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XVi

OZET

Amag: Calismamizda intraserebroventrikiiler (isv) Amiloid Beta 1-42 (AB1-42) uygulamast
ile sicanlarda olusturulmus Alzheimer benzeri hastalik modelinde taurinin; 6grenme-bellek,
apoptoz, miR-34a, oksidatif stres ve inflamasyon iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir.

Gere¢-Yontem: Wistar Albino cinsi 30 adet erkek sican; kontrol, taurin, AB1-42 ve AB1-
42+taurin olmak iizere dort gruba ayrildi. AP1-42 ilgili gruplara isv (bilateral,
toplam:10ug/10pl) olacak sekilde uygulandi. isv AB1-42 uygulamalari sonrasinda taurin de
ilgili gruplara 250 mg/kg/glin olacak sekilde oral (gavaj ile), 32 giin boyunca verildi. 14.-
18.giinler ve 28.-32.giinler arasinda iki kere Morris Su Tank1 (MST) testi yapildi. 33. giinde
sakrifiye edilen hayvanlarin beyin dokularinda proapoptotik bax, aktif kaspaz-3 (cleaved
caspase-3) ve antiapoptotik bcl-2 proteinleri Western blot yontemiyle, bcl-2 gibi
antiapoptotik proteinlerle iligkisi bulunan ve genellikle apoptotik etkili oldugu diigiiniilen
miR-34a, qPCR ile degerlendirildi. Bunlara ek olarak total oksidan seviye (TOS), total
antioksidan seviye (TAS), malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) gibi oksidatif siirecle
iligkili parametreler ve TNF-a, IL-1PB ve IL-10 gibi inflamatuar siiregle iliskili parametreler
ELISA ve kolorimetrik yontemler gibi spektrofotometrik analizlerle ¢aligilda.

Bulgular: 14.-18. gilinler arasinda yapilan MST testi 5.glinde AB1-42 grubunun hedef
kadranda gecirdigi (probe test) siirenin, kontrol grubuna goére anlaml olarak kisa oldugu
(p<0,05), 28.-32. giinler arasinda yapilan MST testin 3. ve 4. giiniinde AB1-42 grubunun
kacis latans siirelerinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak uzun oldugu goériildii (p<0,05);
ancak taurin tedavisi uygulanmig olan AP1-42 grubunda, kontrol grubuna gore fark
saptanmadi (p>0,05). Ayrica ikinci MST testinin 5.glin probe test siiresinin hem AP1-42
hem de taurin uygulanmis olan AB1-42 grubunda kontrol grubuna gore kisa oldugu goriildii
(p<0,05). Bax ve aktif kaspaz-3 proteinleri Af1-42 grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
iken, bcl-2 seviyeleri diisiiktli (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmig AB1-42 grubu, AB1-42
ile kiyaslandiginda bax ve aktif kaspaz-3 seviyelerinin taurin ile azaldig1, bcl-2nin de arttig1
goriildii (p<0,05). Plazma miR-34a seviyelerinin AB1-42 uygulamasi ile azaldigi, beyin
miR-34a seviyelerinin ise degismedigi saptandi. AB1-42 uygulamasi serum TOS ve beyin
MDA diizeylerini arttird1 (p<0,05). Taurin uygulanan AB1-42 grubunda beyin IL-10
seviyeleri, AB1-42 grubuna gore yliksek bulundu (p<0,05).

Sonug: Taurin; daha ileri caligmalarla desteklendigi takdirde, antiapoptotik, antioksidan ve
anti-inflamatuar etkileriyle, Alzheimer ve benzeri ilerleyici demans durumlarinda, 6grenme
ve bellek fonksiyonlarindaki bozulmay1 hafifletici bir ajan olarak profilaktik ya da destek
tedavi protokollerinde kendine yer bulabilir.

Anahtar Kelimeler: alzheimer hastalig1, taurin, amiloid beta 1-42, miR-34a, morris su tank1
testi, apoptoz, oksidatif stres, néroinflamasyon
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ABSTRACT

Objective: In our study, we aim to evaluate the effects of taurine on learning and memory,
apoptosis, miR-34a, oxidative stress and inflammation in Alzheimer’s-like disease model
induced by intracerebroventricular (icv) administration of Amyloid Beta 1-42 (AB1-42) in
rats.

Methods: 30 male Wistar Albino rats were divided into four groups as control, taurine, AB1-
42 and APB1-42+taurine. Icv AB1-42 (bilateral, total: 10pg/10ul) was admnistrated to related
groups. After icv AB1-42 administrations, taurine was administrated to related groups via
oral gavage at dose 250 mg/kg/day for 32 days. Morris Water Maze (MWM) test was
performed twice between days 14-18 and 28-32. On day 33, rats were sacrificed. After that
proapoptotic bax, cleaved caspase-3 and antiapoptotic bcl-2 proteins were analyzed by
Western Blot technique in the brain tissues. miR-34a, which is associated with antiapoptotic
proteins such as bcl-2 and is generally considered to have apoptotic effects, was analyzed by
qPCR. Oxidative process parameters such as total oxidant level (TOS), total antioxidant
level (TAS), malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) and inflammatory process
parameters such as TNF-q, IL-1B and IL-10 were evaluated by spectrophotometric assays
such as ELISA and colorimetric methods.

Results: On 5th day of the MWM test performed between days 14-18, the time spent in the
target quadrant (probe test) of the AB1-42 group was significantly shorter than the control
group (p<0,05), and on 3rd and 4th days of the MWM test performed between days 28-32,
the escape latency times of the AB1-42 group were significantly longer than the control
group (p<0,05); however, these findings were not significant in the taurine administrated
APB1-42 group compared to the control group (p>0,05). In addition, the probe test duration
on 5th day of the second MWM test was shorter in both AB1-42 and taurine administrated
APB1-42 groups compared to the control group (p<0,05). Bax and cleaved caspase-3 proteins
were higher in the AB1-42 group compared to the control group, while bcl-2 protein levels
were lower (p<0,05). Compared to AB1-42, in the taurine administrated Af1-42 group, bax
and active caspase-3 levels decreased and bcl-2 increased due to taurine (p<0,05). Plasma
miR-34a levels decreased with AB1-42 administration, whereas brain miR-34a levels were
unchanged. AP1-42 administration increased serum TOS and brain MDA levels (p<0,05).
Brain IL-10 levels were higher in the taurine administrated Af1-42 group compared to the
APB1-42 group (p<0,05).

Conclusion: Taurine, if supported by further studies, may be included in prophylactic or
supportive treatment protocols with its antiapoptotic, antioxidant and anti-inflammatory
effects as an agent to alleviate the deterioration in learning and memory functions in
Alzheimer's and similar progressive dementia conditions.

Keywords: alzheimer’s disease, taurine, amyloid beta 1-42, miR-34a, morris water maze
test, apoptosis, oxidative stress, neuroinflammation






1. GIRIS VE AMAC

Norodejenerasyonla iligkili demans nedeni olan Alzheimer hastaligi 6nemli bir mortalite ve
morbidite sebebidir ve artan ortalama yasam siiresi ile goriilme sikliginda artis
gozlenmektedir. Milyonlarca kisiyi ve bu kisilere bakmakla yiikiimlii olan milyonlarca aileyi
ilgilendiren 6nemli sosyoekonomik etkileri bulunmaktadir. Yag, Alzheimer hastaligi i¢in en
onemli risk faktoriidiir ve 65 yasindan sonraki her 5 yilda bir Alzheimer hastaligina

yakalanma riski iki katina ¢ikmaktadir (Oboudiyat, Glazer, Seifan, Greer, & Isaacson, 2013).

Baslangi¢ semptomlar1 genellikle hafiza kaybi ve biligsel bozukluk olan Alzheimer
hastaliginda patolojik degisiklikler, hastaligin ilk semptomlar1 ¢ikmadan yillar once
baslamaktadir. Temel patolojisinde hiicre dis1 toksik amiloid oligomer ve protein birikimi,
hiperfosforile tau tarafindan olusturulmus hiicre i¢i norofibriler yumak yapilari, néronal ve
sinaptik kayiplar yer almaktadir (Newcombe et al., 2018). Hastaligin patolojisinde apoptotik
yolaklar (V. K. Sharma, Singh, Singh, Garg, & Dhiman, 2021), oksidatif (W. Y. Wang, Tan,
Yu, & Tan, 2015) ve inflamatuar siire¢cler (Newcombe et al., 2018) 6nemli rol oynamaktadir.
Patolojik degisikliklerin, ilk semptom baslangicindan yillar 6nce basladigi Alzheimer
hastalig ile ilgili olan bu mekanizmalarin agikliga kavusturulmasi hastaligin erken tanisi ve

tedavisi konusunda 6nem arz etmektedir.

mikroRNA (miRNA)’lar kodlanmayan RNA molekiilleridir. Hiicre farklilagmasi,
proliferasyon, hayatta kalma mekanizmalar1 ve daha bir¢ok yolakla iliski halindedir. Hedef
mesajct RNA (mRNA)’ya baglanarak, mRNA {izerinde translasyonel inhibisyon ve
degredasyona yol agarak etkilerini gostermektedir (Rupaimoole & Slack, 2017).

Alzheimer hastalifi gibi norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak tizere farkli bircok
hastalikta miRNA’larda degisiklikler gozlenmektedir (Quinlan, Kenny, Medina, Engel, &
Jimenez-Mateos, 2017). Alzheimer hastalik patogenezinde de yer alan bir¢ok mekanizma ile
iliskili olan miRNA’larin degisikliklerinin saptanmasi hem hastalik patogenezinin
aydinlatilmasinda hem de hastalikla ilgili biyobelirte¢ aragtirma ¢aligmalarinda son yillarda
onemli yer tutmaktadir. Alzheimer hastalifinda degisiklik gosteren miRNA’larin hedef
genleri arasinda hiicre siklusu, hiicre yaslanmasi, strese hiicre yaniti, bagisiklik sistemi ve

sinir bliylime faktorii genleri olup, bu genlerle iligkili sinyal yolaklar1 dahil olmak iizere



birgok hastalik patogenezinde yer alabilen yolaklarla iliskisi oldugu gosterilmistir

(Swarbrick, Wragg, Ghosh, & Stolzing, 2019).

MikroRNA-34a (miR-34a)’nin Alzheimer hastalilk modelinde ve SH-SYSY hiicre
kiiltiiriinde bcl-2’yi inhibe ettigi ve boylece Alzheimer hastalik patogenezinde 6nemli yer

tutan apoptotik siireglerle de iliskisi oldugu bilinmektedir (X. Wang et al., 2009).

Calismamizda terapotik etkisini degerlendirmeyi amacladigimiz taurin aminoasidi (2-
aminoetansiilfonik asit) osmoregiilator, néromodiilator, antiapoptotik, antioksidan ve anti-

inflamatuar 6zellikleri ile bilinen yar1 esansiyel bir aminoasittir (Baliou et al., 2021).

Taurin yanlis katlanmis olan proteinlerin stabilite ve islevselliklerini yeniden kazanmasi i¢in
yeniden ve uygun sekilde katlanmasima yardimci olur. Ayrica hiicre zarmin yapisal
biitiinliigiiniin korunmasini saglayarak Alzheimer hastalik patogenezinde yer alan hiicre ici

kalsiyum artisinin neden oldugu apoptozu da azaltir (Bhat et al., 2020).

Taurinin, miR-34a iizerine olan etkisinin degerlendirildigi bir hiicre kiiltiiri ¢caligsmasinda,
H>0O, uygulamasi sonucunda miR-34a gen ekspresyonu artmis, ancak Oncesinde taurin
verilen daha sonra H»O: uygulanan gruplarda miR-34a gen ekspresyonunda diisiis
gozlenmistir. Taurin verilen grupta H>O; araciliiyla uyarilmis olan apoptozun da, taurin

tedavisi ile azaldig1 gozlenmistir (Cheleschi et al., 2017).

Calismamizda siganlarda intraserebroventrikiiler (isv) Amiloid Beta 1-42 (AP 1-42)

uygulamasiyla olusturulmus deneysel Alzheimer benzeri hastalik modelinde;

- Taurinin, 6grenme ve bellek gibi bilissel fonksiyon degisiklikleri {izerine olan etkilerinin
gozlemlenmesi;

- Apoptotik stireclerde meydana gelen degisikliklerin incelenip, apoptotik siirecin miR-34a
ile olan iligkisinin ve taurinin bu siire¢ler iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi;
- miR-34a’nin kan ve beyin dokusundaki degisiminin gozlenip, hastaligin tanisinda olasi bir
biyobelirteg olarak kullanimiyla ilgili olarak literatiire katkida bulunulmasi;

- Oksidatif ile inflamatuar siireglerin ve taurinin bu siirecler iizerine etkisinin incelenmesi

amaclanmistir.



Hipotezlermiz;

Sicanlarda isv AP 1-42 uygulamasi ile olusturulan Alzheimer benzeri hastalik modelinde;

- 0grenme ve bellek gibi biligsel fonksiyonlarin bozulacagi,

- apoptotik, oksidatif ve ndroinflamatuar siireclerin gelisecegi,

- apoptotik siireglerle iligkili olan miR-34a’nin plazma ve beyin seviyelerinde degisiklik
olacagi, bu nedenle de Alzheimer hastaliginda bir biyobelirte¢ olma potansiyeli oldugu,
Taurinin ise, A 1-42’nin neden oldugu;

- 6grenme ve bellek gibi biligsel fonksiyonlarda meydana gelen olast bozuklugu diizeltecegi,
- apoptozu engelleyecegi ve miR-34a seviyelerinde olugan olast degisiklikleri diizeltecegi,

- oksidatif stres ve noroinflamasyonu azaltacagi seklindedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

Norodejenerasyonla iliskili demans nedeni olan Alzheimer hastaligi, Amiloid Beta (AP)
iceren hiicre dis1 plaklar ve tau iceren hiicre i¢i ndrofibriler yumaklarla karakterize, biligsel
ve davranigsal bozukluklarin izlendigi, sinsi baslangichh ve ilerleyici nitelikte bir

norodejeneratif bozukluktur (Knopman et al., 2021).
2.1.1 Alzheimer Hastahi@inin Tarihgesi, Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Tarihgesi

Alzheimer hastaliginin tanimlanmasindan 6nce 1889 yilinda Beljahow, senil demansta sinir
hiicresi dejenerasyonunu tanimlamakla birlikte, ifadelerinden bazilar1 plak ve yumaklar
tanimliyormus gibi ¢esitli sekillerde yorumlanmistir. 1892 yilinda, Paris Salpetriere
Hastanesinde ¢alisan Paul Blocq ve Georges Marinescu, epilepsi hastaliina sahip olan yash
bir hastaya ait beyin dokusunda yuvarlak yiginlar tespit etmislerdir. Bu yiginlarin 6nemine
dair net bir agiklama yapmamis olmakla birlikte bunlarin glial skleroz nodiillerine karsilik
geldigini diisiinmiiglerdir. 1898 yilinda Viyana Universitesi Ikinci Pskiyatri Klinigi’ nde
calisan Emil Redlich senil demans vakalarinda milier sklerozu tanimlamistir. Bu yapilari da
“plak’’ olarak adlandirmistir. 78 yasindaki ileri seviyede demansi olan bir hastanin beyninde
histopatolojik degerlendirmede temporal ve frontal lobda belirgin olmak iizere beyin
boyutunda kii¢iilme ve farkli boyutlarda, merkezinde ¢ekirdek olan, fibréz materyal igceren
plaklar1 saptadi. Bu yapilar cogunlukla fibréz materyal icerdiginden bunun bir tiir glial
hiicreye karsilik geldigini ve bunun sinir hiicresi dejenerasyonuna ikincil gelismis

olabilecegini diisiinmekteydi (Blocq & Marinescu, 1892; Goedert, 2009; Redlich, 1898).

Alzheimer hastaligimin tanimlanmasinda 6nemli bir yeri olan psikiyatri uzmani Dr. Alois
Alzheimer ise ¢aligmalarini néropatoloji alaninda siirdiirmiistiir. 1901 yilinda 6z bakimda
azalma sikayeti bulunan, yonelim ve bellek bozuklugu bulgulari olan Auguste Deter isimli
51 yasindaki hasta ile karsilasmistir. Belirtileri ve biligsel bozukluklar1 zamanla ilerleyen
Auguste Deter 1906 yilinda vefat etmistir. Alois Alzheimer, vefatindan sonra Auguste

Deter’in beynini otopsi ile incelemistir (Selekler, 2010) (Resim 2.1.).



Alois Alzheimer, Bielschowksy’nin giimiis boyama teknigini kullanarak noronal
dejenerasyonu saptamis, serebral kortekste hiicre sayisinda azalma oldugunu, néronlarin
arasinda fibril yumaklar1 oldugunu (ndrofibriler yumaklar) ve korteks iizerinde yaygin
glimilis boyama odaklar1 oldugunu (senil plaklar) gostermistir (Zilka & Novak, 2006). Bu

gelisme bu iki patolojinin bir arada gosterilmesi acisindan 6nem arz etmektedir.

Alois Alzheimer Auguste Deter vakasini1 1906 yilinda Tiibingen’de yapilan 37. Giiney-Bat1
Alman Psikiyatristler Kongresi’nde “Uber einen eigenartigen, schweren Erkrankungsprozef der
Hirnrinde’” yani “Serebral Korkteksin Kendine Ozgii Siddetli Hastalik Siireci”> ismiyle
sunmustur. 1907 yilinda ilgili vakasini kisa bir 6zet seklinde “Uber eigenartige Erkrankung der
Hirnrinde”” yani “Serebral Korteksin Ozgiin Bir Hastalig1’* adiyla yayinlamistir (Alzheimer,
1907; Hippius & Neundorfer, 2003). Alzheimer’in klinik sefligini de yapmis olan Emil
Kraepelin 1910 yilinda yaymlamis oldugu Klinik Psikiyatri kitabinda ‘“Alzheimer
Hastalig1”’ terimini kullanmistir (Selekler, 2010).
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Resim 2-1 A: Dr. Alois Alzheimer,; B.: Auguste Deter, C: Orijinal Postmortem Giimiis Boyamali Histolojik

Kesitler; D: Plak (Auguste Deter’in beyin kesiti); E: Norofibriler Yumak (Auguste Deter’in beyin kesiti)
(Mufson et al., 2015)

Diger yandan Oskar Fischer isimli arastirmaci, Alois Alzheimer ile es zamanli olarak 1907
yilinda, 12 vakada senil plaklarin varligin1 tanimladig: bir seriyi yayinladi. Fischer; Blocq,

Marinescu ve Redlich’in aksine plaklarin glial kokenli oldugunu diistinmiiyordu ve noritik



plak kavramimi one siirdii. Fischer 1910 yilinda yayinladigi makalesinde noérofibriler
yumaklar1 tanimlamakla birlikte plak yapilarinin evrelendirmesiyle ilgili tanimlamalarini da

paylast1 (Fischer, 1907, 1910; Goedert, 2009)(Resim 2.2.).

