojen ligand tarafindan aktive edilir. PPARy, RXR ile birlikte bir heterodimer
olarak bulunur. Adipogenez, lipit metabolizmasi ve glukoz homeostazinda yer alan genler dahil olmak {izere,
PPRE barindiran ¢ok sayida genin ve peroksizomal biyogenezde yer alan genlerin ekspresyonunu diizenler.
PPARYy: Peroksizom Proliferator aktivator reseptor y, PPRE: PPAR yanit elemani, RXR: retinoid X niikleer
reseptoru.

2.2.6. Peroksizomlar, Mitokondri, Alzheimer hastahig ve BACE1, PGCla, PPAR

sinyal yolag: arasindaki iliskide oksidatif stresin rolii

ROS fiiretimindeki artisin endojen nedeni, oncelikle, memeli hiicrelerinde mitokondri
elektron tagima zincirinde inflamasyon, yiiksek O: konsantrasyonu ve hatali elektron
transferidir. Cevre kirliligi, sigara i¢gme, kronik inflamasyon, fizyolojik ve duygusal stres
gibi digsal faktdrler de ROS {iretiminin artmasina katkida bulunur (Poljsak 2011; Poljsak
ve Milisav 2012). Oksidatif stresin neden oldugu biyomolekiillerin tamirindeki bir kusur,
yaslanma siirecini hizlandirabilir (Maynard, Schurman, Harboe, De Souza-Pinto ve Bohr,
2008). Memeli hiicrelerinde bulunan peroksizomlar, siiperoksit radikalleri, hidroksi
radikalleri ve H>0, gibi farklt ROS tiirlerini iireten birkac¢ oksidaz barindirir (Demarquoy

ve Le Borgne, 2015). Memeli peroksizomlari, peroksizomal oksidazlar tarafindan iiretilen
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asirt ROS’larin uzaklastirilmasindan sorumlu olan, CAT, MnSOD, Cu/Zn SOD,
peroksidoksin I, epoksit hidrolaz, PMP20 ve glutatyon peroksidaz gibi ¢esitli antioksidan
enzimleri barindirir (Fransen ve digerleri, 2012; Lismont, Nordgren, Van Veldhoven ve
Fransen, 2015). Peroksizomal antioksidan enzim CAT, H>O;’yi H>O ve O, doniistiirerek
temizleyen bir enzimdir (Glorieux ve Calderon Pedro, 2017). Peroksiredoksin 5; H>O»
miktarin1 azaltabilir ayrica alkil hidroperoksitleri kendi alkollerine doniistiiriir (Knoops,
Goemaere, Van der Eecken ve Declercq, 2011). Ayica peroksizomal peroksiredoksin 5;
H»0> ve lipid hidroperoksit tarafindan {iiretilen oksidatif strese karsi sitoprotektif bir islev
gosterir (Walbrecq ve digerleri, 2015). GSH ve C vitamini gibi antioksidanlarin,
peroksizomal redoks durumunun diizenlenmesinde ©nemli rolii vardir (Lismont ve
digerleri, 2015). Antioksidan enzim PMP20 eksikligi oksidatif stresin artmasina neden
olur. PMP20 bulunmayan hiicrelerde peroksizomal proteinlerin sitoplazmaya sizdigi ve
lipid bilesiminde degisiklik oldugu gozlenmistir. Ayrica PMP20 hiicrelerinin nekrotik
hiicre Oliimiine daha yatkin oldugu bildirilmistir (Aksam ve digerleri, 2008). CAT 1n
kimyasal inhibitorii olan 3-AT kullanilan c¢alismalar, CAT’in inhibe edilmesinin
yaslanmada rolii oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu caligmalarda, mitokondriyal
membran potansiyelinde azalma ve artan mitokondriyal ROS seviyeleri rapor edilmistir
(Koepke ve digerleri, 2007). Genetik olarak kodlanmis redoks duyarli sensorler ve
modiilatorler, peroksizom ve mitokondri arasindaki redoks iliskisini anlamak igin
kullanilmistir (Wang ve digerleri, 2013). Peroksizomlarin iginde iiretilen ROS,
mitokondrinin oksidatif durumunu degistirir ve mitokondriyal parcalanmaya ve hiicre

oliimiine sebep olur (Ivashchenko ve digerleri, 2011; Wang ve digerleri, 2013).

Oksidatif stres, yaslanma ve yaslanma ile ortaya c¢ikan hastaliklarla yakindan iliskilidir
(Dai, Chiao, Marcinek, Szeto ve Rabinovitch, 2014). Noron kiiltiirii calismalari, artan H,O»
seviyelerinin hiicre i¢i AB’y1 arttirdigin1 gostermektedir. Artan AP, molekiiler O {iretimine
ve hiicresel demir (Fe™) ve bakir1 (Cu™) kullanarak O>’in H,O,’ye doniisiimiine neden
olmaktadir. AB birikimi hiicrede kalsiyum (Ca*?) artisina sebep olmakta ve hiicre zarinda
Ca™’a duyarli porlar agarak membran yapisini bozmaktadir. Ap’nin beyin dokularindaki
asir1 birikimi oksidatif strese neden olarak hiicre i¢i organellere zarar vermektedir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde etkilenen bdlgelerin ¢ekirdek ve mitokondri DNA’lar1

oksidatif hasara ugramaktadir (Wang ve digerleri, 2014).
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Mitokondri ve peroksizomlar ROS iiretiminde 6nemli iki organeldir (Cipolla ve Lodhi,
2017; Schrader, Costello, Godinho ve Islinger, 2015). Ayn1 zamanda, her iki organel de
kendi ROS siipiiriicli enzimlerine sahiptir. Mitokondri ve peroksizomlar metabolik olarak
baglanir, ¢iinkii yag asidi B-oksidasyonu gibi ortak yollar1 paylasirlar. iki organel de ROS
homeostazina ve islevsel olmayan organellerin klirensine gore diizenlenir. Peroksizomlar
ROS’un hem kaynagi hem de isleme merkezidir ve karaciger ve beyin gibi metabolik
olarak aktif olan dokularda oksijen tiiketiminin ve ROS iiretiminin (%35’e kadar) biiyiik
bir kismini olusturur (Boveris, Oshino ve Chance, 1972; Duve ve Baudhuin, 1966). insan
hiicrelerinde, mitokondri ve peroksizomlar farkli yag asidi oksidasyon yollarinda is birligi
yaparlar. Kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunun, ilk adimi mitokondriyal elektron
tastyicisina  baglanmig, agil-CoA dehidrojenazlar tarafindan katalize edildigi igin
peroksizomlarda degil mitokondride B-oksidasyonla oksitlenerek gerceklestirilir. Bununla
birlikte, daha uzun zincir uzunluklarma (>C20) veya dikarboksilik yag asitlerine sahip yag

asitleri, peroksizomal pB-oksidasyon yolu ile bozunmalidir (Reddy ve Hashimoto, 2001).

Peroksizomlarin saglikli bir redoks dengesinin korunmasindaki Onemi, normal bir
peroksizomal fonksiyon ve biyogenez ile etkilesime girme durumlarina baghdir.
Peroksizomal proliferatorlerin  uzun siireli aktivasyonu sonucunda peroksizomal
biyojenezin yapay olarak uyarilmasi; ROS iireten peroksizomal enzimlerin kompanse
edilememesi nedeniyle oksidatif karaciger hasarina ve genel olarak ROS dengesizliklerine
neden olur (Kasai, Okada, Nishimura, Rao ve Reddy, 1989; OBrien, Twaroski,
Cunningham, Glauert ve Spear, 2001; Reddy ve digerleri, 1986). Bununla birlikte,
uyarilmig peroksizomal proliferasyonun murin ndronlardaki ROS seviyelerini azalttigi
gosterilmistir (Diano ve digerleri, 2011). Ayrica, peroksizomlarin kaybi serebellum ve
ndrodejenerasyondaki apoptotik hasart arttirmaktadir (Hulshagen ve digerleri, 2008;
Krysko ve digerleri, 2007). Insan CAT aktivitesindeki eksiklik diyabet, kanser veya
ateroskleroz gibi yaslanma ile iligkili hastaliklara yatkinlhig1 arttirmaktadir (Gothand ve
Eaton, 2000). CAT seviyelerinin azalmasi veya fonksiyonunun kaybolmasi,
peroksizomlarin metabolik aktivitesine bagli olarak yaslanmayi hizlandirir ve yasam
stiresini degistirir (Kawalek, Lefevre, Veenhuis ve Klei, 2013; Petriv ve Rachubinski,
2004). Bu nedenle, hiicresel oksidatif stres ve peroksizomal (mitokondriyal ile birlikte)
aktivite, hiicre sag kalimi ve saglig1 i¢cin dnemlidir (Bonekamp, Volkl, Fahimi ve Schrader,

2009; Schrader ve Fahimi, 2006).
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APP’nin B- ve y-sekretaz tarafindan boliinmesi, Af ve APP hiicre i¢i alan (AICD)
peptidlerini iretir. Presenilin 1 veya 2 y-sekretaz kompleksinin katalitik bilesenidir.
Mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, AH i¢in belirgin bir olgudur. Ancak bu siirecin
baglamasinda rolii oldugu diisiiniilen ve mitokondri i¢in uzun zincirli yag asitlerini
diizenleyerek hazir hale getiren gorevi olan peroksizomlarin katkisi ve presenilin 1, APP ve
APP’nin boliinme {irlinlerinin nedenleri ve rolii tam olarak bilinmemektedir. Metabolizma
(ATP seviyeleri ve O; tiikketimi) ve mitokondrial proteinlerin ekspresyonu, mitokondriyal
esas transkripsiyonel koaktivatér olan PGCla’nin ve hedef genlerin ekspresyonuyla

iligkilendirilmektedir (Robinson ve digerleri, 2014).

AP birikimi ile tetiklenen patogenetik mekanizmalar; enerji ve metabolik homeostazin
deregiilasyonunu ve ilgili mitokondri ve peroksizomdan tiiretilen oksidatif stresi igerir.
ROS ve lipid metabolizmasindaki bozulmalar; mitokondri ve peroksizomlari igeren enerji
homeostazmin deregiilasyonundan kaynaklanmaktadir. Ug izoform (B, o ve y) iceren
PPAR’ler hem mitokondriyal hem de peroksizomal biyogenezi ve fonksiyonu diizenler.
PPAR koaktivatdrleri arasinda olan PGCla; glukoz metabolizmasi, yag asidi oksidasyonu,
ROS siipiiriicii ve mitokondriyal/peroksizomal biyogenezi ve isleyisi de dahil olmak iizere
fonksiyonlarin genis bir dizisi i¢in, kapsamli olarak ¢alisiimaktadir. Defektif antioksidan
savunma ve PGCla ekspresyonunun azalmasiyla eslik eden niikleik asit oksidatif hasari
AH ile iliskilendirilmektedir. Stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu oksidatif stres
hipotezini desteklemektedir. ROS erken saliniminin amiloidojenik APP islenmesini tegvik
ettigi yapilan caligmalarda ortaya konulmustur. PGCla AH’de; oksidatif strese karsi
koruma saglayarak noronal hiicre hasarim1 Onleyebilir, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunu iyilestirebilir, insiilin direncini azaltabilir ve biligsel bozulmay1 hafifletebilir

(Sweeney ve Song, 2016).
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Glikoz kullanimi
Sekil 2.8. PGCla diizenleyici kaskadi (Ventura-Clapier, Garnier ve Veksler, 2008)

TH, NOS/cGMP, p38MAPK, SIRT, CaN, CaMK, AMPK, CDKs ve B/cAMP; PGClo’'nin ekspresyonunu
ve/veya aktivitesini diizenler. PGCla ise mitokondriyal biyogenez, yag asidi oksidasyonu ve antioksidan
mekanizmalar dahil olmak {izere enerji metabolizmasinin farkli yonlerini diizenledigi bilinen TRB1, NRF,
ERR ve PPAR’ler gibi transkripsiyon faktorlerini birlikte aktive eder. TH: Tiroid hormonu, NOS: Nitrik oksit
sentaz, p38MAPK: p38 mitojenle aktive olan protein kinaz, SIRT: Sirtuin, CaN: Kalsinorin, CaMK:
Kalsiyum-kalmodulin ile aktive olan kinaz, AMPK: Adenosin-monofosfatla aktive olan kinaz, CDK: Sikline
bagimli kinaz, B/cAMP: B-adrenerjik stimiilasyon, TRB1: Tiroid hormon reseptér beta 1, NRF: Niikleer
solunum faktérii, ERR: Ostrojenle ilgili reseptérler, PPAR: Peroksizom proliferatdr aktivator reseptor.

PGCla, TFAM (mitokondriyal transkripsiyon faktorii A) gibi mitokondriyal proteinleri
kodlayan genlerin ekspresyonuna katkida bulunan bir niikleer transkripsiyon faktorii olan
NRF-1’in (niikleer solunum faktorii 1) aktivatoriidiir. Ayrica, PGCla, CAT, siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidazi iceren ROS detoksifiye edici enzimleri indiikleyerek
ROS metabolizmasinda rol oynar. AH gibi yaslanma ve yasa bagl hastaliklarin, néronal
hiicrelerde mitokondriyal biyogenez kapasitesini azaltti§i  gosterilmistir. AB’nin
intrahipokampal enjeksiyonunun PGCla, NRF-1 ve TFAM protein seviyelerini azalttig
gosterilmistir (Arsalandeh ve digerleri, 2015; Shaerzadeh, Motamedi, Minai-Tehrani ve
Khodagholi, 2014).
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Sekil 2.9. PPARy’nin metabolizma iizerindeki etkileri (Heneka, Reyes-Irisarri, Hiill ve
Kummer, 2011)

AP’nin asir1 liretimi veya yetersiz klirensi, birikmesine ve sonug olarak da amiloid plaklarin olusumuna yol
acar. Bu siireg, AH’nin enflamatuar fenotipini gelistiren NO, sitokinler ve prostaglandinler gibi
proinflamatuar molekiillerin sekresyonuna cevap olarak astrositlerin yani sira mikroglia aktivasyonunu da
tetikler. Ayrica, sitokinler BACEI aktivitesini artirabilir ve boylece AP iiretimini uyarirlar. PPARy agonistleri,
proinflamatuar molekiillerin tiretimini baskilayarak veya BACE1 gen promotériinde PPAR’nin bir PPRE’ye
baglanmasimna dogrudan miidahale ederek her iki etkiyi de azaltabilir. TZD: Tiazolidindion, NSAII:
Nonsteroid antiinflamatuvar ilag.

ROS metabolizmasinda peroksizomlarin merkezi rolii son donemlerde kesfedilmistir.
Aslinda, peroksizomlar hem fizyolojik hem de patolojik kosullar altinda ROS iiretimine ve
uzaklastirilmasina katilirlar. Dahast peroksizomlar; ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin f3
oksidasyonu, ¢coklu doymamis yag asitleri ve plazmalojenlerinin biyosentezi ve kalsiyum
homeostaz1 gibi ¢esitli katabolik ve anabolik fonksiyonlarla ilgilidir. Yakin zamanh
caligmalar, peroksizomlarin hiicre i¢i sinyal bélmeleri olarak islev gordiiglinii ve hiicreden
onemli gelisimsel kararlar1 diizenleyen platformlar olusturdugunu ortaya koymustur. Bu

dinamik ve ¢ok yonlii organeller, hiicresel ortamdaki fizyolojik ve patolojik degisikliklere
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morfolojilerini adapte ederek, sayr ve enzim igerigini buna gore belirler. Peroksizomal
fonksiyon bozuklugunun yasa bagli dejeneratif hastaliklarda oldugu gibi hiicresel
yaslanmaya bagli oldugu gosterilmistir. Peroksizomlarin insan AH’deki potansiyel rolii,

son zamanlarda lipid metabolizmas ile iligkili olarak ileri siiriilmiistiir.

Peroksizomlar 6zellikle AH’nin ilk evrelerinde goérev alirlar. Ozellikle, peroksizom
popiilasyonunun biiylikliigii ve fonksiyonlari, ligandla aktive edilen transkripsiyon
faktorleri sinifi (PPAR’ler) tarafindan diizenlenir. Bunlarin arasinda, dogrudan peroksizom
indiiksiyonunda yer alan, yasa bagl inflamasyonda ndroprotektif bir rol oynayan ve bellek
konsolidasyonunu (birlestirmeyi) arttiran PPARa; AH iizerinde oldukg¢a etkin rol
oynamaktadir. Bu baglamda suna deginmek gerekir ki: PPARa spesifik agonistleri in vitro
Ap-aracili toksisiteye karst ndroprotektif bir etki sergiler. Ayrica PPARa ile sinerjizmi ve
peroksizomal yeniden modelleme ve biyogenezinde rol oynayan PPARYy koaktivatdriiniin
(PGCla) ekspresyonu da olduk¢a onemlidir. PPAR beyinde fizyolojik kosullar altinda
diistik seviyelerde ifade edilir. Son zamanlarda yapilan, ayrintili gen ekspresyon analizi,
AH hastalarinda PPAR mRNA seviyelerinin yiikseldigini gdstermistir (De la Monte ve
Wands, 2006). Epidemiyolojik calismalar, NSAII (Nonsteroid antiinflamatuvar ilag)
tedavisinin AH riskini %80’e kadar azalttigimi goOstermistir ve bu ilaglarin etkisini
PPAR’leri uyararak ve beyindeki inflamatuar yanitlart inhibe ederek ortaya koydugu 6ne
stiriilmiistiir (Heneka, Landreth ve Feinstein, 2001; Lehmann, Lenhard, Oliver, Ringold ve
Kliewer, 1997). Ayrica mikroglial hiicrelerde PPAR aktivasyonu; inflamatuar sitokin
ekspresyonunu, INOS ekspresyonu ve NO iiretimini baskiladign gibi, COX-2’yi ve
dolayisiyla prostanoidlerin olusumunu da inhibe eder (Combs, Johnson, Karlo, Cannady ve

Landreth, 2000).

