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OZET

Calismamizin amaci siganlarda intraserebroventrikiiler Amiloid Beta 1-42 ile indiiklenen
norodejeneratif siiregte, taurin uygulamasinin kan beyin bariyerini olusturan yapilarla iligkili bazi
belirtegler lizerinde amiloidin yaratacagi olasi degisimler ile 6grenme ve bellek fonksiyonlari tizerine
olan olast etkilerinin incelenmesidir. Calismamizda 250-300 gram agirliginda 28 adet erkek Wistar
albino sican kullanilmigtir. Deney gruplart Kontrol(n=7), Taurin(n=7), Amiloid Beta 1-42(n=7) ve
Amiloid Beta 1-42+Taurin(n=7) olarak belirlenmistir. Kontrol ve Taurin grubundaki hayvanlara
toplamda 10 ul olacak sekilde bilateral isv PBS enjeksiyonu, AB 1-42 ve AB 1-42+Taurin grubundaki
hayvanlara ise yine bilateral toplamda 10 ug/ul olacak sekilde oligomer yapidaki AB 1-42 enjeksiyonu
yapilmugtir. Taurin uygulamasi, Taurin ve AB 1-42+Taurin grubuna her deney hayvani i¢in 300 mg/kg
olacak sekilde gavaj ile 1 ml icme suyunda ¢dzdiiriilerek 28 giin boyunca uygulanmistir. Kontrol ve A3
1-42 gruplarina ise ayni siirede gavaj ile icme suyu verilmistir. Calismanin 24-28. giinleri arasinda tiim
gruplarda Morris Su Tanki testi ile uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlart degerlendirilmistir. 29.
giinde hayvanlar feda edilmis, alman kortikal beyin dokularinda Western blot yontemi ile GFAP,
PDGFR-B, ZO-1 ve Claudin-5 seviyeleri, immiinhistokimyasal olarak da kortekste RAGE immiin
boyamalarindaki degisim degerlendirilmistir. Istatistiksel analizde; Morris Su Tank1 Testinde elde edilen
bulgular Kruskal Wallis ve Friedmann testi ile; molekiiler calismalarda elde edilen bulgular Kruskal
Wallis ve Mann Whitney U testi ile degerlendirilmis ve p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Morris Su Tank1
testinde ilk giin platformu bulma siirelerinde sadece AB 1-42 ile AB 1-42+taurin grubu arasinda anlaml
fark saptandi (p<0.05), geri kalan test giinlerinde ve son giin uygulanan probe testte (hedef kadranda
gegirilen siire) gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. Western blot analizi ile degerlendirilen GFAP,
PDGFR-B ve claudin-5 seviyelerinde gruplar aras1 anlamli fark bulunmazken, ZO-1 seviyelerinde Mann
Whitney U ile yapilan ikili karsilastirmada Amiloid beta 1-42 grubunda kontrol grubuna gore anlaml
azalma goriildii (p<0.05). RAGE immiin boyamalarinda gruplar arasi anlamli fark bulunmadi.
Calismamizdaki bulgulara gore, siganlarda isv AB 1-42 uygulamasi, kan-beyin bariyeri belirteclerinde
molekiiler diizeyde kisith etki gdstermis ve bu etkiler 6grenme ve bellek fonksiyonlarini etkilememistir.
Taurin uygulamasi1 da gerek molekiiler belirteglerde gerekse uzaysal 6grenme ve bellek testlerinde
anlamli bir degisiklik yaratmamastir.
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ABSTRACT

The aim of our study is to investigate the effects of possible changes that taurine administration will
cause on some markers that are related to the structures forming the blood brain barrier and the possible
effects on learning and memory in the neurodegenerative process that is induced by
intracerebroventricular Amyloid beta 1-42 injection. 28 male Wistar albino rats weighing 250-300 grams
was used in our study. Experimental groups were defined as Control(n=7), Taurine(n=7), Amyloid Beta
1-42(n=7) and Amyloid Beta 1-42+Taurine(n=7). Control and Taurine groups received total amount of
10 ul icv PBS injection bilaterally, AB 1-42 and AB 1-42+Taurine groups received total amount of 10
ug/ul AB 1-42 oligomer injection bilaterally. Taurine administration was performed with gavage in
Taurine and A 1-42+Taurine groups as 300 mg/kg for 28 days. Control and A3 1-42 groups received
tap water with gavage for the same amount of time. In 24-28th days of our study, Morris Watermaze
Test was performed to evaluate spatial learning and memory functions. In 29th day, all animals were
sacrificed and in cortical tissue after sacrification, GFAP, PDGFR-B3, ZO-1 and Claudin-5 levels were
measured by Western blot and RAGE immune staining was evaluated by immunehsitochemistry. For
statistical analysis, Kruskal Wallis and Friedmann test was performed to evaluate the results of Morris
Watermaze and Krusal Wallis and Mann Whitney U for pair comparisons was performed to evaluate the
results of molecular studies. p<0.05 was considered as significant. In Morris Watermaze only in day 1
of the test escape latencies was significantly changed in between AB 1-42 and AB 1-42+Taurine
groups(p<0.05). Other test days and in the time spent in target zone in probe test was not significant
among groups. Levels of GFAP, PDGFR-f and Claudin-5 evaluated by Western Blot were not significant
between groups, in pair comparisons ZO-1 levels were significantly reduced in AB 1-42 group compared
to the Control group. There were no significant differences between RAGE immune staining among
groups. In our study, icv A3 1-42 application on rats had limited effects on blood brain barrier biomarkes
on molecular level and these effects did not affect the learning and memory functions. Taurine did not
make any significant changes neither learning and memory functions nor molecular biomarkers.
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Bu caligmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile asagida sunulmustur.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Aciklama
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1.GIRIS

Alzheimer hastalig1 biligssel fonksiyonlar, 6grenme ve bellek problemleri ile karakterize
kronik, ilerleyici ve nérodejeneratif bir hastaliktir. Hastaliin etyolojisi ile ilgili heniiz kesin
bir bilgi bulunmamakla birlikte ana histopatolojik biyobelirtegleri, beyinde ekstraseliiler
amiloid plaklar ve intraseliiler norofibriler yumak yapilaridir. Bu yapilarin korteksin belirli
bolgeleri ve hipokampiis gibi alanlarda birikmesi ile norodejeneratif siire¢ tetiklenerek
yapisal degisimlere ve 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda bozulmalara sebep olur (Puzzo
ve digerleri,2015; Pinhero ve digerleri, 2019; Briggs ve digerleri 2016; Oboudiyat ve
digerleri,2013; Wang ve digerleri,2023; Pinhero ve digerleri,2019)

Kan beyin bariyeri, astrositler, perisitler ve endotel hiicrelerinden olusan ve beyni kandan
gelen patojenlere karsit koruma gorevi iistlenen metabolik bariyer yapisidir (Daneman ve
digerleri, 2015). Alzheimer hastaliginda kan beyin bariyerini olusturulan hiicresel yapilarda
ndroinflamasyona bagh degisiklikler aciga ¢cikmaktadir. Astrositler santral sinir sisteminde
kan beyin bariyerinin olusmasinda endotel hiicresi ile girdigi etkilesim ile katki saglamakta
ve santral sinir sisteminde iyon homeostazi, ndrotransmitterlerin salinmasi, oksidatif stresin
diizenlenmesi gibi rollere sahiptir. Noroinflamatuar durumlarda mikroglialar gibi reaktif
forma gecerler ve Glial Fibriler Asidik protein gibi yapilarinda artis meydana gelir (Liao ve
digerleri, 2008; Han ve digerleri, 2016; Fakhoury ve digerleri, 2018; Birch ve digerleri,
2014). Perisitler kan beyin bariyerinde vaskiiler stabilitede ve bariyer ge¢irgenliginde 6nemli
role sahip mural hiicrelerdir. Endotel hiicresi ile PDGFR-: PDGF-B etkilesimi {izerinden
vaskiiler stabiliteye etki etmektedir (Ding ve digerleri, 2020; Smyth ve digerleri, 2022).
Endotel hiicreleri arasinda bulunan siki baglant1 yapilari, paraseliiler taginmay1 kisitlayan
temel yapilardir. Kan beyin bariyerinde bu yapilardan Claudin-5 bariyer fonksiyonlarinin
devamlilig1 agisindan yasamsal dneme sahiptir. Interendotelyal protein olan Claudin-5, ZO-
1 ile hiicre iskeletine tutunur ve iki endotel arasindaki madde ge¢isini sinirlar (Liao ve
digerleri, 2022; Yamazaki ve digerleri, 2019; Stamatovic ve digerleri, 2016). Amiloid
betanin kan beyin bariyerinde, kan ve beyin arasindaki gegisini LRP-1 ve RAGE reseptorleri
diizenler. Bu reseptorler antagonist ¢alisir ve LRP-1 ile AB proteini beyinden kana, RAGE
ile AB proteini kandan beyine geger. Alzheimer hastaliginda kan beyin bariyerinde LRP-1
seviyelerinde azalma ve RAGE seviyelerinde artma goriilir ve bunun sonucunda AR

proteininin kandan beyne ge¢isinde artis agiga cikar. (Deane ve digerleri, 2004)



Taurin, 2- aminoetanolsiilfonik asit olarak da bilinen bir beta aminoasittir. Memelilerde
beyin kalp, retina, kas dokusu, karaciger gibi dokularda bulunur ve viicutta karacigerde
metabolize edilir. Santral sinir sisteminde ana metabolizmasini astrositler diizenler ve
taurinin noronlara taginmasini saglar. Santral sinir sisteminde taurinin retinanin gelismesi,
hiicre membraninin stabilizasyonu, antioksidan, antiapopitotik etki gibi ¢ok yonlii etkileri
bulunmaktadir (Junyent ve digerleri, 2011; Ramirez-Guerrero ve digerleri, 2022; El Idrissi

ve digerleri, 2019).

Taurinin kan beyin bariyeri iizerindeki etkisine yonelik ¢alismalar literatiirde sinirhi sayida
yer almaktadir. Bilissel bozukluklarin, kan beyin bariyeri iizerinden degisimine taurinin
etkisini incelemek isteyen bir calismada, yash kadinlarda egzersiz ve taurinin kombine
tedavisi ile biligsel fonksiyonlarda diizelme goriiliirken periferal kan beyin bariyeri
parametrelerinde kismi degisim bulunmustur (Chupel ve digerleri, 2018). Taurin bazli enerji
icecegi ile yapilan bir diger calismada, alkol kullanimina bagli bariyer yapisindaki
bozulmanin ve artan GFAP seviyelerinin verilen enerji igecegi ile normale dondiigi
bulunmustur (Takechi ve digerleri, 2022). Retinal mikrovaskiiler perisitlerde taurinin,
Anjiyopoietin-2 ve Tirozin Reseptor Kinaz 2 reseptorii lizerinden Caspase-3 aktivitesindeki
artis ve buna bagl aciga ¢ikan apoptozu dnleyici etkisi gosterilmistir. (Zeng ve digerleri,
2014). Bununla birlikte deneysel Alzheimer modelinde taurinin kan beyin bariyeri

parametrelerine olan etkisini inceleyen bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

Calismamizda intraserebroventrikiiler Amiloid beta 1-42 proteini ile indiiklenen
ndrodejeneratif siiregte kan beyin bariyerini olusturan yapilardaki olas1 degisiklikler ile bu
degisikliklerin 6grenme ve bellek fonksiyonlarina etkisinin degerlendirilmesi ve taurinin

bu stiregte koruyucu bir etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmastir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

2.1.1. Alzheimer hastahigi genel ozellikleri ve hastaligin tarihsel siireci

Alzheimer hastaligi, ana biyobelirtecleri ekstraseliiler amiloid beta plaklar1 ve intraseliiler
ndrofibriler yumak yapilar1 olan, bu yapilarin neden oldugu nérodejenerasyon sonucunda,
parietal lob ve temporal lobda belirgin ndéronal kayip, sinaptik kayip ve serebral atrofi ile
karakterize, kronik, ilerleyici ve norodejeneratif bir hastaliktir. Klinikte en sik goriilen
demans tipidir ve yash popiilasyonda goriilme sikligi yiiksektir, bunun yani sira erken
baslangi¢li Alzheimer hastaligi, hastalar arasinda daha kiiglik bir yer kapsamaktadir
(Blennow ve digerleri, 2006, Oboudiyat ve digerleri, 2013). Norolojik hasar erken donemde
entorinal korteks ve hipokampal formasyonlardan baslayip medial temporal ve parietal
kortikal alanlara yayilir. Klinikte en sik karsilasilan bulgu O6grenme ve bellek
fonksiyonlarindaki yetersizliktir ve erken donemde oOzellikle semantik hafizadaki

degisiklikler dikkati cekmektedir (Verma ve digerleri, 2012, Jahn H. ,2013).

Demansin ve klinikte en yaygin goriilen demans olan Alzheimer hastaliginin kesfedilmesi
ve anlamlandirilmasi, Antik Misir zamanlarina dayanmaktadir. Bu caglarda, kalp ve
diyaframin mental hayatin ¢evreleyicisi oldugu 6n goriilmesine karsin, mental bozukluklarin
yaslanma ile iliskilendirildigi belirtilmektedir. Bu goriisten farkli olarak Solon (M.O. 636-
560), muhakeme yetenegi ile fiziksel patolojileri; Plato ve Hipokrat, Antik Misir
donemindeki diisiinceyle benzer olarak yaslanma ile biligsel durumdaki bozulmay1; Galen
ise bilissel bozukluklarin beyindeki primer hasar veya viicuttaki herhangi bir hasara bagh
sekonder gelisebilecegini One siirmiistiir. Beyindeki patolojilerin akut ve kronik olarak
siniflandirmasin1  yapan Aretaeus, akut beyin hastaliklarin1 deliryum, kronik beyin

hastaliklarini ise demans olarak nitelendirmistir (Boller ve Forbes, 1998).

Demansin daha yaygin ve detayli incelenmesinde oncii olan isimlerden biri Thomas Wilis’tir
ve kendisi ilk defa vaskiiler demans terimini kullanmistir. Thomas Wilis haricinde Phillipe
Fienl, demansin bir tani kriteri olarak goriilmesine nciiliikk eden bilim insanidir. Ogrencisi
Jean Etienne Dominique Esquirol, demansin tanimini yapan ilk bilim insanidir ve tanimina

gore demans hastaligi; beyindeki hasar sonucu muhakeme yetenegi, entelektiiel yetenekler



ve iradenin kaybolmasi ile karakterize, bunun sonucunda nese ve zenginligin kaybolmasi ile

devam eden bir stirectir. Vaskiiler demans ile ilgili bircok yaym yapan Otto Ludwig

Binswonger, bu ¢alismalarinda ilk defa presenil demans ifadesini kullanmistir. (Yang ve

digerleri, 2016).

Resim 2.1. Alois Alzheimer ve Auguste Deter (A: Alois Alzheimer, B: Noritik Plaklarin
Resmedilmesi, C: Auguste Deter)

1901 yilinda Auguste Deter isimli 51 yasindaki kadin hasta, hafiza problemleri, sanrilar ve
bunun sonucunda giinliik yagam aktivitelerini yerine getirememe gibi problemler yasadigi
donemde esi, kendisini doktora gotiirmiis ve kendisinin hastaneye yatirilmasina karar
verilmistir. Hastane silirecinde kendisiyle Alois Alzheimer ilgilenmis ve Auguste’nin
kendisine ait detaylar1 yanlis hatirlamasi, ancak giinliik hayatta rastgele nesneleri dogru
hatirlamasi ile kendisine presenil demans teshisi koymustur. (Alzheimer, 1906) Auguste
Deter, 56 yasinda giinliik yasam aktivitelerinde tamamen bagimli haldeyken, septisemi ve
pnomoniye bagli komplikasyonlardan dolayr hayatini kaybetmistir. Yapilan otopside
Bielschowsky’ nin gelistirdigi glimiis boyama teknigi ile siddetli serebral atrofi, milier
plaklar (glinlimiizde senil plaklar olarak bilinen) ve noérofibriler yumak yapilarinin
bulunmasindan yola ¢ikarak Alois Alzheimer bu hastaligir ’beynin tuhaf hastaligi’ olarak
tanimlamis ve 1906 yilinda Tiibingen’de diizenlenen Giiney Alman Psikiyatristler
toplantisinda bahsetmis, ancak psikiyatri cevresinde beklenen ilgiyi gorememistir.
Alzheimer hastalig1 tanimini ilk kullanan bilim insani, Alois Alzheimer’in aksine, presenil
ve senil demans ile ilgili yaymladigi kitabinda Auguste Deter’ den bahseden Emil

Kreaplin’dir (Jellinger, 2006).



Alzheimer hastalig ile ilgili 6nemli ¢aligmalar1 bulunan bir diger isim Oskar Fischer isimli
bilim insanidir. Senil demans hastalarinin serebral korteksinde yaptigi calismalarda, bu
hastalarin %75’inde noritik plak yapisinit gérmesi, ancak kalan hastalarda bu plak yapisini
gormemesine ragmen mental bozukluklarin kaydedilmesi ile bu hastaligin senil demanstan
farkli oldugunu tespit etmistir. Yaptig1 calismadan 3 yil sonra yayimladigi baska bir raporda
ise plaklar sekiz sinifa ayirmig ve bu siniflandirmaya gore ilk alti siniftaki plak yapilarinin

erken donemden ge¢ doneme kadar uzandigini belirtmistir (Goedert, 2009).

Bulunan plak yapilarinin amiloid beta kokenli oldugu, 1980’li yillarda yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda o©ne siiriilmiistlir. Yapilan calismada Alzheimer hastaligindaki serebral
amiloidozis ile Down Sendromlu bireylerdeki amiloidozis lizerinden karsilastirma yapilmig

ve bu sekilde ayn1 kromozomda kodlandig: tespit edilmistir (Glenner ve digerleri, 1984).