Resim 2-2 a: Oskar Fischer, 1936 yili (Goedert, 2009) ve b: Noritik Plak Evrelemesi (Fischer, 1910)

Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore diinya ¢apinda 55 milyondan fazla demans hastasinm oldugu
ve her yil yaklasik 10 milyondan fazla yeni vakanin saptandigi bildirilmektedir. Bu demans
hastalarinin  yaklagik  %60-70’ini  Alzheimer hastaligina bagli demans tablosu
olusturmaktadir. Diinya ¢apinda en sik 6liime neden olan hastaliklar degerlendirildiginde

demans 7. sirada yer almaktadir (WHO, 2023).

Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D.) Alzheimer Derneginin Hazirladig1 “2023 Alzheimer’s
disease facts and figures’’ isimli rapora gore A.B.D. niifusu degerlendirildiginde toplam 6,7
milyon 65 yas ve iistii kisinin Alzheimer hastalik demansina sahip oldugu bildirilmektedir.
Bu sayinin, tibbi gelismeler yetersiz kalirsa 2060 yilinda 13,8 milyona kadar ¢ikabilecegi 6n
gorlilmektedir. Alzheimer demansinin goriilme siklig1 65-74 yas araliginda %5; 75-84 yas
araliginda %13,1; 85 ve dustii yaslarda %33,3 olarak hesaplanmistir. 2019 yilinda
A.B.D.’deki en sik 6. 6liim nedeni olan Alzheimer hastalig1 121,499 kisinin 6liimiine neden
olmustur. 2020-2021 yillarinda ise COVID-19’un da 6liim nedenleri arasina eklenmesiyle

en sik 7. 6lim sebebi olarak yer almaktadir. 2000-2019 yillar1 arasinda 6liim nedenlerinin



degisiklikleri analiz edildiginde; kalp hastaligi, inme ve HIV gibi sorunlarin neden oldugu
oliimlerin toplam 6liim sayisina olan orani diiserken, Alzheimer hastaliginin neden oldugu
Oliimlerin, toplam 6lim sayisina olan oraninin %145 kadar arttigi gozlenmistir ("2023
Alzheimer's disease facts and figures," 2023). Bu durum Alzheimer hastaliginin goriilme
sikliginin ve olusturdugu etkinin ortalama yasam siiresinin uzamastyla olan artigina isaret

etmektedir.

TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verileri incelendiginde; iilkemizde 2019 yilinda
Alzheimer hastaliindan 6len yashlarin sayisi 13,498 ve orant %4,3 olarak saptanmistir
(TUIK, 2021). 2021 yilina gelindiginde ise bu oran %3 olarak saptanmustir (TUIK, 2023).
Ancak bu noktada 2021 yilinda yasanmakta olan COVID-19 salgim1 da g6z Oniinde
bulundurulmahidir. Ulkemizde 2021 yilinda yapilan ve 60 yas {istii bireylerin
degerlendirildigi bir ¢alismada 60-69 yas araliginda %8,2; 70-79 yas araliginda %23,9; 80

yas ve iistii bireylerde %55,8 oraninda demans izlenmistir (Sentiirk I et al., 2021).

Alzheimer hastaliginin sosyoekonomik olarak da yikict etkileri bulunmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii 2019 verilerine gore demansin kiiresel ekonomiye olan etkisi 1,3 trilyon dolar
kadardir. Herhangi bir iicret almadan bakim saglayan aile bireyleri vb. kisiler giinde ortalama
5 saatlerini bu hastalara ayirmaktadir ve global ekonomiye olan etkinin %50’si buradaki

caligma saati kaybi1 nedeniyle olugsmaktadir (WHO, 2023).

A.B.D.’de 2022 yilinda 18 milyar saatin Alzheimer hastalarimin ya da diger demans
hastalarinin bakimina ayrildig1 ve sadece bunun ekonomiye olan etkisinin 340 milyar dolar
civarinda oldugu disiiniilmektedir. 2023 yilindaki verilere gére de demans hastalarina
harcanan saglik bakim masraflarinin 345 milyar dolar civarinda oldugu tahmin edilmektedir

("2023 Alzheimer's disease facts and figures," 2023).

Cinsiyet olarak degerlendirildiginde A.B.D. verilerine gore her 3 Alzheimer hastasindan 2
tanesi kadindir ("2023 Alzheimer's disease facts and figures," 2023). Framingam
caligmasinin verilerine gore 45 yasindaki bir kadinin hayat boyu Alzheimer hastalig
gelistirme ihtimali yaklasik %19,5 iken, erkeklerde bu oran %10,3 olarak bulunmustur
(Chéne et al., 2015). 2019 TUIK verileri Alzheimer hastaligindan len yaslilarin cinsiyete
gore oranlart degerlendirildiginde kadinlarda bu oran %5,4 iken, erkeklerde %3,2’dir

(TUIK, 2021).



Alzheimer hastaligimin gelismesinde hem genetik hem de ¢evresel faktorler rol
oynamaktadir. En biiytik risk faktorii yastir. Epidemiyolojik veriler degerlendirildiginde 65
yastan sonra risk ciddi sekilde artmaktadir ("2023 Alzheimer's disease facts and figures,"

2023).

Amiloid Prekiirsor Protein (APP) ve Presenilin 1 ve 2 (PSEN1/2) gibi genlerde mutasyon
varliginin erken yasta ortaya ¢ikan familyal Alzheimer hastalig: ile iligskisi mevcuttur.
APOE4 allelik varyasyonu ise gec¢ baslangigli Alzheimer hastaligi icin risk faktoridiir
(Armstrong, 2019). Alzheimer hastali1 olan bireyler, saglikli gruplarla kiyaslandiginda 2-3
kat kadar fazla allel €4’e sahip olarak bulunmustur (Saunders et al., 1993).

Bunlara ek olarak etyolojide farkli hipotezlerin roliinden de bahsedilmektedir. Ornegin
metallerin birikimi Alzheimer hastalik patogenezinde yer alan stirecleri tetikleyip hiicresel
homeostaz bozukluguna yol acarak; travmatik beyin hasari ise kan beyin bariyerinde hasara
yol acip, plazma proteinlerinin sizmasina ve immiin duyarlilagsmaya neden olarak Alzheimer
hastalig1 i¢in birer risk faktorti olabilmektedir. Ayrica néromodiilator etkisi olan insiilin ve
iligkili mekanizmalarin rol oynadigi metabolik siireglerde meydana gelen degisikler,
vaskiiler sistemde meydana gelen bozukluklar, immiin sistem degisiklikleri ve bazi
enfeksiyon ajanlarinin risk faktorii olabilecegini one siiren ¢aligmalar mevcuttur (Armstrong,

2019).

Alzheimer hastalifi i¢in belirlenmis bazi risk faktorleri olmakla birlikte, Alzheimer

hastaliginin belirlenmis tek bir sebebi yoktur. Alzheimer hastaligi multifaktoryel bir siirectir.

2.1.2. Alzheimer Hastahk Patogenezi ve One Siiriilen Hipotezler

Etyolojisi multifaktoryel olan Alzheimer hastaliginin patogenezine yonelik birgok farkli

hipotez 6ne stirlilmistiir.

Amiloid Beta (ApP) kaskad hipotezi

Amiloid Beta (AP) proteinin senil plaklarda gosterilmesi ve APP (Amiloid Prekiirsor

Proteini) benzeri genetik mutasyonlarin erken baglangicli ailesel Alzheimer hastaliginda
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gosterilmesi gibi kanitlar Amiloid beta kaskad hipotezinin 6ne siiriilmesine yol agmigtir

(Reitz, 2012).

APP’nin yikim iiriinii olan A proteinin; nérofibriler yumak olusumu, hiicre kayb1, vaskiiler
hasar ve demans gibi sonuglara yol agtig1 1992 yilinda John A. Hardy ve Gerald A. Higgins
tarafindan one siirtilmiis olup, patolojinin temel kaynaginin amiloid beta plaklar oldugu, A
proteininin kalsiyum homeostazini bozup ndronal kalsiyum seviyelerini arttirabilecegi
diistiniilmistiir. Ayrica kalsiyum tarafindan kontrol edilen tau fosforilasyonu ile de
(hiperfosforile tau olusumu) ndrofibriler yumak olusabilecegi bu ¢alismada 6ne siiriilmiistiir

(Hardy & Higgins, 1992).

Bir transmembran protein olan APP, proteolitik siirecinin sonunda hem amiloidojenik hem
de non-amiloidojenik yolaklara ilerleyebilmektedir (X. Sun, Chen, & Wang, 2015). Non-
amiloidojenik siiregte APP, a-sekretaz tarafindan pargalanarak ¢oziiniir APPa (sAPPa)
iretilir. Amiloidojenik siirecte APP, B- ve y-sekretazlar tarafindan sirayla parcalanir ve
toksik olan AP tiirleri tiretilir (Hampel et al., 2021). Non-amiloidojenik siirecte a-sekretaz
ile parcalanma oldugu igin toksik A iiretilemez ¢iinkii a-sekretazin parcaladigi bolge AP
bolgesinde kalmaktadir. Non-amiloidojenik siirecte APP parcalanmasi sonucunda iiretilen
sAPPo’nin olumlu koruyucu etkileri oldugu c¢esitli ¢alismalarda goOsterilmistir.
Amiloidojenik siiregte ilk olarak B-sekretaz olan -site APP-cleaving enzyme 1 (BACE-1)
ile parcalanma olmaktadir. Daha sonra da APP’nin transmembran parcasinda y-sekretaz
tarafindan pargalanma olmaktadir. Bunun sonucunda ise AP ortaya ¢ikmaktadir. y-sekretazin
boliinmeye neden oldugu bolge tek bir nokta ile sinirli olmadigindan farkli AP tiirleri
olusmaktadir. AB1-40 ve AP1-42 bu siire¢ sonucunda olusan Af’larin ¢ogunlugunu
olusturmaktadir (Sekil 2.1.) (Bachurin, Bovina, & Ustyugov, 2017; T. Zhang, Chen, & Lee,
2019).
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Sekil 2-1 Toksik Amiloid Beta Olusma Mekanizmasi

(Bachurin et al., 2017)

Amiloid beta kaskad hipotezinin sunuldugu donemlerde; Amiloid beta oligomerlerinin,
patolojik form oldugu diistiniilen amiloid beta plaklar1 olusumu i¢in bir araci oldugu
diisiiniilmekteydi, 1998 yilinda (Lambert et al., 1998) amiloid beta oligomerlerinin de
Alzheimer hastaligina yol agabilecegi one siiriildii (Cline, Bicca, Viola, & Klein, 2018), bu
one siirlilen hipotez amiloid beta kaskad hipotezinin varyanti olarak bilinen amiloid beta
oligomer hipotezi olarak da adlandirilmaktadir (Karran & De Strooper, 2016). Amiloid beta
kaskad ve bunun varyanti olan amiloid beta oligomer hipotezinde esas patoloji olarak
amiloid beta proteinin; patogenezi tetikledigi ve amiloid beta birikiminin baslattigi 6ne
siiriilmekte olup bu patolojinin kalsiyum homeostazinda bozulmaya yol agabilecegi,
oksidatif strese, astrosit ve mikroglialarin aktifllesmesine, anormal Tau fosforilasyonuna,
sinaptik bozulmaya, ndron 6liimiine, sinaptik plastisitede bozulmaya ve 6grenme ile bellek
bozukluguna neden olabilecegine yonelik kanitlar mevcuttur (Hardy & Higgins, 1992;
Karran & De Strooper, 2016; Viola & Klein, 2015) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2-2 Amiloid Beta Kaskad Hipotezine Gére Hastalik Patogenez Siireci

(Fonseca, Proenga, Resende, Oliveira, & Pereira, 2009; Haass & Selkoe, 2007) (Created with
BioRender.com)

Tau Hipotezi

Patolojik kosullar altinda hiperfosforile olan tau proteinin eslesmis helikal filamalar seklinde
fibrile olmasi ile olusan norofibriler yumaklarin hiicre i¢inde birikmesi Alzheimer
hastaliginin 6nemli bir 6zelligidir (Arnsten, Datta, Del Tredici, & Braak, 2021; Du, Wang,
& Geng, 2018). Tau proteini mikrotiibiil stabilizasyonu ile iliskilidir ve dendrit ile aksonda
bulunmaktadir (Agarwal, Alam, Haider, Malik, & Kim, 2020). Tau birikimlerinin 6nce
beynin kii¢iik bir bolgesinde baslayip daha sonra yayildigi gerekgesine de dayanmaktadir
(Braak & Braak, 1991; Kametani & Hasegawa, 2018). 2009 yilinda Frost, Jacks&Diamond
tarafindan hiicre i¢i biriken taunun hiicreler arasi gecisi gosterilmistir (Frost, Jacks, &
Diamond, 2009). Ayrica tau patolojisinin, amiloid beta patolojisine gore klinik belirtilerle

daha korele oldugu da 6ne siiriilmektedir (Kametani & Hasegawa, 2018).

Tau hipotezinde, sporadik Alzheimer hastaliginin ana baglatict mekanizmasinin tau proteini

patolojisi olabilecegine yonelik diisiinceler de mevcuttur. Tau protein patolojisi
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olusumunun, amiloid beta birikiminden 10 y1l 6nce basladigi (Braak & Del Tredici, 2015)
gerekcesine dayandirilmis olan bu goriiste, ilgili akson ve dendritlerde biriken hiicre ici
hiperfosforile tau proteinin, kalsiyum regiilasyonunda bozulmaya, néron 6liimiine yol actig1
ve bunun Alzheimer hastaligi i¢in temel tetikleyici mekanizma oldugu 6ne stirtilmiistiir.
Hiicre icindeki tau proteini birikiminin, toksik amiloid beta proteini olusumuna neden
oldugu (Braak & Del Tredici, 2013), toksik amiloid beta olusumunun da tekrar tau
hiperfosforilasyonunu tetikleyerek tau protein birikimini arttirarak kisir bir dongiiye yol

aciyor olabilecegi diisiiniilmiistiir (Arnsten et al., 2021).

Kolinerjik hipotez

Ogrenme ve bellek siireglerinde nemli rolii olan asetilkolin iiretim ve tasinmasinda azalma
olduguna dayanan hipotezdir (Agarwal et al., 2020). Alzheimer hastaliginda kolinerjik
ndronlarda kayip olduguna yonelik ¢alismalara dayanmaktadir (Davies & Maloney, 1976).
Serebral korteksin, Meynert’in Bazal Niikleusundan kolinerjik innervasyon aldigi ve bu
bolgenin Alzheimer hastaligi tarafindan 6nemli sekilde etkilendigi bilinmektedir. Bu bolge
bazolateral kortikal serit igerisinde kalmaktadir. Bu bolgede yer alan kolinerjik aksonlarin
norofibriler yumak birikimi sonucunda 6ldigii ve kolinerjik presinaptik terminallerin
kayboldugu gosterilmistir. Bazolateral kortikal serit disinda kalan kolinerjik bdlgeler olan
retikiilotalamik ve intrastriatal yollarin ise Alzheimer hastaliginda korundugu gosterilmistir.
Buna bagli olarak bu bdlgedeki (bazolateral kortikal serit) kolinerjik yollarin hassasiyetinin,
bu bolgenin kolinerjik yapisindan ziyade anatomik yapisiyla iliskili oldugu da
diistiniilmistiir. Meynert’in bazal niikleusundan gelen kolinerjik yollar korteksin biiytik bir
boliimiine ulagsmaktadir. Az sayida Ch4 kolinerjik néronun (Meynert’in Bazal Niikleusu
kaynakli kolinerjik ndron grubu) harabiyeti bile korteksi etkileyerek dikkat, motivasyon ve

bellegi etkileyebilir (Mesulam, 2012).

Norovaskiiler Hipotez

Vaskiiler risk faktorlerinin, artmis Alzheimer hastalik riski ile iligkili olduguna dayanan bu
hipotezde, serebral kan akiminda azalma ile serebral hipoperfiizyonun, kan beyin bariyer
bozuklugunun ve endotelyal metabolik disfonksiyonun Alzheimer hastalik patogenezinde
onemli yer tuttugu one siiriilmektedir (Scheffer, Hermkens, van der Weerd, de Vries, &

Daemen, 2021; Zlokovic, 2011).
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Hipoperfiizyona bagli dogrudan ndronal hasar olugabilmekle birlikte kan beyin bariyerinde
meydana gelen hasar ve serebral kan akiminda meydana gelen azalma sonucunda ndrotoksik
molekiillerin  birikimi  gozlenmektedir. Hem dolasim bozukluguna bagli olarak
amiloidojenik olmayan bir hasar, hem de amiloid beta (Af) klirensinin bozulmasina bagh
olarak amiloidojenik (AP birikiminin neden oldugu) ndrotoksisitenin etkileri birlikte
gozlenebilmektedir. Buna ayrica “vaskiiler ¢ifte vurus hipotezi” adi da verilmistir.
Hipopertfiizyon ve norotoksinlerin birikimine bagli olan néronal hasar ilk vurus iken, amiloid
beta regiilasyonunda meydana gelen diizensizlikler ve klirens bozukluguna bagli olan AP
birikiminin neden oldugu ndronal hasar ikinci vurus olarak adlandirilmaktadir (Nelson,

Sweeney, Sagare, & Zlokovic, 2016).

Mitokondriyal Kaskad Hipotezi

Mitokondriyal Kaskad Hipotezi 2004 yilinda tanimlanmis olup (Swerdlow & Khan, 2004),
hipotez; genetik kalitimin bireysel mitokondri fonksiyonunu etkilemesi, kalitsal ve ¢evresel
faktorlerin yasa bagl olarak mitokondri fonksiyonunda meydana gelen degisiklikleri
etkilemesi ve mitokondri fonksiyonu degisiklik oraninin Alzheimer hastalik kronolojisini
etkilemesine dayanmaktadir. Mitokondriyal fonksiyonun; APP proteinini ve AP birikimini
etkiledigi ve amiloid kaskadini tetikledigini 6ne siirmektedir (Swerdlow, Burns, & Khan,

2014).