Memeli peroksizom zarlarimin 6nemli bir bilesenini olusturan PMP70, ayni zamanda
peroksizom popiilasyonunun genel boyutu i¢in iyi bir belirte¢ olarak diisiiniiliir. Yapilan bir
caligmada; 18 aylik transgenik fare AH modelinde hipokampustaki PMP70 ve PEX14
oraninda artis gbzlenmis ve bu hipokampal dokuda peroksizom sayisinda global bir artis
oldugu seklinde yorumlanmaistir. Yapilan bu calismada 6nemli bir peroksizomal enzim olan
CAT seviyesinde artma veya azalma gozlenmemistir (Fanelli ve digerleri, 2013). PEX14,
membran baglantili peroksin olup, matriks proteinlerinin peroksizomal taginimina katilir

ve bu nedenle peroksizom sayisti i¢in giivenilir bir belirte¢ olarak diisiiniliir.
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Peroksizomal yetmezlik durumunda; defektli enzimler nedeniyle ¢ok uzun zincirli yag
asitleri olusur ve asidoza bagli metabolik rahatsizliklar meydana gelir ya da etkilenen
hiicrelerde anormal yag birikimi olusumu goriliir. Yag asitlerinin B-oksidasyonunun
bozulmasi ile beyin, medulla spinalis ve siirrenal bezde anormal lipid birikimi olur; bunun
sonucunda demans (bunama) gelisimi gozlenir. Ayrica ciddi kas zayiflamasi ve santral ve

periferik sinir sisteminin organizasyon bozuklugu da ortaya ¢ikabilir.
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Sekil 2.10. SIRT1, PPAR, PGCla ve Wnt sinyal yolag: arasindaki iligski (Godoy, Allard,
Arrazola, Zolezzi ve Inestrosa, 2013)

SIRT1: Sirtuin 1, FOXO: Forkhead box subgroup o, mnTOR: Mammalian target of rapamycin.

SIRT1/PPAR/PGCla ekseni ile Wnt yolagi gibi ana hiicresel sinyallesme yolaklar
arasinda Onemli etkilesimler vardir. Hem yaslanma hem de Ap; hiicresel
oksidan/antioksidan dengesizlige yol agarak AH patogenezinde kritik bir rol oynar. Ciinkii
artan ROS dretimi normal hiicre fizyolojisini etkiler. SIRTI, yaslanma ve

norodejenerasyona karsi, ozellikle AP tarafindan indiiklenen hasara karsi olaganiistii bir
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aktiviteye sahiptir. Elde edilen bilgilere gore, SIRT1 en az iki yakin iligkili mekanizmay1
izleyerek hareket etmelidir. Ik mekanizmada; SIRT1, RXR-PPAR heterodimerinin
transkripsiyonel bir yardimei koaktivatorii olarak PGCla faktoriiniin alinmasina izin veren
YY1/PGCla kompleksinden PGClo’nin salinmasini indiikleyerek mTOR iizerinde
inhibitor bir etki gosterir. Ote yandan, SIRT1, kritik bir amiloidojenik enzim olan BACE1
ekspresyonunu, YY1 ve NCoR gibi transkripsiyonel koreseptdrlerin toplanmasina izin
vererek ve AP seviyelerinin azalmasimi saglayarak engeller. SIRT1, BACE1 geninin
promotor bolgesindeki PPAR, PGCla kompleksinin PPRE’ye baglanmasini igeren bir
mekanizma ile BACE1 ekspresyonunu down regiile edilir. Bu etkiler, SIRT1 yollarinin
tamamlayiciligini ve belki de eszamanliligini kanitlar. Ayrica, artan antioksidan aktivite
(SOD/CAT/GPx), mitokondriyal koruma (DRP1/Mfn /mtTFA) ve artan Ap-temizleme
anahtar proteini olan APOE ekspresyonunu iceren RXR:PPAR transkripsiyonel
aktivitesinin sonucunda SIRT1 yollar1 tamamlanmis olabilir. Bunlara ek olarak, ROS un
Wnt sinyallesme yolagini bozabilecegi, Wnt yolunun efektdér molekiilii -katenini yoneten,
Tcf/Lef’den FOXOQO’ya, hiicre proliferasyonunu (Wnt) durdurabilecegi ve hiicre
yaslanmasini (FOXO) tesvik edebildigi ileri siiriilmiistiir. Bu noktada, antioksidan aktivite
artist ve SIRT1 aktivitesinin neden oldugu mitokondriyal saglik, ROS seviyelerinin
diismesine neden olarak Wnt sinyal yolaginin bozulmasini 6nler. NCoR; Wnt, hedef gen
transkripsiyonel ortak baskilayicisi olarak tanimlanmistir. YY 1/NCoR ifadesinde SIRT1’in
NCoR’u yeniden yonlendirmesi ile Wnt hedef genleri ifadesinde bir artiga neden olabilir

(Godoy, Allard, Arrazola, Zolezzi ve Inestrosa, 2013).
2.3. Taurin

Genis spektrumlu bir hiicre koruyucu ajan olan taurin (2-aminoetansiilfonik asit), protein
sentezinde kullanilmayan, ancak serbest veya basit peptitlerde bulunan, sarth esansiyel bir
amino asittir. Taurin ilk olarak 1827 yilinda Avusturyali bilim insanlar1 Friedrich
Tiedemann ve Leopold Gmelon tarafindan boga safrasindan elde edilmistir (Demarcay,
1838; Tiedemann ve Gmelon, 1827). Ancak 1975 yilina kadar taurinin insan
beslenmesindeki 6nemi tanimlanamamstir. 1975 yilinda bebek mamalari ile beslenen yeni
dogan bebeklerin, normal plazma veya idrar taurin seviyelerini koruyamadiklar1 tespit
edilmistir (Raiha, Rassin, Heinonen ve Gaull, 1975). Taurin, amino asit olarak
adlandirilmaktadir. Ancak taurin molekiilii, diger amino asitlerde bulunan karboksilik asit

kism1 yerine bir siilfonik asit grubu igermektedir. Hiicre hacminin diizenlenmesinde rol
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oynayan organik bir osmolit olan taurin, safra tuzlarinin olusumu igin bir substrat saglar ve
hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunun modiilasyonunda rol oynar (Lombardini,
1983; Voss, Pedersen, Christensen ve Lambert, 2004). Beyin ve omurilik, 16kositler, kalp
ve kas hiicreleri, retina gibi bir¢ok dokuda en bol miktarda bulunan serbest amino
asitlerden biridir (Huxtable, 1992). Beyin ayrintili incelendiginde test edilen beynin her
bolgesinin taurin igerdigi gosterilmistir; buna pineal bez (Omura, Hach, Furukawa, Ueck
ve Lake, 1997), pons, medulla (Agrawal, Davison ve Kaczmarek, 1971), hipokampiis
(Junyent ve digerleri, 2011), striatum (Fordahl ve digerleri, 2010), ve serebellum (Chan-
Palay, Lin, Palay, Yamamoto ve Wu, 1982) dahildir.

Viicutta taurin, esansiyel bir amino asit olan metiyoninden ve ilgili esansiyel olmayan
amino asit sisteinden sentezlenir. Taurinin sisteinden sentezi icin bilinen ii¢ yol vardir. Ug
yolun tamami kofaktdr olarak B6 vitamininin aktif koenzim formu olan piridoksal-5-fosfat
gerektirir. B6 vitamininin eksikligi taurin sentezini bozar (Bridsall, 1998; Shin ve

Linkswiler, 1974).

Solunum zinciri aktivitesini diizenlemek, katyon transportunu modiile etmek,
inflamasyonu kontrol etmek, protein fosforilasyonunu degistirmek ve Omriinii uzatmak
gibi temel fizyolojik fonksiyonlara dahil olmasi nedeniyle taurin eksikligi ciddi patolojilere
ve hiicre 6liimiine yol agabilir. Taurin, hiicredeki temel olaylar1 diizenlediginden ve yasam
ve 0liim arasindaki dengeyi degistirdiginden taurinin fizyolojik islevlerine ilgi artmistir. Bu
bulgular taurinin bebek mamalarinda, besin takviyelerinde ve enerji igeceklerinde
kullanilmasma ivme kazandirmigtir. Ayn1 zamanda potansiyel terapotik kullanimlarina
yonelik arastirmalart tesvik etmistir (Schaffer ve Kim, 2018). Taurin kas metabolizmasini
ve gen ekspresyonunu heniiz belirsiz mekanizmalar yoluyla kontrol edebilir. Cesitli
patolojik durumlarda iskelet kas1 islevini ve performansini geri kazandirma potansiyeline
sahiptir (De Luca, Pierno ve Camerino, 2015). Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar,
diyabet komplikasyonlarinin hem 6nlenmesi hem de tedavisi i¢in taurinin yararli olacagini

gostermektedir (De la Puerta ve digerleri, 2010).
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Sekil 2.11. Patolojilere ve hastaliklara karsi1 taurin aracili koruma (Schaffer ve Kim, 2018)

Hiicrelerde yiiksek taurin konsantrasyonlari, uyarilabilir dokularin ve mitokondrinin fizyolojik islevini
diizenler. Taurin, endoplazmik retikulum stresini azaltarak ve GABAA4, glisin ve NMDA’nin norotransmitter
reseptdrlerini antagonize ederek SSS’yi korur. Kardiyovaskiiler sistemin taurin tarafindan korunmasi; Ca*?
transportu, ROS {iretimi ve protein fosforilasyonu gibi fonksiyonlarla hiicre sinyallesmesinin diizenlenmesi
yoluyla gergeklesir. Taurin, kademeli olarak kas kaybini en aza indirir ve yashlarda sarkopeniyi onler. SSS:
santral sinir sistemi, FXS: Frajil X sendromu, SSDE: Siiksinik semialdehit dehidrojenaz eksikligi, MELAS:
Mitokondriyal ensefalomiyopati, laktik asidoz ve inme benzeri epizodlar.

Koruyucu ve terapdtik etkilerine ek olarak, taurin normal bir gelisim siireci i¢in gereklidir.
Genetik olarak TauT nakavt farelerde yapilan caligmalarda; uygun taurin alimi olmadan,
hiicre dejenerasyonunda, mitokondrilerde, miyokard ve iskelet kasi gelisiminde
fonksiyonel bozukluklar goriilmiistiir. Ayrica ventrikiiler duvar kalinliginda artis ve

kardiyak atrofi gibi dogum kusurlar1 yasandigi ortaya konulmustur (Ito ve digerleri, 2008).

Taurin ayrica beyin gelisiminde kritik bir rol oynar. Taurin eksikliginin, kedilerde ve
maymunlarda; serebellum, piramidal hiicreler ve gorsel kortekste hiicre farklilasmasi ve
gocilinde gecikmeye yol agtig1 ortaya konulmustur (Maar, Moran, Schousboe ve Pasantes-

Morales, 1995; Sturman, Moretz, French ve Wisniewski, 1985). Ayrica, taurinin sadece
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embriyonik beyinde degil, yetiskin beyin bdlgelerinde de noral gelisimi destekledigi
gosterilmistir. Yetiskin olfaktoér bulbusundaki yiiksek taurin igerigi géz oniine alindiginda,
taurinin norogenez i¢in Onemli bir faktdr olmasi muhtemeldir (Hernandez-Benitez,
Pasantes-Morales, Saldana ve Ramos-Mandujano, 2010; Hernandez-Benitez, Ramos-
Mandujano ve Pasantes-Morales, 2012). Taurin miktarindaki azalma, bir¢ok dokudaki
yaslanma siirecine eslik eder. Beyin taurin seviyelerinin azalmasi biligsel eksikliklerle,
kronik taurin uygulanmasi hafiza kazanimu ile iliskilendirilmektedir. Yapilan bir ¢caligmada
geng, yetiskin ve yash sicanlar kullanilarak, taurinin yaslanma sirasinda degisip
degismedigine bakilmistir. Yapilan bu ¢alismada hem beyin bolgeleri (serebellum, korteks
ve hipokampus) hem de beyin dis1 dokular (kalp, bobrek, karaciger ve plazma)
incelenmistir. Taurin, yetiskin ve yash sicanlarin serebellumunda azalmig, ancak
hipokampus, korteks, kalp ve karacigerde degismeden kalmistir. Bu sonugclar, taurin
takviyesinin yararl etkilerinin, taurin depolarinin yenilenmesinden bagimsiz olabilecegini
gostermektedir (Suarez, Munoz, Rio ve Solis, 2016). Yapilan baska bir ¢alismada ise 16
hafta boyunca oral gavaj yoluyla giinde bir kez uygulanan taurinin, antioksidan enzimlerin
ve asetilkolinesterazin aktivitesindeki bozulmalar1 hafiflettigi, oksidatif stres ve beyin
lipoperoksidasyonunu, noronal dejenerasyonu Onledigi ve noroprotektif oldugu

gosterilmistir (Akande, Aliu, Ambali ve Ayo, 2014).

Taurin ile ilgili belki de en gizemli soru, bir nérotransmitter olup olmadigidir. Taurin, SSS
ndronlarma uygulandiginda, ateslenme hizlarina azaltict bir etki gosterir (Curtis ve
Watkins, 1965). Buna ek olarak, siganlarda beyin kortikal dilimleri elektriksel olarak
uyarildiginda, kalsiyuma bagimli hizli bir taurin akiginin oldugu gosterilmistir (Davison ve
Kaczmarek, 1971a, 1971b, 1972). Ayrica, taurin antagonisti TAG (6-amino-metil-3-metil-
4H, 1,2,4-benzotiadiazin-1,1-dioksit), glisine benzer bir sekilde omurilik
depolarizasyonunu bloke eder (Yarbrough, Singh ve Taylor, 1981). Ustelik, esdeger
miktarda taurin ve GABA’nin, beyin sap1 noronlarinin ateslenme hizini neredeyse esit
sekilde diisiirdiigli gosterilmistir (Haas ve Hosli, 1973). Bu bulgular taurinin aslinda bir
ndrotransmitter oldugu goriisiine katkida bulunur. Taurin ile ilgili 6nemli bir bilgi eksikligi
vardir. Taurinin nérotransmitter olabilmesi i¢in gerekli olan bir kriteri daha saglamasi
gereklidir ki o da postsinaptik hiicrelerde taurine 6zgii bir reseptoriin varligi gosterilmelidir
(Ripps ve Shen, 2012). Reseptorii heniiz tam olarak gosterilememis olsa da literatiirde
taurinin, NMDA reseptorii ile ¢oklu mekanizmalarla dogrudan etkilesime girdigini

gosteren (Chan ve digerleri, 2014) ve MIp24°iin en yakin homologu olan Mlp37nin, serin,
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arginin ve diger amino asitlerin yani sira taurin i¢in bir kemoreseptor olarak hizmet ettigini

gosteren (Nishiyama ve digerleri, 2016) kisithi sayida ¢alisma vardir.

Taurinin insanlarda ve deney hayvanlarinda kullaniminin olumlu etkileri oldugu ¢ok sayida
calisma ile dogrulanmistir. Bununla birlikte taurinin olumlu etkileri i¢in optimal doz
arali1; yasa (ve belki cinsiyete), uygulama yoluna, kullanilan siireye, deney hayvaninin
tiiriine, calismanin kosullarina gore degisiklik gosterebilir (Dinger ve Aslan Karakelle,
2019). Yapilan bir ¢calismada farelere dmiirlerinin farkli donemlerinde igme suyu ile taurin
(400 mg/kg/glin) verilmis ve hayat boyu taurin alan grupta gorsel ayrimciligi 6grenme
stiresi artmistir. Bu caligma perinatal ile erken postnatal donemde taurin takviyesinin ileri
yaslarda Ogrenmenin gecikmesine neden olabilecek ‘“hassas bir donem” oldugunu
gostermektedir. Taurin takviyesinin zamanlamasi Ogrenmeyi etkilemektedir (Suge ve
digerleri, 2007). Ayrica taurinin 0grenme ve anksiyete ile iligkisini inceleyen caligmalar
taurinin uygulama sekli ile etkisinin degistigini ortaya koymaktadir. Akut taurin
uygulamasi anksiyeteyi azaltirken kronik taurin uygulamasi anksiyeteyi arttirmistir (El
Idrissi ve digerleri, 2009). Yapilan bir ¢alismada akut ve kronik taurin uygulamasinin
korku iizerine etkileri incelenmis ve kronik taurin uygulamasi yapilan farelerde korkunun
arttig1 gézlenmistir (Neuwirth ve digerleri, 2013). Ayrica fazla miktarda alinan taurinin kan
basincini ve kalp atis hizimi artirdig1 ve carpintiya neden olabilecegi yapilan ¢aligmalarda

ortaya konulmustur (Baum ve Weiss, 2001)

2.3.1. Taurin ve oksidatif stres

Oksidatif stresin bir¢cok hastalik iizerinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. ROS’larin
asir1 iiretimi ve viicutta yliksek oranda reaktif serbest radikallerin birikmesine yol agmast;
kardiyovaskiiler hastaliklar (Chen ve digerleri, 2012), diyabete baglh bobrek hasari (Das ve
Sil, 2012), inflamatuar hastaliklar (Marcinkiewicz ve Kontny, 2014), fotoreseptorlerde
1isikla indiiklenen lipid peroksidasyonu (Pasantes-Morales ve Cruz, 1985), reperfiizyon
hasar1 (Aruoma, Halliwell, Hoey ve Butler, 1988) ve SSS’de ortaya ¢ikan bircok patoloji
ve hastalig1 (Crompton ve Andreeva, 1993; Di Monte, Chan ve Sandy, 1992) tetikler. Bu
patoloji ve hastaliklarin bir¢ogunda taurinin, antioksidan aktivitesi sayesinde, apoptozun
zayiflatilmasinda ¢ok Onemli bir rol oynadigi ve sitoprotektan oldugu gosterilmistir.
Gorilintiste alakasiz hastalik gruplarindaki, bu patofizyoloji ¢esitliligine ragmen, oksidatif

stresin mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile iligkili oldugu konusunda artan bir fikir
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birligi vardir (Crompton ve Andreeva, 1993; Cunha-Oliveira ve Cristina Rego, 2012; Das
ve Sil, 2012; Di Monte, Chan ve Sandy, 1992; Perfeito, Menzie, Pan, Prentice ve Wu,
2014). Taurin kuvvetli antioksidan 6zelliklere sahiptir (Aruoma ve digerleri, 1988; Chen ve
digerleri, 2012; Marcinkiewicz ve Kontny, 2014). Ayrica taurin; elektron tasima zincirini
stabilize ederek ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek, mitokondriyal
fonksiyonu iyilestirme kabiliyetine sahiptir (Jong, Azuma ve Schaffer, 2012; Schaffer,
Azuma ve Mozaffari, 2009). Diyabet vakalarinda, endojen taurin seviyelerinde bir diisiis
meydana geldigi bulunmustur. Taurin eksikligi mitokondriyal olarak kodlanmig
proteinlerin normal translasyonu i¢in gereken solunum zinciri bilesenlerinin
ekspresyonunu azaltir. Fonksiyonel olmayan solunum zinciri elektron dondrlerini
(vericilerini) biriktirir ve boylece elektronlart solunum zincirinden oksijene yonlendirir ve
bu siiregte siiperoksit anyonu olusturur. Taurin seviyesinin artmasi solunum zincirini geri
kazandirir (Jong ve digerleri, 2012). Yapilan bir ¢alismada hiicre kiiltlirlinde 72 saat
boyunca farkli taurin konsantrasyonlari (100, 200 ve 300 mg/l) ile taurin takviyesinin,
hasarli beyin hiicrelerinde oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyona kars1 etkili oldugu

gosterilmistir (Niu, Zheng, Liu ve Li, 2018).