2.1.2. Alzheimer hastahigi ana histopatolojik bulgulari: amiloid beta proteini ve

hiperfosforile tau proteini

Alzheimer hastaliginda, Amiloid Kaskad Hipotezi 'ne gore temel norodejeneratif protein
yapist Amiloid beta oligomerleridir. Oligomer yapisinin olusmasi, Amiloid Onciil Protein
birikimi ile ger¢eklesmektedir. (Puzzo ve digerleri, 2015; Briggs ve digerleri, 2006) Amiloid
onctil protein, 365 ila 770 aminoasitten olusan bir transmembran proteinidir ve insanda
APP695 izoformu, noronlarda sikca sentezlenmektedir. Santral sinir sisteminde Amiloid
Onciil Proteinin yikiminda iki yolak bulunmaktadir. Bu yolaklardan ilki amiloidojenik
olmayan yolaktir ve proteolitik enzimi alfa sekretazdir. Alfa sekretazin yikimi sonucu sAPP-
alfa ve 83 aminoasitli C terminal ug¢ olusur. Bu yolakta C terminal ucun gamma sekretaz ile
yikimi ile p3 ve A3 proteini olusur. Bu yolak disinda beta sekretaz yolagi ile APP yikimindan
sonra SAPPRB ve 99 aminoasitli C terminal u¢ aciga ¢ikar. C terminal ucun gamma sekretaz
ile yikim1 sonucunda APP intraseliiler domain ve A 1-40 ve A3 1-42 gibi monomer yapilar
ac1ga cikar. Amiloid Onciil protein genindeki mutasyon ile bu yapinin oligomerlesmesi
sonucunda norotoksisite agiga ¢ikmaktadir. (Puzzo ve digerleri, 2015; Chen ve digerleri,
2017). Amiloid onciil protein haricinde 14. Kromozomda kodlanan Presenilin 1 ve 1.
Kromozomda kodlanan Presenilin 2 yapilarinin ndérodejenerasyona katkida bulunabilecegi
caligmalarda gosterilmis olsa da saglikli bireylerde bu proteinin varliginin gosterilmesi,
Presenilin proteinlerinde fizyolojik fonksiyonlarin yitirilmesinden kaynakli bir bozukluk

olabilecegi de One siiriilmektedir (Xia ve digerleri, 2015). Bu kapsamda preklinik



calismalarda APP/PS1 mutasyonlu deney modelleri de kullanilmaktadir (Wirths ve digerleri,
2006). Amiloid beta proteininin santral sinir sistemindeki yayilimi neokorteksten baslar ve
buradaki kiigiik fokal birikintilerin giderek artmasi ve entorinal korteks, orta beyin ve en
sonunda serebellum ve retikiiler formasyona gegmesi s6z konusudur (Koychev ve digerleri,
2020). Amiloid Kaskad Hipotezinden yola ¢ikilarak Alzheimer hastaliginin tedavisinde
Anti-Amiloid stratejiler gelistirilmis; ancak bu etkilerin biligsel bozuklugun giderilmesinde

diisiik seviyede oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Lyu ve digerleri, 2023)
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Sekil 2.1. Amiloid beta proteini ve hiperfosforile tau proteini olusumu (I: Amiloid beta
proteini, II: Hiperfosforile tau proteini (Sun ve digerleri, 2015))

Alzheimer hastaliginda Amiloid Beta Proteini haricinde 6nemli bir yere sahip olan bir diger
yap1 da hiperfosforile tau proteinidir. Tau proteini, néronlarda mikrotiibiil stabilizasyonunda
ve tiibiilin olusumunda gorev alan, ¢oziiniirliigli yiiksek bir protein yapisidir. Alzheimer
hastaliginda tau proteininin tau kinaz ve tau fosfataz enzimleri arasindaki dengenin
bozulmasi ile tau oligomerlerinin agregasyonu, agregatlarin bir araya gelmesi ile ¢ift sarmal
yapili norofibriler yumak yapist meydana gelir. Tau patolojisinin yayilimi transentornial
korteksten limbik sisteme, ardindan neokortekse olacak sekildedir (Hu ve digerleri,2017;
Chong ve digerleri, 2018; Kametani ve digerleri, 2018). Tau patolojisinin giderilmesi i¢in
yapilan calismalarda, fosforilasyonda gorev alan GSK-38’nin inhibisyonu {izerinden
patolojinin giderilmesi amaglanmistir ve farkli deney modellerinde beynin farklh

bolgelerindeki etkileri gosterilmistir (Yu ve digerleri,2012; Engel ve digerleri,2006).



2.1.3. Alzheimer hastahgi ile ilgili preklinik modeller

Transjenik modeller

Transjenik modeller, Amiloid Onciil Proteinin asir1 ekspresyonu ve tau proteininin asiri

ekspresyonu baz alinarak olusturulur (Carmo ve Cuello, 2013).

Transjenik olmayan modeller

Transjenik olmayan modellerin Alzheimer patolojisini akut diizeyde taklit etmesi, 6grenme
ve bellek fonksiyonlarinin akut degisimlerin saptanabilmesine olanak saglamaktadir. Bu
modellemelere 6rnek olarak dogal yaslanma modelleri (Akhtar ve digerleri, 2022), D-
Galaktoz ile indiikklenen Alzheimer benzeri modeller (Gao ve digerleri, 2015),
intraperitoneal Lipopolisakkarit ile néroinflamasyonun indiiklenmesi (Sheng ve digerleri,
2003) gibi modeller 6rnek verilebilir. Bu deney modellerinin Alzheimer benzeri 6grenme ve
bellek fonksiyonlarinda bozulmalar yarattigi gosterilse de Alzheimer benzeri patolojiyi tam
olarak yansitmamaktadir. Bu modellerin disinda stereotaksik cerrahi ile Amiloid beta 1-42
enjeksiyonu, oligomer yapidaki AR proteininin intraserebroventrikiiler veya
intrahipokampal enjeksiyonu ile olusturulmaktadir. Amiloid beta 1-42 enjeksiyonu ile
yapilan ¢aligmalarda 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda bozulma, proinflamatuar
sitokinlerde artis, uzun donem potansiyasyonun indiiklenmesinde bozukluklarin ortaya
cikabilecegi gosterilmistir. (Basir ve digerleri, 2024; Song ve digerleri, 2013). Preklinik
caligmalarda intrahipokampal AB 1-42 enjeksiyonu ile olusturulan deneysel Alzheimer
modelleri, 6grenme ve bellek fonksiyonlarindaki bozulmanin degerlendirilmesinde
literatiirde yer almasina ragmen (Chen ve digerleri, 2018), Alzheimer hastalig1 ve Amiloid
Beta Proteininin kortikal yayilim1 ve birikimi g6z oniine alindiginda (Koychev ve digerleri,
2020) intraserebroventrikiiler Amiloid beta 1-42 enjeksiyonu, norotoksik Al
oligomerlerinin lateral ventrikiillerden perivaskiiler alanlara ve glimfatik sisteme dagilmasi
ile genis kortikal yayilim gosterir (Kasza ve digerleri, 2017). AB 1-42 proteini
oligomerleserek norotoksik etkisini gostermektedir. Monomer formunda yapilan bir
calismada hiicre 6liimiine karst koruyucu oldugu gosterilmistir (Zou ve digerleri, 2002).
Intraserebroventrikiiler AB 1-42 enjeksiyonu ile ndrotoksik siirecin tetiklenmesi, bu
prensipten yola cikarak enjekte edilecek AB 1-42 proteininin oligomerlesmesini gerekli

kilmaktadir. Literatiirde oligomerizasyonu ile ilgili farkli yontemler yer almaktadir; bununla



birlikte PBS igerisinde, 37 derecede 7 giin inkiibasyona birakilan amiloid beta proteinindeki
oligomerizasyonu yapilan bir ¢aligmada, kromatografik analizle gdsterilmistir. (Kayabas1 ve

digerleri, 2023).

2.1.4. Alzheimer hastahg ile ilgili diger teoriler

Teoriler

Kolinerjik hipotez

Alzheimer hastaliginda biyokimyasal yollarin incelenmesi i¢in ¢calismalar 1960-1970 yillari
arasinda baslamistir. Bu ¢alismalar kapsaminda hastalarin kolin alimlarindaki bozulma,
asetilkolin (ACh) sentezindeki bozulma ve Meynert hiicrelerindeki sinaptik kayiplar esas
alinarak, norodejenerasyonda bazal on beyin ve ilgili kortikal alanlarin kolinerjik
transmisyonundaki bozulma ile Alzheimer hastaligindaki biligsel bozuklugun iliskili
olabilecegi one siiriilmiistiir. (Bartus ve digerleri, 1982; Francis ve digerleri, 1999). Klinikte
bu hipotezden yola c¢ikilarak Donepezil, Rivastigmin ve Galantamin gibi farmakolojik

ajanlarin kullanim1 yaygindir. (Briggs ve digerleri, 2016)

Eksitotoksisite hipotezi

Alzheimer hastalifinda eksitotoksisitenin mekanizmasi, NMDA reseptor aktivasyonunda
artis ve reseptor antagonistlerinin aktivasyonunda azalma ile karakterize bir siirectir.
Reseptor aktivasyonunda agonist ve antagonist mekanizmasindaki bu degisim sonucunda
hiicre i¢ine agir1 miktarda kalsiyum iyonunun girisi s6z konusudur. Klinikte, NMDA reseptor
blokorii olarak Memantin, biligsel bozukluk siirecini baskilama amaciyla kullanilmaktadir.

(Briggs ve digerleri, 2016; Hynd ve digerleri, 2004)

Alzheimer hastaligi ve vaskiiler hipotez

Alzheimer hastalig1 ile ilgili teorilerden biri de ¢ift vurus vaskiiler hipotezdir. Bu teoriye gore
serebrovaskiiler hasara sebep olan etkenler ve genetik faktdrlerin bir araya gelmesi
sonucunda oligemi ve kan beyin bariyerinde bozulma meydana gelmektedir. Kan beyin
bariyerindeki bozulma ile norotoksinlerin beyin parankimine gegisi, AB’ mnin

uzaklagtirllamamas1 ve inflamasyon ortaya c¢ikmakta; ayni zamanda oligemi ile



mikrovaskiiler hipoperfliizyon ve APP’nin asir1 ekspresyonu goriilmektedir (ikinci vurus).
Aciga c¢ikan patolojik durumlarin esliginde AR birikmesi, pTau olusumu ile sinaptik
dejenerasyon baslar ve demans gelisir (Nelson ve digerleri, 2016). Serebrovaskiiler hasarin
ortaya ¢ikmasina sebep olabilecek mikroanjiyopatilerden en sik karsilagilan1 Tip 2 Diyabetus
Mellitus’ta goriilendir. Yapilan ¢alismalarda diyabet modellerinde kan beyin bariyerinde
bozulma, bunun sonucunda biligsel fonksiyonlarin bozulmasi gosterildigi gibi, anti diyabetik
ilaglarin bu patolojik durumu geri ¢evirebilecegi de gosterilmistir. (Lu ve digerleri, 2024;
Chen ve digerleri, 2016). Bu kapsamda AR birikiminin énlenmesi ve AB’ nin uzaklastirilmasi

adina daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 2.2. Alzheimer hastalig1 vaskiiler hipotezi (Scheffer ve digerleri, 2021)

2.2. Serebral Dolasim ve Kan Beyin Bariyeri

2.2.1. Serebral arteriyel ve venoz dolasim

Serebral dolasim, beynin fizyolojik fonksiyonlarini siirdiirebilmesi agisindan beyindeki
arteriyel ve vendz doniis mekanizmasi ve 6zel dolagim bolgelerini kapsayan kompleks bir
periferik dolagim sistemidir. Periferden gelen glukoz gibi maddelerin enerji
metabolizmasinda kullanilmasi, kandan gelen oksijenin kullanilmas1 gibi gorevleri
bulunmaktadir. Bununla birlikte beyin dokusu, okliizyonlar gibi dolasim ile ilgili
bozukluklardan kisa siireli etkilenebilmektedir; bu nedenle beyin dokusunun beslenmesinin
yani sira, dis etkenlerden korunmasi icin farkli endotelyal ve epitelyal alanlar bulunmaktadir
(Tan ve digerleri, 2021; Mastorakos ve McGavern, 2019). Beynin arteriyel dolasgiminda
internal karotid arter, anterior ve medial serebral arter ile posterior serebral arter olarak

kraniyumda ikiye ayrilmaktadir. Anterior ve medial dallar neokortikal alanlar1 ve striatum



10

gibi yapilarin beslenmesinde sorumluyken; posterior serebral arter beyin sapt ve
serebellumun beslenmesinde gorev almaktadir. Anterior ve posterior dolasim alanlart Wilis
poligonunda anastamoz ile birbiri ile iliskilidir. Arteriyel ve vendz dolasim yolaklar1 yapisal
olarak farklilik géstermektedir. Ven6z dolasim tamamen kapali olmamakla birlikte yiizeysel
ve derin vendz dolasim seviyelerinde farkli sekillerde ilerlemektedir. Yiizeysel ve derin
venler, beyindeki siniislere, ardindan jugular ven ile periferik vendz dolasima katilirken

arteriyel dolasim, dis1 pia mater ile ortiilii kapali bir sistemden olusmaktadir.

Meninksler

Pia mater, araknoid mater ve dura mater yapilar1 beyinde ve medulla spinaliste koruyucu
islevi, kok hiicre tiretmedeki rolii ve postnatal gelisime olan katkilari ile bilinen beyin zar
yapilaridir. Pia mater, tek hiicresel katmandan olusan ve beyin parankimi ile subaraknoid
boslugu ayiran en igteki meninks yapisidir. Subaraknoid aralik, pia mater ile araknoid mater
arasinda yer alan ve igerisinden beyin omurilik sivisinin gectigi bir alandir. Bu alanda,
yapilan bir ¢aligmada, subaraknoid araligi fizyolojik kompartmanlara ayiran bagka bir
meningeal tabakanin varligindan da bahsedilmektedir. Subaraknoid aralig1 olusturan bir
diger sinirlayici meningeal tabaka olan araknoid mater, birden ¢ok katmandan olusan diiz
hiicre hattina sahip bir tabakadir ve altinda kolajen liften ve fibroblastlardan zengin trabekiil
yapilar1 bulunmaktadir. Subaraknoid aralik bu yap1 altinda bulunmaktadir ve buradan kan
dolasimi ile baglanti igerisindedir. En distaki meningeal tabaka olan dura mater ise, kan
damarindan ve lenfatik dolasimdan zengindir ve bu yapisal 6zelliklerinden 6tiirii kafatasinin
beslenmesi ve serebrospinal sivinin drenaji gibi gorevleri de {istlenirler. Meninksler,
norogenezisin devamliligi, trofik faktorlerin beyin dokusuna saglanmasi gibi 6nemli
gorevlere sahiptir. (Mollgard ve digerleri, 2023; Dasgupta ve digerleri, 2019; Mastorakos ve
McGavern, 2019).

2.2.2. Kan beyin bariyeri

Santral sinir sisteminin dolasimi, beyin dokusunu besleyici 6zelliginin yani sira beyin
parankiminin kandan gelen maddelerin sinirlandirilarak korunma saglamasi yoniinde, 6zgiin
hiicresel bir organizasyona sahiptir. Mikrodolasimsal diizeyde bu organizasyon,
astrositlerden perisitlerden, endotel hiicrelerinden olusan ve noéronlar ve mikroglialar ile

etkilesimde olan kan beyin bariyeridir (Saunders ve digerleri, 1999; Zhao ve digerleri, 2022).
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Kan beyin bariyerinin kesfedilmesi ilk olarak Paul Ehrlich’in intravendz Coerlean-S siilfat
enjekte ettigi kemirgenlerde, beyin dokusunda boyanmasinin az oldugunu tespit etmesiyle
bilinmektedir (Ehlich, 1885). Ehrlich bu durumu, IV uyguladigi ajanin beyinde baglanma
afinitesinin daha az olduguna yorumlamistir. Ehlich’in caligmasinin ardindan Lewandowsky,
1900 yilinda beyin dokusuna potasyum ferrosiyaniir uygulamasi yaptigi calismada ilk defa
kan beyin bariyeri terimini kullanmistir (Lewandowsky, 1900). Kan beyin bariyeri ile beyin
dolagiminin, kandan gelen maddelere getirdigi metabolik kisitlamanin yani sira, santral sinir
sisteminde, diger sistemlerden ayr1 bir dolasimsal organizasyonun varligina 6rnek olarak,
Weed’in 1917 yilinda domuz embriyolart ile yaptigi ¢alisma drnek gosterilebilir. Calismada
embriyolojik gelisiminin 19. gilinlindeki domuz embriyolarinin spinal kanallarine enjekte
ettigi maddenin ndronal tiipte boyanma yapmasina karsin diger organlarda bu
boyanmadiginin olmadig1 goriilmiistiir. Bunun sonucunda santral sinir sistemindeki ayrilmig
dolasimsal organizasyonun varligi gosterilmistir (Weed, 1917a/b; Saunders ve digerleri,

2014).

Astrocyte end feet
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Endothelial cell

Basal lamina

Neuron

Trends in Parasitology

Sekil 2.3. Serebral dolasim ve kan beyin bariyeri (A: Kortikal serebrovaskiiler yatak
yapisinin sematik goriintiisii, B: Kan beyin bariyerini olusturan hiicresel yapilar
(Nishanth ve Schliiter, 2019))

Kandan beyin parankimine madde gecisi, paraseliiler alandan pasif difiizyon, tasiyici
bagimli madde taginmasi, reseptore bagli madde tasinmasi ve adsorpsiyon yolu ile taginma
olmak tizere dort farkl sekilde gerceklesir (Grabrucker ve digerleri, 2016). Pasif difiizyon
ile kan beyin bariyerini gecebilecek maddeler, 400 Da’dan kiigiik ve lipofilik maddelerdir.
Bunun haricinde yagda ¢oziinemeyen ve daha biiyiik molekiiler agirliga sahip maddelerin

tasinmasinda belirli reseptorler, tasiyicilar ya da adsorpsiyonu saglayacak mekanizmalar
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gerekmektedir. Reseptore bagli tasima mekanizmasinda polarize hiicreler, hedef ligandin
baglanmasi ile hiicre igine girisi, bunun sonucunda hiicre i¢i kimyasal reaksiyonlar zinciri

ile ilgili dokuya ulagmasi ile son bulur (Haqqani ve digerleri, 2024).