Bu hipotezin sundugu modelde, bireye 06zgli belirlenmis olan mitokondriyal elektron
transport zinciri ve mitokondri fonksiyonu, bazal reaktif oksijen tiirli diizeyini
belirlemektedir. Somatik mtDNA mutasyonlar1 varligr elektron transport zincirini
etkileyerek reaktif oksijen tiirlerinin artigina neden olabilmektedir. Bazal reaktif oksijen tiirii
miktarinin yliksek olmasi, mitokondriyal hasarin daha yogun olmasina yatkinlik
yaratmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin artisi néronda AP artisina ve apoptozise yol
acmaktadir, altta yatan mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle ndronlar hiicre dongiisiinii

tamamlayamayip canliliklarii kaybetmektedir (Swerdlow & Khan, 2004).

Ayrica mitokondriyal TCA siklusunda yer alan, piriivat, fumarat, malat, alfa ketoglutarat
gibi metabolitler, ndronlarin diizenlenmesi ve dayanikliliginda da énemli rol almaktadir (P.

P. Liu, Xie, Meng, & Kang, 2019).
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Hipotezler birlikte degerlendirildiginde literatirde en sik dillendiren AP kaskad
hipotezinde APP proteinin, - ve y-sekretazlar tarafindan parcalanmasi ile Ap’nun toksik
formlar1 olan AP oligomerlerinin olugsmasi (Cline et al., 2018) ve AP plak yapisinin meydana
gelmesi 6nemli rol oynamaktadir (Hampel et al., 2021; Reitz, 2012). AP, hiicre igine giren
Ca"™" iyonunun hiicre igine girisini arttirmakta ve eksitoksisiteye neden olmaktadir (Mattson
et al., 1992), yan1 sira Tau hiperfosforilasyonunu arttirdigr da 6ne siiriilmektedir (Viola &
Klein, 2015). Ayni sekilde Tau patolojisinin de AP toksik formlarinin olusumunu
tetikledigi ve bu patolojilerin birbirini tetikleyerek kisir dongiiye yol agtifi one
siiriilmektedir (Arnsten et al., 2021; Braak & Del Tredici, 2013). Ozellikle bazolateral
kortikal gerit bolgesinde yer alan ve kortikal bolgeye 6nemli sinapslar gonderen kolinerjik
noronlarinda harabiyeti Alzheimer hastalik patogenezinde 6nemli yer tutmakta olup bu
patolojinin altinda biiyiilk Olglide norofibriler yumaklarin neden oldugu sinaptik
dejenerasyon yer almaktadir (Agarwal et al., 2020; P. P. Liu et al., 2019; Mesulam, 2012).
Norovaskiiler yapida meydana gelen bozulmalar da hipoperfiizyon ve kan beyin bariyeri
harabiyetine bagl olarak dogrudan; amiloid beta regiilasyonunda diizensizlige yol acarak ve
klirens bozukluguna bagl olarak AP birikimi seklinde Alzheimer hastalik patogenezine
katkida bulunmaktadir (Zlokovic, 2011). Bunun yani sira mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu sonucunda olusan oksidatif stres ve hiicre Olimii de patogeneze katkida

bulunmaktadir (Swerdlow & Khan, 2004).

Etyolojisinde farkli etkenlerin rol oynamakta oldugu Alzheimer hastalifi patogenezine
cesitli ve birbiriyle iliskili olan mekanizmalar katkida bulunmaktadir. Alzheimer hastaligi;

apoptoz, oksidatif stres ve inflamasyon gibi patogenezde yer tutan hiicresel siireclerle
iliskilidir.

2.1.3. Alzheimer Hastalig1 ve Apoptozis

Apoptozis, ekstrinsik ve intrinsik olmak iizere 2 farkli yolak ile gerceklesmektedir.
Ekstrinsik yolak, dis uyarilara kars1 yanit verir ve isleyisine 6liim reseptorleri ve kaspaz-8
aracilik etmektedir. Intrensek yolak ise, hiicre i¢i homeostazinda meydana gelen
degisikliklere cevap olarak, bcl-2 aile iiyelerinin yolaga aracilik etmesiyle sitokrom C
salimimi ve kaspaz-9 aktivasyonuna neden olur. Sonrasinda her iki yolak da kaspaz-3,-6 ve
-7’yi aktive ederek hiicre dliimiine neden olur. Alzheimer hastalifinda apoptozis siireciyle

ilgili olan bir¢cok calisma yapilmistir ve siirecle ilgili parametreler degerlendirilmistir.
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Ozellikle bcl-2 aile iiyelerine (bax, bak, bad, bid, bim, bcl-x, bcl-2) ait degisikliklere
rastlanilmistir. Kalsiyum sinyal yolaklar1 néronlarda ve Alzheimer hastalik patogenezinde
onemli yer tutmaktadir. Bcl-2 aile iiyeleri de hem mitokondri hem de endoplazmik
retikulumda kalsiyum sinyalini diizenlemektedir. Bu yolaklar Alzheimer hastaligin
etkileyebilir (Sekil 2.3.) (Callens et al., 2021; K. Jana, Banerjee, & Parida, 2013; Rajesh &
Kanneganti, 2022).

Oksidatif Stres, Toksisite APP
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APOPTOZ

Sekil 2-3 Alzheimer Hastaliginda Apoptotik Siire¢

(K. Jana et al., 2013) (Created with BioRender.com)

Pro-apoptotik (bax, bad, bak) ve antiapoptotik (bcl-2 ve bclxL) proteinler mitokondri
membraninin gecirgenligini ve sitokrom C salinimini diizenleyerek apoptotik siirece etkide
bulunurlar (K. Jana et al., 2013). Alzheimer hastaliginda bax, bim gibi proapototik proteinler
artarken, bcl-2, bel-xl, bel-w gibi antiapoptotik proteinler azalmaktadir. Bax eksik olan
ndronlarda AP apoptozu uyaramamaktadir, bcl-2’nin fazla ekspresyonu ise AP ile

indiiklenen apoptozu azaltmaktadir (Castro et al., 2010; Rajesh & Kanneganti, 2022).
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Bax ve bcl-2, mitokondriden sitokrom C salimimimi diizenleyerek apoptoz yolagin
etkilemektedir, bu markerlar apoptoz yolagini degerlendirmek i¢in sikca kullaniimaktadir.
Eksojen AP 1-42 uygulanan ve mitokondriyal AR 1-42 transfeksiyonu yapilan HT22
hiicrelerinde bax ve bcl-2 seviyeleri degerlendirilmistir. Mitokondriyal fraksiyonda AP 1—
42 uygulamalar1 sonucunda apoptotik bax proteini artarken, anti-apoptotik bcl-2 proteininde
azalma oldugu goriilmiistiir. Yine bu c¢alismada bax/bcl-2 orani artigi sonrasi artmasi
beklenen sitokrom C’nin seviyeleri Olciildiigiinde artis oldugu goézlenmistir (Cha et al.,
2012). Alzheimer hastalik modelinde AP 1-42 ekzojen uygulamasinin ve AP 1-42
mitokondriyal birikiminin mitokondriden sitokrom C salinimina aracilik ettigi ve ilgili A
1-42 birikiminin mitokondriyal islev bozuklugunun yani sira hiicre 6liimiinii de tetiklemek
icin yeterli bir olay oldugunu gosterilmistir (Cha et al., 2012; Ghavami et al., 2014). in vivo
olarak ve ayrica hipokampal dilim kiiltiir hiicrelerinde yapilan bir calismada oligomerik AP
uygulamasinin apoptotik bim proteinini arttirdigi, antiapoptotik bcl-2 proteinini azalttigi
bunun da bax aktivasyonu ile noronal hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmis olup, ayni
caligmada bax inhibisyonunun oligomerik Af’nin hiicre 6liimiine yol agmasina karsi koruma
sagladip1 da gosterilmistir (Kudo et al., 2012). insan néron primer kiiltiirlerinde yapilan bir
calisgmada da AP 1-42 uygulamasi sonucunda bax proteininde artis saptanirken, bcl-2
proteininde azalma gozlenmistir (Paradis, Douillard, Koutroumanis, Goodyer, & LeBlanc,
1996). Farkl1 bir etken maddenin degerlendirildigi bir rat ¢aligmasinda da Alzheimer hastalik
model grubu hipokampiis dokusunda, proapoptotik protein olan bax artis1 izlenmis olup,
antiapoptotik bcl-2 proteininde azalma goriilmiistiir (R. Huang, Gong, Ni, Jia, & Zhao,
2019). 3xTg-AD/Bcl-2 transgenik farelerde yapilan calismada, néronlarda bcl-2 artmis
ekspresyonunun, kaspaz aktivasyonunu azalttigi ve tau parcalanmasimi bloklayarak

ndronlardaki birikimini engelledigi gosterilmistir (Rohn et al., 2008).

Kaspaz-3 ve farkli kaspazlarin APP parcalanmasi ve sonucunda da AP igeren peptid
olusumuna neden oldugu ve amiloidden zengin senil plaklarin, kaspaz ile par¢calanmig APP
icerdigi gosterilmistir (Castro et al., 2010; Gervais et al., 1999). Beyinde AP birikimi
homeostazi bozmakta, mitokondriyal strese neden olup, sitokrom C salinmasina ve kaspaz-
3 aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Kaspaz-3, kalsindrini aktive edip AMPAR
defosforilizasyonuna ve internalizasyonuna neden olmaktadir. Bu durum sinaptik kayba
neden olur (K. Jana et al., 2013). Yan sira kaspaz-3, tau parcalanmasi ile kesilmis tau
olusumuna neden olur. Kaspaz-3 tarafindan pargalanmis olan bu tau konformasyonel olarak

farklidir, filament formasyonunun artigina ve mikrotiibiillerde tau birikimine neden olur. Bu
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durumun kompanze edilmesi i¢in tau fosforillenir. Hiperfosforile tau helikal filament
formasyonuna doner ve mikrotiiblil destabilizasyonu meydana gelir. Mikrotiibiil
destabilizasyonu ndroprotektif amagla meydana gelse de hiicre i¢i iletisimde meydana gelen
bu degisiklik apoptoza neden olur (Means et al., 2016). Kaspaz-3 aktivasyonu ile
parcalanmis olan taunun norofibriler yumak olusumuna neden olabilecegi diisliniilmektedir
(Rohn & Head, 2009). Farkl1 bir calismada Alzheimer hastaliginin ilk donemlerinde immatiir
norofibriler yumaklarda artmis kaspaz-3 seviyeleri goriilmiistiir, kaspaz-3 artisinin erken
evre degisikliklerinden oldugu diisiiniilmiistlir (Gastard, Troncoso, & Koliatsos, 2003).
Ayrica kaspaz aktivasyonu ile taunun kaspaz ile yikilmasinin, AP ve norofibriler yumak
patolojileri arasindaki baglantiy1 kuran etkenlerden biri olabilecegi ifade edilmistir (Cotman,
Poon, Rissman, & Blurton-Jones, 2005; Rohn & Head, 2009; Rohn, Rissman, Head, &
Cotman, 2002).

Kaspaz-6 da tau parcalanmasina neden olup, ndrofibriler yumak olusumuna katkida
bulunabilmektedir (Guo et al., 2004). Kaspaz-9’un direk olarak APP parcalanmasina
katilarak Alzheimer hastaliginda apoptoza neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Castro et al.,
2010; Lu et al., 2000; Rohn, Rissman, Davis, et al., 2002). Farkli kaspazlarin Alzheimer
hastalik patogenezinde ekspresyon seviyelerinin artmis oldugu saptanmistir (Pompl et al.,
2003), kaspazlar farkli yolaklarla apoptoz siirecine katilmakta ve Alzheimer hastalig

patogenezinde yer almaktadir.

Yiirtitiicii kaspazlardan olan kaspaz-3’iin Alzheimer hastalar1 ve yasl kontrol beyinlerdeki
seviyelerinin kiyaslandigi bir ¢calismada, Alzheimer hastalarinin néron ve astrositelerinde
artmis kaspaz-3 saptanmistir (Su, Zhao, Anderson, Srinivasan, & Cotman, 2001). Amiloid
beta uygulamasiyla olusturulmus hayvan modelinde kaspaz-3 mRNA seviyeleri kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur (Kamelia et al., 2017). Alzheimer hastalarinin frontal
korteks mikroglialarinda kaspaz -8,-3 ve -7 artis1 gézlenmis olup bu kaspazlarin mikroglia
aktivasyonu ve norotoksisiteyi etkiledigi one siiriilmiistiir (Burguillos et al., 2011; Goel et

al., 2022).

Hiicre oliimiine yonelik yapilan ¢aligmalarda, Alzheimer hastaligi bulunan kisilerle, ayni
yastaki kisilerin post-mortem beyin kiyaslamalarinda; Alzheimer’li beyin hiicrelerinde
ortalama 30 kat kadar fazla DNA fragmantasyonu gozlenmistir (Lassmann et al., 1995).

DNA kiriklarini saptayan ve proapoptotik ¢evre olusumu ile apoptoz i¢in bir belirteg¢ olan
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TUNEL metoduyla yapilan calismalarda da Alzheimer hastaligi bulunan kisilerin ve
Alzheimer hastalik modellerinin beyinlerinde daha fazla apoptoz lehine bulgu saptanmistir
(Su, Anderson, Cummings, & Cotman, 1994). Bununla birlikte yine TUNEL metoduyla
yapilan farkli bir ¢alismada, Alzheimer hastalarinin beyninde TUNEL boyasi pozitif hiicre
sayisinda artis olmakla birlikte apoptotik hiicre degisikliklerinin daha az goriildiigii de
bildirilmistir (Lorke, Wai, Liang, & Yew, 2010).

Bu verilerle birlikte apoptoz disinda farkli hiicre 6liim mekanizmalariyla ilgili de caligmalar
yapilmaktadir. Apoptozis, nekroptozis, partanozis, ferroptozis, piroptozis gibi

mekanizmalarin da Alzheimer hastalig ile iliskisi arastirilmaktadir (Goel et al., 2022).

Alzheimer hastaliginda noronal hiicre 6limiinde apoptozun yeri konusunda c¢ok sayida
aragtirma yapilmustir. Bazi ¢eliskili yayimnlar (Chi, Chang, & Sang, 2018) olmakla birlikte
genel kan1 apoptozun Alzheimer hastalik patogenezinde olduk¢a 6nemli bir yer tuttuguna

yoneliktir.

2.1.4. Alzheimer Hastalhig1 ve Oksidatif Stres

Beyin diger organlara gore oksidatif strese karsi daha hassas durumdadir. Oksidatif stres; A}
birikimini, tau hiperfosforilasyonunu, sinaps ve noéron kaybini arttirarak Alzheimer
patogenezinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Alzheimer hastaliginda goriilen oksidatif stresin;
amiloid beta birikimi, hiperfosforile tau, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon ve metal
iyon homeostaz bozuklugu gibi nedenlerden kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Alzheimer
hastaliginda, patogenezde yer alan diger mekanizmalarla oksidatif stres arasinda karsiliklt
bir iliski mevcuttur. Oksidatif stres, Alzheimer hastalik patogenezindeki diger
mekanizmalar1 tetiklerken, diger patogenez mekanizmalari da oksidatif stresi

tetiklemektedir (Sekil 2.4.) (Chen & Zhong, 2014).
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Sekil 2-4 Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastaligi

(Chen & Zhong, 2014) (Created with BioRender.com)

Amiloid beta oligomerlerinin ndronal protein ve lipitlerde modifikasyona yol agarak
oksidatif stresi tetikledigi ve norodejenerasyona yol agtig1 gosterilmistir (Butterfield, 2002,
2018). Ayn1 zamanda oksidatif stresin, amiloid beta iiretim ve depozisyonunu arttirdigi da
gosterilmistir. Oksidatif stres, -sekretaz and y-sekretaz enzimlerinin katalitik aktivitelerini
arttirarak APP’den amiloid beta olusumunu arttirmakta ve kan beyin bariyeri gecirgenligini
arttirarak beyinde amiloid beta birikiminin artisina neden olmaktadir (Cai, Zhao, & Ratka,

2011; Cervellati et al., 2016).

Alzheimer hastalik patogenezinde, AP birikiminin mitokondriyal disfonksiyona yol acan
onemli etkenlerden biri oldugu, mitokondriyal disfonksiyonun reaktif oksijen tiirlerinde
artisa neden olabilecegi gosterilmistir (Caspersen et al., 2005; Chen & Zhong, 2014).
Alzheimer hastalarinda hipokampal noronlarda mitokondriyal disfonksiyon ve metabolik
anormallikler saptanmistir (Zhu et al., 2006). AP, elektron transport zincirini; anahtar
enzimlerin aktivitesini bozarak etkileyebilmektedir (Caspersen et al., 2005). Amiloid betanin

elektron transport zincirinde yer alan kompleks III ve IV’iin aktivitesini azalttig
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gosterilmistir (Caspersen et al., 2005; Mutisya, Bowling, & Beal, 1994). Elektron transport
zincirinde meydana gelen bozukluklar sonucunda enerji depolarinda azalma ve reaktif

oksijen tiirlerinde artis goriilebilmektedir (Zhao & Zhao, 2013).

Tau patolojisinin oksidatif stres ile iliskisi daha az ¢alisilmis olmakla birlikte tau patolojisi
ile oksidatif stresin iligkili oldugu da gosterilmistir (Zhao & Zhao, 2013). Tau
polimerizasyonunu uyarabilen yag asidi oksidasyonu {irlinlerinin, Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde artmis oldugu bulunmus olup, oksidatif stresin tau hiperfosforilasyonunda rol
oynuyor olabilecegi 6ne siirlilmiistiir (Gamblin, King, Kuret, Berry, & Binder, 2000; Zhao
& Zhao, 2013).

Alzheimer hastaligi patogenezinde, AP; mikroglia ve astrositleri aktive ederek reaktif
oksijen tlirleri, sitokin ve kemokin salgilanmasina yol agarak noéronal hasara neden
olabilmektedir. Ayrica bazi beyin bdlgelerinde demir, ¢inko ve bakir (Tekin, Aslan
Karakelle, & Dinger, 2023) gibi metallerde anormal diizeyler tespit edilmistir. Metaller de
AP ile iletisime girerek oksidatif stresi uyarabilirler (Chen & Zhong, 2014).