2.3.2. Taurinin Alzheimer hastahg ile iliskisi

Endoplazmik retikulum stresi SSS’de taurinin hiicre koruyucu etkilerinde 6nemli bir rol
tistlense de bir bagka 6nemli mekanizma, taurinin néromodiilatdr etkinligidir. SSS’deki
toksisite yaygin olarak, uyarici ve inhibe edici norotransmitterler arasinda bir dengesizlik
ortaya ciktiginda goriiliir. Taurin, GABA,, glisin ve NMDA reseptorlerinin zayif bir
agonisti olarak gorev yapar. Akut taurin uygulamast GABA, reseptoriinii aktive ederken,
kronik taurin takviyesi GABA, reseptoriinii inhibe eder. Taurinin akut ya da kronik
uygulanmasi SSS iizerinde farkli etkiler gosterebilir (Chan ve digerleri, 2013; EI Idrissi ve
LAmoreaux, 2008).

Geng beyinde bol miktarda bulunan taurin konsantrasyonunun yasla birlikte azalmasi,
ndrogenezin azalmasina neden olabilir. Erigkin farelerde hipokampal ndrogenez {izerine
taurinin etkisi incelenmis ve dentat girustaki hiicre proliferasyonunu arttirdigi, yani
erigkinlerde hipokampal nérogenez lizerinde faydali olabilecegi gosterilmistir (Gebara ve

digerleri, 2015). Taurinin beyindeki kok ve progenitor hiicre proliferasyonunda rol
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oynadig1 ve sinaps gelisimiyle iliskili protein seviyelerini etkiledigi de yapilan ¢alismalarla

ortaya konulmustur (Shivaraj ve digerleri, 2012).

Taurin beyinde noromodiilatoér ve/veya antioksidandir. Taurinin in vitro ve in vivo olarak
noronal gocli direkt olarak etkiledigi gosterilmistir. Olgunlasmamis SSS’deki cesitli
ndronal popiilasyonlar i¢in depolarize edici bir sinyal saglar, boylece dogrudan ndronal
aktiviteyi etkiler. Neokortekste, taurin ndronal aktiviteyi arttirirken olgunlasmamis
hipokampusta, aktiviteyi azaltmak i¢in tonik bir taurinerjik ton gerekebilir. Taurin noro-
gelisimsel olaylarin temel bir modiilatorii olarak digiiniilmelidir (Kilb ve Fukuda, 2017).
Hiicre kiiltiirii néronlarinda, glutamatin neden oldugu néronal hasari etkili bir sekilde
onleyebildigi gosterilmistir (Chen ve digerleri, 2001; EI Idrissi ve Trenkner, 1999; Tang,
Deupree, Sun ve Wu, 1996). Ayrica, taurinin, H>O;’nin neden oldugu endoplazmik
retikulum stresini azaltarak PC12 hiicre kiiltiirlerinde, H>O> kaynakli hiicre hasaria karsi
koruyucu rol oynadigi gosterilmistir (Pan, Giraldo, Prentice ve Wu, 2010). Taurin
noroprotektif fonksiyonlarini, hiicre igi serbest Cax" konsantrasyonunu ve oksidatif stresi
azaltarak gosterir (Chen ve digerleri, 2001; Schaffer, Azuma, Takahashi ve Mozaffari,
2003). Taurin, anti-apoptotik protein Bcl-2 ve pro-apoptotik protein Bax oranini hiicre sag

kalimi lehine degistirebilir (Leon ve digerleri, 2009).

Taurinin noroprotektif islevi asagidaki gibi dzetlenebilir:

1. Taurin; L-, N- ve P/Q-tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 ve glutamatin NMDA
reseptorlerini, Na*/Ca?* degisimi dahil olmak iizere ¢esitli kalsiyum kanallarindan
kalsiyum akigini inhibe ederek, glutamatin neden oldugu hiicre i¢i Ca®* artisini azaltir.

2. Taurin, voltaj kapili kalsiyum kanallarinin fosforilasyonunu inhibe ederek kalsiyum
akisinin azalmasia neden olur, ayrica fosfolipaz C’nin inhibisyonu yoluyla mevcut
depolama havuzlarindan kalsiyum salinimini azaltir.

3. Taurin, glutamatin neden oldugu kalpain aktivasyonunu ve daha sonra Bcl-2 ve Bax
proteininin heterodimerizasyonunu inhibe ederek sitokrom C salimimini ve apoptoz

kaskadini inhibe eder. (Leon ve digerleri, 2009; Wu ve Prentice, 2010).

Taurinin gelismekte olan beyin tizerindeki etkileri hala incelenmektedir. Hayvan
caligmalarindan elde edilen temel verilere gore, taurinin hem akut hemde kronik

uygulamasinin bildirilen olumsuz etkileri literatiirde yer almaktadir (Curran ve Marczinski,
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2017). Taurin homeostazindaki bozulmalar, Alzheimer, epilepsi ve otizm dahil olmak iizere
bir¢cok norolojik hastalik calismasinda bildirilmistir (Fukuyama ve Ochiai, 1982; Junyent
ve digerleri, 2009; Kuwabara ve digerleri, 2013). Taurin seviyeleri stres sonrasinda
beyinde artar (Huxtable, 1992). Taurin hiicre voliimiinii diizenler, sismis hiicrelerden
saliarak hiicrenin normal voliimiine donmesini saglar. Bu degisiklik, travmatik beyin
hasar1 olan hastalarda gosterilmistir. Hastalarin beyin omurilik sivisindaki taurin seviyeleri,
neredeyse iki katina ¢ikmis ve yaklasik 3 giin i¢inde kontrol degerlerine geri donmiistiir
(Seki ve digerleri, 2005). Taurinin potansiyel noroprotektif etkilerini arastiran birgok
caligmada beyindeki taurin seviyelerinin yasla birlikte 6nemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir
(Ananchaipatana-Auitragoon ve digerleri, 2015; Taranukhin ve digerleri, 2012; Zhang ve
digerleri, 2017). AH’yi taklit etmek i¢in icv streptozotosin uygulanan wistar ratlarda, 60
veya 120 mg/kg/giin taurin tedavisi sonucunda MST’de ve pasif kaginma testinde daha az

biligsel bozulma gozlenmistir (Reeta, Singh ve Gupta, 2017).

Asetilkolin norotransmitterinin seviyesi, AH olan hastalarda asir1 derecede diistiktiir. Bu
yetersiz asetilkolin seviyelerinin hafiza kaybn ile ilgili oldugu tahmin edilmektedir (Alder,
Chessell ve Bowen, 1995). Deney hayvanlart ile yapilan c¢alismalarda, taurin
uygulamasinin beyindeki asetilkolin seviyesini arttirdigi bulunmustur (Tomaszewski,
Kleinrok, Zackiewicz, Gorny ve Billewicz-Stankiewicz, 1982). Arastirmacilar, Alzheimer
hastalarinin beyin omurilik sivisinda taurin konsantrasyonlarinin azaldigini gdstermistir

(Csernansky, Bardgett, Sheline, Morris ve Olney, 1996).

Taurin takviyesi, in vivo sinirsel ¢cogalma ve sinaptogeneze fayda saglamaktadir (Shivaraj
ve digerleri, 2012). Taurin uygulamasinin, mekansal §grenme ve hafiza iizerinde iyilestirici
etkileri vardir ve ndronlar1 glutamata baglh sitotoksiteye kars1 korumakla kalmaz (Leon ve
digerleri, 2009), mitokondriyal zar potansiyelini de korur ve mitokondriyal ROS’daki artig1
azaltir. Taurin eksikligi, yaslanan farelerde endoplazmik retikulum stresi icin patolojik bir
rol oynar. Bu nedenle, taurin, normal mitokondriyal ve endoplazmik retikulum iglevi i¢in
gereklidir (Jong, Ito, Prentice, Wu ve Schaffer, 2017). Peroksizom proliferator aktivator
reseptor-y koaktivator-1o’nin (PGC1 o) mRNA ve protein seviyelerini arttirir. Ayrica Akt-
CREB-PGCla yolagmi aktive ederek biligsel islevleri de Onemli Olclide arttirdig
gosterilmistir (Cao, Jin, Li, Zhou ve Yang, 2016; Jia ve digerleri, 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Deney hayvanlari

Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay (16/08/2017 tarih ve
66332047-604.01.02-E.116581 sayili karar) alindiktan sonra hayvan deneyleri Gazi
Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
(GUDAM) baslatildi. Calismada 30 adet yaslh Wistar albino cinsi erkek sican kullanilds.
Hayvanlarmn deney siirecinde bakimlart GUDAM tarafindan saglandi. Hayvanlar tek tek
kafeslerde tutuldu. Ad-libitum pelet yem ve musluk suyu ile beslendi. Standart olarak yeme
ve suya erigim saglandi. 12:12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii uygulandi. Siganlarin
bakimi standart laboratuvar kosullar1 altinda yapildi. Stereotaksik uygulama ve davranig

testi uygulamalart GUDAM’da gergeklestirildi.
3.1.2. Kullanilan laboratuvar aletleri ve cihazlar

Calismada kullamlan Gazi Universitesi, Fizyoloji ve Tibbi Biyoloji Arastirma
Laboratuvarlari’na ait donanimlar Cizelge 3.1°de marka/model ozellikleri ile beraber
listelenmistir. Bu ¢izelgede Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na ait cihazlar TB seklinde

gosterilmistir.
3.1.3. Kullanilan kimyasallar ve antikorlar
Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 3.2’de ve Western blot yontemi igin

kullanilan antikorlar Cizelge 3.3’de imalat¢1 firma, katalog numaralar1 gibi 6zellikleri ile

listelenmistir.
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Cizelge 3.1. Laboratuvar donanimlari

Alet/Cihaz Ad1

Marka/Model

Stereotaksi Cihazi

Stoelting, USA

Hamilton Enjektor (700 series, 5 ul) Hamilton
Cerrahi Malzemeler -

Morris Su Tanki - (TB)
Yiikseltilmis Art1 Labirent -

Kamera ve bilgisayar yazilim sistemi -(TB)

Derin Dondurucu (-80 °C)

WiseCyro, Simplifed Freezing System

Buzdolabi

Argelik

Sogutmal1 Santrifiij

MPW-350R

Hassas Tart1

SHIMADZU, AX200

Saf su/DI cihazi MES, mpMINIpure
pH metre Eutech Instruments, Singapur
Vorteks VELP, Scientifica, Mixer

Doku Homojenizatdrii

Sonics vibracell, VCX130FSJ

Spektrofotometre-Printer

EPSON, LX-300+

Elektroforez ve blotting cihazi

Mini protean system, BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Gii¢ kaynag1

Consort, E835, Electrophoresis Power Supply

Goriintilleme Sistemi

Kodak Gel Logic, 2200 Pro (TB)

Is1tic1

Eppendorf, Thermomixer Compact

Isiticili manyetik karistirict

Assistent, TMA 2071

Calkalayici (shaker)

Mini Rocker MR-1, BOECO

Etiiv

Sanyo (TB)

Steril enjektor (1-5 ml)

Hayat, Tiirkiye

Otomatik mikropipetler (10,100,1000 pl)

GILSON, France ve Nichipet EX, Japan

Otomatik pipet uglar1 (10,100,1000 pl) BioSorfa
ExactaCruzTM Yiikleme pipet ucu (200 pl) Santa Cruz
Falcon tiip (15, 50 ml) BioSorfa
Eppendorf tiipleri (0,2-1,5 ve 2 ml) BioSorfa
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Kimyasal/malzeme adi Katalog No Imalat¢1 Firma

S1iv1 gida boyas1 (Koyu kahverengi) SGB-1008 Suana Gida, Tiirkiye

Amiloid beta protein fragmenti 1-42 A9810 Sigma-Aldrich, USA

Taurin TAU303.1 BioShop Canada Inc.

Lizis Tamponu (RIPA Lysis Buffer System) sc-24948 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Sigir Serum Albumini (BSA) ALBO001.25 BioShop Canada Inc.

PierceTM ECL Western Blotting Substrate PI32106 Thermo Fisher Scientific, MA, USA

TRIS (Base) TRSO001.1 BioShop Canada Inc.

TRIS (HCL) TRS002.1 BioShop Canada Inc.

Glisin GLNOO1.1 BioShop Canada Inc.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) SDS001.100 | BioShop Canada Inc.

Gliserol GLY001.1 BioShop Canada Inc.

Acrylamide-Bis Soliisyon 40%, 29:1 BAO00S IntronBio

Amonyum per siilfat (APS) AMPO001.100 | BioShop Canada Inc.

Fosfat buffer salin (PBS) pH:7.4 PBS408.500 | BioShop Canada Inc.

BLUeye prestained protein standard PM007-0500 | GeneDireX, Germany

B-mercaptoetanol M6250 Sigma-Aldrich, Germany

Nitroselliiloz membran (0,45um) 10600002 GE Healthcare Life Sciences, Germany

TEMED (Tetrametil-etilendiamin) T9281 Sigma-Aldrich, Germany

Metanol M106007 MERCK, Germany

Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich, Germany

Coomassie brilliant mavisi-G B1131 Sigma-Aldrich, Germany

Bromofenol mavisi BRO222.5 BioShop Canada Inc.

Ponceau S. PONOO1.10 BioShop Canada Inc.

Potasyum kloriir (KCI) 4935 MERCK, Germany

Sodyum kloriir (NaCI) 13423 Riedel-de Haen, Seelze, Germany
Cizelge 3.3. Antikorlar

Antikor MA Diliisyon | Katalog No imalat¢1 Firma

;’(];:1);;14(1) r(1..:151)ti-rabbit 41kDa | 1:1000 E-AB-36521 ]él;iscience Biotechnology Inc,

iﬁf;czgrfzgﬁ'rabb“ 70 kDA | 1:1000 | SAP0497 Sigma-Aldrich Co. LLC, USA

gﬁ;ﬁi‘gga‘bbit 58 kDA | 1:750 SAB2105074 | Sigma-Aldrich Co. LLC, USA

b asion [0 | cstanos | SISt Toinlos

Goat anti-rabbit IlgG-HRP - 1:7500 R-05072-500 | Advansta Inc, USA
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3.1.4. Calismada kullanilan ¢ozeltiler

Western blot yontemi sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

icin gerekli olan ¢ozeltiler

Bradford metodu icin hazirlanan ¢ozeltiler

Bradford ¢ozeltisi

¢ 100 mg coomassie brillant mavisi-G tartilir.
50 ml, %95’lik etanolde ¢ozdiiriiliir.

100 ml, %85°1ik fosforik asit eklenir.

Son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanr.

Jel dokiimii icin hazirlanan ¢ozeltiler

SDS %10
e 1,5 g SDS tartilir.

e 15 ml’ye distile su ile tamamlanir.

APS %10
e 0,1 g APS tartilir.
e 1 ml’ye distile su ile tamamlanir.

e @Giinlik hazirlanmasi tercih edilir.

IM Tris HCI (pH:6,8)

e MA:121,14 g/mol

e 12,114 g tris base tartilir.

e 60 ml distile su ile ¢oziliir.
e HClI ile pH ayar1 yapilir.

e Son hacim 100 ml’ye tamamlanir.



1,5 M Tris HCI (pH:8,8)
MA: 121,14 g/mol

36,342 g tris base tartilir. 150 ml distile su ile ¢oziiliir.

HCl ile pH ayar1 yapilir.

Son hacim 200 mI’ye tamamlanir.

Ayirma jeli (resolving gel) %10’luk (2 jel i¢in 10 ml)
e 4 ml distile su

e 3,3 ml %40’lik Acrylamide/Bis soliisyonu

e 2.5ml 1,5M tris (pH 8.8)

e 100 pl %10°luk SDS

e 100 pl %10’luk APS

e 6 ul TEMED

Yiginlama jeli (stacking gel) %4’liik (2 jel igin 5 ml)
e 3,075 ml distile su

e 0,67 ml %40’lik Acrylamide/Bis soliisyonu

e 1,25ml 1,5 M tris (pH 8.8)

e 50 ul %10’Iuk SDS

o 25ul %10’luk APS

e 5ul TEMED

Yiikleme, viiriitme, transfer ve bloklama asamalari icin hazirlanan ¢ozeltiler

%0,5 Bromofenol mavisi
e 0,05 gr bromofenol mavisi 10 ml distile su ile ¢oziiliir.

o Steril filtreden gegirilir.