Kan beyin bariyerinde reseptdr mekanizmasina bagli tasinan protein yapilarina 6rnek olarak
Amiloid beta proteini verilebilir. Amiloid beta proteininin kan ve beyin arasindaki gegisi,
LDL Reseptor Iliskili Protein 1(LRP-1) ve Ileri Glikasyon Son Uriinleri igin Reseptor
(RAGE) yapilar diizenler (Deane ve digerleri, 2004). Tasiyic1 bagimli tasima mekanizmasi,
beyin dokusuna aminoasitler gibi ilgili metabolitlerin saglanmas1 agisindan yagamsaldir ve
hem abluminal yilizeyde hem de luminal yilizeyde belirli proteinlerin reseptorleri
bulunabilmektedir. Kolaylastirict veya aktif tagima ile istenen madde kan beyin bariyerinden
beyne tasinabilmekte ve belirli iyonlarin araciligr ile bu tagima gercgeklestirilebilmektedir
(Zaragoza, 2020). Bu tasima mekanizmasina, taurin aminoasidinin abluminal yiizeyden
sodyum ve klor bagimli taginmas1 ornek verilebilir. (Rasgado-Flores ve digerleri, 2012).
Adsorpsiyon yolu ile tasinma katyonik proteinlerin endotel hiicre yiizeyine spesifik olmayan
bir sekilde baglanarak hiicre i¢ine alinmasidir. Protamin gibi yapilar bu sekilde endotel

hiicresine alinmig olur (Herve ve digerleri, 2008)

Kan beyin bariyeri, metabolik bir bariyer yapisi gostermektedir ve temelde madde gegisini
kisitlayan hiicresel baglantilarin iki endotel hiicresi arasindaki siki baglanti yapist (tight
junction) oldugu bilinse de farkl: hiicre gruplari, bu organizasyonun devamliligi agisindan
katki gbostermektedir. Endotel hiicreleri haricinde astrositler ve perisitler, kapiller diizeyde
bariyer yapisinin hiicresel organizasyonunu olusturan yapilardir (Daneman ve digerleri,

2015).
Astrositler

Santral sinir sisteminde en sik bulunan glial hiicrelerdir. Kan beyin bariyerinde devamliligin
saglanmasi, glutamat gibi ndorotransmitterlerin metabolizmasi, iyon homeostazinin
saglanmas1 ve noronlara belirli besin maddelerinin saglanmasi gibi gérevleri bulunmaktadir.
(Liebner ve digerleri, 2011). Noronlar ile presinaptik ve post sinaptik néronlara komsu olan
perisinaptik astrositik ¢ikintilar ile baglanti saglar (Zhou ve digerleri, 2019). Endotel ile
etkilesimi ise astrositik ayaksi uzantilar sayesinde gerceklesir ve burada Aquoporin 4

kanallar1 ile ozmotik ve hidrostatik gradiyentlere baglh suyun gecisi saglanir (Liebner ve
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digerleri, 2011). Bunun haricinde endotelde siki baglanti yapilarinin saglamlastirilmasi,
TGF-B, GDNF, ANG1 gibi faktorlerin salinmasi gibi gorevleri bulunmaktadir (Abbot ve
digerleri, 2006). Astrositlerin fizyolojik fonksiyonlarini siirdiirebilmesi hem néronlarla hem
de endotel ile olan etkilesimin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesine baghdir.
Norodejeneratif durumlarda bu fonksiyonlarda kayip ile gorevlerinde aksama meydana
gelmektedir ve yapisal elementlerinde belirli degisimler olmaktadir. Bu yapisal
elementlerden, astrositlere 6zgii olan Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) bir intermediant
filaman proteinidir. Hiicreye yapisal destek ve morfolojisinde saglanmasi gibi goérevleri
bulunmaktadir (Eng ve Ghirnikar, 1994). Alzheimer hastalifi gibi ndrodejeneratif
durumlarda astrositlerin bu yapisal proteininde, reaktif gliozis siirecine bagli olarak birtakim
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Fakhoury, 2018). Erken donemde astositlerde glial atrofi
ile GFAP (+) hiicrelerde azalma; amiloid plaklarin birikmeye basladig1 donemde ise bu hiicre
sayisinda artma oldugu yapilan bazi ¢alismalarda gosterilmistir (Beauquis ve digerleri, 2013;

Olabarria ve digerleri, 2010).

Perisitler

Endotel ile etkilesim halinde olan, embriyolojik diizeyde anjiyogenezin diizenlenmesinde rol
alan ve kapiller diizeyde kan akimindan sorumlu olan mural hiicrelerdir (Liebner ve
digerleri, 2011; Sweeney ve digerleri, 2018). Perisitlerin endotel ile etkilesimi, farkli
reseptor ve ligand iliskileri ile diizenlenmektedir. Bu diizenlemelerden anjiyogenezin
diizenlenmesinde Notch sinyal yolaklar1 (Tefft ve digerleri, 2022) ve VEGF-A {izerinden etki
gosterirken (Hellstrom ve digerleri, 2001) perisitlerde bulunan PDGFR-B, endoteldeki
PDGF-BB ile etkilesime girerek vaskiiler stabiliteye katki saglamaktadir. PDGFR-8 reseptor
KO farelerde bu stabilizasyonda kayip, mikroanevrizmalar ve kan beyin bariyerinde

bozukluk oldugu gosterilmistir. (Smyth ve digerleri, 2022)

Endotel hiicreleri

Kan beyin bariyerinde, perisitler ve astrositlerle girdigi etkilesimin yam sira endotel
hiicreleri, iki endotel hiicresi arasinda bulunan siki baglanti yapilari, adherens baglanti
yapilar1 ve ara baglant1 yapilar1 ile madde gecisinde kisitlayici fiziksel bariyer gorevini
yerine getirmektedir (Keep ve digerleri, 2018). Bu baglantilar arasinda siki baglanti yapilari,

interendotelyal alanin lateralinde bulunan Claudin, Occludin ve Baglantisal Adhezyon
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Molekiilleri yapilaridir; bu yapilar Zonula Occludens proteinleri araciligi ile hiicre iskeleti
ile baglantilarin1 saglamaktadir (Stamatovic ve digerleri, 2016). Bu siki baglanti
yapilarindan Claudin-5, embriyolojik donemden itibaren kan beyin bariyeri olusumuna katki
saglayan temel siki baglant1 yapilarindandir ve yapilan preklinik caligmalarda postnatal
donemdeki canlilifin devamlilig1 icin 6nem arz etmektedir (Nitta ve digerleri, 2003).
Claudin-5 ekspresyonunda rol alan farkli yolaklar bulunmaktadir (Greene ve digerleri,
2019). Bu yolaklardan biri olan Wnt/Beta Katenin sinyal yolagi {lizerinden deneysel
Alzheimer modelinde yapilan bir ¢alismada AB norotoksisitesinin etkilerini diizenlendigi de

gosterilmistir (Wang ve digerleri, 2022)

Serebral kortikal damarlarda Claudin-5 gibi siki baglanti yapilari, hiicre adhezyon
molekiilleri sayesinde Zonula Occludens proteinleri ile hiicre iskeletine baglantilarini saglar
(Miyoshi ve Takai, 2008; Watson ve digerleri, 1991). Bu baglanti, ZO-1’in hiicre iskeleti
yapisindaki aktin proteini ile baglanmasi ile siki baglanti yapilarinin organizasyonu ve
stabilizasyonunu da saglamis olur (Dithmer ve digerleri, 2024). Alzheimer hastalig1 gibi
noroinflamatuar ~ durumlarda, proinflamatuar yolaklarin aktivasyonu ile ZO-1
ekspresyonunda azalma ve buna bagli olarak da kan beyin bariyeri yapisinda bozulma

meydana gelir (Wan ve digerleri, 2015).

2.2.3. Kan beyin bariyeri ve Alzheimer hastahgi

Alzheimer hastaliginda norodejeneratif siireg, amiloid beta 1-42 proteini ile serebral
kortekste tetiklenmektedir. Beyinde interstisyel sivida amiloid birikiminin yaninda, amiloid
beta metabolizmasinda, hem kan beyin bariyerindeki antagonist reseptér mekanizmasinda,
hem de enzimatik degradasyonda amiloid beta birikimi yoniindeki degisim, amiloid betanin
uzaklastirmasini zorlastirmaktadir (Deane ve digerleri, 2009). Kan beyin bariyerinde LRP-
1 ve RAGE reseptorlerinin antagonist mekanizmasi, beyin ve kandaki amiloid beta gegisini
diizenler. Bu diizenlemenin Alzheimer hastaliginda LRP-1 ekspresyonunda azalma ve
RAGE ekspresyonumda artma yoniinde degisimi, amiloid betanin kan ve beyin parankimi
arasindaki gecisinde, kandan beyne ge¢isin artmasi yoniinde degisir (Bell ve digerleri, 2009;
Deane ve digerleri, 2004). Amiloid betanin beyin parankimine gegiginde rol oynayan RAGE
ile etkilesiminin norotoksik etkisi, ndronlari, mikroglialar1 ve wvaskiiler yapilari
etkilemektedir (Yan ve digerleri, 1996). RAGE ve Amiloid beta etkilesimi ile ilgili yapilan

caligmalarda, Amiloid beta ve RAGE etkilesimi sonucunda hiicre i¢i kalsiyum miktarlarinda
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artma, bu artisa bagli ZO-1 gibi siki baglanti1 yapilarinda bozulma oldugu ve kanda bulunan
fibrin gibi yapilarin, bozulan kan beyin bariyerinin sonucunda beyin parankiminde biriktigi
gosterilmistir. Bu yapilardan fibrinin, amiloid beta ile etkilesime girerek norotoksik siireci
tetikledigi de bulgular arasindadir (Wang ve digerleri, 2023; Kook ve digerleri, 2012). Noro
inflamatuar siirecte astrositler ve mikroglialar gibi glial hiicreler yapisal degisiklige ugrar.
Kan beyin bariyerinin devamliliginda gorevli astrositler, inflamatuar siirecte fizyolojik
fonksiyonlarini kaybeder ve amiloid plaklar ile etkilesimde bulunurlar. Bu etkilesim, immiin
histokimyasal ¢alismalarda GFAP immiin reaktivitesindeki artis ile gosterilebilir. (Nagele ve
digerleri, 2004). Kan beyin bariyerinde interendotelyal alanda bulunan Claudin-5 yapisinin
da bu noro inflamatuar siiregten etkilenerek farkli kortikal alanlarda azaldigi yapilan bir

caligmada gosterilmistir (Yamazaki ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.4. Alzheimer hastaliginda kan beyin bariyerinin degisimi (Sousa ve digerleri, 2023)

2.3. Taurin

2.3.1. Taurinin genel ozellikleri

Taurin, 2 aminoetanolsiilfonik asit olarak bilinen bir beta aminoasittir. Viicutta belirli
dokularda sentezlenmesine ragmen diyet ile alimi belirli sistemlerin fizyolojik
fonksiyonlarini gergeklestirmesi i¢in gerekmektedir. Taurin; et ve siit tirlinleri, kabuklu deniz

iirinleri gibi besinlerden alinabilir. Buna ek olarak viicutta sentezlenebilen Taurin
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aminoasidi, karaciger, beyin, retina ve kas dokusu gibi dokularda sik miktarda bulunur.
Viicutta temel metabolizmasi1 karaciger tarafindan sistein ve metionin aminoasitlerinin
girdigi kimyasal reaksiyonlar sonucunda saglanir; aminoasitlerden sisteinin sistein
deoksigenaz ile girdigi reaksiyonlardan, metioninin ise transsiilfiirasyon ile sisteine
doniismesinden bu kimyasal reaksiyonlar baglar. Sistein deoksigenaz ile sistein siilfinat;
sistein siilfinatin sistein stilfinat dekarboksilaz ile hipotaurine, ardindan taurine doniismesi
ile karacigerde sentezi gergeklesir. Sentezlenen ve diyet ile alinan taurinin ozmoregiilatuar,
anti inflamatuar, enerji metabolizmasinda diizenleyici etkisi bulunmaktadir. Bunun yani sira
sekonder safra asitlerinin olugmasinda substratin saglanmasi da taurinin sentezi ile iligkidir.

(Huxtable, 1992; Ripps ve Shen, 2012; Schaffer ve Kim, 2018).

Santral sinir sisteminde Taurin, astrositler tarafindan metabolize edilmektedir. Beyinde bu
Taurin sentezinde gorevli ii¢ yolak oldugu literatiirde yer almaktadir. ilk yolak sisteinin
sistein dekarboksilaz tarafindan sisitein siilfinata, ardindan sistein siilfinat dekarboksilazin
hipotaurine doniismesi ile karacigerdeki enzimatik reaksiyonlarla benzerlik gésterir. ikinci
yolak ekstraseliiler ortamdan metioninin astrositlerde hiicre igerisine alinarak
transsiilfiirasyon reaksiyonlarindan gecerek ilk yolagi takip etmesiyle devam eder. Ugiincii
yolak ise Ko enzim-A’nin sisteine doniigerek 2 aminoetanoldioksigenaz ile hipotaurine
dontismesi ile gergeklesir. Bu yolaklar dogrultusunda aciga ¢ikan hipotaurin, astrositler
tarafinda noronlara saglanir ve taurine doniistiiriiliir. Ek olarak olusan Taurin de reseptoriine
baglanarak post sinaptik hiicreye saglanir. Taurinin néronlarda GABA(A) reseptorleri
iizerinden norotoksik etkiyi inhibe ettigine yonelik ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir
(Louzada ve digerleri,2004, Ramirez-Guerrero ve digerleri, 2022). Korteks ve
hipokampiiste, astrosit ve kan damarlarinda TauT2 reseptorii ile hiicre icerisine alinir (Pow

ve digerleri, 2002). (Beetsch ve Olson, 1998)

Taurin aminoasidinin santral sinir sisteminde kan beyin bariyerinden ge¢isi, tasiyici
mekanizmalarla saglanmaktadir. Bu mekanizmada rol oynayan TauT tasiyicisinin
serebellum ve hipokampiis gibi alanlarda izoformlarinin bulundugu, bu alanlarda Purkinje
liflerinde ve astrositlerde lokalize oldugu ve hipokampiisteki TauT2 reseptoriiniin ayni
zamanda kan damarlarinda bulundugu da literatiirde yer almaktadir (Pow ve digerleri, 2002).
(Beetsch ve Olson, 1998). Kan beyin bariyerinden gecisinde taurin tastyicist hem luminal
hem de abluminal yiizeyden Na ve Cl bagimli tasima yoluyla taurini beyin parankimine

almaktadir. (Tamai ve digerleri, 1994)



17

2.3.2. Taurin ve kan beyin bariyeri

Santral sinir sisteminde kan beyin bariyeri, astrositler, perisitler ve endotel hiicrelerinden
olusan metabolik bir bariyer yapisidir ve beynin kandan gelen toksinlere ve patojenlere karsi
korunmasi i¢in yasamsal bir role sahiptir. Taurinin farkli deney modellerinde, in vitro ve in
vivo ortamda, kan beyin bariyerini olusturan hiicre gruplarma etkisi ile ilgili ¢aligmalar
sinirli sayida bulunmaktadir. Yash kadinlarda yapilan egzersiz ve taurinin kombine tedavisi
ile bilissel fonksiyonlarda diizelme goriilmekle birlikte periferal kan beyin bariyeri
parametrelerinin bir kisminda taurin takviyesi etkili olmustur (Chupel ve digerleri, 2018).
Kan beyin bariyerinin olugsmasinda rol oynayan astrositlere taurinin etkisi ile ilgili yapilan
caligmalar ele alindiginda, C57BI farelerde alkol tiiketimine bagli kan beyin bariyerindeki
bozulma ve GFAP seviyelerindeki artisin taurin bazli enerji igecegi ile azaltildig1 (Takechi
ve digerleri, 2022), isv streptozotosin ile olusturulan diyabet modelinde taurinin artan GFAP
seviyelerini normale getirdigi(Zeng ve digerleri, 2009) ve deneysel isv streptozotosin ile
olusturulan Alzheimer modelinde hipokampiiste artmig GFAP seviyelerinde taurin takviyesi
ile belirli alanlarda kontrole yaklagma goriilmiistiir (Huf ve digerleri, 2024). Taurinin
perisitler lizerindeki etkileri, in vitro ortamda retinal mikrovaskiiler perisitler ilizerinde
incelenmistir ve anti-apoptotik etkileri gosterilmekle birlikte perisitlerde antioksidan etkileri
belirlenememistir (Zeng ve digerleri, 2014; Kim, 2004). Perisitlerde endotel ile etkilesimde
rol oynayan PDGFR- ve taurinin iligkisi kapsaminda bir calisma bulunmamaktadir.
Taurinin sik1 baglant1 yapilar1 ZO-1 ve Claudin-5 proteinleri ve AB proteininin taginmasinda
gorevli olan RAGE reseptorii lizerindeki etkisinin deneysel Alzheimer modellerinde

incelendigi bir ¢alisma literatiirde yer almamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Prosediirii

Calismamizda 250-300 gram erkek Wistar albino si¢anlar kullanildi. Deney hayvanlari
kullanimu ile ilgili Etik Kurul Onay1 G.U.ET 23.043 numarali karar ile alind1. Tez ¢alismasi
Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TYL-2023-
8731 numarasi ile desteklendi. Deney hayvanlar1 Gazi Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezi’'nden temin edildi; 23 +1 °C’de, %60-70 nemli ortamda, aydinlik-
karanlik dongiisii 12:12 saat olacak sekilde, ad libitum beslenme ile standart sigan kafesinde
tutuldu. Stereotaksik cerrahi dncesinde deney hayvanlar1 10 giin aklimatizasyonda birakildi.
Her deney grubunda n sayist 7 olarak belirlendi. Deney gruplarina ek olarak,
intraserebroventrikiiler  enjeksiyonun lateral ventrikiillere basarili  bir  sekilde
gerceklestiginin belirlenmesi ig¢in 2 6n deneme hayvani kullanildi. Tiim deney hayvanlarinin
beden agirliklart haftalik takip edildi. Saglik durumlari takip edilerek gerekli durumlarda
deney hayvanlar1 calisma dis1 birakildi. Deney siiresinde Kontrol grubundan 1 deney
hayvani, Taurin grubundan 1 deney hayvani ve Amiloid beta 1-42 grubundan 1 deney
hayvani, hayvanlarin saglik durumlarindaki bozulma nedeniyle calisma dis1 birakildi.
Amiloid beta 1-42+Taurin grubundan 1 hayvan, deney prosediiri tamamlanmadan
kaybedildi. Deney gruplarinin hayvan sayilarinin belirlenmesinde hayvan deneyi etik ilkeler

ve 3R prensibi esas alindi. Deney gruplar1 asagidaki gibi belirlendi.
Deney Gruplar::

1. Kontrol Grubu(n=7): Bilateral ISV 10 uL PBS (pH=7.4) enjeksiyonu ve gavaj ile 1
mL igme suyu

2. Taurin Grubu(n=7): Bilateral ISV 10 uL PBS (pH=7.4) enjeksiyonu ve gavaj ile 300
mg/kg Taurin

3. Amiloid Beta 1-42 Grubu(n=7): Bilateral ISV 10 ug/uL AB 1-42 enjeksiyonu ve
gavaj ile 1 mL i¢me suyu

4. Amiloid Beta 1-42+ Taurin Grubu(n=7): Bilateral ISV 10 ug/uL AB 1-42

enjeksiyonu ve gavaj ile 300 mg/kg Taurin
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0.Gan: stereotaksik cerrahi uygulamasi 24-28.GUn:Morris Su Tanki Testi
-Kontrol ve Taurin Gruplar:: isv PBS(10 uL) -Uzaysal 6grenme ve bellek

-AR 1-42 ve AR 1-42+Taurin Gruplar:: isv AR 1-42(10 ug/uL)

29.Gun:sakrifikasyon ve Molekuler Calismalar

-Western Blot Yéntemi ile kortikal
GFAP,PDGFR-[3,Z0-1 VE Claudin-5
Seviyelerinin Degerlendirilmesi
-immunchistokimya ile RAGE immiin
Boyanmasinin Degerlendirilmesi

\ J
Y

1-28.GUNn:Gavaj Uygulamasi

-Kontral ve AR 1-42:i¢me Suyu(1 mL)
-Taurin ve AR 1-42+Taurin: 300 mg/kg(1 mL'de ¢dzdUrtlmustar.)