2.1.5. Alzheimer Hastahg ve Inflamasyon

Alzheimer hastaliginda AP peptid birikimi, mikroglial aktivasyonun eslik etmis oldugu
noroinflamasyon tablosunun baslamasina neden olmaktadir. Inflamasyon, AP peptid
birikimi ve hiperfosforile tau olusumunu arttirirken, bunlar da inflamasyonu arttirmaktadir

(Sekil 2.5.) (Newcombe et al., 2018; W. Y. Wang et al., 2015).
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Sekil 2-5 Noroinflamasyon ve Alzheimer Hastaligi

(W.Y. Wang et al., 2015) (Created with BioRender.com)

Beynin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar néroinflamasyondan asil sorumlu olan
hiicrelerdir. Mikroglialarin klasik olarak bilinen 2 polarize aktif formu vardir. M1 mikroglia
yani klasik aktive olan mikroglia; lipopolisakkarit, IFN-y ya da TNF-a ile aktiflenmekte olup
IL-1B, TNF-a, STAT3, IL-6, IL-12, IL-23 ve serbest oksijen radikalleri iretmektedir. Anti-
inflamatuar fenotipte olan M2 mikroglia ise doku yeniden sekillenmesi ve anjiyogenezi
uyarmaktadir ve etkilerini IL-10, IL-4, IL-13, and TGF-B salarak gostermektedir (W. Y.
Wang et al., 2015).

AP ile mikroglialar aktive olmaktadir, mikroglia aktivasyonunun Alzheimer hastalig: {istline
ikili etkisi bulunmaktadir. Hastaligin erken evrelerinde aktive olan mikroglialar plaga
migrasyon gosterip AB’nin fagosite edilmesi ve birikiminin engellenmesi yoniinde etki
gostermekteyken, hastalik ilerledik¢e mikroglianin baglanma ve fagosite etme yetenegi
azalmaktadir ve mikroglia ndropatolojiye katkida bulunmaktadir (Kinney et al., 2018).
Hastaligin ilerlemesi ile mikroglialarda M2 formundan klasik aktive olan mikroglia yani M1
formuna dogru degisiklik gozlenmektedir (W. Y. Wang et al., 2015). Alzheimer hastaliginda

mikroglialar hep belirli bir polarizasyon durumunda kalmamaktadir, hastaligin siddeti ve
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evresinden etkilenmektedir. “M1’%” olarak adlandirilan ara polarizasyon durumunda olan

mikroglialara da damar ve tau patolojilerinin yakinlarinda rastlanmaktadir (Wei & Li, 2022).

2.1.6. Alzheimer Hastahiginda Deneysel Modeller

Alzheimer hastalig1 patogenezinde yer alan mekanizmalarin benzerlerinin olusturulmaya
calisgildigr ¢ok sayida farkli Alzheimer benzeri hastalik modeli mevcuttur. Transgenik
yontemler ve transgenik olmayan yontemler olarak iki grupta incelenebilmektedir (Puzzo,

Gulisano, Palmeri, & Arancio, 2015).

Transgenik modeller

Transgenik modeller ilk olarak Amiloid kaskad hipotezi temelinde ortaya ¢ikmis olup
genetik olarak hastalik olusturabilen APP ve PS genlerinden yararlanilmistir (Elder, Gama
Sosa, & De Gasperi, 2010). Transgenik modeller APP, PS (Presenilin) ya da Tau’da
olusturulan genetik degisikliklere dayanmaktadir. Genetik degisikligin tiiriine bagl olarak
amiloid beta birikimi, sinaptik kayip, noronal Oliim gibi farkli patolojiler

olusturulabilmektedir (Puzzo et al., 2015; Sanchez-Varo et al., 2022).

Transgenik olmayan modeller

Transgenik olmayan modeller, beyne AP, Streptozotosin (STZ) gibi toksik olabilecek
ajanlarin enjeksiyonuna ve yaglanma modellerine dayanmaktadir. Ilgili transgenik olmayan

modeller;

- Kimyasal aracili modeller; AP aracili, STZ aracili, Kolsisin aracili
- Metal aracili modeller; Alimiinyum aracili, Cinko aracili, Alimiinyum + D-galaktoz aracili,
- Lipid aracili modeller; Kolesterol aracili, Lipopolisakkarit aracili,

- Yaglanma ile modeller; D-galaktoz aracili

modeller seklindedir (Shree, Bhardwaj, Kashish, & Deshmukh, 2017).

Transgenik olmayan modeller Alzheimer hastalik patogenezinde yer almakta olan APP’nin

amiloidojenik sekilde yikimimin artmasi, oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz, kolinerjik
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ndronlarda azalma, nérodejenerasyon, glukoz hipometabolizmasi gibi siireclerin biri ya da
birkac¢ini olugturmaktadir. Bu modeller hastalik patogenezinin altinda yatan mekanizmalarin
aydinlatilmasinda, c¢evresel etkilerin bu mekanizmalar iizerindeki etkinliginin
degerlendirilmesinde ve olas1 tedavi edici ajanlarin ndropatoloji ile kognitif fonksiyon
izerine olan etkilerinin degerlendirilmesi konularinda kullanilabilmektedir (Shree et al.,

2017).
AP aracili Alzheimer Benzeri Hastalik Modeli

Bu modelde AP genellikle intraserebroventrikiiler (isv) ya da intrahipokampal (ihp) yolla
verilmektedir (Aslan Karakelle, Dinger, & Yar Saglam, 2021; Facchinetti, Bronzuoli, &
Scuderi, 2018). Bu modelin olusturulmasinda kullanilan AP tiirleriden biri olan AP 1-42
uygulamasinin oksidatif stresi uyardigi, kalsiyum homeostazini bozdugu, mitokondriyal
disfonksiyona yol agtig1, inflamasyonu, apoptozu uyardigi, noéronal hiicre Sliimiine yol actig1
ve 0grenme ile bellek bozukluguna neden oldugu gosterilmistir. Alzheimer hastaliginda en
cok dile getirilen mekanizma olan amiloid kaskad hipotezini taklit etmeye yonelik bir metod
olmas1 ve A birikiminin néron olimii ve bellek bozuklugu gibi patolojilere yol agmasi
nedeniyle amiloid betanin (isv/ihp) uygulanmasi olduk¢a degerli bir Alzheimer hastalik

modelidir (Sekil 2.6.) (H. Y. Kim, Lee, Chung, Kim, & Kim, 2016; Shree et al., 2017).

Amyloid Beta Peptidi

r /\Stereotaksik Cerrahi

L JJ/

Sekil 2-6 AS araculi Alzheimer Benzeri Hastalik Modeli Olusturulmast

(Created with BioRender.com)
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2.2. miRNA

2.2.1. Genel Bilgiler

MikroRNA’lar kodlanmayan RNA molekiilleridir. Hiicre farklilagsmasi, proliferasyon ve
hayatta kalma mekanizmalarinda 6nemli rol oynamakta ve hedef mesajct RNA’sina
baglanarak mesajc1 RNA iizerinde translasyonel inhibisyon ve degredasyona yol agarak
etkilerini gostermektedir. Kanser, enfeksiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve c¢esitli
ndrodejeneratif hastaliklar da dahil nérolojik hastaliklarda mikroRNA’lar disregiile olmus
sekilde ya da normal diizeylerinden farkli seviyelerde gézlenmistir (Rupaimoole & Slack,

2017).

MikroRNA’lar plazma, serum, beyin-omurilik s1vis1 ve periferal kan mononiikleer hiicreleri
gibi viicut sivilar1 da dahil olmak iizere ¢esitli dokularda bulunduklarindan, ayrica minimal
invaziv ve ekonomik olarak ulasilabilir olmalar1 nedeniyle hastaliklarin tanisinda ve/veya

izleminde 6nemli bir biyobelirte¢ olma potansiyeli tagimaktadirlar (Mushtaq et al., 2016).

Yiiksek oranda stabil molekiiller olduklarindan dolagimda bulunan diger tiir RNA’lara gore

daha giivenilebilir molekiillerdir (Slota & Booth, 2019).

Bunun yanisira bazi mikroRNAmimik ya da antimikroRNA tabanli ajanlarin basta bazi
kanserler olmak {izere bazi hastaliklarda tedavi ajani olarak kullanimlar1 klinik deneme

asamalarina kadar gelmistir (Rupaimoole & Slack, 2017).

2.2.2. Alzheimer Hastahig1 ve miRNA’lar

Alzheimer hastaligt semptomlari, hastalik patolojik olarak basladiktan on yillar sonra
baslamaktadir ve bu durum hastali§in tanisinin, hastaligin ileri asamalarinda konulmasina
neden olmaktadir. Mevcut durum hastaligin erken déneminde tan1 konulmasini saglayacak
invaziv olmayan, ekonomik ve toplumsal taramalara uygun biyobelirte¢ ihtiyacini 6ne
cikarmaktadir. Literatiirde yer alan son ¢aligmalarda Alzheimer hastaligina yonelik olarak,
kan, beyin-omurilik s1vis1 ve beyin dokusu gibi yerlerde mikroRNA’larin aday biyobelirteg

olarak gosterildigi birgok ¢alisma mevcuttur (Swarbrick et al., 2019).
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Alzheimer hastaliginda bazi mikroRNA’larda degisiklikler saptanmistir. Bu degisikliklerin
birgogu inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz, amiloid ve tau ile iligkili yolaklarla
iliskilendirilmistir. Bu gibi nedenlerden dolay1r mikroRNA’lar hastalikla ilgili patolojik
yolaklarda ve biyobelirte¢ aday1 olarak 6n plana ¢ikmistir (Kumar & Reddy, 2016; Reddy et
al., 2017; Swarbrick et al., 2019).

2.2.3. miR-34a’nin Alzheimer Hastahigindaki Yeri

miR-34a’nin fazla ekspresyonunun Alzheimer benzeri hastalik patolojisine ve kognitif
bozukluklara yol agtig1 gosterilmistir (Sarkar et al., 2019). miR-34a knockout farede
APP’nin amiloidojenik yola girisi azalmis olup, y-sekretaz aktivitesinde azalma oldugu
bulunmustur, bunlara bagli olarak kognitif degisikliklerin geriledigi gosterilmistir (Jian et
al., 2017). Alzheimer hastalifina sahip insan beyninin temporal korteksinde (Sarkar et al.,
2016) ve Alzheimer hastalikli transgenik fare modelinin beyin dokusunda miR-34a’nin

arttig1 gorilmiistiir (X. Wang et al., 2009).

Oligomerik amiloid B 1-42 (0AB1-42) immiin yanit araciligiyla kronik néroinflamasyonu
uyarmaktadir. Bu etkinin TNF-a araciliiyla olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica Alzheimer
hastalarinin ve Alzheimer hastalikli transgenik fare modellerinin etkilenmis beyin
bolgelerinde miR-34a’nin artmis oldugu goriilmistiir. Hipokampal néronal hiicre hattinda,
TNF-o uygulamast miR-34a’da doz bagimli olarak artisga neden olmaktadir. Yine
hipokampal néronal hiicre hattinda oligomeric amiloid B 42’nin miR-34a’y1 uyardig:
gozlenmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde AB42’nin TNF- a artisina neden olacag,
bunun da miR-34a da yukari regiilasyona neden olabilecegi diistintilmiistiir. Bu bilgiler TNF-
o, oAP42 ve miR-34a’nin kisir bir dongii igerisinde birbirlerini tetikledigine isaret

etmektedir (Russell, Doll, Sarkar, & Simpkins, 2016).

Literatiirde ¢eligkili yayinlar olsa da genel kan1 Alzheimer hastaligi ve norodejeneratif
siireglerde beyin dokusunda yapilan 6l¢iimlerde apoptotik ve inflamatuar etkilere aracilik

ettigi diisiiniilen miR-34a’nin yukar1 dogru regiile oldugu yoniindedir.
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miR-34a ve Apoptoz iliskisi

miR-34a’nin apoptotik siireclerle olan iligkisini arastiran g¢aligmalar son yillarda artig
gostermektedir. miR-34a’nin apoptotik siireglerle olan iliskisi farkli calismalarda ortaya
konmugtur. Bir transgenik Alzheimer hastaligi modelinde miR-34a’nin yliksek oranda
eksprese edildigi gozlenmistir. Artan miR-34a’nin aksine bcl-2 proteini diisiik bulunmustur.
Ayrica bu ¢alismada SH-SYSY hiicre kiiltiirlinde antisense LNA oligoniikleotid araciligiyla
miR-34a devre dis1 birakilmistir ve sonugta bel-2’de artis gozlenmistir; bu sonuca gére miR-
34a, bcl-2 translasyonunu direk olarak inhibe etmistir. Western blot analizi de hem
transgenik Alzheimer hastaligt modelinde hem de hiicre kiiltiiriinde miR-34a’nin, kontrol
gruplarina gore kaspaz-3’1i arttirdigini gostermistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde miR-
34a, bcl-2 gibi antiapoptotik bir geni direk olarak baskilamakta ve kaspaz-3’ii artirarak
apoptotik etkinlik gostermektedir. (X. Wang et al., 2009). Noronlarda apoptozun tetiklenmis
oldugu farkli bir galigmada miR-34a inhibitorii kullaniminin bel-2 proteinini arttirip, kaspaz-

3’1 azalttig1 ve apoptozu azalttig1 gosterilmistir (L. H. Li et al., 2017).

Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis U-87 MG hiicrelerinden alinmis olan vezikiillerin
verilerek apoptotik yolaklarinin incelenmesinin amaglanmis oldugu SH-SYSY hiicre kiiltiirti
caligmasinda, verilen vezikiillerin miR-34a artisina neden oldugu ve bcl-2 azalmasina yol
actig1 gosterilmistir. anti-miR-34a uygulanan gruba ayni uyaran verildiginde ise miR-34a
artisinin engellendigi ve bel-2 azalmasinin ortadan kalktig1 gézlenmistir. Ayrica LPS uyarisi
olmayip sadece miR-34a ile uyarilan hiicrelerde de bcl-2 de azalma gdzlenmistir. Bu
calismada LPS ile uyarilan vezikiiller araciligiyla miR-34a’da artis gbzlenmis olup bu artigin
Bcl-2 yi direkt olarak inhibe ettigi ve miR-34a’nin apoptotik siireclerle iliski igerisinde
oldugu bulunmustur (Mao, Sun, Xiao, Zhang, & Li, 2015).

Literatiir 15181nda miR-34a incelendiginde, hedef aldig1 proteinlerden bir tanesinin Bcl-2
oldugu goziikmektedir. miR-34a artis1 ile Bcl-2 antiapoptotik proteininde azalma meydana
gelmekte olup, apoptoz lehine degisiklikler gozlenebilmektedir (Q. L. Li et al., 2016; Mao
et al., 2015; X. Wang et al., 2009).

MikroRNA hedef gen iliskisi, gen arama motorlar1 tarandiginda miR-34a (¢alismada sigan

kullanilacagi i¢in rno-miR-34a) ile Bel-2 arasinda giiclii iliski goriilebilmektedir. miR-34a,
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Bcl-2 yi hedefleyerek, antiapoptotik bir belirte¢ olan Bcl-2 de azalmaya yol agmaktadir (H.
Y. Huang et al., 2022).

Bununla birlikte miR-34a; p53 {izerinden de apoptotik siiregleri etkileyebilir, pS3 baskilayici
genleri inhibe ederek p53 i uyarabilirken, direk olarak p53 mRNA’sin1 hedefleyip p53’ii
azaltadabilir. Bu noktada p53 ve miR-34a arasinda; hiicre dongiisiinde yer alan yolaklarin
pozitif ve negatif geri bildirimleriyle diizenlenen kompleks bir fonksiyonel iligki mevcuttur
(Bazrgar, Khodabakhsh, Prudencio, Mohagheghi, & Ahmadiani, 2021; Yamakuchi, Ferlito,
& Lowenstein, 2008).

2.3. Taurin

2.3.1. Genel Bilgiler

Taurin (2-aminoetan siilfonik asit) siilflir iceren beta amino asit olup, protein sentezinde
kullanilmamaktadir ve dokularda serbest sekilde bulunmaktadir. Diger aminoasitlerde
bulunan karboksil grubundan yoksundur ancak, sulfonat grubu igermektedir. Diyetle
aliabilecegi gibi, viicutta sisteininden de iiretilebilmektedir (Rais, Ved, Shadab, Ahmad, &
Shahid, 2022; Ripps & Shen, 2012).

Taurin beyin, retina, kas dokusu ve viicuttaki diger organlarda bol miktarda bulunur. Taurin;
non-esansiyel ya da kondisyona bagli esansiyel amino asit olarak bilinmektedir. Ancak
viicutta yer aldig1 gorevler acisindan olduke¢a esansiyel olarak goriilmektedir (Ripps & Shen,

2012).

Ekstraselliiler ve intraselliiler farkli mekanizmalarla sitoprotektif etkiler gosterebilen taurin,
hiicre osmoregiilasyonunda, hiicre i¢i kalsiyum modiilasyonunun saglanmasina katkida
bulunmaktadir; notrofil oksidani olan hipoklordz asidi notralize ederek anti-inflamatuar etki
gostererek, superoksit liretimini azaltarak ve bazi antioksidan enzimlerin, oksidatif stresten
zarar gormesini engelleyip fonksiyonlarini koruyarak anti oksidan 6zellikler gostermektedir
(Jong, Azuma, & Schaffer, 2012; C. Kim & Cha, 2014; Schaffer & Kim, 2018); proteinlerin
diizglin katlanmasin1 saglayarak endoplazmik retikulum stresini azaltmaktadir (Ito,
Miyazaki, Schaffer, & Azuma, 2015); antiapoptotik (Baliou et al., 2021); ve ndromodiilator
etkiler gostermektedir (Sekil 2.7.) (Rais et al., 2022; Schaffer & Kim, 2018).
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Taurinin, Alzheimer hastalik patogenezinde de yer tutan apoptoz, oksidatif stres ve

inflamasyon konusunda protektif etkileri gosterilmistir (Baliou et al., 2021; Niu, Zheng, Liu,

& Li, 2018).
TAURIN

T T T T
D@w";o 9

Osmotik Denge Kalsiyum Endoplazmik Retikulum  Antiapoptotik Anti-oksidan Antiinflamatuar
Regiilasyonu  Diizenlenmesi Stresinde Azalma

Sekil 2-7 Taurin ve Etkileri

(Created with BioRender.com)

2.3.2. Taurin ve Apoptozis

Santral sinir sisteminde meydana gelen bozukluklarda artan glutamata bagli olarak hiicre igi
kalsiyum miktarinda artis meydana geldigi, artan kalsiyum miktarinin da mitokondriden
reaktif oksidatif tiirlerinin salinimini artirdig1 gosterilmistir. Artan kalsiyum ve oksidatif
stres; proapoptotik faktor seviyesini yiikselterek mitokondri membran permeabilitesini arttip
hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Hiicrenin apoptoza gitme siireci proapoptotik bax ve
antiapoptotik olan bcl-2 proteinler arasindaki denge ile diizenlemektedir. Patolojik
durumlarda artan glutamat; bax dimerizasyonunu uyarmaktadir ve bu konformasyonel
degisiklik mitokondriden sitokrom C salinmasma neden olarak apoptoza katkida
bulunmaktadir. Ayrica glutamat aracili hiicre ic¢ine giren kalsiyum, bcl-2’yi parcalama
yetenegi olan kalpaini arttirmaktadir ve bcl-2 inaktive olmaktadir (Bhat et al., 2020; Leon et
al., 2009).