Ornek tamponu (sample buffer) (2X, stok)

e 1,25 ml tris-HCI (0,5 M pH 6,8)
e 2.5 ml gliserol
e 2ml%10’luk SDS



44

e 0,2 ml %0,5’lik bromofenol mavisi
e Toplam hacim distile su ile 9,5 ml’ye tamamlanir.
e Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden kullanimindan hemen 6nce 950 pl alinir ve 50 ul B-

mercaptoetanol ile 1 mI’ye tamamlanir.

Yiiriitme tamponu (running buffer) (10X, stok) (pH:8,3)

e 30,3 g tris base, 150,14 g glisin ve 10 g SDS tartilir.
e 600 ml distile su ile ¢oziiliir.

e pH ayar1 yapilir.

e Son hacim 1 L’ye tamamlanir.

e 100 ml stok yiirlitme tamponu distile su ile 1 L’ye tamamlanir (1X).

Transfer tamponu (transfer buffer) (10X, stok) (pH:8,3)

30,3 g tris baz, 150,14 g glisin tartilir.

600 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir.

Son hacim 1 L’ye tamamlanir.

100 ml stok transfer tamponu ve 200 ml metanol, distile su ile 1 L’ye tamamlanir (1X).

Yikama Tamponu (TBS-T: Tris Buffered Saline with Tween 20) (10X, stok) (pH:7.4)

e Tris Base mA: 121,14 g

e NaCIMA: 58,44 ¢

e 30 g tris base ve 80 g NaCl tartilir.
e 10 ml tween 20 eklenir.

e 800 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir.

e pH ayari yapilir.

e Son hacim 1 L’ye tamamlanir.

¢ 100 ml stok yikama tamponu distile su ile 1 L’ye tamamlanir (1X).
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Ponceau staining soliisyon %0, 1

e 1g Ponceau red tartilir.

¢ Distile su ile ¢ozdiirtliir.

e 50 ml asetik asit eklenir.

e Son hacim 1L’ye distile su ile tamamlanir.

o Steril filtreden gegirilir.

%3 BSA

e 0,3 g BSA tartilir.
e 10 ml TBS-T ile ¢oziiliir.

%35 Stit Tozu

e 0,5 g siit tozu tartilir.

e 10 ml TBS-T ile ¢oziiliir.

Membran bloklama ve antikorlar icin tampon ¢cozelti

Transfer islemi bitiminde tampon ¢dzelti icinde membranlarin tamami1 BSA veya siit tozu
ile bloklanir. Membran bloklama, primer ve sekonder antikorlar i¢in farkli yontemler
kullanilmistir. Inkiibasyon i¢in antikorlarin diliisyonu ve dzelligine gore siit tozu veya BSA
ile denemeler yapilmigtir. Bu 6n ¢aligmalar sonucunda PMP70 ve PEX14 primer antikoru

icin BSA, CAT primer antikoru i¢in BSA ve siit tozu birlikte tercih edilmistir.

Malondialdehit (MDA) ve glutatyvon (GSH) tayini icin gerekli olan ¢ozeltiler

MDA tayini i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

%10’luk TCA
e 10 g TCA tartilir.

e Distile su ile ¢ozdiirtliir.
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e 100 ml’ye tamamlanir.

e TCA ¢ozeltisi hem MDA hemde GSH tayini i¢in kullanilir.
%1’lik BHT (Butil hidroksi toluen)

e 1 g BHT tartilir.

e 9%95’lik etonol ile ¢ozdiriiliir.

e 100 ml’ye tamamlanir.

TBA (Thiobarbitiirik asit)
e 0,67 g TBA tartilir.
e Distile su ile ¢ozdiirtliir.

e 100 ml’ye tamamlanir.

GSH tayini i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

0,3 M Na;HPOq
e 8,5176 g NaHPOq tartilir.
e Distile su ile ¢ozdiirtliir.

e 200 ml’ye tamamlanir.

DTNB
e Na sitrattan 1,3837 g tartilir.

Distile su ile ¢ozdiirtliir.

100 mI’ye tamamlanur.

Uzerine 0,04 ¢ DTNB eklenir.

3.2. Yontem

3.2.1. Arastirma plan1 ve deney gruplari

Bu ¢aligmada ortalama 28+4 aylik yasli 30 adet Wistar albino cinsi, erkek si¢an kullanildu.
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Hayvanlar bes gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol grubu (6 adet)

Grup 2: icv fosfat buffer salin (PBS) enjeksiyonu yapilan sham grubu (6 adet)
Grup 3: icv AP 1-42 enjekte edilen grup (6 adet)

Grup 4: Taurin verilen ve icv PBS enjeksiyonu yapilan grup (6 adet)

Grup 5: Taurin verilen ve icv AP 1-42 enjekte edilen grup (6 adet)

Stereotaksi
(ICV enjeksiyon)

@'J K’(
Gm .3

VoV

1.giin 42, giin 43, giin 51. giin 54.glin 55.giin 56.glin 57.giin 58, giin
Taurin Uygulamasi iyilesme Siireci Kagis Latansi Prob Test Dokularin alinmasi
1000 mg/kg/giin (6 hafta) (1 hafta) (4 giin)
¢ U >
MST

Sekil 3.1. Yapilan hayvan deneyleri i¢in zaman ¢izelgesi

ICV: Intraserebroventrikiiler, MST: Morris su tanki testi, YAL: Yiikseltilmis art1 labirent testi
Taurin uygulamasi 4. ve 5. guruba, stereotaksi uygulamasi ve davranig analizleri biitiin gruplara
uygulanmustir.

3.2.2. Taurin uygulamasi

Taurin (2-aminoetansiilfonik asit) (BioShop Canada Inc., TAU303.1) hayvanlarin igme
suyuna 1000 mg/kg/giin dozunda eklenerek 6 hafta verildi (Grup 4 ve 5) (Kim ve digerleri,
2014). Hayvanlarin igme suyuna (Sicanlarin giinliik igme suyu miktar1 10-12 ml/100
g/giindiir.) eklenen giinliik taurin dozunu (1000 mg/kg/glin taurin igeren 10-12
ml/100g/glin su) bitirip bitirmedikleri her giin kontrol edildi.
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3.2.3. Stereotaksik uygulama

Amiloid beta 1-42

AP 1-42 (Sigma-Aldrich USA, A9810); 10 mM steril PBS (pH:7,4) (BioShop Canada Inc.,
PBS408.500) icinde seyreltildi ve bir hafta boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon

isleminden sonra aliquotlanarak saklandi.

Taurin uygulamasinin ardindan si¢anlar intraperitoneal (ip) 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
xylazin kombinasyonu ile anestezi edildikten sonra sterotaksik uygulamalar yapildi. Grup
3 ve 5’¢ 10 pl dozda (her bir lateral ventrikiile 5 pl olacak sekilde) icv AP 1-42
enjeksiyonu, Grup 2 ve 4’e ayn1 miktarda PBS enjeksiyonu yapildi. Beyin i¢ine AR’ nin
akut enjeksiyonun ndrodejenerasyon ve 6grenme/bellek bozuklugu ile karakterize bilissel
fonksiyon bozukluklarina neden olmasi beklenmektedir (Tran, Yamada ve Nabeshima,
2002). Stereotaksik cerrahi uygulamalarda sicanlar ip 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
xylazin kombinasyonu ile anestezi edildikten sonra zarar vermeden, dikkatli bir sekilde
stereotaksi cihazinda orta hat {izerine yerlestirildi. Kil temizligi Onceden yapild.
Hayvanlar; kulak ¢ubuklar1 dis kulak yoluna oturacak, dis aparat1 iist kesicileri kavrayacak
ve kafa tavani horizontal diizlemde olacak sekilde yerlestirildi. Hareketli elemanlar kulak
ve g¢eneye zarar vermeyecek kadar sikistirildi. Tespitten sonra kafanin hareket edip
etmedigi kontrol edildi. Boylece stereotaksik kafese hayvan sabitlenmis oldu. Kafa derisi
bistiiri yardimiyla agildi. Islem yapilacak alanim periostu iyi temizlendi. Referans noktalar:

olan lambda ve bregma belirlendi (Resim 3.1).



49

Resim 3.1. Stereotaksik cerrahi girisim ve icv AP 1-42 enjeksiyonu

Stereotaksik koordinat atlas1 (Paxinos ve Watson, 2007: 456) kullanilarak belirlenen
koordinatlara (Bregmadan 0,8 mm posterior, sagital suturdan 1,5 mm lateral, derinlik 3,8
mm) gore kafatasi ince uglu dril yardimi ile agildi (Stereotaksik cerrahi girisim ile icv AP
1-42 uygulamasinin gergeklestirilmesi i¢in 6n g¢alisma yapilmistir (n=3). Stereotaksik
koordinatlarin uygunlugu, uygulama bolgesine metilen mavisi enjekte edildikten hemen
sonra feda edilen hayvanlarda boyanin yayildig: alanlar gdzlenerek saptandr). icv AB 1-42
enjeksiyonu Hamilton mikro enjektorii ile yapildi. AP 1-42 enjeksiyonu 6 dakika boyunca
infiize edildi ve inflizyon sonrasinda siringa kimyasalin absorbsiyonu i¢in 5 dakika daha
enjeksiyon yerinde bekletildi (Grup 3 ve 5) (Giovannini ve digerleri, 2002). Grup 2 ve
4’teki siganlara ise ayni uygulama PBS verilerek yapildi (Resim 3.1 ve Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Stereotaksik koordinatlar ve 290 g wistar rata ait kafatas1 diyagrami

Stereotaksik cerrahi girisimde icv enjeksiyon i¢in kullandigimiz koordinatlar ve referans olarak
kullandigimiz bregma ve lambda sekilde goriilmektedir (Paxinos ve Watson, 2007).

3.2.4. Davranis testleri

Cerrahiden sonra kafatasi derisinin iyilesme siireci her giin kontrol edildi. Bu siire¢
calismamizda 7 giin siirdii. lyilesme siirecinden sonra hayvanlara davranis testi
uygulamalar1 basladi. Bilissel ve davranigsal islev testleri her giin ayni saatte (10:00-

12:30), ayni oda sicakligi (22+4 °C) ve nem oraninda (%50-70) gerceklestirildi.

Morris su tanki (MST) testi

7-14 giinliik iyilesme siirecinden sonra sicanlar, 6grenme yetenegi ve uzamsal bellek
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi icin MST’de (Resim 3.2) deney protokoliine alindi.
MST; su ile dolu pleksiglas havuz ve su seviyesinin altinda kalan c¢ikarilabilir kagis
platformu labirentinden olusur. Kagis platformu biitiin testler buyunca ayni kadranda sabit
tutuldu. Siyah renkte pleksiglas materyalden yapilmig, 150 cm capinda ve 65 cm
derinlikteki su tanki yaklasik 45-50 cm’ye kadar kahverengi gida boyasi (toksik olmayan)
karistirilmis su ile dolduruldu. Suyun sicakligr 20+2 °C olarak korundu. Su tanki deney
stiresince genis bir odaya yerlestirildi. Tankin etrafi siyah perdelerle kapatildi. Ve boylece
hayvanin farkli renklerle dikkatinin dagilmasi engellendi. Havuz ortasindan gecen iki

hayali ¢izgi ile dort parcaya boliindii (kuzeydogu, kuzeybati, glineydogu ve gilineybati).
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Tankin etrafindaki siyah perdeye kuzeydogu, kuzeybati, glineydogu ve giineybati
yonlerinde her bir kadran kismina beyaz renkte farkli gorsel ipucu simgeleri (yuvarlak,
yildiz, kare ve liggen) asildi. Deney siiresince gorsel ipuglar1 sabit tutuldu. Arastirmaci
odaya her deney giiniinde standart kosullar1 (ayn1 onliik, parfiim, kiyafet tarzi, gibi...)
saglayarak geldi. Sicanlarin kafesleri tankin oldugu odaya deneyden 6nce (en az yarim

saat) getirilerek hayvanlarin ortama adapte olmalar1 saglandi.

Kagis latansi

Sicanlar 4 giin boyunca gizli platformu bulma siiresinin degerlendirildigi kac¢is latansi
testine tabii tutuldu. Deney hayvani suya bakacak sekilde su tankinin icine dikkatlice
konuldu. Baglama pozisyonlar1 dort farkli kutup noktasi icerdi ve rasgele secilen farkli bir
baslangic noktasi alinarak test uygulandi. 4 farkli kutuptan suya birakilan siganlarin
platforma ulagma siireleri kaydedildi. Harcanan zaman hayvanlarin 6grenme kapasitesini
belirlemek i¢in degerlendirildi (McDonald, Hong ve Devan, 2004; Morris, 1984). Suya
birakilmalarindan platformu bulmalarina kadar gegen siire 90 sn olacak sekilde belirlendi.
Bu siire i¢inde platformu bulamayan siganlar arastirmaci tarafindan platformun {izerine
yerlestirilerek 30 sn boyunca platform iizerinde kalmalarina ve c¢evredeki ipuglarinm
taniyabilmelerine izin verildi. Bir egitim testinin tamamlanmasindan sonra diger teste
kadar sicanlar kafeslerinde bekletildi. Her bir egitim testi arasindaki siire yaklasik 30

dakika olarak sabit tutuldu. Uygulanan testler 4 glin boyunca devam etti.

Prob testi

Son giin olan 5. giinde referans bellek test edilmek iizere platform sudan alindi. Deney
hayvani suya bakacak sekilde, normalde kagis platformunun oldugu kadrandan su tankinin
icine dikkatlice konuldu. Sicanlarin platformun yerini aramalart i¢in 90 sn’lik bir siire
verildi. Deneklerin daha 6nceden platformun bulundugu bdliimde aramayi tercih etmeleri
(hedef kadranda gegirilen siire) ve diger kadranlara gore daha uzun siire (22,5 sn’den fazla)

kalmalar1 referans bellek islevinin kazanilmasi olarak kabul edildi.
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Resim 3.2. Morris su tankinda kagis latansi ve prob testi uygulamalari

Yiikseltilmis art1 labirent (YAL) testi

Anksiyete deneylerinde yaygin olarak kullanilan YAL testi; pozisyon ayirma yetenegi ile
ilgili davranis icin 6grenme ve hafiza deney modeli olarak da kullanilmaktadir (Carobrez
ve Bertoglio, 2005). Deneyimizde kullandigimiz YAL’1n 50 cm % 10 cm 0lgiilerinde 2 agik
kolu, 50 cm x 50 cm x 10 cm oOlgiilerinde 2 kapali kolu vardir. Yerden yiiksekligi 50
cm’dir. Siyah pleksiglastan yapilmis deney diizenegi toplam dort koldan olusur. Kollar

zemine ve birbirlerine dik acgida yerlestirilmistir.
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Resim 3.3. Yiikseltilmis art1 labirent testi

YAL testi uygulamasi toplamda 2 giin siirdiiriildii. ilk giin hayvanlarin 5 dakika boyunca
sistemi kesfetmeleri saglandi. Ikinci giin deney giinii idi. Deney 5 dakika siireyle bir kez
yapildi. Tiim testler giin i¢inde ayni saatler (10:00-12:30) igerisinde gerceklestirildi. Her
deney sonrasi ortam %65°lik etanol ile silindi ve kurutuldu. Her deney bitiminde ortamin
kurumas1 ve havalandirilmasi i¢in 15 dakika ara verildi. Deneklerin davraniglar1 deney
asamasinda kaydedildi ve daha sonra analizleri yapildi. Deneyde acik kolda gegen siire ve
ylizdesi, kapal1 kolda gegen siire ve ylizdesi ayrica agik ve kapali kollar arasindaki gecis

sayist incelendi.

Davranig testi uygulamalarindan sonra ketamin-ksilazin anestezisi altindaki siganlarin
kanlar1 intrakardiyak yontem ile alinarak siganlar feda edildi. Feda edilen siganlarin beyin

dokulart ¢ikartilip buz paketleri {izerinde serebral korteks ve hipokampus dokular1 izole
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edildi. Izole edilen dokular hizl1 bir sekilde siv1 nitrojende dondurularak, ilgili parametreler

calisilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Resim 3.4. Ornek bir hayvanin izole edilen beyin dokusunun gériintiisii

Izole edilen hipokampiis ve serebral korteks dokularinda PEX14, PMP70, CAT
ekspresyonlart Western blot yontemi ile gosterildi. Ayrica bu dokularda oksidan-
antioksidan parametreler; MDA (Casini, Ferrali, Pompella, Maellaro ve Comporti, 1986)
ve GSH (Aykag¢ ve digerleri, 1985) seviyelerine bakildi. Western blot ve MDA, GSH
analizleri, Gazi Tniversitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve Tibbi Biyoloji A.D.