Sekil 3.1. Deney takvimi

3.2. Stereotaksik Cerrahi Uygulamasi

Stereotaksik cerrahi uygulamasi, hedeflenen maddenin beyin igerisindeki belirli bir yapiya
enjeksiyon yolu ile verilmesini amaclayan deneysel bir yontemdir ve ndrodejeneratif
hastaliklarin modellemesinde sik¢a kullanilmaktadir. Deneysel Alzheimer modelinin
olusturulmasinda intraserebroventrikiiler(isv) veya intrahipokampal amiloid beta 1-42
enjeksiyonu literatiirde yer alan yontemler arasindadir (Kayabasi ve digerleri, 2023;

Karakelle ve digerleri, 2023).

Calismamizda norodejeneratif siirecin tetiklenmesi icin AB 1-42 ve AB 1-42+Taurin
gruplarina stereotaksik cerrahi ile Paxinos atlasinda belirtilen koordinatlara gore lateral
ventrikiillere bilateral olacak sekilde 10 ug/uL AB enjeksiyonu yapildi (Paxinos ve
Watson,2007) Kontrol ve Taurin gruplarin aynit miktarda 10uL. PBS (pH:7.4) enjeksiyonu
yapildi. PBS soliisyonu 100 mL’de PBS tabletin ¢ozdiiriilmesi ile hazirlandi ve cerrahi
oncesi pH degerlerinin 7.4 £+ 0.5 olmasina dikkat edildi. Amiloid beta 1-42 proteini, PBS
soliisyonunda 0,1 mg AB 1-42 i¢cin 100 uL PBS ile ¢ozdiiriildii ve 37 santigrat derecede

ayarlanmis etiivde 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Bu sekilde oligomerizasyonun
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saglandig: literatiirde yer almaktadir (Kayabasi ve digerleri, 2023; Karakelle ve digerleri,
2021). Stereotaksik cerrahi dncesi yapilan 6n ¢alismada metilen mavisi ile lateral ventrikiile

enjeksiyonun yapildigi teyit edildi.

B
By
. o »

A
E
Resim 3.1. Sigan beyninde Lateral Ventrikiiliin tespit edilmesi (A: Calismamizda metilen
mavisi ile tespit edilen lateral ventrikiiliin goriintiisii)

Sekil 3.2. Sican beyninde Lateral Ventrikiiliin tespit edilmesi (B:Paxinos Atlasi’nda(2007)
Lateral Ventrikiiliin GOriintiisii)

Cerrahi Oncesi tiim gruplar 10 giinliik bir aklimatizasyon siirecinden ge¢mis ve cerrahi giinii
tim deney gruplar1 45 mg/kg Ketamin hidrokloriir ile 5 mg/kg Ksilazin hidrokloriir ile
anesteziye alindi. Anestezi sonrasinda tiim deney gruplarinin kafa derileri acikta kalacak
sekilde tiiyleri tirag edildi. Deney hayvanlar1 anestezi altindayken stereotaksik cerrahi
aparatina On dislerinden ve ¢ene ekleminden sabitlendi. Kulak zarinin harabiyeti, deney
hayvanlarinda otit gelistirme riski ve kilo kaybinin 6nlenmesi bakimindan dikkate alinarak
sabitleme islemi ¢ene ekleminin altindan yapildi. (Barahona ve digerleri, 2020) Sabitleme

sonrasi bistliri yardimu ile kafa derisine sagittal insizyon yapildi. Kafa derisinde insizyona
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bagli kanama kontrol altina alinarak ekartor ile fasyaya ulasildi. Fasyal yapi, kurutma
makinesi ile kurutularak kafatasi kemiklerinde Bregma ve Lambda yapilarinin goriilmesi
amaclandi. Stereotaksik koordinatlar Paxinos atlasina gore belirlendi ve bu koordinatlardan
yola ¢ikarak Bregma noktasi baslangi¢ kabul edildi. Baslangi¢ noktasi esas alinarak lateral
ventrikiillerin koordinatlar1 AP:- 0.8 mm, ML:1.5 mm ve DV:-3.8 mm olarak belirlendi.
Belirlenen koordinatlara gore cerrahi matkap ile kafatasi kemiklerinden beyin dokusuna,
dokuya harabiyet vermeyecek sekilde ulasildi. Beyin dokuya ulasildiktan sonra Kontrol ve
Taurin gruplarina her ventrikiile 5 uL, toplamda 10 uL PBS (7.4); AB 1-42 ve AB 1-42+Taurin
gruplarina AR 1-42 oligomerleri, her ventrikiile 5 uL, toplamda 10 uL olacak sekilde bilateral
olarak verildi. Enjeksiyonlar, Hamilton enjektorii ile her ventrikiil icin 5 dakika siire ile
uygulandi. Enjeksiyon bitiminde, verilen maddenin emilmesi i¢in 5 dakika beklendi ve 5
dakika bitiminde yavasca cikartildi. Cikartma siiresi 5 dakika olarak gergeklestirildi.

Enjektoriin ¢ikartilmasi ile sagittal diizlemde dikis atildi ve batikon ile alanin temiz kalmasi

saglandi. Post operatif donemde deney hayvanlarinin vital bulgulari takip edildi. (Fornari ve

digerleri, 2012)

Resim 3.2. Stereotaksik cerrahi uygulamasit (A: Cerrahide Kullanilan Malzemeler,
B: Stereotaksik Cerrahi Islemi, C: Cerrahi Sonrast Sivi Emilimi icin
Beklenmesi)
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Resim 3.3. Gavaj ile taurin uygulamasi (A: Gavaj Uygulamasi, B: B Grubu Taurinlerinin
Hazirlanmasina Ornek)

3.3. Taurin Uygulamasi

Taurin, 2-aminoetansiilfonik asit olarak da bilinen bir beta aminoasittir. Taurin takviyesinin
saglikli hayvanlarda ve norodejeneratif modellerde farkli etkilerinin bulundugu literatiirde
yer almaktadir. Calismamizda 300 mg/kg Taurin takviyesi Taurin ve AB 1-42+Taurin
gruplarina gavaj yolu ile verildi. Taurin aminoasidi, 1 mL i¢gme suyunda, 37 derecede kuru
blok 1siticida ¢ozdiiriildii. Kontrol ve AB 1-42 gruplarina, gavaj uygulamasinin yaratacagi
stresten kaynakli farklilik olmamasi i¢cin 1 mL igme suyu uygulandi. (Zhang ve digerleri,
2017; Yildirim ve digerleri, 2023). Gavaj uygulamasi i¢in, siganlara uygun olan 18 G gavaj
kullanildi. Gavaj uygulamasit 28 giin boyunca sabah 08.30-09.30 saatleri arasinda
gergeklestirildi.

3.4. Morris Su Tanki Testi (MST)

Morris Su Tanki Testi (MST), kemirgenlerde uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde kullanilan bir davranis testidir (Morris, 1981). Alzheimer modeli gibi
deney modellerinin yansira, farkli hayvan modellerinin 6grenme ve bellek
fonksiyonlarindaki degisimin incelenmesi i¢in de kullanilabilmektedir. (Bromley-Brits ve
digerleri, 2011). Calismamizda, deney gruplariin wuzaysal O6grenme ve bellek
fonksiyonlarindaki degisimin incelenmesi amaci ile, deney takviminin 24-28.glinleri

arasinda uygulandi. MST, 150 cm ¢apinda, 65 cm yiiksekliginde bir havuz diizenegini
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icermektedir ve havuzun 1 ila 1,5 cm derininde bir platform yer almaktadir. Havuzda kuzey,
dogu, bat1 ve giiney koseleri olmak lizere toplamda 4 kdoseye; kuzeydogu, kuzeybati,
giineydogu ve glineybat1 olmak {izere toplamda 4 kadrana ayrildi. Kuzeydogu kadraninda
havuzun su yiiksekliginden 1,5 cm altinda gizlenmis bir platform yerlestirildi. Suyun
sicakligi 25 +2 dereceye ayarlandi. Deney hayvani olarak Wistar albino sigan kullanildigi
icin havuzun igerisindeki su, siyah gida boyasi ile boyandi. Deney alani 4 tarafi siyah
perdeler ile kapatilarak deney hayvaninin dis ortamdan gorsel uyar1 almasi engellendi.
Perdelerin lizerinde gorsel ipuglari, uzaysal 6grenme icin yerlestirildi. Deney 6ncesinde tiim
deney gruplarindaki sicanlar aklimatizasyon i¢in yarim saat deney alaninda bekletildi. Deney
baslangici i¢in ortam aydinlatmasi ayarlandi ve siganlar, sirastyla asagidaki gibi su tankina

birakaldi:

Cizelge 3.1. Morris su tanki testinde test gilinleri deney hayvanlarinin farkli kdselerden
birakilma sirasi

1.Deneme 2.Deneme 3.Deneme 4.Deneme
1.Giin Giliney Bati Kuzey Dogu
2.Giin Bati Kuzey Dogu Giliney
3.Giin Kuzey Dogu Giliney Bati
4.Giin Dogu Giliney Bati Kuzey

Sicanlarin, birakildiklar1 her kadranda 60 saniye yiizerek platformu bulmalarina izin verildi.
Platformu bulan siganlarin, 15 saniye boyunca platformu ve etraftaki gorsel ipuglarim
kesfetmesi i¢in zaman tanindi; platformu bulamayan si¢anlarin ise, platforma yerlestirilerek
15 saniye boyunca etrafi incelemelerine izin verildi. 15 saniye sonunda sicanlar, deney
alanindan uzaklastirilarak sonraki denemeleri i¢in 15 dakika beklendi. Testin besinci
giiniinde platform kaldirildi ve sigcanlarin, platforma en uzak kadran olan giineybati
kadranindan birakilarak, platformun bulundugu kadrana giris ¢ikislar1 60 saniye boyunca
kaydedildi. Morris Su Tanki testi, uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarindaki degisimin
Ol¢iilmesinde kullanild1 ve testin parametreleri olan kagis latanslar1 (60 saniye igerisinde
gizlenen platformu bulma siiresi) ve probe testte hedef kadrana (kuzeydogu kismi) giris ¢ikis

zamanit ANYMaze 7.1(Stoelting) yazilimi ile degerlendirildi.
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Resim 3.4. Morris su tanki testi deney siiresince farkli hayvanlarin kayitlari

3.5. Western Blot Yontemi

3.5.1. Western Blot dncesi total protein degerlendirmesi

Western Blot analizi dncesinde total protein analizi ile numunelerin protein havuzunun
belirlenmesi amaglandi. (Meftahi ve digerleri, 2021). Bu kapsamda Bikinkoninik Asit
(BCA) Protein Tayini yontemi kullanild1. -80 derecede saklanan beyin dokulari, hassas terazi
iizerinde 20 miligram olacak sekilde tartildi. Tartilan dokular 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiiplere alind1 ve kuru buz igerisindeyken tizerlerine RIPA Lysis Buffer (24948,Santa Cruz,
Birlesik Devletler ) eklendi.

Cizelge 3.2. RIPA Lysis Buffer hazirlama yontemi

Kullanilan Malzeme Hazirlanma Miktari
1X RIPA Lizis Buffer 9000 ul
PMSF Soliisyonu 90 pl
Sodyum Ortovanadat 90 pl
Proteaz Inhibitér Kokteyl Soliisyonu 90 ul

RIPA Lysis Buffer eklenen dokularin, 10-15 saniye boyunca sonikatdr (Sonics VCX 130,
Birlesik Devletler) ile homojenizasyonu yapildi. Homojenize olan dokular, -20 derin
dondurucu (Argelik, Tiirkiye) icerisinde 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasi homojenizatlar, +4 derecede 5 dakika boyunca Sogutmali Santrifiijde (Hettich,
Almanya) 15000 G’de santrifiij edildi. Santrifiij edilen homojenizatlarin siipernatant kismi
mikrosantrifiij tiiplere pipetaj ile konarak saklandi. Lizatlarin protein tayini dncesinde BCA
Protein Tayini Kiti (ThermoFischer/ 23225) icerisindeki Working Soliisyon hazirlandi.

Working soliisyonun ardindan total protein 6l¢limiinde baz alinacak standartlar hazirlandi.
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Cizelge 3.3. BCA protein tayini i¢in working sollisyonun hazirlanmasi

Kullanilan Malzeme Hazirlanma Miktar1
Reagent A 27,5 mL
Reagent B 0,55 mL

Cizelge 3.4. BCA protein tayini standart hazirlig

Diliient Madde Hacmi BSA Kaynagi1 ve Hacmi BSA
(PBS) Konsantrasyonu(ug/uL)

Standart A 0 90 uL Stok Soliisyonu 2,000
Standart B 37,5ul 112,5 uL Stok Soliisyonu 1,500
Standart C 97,5 ul 97,5 uL Stok Soliisyonu 1,000
Standart D 52,5ul 52,5 uL B Soliisyonu 750
Standart E 97,5 ulL 97,5 uL C Soliisyonu 500
Standart F 97,5 ulL 97,5 uL E Soliisyonu 250
Standart G 97,5 ulL 97,5 uL F soliisyonu 125
Standart H 120 uL 30 uL G Soliisyonu 25
Standart I 120 uL 0 0=Blank

Standartlar hazirlandi ve microplate (655101, Greiner Bio-one, Avusturya) tizerine once ilk
stitunlar blank olacak sekilde ikinci satirdan itibaren ilk ii¢ siituna pipetleme ile sirasiyla
yerlestirildi. Ardindan 25 uL numuneler pipetlendi (S7100-1100, StarLab, Birlesik Krallik)
ve tizerlerine 200 mikrolitre Working soliisyon, ¢ok kanalli pipet (705910, TransferPette,
Almanya) ile pipetlendi. Microplate’in iizeri 151k almamasi igin ortiildii ve 30 dakika 37
derecede inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometre cihazinda
(SpectroStar Nano BMG Labtech, Almanya) 562 nm ile absorbans degerleri hesaplandi. Bu
hesaplamalardan protein konsantrasyonu belirlendi. Bu degerlendirme sonucu her numune

icin 20 mikrogram protein yliklenecegi tespit edildi.

3.5.2.Western Blot Yontemi

Western blot yontemi, beyin dokusunda kan beyin bariyeri parametrelerindeki degisimin
degerlendirilmesi amaciyla kullanildi. Deney o6ncesinde total protein tayini i¢cin BCA
yontemi kullanilarak 20 mikrogram protein miktarina gére numunelerin yiiklenme hacimleri
hesaplandi. Jel kabininde %12’lik SDS-Poliakrilamid jelin ilk olarak Resolivng jel kismi
hazirland1 ve jelin sertlesmesi icin lizeri distile su ile kapatildi. Jel yapisini olusturan yapilar

asagida verildi.
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Cizelge 3.5. Resolving jel hazirlanmasi i¢in gerekli malzemeler

Kullanilan Malzeme (Eklenme Sirasina Gore) Eklenme Hacmi (ul)
Distile Su 4000

Akrilamid 3300

1,5 M Tris Hidrokloriir 2500

%10 Sodyum Dodesil Siilfat 100

Ammoniyum Persiilfat 100

N, N, N’, N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) 4.5

Resolving Jelin donmasi ile lizerindeki distile su uzaklastirildi ve lizerine Stacking Jel
eklenerek jel taraklari ile kuyucuklarin olugsmasi saglandi. Stacking Jelin hazirlanmasi igin

gerekli malzemeler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Cizelge 3.6. Stacking jel hazirlanmasi i¢in gerekli malzemeler

Eklenen Malzeme (Sirasiyla) Eklenme Hacmi(uL)
Distile Su 3075
Akrilamid 670
0,5 M Tris Hidrokloriir 1250
%10 Sodyum Dodesil Siilfat 50
Ammoniyum Persiilfat 25
N, N, N’, N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) 6

SDS Poliakrilamid jel hazirlandiktan sonra numuneler -80 derin dondurucudan ¢ikartildi.
Ormnekler SDS Polilakrilamid Jele yiiklenmeden &nce Sample Buffer hazirland.
Mikrosantrifiij tiiplere hazirlanan Sample Buffer (7722S, Cell Signaling Technology,
Birlesik Devletler) pipetleme ile yiiklendi. Sample Buffer igerisindeki kimyasallar, toplam
yiikleme hacimleri baz alinarak hesaplandi. Ardindan ytlikleme hacmine uygun distile su ve
numuneler yliklendi. Numunelerin yiikleme hacimleri 30 mikrograma gore hazirlandi.
Denatiirasyonda hazirlanan orneklerin buharlasma katsayis1 géz oniinde bulundurularak
yiiklenecek protein miktarinin 1,5 kati hazirlandi. Bu hesaplama ile toplamda 15 mikrolitre
denatiirasyon Oncesi hacim olarak hesaplandi, 10 mikrolitresi jeldeki kuyucuklara

yiiklenecek hacim olarak belirlendi.

Cizelge 3.7. Sample buffer icin gereken hazirlama hacmi

Sample Buffer icin Gereken Kimyasal Hazirlama Hacmi(uL)
3X Blue Loading Buffer 270
30X Reducing Agent (1.25 M DTT) 27
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Cizelge 3.8. Denatiirasyon oncesinde numunelerin hazirlanma hacmi (C: Konsantrasyon,
BCA protein tayini ile hesaplanmaistir.)

Hazirlama Hacmi(uL)

Numune Hacmi 30:Chrrotein
Sample Buffer 5

Distile Su Hacmi 15-(5+30:Cprotein)
Toplam Hacim 15

Hazirlanan numuneler, Kuru Blok Isiticida (Eppendorf, Birlesik Devletler) 5 dakika 95
derecede denatiirasyona birakildi. Denatiirasyon sonrast numuneler ¢ikartildi, jel tanki
icerisindeki jel kuyucuklarma ¢ikartildi ve 10 mikrolitre hacimde kuyucuklara yiiklendi.
Numuneler yiiklenmeden 6nce Protein Ladder (773302, Biolegend, Birlesik Devletler) 4
mikrolitre olarak yiiklendi. Numuneler yiiklendikten sonra proteinlerin jelde yiiriitiilmesi
baslatildi. Yiirlitme islemi oncesinde Running Buffer (sc-296527, Santa Cruz, Birlesik
Devletler) hazirland1 ve jel tankina dolduruldu. Proteinler 120 dakika 100 Volt potansiyel
farkta yuriitildii.

Resim 3.5. Western blot running asamasi

Cizelge 3.9. Running buffer hazirlama miktarlar1 (*Running Buffer kat1 formdadir, 10X
hacme getirilmesi i¢in 1 L distile su eklenir. Toplamda 1 L hacimde Running

Buffer elde edilir.)
Kullanilan Malzeme Hazirlama Hacmi(mL)
Running Buffer 10X 100*
Distile Su 900

Proteinlerin yiiriitilmesinin ardindan jeller cihazdan ¢ikartildi. Cikartilan jellerin Stacking

jel kismi uzaklastirildi. Jeller, proteinlerin nitroseliiloz membrana transferi i¢in transfer
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kasetlerine yerlestirildi. Transfer kasetleri, transfer isleminin gergeklestirilmesi igin jeli
icerisinde barindiracak sekilde diizenlendi. Siyah ve beyaz ylizii olan kasetlerin igerisine, en
distan i¢e dogru siinger ve filtre kagitlar1 yerlestirildi. Beyaz kaset kisminda filtre kagidi
lizerine nitroseliiloz membran ve jel yerlestirilip kasetler kapatildi. Transfer cihazina
kasetler, beyaz kisim On tarafta olacak sekilde yerlestirildi. Yerlestirilen kasetlerin {izerine
Transfer Buffer ilave edildi ve jel tankinin igerisine buz kalib1 ve manyetik bilye eklendi.