Taurin; Alzheimer hastalig1 patogenezinde de yer alan hiicre i¢i kalsiyum artisinin neden

oldugu apoptozu, Na/Ca kanalin1 diizenleyerek ve L, N ve P/Q tipi Ca kanallarina miidahale
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edip kalsiyumun ndrona girigini azaltarak engellemektedir (Bhat et al., 2020; H. Wu et al.,
2005). Glutamat aracili kalsiyum artisinin neden oldugu apoptozda meydana gelen bax/bcl-
2 oranindaki ve kaspaz-9’daki artisin taurin uygulamasi ile engellendigi goriilmustiir (Leon
et al., 2009). Bunlara ek olarak taurinin; hipoksik-iskemik beyin hasarinda meydana gelen
apoptozu, bcl-2 proteinini arttirip, bax proteinini ve kaspaz-3 proteinini azaltarak engelledigi
(Jeong et al., 2009); hipokampiiste TUNEL pozitif hiicreleri azalttigi, bax/bcl-2 oranini
azalttig1, sitokrom C, kaspaz -8 ve kaspaz -9 aktivasyonunu inhibe ettigi (S. Li, L. Yang, et
al., 2017); Apaf-1 ve kaspaz-9 iliskisini ve Apaf-1/kaspaz-9 apoptozumu olusumunu
engelleyerek apoptozu inhibe ettigi (Takatani et al., 2004); nitrik oksit aracili apoptozu
inhibe ettigi, apoptotik hiicre sayisinda azalmaya yol ac¢tig1 (S. Y. Kim, Park, & Kim, 2009)

gosterilmistir.

2.3.3. Taurin ve miR-34a

H>0, uygulanan bir hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda, H>O» uygulamasi sonucunda miR-34a gen
ekspresyonu artmistir, ancak oncesinde taurin verilen daha sonra H>O; uygulanan gruplarda
miR-34a gen ekspresyonunda diisiis gozlenmistir. Taurin verilen grupta H2O» ile uyarilmis

olan apoptozun, taurin tedavisi ile azaldigi da gozlenmistir (Cheleschi et al., 2017).

2.3.4. Taurin ve Oksidatif Stres

Taurinin antioksidan 6zellikleri bircok ¢alismada gosterilmistir. Taurinin; mitokondriden
superoksitlerin {iretimini azalttigi (Jong et al., 2012); amiloid beta 1-42 uygulanmis
sicanlarda lipid peroksidasyon iirlinii olan MDA seviyelerini azaltip, peroksizomal oksidatif
bozuklugu diizelttigi (Aslan Karakelle et al., 2021); oksidatif stres durumunda, stresten
koruyucu etkileri arttirip, MDA seviyelerini diistiriirken, GSH seviyelerini korudugu
(Dinger, Bostanoglu, & Dursun, 1997; Oudit et al., 2004); morfin aracili olusturulan
oksidatif streste, superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin etkinligini arttirdig1 (Zhou et al., 2011); antioksidan enzimlerin oksidatif stresten
zarar gérmesini engelledigi (Schaffer & Kim, 2018); H202, “OH ve NO’y1 detoksifiye edici
potansiyelinin oldugu (Baliou et al., 2021); mitokondriyal biyosentezi diizenleyip, elektron
transport zincirinin stabilizasyonunu sagladigi, mitokondriyal fonksiyonlar1 gelistirdigi,
mitokondriden superoksit iiretimini azalttig1 (Rikimaru et al., 2012) gosterilmistir (Baliou et

al., 2021; Schaffer & Kim, 2018).
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2.3.5. Taurin ve Inflamasyon

Taurinin anti-inflamatuar etkinliklerine yonelik literatliirde bir¢ok kanit bulunmaktadir.
Taurinin; mikroglia aracili olan NOX2--NF-kB kaskad inhibisyonu ile proinflamatuar
sitokinleri azaltarak anti-inflamatuar etkiye neden oldugu (Che et al., 2018); TNF-a, IL-1p
ve IL-6 gibi sitokinleri azaltti§i (Nakajima et al., 2010; Niu et al., 2018); inflamasyon
durumunda fagositlerde taurin kloramine (TauCl) doniistiigli ve tau kloraminin superoksid
anyonlarinin, nitrik oksitin, sitokinlerin {iiretimini azaltirken hem oksijenaz 1,
peroksiredoksin, tiyoredoksin, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi antioksidan proteinleri

arttirdig1 ve inflamasyonu gerilettigi (C. Kim & Cha, 2014) gdsterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney Hayvanlar

Calismanm etik kurul onay: 18.01.2022 tarih ve G.U.ET-22.013 kod numarasiyla Gazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan alindi. Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM)’nden 32
adet (2 adeti 6n ¢aligmada kullanilmak {izere) Wistar Albino erkek sican temin edildi ve

deney hayvanlartyla ilgili olan ¢alismalar GUDAM’da siirdiiriildii.

Calisma oOncesinde siganlara 10 giin boyunca aklimatizasyon saglandi. 250-300 gr
agirhgindaki erkek Wistar sicanlar 23 +1 °C’de, %60-70 nemli ortamda, aydinlik-karanlik
dongiisti 12:12 saat olacak sekilde, ad libitum beslenme ile standart sigan kafesinde iigerli
gruplar halinde tutuldu. Ad libitum beslenmede pelet yem ve musluk suyu kullanildi.
Hayvanlarin rutin sekilde agirlik takipleri yapildi. Hayvanlara yapilan stereotaksik

girisimler, oral gavaj islemleri ve davranis deneyleri GUDAM’da yapild.

3.1.2. Kullanilan Laboratuvar Aletleri ve Cihazlar

Calismada genel olarak Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji AD, Histoloji Embriyoloji
AD ve T1ibbi Biyoloji AD aragtirma laboratuvarlarina ait olan cihazlar kullanildi. Bunun yan1
sira Jel Goriintiileme cihazi i¢in Lokman Hekim Universitesi Tip Fakiiltesi’nin; polarize 1s1k
mikroskobu i¢in Y1ldirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nin (MERLAB) ve bazi 6zel kurumlarin cihazlar1 da

kullanilds. Ilgili cihazlarin marka ve modelleri Cizelge 3.1. de belirtilmistir.

Cizelge 3-1 Kullanilan Laboratuvar Aletleri ve Cihazlar1

Cihaz veya Alet Ad1 Marka/Model

Stereotaksi Cihazi Stoelting

Stereotaksi Enjektorii Hamilton, 700 series syringes Sul

16G Paslanmaz Celik Oral Gavaj -

Morris Su Tanki1 GUDAM

Mikroplaka Okuyucu Spectrostar Nano Mikroplaka Okuyucu, BMG
LABTECH Gmbh
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Cizelge 3-1. (devam) Kullanilan Laboratuvar Aletleri ve Cihazlar1

Cihaz veya Alet Ad1 Marka/Model
Mikroplaka Okuyucu Bio-Tek El X 800 (Baran Medikal)
Mikroplaka Yikayici Bio-Tek El X 50 (Baran Medikal)

Biyokimya Analizdrii

Mindray Bs-400 (Baran Medikal)

Western Blot Jel Tanki ve Giig
Kaynagi

Biorad Mini-PROTEAN Tetra Cell, Mini Trans-
Blot Module, and PowerPac Basic Power

Western Blot Jel Gorlintileme
Sistemi

Azure 3000 Image Reader (Lokman Hekim
Universitesi, Arastirma Laboratuvari)

Isik Mikroskobu Zeiss Primostar (Histoloji ve Embriyoloji AD)
Mikrotom Cihazi Leica RM2245 (Histoloji ve Embriyoloji AD)
Etiiv Isolab Laborgeridte GmbH (Histoloji ve

Embriyoloji AD)

Polarize Isik Mikroskobu

Motic (Yildirim Beyazit Universitesi-MERLAB)

qPCR cihazi

Biorad CFX96 Touch Real-Time PCR (Teknogen)

Termal Cycler

Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied
Biosystems) (Teknogen)

Mikrohacim spektrofotometre

Colibri Titertek Berthold spektrofotometre
(Teknogen)

Biiyiikliikce Ayirma Kromatografi
(SEC) Sistemi

Agilent technologies 1200 series (Bilkent
Universitesi UNAM)

Sonikator Sonics, Vibracell

Sogutmali Santrifiij MPW Med. Instruments-350R
Kuru Blok Isitict Eppendorf, Thermomixer Compact
Vorteks Miulab-Mini mixer, MIX-30S
Calkalayici Velp. Scientifica Vortex Mixer
Manyetik Karigtirici Assisten TMA 2071

Hassas Terazi Sartorius Basic

pH metre Mettler Toledo

Saf Su/Distile Su Cihazi MP MINIpure

+4 C° Buzdolabi1 Electrolux

-20 C° Derin Dondurucu Ariston

-80 C° Derin Dondurucu Wise Cryo

Cerrahi Malzemeler -

Kamera Sistemi Dahua Technology

Steril enjektor (2,5,10 ml) Ayset Tibbi Uriinler

Otomatik mikropipetler
(10,100,1000,20-200 pl)

GILSON, France ve Nichipet EX, Japan

Otomatik pipet uglart (10,100,1000
ph)

Isolab Laborgerite GmbH

Falcon tiip (15, 50 ml)

Jet Biofil

Eppendorf tiipleri (0,2-1,5 ve 2 ml)

Microcult
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3.1.3. Kullanilan Kimyasallar, Antikorlar ve Kitler

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2, Western Blot metodunda kullanilan antikorlar

ve ELISA metodunda kullanilan kitler Cizelge 3.3. de katolog numaras1 ve markas ile liste

halinde sunulmustur.

Cizelge 3-2 Kullanilan Kimyasallar

Kiti (BIO-86005, Bioline,US),

Amyloid B-Peptide (1-42) A9810 Sigma-Aldrich, Inc., USA

Taurine T0625 Sigma-Aldrich, Inc., USA

Nitroseliiloz membran (0.2 GE10600094 | Amersham™ Protran® , Cytiva, USA

mikrometre)

BCA Protein Assay Kit P123227 Thermo Scientific™ Pierce™, USA

Ripa Lysis Buffer System sc-24948 Santa Cruz Biotechnology, USA

Bovine Serum Albiimin (BSA) | BSA-1U Capricorn Scientific GmbH, Germany

Tbs-T Buffer Tampon 28360 Thermo Scientific, USA

Cozeltisi (20x)

Trsi-Glycine/SDS 42529.01 SERVA Electrophoresis GmbH,

electrophoresis buffer (10x) Germany

Tris-Glysine Transfer Buffer (10x) | 880-560-LL | Wisent Inc., Canada

Phosphate Buffered Saline PBS408 Bioshop Canada Inc., Canada

Congo Red For Amyloid BS-316 BESLAB, Histomed Medikal, Tiirkiye

APS (ammonium persulfate) 13376.02 SERVA Electrophoresis GmbH, Germany

Sodium Dodecyl Sulfate M3290.0100 | Genaxxon Bioscience GmbH,
Germany

Tris HCI TRS002.1 Bioshop Canada Inc., Canada

Blue Loading Buffer 77228 Cell Signaling Technology, USA

Pack (Sample Buffer)

Acyrlamide/Bis Solution 10680.01 SERVA Electrophoresis GmbH,
Germany

N,N,N’,N’-Tetramethyl- T7024 Sigma-Aldrich, Inc., USA

ethylenediamine (TEMED)

BLUeye prestained protein 773302 BioLegend CNS Inc., USA

standard

Metanol M106007 Merck, Germany

Ponceu Red PONOO1 Bioshop Canada Inc., Canada

ECL Western Blotting K820 Biovision Inc., USA

Substrate Kit

TRIzol Reagent - DiaRex HIzol Reagent, Diagen, Tiirkiye

Kloroform 102445 Merck, Germany

Isopropanol 109634 Merck, Germany

Poly(A) Polymerase, Yeast E017 ABM, Canada

OneScript Plus cDNA Synthesis | G236 ABM, Canada

Kit (G236, Abm, Canada)

SensiFAST™ Probe No-ROX | BIO-86005 Bioline, USA

Primer

Biomers, Germany

Siyah Gida Boyasi

Dr. Gusto, Tiirkiye
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Cizelge 3-3 Kullanilan Antikorlar ve Kitler

Bax Poliklonal Antikoru bs-0127R Bioss Inc., USA

Bcl-2 Antikoru bs-0032R Bioss Inc., USA

Cleaved Caspase-3 Antikoru | AF7022 Affinity Biosciences, USA

Goat anti-rabbit [gG-HRP R-05072-500 | Advansta Inc, USA

IL-1B ELISA Kiti E-EL-R0012 Elabscience Biotechnology Inc, USA
IL-10 ELISA Kiti E-EL-R0016 Elabscience Biotechnology Inc, USA
TNF-a ELISA Kiti E-EL-R2856 Elabscience Biotechnology Inc, USA
Total Antioksidan Seviye RLOO17 Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye
Kolorimetrik Kiti

Total Oksidan Seviye RL0024 Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye
Kolorimetrik Kiti

Malondialdehit (MDA) Otto1001 Otto Scientific, Tiirkiye

Glutathione (GSH) EAOI113Ra BT-lab, Shanghai Korain Biotech Co.,

Ltd., China

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

Western Blot Yontemi icin kullanilan ¢ozeltiler

Jel Dokiimii i¢in kullanilan c¢ozeltilerin hazirhk asamalari;

SDS %10

1,5 g SDS tartilip, 15 ml’ye distile su ile tamamlandi.

APS %10 (Giinliik Hazirlanmistir)

0,1 g APS tartilip, 1 ml’ye distile su ile tamamlandi.

0,5 M Tris HCI (pH:6,8)

- MA: 157,6 g/mol olan kimyasaldan 7,88 g tris tartilip, 60 ml distile su ile ¢oziildi.

- HClI ile pH ayar1 yapilip, son hacim 100 mI’ye tamamlandi.

1,5 M Tris HCI (pH:8,8)
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- MA: 157,6 g/mol olan kimyasaldan 47,28 g tris tartilip, 150 ml distile su ile ¢oziildi.
- HClI ile pH ayar1 yapilip, son hacim 200 ml’ye tamamlandi.

Jel dokiim asamasi;

Resolving Gel Dokiimii; 10 ml hacim i¢in (5 ml/1 jel)

- 4000 pl Saf Su

- 3300 pl Akrilamid
- 2500 pL Tris HCL
- 100 ul SDS

- 100 ul APS

- 4,5yl TEMED

karistirildi.

Stacking Gel Dokiimii; 5 ml hacim i¢in (2,5 ml/1 jel)
- 3075 pl Saf Su

- 670 pl Akrilamid

- 1250 pl (Tris HCL 0,5 M)

- 50 ul SDS

- 25ul APS

- 6 ul TEMED

karistirildi.

Western Blot Tekniginde Ornek Yiiklenmesi Running, Transfer ve Bloklama sirasinda

kullanilan ¢o6zeltilerin hazirhk asamasi;

Sample Buffer

Sample Buffer hazirliklar1 amaciyla hazir kit kullanildi. Kitin i¢inde yer alan 3X Loading
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Buffer’dan 10 hacim, 30X Reducing Agent’dan ise 1 hacim karistirilarak Sample Buffer
hazirlandi. Sample Buffer uygun konsantrasyonda numuneler ile diliie edilerek kullanildu.

Running Buffer

Hazir temin edilen Running Buffer 10x konsantrasyonda oldugundan, 1 litre running buffer
hazirlamak i¢in;

- 100 ml Running Buffer; 900 ml saf su ile karistirilarak 1 litreye tamamlandi.

Transfer Buffer

Hazir temin edilen Transfer Buffer 10x konsantrasyonda oldugundan, 1 litre running buffer
hazirlamak i¢in;
- 100 ml Transfer Buffer; 200 ml Metanol ve 700 ml saf su ile karistirilarak 1 litreye

tamamlandi.

TBS-T Buffer

Bloklama ve yikamada kullanilmakta olan, hazir temin edilmis olan TBS-T Buffer 20x
konsantrasyonda oldugundan, 1 litre TBS-T buffer hazirlamak i¢in;

- 50 ml TBS-T Buffer, 950 ml saf su ile karistirilarak 1 litreye tamamlandi.

%3 BSA

- 0,3 g BSA tartilip, 10 ml TBS-T ile ¢oziildii.

Ponceau staining soliisyon %0,1

- lgPonceau red tartildi, distile suda ¢oziinmesi saglandi.

- Uzerine 50 ml asetik asit eklendi.

- Son hacim 1L’ye distile su ile tamamlandi.

- Steril filtreden gegirildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney Gruplar: ve Deney Plani

Calismada 32 adet Wistar Albino erkek sican kullanildi. 32 adet siganin 2 adeti 6n ¢aligmada;
intraserebroventrikiiler girisim yapilacak koordinatlarin ve girisimin dogrulugunu test etmek

amaciyla kullanildi. 30 adet sican ise;

Grup A: Kontrol Grubu (7 adet)

Grup B: Taurin Uygulama Grubu (7 adet)

Grup C: Intraserebroventrikiiler Amiloid Beta 1-42 Enjeksiyon Grubu (8 adet)

Grup D: Intraserebroventrikiiler Beta 1-42 Enjeksiyonu Yapilan ve Taurin Uygulanan Grup

(8 adet)

olmak {izere 4 grubu ayrilmistir.