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2.5. Western blot yontemi / SDS-PAGE

Western blot; dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan bir tekniktir. Bu
molekiiler biyoloji teknigi sayesinde dokuda bulunan bir proteinin varligi, biiyiikliigi,
konsantrasyonu arastirilabilir (Towbin, Staehelin ve Gordon, 1979). Hedef proteinin
ozelliklerine bagli olarak bu yoOntemin asamalar1 farklilik gosterebilir. Calismamizda
PEX14, PMP70, CAT ve yiikleme kontrolii olarak B-aktin proteinlerinin ekspresyonlari

Western blot yontemi ile gosterilmistir.
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Orneklerin hazirlanmasi

SDS-PAGE i¢in hipokampiis ve serebral korteks o6rnekleri ayni islem siras1 takip edilerek

hazirlandi;

e Hipokampiis ve serebral korteks dokularindan 20 mg tartildi.

e Kuru buz iizerinde tarttmi yapilan Ornekler iizerine 300 pl lizis tamponu (pH 7,4)
eklendi.

e Kullanilan lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz Biotechnology, TX,
USA); 1 mlI’de 10 pl 200 mM phenylmethanesulfonyl floride (PMSF), 10 pl 100 mM
sodium orthovanadate ve 10 pl proteaz inhibitdr kokteyli icerir.

e Doku homojenizatdrii (Sonics vibracell, %50 amplitiid, 15-20 sn) ile homojenatlar
hazirlandi.

e Homojenatlar kuru buz iizerinde 15-20 dk kadar inkiibe edildi.

e Inkiibasyon isleminden sonra homojenatlar +4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.

e Temiz ependorflara alinan slipernatanlar ikinci kez santrifiij edildi.

¢ Siipernatanlar aliquotlandi ve —80 °C’de saklandi.

Bradford metodu (Total protein diizeylerinin 6lciimii)

Total protein diizeylerinin 6l¢iimii i¢cin Bradford metodu kullanild1 (Bradford, 1976). Bu
yontem olduk¢a fazla kullanilan, gilivenilir, hassas ve hizli bir yontemdir. Bradford
tarafindan gelistirilen yontem; organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla
etkileserek renk olusturmasi esasina dayanir. Coomassie brillant mavisi G-250 boyasinin
kullanildig1 bu yontemde, boya kuvvetli bir asitte ¢oziindiigli zaman, protonlanmadan
dolay1 kirmizi-kahverengi arasi bir renge doniisiir. Art1 yiiklii bir proteine baglandiginda
ise renk maviye doniligii. Yontem bu boyanin farkli konsantrasyondaki protein
cozeltilerinde farkli siddette mavi renk olusturmasindan yararlanilarak gelistirilmistir. 595
nm’de maksimum absorbans Sl¢iiliir. 0-2 mg/ml protein igeren 6rneklerin konsantrasyon
Ol¢limii bu yontem ile yapilabilir. Kullanilan en yaygin protein standardi sigir serum
albuminidir (BSA). BSA ile elde edilen konsantrasyon absorbans egrisi, orneklerdeki

protein miktarini belirlememizi saglar.
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Bradford metodu ile protein tayini;

7,45 mg BSA (BioShop Canada Inc. ALB001.25) tartild1 ve 5 ml PBS (BioShop Canada
Inc. PBS408.500) (pH:7,4) i¢inde ¢oziildi. 1,49 mg/ml’lik stok BSA elde edildi.

Stok BSA’nin uygun diliisyonlar1 yapilarak; 0,745 mg/ml, 0,479 mg/ml, 0,298 mg/ml,
0,149 mg/ml, 0,075 mg/ml ve 0,050 mg/ml’lik 6 adet protein standardi hazirlandi.
Mikroplakanin kuyucuklarina tiger tekrarli olmak iizere blank (PBS), standartlar ve
orneklerden (PBS ile 10 kat diliie edildiler) 10 pl yiikleme yapildi.

Blank, standartlar ve Ornekler iizerine 200 pl bradford ¢ozeltisi (1:5 diliie edilmis)
eklendi.

15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

595 nm’de absorbans degerleri okutuldu.

Mikrosoft Office Excel programi kullanilarak, hazirlanan standartlarin konsantrasyon-
absorbans egrisi olusturuldu.

Elde edilen lineer egrinin denklemi (ycons=aXabstb) Orneklerdeki protein miktarinin
(mg/ml) hesaplanmasinda kullanildu.

Elde edilen sonuclar, drnekler 10 kat diliie edildigi i¢cin 10 (diliisyon katsayisi) ile
carpild.

SDS-PAGE i¢in jel dokiimii

SDS-PAGE i¢in 10 ml %10’luk ayirma jeli (resolving gel) ve 5 ml %4’liikk yiginlama
jeli (stacking gel) dokiildii.

Jel dokiim islemi icin BIO-RAD, Mini protean system (Hercules, CA, USA), jel dokme
standlar1, camlari, taraklar1 ve diger aparatlari kullanildi.

%10 ve %4’lik jeller, ¢calismamizda kullandigimiz proteinlerin molekiiler agirliklart
(Cizelge 3.3) g6z oniine alinarak tercih edildi.

Jel dokiimiinde ilk olarak ayirma jeli ¢ozeltisi (icerik Kullanilan ¢ozeltiler kisminda
verilmistir) hazirlandi. Bu jele APS ve TEMED eklendikten sonra hizlica temiz cam
plakalarin arasina dokiildii (5 ml kadar) ve {izeri distile su ile kaplandi.

Ayirma jelinin polimerize olmasi beklendikten sonra (yaklasik 30 dk) jelin yiizeyindeki

su dokiiliip ayirma jelinin iizerine yiginlama jeli i¢in hazirlanan ¢ozelti (2,5 ml kadar)

dokiildii.
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e Yiikleme kuyucuklarinin olusmasi i¢in tarak (10 kuyulu) yerlestirildi.

e Jelin polimerizasyonu i¢in 30 dk beklendi.

Yiikleme cozeltisinin hazirlanmasi ve jele yiikklenmesi

e 10 pl hazirlanan stok 6rnek tamponu (sample buffer 2X), 4,2 ul 6rnek, 5,8 pl distile su
(6rnek hacmi distile su ile 10 pl’ye tamamlandi) olacak sekilde son hacmi 20 pl
yiikleme ¢6zeltisi hazirlandi.

e Her bir 6rnek i¢cin 20 pg protein yiiklemesi yapabilmek icin yiikleme ¢ozeltisinin
icerigi; hacim=20/protein konsantrasyonu formiilii ile hesaplandi (6rnegin;
4,2=20/4,76).

e Bu hesaplama teknigi ile her bir 6rnek icin yiikleme ¢ozeltisi (0,2°lik ependorflarda)
hazirlandi.

e Yiikleme cozeltileri protein denatiirasyonu icin 95 °C’de 5 dk kaynatildi (Eppendorf,
Thermomixer Compact).

e Soguyan ylikleme ¢ozeltileri (20 pl) jel kuyularina ytiklendi.

e Her jelin ilk kuyusuna molekiiler agirliklarin belirlenmesinde referans olan protein
standardindan (BLUeye prestained protein standard, GeneDireX, Germany) 4 pl
yiikleme yapildi.

Jel elektroforezi

o Jellere yiikkleme islemi tamalandiktan sonra elektorforez tanki (BIO-RAD, Mini protean
system, Hercules, CA, USA) yeterli miktarda yliriitme tamponu (pH:8,3) (icerik
Kullanilan ¢ozeltiler kisminda verilmistir) ile dolduruldu.

e Gii¢ kaynag (Consort E835, Electrophoresis Power Supply) sabit 100 V ve 2 saat
stireye ayarlandi.

e Elektroforez islemi ile proteinler jelde molekiiler agirliklarina gore ayristi.
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Proteinlerin membrana transferi

Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrisan proteinlerin nitroselliiloz membrana transferi
icin 1slak transfer modiili (BIO-RAD, Mini protean system, Hercules, CA, USA)
kullanildi.

Transfer modiiliine yerlestirilecek kasetin aparatlari, siingerler ve filtre kagitlar: transfer
tamponu (icerik kullanilan ¢ozeltiler kisminda verilmistir) iginde 1slatildu.

Nitroselliiloz membran (10600002, GE Healthcare Lifesciences, Germany) 5 dk kadar
distile su i¢inde bekletildi.

Elektroforez islemi tamamlaninca cam plakalar distile sudan gegirildi.

Cam plakalar ayiric1 aparat ile acild1 ve jel dikkatlice ¢ikarilip transfer tamponu igine
alindi.

Transfer kasedi, arti kutuptan eksi kutuba dogru sirasiyla; siinger, filtre kagidi,
membran, jel, filtre kagidi, stinger olacak sekilde hazirlandi.

Kasetler transfer modiiliine yerlestirildi.

Tank uygun miktarda transfer tamponu ile dolduruldu.

Gii¢ kaynag1 sabit 250 mA ve 2 saat siireye ayarlandi.

Transfer iglemi ile jelden membrana proteinlerin transferi saglandi (Resim 3.5).

Membranin Boyanmasi

Bu iglem transfer isleminin diizgiin gerceklesip gerceklesmediginin kontrol edilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Membran boyanmasinda total protein Oziitinde mevcut olan tiim proteinlerin
isaretlenmesi i¢in kullanilan anyonik boyalardan biri Ponceau red’dir.

Bu islem, proteinlerin geri doniisiimlii olarak boyanmasini saglar.

Membran, %0,1’lik Ponceau staining soliisyonu (igerik Kullanilan ¢dzeltiler kisminda
verilmistir) ile 5 dk calkalandi.

Membranin yiizeyinde pembe-kirmizi renkte protein bantlar1 gézlendi.

Membran aranan proteinlerin molekiil agirliklarina bagli olarak uygun boyutlarda
kesildi.

Boyanin membrandan uzaklagmasi i¢in yikama tamponu (i¢erik Kullanilan ¢ozeltiler

kisminda verilmistir) kullanildi.
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e Membran yikama tamponu ile 3 kez, 5’er dk yikandi ve boya uzaklastirildi.

Resim 3.5. Western blot transfer islemi, membranin ponceu ile boyanmasi ve goriintiileme
islemi

Bloklama ve antikor yiikleme

e Membranlar %5’lik siit tozu veya %3’liikk BSA ile hazirlanan bloklama tamponu igine
alind1 ve +4°C’de calkalayict (Mini Rocker MR-1, BOECO) iizerinde gece boyunca
veya 2 saat (antikorlarin 6zelligine gore) inkiibe edildi.

e Bu islem ile hedef protein i¢in membranlar tizerindeki non-spesifik baglanma bdlgeleri
engellenmis oldu.

e Bloklama isleminden sonra membranlar yikama tamponu ile 3 kez, 5’er dk yikandu.
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Hedef proteinler i¢in seg¢ilen primer antikorlarin (PMP70, PEX14, CAT, B-aktin) uygun
diliisyonlar1 (Cizelge 3.3) %5’lik siit tozu veya %3’liik BSA ile hazirlanan antikor
tamponuyla yapildi.

Membranlar primer antikorlar ile +4 °C’de calkalayici {izerinde gece boyunca veya 2
saat (antikorlarin 6zelligine gore) inkiibe edildi.

Primer antikorlarla inkiibasyon isleminden sonra membranlar yikama tamponu ile 3 kez,
5’er dk yikandu.

Sekonder antikor HRP (horseradish peroxidase)-konjuge, %3’liik BSA ile hazirlanan
antikor tamponuyla uygun oranda diliie edildi (Cizelge 3.3) ve membranlar oda
sicakliginda, 2 saat boyunca sekonder antikor ile inkiibe edildi.

Sekonder antikorlarla inkiibasyon isleminden sonra membranlar yikama tamponu ile 3

kez, 5’er dk yikandi.

Goriintileme ve analiz

Hedef protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi i¢in kemiliiminesans kit (PierceTM
ECL Western Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) kullanildi.

Kit i¢inde bulunan iki tampon ¢6zelti 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandu.

Membran yiizeyi bu tampon karisimiyla kaplandi ve kisa siireli inkiibe edildi.

Karanlik odada hizlica goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic, 2200 Pro) kullanilarak
hedef protein bantlar1 goriintiilendi ve TIFF ve JPEG formatinda kaydedildi.

Bant yogunluklarinin hesaplanmasinda Image J (Windows version of NIH image)
programi kullanildi.

Hedef proteinlerin bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak secilen [-aktine

oranlanarak hesaplandi.

3.2.6. Dokuda MDA ve GSH tayini

Doku homojenizasyonu

Hipokampiis ve serebral korteks dokularindan her bir 6rnek i¢in 0,20 gr tartildi ve
ependorflara alindu.

Doku agirliginin 9 kat1 kadar %10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklendi.



61

e Doku, sonikator (Sonics vibracell, VCX130FSJ) ile homojenize edildi.
e 3000 g, 20°C’de 15 dk. santrifiij edildi.

e Siipernatan plastik tiiplere alindu.

e 3000 g, 20°C’de 8 dk. santrifiij edildi.

e FElde edilen 6rnekler, MDA ve GSH ol¢limleri i¢in kullanildi.

MDA tayini

e Etiketlenen cam tiiplere alinan 375 pl 6rnek iizerine 5 pl %1°lik BHT eklendi.

e Uzerine yaklasik 375 pl TBA konur ve 20 sn vortekslendi.

e Tiplerin agz1 cam misket ile kapatilarak 120 °C’de 15 dk kaynatildi.

e 3000 g, 20 °C’de 8 dk santrifiij edildi.

e Spektrofotometrede 535 nm’de okundu.

e Mikrosoft Office Excel programi kullanilarak, hazirlanan standartlarin konsantrasyon-
absorbans egrisi olusturuldu.

e Orneklerin MDA diizeyi nmol/g doku seklinde kaydedildi.

GSH tayini

o Etiketlenen tiiplere 125 pl 6rnek alindi.

e 500 pl 0,3 M Na,HPO4 eklendi.

e Tiiplerin lizerine DTNB eklendi ve vortekslendi.
e (da 1sisinda 5-10 dk beklendi.

e Spektrofotometrede 412 nm’de okundu.

e Sonug (4,23 xabsorbans)/doku agirligi= umol/g doku seklinde hesaplanir.
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3.2.7. Istatistiksel yontem

Calismamizdaki verilerin degerlendirilmesinde SPSS 23 for Mac programi kullanildi.
Gruplar aras1 agirlik analizleri, davranis testlerinin prob ve kagis latansi analizleri, uzaysal
ogrenme ve bellek test siireleri ile korteks ve hipokampiis dokularinda CAT, PEX14,
PMP70 western blot analizlerinde ve MDA, GSH diizeylerinin karsilagtirilmasinda
Kruskal Wallis testi kullanildi. Farkin hangi gruplar arasinda oldugunun saptanmasinda
Mann Whitney U testi kullanildi ve bonferroni diizeltmesi uygulandi. Agirliklarin
donemsel degisimlerinin analizinde, tiim giinlerin kagis latans1 uzaysal 6grenme ve bellek
test siirelerinin karsilastirilmasinda Friedman testi, donemlerin ve giinlerin ikili
karsilagtirllmasinda Wilcoxon testi kullanildi. Korteks ve hipokampiis dokular1 arasindaki
iliskiyi degerlendirmek i¢in Paired-sample t testi kullanildi. Degiskenler arasindaki
iligskilerin belirlenmesinde Pearson r’si hesaplandi. Veriler ortalama + standart sapma

olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,01 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Beden agirhik olciimleri

Calismamizda 6 haftalik taurin uygulamasina baslamadan 6nce siganlarin beden agirlig
Ol¢timii yapildi. Yapilan bu Ol¢iimlere gore gruplarin beden agirlii ortalamalar: sirasiyla;
kontrol grubunda 403,174+23,89 g, sham grubunda 405,33+47,40 g, AB 1-42 grubunda
413,17+41,88 g, taurin grubunda 387,67+29,35 g ve AP 1-42+taurin grubunda
395,83+28,72 g olarak bulundu. Taurin uygulamasindan sonra yapilan beden agirlig
Ol¢timlerinde ise gruplarin kilo ortalamalari; sirasiyla kontrol grubunda 408,50+29,56 g,
sham grubunda 397,83+48,81 g, AP 1-42 grubunda 415,50+32,64 g, taurin grubunda
412,17+£33,74 g ve AP 1-42+taurin grubunda 413,47+33,87 g olarak bulundu. 6 haftalik
taurin uygulamasi bittikten sonra tiim gruplarin beden agirligir Olgiimleri stereotaksik
cerrahi islemi Oncesinde tekrarlandi. Bu Olglimlere gore gruplarin beden agirhig
ortalamalari; sirasiyla kontrol grubunda 403,83+35 g, sham grubunda 388,834+46,01 g, AP
1-42 grubunda 411+37,06 g, taurin grubunda 410,67+33,82 g ve AP 1-42+taurin grubunda
403,17+40,39 g olarak bulundu. Cerrahi islem sonrasinda tiim gruplarda kilo kaybi
gozlendi. Cerrahi iglemden 7 giin sonra (iyilesme siireci sonunda) yapilan Sl¢iimlerde
gruplarin kilo ortalamalari; sirasiyla kontrol grubunda 380+27,98 g, sham grubunda
366,50+42,36 g, AR 1-42 grubunda 388,67+27,88 g, taurin grubunda 385,67+34,54 g ve
AP 1-42+taurin grubunda 386,33+43,23 g olarak bulundu. Sicanlarin kafa derisinin
iyilesmesi ve kilo almaya baslamalar1 iyilesme siirecinin tamamlanmasi olarak kabul
edildi. Taurin uygulamasi Oncesinde ve sonrasinda, ayrica sterotaksik cerrahi islem
oncesinde ve sonrasinda gerceklestirilen hayvanlarin agirlik Ol¢iimlerinden elde edilen
verilere gore gruplar arasinda donem i¢i degerlendirmelerde istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmedi (p>0,01). Ancak donemler arasinda; cerrahi islem sonrasi elde edilen
agirhik sonuglari; taurin Oncesi, taurin sonrast ve cerrahi oncesi elde edilen agirlik

bulgularina goére anlamli olarak farkli bulundu (p<0,01) (Sekil 4.1) (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. Sicanlarin beden agirlig1 ortalamalar

Taurin Oncesi, taurin sonrasi, cerrahi Oncesi ve cerrahi sonrasi agirlik Olgiimlerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (p>0,01). ***; cerrahi sonrast ortalamalarin, taurin &ncesi,
taurin sonrast ve cerrahi Oncesi agirlik ortalamalarina kiyasla p<0,01 diizeyinde anlamli olarak farkli
oldugunu gosterir.