Manyetik karistirici iizerinde soguk transfer 60 dakikada 350 miliamperde gerceklestirildi.

Cizelge 3.10. Transfer buffer hazirlama hacimleri (Toplamda 1 L transfer buffer elde edilir.)

Kullanilan Malzeme Eklenme Hacmi(mL)
Tris Glycine Buffer 10X 100
Metanol 200
Distile Su 700

Transfer isleminin ardindan transfer kaseti cihazdan ¢ikartildi. Jel uzaklastirildi, ardindan
filtre kagid1 ve siingerler ¢ikartildi. Nitroseliiloz membran Tris Buffer Saline with Tween
(TBST) (TA-999-TT, Epredia, Birlesik Devletler) ile 3 kez 7 dakika yikandi. Yikamanin
ardindan membran 90 dakika oda sicakliginda orbital calkalayicida 10 mL TBST’de
¢ozdiiriilmiis 0,3 BSA (BSA-1U, Capricorn Scientific, Almanya) ile bloklamaya birakildi.

Cizelge 3.11. Bloklama Soliisyonunun Hazirlanmas: (BSA kat1 formda tartilir, TBST de

¢Ozdiiriiliir.)
Kullanilan Malzeme Hazirlama Miktar1
Bovin Serum Albumin 0,3 gram
Tris 10 mL

Cizelge 3.12. TBST’ nin Hazirlanmasi (Toplamda 1 L hazirlanmugtir.)

Kullanilan Malzeme Hazirlama Miktari(mL)
Tris Buffer Saline With Tween(20X) 50
Distile Su 950

Bloklama igleminin ardindan membran, primer antikora +4 derecede gece boyunca orbital
calkalayicida birakildi. Primer antikorlar 10 mL TBST’de ¢ozdiiriilen 0,3 BSA igerisine
uygun diliisyonda pipetlendi. Ertesi glin membran primer antikordan uzaklastirildi ve 3 kez
7 dakika boyunca TBST ile yikandi. Yikamanin ardindan 60 dakika oda sicakliginda
sekonder antikorda inkiibe edildi. Sekonder antikorda inkiibasyon sonrasinda 3 ekz 7 dakika
membran yikandi ve goriintiilemenin yapilmast icin Gazi Universitesi Norobilim ve

Noroteknoloji Milkemmeliyet Ortak Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde iBright cihazinda
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ECL ile okutuldu. IBright cihazi, tanmimlanan protein bantlarindaki piksel yogunlugunun
toplamini1 hesaplar. Bu hesap toplam serit hacmi degerini verir ve bu deger yogunluk
cinsinde verilir. Bu degerden arka plan hacmini ¢ikartarak verdigi deger ayarlanmis toplam
serit hacmi olarak belirlenmistir. Ayarlanmis toplam serit hacminin birimi yogunluktur. Bu
yogunluklari, bantlar1 kendi icerisinde referans bant belirleyerek normalizasyon yapar.
Kontrol grubu, ¢alismamizda referans olarak kabul edildi. Western blot analizindeki
degerler, ayarlanmis toplam serit hacimlerinin degerlerinde primer antikor/beta aktin olacak

sekilde hesaplanmasiyla bulundu.

Cizelge 3.13. Primer ve sekonder antikorlarin hazirlanmasi

Primer Antikor Sekonder Antikor
BSA Miktari 0,3 gram 0,3 gram
TBST Miktar 10 mL 10 mL
Antikor Miktar1 6 uL 1 ulL

Cizelge 3.14. Antikorlarin listesi ve diliisyon oranlari

Antikor Ad1 Antikor Ozelligi Diliisyon Orant
Anti GFAP Primer Antikor 1:500-1:2000 6 uL antikor pipetlenmistir.
Anti PDGFR-f3 Primer Antikor 1:500-1:2000 6 uL antikor pipetlenmistir
Anti Claudin-5 Primer Antikor 1:500-1:2000 6 uL antikor pipetlenmistir
Anti ZO-1 Primer Antikor 1:500-1:2000 6 uL antikor pipetlenmistir
Anti Beta Aktin Yiikleme Kontrol 1:500-1:2000 6 uL antikor pipetlenmistir
Antikoru
HRP ile Konjuge Sekonder Sekonder Antikor 1:10000 1 uL antikor pipetlenmistir.
Antikor

3.6. Immiinohistokimyal Analizler

Calismada Amiloid beta 1-42 metabolizmasi ile ilgili olan RAGE’ nin ekspresyonu sag
hemisfere ait kesitlerde immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Deney hayvanlarinin
feda edilmesiyle alinan beyinlerin sag hemisferleri %10’luk ndétral formalin igerisinde 48
saat boyunca fiksasyona birakildi. Fiksasyon sonrasi beyin doku 6rnekleri doku takibine
aliarak parafin doku bloklar1 elde edildi. Beyin dokusu parafin bloklarindan, sican beyni
stereotaksik koordinatlarinin verildigi atlas (Paxinos & Watson) referans alinarak, motor
korteks ve somatosensoriyal korteksin kesit diizlemine girdigi 169. diizlemle uyumlu, 4 pm
kalinliginda sagittal kesitler mikrotom ile (HistoCore MULTICUT, Leica, Almanya)
kesilerek pozitif yiiklii lamlar iizerine alindi. Kesitler kuruma islemini takiben once bir gece
etiivde bekletildi ardindan ksilol igerisinde parafinden uzaklastirma islemi gerceklestirildi

ve preparatlar immunohistokimyasal boyama i¢in hazir hale getirildi. Deparafinizasyonun
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ardindan kesitler sirastyla %100, %96 ve %75 etil alkolden gegirilerek distile su igerisine
alindi. Rehidrate edilen beyin doku kesitleri sitrat tamponu (pH 6.0) igerisine alinarak 1s1 ile
indiiklenen antijen doniistiirme islemi uygulandi. Antijen doniistiirme asamasi sonrasinda
kesitler fosfat tamponlu salin (phosphate buffered saline, PBS) ile yikandi. Yikamanin
ardindan, %3 liik hidrojen peroksit ile etkin birakilarak doku kesitlerinin endojen peroksidaz
enzim etkinligi bloke edildi. Bu asamadan sonra PBS ile yikanan kesitler 6zgiin olmayan
antikor baglanmalarini 6nlemek i¢in UltraV Block (TA-125-UB, Thermo Scientific, Birlesik
Devletler) protein bloklama soliisyonuyla etkin birakildi. UltraV Block uzaklastirildiktan
sonra kesitler yikanmadan anti- RAGE primer antikoruyla (1:100 diliisyon, AF5309, Affinity
Biosciences, Birlesik Devletler) 1 gece boyunca +4 °C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan
PBS ile yikanan dokulara biotinli sekonder antikor (TP-125-BN, Thermo Scientific, Birlesik
Devletler) uygulandi. Sekonder antikorla inkiibasyondan sonra PBS ile yikanan kesitler
streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (TS-125-HR, Thermo Scientific, Birlesik
Devletler) etkin birakildi. Streptavidin peroksidaz enzim kompleksi uzaklagtirildiktan sonra
PBS ile yikanan kesitler, gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya c¢ikmasi igin
diaminobenzidin (DAB) kromojen-substrat kompleksinde (TA-125-HDX, Thermo
Scientific, Birlesik Devletler) bekletildi. Zemin boyas: olarak Mayer’in hematoksileni
kullanildi. Prosediiriin tamamlanmasinin ardindan azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler

20 dakika ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildi (Ramos ve digerleri, 2005).

Immiinohistokimyasal analiz igin hazirlanan tiim kesitler Leica DM 4000B (Almanya)
bilgisayar destekli 151k mikroskobunda degerlendirildi ve Leica LAS V4.12 programi
kullanilarak kesitlere ait goriintiiler elde edildi. Immiinopozitif boyanma yogunlugunu
degerlendirmek iizere motor ve somatosensoriyal korteks alanlarin her birinde V. tabaka
(i¢ piramidal hiicre tabakasi), 400% biiyiiltmede, ¢akisma gdstermeyen ardisik 5 alan halinde
goriintiilendi. Elde edilen mikrograflarda RAGE immiinopozitif boyanma yogunlugu, H-
Skor= X P; (1 + 1) formiiliine gore hesaplanan H-skor degeriyle belirlendi (Bacus ve
digerleri,1988) Bunun i¢in alinan goriintiilerde, ImageJ programi (1.54g, National Institutes
of Health) kullanilarak % 0-100 arasinda degisen yiiksek pozitif, pozitif, diisiik pozitif ve
negatif boyanma oranlar1 belirlendi (Schneider ve digerleri,2012). Bu boyanma oranlari, “i”
degerinin karsiligi olan ve yiiksek pozitif boyanma i¢in 3, pozitif boyanma icin 2, diisiik
pozitif boyanma icin 1 ve negatif boyanma i¢in 0 puan verilerek boyanma yogunluklarmin
agirliklandirildigir H-Skor = X P; (i + 1) formiilasyonunda kullanilarak sonu¢ H-skorlar elde
edildi. Elde edilen bu skorlar gruplar arasinda karsilastirildi.
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3.7. Kullanilan Kimyasallar ve Tasinmaz Aletlerin Listesi

3.7.1. Sarf malzemeleri
Sarf Malzemesi
Amiloid Beta 1-42 Proteini
Metilen Mavisi
Fosfat Tampon Salin(PBS)

Dermosept Batikonal %10 Antiseptik
Cozelti
29G Hamilton Enjektorii

6.0 Cerrahi Dikis Ipi

18G Sican Gavaji

Taurine

Ketamin Hidrokloriir
Ksilazin Hidrokloriir
Mikrosantrifiij Tip(1.5 mL)
Mikrosantrifiij Tiip(100 uL)
Otomatik Pipet 100-1000 uL
Otomatik Pipet 10-100 uLL

Otomatik Pipet 1-10 uLL

Marka/Katalog No.

Sigma Aldrich/A9810

Bioshop/PBS404.100

Dermosept

Hamilton/701 SN

CAPROSYN/SC-5688-G

BioShopTAU303.1

Keta Control

SantaVet Sanalazin

Microcult/232110

StarLab/S7100-0510

StarLab/ S7100-1100

StarLab/S7110-1000



Cok Kanalli Otomatik Pipet

Bikinkoninik Asit Protein Tayin Kiti

RIPA Lysis Buffer

Microplate

AKkrilamid

Tris Base

Sodyum Dodesil Siilfat

Amonyum Persiilfat

Tetrametilendiamin

Sample Buffer

Protein Ladder

Tris Glisin SDS Running Buffer 10X

Tris Glisin Transfer Buffer 10X

Metanol

Nitroseliiloz Membran

Bovin Serum Albumin

Tris Buffer Saline with Tween 20X

GFAP Polyclonal Antibody
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TransferPette/705910

Thermo/ 23225

Santa Cruz/24948

Greiner Bio-one/655101

SERVA/10680

BiosShop/TRS001.1

SERVA/20765

SERVA/13376.02

SERVA/ 35925.01

Cell Signaling Technology/ 77228

Biolegend/ 773302

Santa Cruz/ sc-296527

ThermoFischer/28363

ISOLAB/ 947.046.2500

Ammersham Protran/10600003

Capricorn Scientific/BSA-1U

EPREDIA/TA-999-TT

Aftinity BioScience/ DF6040
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PDGFR-} Polyclonal Antibody

Claudin-5 Polyclonal Antibody

Z.0-1 Polyclonal Antibody

RAGE Polyclonal Antibody

Beta Aktin Polyclonal Antibody

HRP ile Konjuge Sekonder Antikor

ECL Western Blot Substrati

Formaldehit

Mikrotom Bicagi

Absolute Ethanol

Ksilen

Teksoll

Parafin

Sitrat Buffer

%30’luk Hidrojen Peroksit

Pap Pen

UltraV Block

Biotinli Sekonder Antikor

Affinity BioScience/ AF6133

Origene Technologies Inc / TA384012

Bioss/ bs-1329R

Affinity BioScience/AF5309

Bioss/bs-0061R

Advansta Inc. /R-0572-500

ThermoFischer/ 32106

IsoLab/ 923.015.2500

LEICA 819/ 14035838925

IsoLab/920.026

IsoLab/ 990.019

Tekkim/ TK.200650.05001

PatoLab/ PWax58

ThermoFischer/AP-9003-999

Merck/ 108597.2500

PatoLab/01

Thermo Scientific/ TA-125-UB

Thermo Scientific/TP-125-BN



Streptavidin Peroksidaz Kompleksi

Diaminobenzidin (DAB) Kromojen-Substrat

Kompleksi

Mayer Hematoksilen

Entellan

Pozitif Sarjhi Lam

Lam

Lamel

3.7.2. Tasinmazlar

Kullanilan Tasinmaz
Malzemeler
Stereotaksik Cerrahi
Aparati

Stereotaksik Cerrahi
Matkabi

Hassas Terazi

Kuru Blok Isitici

Distile su Cihazi

Sogutmal Santrifiij

Cihazi

inkiibator

Marka

Stoelting

Foredom

Hettich

Eppendorf

MP MINIpure

Hettich

Niuve EC 160
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Thermo Scientific/TS-125-HR

Thermo Scientific/TA-125-HDX

HST-HEM

Merck/107961.0100

Microcult/216110

Isotherm/CLR00000001

Isotherm/CLML002424

Bulundugu Birim/Anabilim
Dah

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Fizyoloji Anabilim Dali
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Sonikator

Mini Santrifiij Cihazi

Spektrofotometre

Biorad Mini-PROTEAN

Tetra Cell, Mini Trans-
Blot Module, and
PowerPac Basic Power
Orbital Calkalayici

+4 Buzdolabi

-20 Derin Dondurucu
-80 Derin Dondurucu
Morris Su Tanki Deney
Diizenegi

Sivi Azot Tanki

DokuNumunesi

Hazirlama Cihazi

Parafin Tanki

Mikrodalga

Sonics VCX 130

Dizge Analitik

SpectroStar Nano

BMG Labtech
BioRad

D- Lab

Argelik

Arcelik

Sanyo

International
cryogenics Inc.

Leica

Leica EG1120

Argelik MD 574

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi T1ip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali

Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali



Bilgisayar Destekli Isik
Mikroskobu

Mikrotom Cihazi

iBright Kemiliiminesans

Goriintiileme Cihazi

Bilgisayar Destekli
ANYMaze Goriintiileme
Sistemi 7.1

3.8. istatistiksel Analiz

Leica DM 4000

Leica RM2245

ThermoFischer

Stoelting
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Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali

Gazi Universitesi T1ip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali

Gazi Universitesi Norobilim Ve
Noroteknoloji Miikemmeliyet
Ortak Uygulama Ve Aragtirma
Merkezi

Gazi Universitesi Norobilim Ve
Noroteknoloji Mitkemmeliyet
Ortak Uygulama Ve Aragtirma
Merkezi

Calismanin istatistiksel verileri Ortalama+/- Standart hata olarak verilmistir. Veri sayilar

g6z oniinde bulundurularak Morris Su Tanki testinde Kruskal Wallis ve Friedmann analizi,

post hoc test olarak Dwass Steel Critchlow-Fligner analizi ile Durbin Conover Analizi;

molekiiler ¢alismalarda Kruskal Wallis ve ikili karsilastirmalarda Mann Whitney U testi

kullanilds. Istatistiksel analizler Jamovi 2.5.6. programu ile yapildi. p<0.05 anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlar1 Beden Agirhiklarinin Bulgular:

Her deney grubundaki hayvanin ortalama beden agirliklar1 baslangi¢ beden agirliklarindan
itibaren birinci hafta(Kontrol Grubu: 287+3.33 ,Taurin Grubu: 265+9.86,Amiloid Beta 1-42
Grubu: 286+6.83,Amiloid Beta 1-42+Taurin Grubu: 275+12.3), ikinci hafta(Kontrol Grubu:
289+5.20,Taurin Grubu: 270+7.98, Amiloid Beta 1-42 Grubu: 297+7.51,Amiloid Beta 1-
42+Taurin Grubu: 285%13.4),l¢iincli hafta(Kontrol Grubu: 294+5.54 ,Taurin Grubu:
272+10.3 ,Amiloid Beta 1-42 Grubu: 306+8.30 ,Amiloid Beta 1-42+Taurin Grubu: 282+10.0
), dordiincii hafta (Kontrol Grubu: 284+5.13 ,Taurin Grubu: 266+10.2 ,Amiloid Beta 1-42
Grubu: 304+9.55 ,Amiloid Beta 1-42+Taurin Grubu: 282+9.43) olarak Cizelge 4.1°de

verilmistir. Tiim haftalar i¢in gruplar aras1 anlamli fark bulunmadi.

Cizelge 4.1. Gruplarin beden agirliklarindaki Degisim (Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi. Gruplar arast anlamli fark bulunmadi.)

Baslangic 7.Giin 14.Giin 21.Giin Giin 28.Giin
Ortalamasi Ortalamasi Ortalamasi Ortalamasi Ortalamasi
Kontrol 290+4.54 287+3.33 289+5.20 294+5.54 284+5.13
Grubu(n=6)
Taurin 276+10.4 265+9.86 270+7.98 2724103 266+10.2
Grubu(n=6)
Amiloid Beta 1-
42 Grubu(n=6) 284+7.74 286+6.83 297+7.51 306+8.30 304+9.55
Amiloid Beta 1-
42+Taurin 275+10.3 275+12.3 285+13.4 282+10.0 282+9.43
Grubu(n=6)
P Degeri 0.251 0.168 0.289 0.165 0.119

4.2. Morris Su Tanki Bulgular:

4.2.1. Deney gruplarinin giinlere gore kacis latanslarindaki degisim

Morris Su Tanki testinde ilk 4 giin gruplar arasi kagis latanslar1 ve 5.giin probe testte hedef
kadranda gegirilen siireler degerlendirildi (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.4). Verilerin Sharpio
Wilk testi ile normal dagilim gdstermedigi tespit edildi ve her deney giinii kagis latanslarinin
ve probe testte hedef kadranda gecirilen siirenin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi

ve Dwass Steel Critchlow-Fligner post hoc analizi uygulandi. Gruplarda ilk deney giiniinde
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Amiloid Beta 1-42 grubunun ortalama kagig latansi verileri, Amiloid Beta 1-42+Taurin
grubuna gore anlamli degisiklik gosterdi(p<0.05). Ikinci, iigiincii ve dordiincii deney

giinlerinde gruplar arast anlamli fark gézlemlenmedi. (p>0.05)

Cizelge 4.2. Morris su tanki deneyinde gruplarin giinlere gore kagis latanslarinin ortalamasi

1.Giin Kagis 2.Giin Kagis 3.Giin Kagis 4.Giin Kagis

Latanslar1 Latanslar1 Latanslar1 Latasnlari

Kontrol Grubu(n=6) 40.9+6.26 29.0+7.62 14.1£5.49 15.745.93
Taurin Grubu(n=6) 50.3+4.58 29.24+5.06 19.942.72 10.3£2.14
Amiloid Beta 1-42 36.0+4.11%* 15.242.65 12.9+2.05 11.6+2.40

Grubu(n=6)
Amiloid Beta 1- %
42+Taurin Grubu(n=6) 53.4+2.59 30.8+6.08 21.1+6.55 12.843.34
o 0.029%*
p degeri 0.020%* 0.174 0.255 0.924

* p<0.05, Kruskal Wallis ile istatistiksel analiz yapildi, post hoc testi olarak Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner testi kullanildi. Veriler ortalama+ standart hata olarak paylasildi.