10 giinliik aklimatizasyon stirecini takiben, amiloid Beta 1-42 ve taurin uygulanan amiloid
beta 1-42 gruplarina; intraserebroventrikiiler amiloid beta 1-42 uygulamasi (¢6ziicii olarak
Phosphate Buffered Saline kullanilmistir.) yapildi (0.giin). Cerrahi stresin her grupta
olusturulabilmesi ve bu nedenle gruplar aras1 farklilik olusmamasi amaciyla kontrol ve taurin
gruplarina ise intraserebroventrikiiler PBS (Phosphate Buffered Saline) uygulamasi yapildi
(0.giin). Stereotaksik cerrahi girisimleri takiben taurin ve amiloid beta 1-42-+taurin
gruplarina 32 giin siireyle oral (gavaj ile) taurin (¢oziicli olarak igme suyu kullanilmistir.)
verildi. Kontrol ve amiloid beta 1-42 gruplarina da ayni1 gavaj stresinin olusturulabilmesi ve
bu nedenle gruplar arasi farklilik olusmamasi amactyla oral gavaj ile igme suyu verildi. 14.-
18. giinler aras1 ve 28.-32. giinler arasinda olmak {izere iki kere Morris Su Tank1 (MST) Testi
uygulandi (Sekil 3.1.). MST testleri video kamera sistemiyle takip edildi, sonuclarin
incelenmesi videolardan manuel olarak yapildi. Hayvanlar ikinci MST testinden bir giin

sonra feda edildi.

Sakrifikasyon sonrasinda beyin dokusu ¢ikarildi. Serebellum ve hipokampiis ayrildiktan
sonra kalan beyin dokusu buz iizerinde bistiiri yardimiyla uygun sekilde homojenize edildi
ve saklanmak tizere -80 °C ye kaldirildi. Ek olarak elde edilen kan numunesinin bir kismi1

mor kapaklit EDTA’l1 tiipe plazma elde edilmesi; bir kismi1 da kirmizi kapakli tiipe serum
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elde edilmesi amaciyla ayrildi. Santrifiij islemleri sonrasinda plazma ve serum elde edildi.
Beyinde bax, bcl-2, aktif kaspaz-3 (cleaved caspase-3) gibi apoptotik siiregle iliskili
parametreler Western blot ile; beyin ve plazma numunlerinde miR-34a seviyeleri qPCR ile;
beyin dokusu ve serumda sitokin seviyeleri ELISA metodu ile; beyin dokusu ve serumda

MDA, GSH, TAS ve TOS parametreleri kolorimetrik yontemlerle ¢aligildi.

Deney Plani

Morris Su Tanki Testi Morris Su Tanki Testi

P
.

Stereotaksik
Cerrahi

Pty A
Aklimatizasyon
1 1
| |

: /s : : =+

10 glin . N .
g 0.giin 7.gin 14.gln 18.gin  21.gln 28.giin  32.giin 33.giin

Taurin Uygulamasi
250 mg/kg/gln (oral gavaj ile)
(32 glin)

Sakrifikasyon

&

Sekil 3-1 Deney Takvimi

3.2.2. Amiloid Beta 1-42 Oligomerizasyonunun Gosterilmesi

Stereotaksik cerrahide, isv olarak enjekte edilecek olan Amiloid Beta 1-42°nin toksik olmasi
icin oligomer formunda bulunmasi gerekmektedir. Monomer formlarin toksisite
gostermedigi, oligomer formlarin ise toksisite gosterdigi goriilmiistiir (M. K. Jana, Cappai,
Pham, & Ciccotosto, 2016; Penke, Sziics, & Bogar, 2020). Literatiirde amiloid beta 1-42
enjeksiyonuyla yapilmis olan Alzheimer benzeri hastalik modelleri incelendiginde, amiloid
beta 1-42 peptidin enjeksiyon oncesinde 3 ile 7 giin arasinda 37 °C’de inkiibasyonda
tutuldugu goriilmektedir. Inkiibasyon siireci sonucunda amiloid beta 1-42 toksik olan

oligomer formuna dontismektedir (H. Y. Kim et al., 2016).
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Calismamizda isv amiloid beta 1-42’yi uygulamadan 6nce 10mM PBS’te ¢ozdiirdiikten
sonra 37°C de 7 giin boyunca inkiibasyonda birakild:.

Amiloid beta 1-42 peptidinin oligomerlestigine yonelik bulgularin elde edilebilecegi
tekniklerden bir tanesi biiyiiklilkge ayirma kromatografisi teknigidir (Das, 2012; Jan,
Hartley, & Lashuel, 2010; Pryor, Moss, & Hestekin, 2012). Amiloid beta 1-42 peptidinin
inkiibasyon sonrasinda oligomerlestigini gostermek amaciyla biiyliklikce ayirma
kromatografi (SEC) cihaziyla (Agilent technologies 1200 series-Bilkent Universitesi
UNAM) numuneler incelendi. Biiyiiklilkge ayirma kromatografi cihazinda biri inkiibasyon
stireci baglamamis olan PBS icerisinde ¢oziilmiis amiloid beta 1-42 peptidi ile inkiibasyon
sonrasinda elde etmis oldugumuz amiloid beta 1-42 soliisyonu kiyaslandi. RID dedector
35°C, flow rate 0,6 ml/dk, run time 32, Vinj: 20 pL ayarlar1 kullanildi. Solvent olarak amiloid
beta 1-42’nin de ¢dziiciisii olarak kullanilmis olan PBS kullanildi. Standart kullanilmadi.
Kolon olarak PL aquagel-OH 50, 8um kullanilda.

3.2.3. Stereotaksik Cerrahi islem

Stereotaksik cerrahi islem i¢in siganlar intraperitoneal olarak 70 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg
xylazine kombinasyonu ile anestezi altina alindi. Stereotaksinin yapilacagi bas bolgesinde
kil temizligi yapildi. Hayvanlar stereotaksi cihazinda orta hatta yerlestirildi ve yatay ve dikey
eksenlerde hareket edemeyecek sekilde stereotaksik cihaza sabitlendi. Hayvan tespit
edildikten sonra hareket edip etmedigi kontrol edildi. Cerrahi sirasinda siganin gozlerinin
kurumasinin engellenmesi amaciyla gozler serum fizyolojik ile 1slatilip nemlendirilmis olan
gazli bez ile ortiildii. Sonrasinda cerrahi isleme baslandi. Kafa derisi bistiiri araciligiyla
acildiktan sonra iglem yapilacak bdlgenin periostu temizlendi. Referans noktalar olarak

bregma ve lambda belirlenip gozlendi.

Enjeksiyonun yapilacagi koordinatlar Paxinos atlasindan ve literatiirden yararlanilarak
belirlendi (Aslan Karakelle et al., 2021; Paxinos & Watson, 2007). Intraserebroventrikiiler
bolgeye enjeksiyonun gerceklestirilmesi amaciyla koordinatlar bregmadan 0,8 mm
posterior; sagital suturdan 1,5 mm lateral (bilateral uygulama) ve derinlik 3,8 mm olarak
secildi (Sekil 3.2.). Yatay eksende posterior ve lateralde belirlenen noktalara geldikten sonra

dikkatli bir sekilde ince uglu drill yardimi ile kafatasinda hamilton enjektérii ucunun
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gecebilecegi biiyiikliikte delik agildi. Bu islem sagital siiturun 1,5 mm sag ve sol lateralindeki
iki bolgeye de ayr1 ayr1 uygulandi.

Ilgili islem sonrasinda drill ile agilan delige icerisinde amiloid beta 1-42 bulunan hamilton
enjektorii yerlestirildi. Drill ile acgilan delikten 3,8 mm derinlige inildikten sonra 7 giin
boyunca 37°C de inkiibe edilmis olan ve PBS soliisyonu igerisinde ¢oziinmiis olan amiloid
beta 1-42 oligomeri (5 pg/5 pl) isv olarak bolgeye enjekte edildi. Uygulanacak amiloid beta
oligomer miktarinin ve uygulama seklinin belirlenmesinde de literatiir kaynak alindi (Aslan
Karakelle et al., 2021; Hasan et al., 2021; Jang et al., 2017; S. Sharma, Sharma, Saini, &
Nehru, 2019; L. Sun et al., 2019; Tzoneva et al., 2021). Regiirjitasyonu engellemek amaciyla
amiloid beta 1-42 intraserebroventrikiiler bolgeye 1 pl/dk hizinda olacak sekilde toplam 5
dakikada enjekte edildi. Sonrasinda verilmis olan amiloid beta 1-42’nin emiliminin
saglanmasi amaciyla 5 dakika boyunca hamilton enjektorii ilgili bolgede sabit tutuldu. Siire
sonunda yine 5 dakika boyunca enjektor dikkatli bir bicimde geri ¢ekildi. Ayni islem sagital
siiturun diger lateral bolgesine de yapildi. Toplamda 10 pg/10 pl amiloid beta 1-42 enjekte
edilmis oldu. Islem sonrasinda yara bolgesi cerrahi dikis ile kapatildiktan sonra uygun

sekilde pansuman yapildi (Resim 3.1.).

Koordinatlarin ve uygulanan cerrahi islemin dogrulugunun kanitlanmas1 amaciyla bir 6n
calisma hayvanina, ¢alismaya baslamadan once yukaridaki cerrahi siirecle ayni sekilde

amiloid beta 1-42 yerine metilen mavisi enjeksiyonu yapildi. Metilen mavisinin

intraserebroventrikiiler bolgeyi uygun sekilde boyadigi gosterildikten sonra g¢alismaya

gecildi (Resim 3.2.).

Resim 3-1 Yapilan Stereotaksik Cerrahiye Ait Gorsel
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Sekil 3-2 Paxinos atlasi, Lateral Ventrikiiller

Bregmadan 0,8 mm posterior; sagital suturdan 1,5 mm lateral ve derinlik 3,8 mm koordinatlarini igeren
Paxinos atlasi sekli (kirmiz1 oklar enjeksiyonun yapildig bolgeleri gostermektedir.)

Resim 3-2 Metilen mavisi ile stereotaksik koordinat dogrulamast

3.2.4. Taurin Uygulamasi
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250 mg/kg/giin dozundaki taurin; taurin ve taurin+amiloid beta 1-42 gruplarinda yer alan

hayvanlara 32 boyunca giinde bir defa olacak sekilde oral (gavaj ile) uygulanmistir. Taurin
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uygulamasi her giin ayni saatte 09:00-10:00 arasinda yapilmistir. Taurinin ¢6ziiclisii olarak
icme suyu kullanilmistir. Oral uygulama sirasinda gavajin i¢inde kalan s1vi miktar1 hesaba

katilarak doz ayarlamas1 yapilmistir.
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Resim 3-3 Calismaya Ait Oral (Gavaj ile) Taurin Uygulamalarina Ait Gérsel

3.2.5. Morris Su Tanki (MST) Testi

Morris Su Tanki (MST) Testi Richard Morris tarafindan 1980’lerde gelistirilmis olup
o0grenme ve uzamsal bellek fonksiyonlarini degerlendiren bir testtir. (Maei, Zaslavsky,

Teixeira, & Frankland, 2009)

MST, su ile dolu olan bir pleksiglas havuz (Geniglik: 150 cm ve derinlik: 65 cm) ve su
seviyesinin altinda kalan bir kacis platformundan olusmaktadir. Su tanki yaklasik 50 cm’ye
kadar su ile dolduruldu. Siganlarin hipotermi yasamamasi amaciyla suyun sicakligi
2342°C’ye ayarlandi. Wistar albino siganlar beyaz renkli oldugundan, su; sicanlarin daha iyi
takibinin yapilabilmesi amaciyla toksik olmayan siyah renkli gida boyasi ile siyaha boyandi.
Farkli uyaranlarin siganlar1 etkilememesi ve standart ortamin saglanabilmesi amaciyla
tankin 4 tarafi siyah perdelerle kapatildi. Havuz hayali ve birbirini dik kesen iki ¢izgi ile 4
kadrana ayrildi. Havuzun 4 kadranina da birer adet gorsel ipucu simgeleri konuldu (yuvarlak,
kare, liggen ve yildiz). MST testinde 5 giin boyunca ipuglarinin ve platformun yeri hep sabit
tutuldu. Deney siirecinde aragtirmaci parfiim kullanmadi, perdeyle aynmi renk olan siyah
renkli pantolon ve t-shirt ile ilgili ortama geldi. Deneyler her giin ayni saatler arasinda yapildi

(10:00-12:00). Aklimatizasyonun saglanmasi amaciyla deneyden 30 dakika 6nce hayvanlar
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testin yapilacagi odaya getirildi (aklimatizasyon sirasinda havuzu ve ipuclarmi gérmedi).

Her test sonrasinda havuzdan ¢ikarilan siganlar havlu ile nazik¢e kurutuldu.

Calismamizda ilki 14.-18.giinler ve ikincisi 28.-32.giinler arasinda olmak tizere iki kere MST
testi yapildi. MST testi ilk 4 giin kagis latanslarinin degerlendirildigi donem (kagis latanst
testi) ve 5. glin hedef kadranda gegirilen siirenin degerlendirildigi donem (probe testi) olmak
iizere toplamda 5 giin siirdii. Ilk MST testi ve ikinci MST testleri arasinda ipuclarmin ve

platformun yerleri degistirildi.

Kagis Latansi Testi

Kagcis Latansi testi, test yapilan siganin suyun altinda gizli olan kagis platformunu ipuglarini
kullanip bulmasina dayali olan bir testtir. Saglikli bir siganin siirekli ayn1 konumda yer alan
ipuclarma dayanarak kagig platformunun yerini denemeler ile 6grenmesi beklenir. Ancak
ogrenme ve bellek fonksiyon bozuklugu olan sicanlarda bu fonksiyonlardaki bozulma

nedeniyle kagis platformunun yerini 6grenme gergeklesmez ya da yavaslar.

Sicanlarin bir kere suya birakilmasi bir deneme olarak adlandirilmaktadir. Bu calismada bir
giinde siganlar 4 farkli kutup noktasindan (giiney, kuzey, dogu, bat1) suya brrakild: (ilk
baslangi¢ noktasi rastgele secildi.). Yani bir giinde bir sigan 4 deneme yapti. Siganlarin ayn1
giin i¢indeki denemelerinin arasinda 30’ar dakika siire olmasina dikkat edildi. Toplamda 4
giin boyunca (giinde 4’er deneme) kagis latansi testleri siirdiiriildii. Saglikli bir sicanda
deneme sayilari ilerledikge 6grenme ve bellegin saglikli bir sekilde olusmasi ve ilgili kagis

platformunu bulma siiresinin kisalmasi beklenmektedir.

Deney hayvanlar1 suya, ylizleri havuzun duvarma bakacak sekilde koyuldu. Suya
birakilmalarindan platformu bulmalarina kadar gecen siire en fazla 90 saniye olarak
belirlendi. Bu siire icerisinde platformu bulamayan siganlar arastirmaci tarafindan
platformun iizerine yerlestirildi. Platformun iizerine ¢ikan ya da platformun iizerine
yerlestirilen sicanlarin 30 saniye boyunca ¢evredeki ipuglarini taniyabilmelerine izin verildi.
Sicanlarin her denemelerindeki, platformu bulana kadar gecirdikleri stireler not edildi. Bu

kac1s latansi siireleri gruplar arasinda istatistiksel olarak kiyaslandi.
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Probe Testi

Probe testinde, kagis platformu havuzdan ¢ikarilir, kacis platformunun 6nceden bulundugu
kadran; hedef kadran olarak adlandirilir. Deney hayvani suya konulduktan sonra, hedef
kadranda gegcirdigi siire hesaplanir. Saglikli bir sicanin, kagis latansi denemelerinde
ipuclartyla platformun yerini 6grenmesi ve kadran sudan alindiktan sonra yapilan probe
testinde de en fazla platformun daha 6nce bulundugu yerde vakit gegirmesi beklenir. Burada
elde edilen veriye hedef kadranda gegirilen siire adi verilir. (Calismada kullanmis

oldugumuz probe test siiresi terimi; hedef kadranda gegirilen siireyi ifade etmektedir.)

Calismada siganlar probe testinde, daha once platformun bulundugu kadrana en uzak
kadrandan suya birakildi, 90 saniye havuz igerisinde tutuldu. 90 saniyenin ne kadarini hedef
kadranda gecirdigi kayit altina alindi. Deneklerin daha 6nceden platformun bulundugu
bolgede aramayi tercih etmeleri ve diger kadranlara gore daha fazla zaman gegirmeleri
referans bellek islevinin kazanilmasi olarak kabul edildi. Calismamizda bu hedef kadranda

gecirilen stireler gruplar arasinda istatiksel olarak kiyaslandi.

Resim 3-4 Calismaya Ait Morris Su Tanki Testi Gorselleri
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3.2.6. Western Blot Yontemi

Western Blot teknigi dokudaki spesifik protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yontemdir (Mahmood & Yang, 2012). Calismada bax, bcl-2 ve aktif kaspaz-3 (cleaved
caspase-3) gibi apoptoz siirecinde yer alan proteinlerin degisiminin degerlendirilebilmesi
amaciyla beyin dokusunda western blot ile protein tayini yapildi. Teknik triplike olarak
uygulandi. Yiikleme kontrolii olarak da [B-aktin protein ekspresyonu western blot ile

gosterildi.

Orneklerin Hazirlanmas:

- Beyin dokularindan 20 mg tartildi.

- Her numuneye kuru buz iizerinde; 3 pl 200 mM phenylmethanesulfonyl floride (PMSF
solution); 3 pl 100 mM sodium orthovanadate soliisyonu ve 3 pl protease inhibitor
kokteyl soliisyonu igeren 300 pl Lizis Buffer eklendi.

- Sonikatdr (%50 amplitiid ile 15-20 saniye) ile homojenizasyon yapildi.

- Homojenizatlar -20°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

- Sonra +4°C’de 13000 rpm ile 5 dakika santrifiij edildi.

- Supernatanlar yeni ependorflara aliquotlandiktan sonra -80°C’de saklandi.

Western blot dncesinde her beyin numunesinde yer alan total protein miktarinin tayin

edilebilmesi amaciyla BCA kit ile protein tayini yapildi.

BCA Kit ile Protein Tayini

- 50 birim Reagent A ve 1 birim Reagent B karigtirilarak Working Reagent olusturuldu.

- Kitte belirtildigi sekilde standart hazirliklar: yapildi ve standartlar plate kuyucuklarina
yiiklendi.

- Numuneler diliie edildi. (1:10 oraninda)

- Plate kuyucuklarinda numunelere, working reagent eklendi. (numune/working reagent =
1:8 hacim olacak sekilde)

- Plate 37°C, 30 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonrasinda oda 1sisina gelen plateler (Resim 3.5.A.) 562 nm absorbans

degerinde dlgiildii.
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Doku basina protein miktar1 elde edildi.