Cizelge 4.1. Agirlik dl¢timlerinin farkli deney donemlerindeki ortalama degerleri

Agirhik Olgiimleri (g)
Taurin Oncesi Taurin Sonrasi Cerrahi Oncesi Cerrahi Sonras1
Kontrol 403,17+23,89 408,50+29,56 403,83+35 "*380+27,98
Sham 405,33+47,40 397,834+48,81 388,83+46,01 "366,50+42,36
AP 1-42 413,17+41,88 415,50+32,64 411£37,06 "*388,67+27,88
Taurin 387,67+29,35 412,17+33,74 410,67+33,82 *385,67+34,54
AP 1-42+Taurin 395,83+28,72 413,47+33,87 403,17+40,39 ***386,33+43,23

Agirlik 6l¢timleri; taurin uygulamasi ve stereotaksik cerrahi girisim 6ncesi ve sonrast i¢in ortalama + standart
sapma seklinde verilmigtir. ***; cerrahi sonrasi ortalamalarin, taurin Oncesi, taurin sonrasi ve cerrahi dncesi
agirlik dlciimlerine kiyasla p<0,01 diizeyinde anlamli olarak farkli oldugunu gosterir.

4.2. Davranis testlerinden elde edilen veriler

4.2.1. Morris su tanki uzaysal 6grenme ve bellek performansi

MST’de 4 giin boyunca uygulanan kacis latansi performansinda platformu bulma siireleri,

her giin i¢in dort ayr1 kutuptan yapilan uygulamanin ortalamasi alinarak hesaplandi. 4 giin
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boyunca yapilan egitim ylizmelerinden (trial) elde edilen sonuglarla siganlarin 6grenme
performans egrileri elde edildi. Biitiin gruplarda platform alanina ulagma siiresinde, ikinci
giinden itibaren bir azalma basladi. 3. ve 4. gilinlerde bu azalmanin daha belirgin oldugu
goriildii. Sicanlarin platformun yerini daha kisa siire ve mesafede bulmalar1 platformun
yerini Ogrendiklerini gosterdi ve gruplar arasinda degerlendirme yapmamizi sagladi.
Platformu bulma siirelerindeki azalma 4. gilinde; kontrol, sham, taurin, Ap 1-42 ve AP 1-
42+taurin i¢in istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,01) (Sekil 4.2). Tiim gruplarin, kagis
latans1 performanslar1 4 giinliik siiregte incelendiginde; en uzun platformu bulma stiresi A3
1-42 grubunda goézlenmistir. Taurin grubu ise platformu bulma siiresi agisindan en iyi
performansi gostermistir. Giinlere gore platformu bulma stireleri tiim gruplar i¢in ayr1 ayri
Sekil 4.2’de gosterilmistir. Tiim gruplarin ortalama platformu bulma siireleri Sekil 4.3 ve

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Gruplarin giinlere ait ortalama platformu bulma ve prob test siireleri

Morris Su Tanki
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin Prob test
(sn) (sn) (sn) (sn) (sn)
Kontrol 85,16+11,83 77,75+13,98 58,54+30,57 34,38+14,71 37,60+6,04
Sham 90+0 62,04+15,90 51,63+30,67 36,04+21,54 28,88+1,56
Ap 1-42 900 #89,29+1,73 75,83+22,67 43,58+32,79 *22,14+3,71
Taurin 86,58+8,36 66,50+14,99 41,63+32,29 20,96+13,39 32,3746,21
AP 1-42+taurin 80,75£14,95 75,25+19,75 61,04422,25 39,45426,78 28,06+4,21

Tiim gruplarin 1-4. giinler arasinda platformu bulma ve 5. giin prob test siireleri (sn), ortalama + standart
sapma olarak gosterilmistir. *; kontrol grubuna kiyasla, #; sham grubuna kiyasla p <0,01 diizeyinde anlaml
fark oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.2. Morris su tankinda uzaysal 6grenmede gruplarin ayr1 ayri gilinliik platformu
bulma siireleri

*; 1.giine, #; 2.giine, 4; 3. giine kiyasla p <0,01 diizeyinde anlamli fark oldugunu ifade etmektedir.
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Morris Su Tanki Kagis Latansi
Farkh Kadranlardan Platformu Bulma Siireleri (sn)
Deneme Kontrol Sham AP 1-42 Taurin AP 1-42+Taurin
1 90+0 90+0 90+0 90+0 90+0
2 82+19,60 90+0 90+0 90+0 90+0
1. Giin
3 78,67+27,76 90+0 90+0 90+0 78,67+22,02
4 90+0 90+0 90+0 76,33+33,48 64,33+£39,94
1 88,50+2,81 90+0 90+0 89,67+0,82 90+0
. 2 89+2,45 74,17+32,65 90+0 76,33+25,56 76,17+33,88
S 3 58,83+34,99 39+30,44 #90+0 63,67+22,44 #84,17+14,29
4 A474,33£26,55 45+30,44 A#87,17+6,94 36,33+30,15 63,33+41,36
1 63,67+40,87 66,50+33,75 90+0 53,17+30,87 87,50+6,12
. 2 56,17+37,53 53+40,71 83,33+16,33 47,67+35,61 64,17+37,24
3 Gin 3 65,17+33,27 33,50+29,21 A4#67,83+35,89 31,67+29,49 55,67+37,65
4 39,67+39,81 53,50+36,29 62,17+43,12 34+41,52 36,83+32,18
1 A58,50+38,89 A 4217+39 .47 A 52.83+40,97 15,33+13,35 A 46,33+27,75
e 2 39,50+32,04 45,17+£36,21 45+37,18 39,17+31,90 44,50+34,29
3 15+6,26 14,83+9,02 *#A48,17+40,43 16,50+20,55 +# A 41,33+36,46
4 24,50+32,51 42+30,99 28,33+31,45 A#12,83+9,24 25,67+24,30

MST latansi deneylerinde farkli kadranlardan (kuzeydogu, kuzeybati, giineydogu ve gilineybati) suya
birakilan hayvanlarin platformu bulma siireleri ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. 1, 2, 3, 4
denemeleri farkli kadranlar temsil eder. *; kontrol grubuna, #; sham grubuna, 2; AR 1-42 grubuna, 4; taurin
grubuna kiyasla p <0,01 diizeyinde anlaml1 fark oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.3. Morris su tankinda tiim gruplarin kagis latansi ortalama siireleri

**; 1. glin performansina, ***; 1.,2.,3. giin performanslarina kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml1 fark oldugunu

gosterir. Gruplarin 2. giin performanslarinda,

oldugunu ifade etmektedir.

#

; sham grubuna kiyasla p <0,01 diizeyinde anlamli fark
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4 giinliik egitimin ardindan, 5. giinde platform havuzdan ¢ikarilarak hayvanlar daha 6nce
hi¢ birakilmadiklar1 bir yonden havuza birakildi ve 90 saniye yiizdiiriildii (probe test,
retention). Bu testte elde edilen veriler, siganlarin uzun stireli uzaysal bellek olusumlari
hakkinda bilgi vermektedir. 5. glinde platform alindiktan sonra hedef kadranda (daha 6nce
platformun oldugu kadranda) gegirilen siireyi 6l¢mek i¢in uygulanan prob testte siireler
sirastyla kontrol grubunda 37,646 sn, sham grubunda 28,8+1,5 sn, AR 1-42 grubunda
22,1+3,7 sn, taurin grubunda 32,37+6,2 sn ve AP 1-42+taurin grubunda 28,1+4,2 sn olarak
bulundu. 5. Giin uygulanan prob testi sonuglarina gore siire agisindan kontrol grubuna
kiyasla AP 1-42 grubunda anlamli bir diisiis gortildii (p<0,01). Fakat diger gruplar arasinda
anlamli bir fark gdézlenmedi (p>0,01). Bu teste ait veriler Sekil 4.4 ve Cizelge 4.2°de

gosterilmigtir.

Morris su tanki

Prob testi
50
45
40
35 ‘|'
=
& % = * |
=
S 25
£
(S 20
N
15
10
5
1]
Kontrol Sham AB 1-42 Taurin Taurin+AR 1-42

Gruplar

Sekil 4.4. Morris su tankinda gruplarin prob test sonuglari

*; kontrol grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml1 fark oldugunu gosterir.
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Cizelge 4.4. Morris su tankinda hedef kadranda gecirilen zaman yiizdeleri

Morris Su Tanki Prob Test Yiizdeleri
Kontrol Sham AP 1-42 Taurin AP 1-42+Taurin
Prob Test Zaman (%) | 41,77+6,71 | 32,09+1,73 | *24,60+4,12 | 35,97+6,90 31,18+4,68

Gruplarin platform alindiktan sonra hedef kadranda gegirdikleri siirenin, toplam prob test deney siiresine
oranlarmin % olarak ifadelerinin ortalamasi. Veriler; ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *;
kontrol grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml1 fark oldugunu gdsterir.

4.4.2. Yiikseltilmis art1 labirent testi bulgular:

Yukseltilmis Arti Labirent Testi
350 1
A A
300 +
+ _L I
il I
250 1
E -
£ 200 1
c
© mAgik Kol
§ bk Kapali Kol
N
100 o
50 | - A =
; _i 1 N mm | EN
Konftrol Sham AB 1-42 Taurin AB 1-42+Taurin
Gruplar

Sekil 4.5. Yiikseltilmis art1 labirentte agik ve kapali kolda gegirilen siire

A; AB 1-42 grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml fark oldugunu ifade etmektedir.

YAL’da agik kolda gecirilen siire; kontrol grubunda 40+21,09 sn, sham grubunda
39,5+14,72 sn, AP 1-42 grubunda 86,67+72,23 sn, taurin grubunda 17,33+6,28 sn, AP 1-
42+taurin grubunda 24,29+13,88 sn olarak bulundu. A¢ik kolda gegirilen siire taurin ve AP
1-42+taurin grubunda AP 1-42 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azald:
(p<0,01). Kapali kolda gegcirilen siireler ise kontrol grubunda 260+21,09 sn, sham
grubunda 260,5+£14,72 sn, AP 1-42 grubunda 213,33+£72,23 sn, taurin grubunda
282,67+6,28 sn, AR 1-42+taurin grubunda 275,72+13,88 sn olarak bulundu. Kapali kolda
gegirilen siire taurin ve AP 1-42+taurin grubunda AP 1-42 grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde artt1 (p<0,01) (Sekil 4.5) (Cizelge 4.5).
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Yiikseltilmig Arti Labirent Testi
10 -
X A
TOXKA
8 4 I
- A
2 61 ,
8 mAcik Kol
o
i s
5 49 L Kapal Kol
24 ] I _
Kontrol Sham AB 1-42 Taurin AB 1-42+Taurin
Gruplar

Sekil 4.6. Yiikseltilmis art1 labirentte acik ve kapali kola giris sayis1

*; kontrol grubuna, 4; taurin grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlamli fark oldugunu ifade etmektedir.

YAL’da agik kola giris sayis1 kontrol grubunda 1,540

bulundu. Ag¢ik kola giris sayisi; AR 1-42 grubunda kontrole ve AB 1-42-+taurin grubuna
kiyasla, Ap 1-42+taurin grubunda ise taurin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
kontrol grubunda 2,33+2,80; sham
grubunda 3,33+1,51; AP 1-42 grubunda 5,83+2,48; taurin grubunda 2+0; AP 1-42-+taurin

sekilde artt1 (p<0,01). Kapali kola giris sayis1 ise

grubunda 5,33+3,01 olarak bulundu. Kapali kola giri

taurin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artti (p<0,01) (Sekil 4.6)

(Cizelge 4.5).

,84; sham grubunda 1,83+0,75; AP 1-
42 grubunda 6,33+2,73; taurin grubunda 14+0; AP 1-42+taurin grubunda 3,83+2,23 olarak

s sayist AP 1-42 grubunda kontrol ve
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Sekil 4.7. Yiikseltilmis art1 labirentte iki ayak tizerine kalkma sayis1

YAL’da iki ayak iizerine kalkma sayisi; kontrol grubunda 6,3343,78; sham grubunda
6+3,69; AP 1-42 grubunda 8,83+5,53; taurin grubunda 5,5+2,43; AB 1-42+taurin grubunda
7,33+4,76 olarak bulundu. Gruplar arasinda iki ayak {iizerine kalkma sayist agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,01) (Sekil 4.7) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Yiikseltilmis art1 labirent test verileri

Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Verileri
Gegirilen Siire (sn) Giris Sayisi
Acik Kol Kapal Kol Acik Kol Kapah Kol Il;(i ﬁiﬁ:‘a%i“;'s':e
Kontrol 40+21,09 260+21,09 1,50+0,84 2,33+2,80 6,33+3,78
Sham 39,50+14,72 260,50+14,72 1,83+0,75 3,33+1,51 643,69
AP 1-42 86,67+72,23 213,33+£72,23 *4633+£2,73 | *4583+2.48 8,83+5,53
Taurin A17,334+6,28 A282,67+6,28 1+0 2+0 5,50+2,43
AP 1-42+Taurin 42429+13,88 A275,72+13,88 A3 834223 5,33+3,01 7,334+4,76

Yiikseltilmis art1 labirentte tiim guruplar i¢in agik ve kapali kolda gecirilen siire, agik ve kapali kola giris
say1st ve iki ayak iizerine kalkma sayis1 ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *; kontrol grubuna,
A; taurin grubuna, 4; AB 1-42 grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml fark oldugunu ifade etmektedir.
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4.3. Western blot analiz bulgular:

4.3.1. Katalaz ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore korteks dokusunda CAT ekspresyonu
kontrol ve taurin grubuna kiyasla AP 1-42 grubunda anlamli olarak azaldi (p<0,01). Taurin
uygulamasinin; AR 1-42 uygulamasi ile goriilen CAT ekspresyonundaki diisiisii azalttigi
goriildii. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,01) (Sekil 4.8) (Cizelge
4.6). Hipokampiis dokusunda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gorlilmedi (p>0,01) (Sekil 4.8) (Cizelge 4.7). Ayrica western blot analiz sonuglarina gore
korteks ve hipokampiis CAT diizeyleri arasinda korelasyon olmadig: goriildii (r = 0,217; p
=0,249).

Kontrol Sham AB1-42 Taurin AP 1-42+Taurin Kontrol Sham AP 1-42 Taurin  Ap 1-42+Taurin
Katalaz o Y — —_— _— Katalaz
B-aktin ‘ p-aktin W W S W——— S— ‘
Korteks Hipokampiis
2,4 2,4
16 * A ‘
£ et
= [ g
s 7
@ 1,2 X 1,2
N N
Ko} o
s z
T ©
< 0,8 S 0,8
0,4 0,4
0 0
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Sekil 4.8. Katalaz ekspresyonlardaki degisimler

Western blot yontemi ile elde edilen korteks ve hipokampiis dokularina ait bant yogunluklari yiikleme
kontrolii olarak segilen B-aktine oranlanarak (Katalaz/B-aktin) standardize edilmistir (n=6). Korteks ve
hipokampiis dokularindaki gruplar arasinda katalaz/B-aktin oranindaki degisimler grafiklerde gosterilmistir.
*; kontrol grubuna, 4; taurin grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml fark oldugunu ifade etmektedir.
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4.3.2. PEX14 ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore korteks dokusunda PEX14 ekspresyonu
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0,01).
Hipokampiis dokusunda ise PEX14 ekspresyonu kontrol ve taurin grubuna kiyasla A 1-42
grubunda anlamli olarak azaldi (p<0,01). Taurin uygulamasinin; AB 1-42 uygulamasi ile
gorlilen PEX14 ekspresyonundaki diislisii azalttig1 goriildii. Fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,01) (Sekil 4.9) (Cizelge 4.7). Ayrica western blot analiz
sonuglarina gore korteks ve hipokampiis PEX14 diizeyleri arasinda pozitif yonde

korelasyon oldugu goriildii (r = 0,463; p = 0,01).
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Sekil 4.9. PEX14 ekspresyonlardaki degisimler

Western blot yontemi ile elde edilen korteks ve hipokampiis dokularina ait bant yogunluklari yiikleme
kontrolii olarak secilen B-aktine oranlanarak (PEX14/B-aktin) standardize edilmistir (n=6). Korteks ve
hipokampiis dokularindaki gruplar arasinda PEX14/B-aktin oranindaki degisimler grafiklerde gosterilmistir.
*; kontrol grubuna, 4; taurin grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml fark oldugunu ifade etmektedir.
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4.3.3. PMP70 ekspresyonlarindaki degisimler

Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore korteks dokusunda PMP70 ekspresyonu
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0,01).
Hipokampiis dokusunda ise PMP70 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla Af 1-42
grubunda anlamli olarak azaldi (p<0,01). Taurin uygulamasinin; AB 1-42 uygulamasi ile
gorlilen PMP70 ekspresyonundaki diislisii azalttigi goriildii. Fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,01) (Sekil 4.10) (Cizelge 4.7). Ayrica western blot analiz

sonuglarina gore korteks ve hipokampiis PMP70 diizeyleri arasinda pozitif yonde

korelasyon oldugu goriildii (r = 0,5; p = 0,005).
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Sekil 4.10. PMP70 ekspresyonlardaki degisimler

Western blot yontemi ile elde edilen korteks ve hipokampiis dokularina ait bant yogunluklar yiikleme
kontrolii olarak segilen B-aktine oranlanarak (PMP70/B-aktin) standardize edilmistir (n=6). Korteks ve
hipokampiis dokularindaki gruplar arasinda PMP70/B-aktin oranindaki degisimler grafiklerde gosterilmistir.