Kontrol Grubu Taurin Grubu Amiloid Beta 1-42 Grubu  Amiloid Beta 1-42+Taurin Grubu

Resim 4.1. Morris su tanki gruplara gore 1s1 haritasi (Is1 haritalari 1 saniyedeki konumlarina
gore ANYMaze 7.1 programinda yapildi.)
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Kacis Latanslari

70

60
— 50
= 40
30
20
10

sn

Zaman

Gunler

s Kontrol Grubu sm=Taurin Grubu

s Amiloid Beta 1-42 Grubu Amiloid Beta 1-42+ Taurin Grubu

Sekil 4.1. Gruplarin kag1s latanslart (Giinlere gore degisimi)

T T
: i
T J. * 30 J.
: Il
1 I l
s L é E)
2 o T
B 1
10
0
Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amilod Beta 1-42 + Taurin Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42 + Taunn
Gruplar Gruplar
I 20 I
0 ]—_ J 15 J -|-
5 T 5 T
Q T S 10 T J_
v T 1
10
0 0
Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amilod Beta 1-42 + Taurin Kontrol Taunn Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42 + Taunin
Gruplar Gruplar

Sekil 4.2. Test glinlerinde ortalama kacis latanslariin karsilagtirilmasi (A: Birinci Giin, B:
Ikinci Giin, C: Ugiincii Giin, D: Dérdiincii Giin Ortalama Kag1s Latans1 Degerleri)

Her deney hayvaninin 6grenme ve bellek kapasitesinde giinlere bagl degisimi Friedmann
analizi ile degerlendirildi. Bu degerlendirme kapsaminda tiim gruplarin ilk giinden dordiincii
giine kadar kagcis latanslar1 anlamli sekilde azaldi (Kontrol grubu; p=0.006; Taurin, p<0.01;
Amiloid Beta 1-42; p=0.014; Amiloid Beta 1-42+Taurin: p=0,004). Giinler arasi

karsilastirma Durbin Conover analizi ile yapildi (Sekil 4.3). Kontrol grubunda ilk giin ve
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ikinci giin arasinda(p=0.281) ve {iclincii giin ve dordiincii giin arasinda(p=0.715) arasinda
anlamli fark bulunmazken; ikinci ve tiglincii giin arasinda anlamli fark tespit edildi(p=0.004).
Taurin grubunda ilk giin ve ikinci giin(p<0.01), ikinci giin ve {¢iincl giin(p=0.003) ve
ticlincii giin ve dordiincii giin arasinda (p<0.01) anlamli fark tespit edildi. Amiloid Beta 1-42
grubunda ilk giin ve ikinci gilin arasinda anlamli fark tespit edilirken (p=0.042)ikinci ve
ticlincii giin arasinda(p=0.132) ve {iglincii ve dordiincii giin arasinda(p=0.775) anlamli fark
tespit edilmedi. Amiloid Beta 1-42+Taurin grubunda ilk giin ve ikinci giin arasinda
(p=0.006) anlaml1 degisiklik gézlemlenirken, ikinci giin ve iiglincii glin (p=0.062) ile tiglincii

giin ve dordiincii giin arasinda (p=0.432) anlamli degisim gozlemlenmedi.

Kontrol Grubu Taurin Grubu

Ortalama Kagis Latanslan

C Amiloid Beta 1-42 D Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4.3. Deney gruplarinda giinlere gore kagis latanslarindaki degisim (A: Kontrol Grubu,
B: Taurin Grubu, C: Amiloid Beta 1-42 Grubu, D: Amiloid beta 1-42+Taurin
gruplarinin giinlere goére dagilimi verilmistir.)

4.2.2. Deney gruplarinda probe testte hedef kadranda gegirilen siire

Test glinleri sonrasinda probe test uygulandi ve her deney hayvani i¢in hedef 60 saniyede
hedef kadranda gegcirilen siire hesaplandi (Sekil 4.4). Yapilan probe testte hedef kadranda

gecirilen siireler agisindan gruplar arasi fark bulunmadi (p>0.05).
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Hedef Kadranda Gegirilen Sire

Kontrol Taurin AL 1-42 Al 1-42+Taurin

Gruplar

Sekil 4.4. Probe testi hedef kadranda gecirilen siire(p>0.05)

4.3. Western Blot Bulgular:

Western blot ile kan beyin bariyerini olusturan hiicrelerdeki parametreler degerlendirildi. Bu
kapsamda astrositlerde noroinflamatuar biyobelirte¢ olan GFAP, perisitlerde vaskiiler
stabilitenin saglanmasinda rol oynayan PDGFR-B, interendotelyal alandaki paraseliiler
gecisin diizenlenmesinde rol oynayan Claudin-5 ve Aktin hiicre iskeleti ile Claudin-5 gibi
sik1 baglant1 yapilarinin baglantisin1 saglayan ZO-1 seviyeleri kortekste degerlendirildi
(Cizelge 4.3, Sekil 4.5). Degerlendirmeler Sharpio Wilk Analizi ile normal olmayan
dagilimimn belirlenmesinin ardindan Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. Bu kapsamda
GFAP, PDGFR-f} ve Claudin-5 seviyelerinde, yapilan Kruskal Wallis testinde gruplar arasi
bir fark saptanmadi (p>0.05). Zonula Occludens 1 (ZO-1) seviyelerinde, gruplar arasi
Kruskal Wallis ile anlam ¢ikmamasi; ancak ZO-1 ekspresyon seviyelerinin 6l¢iilmesinde
kullanilan band hacmindeki azalmanin tespit edilmesi tizerine, ikili karsilagtirmalar Kontrol
ile Taurin, Kontrol ile Amiloid Beta 1-42 ve Amiloid Beta 1-42 ile Amiloid beta 1-42+Taurin
gruplar1 arasinda yapilmistir. Taurin grubunun yalnmizca kontrol grubu ile kiyaslanmasi
amaciyla var olmasi sebebiyle bu karsilagtirma yapilmistir. Bu sekilde bu grubun standart
sapmadan dolay1 Kruskal Wallis testindeki etkisinin giderilmesi amacglanmistir. ZO-1

seviyelerinde, Amiloid beta 1-42 grubunda kontrole gore anlamli azalma
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bulunurken(p<0.05) Amiloid Beta 1-42+Taurin grubunda, Amiloid Beta 1-42 grubuna gore

gozlenen artis anlamli seviyede bulunmadi. (p>0.05).

Cizelge 4.3. Western blot analizinde protein ekspresyon seviyeleri

Kontrol Taurin Al 1-42 A 1-42+Taurin p degeri
GFAP/Beta 1.04+0.227 0.841+0.123 0.867+0.113 0.897+0.107 0.926
Aktin
PDGFR-B/Beta | 0.585+0.0795 = 0.499+0.0446 0.617+£0.0941 0.587+0.0711 0.862
Aktin
Z0-1/Beta 0.739+0.0717 = 0.784+0.0780 0.513+£0.0306 0.667+0.0741 0.117
Aktin * * 0.021*
Claudin-5/Beta 1.4240.120 1.31£0.0999 1.30+0.0960 1.21+0.0605 0.536
Aktin

(Ortalama+/-Standart hata olarak verilmistir. * ZO-1 seviyelerinde Mann Whitney U testi
sonuglart)

mol Thwin AS 100 ABV-d2+Teurm

A e e A1) A8t gt B -
GFAP 'y = == v PDGFR-B
Beta AKLIN s s v Beta Aktin e — e
T : T
= ’ T 1 T
£ 1 I P g I I L IE
o ' Gruplar o r ' Gruplar
au In- ZO _1 -_*- E a— -;-
- I
- 1 :
s I I c T
Fa 3 s
(J. Gm:JI;r . - Gruplar

Sekil 4.5. Kan beyin bariyerinin olusturan hiicre gruplarmmin parametrelerinin
degerlendirilmesi (A: Gruplar arast GFAP seviyelerinin degisimi(p>0.05), B:
Gruplar aras1t PDGFR-8B seviyelerinin degerlendirilmesi(p>0.05), C: Gruplar
aras1 Claudin-5 seviyelerinin degerlendirilmesi(p>0.05), D: Gruplar aras1 ZO-
1 seviyelerinin degerlendirilmesi (Mann Whitney U testi ile Kontrol ve AR 1-
42 gruplan arasinda anlamli fark(p<0.05))



4.4. Histolojik Bulgular
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RAGE, noronlarda, kan damarlarinda ve mikroglialarda ekspresyonu olan bir multiligand

reseptoriidiir. Calismamizda immiinhistokimyasal analizlerle RAGE reseptdriiniin frontal ve

parietal kortikal noronlarda belirgin immiin boyamasi1 saptandi. Alzheimer hastaliginda

RAGE ile norotoksisite iligkisi goze alinarak frontal ve parietal kortekste, piramidal hiicre

tabakasindaki immiin boyama, H skorlama ile degerlendirildi (Cizelge 4.4.). Istatistiksel

analizler Kruskal Wallis testi ile yapildi. Motor korteks ve somatosensoriyel kortekste RAGE

immiin boyamasinda Amiloid Beta 1-42 grubu kontrol grubuna gore artis gosterdi; ancak

anlamli bir fark bulunmadi(p>0.05) (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9)

Cizelge 4.4. Gruplara ait RAGE immiinopozitif boyanma yogunlugu bulgulari

Kontrol . AB 1-42 AP 1- 42 + Taurin
Grubu Taurin Grubu CErubu ! Grubu P
Motor korteks
RAGE
immiinopozitif 120+3.63 130+8.55 138+6.97 132+44.37 0.200
boyanma
yogunlugu
Somatosensoriyal
korteks RAGE
immiinopozitif 124+4.61 134+7.42 139+6.00 131+4.63 0.455
boyanma
yogunlugu
(Ortalama+ SH) P*: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p <0.05
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Sekil 4.6. Kontrol (A), Taurin (B), Ap 1-42 (C) ve AP 1- 42 + Taurin (D) gruplarina ait beyin
kesitlerinde motor korteks i¢ piramidal hiicre tabakasinin RAGE immiinopozitif
boyanma yogunlugunun gosterildigi mikrograflar. 400% biiyiiltme.
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Sekil 4.7. Kontrol (A), Taurin (B), Ap 1-42 (C) ve AP 1- 42 + Taurin (D) gruplarina ait beyin
kesitlerinde somatosensoriyal korteks i¢ piramidal hiicre tabakasinin RAGE
immiinopozitif boyanma yogunlugunun gosterildigi mikrograflar. 400x biiyiiltme.
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Sekil 4.8.
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(4]
=

Sekil 4.9.

P{ﬂntml Taunn Al 1—42 Alb 1—42+Taur|n
Gruplar

Immiinhistokimyasal analizde somatosensoriyel kortekste H skorlarm
degerlendirilmesi. (p>0.05)

Kontrol Taurin AR 1-42 AR 1-42+Taurin
Gruplar

Immiinhistokimyasal analizde motor kortekste H skorlarin degerlendirilmesi.
(p>0.05)
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5. TARTISMA

Calismamizda intraserebroventrikiiler Amiloid Beta 1-42 uygulanan si¢anlarda taurinin, kan
beyin bariyeri parametreleri ile 6grenme ve bellek fonksiyonlarina etkisini incelemeyi
amacladik. Bu kapsamda kortikal dokuda bariyer gegirgenligi ile ilgili interendotelyal ZO-1
ve Claudin-5 proteinleri, perisitlerde endotel ile etkilesimi sayesinde vaskiiler stabilitede rol
oynayan PDGFR-B, astrositlerde reaktif astrogliozisin belirlenmesi i¢in GFAP yapilarinin
ekspresyonunu ve Amiloid beta 1-42 metabolizmasinda rol oynayan RAGE ekspresyonunu
inceledik. Ogrenme ve bellek fonksiyonlarindaki degisimi Morris Su Tank1 (MST) Testi ile

inceledik.

Alzheimer hastaliginin etyolojisinin ve hastaliga yonelik tedavi yaklagimlarinin belirlenmesi
acisindan hastaligit modellemede farkli deney modelleri kullanilmaktadir. Stereotaksik
cerrahi ile isv olarak verilen AR 1-42 enjeksiyonu ile indiiklenen ndrodejenerasyon modeli
de preklinik c¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir.  Bu model ile norotoksik Af
oligomerlerinin kortikal alanlara serebrospinal dolasim ile dagilmasi, AB 1-42 yayilimi ile
uyumluluk gdstermektedir (Tarasoff-Conway ve digerleri, 2015; Koychev ve digerleri,
2020; Puzzo ve digerleri, 2015). AB 1-42 oligomerlerinin kortikal alanlarda, hipokampiiste
ve farkli beyin bdlgelerinde birikimi, literatiirde cesitli calismalarda gosterilmistir.

(Jantaratnotai ve digerleri, 2003; Kim ve digerleri, 2016)

Alzheimer hastalik modellerinde, beyinde A 1-42 dagiliminin incelenmesi i¢in histolojik
kesitlerin Kongo kirmizisi ile boyanmasi yontemi siklikla uygulanir. Bu kapsaminda yapilan
bir ¢alismada, hastalik grubunda kontrol grubuna gore Kongo kirmizisi ile boyamada artis

oldugu gosterilmistir. (Arabi ve digerleri, 2023).

Bu model ile yapilan ¢aligmalarda, 6grenme ve bellek mekanizmasinda rol oynayan Long
Term Potansiyasyon (LTP) mekanizmasinda bozulmalar meydana gelmektedir (Kazemi ve
digerleri, 2023; Arabi ve digerleri, 2023). LTP mekanizmasi, 6grenme ve bellek
fonksiyonlarimin devamliligi agisindan belirleyicidir ve bu mekanizmadaki herhangi bir
bozulma, fizyolojik siireci etkilemektedir (Chen ve digerleri, 2000). Fizyolojik
fonksiyonlardaki bu bozulmanin literatiirde yer almasi, bu kapsamda yapilan ¢caligmalarda,
ogrenme ve bellek testlerinde deney gruplarinin kontrol grubuna gore farklilik gostermesi

ile ayn1 dogrultudadir (Basir ve digerleri, 2024).
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Isv AB 1-42 ile indiiklenen modellerde, 6grenme ve bellek tiirlerindeki degisimler, farkls
davranis testleri ile incelenmektedir. Bu kapsamda literatiirde yer alan Morris Su Tanki testi,
uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin incelenmesi i¢in literatiirde siklikla kullanilir.
Davranis testinin uygulanmasinda deney hayvanlarinin deneme fazinda farkli kadranlardan
birakilarak deney diizeneginde gizli platformu bulmasi beklenir ve buldugu stire kagis latanst
olarak kaydedilir (Bromley-Britts, 2011). Son giin uygulanan prop testi ise daha dnce
platformun oldugu kadranda gegirilen siireyi belirler ve bu siirenin uzamasi 6grenmenin
gerceklestiginin gdstergesi olarak kabul edilir. Isv AB 1-42 uygulanan kemirgenlerde,
ogrenme ve bellek fonksiyonlarindaki bozulma ile kagis latansinda kontrol grubuna gore
uzama oldugu, prop testinde ise hedef kadranda gecirilen siirenin kisaldig1 yapilan ¢alismalar

ile tespit edilmistir (Song ve digerleri, 2013; Li ve digerleri, 2022).

Bizim calismamizda ise MST testinde hem giinler bazinda kagis latanslarinda hem de son
giinde yapilan probe testinde (hedef kadranda gegcirilen siire), kontrol ve AR 1-42 gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Sadece A 1-42+Taurin grubunda
ilk giinde platformu bulma siiresi AB 1-42 grubuna goére anlaml olarak yiliksek bulundu
(p<0.05). Morris Su Tanki testinin deneme giinlerinde deney hayvanlari 4 farkli kadrandan
suya 4 kez birakilmakta ve her birinde platformu bulma siireleri kaydedilerek sonunda
ortalama siire hesaplanmaktadir. Buna gore tiim gruplarda ilk giinden dordiincii giine kadar
kacis latanslar1 ortalamalar1 alindiginda deneklerin platformu bulma siireleri 4. giinde ilk
giine gore anlamli sekilde azalmigti. MST testinde uzaysal 0grenme siirecinde deney
hayvanlarinin platformu 6nceki giine gore daha kisa siirede bulmas1 beklenen bir durumdur.
Ik giin deney hayvanmin test alanin1 ve gorsel ipuglarini tanimasi bakimmdan 6nem arz
etmektedir. Literatiirde Morris Su Tanki ile uzaysal 6grenmeyi degerlendiren ¢aligmalarda
ilk test giiniinde istatistiksel olarak anlamli olmayan sonuglarin yer almasi, (Qi ve digerleri,
2019; Chen ve digerleri, 2018) deney alanina adaptasyon siireci ile iligkilendirilmektedir.
Ancak calismamizda ikinci, tiglincii ve dordiincii giinlerde ve probe giinlinde gruplar
arasinda anlamli fark olmayisi, uyguladigimiz Amiloid beta 1-42’nin heniiz davranisa
yanstyacak derecede bir Ogrenme-bellek fonksiyon bozuklugu yaratmadigim

diistindiirm{istiir.

Alzheimer hastaliginin incelenmesi i¢in uygulanan preklinik modellerden Alzheimer
patolojisini bire bir taklit eden bir model bulunmamaktadir. Alzheimer hastaliginin sporadik

kokenli olan tiplerinin agirlikli olmasi, transjenik hayvan modelleri i¢in bir dezavantaj
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yaratmaktadir. Bu modellere alternatif olarak stereotaksik cerrahi ile olusturulan modellerde
AB oligomerlerine bagli norotoksik etki akut diizeydeki ndrotoksisitenin arastiritlmasi igin
daha uygundur (Puzzo ve digerleri, 2015; Nakamura ve digerleri, 2001). Bununla birlikte bu
modellerde de kullanilan hayvan tiirline, toksik ajanin verilis yerine, doza ve gegen zamana
bagli olarak davranigsal bozukluklar ortaya ¢ikmayabilir (Cetin ve digerleri, 2009). Bu
bilgiler esliginde ¢alismamizda oldugu gibi isv AB 1-42 ile indiiklenen ndrodejeneratif
stirecin davranisa etkisi ile ilgili farkli siire ve dozlarin ya da farkli ajanlarin denendigi

caligmalar yapilabilir.