SDS-PAGE Jel Dokiimii

Jel dokiim islemi i¢in jel dokme standlari, cam ve taraklari (BIO-RAD, Mini protean,
USA) kullanildi.

Standda bulunan camlarin arasina;

Proteinleri yiirliyecegi SDS-PAGE jeli olusturmak amaciyla dnce 5 ml ayirma jeli
(resolving gel) dokiildi. Bu jelin iistiinde camlarin arasinda bos kalan alana distile su
eklendi. (Resim 3.5.B.)

Yaklasik 30 dk jelin polimerize olmasi beklendi. Jel polimerize olduktan sonra, distile
su bosaltildi.

Ayirma jelinin iistiinde bos kalan alana bosluk kalmayacak sekilde yaklasik 2,5 ml
yigimlama jeli (stacking gel) dokiildii ve taraklar bu bolgeye gegirildi.

Yaklasik 30 dakika jel polimerizasyonunun gergeklesmesi beklendi.

Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Her 6rnek icin total protein miktar1 esit olacak sekilde ayarlama yapildi.

Ornek tamponu, diliisyonu 1x’e denk gelecek sekilde, uygun miktarda numune ve distile
su ile karistirildi.

Ornekler ependorflandiktan sonra protein denatiirasyonunun saglanabilmesi amactyla
95°C’de 10 dakika bekletildi.

Soguyan numune karigimlari, esit miktarda jel kuyularina yiiklendi.

Her jelin ilk kuyusuna da molekiil agirliklariin belirlenmesi amaciyla referans protein
standartindan (BLUeye prestained protein standard, BioLegend CNS Inc. 773302) 5 pul
yiikleme yapildi.

Jel Elektroforezi Asamasi (Running)

Proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrigmasinin  saglanmast amaciyla jel

elektroforezi islemi yapildi.
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- Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra, elektroforez tankina (BIO-RAD, Mini protean,
USA) cihaz kilavuzunda belirtildigi miktarda running buffer (ylirlitme tamponu)
konuldu.

- Giig¢ kaynag1 100 V, 2 saat olacak sekilde ayarlandi ve yiirlitme islemi baslatildi. (Resim
3.5.C)

- Elektroforez igleminde proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayristig1 protein standardi

araciligryla takip edildi.

Resim 3-5 Western Blot Asamalari

(A: BCA ile total protein miktar 6l¢limii, B: SDS-PAGE Jel Dokiimii, C: Jel Elektroforezi (Running
Asamasi)

Proteinlerin Membrana Transferi (Transfer)

- Yiriime islemiyle molekiil agirliklarina gore ayrisan proteinlerin jelden membrana
aktarilmasi amaciyla transfer islemi yapildu.

- Jellerin bulundugu kasetler ¢ikarilds, jelin yiginlama jeli kismi uzaklastirildi.

- Jel kasetten ayrildi.

- Transfer kasedi, art1 kutuptan eksi kutubuya dogru sirayla siinger, filtre, nitroselliiloz
membran, jel, filtre, siinger olacak sekilde yerlestirildi. (Resim 3.6.A.)

- Transfer kaseti, transfer tankina alindi.

- Cihazin kitap¢iginda belirtildigi miktarda transfer tamponu tanka dolduruldu.
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- Tank manyetik karigtiriciniin lizerine alindi. Manyetik karistirict ile transfer agamasinda
transfer tamponunun sirkiilasyonu saglandi.

- Tankin icine ayrica transfer sirasinda 1sinmay1 engellemek amaciyla buz koyuldu.

- Gii¢ kaynag1 350 mA, 1 saat olacak sekilde ayarlandi ve transfer islemi baslatildi. (Resim
3.6.B.)

Membranin Ponceu Red ile Boyanmasi

- Membranin boyanmasi proteinlerin, jelden membrana gecisinin gerceklestiginin
kanitlanmas1 amaciyla kullanilmaktadar.

- Ponceu Red boyasi anyonik yapili bir boyadir ve membrana ge¢mis olan tiim proteinleri
geri doniistimlii olarak boyar.

- Proteinlerin mebrana transferi tamamlandiktan sonra, transfer kaseti, transfer tankindan
cikarildi.

- Membran, %0, 1’lik Ponceu Red boyasi icerisinde 5 dakika boyunca calkalandi.

- Membranin yiizeyinde protein bantlar1 gézlendi (Resim 3.6.C.).

- Boyanin uzaklastirilmasi amaciyla membran, 5’er dakika olacak sekilde 3 kere yikama

tamponu (TBS-T buffer) ile yikandi.

Resim 3-6 Western Blot Asamalari

(A: Jel ve Membranin, Transfer Kasetine Yerlestirilmesi, B: Transfer Asamasi, C: Membranin Ponceu Red
ile Boyanmasi)
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Bloklama

- Bloklama islemi ile membrandaki non-spesifik baglanma bdlgeleri engellenmis
olmaktadir.

- Membranlar, %3’liik BSA ile hazirlanan bloklama tamponu i¢ine alind1, oda sicakliginda
calkalayicida 2 saat boyunca bloklama tamponu i¢inde tutuldu.

- Bloklama isleminden sonra membran, 5’er dakika olacak sekilde 3 kere yikama tamponu

ile yikandu.

Antikor Uygulama

- Primer antikorlar, iiriiniin kilavuzunda yazan oranlarla diliie edildi ve %3 BSA ile
karistirilarak primer antikor tamponu olusturuldu.

- Membranlar primer antikor tamponunun i¢ine alindi, +4°C’de calkalayicida gece boyu
bu antikor tamponunun i¢inde tutuldu.

- Primer antikorla inkiibasyon tamamlandiktan sonra membran, 5’er dakika olacak sekilde
3 kere yikama tamponu ile yikand.

- Sekonder antikor, iiriiniin kilavuzunda yazan oranlarla diliie edildi ve %3 BSA ile
karistirilarak sekonder antikor tamponu olusturuldu.

- Membranlar sekonder antikor tamponunun i¢ine alindi, oda sicakliginda calkalayicida 2
saat boyunca bu antikor tamponunun i¢inde tutuldu.

- Sekonder antikorla inkiibasyon tamamlandiktan sonra membran, 5’er dakika olacak

sekilde 3 kere yikama tamponu ile yikandi.

Goriintiileme ve Analiz Asamasi

- Hedef proteinlerin goriintiilenebilir hale getirilebilmesi amaciyla kemiluminisans kit
(ECL Western Blotting Substrate Kit, Biovision Inc., USA) kullanildi. Kit icerisinde
bulunan soliisyonlar 1:1 oraninda karistirildiktan sonra kullanilacak olan soliisyon elde
edildi.

- Membran, goriintiilemenin yapilacagi membran goriintiileme sistemi (Azure 3000 Image
Reader) igerisine konuldu.

- Membranin iistiine hazirlanmis olan kemiluminans soliisyonu damlatildi.

- Cihaz ile okuma iglemi gergeklestirildi.
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- Alman kayitlarda bant yogunluklar1 AzureSpot Pro uygulamasi ile degerlendirildi.
- Hedef proteinlerin band yogunluklari, yiikleme kontrolii olarak se¢ilmis olan B-aktin

band yogunluguna oranlanarak hesaplama yapildi.

3.2.7. qPCR Testi

MikroRNA analizi i¢in qPCR teknigi kullanilmigtir. Bu teknigin kullanilmasinda
“TEKNOGEN BIYOMUHENDISLIK VE TEKNIiK SISTEMLER A.S.”” den hizmet alim1

aracilifiyla yardim alinmustir.

miRNA qPCR asamalari;

- Total RNA Ekstraksiyonu:

- Total RNA ekstraksiyonunu saglamak amaciyla bir dizi niikleik asit ¢coktlirme yontemine
dayanan TRIzol Reagent kullanildi. 200 pl numune iizerine, 1 ml TRIzol reagent soliisyonu
eklendi. Karigim 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

- Karisima 200 pl kloroform eklenip karistirildiktan sonra 2 dakika oda 1sisinda inkiibasyon
saglandi.

- 12000 G hizda 10 dk +4 °C sicaklikta santrifuj islemi yapildi.

- Supernatan alind1 ve iizerine 0,5 ml kadar isopropanol eklendi. 10 dakika oda 1s1sinda
inkiibasyon saglandi.

- Olusan niikleik aside ait pellet 1 ml %70 etanol ile 7500 G hizda 5 dk +4°C sicaklikta
santrifiij yapilarak yikandi.

- Ust faz uzaklastirildiktan sonra, oda sicakliginda, 30 dk kadar RNA pelletinin kurumasi
beklendi.

- 30 pl niikleaz-free elusyon tamponu eklendi, numunelere ait total RNA ekstrakte edilmis

oldu.

- Niikleik Asitlerin Spektrofotometrik Ol¢iimleri ve Konsantrasyonunun Tayin

Edilmesi islemi:

Colibri Titertek Berthold cihazi kullanilarak plazma ve beyin dokularinda numunelerin

Ol¢lim ve konsantrasyon tayinleri yapildi. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen
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numunelerin niikleik asit yogunluk degerleri, sonraki basamaklarda kullanilmas1 amacryla

1000 ng degerine sabitlendi.

- miRNA Poly(A) Kuyruk Olusturma Islemi

Biiytikliikleri 20-21 baz olan miRNA dizilerinin daha uzun ve kararli bir yap1 haline
cevrilmesi amactyla poly(A) kuyruk eklenerek daha kararl bir yap1 elde edildi.

- Bu ekleme i¢in miRNA, ATP (10mM), Poly(A) Polymerase, Yeast (1 U/ul), Poly(A)
Polymerase, Yeast Reaction Buffer, 25 mM MnCl2, Niikleaz icermeyen H20 komponentleri
karistirildi ve 37 °C’de 20 dk inkiibe edildi.

- Elde edilen karisim sonrasinda 20 dk 65 © C'de tutularak reaksiyonun sonlanmasi saglandi.

Poly(A) kuyruklu miRNA iiriinleri elde edilmis oldu.

Bu islem siirecinde Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Thermo) cihazi ve Poly(A)
Polymerase, Yeast (ABM) kiti kullanildu.

- miRNA Reverse Transkriptaz Islemi

miRNA spesifik olan primerler ile revers transkriptaz islemi yapildi. Bu primerler bir hairpin
yapist olusturulmasina neden olmaktadir. Hairpin yapisinin 5° kismina mRNA zincirinin 3’
ucu baglanmaktadir. Sonrasinda reverse transkriptaz araciligiyla miRNA dizisinin karsi

kopyas1 sentezlenmektedir.

- Poly(A) kuyruklu microRNA, dANTP (10mM), RT primer (10 mM), Niikleaz icermeyen
H>O bilesenleri, OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit (ABM) kiti ile Veriti™ 96-Well Fast
Thermal Cycler (Thermo) cihazidna hazirlandi.

- 65°C de 5 dk tutularak primer denatiire edildi.

- M-MuLV buffer, M-MuLV RT (200 U/ul), RNase Inhibitor (40 U/ul), Niikleaz icermeyen
H>O bilesenleri eklendi.

- mikroRNA komponenti 42 °C’de 60 dk boyunca inkiibe edildi.

- Reaksiyonun sona ermesi amactyla enzim, 65 °C’de 20 dk da tutularak inaktif hale getirildi.

mikroRNA Reverse Transkriptaz iiriinleri elde edildi.
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- miRNA gen ekspresyon analizleri (QPCR ile)

miRNA ile olusturulmus olan ¢cDNA dizileri ekspresyon analizlerinde kullanildi. Her bir
numuneye yonelik miR-34a ve referans genine yonelik dizilerin real time PCR ile

cogaltilmasi saglandu.

- microRNA MixA, microRNA MixB (Primer/Probe), cDNA, Taq Polimeraz, Niikleaz
icermeyen H20 bilesenleri, SensiFAST™ Probe No-ROX Kiti (Bioline) ile CFX96 Touch
Real-Time PCR cizahinda hazirlandi.

- Thermal Cycler da;

[k Denatiirasyon Asamasi; 95°C de 5 dk boyunca; 1 tekrar olacak sekilde yapildi.

PCR amplifikasyon Asamasi; 95°C de 5 saniye denatiirayon, 55°C de 30 saniye baglanma
ve 72 °C de 10 saniye polimerizasyon olmak iizere 40 tekrar seklinde yapildi.

Final Asamasi; 40°C de 30 saniye sogutma; 1 tekrar olacak sekilde yapildu.

- gPCR soncuunda elde edilen pikler incelendi ve elde edilen veriler 2<44CY metodu (Livak

metodu) ile degerlendirildi.

3.2.8. ELISA, TAS-TOS, MDA ve GSH Testleri

ELISA metodu kantitatif bir sekilde spesifik protein tayini yapilmasini saglayan yontemdir
(Alhajj, Zubair, & Farhana, 2023). Calismamizda beyin dokusu ve serumda IL-1p, TNF-a
ve IL-10 sitokinleri seviyeleri ELISA metodu ile ¢alisildi. ELISA ¢alismalari ilgili kitlerin
kilavuzlarina gore yapildi. TAS, TOS, MDA ve GSH testleri de kitlere uygun olarak
spektrofotometrik olarak yapildi.

Numune elde edilmesi

- Serum ¢aligmalar1 i¢in toplanan kan numunesi, numune toplanmasini takip eden ilk 30
dakika igerisinde 15 dakika, 1000xg ve 2-8°C arasinda santrifiij edildi. Supernatan serum
toplandi.

- Beyin dokusu ¢alismalari i¢in, numune PBS igerisine alindi (numune agirligi(g):PBS(ml)
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hacim=1:9 olacak sekilde ayarlandi) ve buz iizerinde sonikatdr ile (%50 amplitiide
ayarliyken 15 saniye kadar sonikasyon) homojenizasyon islemi gerceklestirildi.

- Homojenizatlar 10 dakika, 5000xg ve 2-8°C arasinda santrifiij edildi ve supernatan alindi.

Elisa prosediirii

- Kullanilacak tiim malzemeler oda sicakligina getirildi.

- Reaktifler hazirlandi.

- Numuneler kuyucuklara yiiklenmeden 6nce vorteks ile karistirildi.

- Kit kilavuzunda belirtildigi sekilde referans standartlar ve numuneler 100 pL olacak sekilde
kuyucuklara yiiklendi.

- 37°C de 90 dakika inkiibasyon yapildu.

- Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivilar aspire edildi.

- Kuyucuklara 100 pL biotinli deteksiyon antikor ¢aligma soliisyonu eklendi.

- 37°C de 60 dakika inkiibasyon yapildu.

- Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 3 kere yikand: (bu asamada
mikroplate yikayict kullanildi).

- Kuyucuklara 100 pL. HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi.

- 37°C de 30 dakika inkiibasyon yapildu.

- Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 5 kere yikand (bu asamada
mikroplate yikayici kullanildi).

- Kuyucuklara 90 pL substrat reaktifi eklendi.

- 37°C de 15 dakika inkiibasyon yapildu.

- Kuyucuklara 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

- Sonrasinda kit kilavuzunda belirtildigi sekilde, 450 nm absorbans degerinde microplate

reader ile numunelerin absorbans degerleri ve protein degerleri tayin edildi.
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Resim 3-7 Elisa Yontemine Ait Mikroplate Gorseli

Total Antioksidan Seviye Ol¢iimii

ABTS radikal soliisyonunun, numunedeki antioksidanlarla karsilaginca renginin mavi-yesil
renkten, renksiz hale donmesi metoduna dayanmaktadir. 660 nm de absorbansta meydana

gelen degisim total antioksidan miktarina isaret etmektedir.

- Caligsmanin baglangicinda reaktifler hazirlandi.
- Numuneler Rel Assay kiti ile Mindray Bs-400 cihazinda tam otomatik sekilde ¢alisildi.
- 660 nm de absorbans degisiklikleri degerlendirilerek veriler elde edildi.

Total Oksidan Seviye Ol¢iimii

Testin prensibine baktigimizda; numunede yer alan oksidanlar, ferr6z iyon selator
kompleksini ferrik iyona oksitlemektedir. Ferrik iyon, asidik ortamda kromojen ile renkli bir

kompleks olusturur. Bu renk farkliliginin 6l¢timii yapilir.

- Caligmanin baglangicinda reaktifler hazirlandi.
- Numuneler Rel Assay kiti ile Mindray Bs-400 cihazinda tam otomatik sekilde calisildi.
- 530 nm de absorbans degisiklikleri degerlendirilerek veriler elde edildi.
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Resim 3-8 TAS ve TOS Calismasina Ait Gorsel

Malondialdehit (MDA) Olciimii

Malondialdehit tayini kolorimetrik yonteme dayananan test (Otto Scientific, Tiirkiye) ile

yapilidi.

- 11k olarak soguk %10’luk Trikoloroasetik asit (Reaktif 1) ile &rnek karistirildi. Protein
coktiirme islemi yapildi.

- 15 dakika oda 1s1sinda beklendi.

- Sonrasinda 4000 rpm de 10 dakika santrifiij yapildi. Supernatan alindu.

- Tiyobarbitiirik asit manyetik karistiricida kademeli olarak 1sitilarak ¢ozdiirtildi.

- Supernatan tiyobarbiturik asit (Reaktif 2) ile igerisinde 80 °C de bir saat inkiibatorde
tutuldu. Sonra buzlu suya alip sogumas1 beklendi.

- Elde edilen karigim soguduktan sonra, standart ve numuneler 532 nm absorbans degerinde

okundu.

Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Glutatyon 6l¢iimii BTLAB marka kit ile (EAO113Ra) yapildi.

- Reaktifler ve standartlar hazirlandi.
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- 50 pL standartlar, standart kuyucuklarina konuldu.

- 40 pL ornekler, ornek kuyucuklarina konuldu ve tizerine 10 pL anti-GSH ve 50 pL
streptavidin-HRP eklendi.

- 37°C de 60 dakika inkiibasyon yapildu.

- Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivilar aspire edildi ve 5 kere yikand: (bu asamada
mikroplate yikayici kullanildi).

- 50 pL substrat soliisyon A ve 50 pL substrat soliisyon B eklendi.

- 37°C de 10 dakika inkiibasyon yapildu.

- 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

- 450 nm degerde mikroplate okuyucu ile okuma yapildi ve veriler elde edildi.