*; kontrol grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlaml1 fark oldugunu ifade etmektedir.
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MDA Seviyeleri
Korteks Hipokampiis
MDA MDA
20 4
35 %A
5 *A
g1’ *A "
9 T S
B - 2 —_—
o ] 025
g T
2 o z
£10 22 ——
: : -
s - <15 —T—
PR — pm—r—1 | E .
05 1
05
00 . . . . 0
Kontrol Sham AB 142 Taurin ~ AB 1-42+Taurin Kontrol Sham AB 1-42 Taurin A 1-42+Taurin
Gruplar Gruplar

Sekil 4.11. MDA seviyelerindeki degisimler

Korteks ve hipokampiis dokularinda odlglilen MDA seviyeleri nmol/g doku olarak verilmistir. *; kontrol
grubuna, 4; taurin grubuna kiyasla p<0,01 diizeyinde anlamli fark oldugunu ifade etmektedir.

AP 1-42 uygulamas ile korteks ve hipokampiiste MDA diizeylerinin anlamli olarak arttig:

bulundu (p<0,01). Taurin, MDA diizeylerini azaltt1 fakat bu etkinin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1r goriildii (p>0,01) (Sekil 4.11) (Cizelge 4.6 ve 4.7). MDA diizeyleri

acisindan her iki beyin bolgesi arasinda pozitif yonde korelasyon saptand: (r = 0,707; p =

0,01).
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GSH Seviyeleri
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Sekil 4.12. GSH seviyelerindeki degisimler

Korteks ve hipokampiis dokularinda dlgiilen GSH seviyeleri umol/g doku olarak verilmistir. 4; taurin
grubuna, 2; AB 1-42 grubuna, ; sham grubuna kiyasla p <0,01 diizeyinde anlamli fark oldugunu ifade
etmektedir.

GSH seviyelerinin; kortekste, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gostermedigi saptandi (p>0,01). Fakat hipokampiiste AR 1-42 uygulamasinin GSH
seviyelerini; taurin grubuna kiyasla diisiirdiigii, taurin uygulamasinin ise sham ve A 1-42
grubuna kiyasla anlamli olarak arttirdigi goriildi (p <0,01) (Sekil 4.12) (Cizelge 4.2). GSH
diizeyleri agisindan her iki beyin bolgesi arasinda korelasyon saptanmadi (r = 0,173; p =

0,361).
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Korteks
Kontrol Sham Ap 1-42 Taurin Ap 1-42+Taurin
Katalaz/p-aktin 1,87+ 0,24 1,70+ 0,26 *A121+0,32 1,85+ 0,22 1,59+ 0,21
PEX14/p-aktin 1,65+0,34  1,60+0,33 1,39+ 0,30 1,81+ 0,39 1,64+ 0,33
PMP70/g-aktin 191040  1,83+0,49 1,53+ 0,42 1,89+ 0,36 1,70+ 0,28
MDA nmol/g doku 0,61+ 0,08 0,84+ 0,04  *A123+(0,18 0,64+ 0,09 *41,07+0,27
GSH pmol/g doku 0,29+ 0,06 0,29+ 0,05 0,23+ 0,10 0,32+ 0,07 0,24+ 0,06

Veriler; ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *; kontrol grubuna, 4; taurin grubuna kiyasla p<0,01
diizeyinde anlamli fark oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.7. Gruplarin hipokampiis dokularina ait bulgular

Hipokampiis
Kontrol Sham Ap 1-42 Taurin AP 1-42+Taurin
Katalaz/p-aktin 18246048 1,76+ 0,44 1,55+ 0,48 1,83+ 0,43 1,73+ 0,44
PEX14/p-aktin 2,10£027  2,04£0,18  *Ap 641012 2,20+ 0,20 1,93+0,22
PMP70/p-aktin 191£0,16  1,82£0,12 *¥140+ 031 1,884 0,19 1,71£0,21
MDA nmol/g doku  1,12+:024 1,69+ 0,04 *42 67+ 0,59 1,53+ 0,08 *1,98+0,17
GSH pmol/g doku 0,36+ 0,09 0,32+ 0,02 40,27+ 0,09 A%0,51£0,08 0,39+0,05

Veriler; ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. *; kontrol grubuna, 4; taurin grubuna, 2; AR 1-42
grubuna, #; sham grubuna kiyasla p <0,01 diizeyinde anlamli fark oldugunu ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

Calisgmamizda icv AP 1-42 enjeksiyonu ile yash sicanlarda deneysel AH modeli
olusturduk. Hayvanlarin uzaysal 6grenme ve bellek performanlarini ve anksiyete benzeri
davramglarint MST ve YAL testi ile degerlendirdik. igme suyu ile verilen 1000 mg/kg/giin
dozda kronik taurin takviyesinin biligsel fonksiyonlar iizerindeki etkisini ve

peroksizomlarin bu siirecteki roliinii arastirdik.

Yaglanan toplumlarda norodejeneratif bozukluklar olduk¢a 6n plana ¢ikmaktadir. AH
yaslilarda goriilen demans tablolarinin yaklagik %6011 olusturmaktadir. Bu nedenle
hastaligin erken ve dogru tanisi zorunlu hale gelmistir (Ferri ve digerleri, 2005). AH’nin
baslamasinda ve ilerlemesinde en olas1 faktdr AP olarak bilinmektedir. Amiloid kaskad
hipotezine gore; AP 1-42 seviyesinin artmasi, AH baslangic1 ile daha fazla paralellik

gosterir (Hardy ve Selkoe, 2002).

Sicanlarda deneysel olarak AH’nin olusturulmasi i¢in sentetik veya dogal olarak salgilanan
AP 1-40, AP 1-42 ve AP 25-35 peptidlerinin farkli dozlar1 aragtirmacilar tarafindan in vivo
caligmalarda yaygin olarak kullanilan fragmanlardir. Birgok arastirmaci, kemirgenlerde
basta icv veya intrahipokampal olmak iizere beynin spesifik bolgelerine cesitli tiplerde AP
fragmaninin akut veya kronik inflizyonunun, beynin bazi kisimlarinda nérodejenerasyona,
ayrica O0grenme ve bellek bozukluklarina neden olabilecegini bildirmistir (Bagheri ve
digerleri, 2013; Ghofrani ve digerleri, 2015; Kasza ve digerleri, 2017; Sipos ve digerleri,
2007). AP tiirleri ¢ok dikkatli uygulandiginda, ucuz ve tekrar edilebilir olmasi nedeniyle
son donemde AH modeli olusturmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (Salari ve Bagheri,

2016).

Erkek wistar siganlarin medial septumuna sentetik AP fragmanlarinin farkli tiirlerinin
enjekte edildigi bir ¢alismada, hipokampal asetilkolin salinimi transversal mikrodiyaliz ile
degerlendirilmis ve asetilkolin saliniminda belirgin bir azalma goézlenmistir. Farkl
fragmanlarin enjeksiyonunundan elde edilen sonuglara gore hipokampal asetilkolin
salimimi; AB 12-28 ve AP 25-35’te 5 nmol ve AP 1-40’ta 3 nmol olarak bulunmustur. Bu

veriler, AP peptidlerin septal enjeksiyonunun, septo-hipokampal kolinerjik sistemin
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hipofonksiyonuna neden oldugunu goéstermektedir (Abe, Casamenti, Giovannelli, Scali ve

Pepeu, 1994).

Farelerin entorinal korteksine bilateral olarak AP 1-42 fragmaninin enjekte edildigi bir
caligmada; davranis performans: enjeksiyondan 10 ila 17 giin sonra degerlendirilmis ve
yapilan bu ¢aligmada AP 1-42 enjeksiyonunun nesne tanima belleginde bozulmaya neden
oldugu ortaya konulmustur. Davranis testlerinden sonra yapilan immiinohistokimyasal
analizde entorinal kortekste plak benzeri tortular gozlenmistir. Bu sonuglar, entorinal
kortekste deneysel olarak indiiklenen amiloid patolojisinin, AH’ nin erken evrelerinde
gozlenenlere benzeyen, segici biligsel bozukluklar: indiikledigini gostermektedir (Sipos ve

digerleri, 2007).

Gilinimiizde intrahipokampal (Shaerzadeh, Motamedi, Minai-Tehrani ve Khodagholi,
2014) ve icv (Eskandari-Roozbahani, Shomali ve Taherianfard, 2019; Kasza ve digerleri,
2017) enjeksiyon ile AP 1-42 verilen siganlarda uzaysal ogrenme ve bellek

performanslarinin bozuldugu, yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur.

Icv enjeksiyon ile erkek eriskin sicanlara; 5 pg/uL dozda AP 1-42’nin lateral ventrikiillere
verildigi bir calismada 6grenme ve bellek performansinin bozuldugu bizim c¢aligmamiza

benzer sekilde MST ile gosterilmistir (Eskandari-Roozbahani ve digerleri, 2019).

MST, kemirgenlerin dairesel bir havuz i¢inde uzaysal ipuclarindan faydalanarak sudan
kacip, gizlenmis veya goriiniir bir platforma ulagsmaya c¢aligtiklar1 diizenektir. Sican ve
farelerde hipokampiise bagl uzaysal 6grenme ve bellek performanslarini degerlendirmek
icin kullanilmaktadir (Reeta ve digerleri, 2017). MST davranigsal norobilim alaninda en
cok tercih edilen modellerden biridir (Puzzo, Lee, Palmeri, Calabrese ve Arancio, 2014).
Biz de bu nedenle ¢alismamizda deneysel Alzheimer modeli olusturulan sicanlarda uzaysal
ogrenme ve bellek performanslarin1 degerlendirmek i¢in MST diizenegini kullandik.
Sicanlarda icv enjeksiyon ile lateral ventrikiillere 5 pl dozda bilateral Ap 1-42 uygulamasi
yaptigimiz ¢aligmamizda, iyilesme siirecini takip eden 7-14. gilinler arasinda davranis
testlerinden elde ettigimiz bulgulara gore AP 1-42 uygulamasinin literatiir ile uyumlu bir
sekilde uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarmi etkiledigini gézlemledik (Eskandari-
Roozbahani ve digerleri, 2019; Sipos ve digerleri, 2007). 4 giinliikk platformlu havuzda

gerceklestirilen ve kagis latanst performanslarinin incelendigi siiregte biitiin gruplarda 4.
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giinde platforma ulagma siireleri ilk gline gore anlamli derecede diisiiktiir. Ancak 4. giinde
platforma ulagma siiresi en az olan grup sadece taurin uygulamasi yapilan gruptur. 4. giinde
platforma en ge¢ ulasan grup ise AP 1-42 grubudur. Hayvanlarin 5. giinde gerceklestirilen
prob testinde hedef kadranda gecirdikleri siirenin kontrol grubuna gore anlamli derecede
diisiik olmasi, AP 1-42 uygulamasinin hayvanlarin biligsel fonksiyonlar1 tizerinde olumsuz
etki yaptigin1 gostermektedir. Prob test sonuglarina gore taurin takviyesi yapilan
hayvanlarin, biligsel fonksiyonlar1 diizeltici yonde bir egilim olsa da fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamuistir.

Ik olarak Pellow ve arkadaslari tarafindan gelistirilen YAL testi (Pellow ve File, 1986)
basta anksiyete benzeri davraniglar olmak iizere 6grenme ve bellek fonksiyonlarimi
degerlendirmek i¢in kemirgenlerde basit ve giivenilir bir yontem olarak kullanilmaktadir.
Anksiyete, korku ve endise gibi emosyonlari igeren bir durumdur. Endiseli hayvanlar, daha
az hareket etme ve YAL’1n kapal1 kollarinda kalma egilimindedir. Ayrica anksiyeteye isaret
eden diger davranis degerlendirmeleri; kapali kol iizerinde gegen zamanin uzamasi, donup
kalma siiresindeki artis, acik kola giris sayisindaki azalma, merkezi alanda gezinme
stiresindeki azalmadir. Bu test 6zellikle aksiyetenin degerlendirilmesinde kullanilir, ancak
hafizayr etkileyen ve Ogrenmeyi ilgilendiren siirecleri degerlendirmek icin de
kullanilmaktadir. Bu testte pasif sakinma denegin cezadan kag¢inmak igin hareketsiz
kalmay1 o6grenmesini ifade eder (Gargiulo, Viana, Graeff, Silva ve Tomaz, 1996).
Glinlimiizde YAL testi kemirgenlerde olusturulan bir¢ok hastalik modelinin ve ilag
etkinliginin anksiyete lizerine etkisini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir

(Jung ve Kim, 2019; Kim ve digerleri, 2014; Vuralli, Wattiez, Russo ve Bolay, 2019).

Biz de calismamizda hem A 1-42 ndrotoksitesinin hem de taurinin bagta anksiyete olmak
iizere Ogrenme ve bellek fonksiyonlar1 iizerine etkisini incelemek i¢cin YAL testini
kullandik. Acik ve kapali kollara girig sayisi, acik ve kapali kollarda kalis siiresi ve iki
ayag1 lizerine kalkma sayis1 degerlendirdigimiz parametreler oldu. Normalde kemirgenler
yiikseklik korkusuyla birlikte acik kollarda kendilerini giivende hissetmezler. Labirenti
kesfetmek icin agik ve kapali kollarda gegisler yaparlar ve iki ayaklar1 iizerine kalkarlar.
Elde ettigimiz veriler sonucunda gruplar arasinda iki ayag: tizerine kalkma sayisi arasinda
anlamli farklilik bulunmadi. Biitiin hayvanlar labirenti kesfetmeye calisti. Ancak AR 1-42
grubunun lokomotor aktivitesi olduk¢a artmisti, acik ve kapali kollar arasindaki gegis

sayist biitiin gruplardan anlamli olarak yiiksekti ve gruplar arasinda en c¢ok labirentten
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diisen grup oldu. Bu grup icin agik ve kapali kollarin ayrimi yoktu. Taurin ise hayvanlarin
kapal1 kolda kalis siiresini anlamli derecede arttirdi. Ve bu gruplardaki (taurin ve taurin+Af
1-42 grubu) hayvanlar kapali kolda farkli siirelerde donup kaldi. Bu sonuglar taurinin
anksiyeteye ve anksiyeteye eslik eden emosyonel O&grenmeye sebep oldugunu
gostermektedir. Taurin kronik olarak 6 hafta uygulandiginda 1000 mg/kg/giin dozda
anksiyeteye sebep oldu. Elde etti§imiz bu sonug literatiirde az sayida calisma ile benzerlik

gostermektedir (El Idrissi ve digerleri, 2009).

SSS’de en bol bulunan endojen amino asitlerden biri olan taurin son zamanlarda, ndrolojik
rahatsizliklar i¢in bilissel bir giiclendirici terapdtik ajan olarak onerilmektedir (Akande ve
digerleri, 2014; Gebara ve digerleri, 2015; Jia ve digerleri, 2016). Ancak literatiirde SSS
tizerinde taurinin bu yararl etkilerinin yani sira zararl etkilerini (EI Idrissi ve digerleri,
2009; Neuwirth ve digerleri, 2013) hatta toksik etkilerini (Chen ve digerleri, 2019)
gosteren caligmalar da mevcuttur. Taurinin bu farkli etkileri muhtemelen uygulamanin
yapilis sekline (igme suyu, gavaj yontemi, intraperitoneal, icv veya intrevendz yolla), veya
stiresine (akut veya kronik olusuna) gore degisebilir. Ayrica deneyde kullanilan hayvanin
tiiriine (fare, sigcan veya kobay gibi) gore taurinin dozu ve verilis sekli farkli etkiler

yaratabilir.

7 aylik transgenik Alzheimer modeli fare kullanilan bir ¢alismada, hayvanlara 6 hafta
boyunca i¢gme suyu ile taurin verilmistir. Farelere 1000 mg/kg/giin taurin uygulamasinin Y
labirent sonucglarina gore uzaysal bellek kapasitesini arttirdigi gosterilmistir (Kim ve

digerleri, 2014).

Yapilan bir diger calismada 6 haftalik farelere icv olarak 5 ul AP enjeksiyonu yapilarak
Alzheimer modeli olusturulmustur. Taurinin AP enjeksiyonunu takiben 3. giinden 7. giine
kadar 250 mg/kg/glin olarak oral yoldan uygulandigi bu caligmada, taurinin uzamsal

hafizay1 6nemli 6l¢ilide arttirdigi bulunmustur (Jang ve digerleri, 2017).

Deneysel AH modeli olusturmak i¢in icv streptozotosin uygulanan si¢anlarda, uzaysal
ogrenme ve bellek performansmin diistiigi ve oksidatif stresin arttigi gosterilmistir.
Hayvanlara 28 giin boyunca 60 veya 120 mg/kg/giin dozda kronik taurin takviyesi
yapilmis ve MST ve pasif kaginma testi sonuclarina gore bellek performansinda artig

oldugu bulunmustur (Reeta ve digerleri, 2017).
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Bizim ¢alismamizda siganlara 6 hafta boyunca, oral yoldan igme suyu ile 1000 mg/kg/giin
dozda taurin uygulamasi hayvanlarda uzaysal 6grenme ve bellek performansi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmadi. Literatiirdeki c¢alismalar gbz Oniine
alindiginda, taurinin bizim ¢aligmamizda uzaysal 6grenme ve bellek performansi iizerinde
anlamli iyilestirici etkiler gostermemesi, bununla birlikte anksiyete neden olmasi deneyde
kullandigimiz siganlarin diger calismalarda kullanilanlardan ¢ok daha yasli olmalari
sebebiyle olabilir. Ayrica taurinin hayvanlara verilis sekli ve dozu farkli etkilere sebep

olabilmektedir.