Kan beyin bariyeri astrositler, perisitler ve endotel hiicrelerinin olusturdugu, santral sinir
sisteminde kandan beyine madde gegisinde rol alan temel yapidir. Bu hiicresel iinite,
noronlarla ve mikroglialarla etkilesim halindedir. Alzheimer hastaliginda kan beyin
bariyerindeki bozulma ile bu hiicre gruplar1 dogrudan etkilenmektedir (Sharma ve digerleri,
2022). Calismamizda bu kapsamda isv A 1-42 uygulanan si¢anlarda kan beyin bariyerinde
yer alan ve etkilesimde olan hiicre gruplarinda belirli parametrelerin degisimlerini ve

taurinin bu parametrelere ve 6grenme ve bellek fonksiyonlarina etkisini inceledik.

Kan beyin bariyerinde devamlilifin saglanmasinda astrositler énemli diizeyde rol oynar
(Abbott ve digerleri, 2006). Kan beyin bariyeri hasarinda astrositler, bu bozulmaya cevap
olarak reaktif forma gecer ve GFAP seviyelerinde artis meydana gelir (Liao ve digerleri,
2008). Alzheimer hastalarinda yapilan bir ¢calismada, post mortem beyin dokusunda immiin
boyama ile astrositlerin, AR 1-42 protein yapilar ile komsuluk i¢erdigi gosterilmistir (Nagele
ve digerleri, 2003). Post mortem c¢aligmalar haricinde, preklinik ¢alismalarda deneysel
Alzheimer modellerinde GFAP seviyelerindeki degisimin incelendigi ¢aligmalar literatiirde
yer almaktadir. Bu kapsamda deneysel Alzheimer modeli APP/PS1 transjenik farelerle
yapilan bir ¢aligmada, kan beyin bariyeri biitlinliigiinde rol oynayan MMP-2 ve MMP-9
seviyelerinde astrositlere bagli degisim ve GFAP seviyelerindeki degisime bakilmis ve
caligmada plak yapilarina komsu olan astrositlerde MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinde artig
gozlemlenmis ve GFAP mRNA ekspresyonunda artis tespit edilmistir (Yin ve digerleri,
2006). Isv AB 1-42 ile olusturulan model ile yapilan calismada kafeik asidin farkli
norodejeneratif biyobelirteclerdeki etkisi ile 6grenme ve bellek fonksiyonlarma etkisi
degerlendirilmistir. Bu biyobelirtecler arasinda bulunan GFAP seviyeleri incelendiginde, A3
1-42 grubunda GFAP immiin reaktivitesinde artig, 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin

degerlendirilmesi i¢in yapilan Morris Su Tanki testinde ise kagis latanslarinda uzama tespit
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edilmistir (Khan ve digerleri, 2023). Isv AB 1-42 ile yapilan baska bir calismada luteolinin
norodejeneratif siirecteki etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada davranis testi kullanilmamis
hem frontal korteks hem de hipokampiiste norodejenerasyon ile ilgili biyobelirtegler
incelenmistir. Bu biyobelirteglerin arasinda GFAP hem immiinhistokimya hem de Western
blot ile degerlendirilmis ve her iki deney bulgularinda arttig1 tespit edilmistir (Ahmad ve
digerleri, 2021). Bu caligsmalara ek olarak 3xTg Alzheimer modelinde yapilan bir ¢aligmada
astrositlerin hipertrofik karakteristik 6zelliklerini 12. aydan itibaren gostermeye bagladiklari,
bu evrede amiloid plaklarin goriilmesi ile plak komsulugundaki astrositlerin GFAP
yogunlugunda artig tespit edilmistir. Calismada bu evreden onceki donemlerde ise
astrositlerin atrofik karakterde oldugu, GFAP yogunlugundaki azalma ile tespit edilmistir
(Olabarria ve digerleri, 2010). 3xTg farelerle yapilan bagka bir ¢aligmada, farkli medial
prefrontal kortekste kortikal katmanlarda erken evrede GFAP yiizey alan1 ve hacimlerinde
erken evrede ve ge¢ evrede azalma oldugu gosterilmistir (Kulijewicz-Nawrot ve digerleri,

2012).

Isv. AB 1-42 uygulanan modeller, AB toksisitesinin akut seviyedeki etkisinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu deney modelleri ile 2.haftadan itibaren 6grenme
ve bellek siiregleri etkilenmektedir, ancak Alzheimer hastaliginin gelisimi daha kronik bir
stirecte gerceklesir (Xu ve digerleri, 2023) Bu siiregte noroinflamatuar degisikliklerde rol
oynayan astrositlerin morfolojisindeki degisimin de degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu
bilgilerin esliginde astrositlerde gliozisin belirlenmesi i¢in akut ve kronik inflamasyon

modellerinde farkli ¢aligmalar gerekmektedir.

Kan beyin bariyerinde perisitler, kan beyin bariyer fonksiyonunu gii¢lendirici ve vaskiiler
stabiliteyi koruyucu gorev iistlenmektedir (Armulik ve digerleri, 2005). Farkli sinyal
yolaklar ile etkilesime gectigi literatiirde yer almaktadir, bu yolaklardan biri endotel ile
etkilesime gectigi PDGF-B- PDGFR-B etkilesimidir. Endoteldeki PDGF-B, perisitler
iizerindeki PDGFR- reseptorii ile baglanarak vaskiiler yapidaki stabilizasyona katki
saglamaktadir. Alzheimer hastaliginda bu yolaktaki degisimler literatiirde yer almaktadir

(Winkler ve digerleri, 2014).

Perisitlerin Alzheimer hastaliginda, bariyer gegirgenligindeki roliiniin incelenmesi igin
literatiirde gerek post mortem dokularda gerek deneysel Alzheimer modellerinde farkli

caligmalar yer almaktadir. Bu kapsamda yapilan bir calismada Alzheimer hastalar1 ve saglikli
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kontrollerin post mortem beyin dokularinda PDGFR-B seviyeleri degerlendirilmis ve
precuneus ve beyaz cevherde reseptor seviyeleri ile beyin fibrinojen seviyeleri
karsilagtirilmistir. Fibrinojen seviyeleri her iki beyin bolgesinde de artmis ve kan beyin
bariyeri gec¢irgenliginde her iki beyin bolgesinde kontrole gore artis tespit edilmis; buna
karsin precuneusta PDGFR-f seviyelerinde azalma goriiliirken, beyaz cevherde degisim
gozlemlenmemistir (Miners ve digerleri, 2018). Post mortem dokularda yapilan baska bir
calismada APOE4 geni tasiyicilarinin frontal korteksinde saglikli kontrollerine gore Fibrin
ve IgG ekstravazasyonunda belirgin artis ve PDGFR-B seviyelerinde belirgin azalma agiga
cikmustir (Halliday ve digerleri, 2016). Hem post mortem dokularda hem de APPS™®
transjenik Alzheimer modelinde yapilan baska bir ¢calismada amiloid plaklar ile PDGFR-
pozitif hiicrelerin komsulukta oldugu, bu sayede perisitlerin amiloid beta metabolizmasinda
yer aldigi, LRP-1 reseptorii lizerinden AB 1- 42’nin hiicre hattindan uzaklastirildigt
gosterilmistir (Ma ve digerleri, 2018). Bolimiimiizde yapilan bir ¢calismada da isv AB 1- 42
uygulanan sigan beyinlerinde western blot ile analiz edilen LRP-1 reseptor diizeylerinin
kontrollere gore anlamli sekilde azaldig1 gosterilmistir (Tekin ve digerleri, 2023). Inme
sonrast, vaskiiler demans ve Alzheimer hastalarindaki perisit kaybinin degerlendirilmesi i¢in
yapilan bagka bir ¢alismada frontal korteksten alinan kesitlerde beyaz cevher yapisinda
Alzheimer hastalarinda saglikli kontrollerine gore perisit kaybi, PDGFR-8 seviyelerindeki
azalma ve bu kayip ile tetiklenen bariyer gegirgenligindeki artis ile gosterilmistir (Ding ve
digerleri, 2020). PDGFR-B ile PDGF-BB sinyal yolaklarinin belirlenmesi i¢in insan post
mortem dokularinda yapilan bir ¢aligmada, immiinhistokimyasal analizler ile kontrol ve
Alzheimer grubu arasinda anlamli fark bulunamamis, PDGFR-8 seviyelerinde RNASeq ile
artls yoniinde degisim gozlemlenmistir (Smyth ve digerleri, 2022). SH-SYSY hiicre
hattindan primer hipokampal hiicre hatt1 olusturulmus bir ¢calismada, néronlardaki PDGFR-
’nin amiloid beta ile inhibe oldugu ve yasayan hiicre sayisinda azalma meydana geldigi

gosterilmistir (Liu ve digerleri, 2018)

Literatiirde yer alan Alzheimer hastaliginda perisitler ve PDGFR-8 ile ilgili postmortem, in
vitro ve in vivo bu ¢aligmalarda da goriilecegi lizere reseptdr yapisinda, aktivasyonunda ve
dagilimindaki degisimler, degisik beyin bolgeleri ve degisik deney modellerinde farkli
sonuglar vermistir. Calismamizda isv A 1-42 uygulanan siganlarda kortikal PDGFR-3
seviyeleri Western blot ile degerlendirildi. Yapilan Kruskal Wallis testinde gruplar arasi
anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). isv AB 1-42 ile indiiklenen ndrodejeneratif siiregte

PDGFR-f seviyelerindeki degisimi inceleyen bir ¢aligma literatiirde yer almamaktadir.
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Perisitlerin Alzheimer hastalifi gibi norodejeneratif hastaliklardaki rolii, arastirilmaya
degerdir, bu nedenle farkli beyin bolgeleri ve farkli deney modelleri iizerinde daha fazla

caligmanin gerektigi asikardir.

Taurinin perisitler lizerinde etkisi ile ilgili literatiirde sadece bir ¢calisma bulunmaktadir. Bu
caligmada retinal mikrovaskiiler perisitlerde taurinin Ang-1 ve Tie-2 iizerinden Caspase-3
aktivitesinde artis1 ve buna bagh aciga ¢ikan apoptozu Onleyici yonde etki gosterdigi
bulunmustur (Zeng ve digerleri, 2014). Perisitlerde bulunan PDGFR-8 reseptorii ile taurinin
iliskisinin incelendigi bir ¢alisma literatiirde yer almamaktadir. Calismamizda 300 mg/kg
taurin takviyesi, gruplar arasinda anlamli bir degisime sebep olmamistir. Taurinin bu
etkisinin incelenmesi i¢in farkli deney modelleri ve farkli taurin dozlari ile ilgili daha fazla

caligma gerektigini diisiinmekteyiz.

Kan beyin bariyerinde interendotelyal aralikta bulunan sik1 baglant1 yapilarindan Claudin-5,
paraseliiler madde transferini 6nemli Sl¢iide kisitlayarak beyin parankiminde koruyucu
gorev Ustlenmektedir. Claudin-5 yapisi, kan beyin bariyerinin devamliliginin siirdiiriilmesi
acisindan yasamsal dneme sahiptir. Kan beyin bariyerindeki Claudin-5 gibi yapilar hiicre
aktin iskeletine ZO-1 gibi baglant1 yapilar1 sayesinde tutunur. Her iki yapinin devamliligi,
kan beyin bariyerinde fiziksel bariyerin devamliligi agisindan onem arz eder (Nitta ve
digerleri, 2003). Alzheimer hastaliginda noroinflamasyon siirecinde bu yap1 zarar
gormektedir ve beyin parankimi toksik maddelere karst korunmasiz hale gelmektedir
(Ashgari ve digerleri, 2024). Caligmamizda fiziksel bariyerin korunmasinda rol oynayan bu
yapilarin, isv A 1-42 ile indiiklenen norodejeneratif siiregteki degisimi ve taurinin bu
yapilardaki degisime olasi olumlu etkileri incelendi. Claudin-5 seviyelerinde AR 1-42
grubunda kontrol grubuna gore kisith ve istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma
goriildi, diger gruplar arasinda da anlamli fark bulunmadi. Yapilan Kruskal Wallis testinde
Z0O-1 seviyelerinde de gruplar aras1 anlamlilik saptanmadi, ancak Amiloid Beta 1-42 grup
ortalamasinin kontrol grubuna gore belirgin azalma gosterdigi esas alinarak, bu iki grup
arasinda Mann Whitney U testi ile ikili kiyaslama yapildi ve AB 1-42 grubundaki azalmanin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Mann Whitney U testi
ile ikili kargilagtirma, Taurin grubunun standart sapmasinin gruplar arasi istatistikte analiz
sonuclarini etkileyebilecegi 6n goriilerek tercih edildi. Amiloid Beta 1-42+Taurin grubunda

AB 1-42 grubuna gore bir artis saptandi ancak bu artis anlaml1 diizeyde bulunmadi.
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Siki baglant1 yapilar1 Claudin-5 ve ZO-1, birbiri ile baglanti halindedir ve Alzheimer
hastalig1 ile iligkili hem preklinik calismalarda hem de post mortem beyin dokularinda
gozlenen degisiklikleri literatiirde beraber yer almaktadir. APP/PS1 transjenik Alzheimer
modelleri ile yapilan bir ¢alismada Claudin-5, ZO-1 ve bunlara ek olarak Occludin
proteinlerindeki degisiklikler incelenmis ve kontrollerine gore bu protein yapilarinda azalma
tespit edilmistir. Bu yapilar fiziksel bariyer yapisindaki gegirgenligi kisitlamaktadir ve ayni
caligmada kontrollerine gore artmis Evans Blue gegirgenligi ile bu sonuglar desteklenmistir
(Jang ve digerleri,2021). mThy1-hAPP transjenik modelle yapilan bir ¢alismada kontrole
gore serebral amiloid anjiyopati hem korteksteki pial arterlerde hem de hipokampiiste daha
kiigiik arterlerde tespit edilmis, ayni zamanda ZO-1 seviyelerinde azalma gozlemlenmistir
(Rockenstein ve digerleri, 2005). Calismamizda ZO-1 seviyelerindeki azalma ile bu bulgular
uyumluluk gostermektedir, ancak Claudin-5 seviyelerinde kontrol grubuna gdre saptanan
azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Birbiri ile baglantili bu iki protein yapisinin
yapilan bir ¢alismada in vitro ortamda A 1-42 maruziyeti sonucunda kontrol grubuna gore
azaldig1 ve bu etkinin RAGE bagimli noéroinflamatuar siireg ile tetiklendigi gdsterilmistir,
aynt calismada kan beyin bariyeri gegirgenliginin de arttigi 5xFAD transjenik fare
modellerinde in vivo olarak gosterilmistir. (Kook ve digerleri, 2012). in vitro ortamda,
yapilan bagka bir ¢aligmada ise TY-10 hiicre hattinda A 1-42 uygulamasi yapilmis ve kan
beyin bariyeri gegirgenligi i¢in FITC-Dextran ile gegirgenlik degerlendirilmistir. Yapilan
calismada A3 1-42 uygulamasinin endotel hiicre hattinda Claudin-5 seviyelerinde degisiklik
yapmadig tespit edilmis; endotel hiicreleri ile astrositlerin ko-kiiltiirlenmesi ile gegirgenligin
belirgin arttig1 gosterilmistir (Spampinato ve digerleri, 2017). Bu calisma ile kan beyin
bariyeri fonksiyonundaki degisikliklerin degerlendirilmesinde siki baglanti yapilariin yani
sira astrositlerin de bu olusuma belirgin katkisinin oldugu goriilmektedir ve ¢alismamizda

astrositlerin degerlendirilmesi bu agidan 6nem arz etmektedir.

Literatiirde yer alan bir calismada AR 25-35 enjeksiyonu yapilan farelerde luteloinin
ogrenme ve bellek fonksiyonlari ile nérovaskiiler iiniteye etkisinin incelenmesi amaglanmis
ve AB enjeksiyonu yapilan farelerde Claudin-5 ve ZO-1 yapilarinda azalma tespit edilmistir
(Liu ve digerleri, 2009). Bu azalmanin yani sira Tg-SwDI transjenik Alzheimer modeli ile
yapilan baska bir ¢alismada da kontrol grubuna gore Occludin seviyelerinde artis olmasina
ragmen Claudin-5 seviyelerinde anlamli fark bulunmamaistir. (Rosas-Hernandez ve digerleri,
2020). Post mortem beyin dokularinda, normal yaslanma, patolojik yaglanma ve Alzheimer

hastalarinda yapilan bir calismada Alzheimer hastalarinda saglikli kontrollerine gore
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Claudin-5 ve ZO-1 seviyelerindeki azalma tespit edilmesine ragmen Claudin-5 seviyeleri ile
AB 1-42 seviyeleri arasinda bir korelasyon bulunmadigi tespit edilmistir (Yamazaki ve
digerleri, 2019). Bu kapsamda kan beyin bariyerini olusturan elemanlarin bazilarinin
etkilenebilecegi gibi bazi parametrelerin degismedigi gozlemlenebilir. Bizim ¢alismamizda
da Claudin-5 seviyelerinde azalma istatistiksel olarak anlamli olmasa da ZO-1 seviyelerinde

anlamli azalma tespit edilmistir.

Alzheimer hastalifinda RAGE reseptoriine AB proteininin ekstraseliiler domainine
baglanmasi ile hiicre i¢i proinflamatuar siireg tetiklenir (Yan ve digerleri, 2012). RAGE-AR
etkilesimi ile hem NF-«B gibi yolaklar tetiklenerek proinflamatuar sitokinler salinir; hem de
APP’nin B- Sekretaz ile yikimi artarak amiloidojenik siire¢ tetiklenir. Bunun sonucunda
endotelde, noronlarda (Yan ve digerleri, 1996) ve mikroglialarda (Fang ve digerleri, 2009)

norodejeneratif siirecin devamliligi saglanmis olur (Kong ve digerleri, 2020).

Calismamizda bu kapsamda RAGE immiin pozitif boyamasi immiinhistokimyasal
analizlerle degerlendirildi. Amiloid beta dagilimi ve literatiirdeki caligmalar esas alinarak bu
degerlendirme frontal ve parietotemporal kortikal alanlarda, kortikal i¢ piramidal hiicre
katmaninda yapildi. Amiloid beta 1-42 grubunda, kontrol grubuna goére immiin pozitif
boyamada artis gozlemlendi, ancak yapilan skorlamada istatistiksel anlamda fark

bulunmada.

Literatiirde beyindeki RAGE seviyeleri hem Alzheimer preklinik modellerinde hem de
Alzheimer i¢in risk faktorii olusturabilecek modellerde incelenmistir. Alzheimer i¢in bir risk
faktorli olan diyabet hastaliginin olusturuldugu bir modelde RAGE reseptoriinde 1 ila 3.
Haftalarda anlamli artis saptanmazken 6. haftada anlamli artig saptanmis; dolasimdaki AB 1-
40 proteininin kan beyin bariyerinden gecisinin de arttig1 gosterilmistir (Liu ve digerleri,
2009). Diyabet hastaliginin modellendigi baska bir calismada db/db farelerde RAGE
inhibitérii bir ajanin kullanilmasi ile AB proteinin kan beyin bariyerinden gecisi
degerlendirilmis ve bu inhibitor ile beyne dogru artmis olan A3 gecisi ve endoteldeki RAGE
ekspresyonu ile 6grenme ve bellek fonksiyonlarindaki bozulmanin doza bagl olarak
diizeldigi gosterilmistir (Wang ve digerleri, 2018). Bu bulgular esliginde diyabete bagl
mikroanjiyopatilerin santral sinir sisteminde dolagima olan olumsuz etkilerinden ve bu
etkilerin Alzheimer hastalig: ile ilgili baglantisinda RAGE’ nin roliinden bahsedilebilir

Alzheimer hastaliginda vaskiiler hipoteze gore erken donemde baslayan vaskiiler hasar beyin
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endotelinde proinflamatuar siireclerin baglamasinda, bunun sonucundan serebrovaskiiler
gecigin artmasi, beyin parankiminin norotoksik maddelere karsi daha savunmasiz kalmasini
saglamaktadir (Kong ve digerleri, 2020). Diyabet modellerinde RAGE reseptoriinde ve
amiloid beta gegisinde artis olmasi, bununla birlikte 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda
bozulmanin gosterilmesi ile bu risk faktdriinlin vaskiiler etkileri ve bu vaskiiler etkilerin

noral aglara yansimasi s6z konusudur.

Alzheimer hastali§ina yonelik yapilan hiicre kiiltlirii ¢alismalarindan birinde COS-1 hiicre
hattinda RAGE transfeksiyonunun doza bagli olarak hiicre hattinda AB baglanmasini
arttirdigini, bu artisin da hem vaskiiler alanlarda hem de noritik ¢ikintilarda oldugu
gosterilmistir (Yan ve digerleri, 1996). Yapilan bagka bir ¢alismada serebral vaskiiler hiicre
hattinda A3 baglanmasi ile artan VCAM seviyelerinde RAGE inhibitdrii ile belirgin azaldig:
gosterilmistir (Giri ve digerleri, 2000). Alzheimer hastaliginda in vitro ortamda bu ¢aligmalar

esliginde RAGE-AB etkilesiminde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Alzheimer hastaliginda yapilan preklinik calismalardan birinde AB 1-40 proteini
enjeksiyonu yapilan kemirgenlerde cerrahi sonrasi korku hafizasinda Amiloid beta grubunda
bu korkunun gelismedigi, deney hayvanlarinin kortikal RAGE seviyelerinde Amiloid beta
1-40 grubunda kontrole gore arttig1 gézlemlenmistir (Gindharan ve digerleri, 2015). RAGE
reseptoriinlin  aktivasyonunda gorev alan AGE ligandinin da yapilan bir g¢alismada
immiinhistokimyasal analizler sonucunda hem kortekste hem de hipokampiiste RAGE
immiin reaktivitesinde ve RAGE’ nin aktive ettigi NF-kB da ortalama dansitede artis tespit
edilmistir. Bu grupta aym1 zamanda o6grenme ve bellek fonksiyonlarinin incelenmesi
sonucunda, kontrole gore Morris Su Tanki testinde 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda
bozulma, kacis latanslarindaki uzama ile tespit edilmistir (Wang ve digerleri, 2014). A3 25-
35 enjeksiyonu ile olusturulan deneysel Alzheimer modeli ile yapilan bir ¢aligmada endotel
yapisinda bozulma, astrositlerde proliferasyon ve ndronlarda kayip gozlenmis ve
norovaskiiler tinitedeki bozulma tespit edilmistir. RAGE ve NF- kB seviyelerinde artis
gozlemlenmistir. Ogrenme ve bellek fonksiyonlarindaki bozulma Morris su tanki testi ile
gosterilmis ve AB 25-35 grubunda, kontrole gore kacis latanslarinda artis tespit edilmistir
(Liu ve digerleri, 2013). 3xTg transjenik Alzheimer modeli ile yapilan bir ¢alismada ise
eriskin farelerde RAGE seviyelerinde kontrol ve hastalik grubunda anlamli fark
gozlemlenmemis; yashh farelerde kontrole goére RAGE ekspresyonunda artis

gbzlemlenmistir. Yash farelerde bu artis immiinohistokimyasal analizlerle hem kortekste
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hem de belirli hipokampal alanlarda gosterilmistir. RAGE-ARB kolokalizasyonu yalnizca
yasl hayvanlar arasinda incelenerek kortekste i¢ piramidal katmanda ve hipokampiiste
yalnizca CA1l alaninda gosterilmistir. Erigskin hayvanlarda ise bu bilgi ¢alismada yer

almamaktadir (Choi ve digerleri, 2014).

Bu calismalar sonucunda hem AB hem de RAGE reseptoriiniin diger ligandlarinin reseptorii
aktive etmesi ile noroinflamatuar siireci tetikledigi sonuncuna varilabilmektedir. Bu
tetiklenme ile hiicre i¢i proinflamatuar siirecin baglamasi ve néroinflamasyonun devamliligi
s0z konusu olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarin sonuncunda yas faktoriiniin de - RAGE’nin
ekspresyonundaki degisimleri etkiledigi goz oniine alindiginda, bizim ¢alismamizda RAGE
immunreaktivitesinde artig olmakla birlikte, bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmamast,
caligmada genc eriskin hayvanlarin kullanilmasina bagli olabilir. Ayrica diger molekiiler
parametrelerde de kisith degisiklikler olmasi ve bu degisikliklerin davranisa yansimamasi,
kan beyin bariyerinde erken donemde bozulmanin basladigini, ancak buna baglh

ndroinflamatuar siirecin hentiz yeterince tetiklenmedigini diistindiirmektedir.

Literatiirde taurin uygulamasinin ¢alismamizdaki gibi kan beyin bariyeri parametreleri
iizerindeki etkisinin incelendigi sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir ve bu caligmalarin
birgogunda taurinin GFAP {izerindeki etkileri incelenmistir. Kisa donem alkol tiikketimi ile
ilgili yapilan bir ¢alismada taurin bazli enerji igeceginin mikrokapiller hasara olan etkisi
incelenmis kan beyin bariyeri gecirgenligi IgG ekstravazasyonu ile degerlendirmistir.
Calismada alkol tiiketen grupta IgG ekstravazasyonu ve GFAP seviyelerinde artig; taurin
bazli enerji igecegi verilen grupta ise bu parametrelerde azalma oldugu gosterilmistir
(Takechi ve digerleri, 2022). LPS ile olusturulan kronik inflamasyon modelinde yapilan
baska bir ¢alismada 30 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarda taurin dozlariin, serebellumda glial
hiicrelerdeki degisime etkisi incelenmis ve LPS ile GFAP immiinreaktivitesinde azalma
gozlemlenmis ve 100 mg/kg dozlarda bu azalmanin kontrole yakinlastigi gosterilmistir
(Silva ve digerleri, 2021). IP Streptozotosin ile diyabet modeli olusturularak yapilan bir
caligmada taurin, diyetin %35’°1 oranda olacak sekilde deney hayvanlarina uygulanmis ve
retinada Miiller hiicrelerinde GFAP seviyelerinde artigin, taurin takviyesi ile azaltildig:
gosterilmistir (Zeng ve digerleri, 2009). Isv Streptozotosin verilerek olusturulan Alzheimer
modelinde 25 giin boyunca uygulanan 100 mg/kg taurinin néroinflamatuar belirteclere etkisi
incelenmis ve deney modelinde artan hipokampal GFAP seviyelerinde yalmzca CAl

alaninda taurin uygulamasi ile azalma tespit edilmistir. Ogrenme ve bellek fonksiyonlarmda
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Y-Maze ve Yeni Obje Tanima Testi kullanilmis ve bu testler ile uzaysal hafiza ve tanima
hafizasinda taurin uygulamasi ile diizelme tespit edilmistir. (Huf ve digerleri, 2024).
Calismamizda taurin 300 mg/kg dozda 28 giin boyunca uygulandi, buna karsin kortikal
GFAP seviyelerinde ve Morris Su Tanki testinde anlamli bir degisiklik yaratmadi. Taurinin
GFAP seviyelerindeki etkilerinin anlamli diizeyde olmamasi, astrositlerin morfolojik
degisiminin heniiz tam olarak gerceklesmemesi, dolayisiyla noroinflamasyon siirecinin de
tam olarak baslamamasina bagli olabilir. Diger yandan bu degisiklikler hipokampal

alanlarda baglamis, ancak bizim 6l¢iim yaptigimiz kortikal alanlarda baslamamais olabilir.

Taurinin perisitler tizerindeki etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalar literatiirde sinirli sayida ve in
vitro diizeyde yapilan caligmalar olarak yer almaktadir. Retinal kapiller perisitlerin hiicre
kiiltiirli ortaminda glikozlanmis albiimine maruz birakilmasi ile diyabete bagli oksidatif stres
modeli olusturularak taurinin de icinde bulundugu farkli antioksidanlarin etkileri
incelenmistir. Taurinin glikozlanmis albiimine bagli sitotoksik etkide anlamli bir etki
gostermedigi tespit edilmistir (Kim, 2004). Retinal mikrovaskiiler perisitlerin hiicre kiiltiirii
ortaminda incelendigi bagka bir calismada, yiiksek glikoza maruz birakilmis perisitlerde,
Anjiyopoietin-2 ve Tirozin Kinaz-2 sistemi {izerinden ag¢iga ¢ikan apoptotik siirecin ve bu
slire¢ sonucu artan caspase-3 seviyelerinin taurin uygulamasi ile kontrol grubu degerlerine
yaklastig1 tespit edilmistir (Zeng ve digerleri, 2014). Her iki ¢calismada da in vitro diyabet
patolojisi calisilmistir, ancak bu c¢alismalar haricinde literatiirde taurin ve perisitlerin
iliskisinin incelendigi in vivo bir ¢alisma yer almamaktadir. Diyabetin Alzheimer hastaligi
icin bir risk faktorii olarak yer almasi, diyabete bagli mikroanjiyopatilerin de bu kapsamda
kan beyin bariyerindeki farkli elemanlar1 etkilemesi nedeniyle calismamizda AR 1-42 ile
indiiklenen norodejeneratif siirecte vaskiiler patolojilerin noral dokudaki etkisi ve taurinin
bu etkileri ne yonde degistirdiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Calismamizda perisitlerdeki
degisimin incelenmesi i¢in PDGFR-B seviyeleri degerlendirildi ve 300 mg/kg taurin
uygulamasi, PDGFR- seviyeleri iizerinde anlamli bir degisim olusturmadi. Literatiirde
taurinin PDGFR-B seviyeleri iizerine etkisi ile ilgili bir ¢calisma yer almamaktadir. Literatiir
kapsaminda ve bulgularimiz esliginde bu etkilesim ile ilgili daha fazla ¢aligmanin gerektigi

sOylenebilir.

Sik1 baglant1 yapilar1 beyin haricinde kolon gibi dokularda bulunabilmektedir ve taurinin bu
dokulardaki siki baglanti yapilarina etkisi ilizerine yapilan calismalar, literatiirde daha

siklikla yer almaktadir. Spontane hipertansiyon modeli ile yapilan bir c¢alismada taurin
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%?3’liik oranda igme suyuna katilmis ve kolonda ZO-1 ve Occludin yapilarindaki degisim
incelenmistir. Yapilan ¢alismada spontane hipertansiyon modelinde kontrole gore azalan
Z0-1 ve Occludin seviyelerinde 8 haftalik taurin uygulamasi ile anlamli seviyede artis tespit
edilmistir (Su ve digerleri, 2024). Ulseratif kolit modelinde yapilan bir ¢alismada, taurinin
viicuttaki sentez ve tasinma mekanzimalarindaki degisimin hastalik modelindeki etkisinin
incelenmesi hedeflenmis ve taurin tastyicist (TauT) ve hiz kisitlayict enzim olan sistein
stilfiirik asit dekarboksilaz (CSAD) enzimi ekpresyonunu gergeklestiremeyen (Knock Out-
KO) farelerde taurin takviyesi uygulanmistir. Kontrol ve iilseratif kolit modeli olusturulan
ve KO olmayan farelerde CSAD ile TauT seviyelerinde azalma, CSAD ve TauT KO olan
farelerde iilseratif kolit patolojisinde siddetlenmenin artisi ve CSAD ve TauT KO olmayan
iilseratif kolit modelinde taurin takviyesi ile azalan ZO-1 ve Claudin-1 seviyelerinde artis
gozlemlenirken Occludin seviyelerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir (Zheng ve
digerleri, 2024). Beyinde bulunan siki baglanti proteinlerinde taurinin etkisi ile ilgili
literatiirde sadece bir ¢aligma yer almaktadir, bu ¢aligmada in vitro ortamda TM-BBB4 hiicre
hattinda hiperamonyemi olusturulmus ve kan beyin bariyeri fonksiyonundaki bozulma ile
taurinin tasinmasi ile ilgili parametreler incelenmistir. Calismada hiperamonyemi
olusturulan hiicre hattinda TauT seviyeleri, Occludin ve Claudin-12 gibi siki baglanti
yapilarinda azalma tespit edilmistir (Bélanger ve digerleri, 2007). Calismamizda taurin
uygulamasi, ZO-1 ve Claudin-5 gibi parametrelerde anlamli bir degisiklik yapmadi. Azalan
Z0-1 seviyelerinde taurin, anlamli olmayan bir artig gosterse de Claudin-5 seviyelerinde bu
degisiklik gozlemlenmedi. Yapilan c¢aligmalarda gerek norodejeneratif siireclerde gerek
taurin uygulamasinda incelenen siki baglanti yapilarinda istatistiksel anlamda anlamli
degisikliklerin saptanmadigi goriilmiistii. Bu konuda bu proteinlerin ekspresyon

seviyelerinde etkili sinyal yolaklarin irdelenmesi i¢in daha fazla ¢calisma gerekmektedir.

Taurinin RAGE seviyelerindeki degisimi ile ilgili literatiirde yapilan bir ¢aligmada, in vitro
diyabetik retinopati modelinde ARPE-19 hiicre hattinda yiiksek glikoz uygulamasinin
RAGE ekspresyonunda artisa sebep oldugu; taurin uygulamasinin da doza bagimli bu artis1
kontrol degerlerine yaklastirdig1 gosterilmistir (Song ve digerleri, 2011).Taurinin diyabetik
renal tiibiiler epitelyal hiicrelerde RAGE ligand1 AGE ’ye bagli Raf-1 ve ERK yolaklarinin
tizerindeki etkisini inceleyen bir caligma, taurinin bu yolaklar iizerinde inhibitor etkisini ve
hiicre morfolojisindeki degisimin dniine gecildigini gostermistir(Huang ve digerleri, 2008).
Taurinin serumdaki ¢ozlinebilen RAGE seviyelerindeki degisime olan etkisinin

incelenmesini hedefleyen baska bir ¢calismada 46 katilimciya 3.000 mg/kg taurin 8 hafta
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verilmisg, tedavi sonrasinda baslangica gore serum seviyelerinde anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir (Esmaeili ve digerleri, 2020). RAGE seviyeleri ve taurinin bu
seviyelerdeki degisime etkisi literatiirde cogunlukla diyabet patolojisine yoneliktir. Beyinde
RAGE seviyelerini degerlendiren ¢aligmalarda Alzheimer benzeri modeller ¢alisilmis olsa
da taurinin bu konuda etkisi ile ilgili yapilan herhangi bir g¢alisma literatiirde yer
almamaktadir. RAGE antagonisti LRP-1’in isv AR 1-42 uygulanan modelde beyin
dokusunda azaldig1,1000 mg/kg profilaktik taurin uygulamasinin bu azalmayr kismen
onledigi saptanmistir (Tekin ve digerleri, 2023). Calismamizda RAGE immunreaktivitesinde
AB 1-42+Taurin grubunda AB 1-42 grubuna gore daha diisiik bir skorlama gozlemlendi
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Diger parametrelerle uyumlu bir sekilde
norodejeneratif siirecin tam oturmamast ile aciklanabilecek bu bulgular, farkl
noroinflamatuar modellerde degerlendirmeyi ya da ¢aligmamizdaki diisiik hayvan sayisinin

arttirilarak farkli galigmalar ile taurinin etkisinin incelenmesi gerektigini gostermektedir.

Biligsel fonksiyonlardaki bozulma ile taurinin bu bozulmaya ve periferal kan beyin bariyeri
parametrelerine olan etkisini inceleyen literatlirde bir calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada
egzersiz ve taurinin yasli kadinlarda bilissel fonksiyonlara olan etkisi incelenmis ve serumda
periferal biyobelirtegleri olan S1008 ve Noronal Spesifik Enolaz (NSE) seviyeleri
degerlendirilmistir. Bu caligmada periferal kan beyin bariyeri parametrelerinden yalnizca
Noronal Spesifik Enolaz’in taurin grubunda kontrole gore anlamli bir artis oldugu
saptanmustir. Biligsel fonksiyonlardaki Mini Mental Durum Degerlendirmesi skorlarindaki
artisin ise sadece egzersiz ile taurinin kombine tedavisinde goriildiigi tespit edilmistir

(Chupel ve digerleri, 2018).

Calismamizin limitasyonlar1 gozden gecirildiginde kan beyin bariyeri gecirgenliginin ve
amiloid beta proteini ile kolokalizasyonunun gosterilmesi amaciyla Fibrin proteininde
immiinohistokimyasal degerlendirme yapilmasi amaglanmis ancak biitce kapsaminda bu
degerlendirme gergeklestirilememistir. Calisma esnasinda hayvan kayiplarinin olmasinin da
molekiiler ¢alismalarda ve davranis testinde istatistiksel anlamliligin ortaya ¢ikmamasinda

etken oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamida intraserebroventrikiiler Amiloid beta 1-42 ile norodejeneratif siireg
indiiklenerek bu siiregte degisen kan beyin bariyeri parametrelerinde taurinin etkisinin
incelenmesi hedeflenmistir. Intraserebroventrikiiler Amiloid beta 1-42 uygulamasi
ndrodejeneratif siireci molekiiler diizeyde kisith seviyede etkilemis ve bu etkiler 6grenme ve
bellek fonksiyonlarina yansimamistir. Taurinin bu parametreler lizerindeki etkisi de sinirli
miktarda olmustur. Calismamizda bu sonuglarin deney modeli, hayvanlarin yasi ve hayvan
sayilarinin az olmasina bagli olarak elde edildigi ve ileriye doniik ¢aligmalarin bu faktorlerin

g6z onilinde bulundurularak gercgeklestirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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