Yapilan bir ¢calismada kronik ve akut taurin tedavisinin anksiyete ve lokomotor davranislar
tizerindeki etkileri, onemli iki davranig testi olan YAL ve acik alan testi uygulamalariyla
incelenmistir. Bu iki test kosulu farkli endise seviyeleri yaratmis ve taurinin hem
anksiyolitik hem de anksiyojenik etkileri gézlenmistir. Taurin tedavisi i¢in kullanilan iki
uygulama sekli, yani akut enjeksiyon ve kronik takviye hayvanlarda farkli etkiler
yaratmistir. Ac¢ik alan testinde, lokomotor aktiviteyi, kronik taurin takviyesi arttirirken,
akut taurin enjeksiyonu lokomotor aktiviteyi baskilamistir. Ayrica kronik taurin
takviyesinin, kat edilen toplam mesafede, toplam hareket hizinda, hayvanlarin mobil
harcadig1 zamanda, hat gecislerinin sayisinda ve hayvanlarin merkez boélgeye girdigi
zamanda bir artisa neden oldugu bulunmustur. YAL’da ise, akut taurin enjeksiyonu kaygiy1
baskilarken kronik taurin takviyesi anksiyojenik etki yapmustir. Bu bulgular 1s181inda iki
sonuca varilabilir. Ik olarak, bu sonuglar taurinin 6grenme ve bellek gibi bilissel
fonksiyonlar yan1 sira, kaygi ve lokomotor aktivite modiilasyonunda rol oynayabilecegini
gostermektedir. ikincisi, akut taurin enjeksiyonu ve kronik taurin takviyesi zit etkilere

sahiptir (El Idrissi ve digerleri, 2009).

Taurinin, 6-7 aylik farelere testten 15 dakika Once 43 mg/kg/doz seklinde akut olarak
enjekte edildigi veya hayvanlarin agirliginin %0,05 oraninda kronik olarak 4 hafta boyunca
icme suyu ile takviye edildigi bir ¢aligmada agr1 esigi duyarliligi agr1 soku yontemi ile;
ayrica sarth korku, isitsel sartlandirmayla OSlgiilmiistii. Bu g¢alismada kronik taurin
maruziyetinin daha fazla korkuya neden oldugu gosterilmistir. Ayrica bir kez olumsuz
ogrenme uyandirildiginda farelerin yeni ortamlara asirt duyarli hale geldigi ortaya

konulmustur (Neuwirth ve digerleri, 2013).
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Beyindeki taurin seviyelerinin, hipereksitabiliteyi 6nlemek i¢in noroprotektif bir
mekanizmayla stresorlere yanit olarak arttigr iddia edilmektedir (Riback ve arkadaslari,
1993; Suge ve digerleri, 2007). Bununla birlikte, kronik taurin takviyesinin sisteamin
birikimini arttirarak somatostatin ekspresyonunu azalttigini, bunun sonucunda amigdala ve
periakuaduktal gri cevherde GABAerjik projeksiyon noronlar1 yoluyla korku
inhibisyonunun ayrismasina neden oldugunu ve bdylece abartili donma tepkisinin
gbzlendigini ortaya koyan caligmalar literatiirde mevcuttur. Bu etkiler akut taurine maruz

kalma ile goriilmez (Neuwirth ve digerleri, 2013; Suge ve digerleri, 2007).

Oksidatif stres yaslanma siirecini hizlandiran 6nemli bir etkendir (Maynard ve digerleri,
2008). Ayrica yaslanma ile ortaya ¢ikan hastaliklarla yakindan iligkilidir (Dai ve digerleri,
2014). Mitokondri ve peroksizomlar ROS iiretiminde 6nemli iki organeldir (Cipolla ve
Lodhi, 2017; Schrader ve digerleri, 2015). Ayn1 zamanda, her iki organel de kendi ROS
stipliriicii enzimlerine sahiptir. Mitokondri ve peroksizomlar metabolik olarak baglanir
clinkii yag asidi B-oksidasyonu gibi ortak yollar1 paylasirlar. Hiicresel oksidatif stres ve
peroksizomal (mitokondri ile birlikte) aktivite, hiicre sag kalimi1 ve sagligi icin 6nemlidir
(Bonekamp ve digerleri, 2009; Schrader ve Fahimi, 2006). Mitokondri ve peroksizomlarin
iliskisi oksidatif stres tizerinde oldukca 6nemli role sahiptir. Literatiirde multifaktoriyel
Alzheimer hastaliginin en onemli sebeplerinden biri olan oksidatif stresin mitokondri ile
iligkisini inceleyen ¢alismalar son donemde ¢ogalmaktadir (De la Monte ve Wands, 2006;
Wang ve digerleri, 2014). Ancak bu siiregte peroksizomlarin rolii mitokondri yaninda hep

g6z ard1 edilmistir.

Memelilerde peroksizomlar eter-fosfolipid biyosentezi, yag asidi a- ve B-oksidasyonu,
safra asidi ve dokosaheksaenoik asit sentezi, glikoksilat metabolizmasi, amino asit
katabolizmasi, poliamin oksidasyonu ve reaktif oksijen ve azot tiirlerinin metabolizmasi
(swrastyla ROS ve RNS) dahil olmak tizere farkli biyokimyasal yollarda vazgecilmez bir rol
oynar. Ayrica son on yil boyunca, memeli peroksizomlarinin yalnizca metabolik organeller
olmadig1, enflamasyon, dogustan gelen bagisiklik ve hiicre kaderi dahil olmak {izere ¢esitli
fizyolojik ve patolojik siiregleri modiile eden sinyal platformlar1 olarak da hizmet
edebilecegi anlasilmistir. Bu metabolik siireclerde veya sinyalleme fonksiyonlariin
herhangi birinde ortaya ¢ikan anormallik, genetik bozukluklara veya yasla ortaya ¢ikan
hastaliklara (ndrodejeneretif hastaliklar ve kanser gibi) dogrudan veya dolayli olarak neden

olabilir (Fransen ve digerleri, 2017).
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Yasla peroksizomal aktivitelerin azalmasina bagli olarak, azalan CAT aktivitesi (Marcus ve
digerleri, 1998), diisiik plazmalojen sentezi (Goodenowe ve digerleri, 2007) ve hiicre
Oliimiine kars1 duyarliligin artmasi, 6zellikle nekrozu (Manivannan, Scheckhuber, Veenhuis
ve Van der Klei, 2012) iceren yaslanma ve demansla iliskili peroksizomal fonksiyon
bozukluklari, AH gibi norodejeneratif hastaliklar1 tetikleyebilir (Terlecky ve digerleri,
2006). AH gelisiminde peroksizomlarin potansiyel roliiniin ilk kaniti, sican hipokampal
ndron kiiltiirleri lizerinde gosterilmistir. Bu hiicrelerde, giiclii bir peroksizom proliferator-
aktive edici reseptdr agonisti olan Wy-14.463 tarafindan indiiklenen peroksizomal
proliferasyonun, AP peptidinin indiikledigi hiicre 6liimiine kars1 korudugu gosterilmistir
(Santos ve digerleri, 2005). Ayrica transgenik bir fare modelinde, ABCD3 (PMP70) ve
ACOX-1 ifadesinin indiiklenmis olmasi, muhtemelen mitokondriyal disfonksiyonlara kars1
telafi edici bir cevap olarak ortaya ¢ikmaktadir (Fanelli ve digerleri, 2013). Ayrica
insanlarda AH patolojisinin ilerlemesine katkida bulunabilecek ©nemli peroksizomal
degisiklikler bildirilmistir. Cesitli ¢aligmalarda, beyin bélgelerinde ve AH hastalarinin
eritrositinde etanolamin plazmalojen ve kolin plazmalojen seviyelerinde azalma
tanimlanmistir. Bu azalma, hastalik siddeti ile pozitif olarak korele bulunmustur (Igarashi
ve digerleri, 2011; Wood ve digerleri, 2010). Ayrica, bu hastalarin beynindeki noritlerde
peroksizom sayisinin azaldigi bildirilmistir (Kou ve digerleri, 2011). AH hastalarinin
beyninde ve karacigerinde DHA seviyesinde azalma gozlenmistir (Astarita ve digerleri,

2010).

PPAR’ler hem mitokondriyal hem de peroksizomal biyogenezi ve fonksiyonu diizenler.
PPAR koaktivatorleri arasinda olan PGCla; yag asidi oksidasyonu, antioksidan kapasite ve
mitokondriyal/peroksizomal biyogenez ve isleyis gibi bircok fonksiyon i¢in kapsamli
olarak c¢alisilmaktadir. Oksidatif stres ve PGCla ekspresyonunun azalmasiyla ortaya ¢ikan
niikleik asit oksidatif hasar1t AH ile iligkilendirilmektedir. Stres ve mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu oksidatif stres hipotezini desteklemektedir. ROS erken saliniminin
amiloidojenik APP islenmesini tesvik ettigi yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur.
PGCla AH’de oksidatif strese karsi koruyabilir ve bodylece noronal hiicre hasarini
onleyebilir, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu iyilestirebilir ve biligsel bozulmay1

hafifletebilir (Sweeney ve Song, 2016).

Yapilan bir ¢alismada hipokatalazemik hastalardan elde edilen insan fibroblast

hiicrelerinin, H2O>’yi biriktirdigi gosterilmistir. CAT eksikligi, yapilan bu ¢alismada DNA
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ve protein hasari, diisiik hiicre proliferasyonu ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gibi

hiicresel yaslanma belirtileri ile karakterize edilmistir (Wood ve digerleri, 2006).

3, 6,9, 12, 18 aylik transgenik fare modelinde gerceklestirilen bir ¢alismada AH’nin
baslangicinda ve ilerlemesinde peroksizomlarin olasi rolii arastirilmistir. Transgenik ve
vahsi tip hayvanlarin hipokampiisiinde peroksizomlar; PMP70, PEX14 ve CAT
ekspresyonu analiz edilerek incelenmistir. 18 aylik hayvanlarin hipokampiisiinde PMP70
ve PEX14 ekspresyonu, peroksizom sayisindaki artisa bagli olarak artmistir. Ancak
peroksizomal matriks enzimi CAT’ in eksperesyonu, degismemistir (Fanelli ve digerleri,

2013).

2016 yilinda yapilan bir calismada, prenatal stres kaynakli O0grenme ve bellek
bozuklugunda taurinin roliinii arastirmak ic¢in, dogum Oncesi annede kisitlama stresi
olusturulmus bir aylik sigan yavrularinda biligsel islevi test etmek i¢in MST testi
kullanilmistir. Dogum sonrasi erken donemde taurin uygulamast Akt-CREB-PGCla
yolunun aktivasyonu ile biligsel islevi onemli Olclide iyilestirmistir. Taurin uygulamasi

ayrica mitokondriyal ROS seviyesini de azaltmigtir (Jia ve digerleri, 2016).

Biz de deneysel Alzheimer modeli olusturdugumuz 28+4 aylik yasl sicanlar iizerinde
gerceklestirdigimiz ¢alismamizda hayvanlarin korteks ve hipokampiisiinde peroksizomal
proteinler olan; PMP70, PEX14 ve CAT ekspresyonunu western blot analizi ile inceledik.
Onemli bir peroksizomal enzim olan ve son dénemde yapilan ¢alismalarda yaslanma ile
iligkilendirilen CAT, yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarda azalir (Fanelli ve digerleri,
2013). Elde ettigimiz sonuclar literatiirde yer alan c¢alismalarla uyumludur. A 1-42
grubunun hem korteks hem de hipokampiis dokusunda CAT ekspresyonunun azaldigini
gozlemledik. Ancak hipokampiisteki azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Kronik
taurin takviyesi yapilan gruplarda CAT ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gézlenmemistir. Peroksizomlarin yapisal proteinleri olan ve peroksizomlarin
miktar1 ve fonksiyonu i¢in 6nemli biyolojik belirtecler olarak kabul edilen PMP70 ve
PEX14 ekspresyonlarindan elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki sinirlt sayidaki ¢caligmayla
celismektedir. Literatiirdeki c¢alismalar yaslanmada ve norodejeneratif hastaliklarda
fonksiyonel olarak duruma adapte olmak i¢in peroksizomlarin sayisini arttirdigini ve bu
nedenle PMP70 ve PEX14 ekspresyonunun arttigini gostermektedir (Fanelli ve digerleri,
2013). Ancak biz c¢alismamizda AP 1-42 grubunda hem PMP70 hem de PEXI14
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ekspresyonunun, hipokampiiste anlamli olmak tiizere korteks ve hipokampiiste azaldigini
bulduk. Muhtemelen c¢alismamizda kullandigimiz ¢ok daha yasli hayvanlarin duruma
adaptasyon saglamak icin peroksizom sayisim1 ve fonksiyonunu arttiramadigini
diistinmekteyiz. Kronik taurin takviyesi de PMP70 ve PEX14 ekspresyonlar: iizerinde
anlamli bir farka neden olmamustir. Literaturde taurinin peroksizomlarla iligkisini
inceleyen az sayidaki calismada sadece PPAR’ler iizerinden degerlendirmeler yapilmistir.
Ve bu c¢aligmalar iliskiyi oksidatif stres parametreleri lizerinden kurmustur. Oksidatif stres
PPAR’leri azaltirken, taurin uygulamasinin PPAR seviyesini arttirdig1 ortaya konulmustur
(Bai ve digerleri, 2016). Bu baglamda taurin uygulamasinin PMP70 ve PEXI14
ekspresyonlarin1 anlamli olarak degistirmese de PPAR iizerinde artiric1 bir etki yapmis

olmas1 mimkiindiir.

Yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli nedenlerinden birinin oksidatif stres
oldugu bilinir. Oksidatif stres serbest radikallerin arttig1 ve antioksidan sistemin yetersiz
kalmas1 sonucunda hiicresel diizeyde hasarla sonu¢lanan 6nemli bir patofizyolojik olaydir.
Serbest radikallerin ac¢iga ¢ikmasi; lipid peroksidasyonuna ve hiicre zar1 ve proteinlerin
oksidatif hasarmma yol acar (Repetto ve digerleri, 1999; Smith ve digerleri, 2005).
Calismamizda AP 1-42 uygulamas1 yaptigimiz gruplarda MDA seviyeleri hem korteks hem
de hipokampiiste anlamli olarak artmistir. Elde ettigimiz bu sonuglar yani serbest radikal
hasar iirlinlerinin artig1 diger arastiricilarin sonuglari ile uyumlu bulunmustur (Reeta ve
digerleri, 2017; Repetto ve digerleri, 1999). Taurin takviyesi ise AB 1-42 uygulamas ile
artan MDA seviyelerini azaltic1 etki gOstermistir. Ayrica antioksidan kapasiteyi gosteren
GSH diizeyleri AB 1-42 uygulamast yaptigimiz grupta hipokampiiste diisiik olarak
bulunmustur ve taurin takviyesi hipokampiiste GSH seviyelerini de anlamli derecede
yiikseltmistir. Elde ettigimiz bu veriler taurinin 6zellikle oksidatif stresi azaltici yonde etki

gosterdigini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug¢

AH multifaktoriyel bir siire¢ sonucunda ortaya ¢ikar. Bu hastaligin teshisi ve tedavisi i¢in

yeterli bilgiye hala sahip degiliz. Bu yoniiyle AH ile ilgili ¢aligmalar olduk¢a 6nem

kazanmaktadir. AR 1-42 uygulamasi ile deneysel Alzheimer modeli olusturdugumuz ve

kronik taurin takviyesinin etkisini inceledigimiz ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar

sunlardir;

ii.

iil.

1v.

Yash sicanlarda icv olarak lateral ventrikiillere 5 pul dozda AP 1-42 enjeksiyonu,
deneysel Alzheimer modeli olusturmamizi saglamisti. MST deneyi prob test sonucuna
gore AP 1-42 grubundaki sicanlarin hedef kadranda gecirdikleri siirenin azalmasi,

hayvanlarin uzaysal 6grenme ve bellek performansindaki azalmanin gostergesidir.

YAL testinde AP 1-42 uygulanan gruptaki sicanlarda agik ve kapali kol ayrimiin

olmamasi, bu hayvanlarin emosyonel 6grenme performansinin da diistiigiinii gosterir.

Kronik taurin takviyesi MST testi sonuglarina gore yaslh siganlarda uzaysal 6grenme
ve bellek performanslarini anlamli olarak arttiramamistir. Bununla birlikte YAL
testinde kapali kolda gecirdikleri siirenin artmis olmasi, anksiyeteye eslik eden

emosyonel 6grenmenin gerceklestigini diisiindiirmektedir.

AP 1-42 enjeksiyonu yash sicanlarda peroksizomal proteinlerin ekspresyonlarini
ozellikle hipokampuste anlamli olarak azaltmigtir. Bu azalma taurin uyguladigimiz
gruplarda artis egilimi gosterse de fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Daha

fazla hayvan sayis1 kullanilmasi durumunda farkin anlamli ¢ikmasi olasidir.

AP 1-42 enjeksiyonu hem korteks hem de hipokampiiste MDA diizeylerinin anlaml
derecede artigina; kortekste CAT 1n, hipokampiiste ise GSH diizeylerinin azalmasina
sebep olmustur. Bu olusturdugumuz AH modelinin oksidan hasari tetikledigini

gosterir. Kronik taurin takviyesi korteksde AP 1-42 enjeksiyonu ile azalan CAT
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6.2.

ii.

iil.

seviyelerini, hipokampiiste ise GSH diizeylerini arttirmistir. Bu da taurinin antioksidan

kapasiteyi arttirdigini gosterir.

Oneriler

Farkli deneysel Alzheimer modeli calismalar1 AH teshis ve tedavisi i¢in devam

etmelidir.

Oksidatif stres, yaslanma ve yaslanma ile ortaya ¢ikan ndrodejeneratif hastaliklarda
oldukca Onemli role sahip olan peroksizomal fonksiyonlarin ayrintili olarak
incelenmesi, Alzheimer hastalifinin tani ve tedavisi i¢in yeni ve etkili bir stratejik

yaklagim olabilir.

Bu siirecte taurinin etkinligini gosteren calismalar literatiirde olduk¢a azdir. Farkli
tiirlerde, farkli yaslarda ve farkli doz denemeleri ile taurinin akut ve kronik etkilerinin
ve de peroksizomal fonksiyonlarla iliskisinin daha ileri ¢aligmalarla arastirilmasi

gerektigini diistinmekteyiz.
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