3.2.9. Kongo Red Boyama

Histolojik Degerlendirme

Bir adet 6n ¢alisma hayvanina isv A 1-42 verildi, deney takvimine uygun olarak 33.giinde
sakrifikasyon yapildi. Sakrifikasyonun hemen ardindan toplanan beyin dokusu 6rnekleri
%10’luk noétral formalin (pH: 7,4) icerisine alinarak 72 saat siireyle fiksasyona birakildi.
Sonrasinda asagidaki prosediire uygun sekilde doku takibe alinarak parafin bloklar haline

getirildi.

%10’luk Beyin dokularinin parafin bloklar haline getirilmesi:

—

notral formalin icerinde 72 saat siireyle fiksasyon
Akar su altinda 2 saat siireyle yikama
%50 Etil Alkol, 1 saat

%70 Etil Alkol, 1 saat

%380 Etil Alkol, 1 saat

%90 Etil Alkol, 1 saat

%96 Etil Alkol, 1 gece

Absolii Alkol, 1 saat

Ksilen, 12 dakika

10. Ksilen+ Eriyik Parafin (60°C), 12 dakika
11. Eriyik Parafin (60°C), 1 saat

R T I R X
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12. Eriyik Parafin (60°C), 1 saat
13. Eriyik Parafin (60°C), 1 saat

14. Parafine gdmme (bloklama)

- Kongo red boyama yontemi uygulanmak tizere Paxinos Atlas 11.-14., 26.-30. ve 37.-42.
plate bolgelerini igeren koronal kesitler kullanildi.

- Bunun i¢in parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2245, Almanya) yardimiyla, ilgili
beyin bdlgelerini iceren 5 pm kalinhiginda parafin kesitler alindi. Doku kesitlerinin
diizlesmesi i¢in 42 °C’ye ayarlanmis su banyosuna birakildi.

- Yeterince diizlesen dokular lam iizerine alinarak bir gece boyunca oda sicakliginda
kurumaya birakildu.

- Ardindan 1 gece boyunca da 59 °C’ye ayarlanmis etiivde (Isolab Laborgerite GmbH,

Almanya) bekletilen doku kesitleri kiti iireten firmanin asagidaki prosediiriine uygun sekilde

Kongo Red ile boyandi.
Kongo Red Boyama Teknigi
1. Etiv (59 °C), 1 gece
2. Ksilen, 1 saat
3. Absolii Alkol, 10 dakika
4. %96 Etil Alkol, 10 dakika
5. %75 Etil Alkol, 10 dakika
6. Akarsu altinda yikama, 10 dakika
7. Harris Hematoksilen Soliisyonu, 2 dakika
8. Distile suda yikama, 1 dakika
9. Bluing Soliisyonu, 1 dakika

10. Akarsu altinda yikama, 1 dakika
11. Distile suda yikama, 1 dakika

Hazirlanan kesitler bilgisayar destekli polarize 151tk mikroskobunda (Motic, Kanada)

degerlendirildi ve goriintiiler alind1.
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3.2.10 istatistiksel Analiz

(Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Jamovi Version 2.3.26.0 kullanild:.

Morris Su Tanki Testinde ayni giindeki verilerin birbirleriyle kiyaslanmasinda Kruskal
Wallis Analizi yapildiktan sonra post-hoc olarak Dwass-Steel-Critchlow-Fligner testi
yapildi. Gruplarin farkli glinlerdeki morris su tanki test sonuglarinin kiyaslanmasinda ise
Friedman Analizi kullanildi. Friedman Analizi sonrasinda post-hoc olarak Durbin-Conover
testi uygulandi. Molekiiler calismalarda gruplar arasi ¢oklu kiyaslamalarda Kruskal Wallis
testi kullanildi. Kruskal Wallis analizi sonrasinda, Mann Whitney U testi kullanilarak ikili
grup kiyaslamalar1 yapildi. Parametreler arasi korelasyon analizinin yapilmasinda Spearman
Korelasyon Analizi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak verildi. p degeri <0,05

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Beden Agirhik Degisimleri

Calisma baslangicinda (0.giin) sicanlarin beden agirliklart 6l¢iildii ve gruplar arasinda
anlamli farklilik goriilmedi (p>0,05). Caligmanin sonunda, sakrifikasyon dncesinde yapilan

Ol¢iimde de gruplar aras1 agirlik farkina rastlanmadi (p>0,05).

Her grubun kendi i¢inde 0.giin ve 33.giin agirliklar1 kiyaslandi. Kontrol, taurin ve taurin
verilmis olan amiloid beta 1-42 grubundaki si¢anlarin ilk ve son giin agirliklar1 arasinda
anlamli artig oldugu goriildii. Ancak amiloid beta 1-42 grubunda agirlik artist anlamli
bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4-1 Sigan Agirliklari Istatistiksel Analizler

- Ortalama + Standart Hata Ortalama + Standart Hata

248 +£5.27 291+£7.1 0.001

261 +£9.81 294 +12.95 0.038

260 + 15.66 290 +£9.91 0.052

260 £ 8.15 293 £10.42 0.031
0.423 0.930

4.2. Amiloid Beta 1-42’nin Oligomerizasyonun Gosterilmesi

[lk olarak biiyiikliikge ayirma kromatografisi cihaz1 (SEC), PBS ile sartlandirildi. Sonrasinda
sadece ¢oziiciimiiz olan PBS ile 6l¢iim yapildi ve PBS’in olusturdugu pik gozlendi (Resim

4.1).
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Resim 4-1 PBS Biiyiikliik¢e Ayirict Kromatografi Gériintiisti

Amiloid beta 1-42 oligomerizasyonunun gdsterilmesi amaciyla yapilan biiytikliikkge ayirma
kromatografisi (SEC) sonucunda oligomerizasyon lehine bulgular elde edildi. Biiyiikliik¢e
ayirma kromatografi sonucunda yer alan kirmizi ¢izgi; inkiibe olmamig amiloid beta 1-42
peptid yapisi iceren soliisyona aittir. Mavi ¢izgi ise; 37°C’de 7 giin inkiibe olmus olan
amiloid beta 1-42 iceren soliisyona aittir. Mavi okla gosterilen ve her iki sollisyonda da pik
veren bolgenin ¢dziiciimiiz olan PBS’e ait oldugu diisiiniilmektedir. inkiibasyona ugramis
olup oligomerizasyon beklenen amiloid beta 1-42°’nin bulundugu soliisyonun inceleme
sonuglarinda; inkiibasyona ugramamis olan amiloid beta 1-42 peptid yapisint igeren
sollisyonun sonucunda goriilmeyen bir pik dikkati ¢ekmektedir. Bu pik kirmizi ok ile
gosterilmistir. Bu pikin amiloid beta 1-42 oligomer yapisina ait oldugu diislintildii (Resim

42).

500

3z
B
s

0.176

[ 5 10 15 20

Resim 4-2 Biiyiikliikce Ayirma Kromatografisi Sonucu
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4.3. Morris Su Tanki (MST) Testi Sonuc¢lar:

Her bir MST testinde ilk 4 giin kagis latans siireleri degerlendirildi, kacis latans siirelerinin
degerlendirilmesinde her giin i¢in 4 ayr1 kutuptan yapilan denemelerin ortalamasi alinarak
hesaplama yapildi. Platformun sudan c¢ikarilip, sicanlarin hedef kadranda gegirdikleri

siirenin hesaplandig 5.giin probe testi sonuglart da degerlendirildi.

14.-18. Giinler arasinda yapilan ilk Morris Su Tanki test sonuglarin1 degerlendirmek i¢in
yapilan Kruskal Wallis Analizine gore kagis latanslarinin hesaplandigi 4 giinde de gruplar
aras1 kacis latans siireleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05). Friedman Test

sonuclarinda tiim gruplarda giinler arasinda kagis latans siiresinde anlamli farklilik saptandi

(p<0,05).

Tablo 4-2 MST Testi (14.-18. giinler) Kag¢is Latans Stireleri

Ortalama £ Standart Hata ~ Ortalama + Standart Hata ~ Ortalama £ Standart Hata ~ Ortalama + Standart Hata

47.7+£7.89 17.6 £2.91 1039+ 1.79 8.75£1.45 0.001
49.9+4.87 155+2.89 9.71+1.68 701142 <.001
62.8£4.70 31.1£7.30 15.78 £2.16 13.19+1.89 <.001
61.9+7.02 27.40 £ 6.82 16.34£2.35 13.75+5.63 <.001

0.159 0.222 0.081 0.112




64

Kagis Latansi (sn)

e=fl= K Ontrol

70
«=@=Taurin

60
== Amiloid Beta 1-42

50
e Amil 0id Beta 1-42+Taurin
40
30

20

10

1.glin 2.glin 3.gin 4.giin

Sekil 4-1 MST Testi (14.-18. giinler) Kacis Latans Siirelerimin Giinlere Gore Degigimi

14.-18. giinler arasinda yapilan ilk Morris Su Tank testinin 5. giiniine ait olan probe test
sonuclar1 Kruskal Wallis analizi ile degerlendirildi. Hedef kadranda gegirilen siirelerin
kiyaslandigi bu analizde gruplar arasinda anlaml farklilik saptandi (p<0,05). Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner testine gore farklihigin hangi ikili grup arasindaki farkliliktan
kaynaklandig1 degerlendirildiginde; amiloid beta 1-42 verilmis olan Alzheimer benzeri
hastalik grubunun, hedef kadranda gecirdigi siire kontrol grubuna gore diisilk bulundu
(p<0,05). Taurin verilmis olan amiloid beta 1-42 grubunun hedef kadranda geg¢irdigi siire,
amiloid beta 1-42 grubuna gore daha yiiksek bulunmakla birlikte bu durum istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05). Taurin verilmis olan amiloid beta 1-42 grubunun hedef

kadranda geg¢irdigi siire, kontrol grubuna kiyaslandiginda anlamli fark goriilmedi (p>0,05).

Tablo 4-3 MST Testi (14.-18. giinler) 5.Giin Hedef Kadranda Gegirilen Stireler

Kontrol 7 47.8 4.24
Taurin 7 49.7 2.47
Amiloid Beta 1-42 8 32.9 * 3.17
Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 414 4.98

*kontrol grubuna gore anlamh farkhhk (p<0,05)
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60

50
40 *
30
20
10
0

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

Hedef Kadranda Gegirilen Siire (%)

* kontrol grubuna gore anlamli farklilik (p<0,05)
Sekil 4-2 MST Testi (14.-18. giinler) 5.Giin Hedef Kadranda Gegirilen Siireler

28.-32. giinler arasinda yapilan ikinci Morris Su Tanki Test sonuglarini degerlendirmek igin
yapilan Kruskal Wallis Analiz sonuglarina gore kacis latanslarinin hesaplandigi 3. ve 4.
giinde gruplar aras1 kagis latans siireleri arasinda anlamli farklilik saptandi (p<0,05). Dwass-
Steel-Critchlow-Fligner testine gore farkliligin hangi ikili grup arasindaki farkliliktan
kaynaklandig1 degerlendirildiginde; amiloid beta 1-42 verilen grubun 3. ve 4.giin kagis
latans1 degerlerinin, kontrol grubu kacis latansi1 degerlerinden yiiksek oldugu bulundu

(p<0,05).

Friedman Test sonuclarinda tiim gruplarda giinler arasinda kagis latans stiresinde anlamli
farklilik saptandi (p<0,05). Friedman Testinde elde edilen bu anlamlilik Durbin-Conover
post-hoc testiyle degerlendirildiginde, amiloid beta 1-42 grubunun 2. ile 4.giinleri arasinda
kacis latans siireleri agisindan anlamli farlilik saptanmadi; kontrol grubu, taurin grubu ve
taurin verilen amiloid beta 1-42 grubunun kagis latansi siiresinin ise 4. giinde, 2. giine oranla

anlamli olarak daha diisiik oldugu goriildii (p<0,05).
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Tablo 4-4 MST Testi (28.-32. Giinler) Kagis Latans Siireleri

- Ortalama + Standart Hata Ortalama + Standart Hata  Ortalama + Standart Hata ~ Ortalama + Standart Hata
- 24.8+2.82 13.3+3.12 7.57 £0.599 7.46 +0.565 0.008
- 27.5+4.60 13.3+2.48 9.54 +1.309 7.21 +£0.504 0.008
- 40.00 = 6.09 20.1 +£3.61 20.69 £ 4.456 23.94 £5.781 0.014
- 35.9+7.11 20.8 +2.65 16.16 + 3.091 12.75 £ 1.747 0.002
_ 0.210 0.085 0.011 0.005

o [
& * a %
2 25 2 30
g, ? P
» 17
c g
g g
.l ';1, 15
§ o % 10
V] M
s 5
g, O
) Kentrol Tawin Amiloid Beta 142 Amilid Beta 142¢Taurin A Kantrol Tawin Amiloid Beta 142 Amiloid Beta 1-42+Taurin
* kontrol grubuna gore anlamli farklilik (p<0,05)
Sekil 4-3 MST Testi (28.-32. giinler) Kagis Latans Siireleri
Kaglis Latansi (sn)
e=fil= Kontrol
50
45 e=@==Taurin
40 ——AB 1-42
35 .
=g A 1-42 + Taurin
30
25 a
20 i
15
—
10
5
0
1.gln 2.gln 3.gun 4.gln

Sekil 4-4 MST Testi (28.-32. giinler) Kagis Latans Stirelerinin Giinlere Gére Degisimi
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28.-32. giinler arasinda yapilan Morris Su Tanki testinin 5. giliniine ait olan probe test sonuglari
Kruskal Wallis analizi ile degerlendirildi. Hedef kadranda gecirilen siirelerin kiyaslandigi bu
analizde gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi (p<0,05). Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
testine gore farkliligim hangi ikili grup arasindaki farkliliktan kaynaklandigi degerlendirildiginde;
amiloid beta 1-42 verilmis olan Alzheimer benzeri hastalik grubunun ve taurin tedavisi uygulanmig
olan amiloid beta 1-42 grubunun, hedef kadranda gecirdigi siire kontrol grubuna gore diisiik
bulundu (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunun hedef kadranda
gecirmis oldugu siire, amiloid beta 1-42 grubuna gére daha yiiksek bulunmakla birlikte bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Amiloid beta 1-42 grubunun hedef kadranda gecirdigi
stire %25’in altinda iken, taurin uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunda ise hedef kadranda
gecirilen siire %25’in iistiindeydi. Hedef kadranda gegirilen siirenin %25’in lizerinde olmast, diger
kadranlarda gegirilen siireye oranla bu kadranda daha fazla siire gecirildigine isaret etmekte olup
bu durumun tesadiifen gergeklesmis olma ihtimalini azaltmaktadur.

Tablo 4-5 MST Testi (28.-32. giinler) 5.Giin Hedef Kadranda Gegirilen Stireler

Kontrol 7 42.1 1.86
Taurin 7 43.7 2.16
Amiloid Beta 1-42 8 24.2% 1.42
Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 30.1* 2.53

*kontrol grubuna gore anlamh farkhhk (p<0,05)
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oo

50
45

40

35 *
30 E 3

25

20

15

10

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

(O}

Hedef Kadranda Gegirilen Siire (%) 2.MST

* kontrol grubuna gore anlamli farklilik (p<0,05)
Sekil 4-5 MST Testi (28.-32. giinler) 5.Giin Hedef Kadranda Gegirilen Siireler

4.4. Western Blot Sonuc¢lar:

Calismada beyin dokusunda, apoptoz ile iligkili parametreler olan proapoptotik bax ile aktif
kaspaz-3 ve antiapoptotik olan bcl-2 proteinleri Western Blot metoduyla incelendi. Yiikleme
kontrolii olarak se¢ilmis olan B-aktin band yogunluguna oranlanarak hesaplamalar yapildi.

Beta aktin goriintiisii,

- .

Kontrol Taurin AP 1-42 AP 1-42+Taurin
Resim 4-3 Beta Aktin Proteinine Ait Bant Goriintiileri (Western Blot)

Bax Proteini

Kruskal Wallis analiz sonucunda bax proteininde gruplar arasi anlamli farklilik saptandi
(p<0,05). ikili grup karsilastirmalarinda proapoptotik olan bax protein seviyeleri, amiloid
beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik grubunda; kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42
grubunun bax protein seviyeleri ise; amiloid beta 1-42 uygulama grubuna goére anlamli

olarak diistik saptandi (p<0,05).
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Tablo 4-6 Bax Proteini (Western Blot) Istatistiksel Veriler

Kontrol 0.973 0.0702
Taurin 6 1.054 0.0784
Amiloid Beta 1-42 6 1.366* 0.0829
Amiloid Beta 1-42 + Taurin 6 0.997# 0.0183

* kontrol grubuna gore anlamh farkhilik (p<0,05)
# AP 1-42 grubuna gore anlamh farkhhk (p<0,05)

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

16

14

1,2

[y

08

Bax

0,6

01

~

0,2

Sekil 4-6 Bax Proteini (Western Blot)

D ——

Kontrol Taurin AP 1-42 AP 1-42+Taurin

Resim 4-4 Bax Proteinine Ait Bant Goriintiileri (Western Blot)

Bcl-2 Proteini

Kruskal Wallis analiz sonucunda bcl-2 proteininde gruplar arasi anlamli farklilik saptandi
(p<0,05). ikili grup karsilastirmalarinda antiapoptotik olan bcl-2 protein seviyeleri, amiloid

beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik grubunda; kontrol grubuna gore
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anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42
grubunun bcl-2 protein seviyeleri ise; amiloid beta 1-42 uygulama grubuna gore anlamli

olarak ytiksek saptandi (p<0,05).

Tablo 4-7 Bcl-2 Proteini (Western Blot) Istatistiksel Veriler

Kontrol 1.092 0.0463
Taurin 6 1.091 0.0562
Amiloid Beta 1-42 6 0.877* 0.0281
Amiloid Beta 1-42+Taurin 6 1.040* 0.0275

* kontrol grubuna gore anlamh farklihk (p<0,05)
# AP 1-42 grubuna gore anlamh farkhihk (p<0,05)

14
12 #
X
1
N
008
3]
@
04
02
0

Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amil oid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-7 Bcl-2 Proteini (Western Blot)

Kontrol Taurin AP 1-42 AP 1-42+Taurin

Resim 4-5 Bcl-2 Proteinine Ait Bant Goriintiileri (Western Blot)
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Aktif Kaspaz-3 (Cleaved Caspaze-3) Proteini

Kruskal Wallis analiz sonucunda aktif kaspaz-3 proteininde gruplar arasi anlamli farklilik
saptandi1 (p<0,05). Ikili grup karsilastirmalarinda apoptotik olan aktif kaspaz-3 protein
seviyeleri, amiloid beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik grubunda; kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan
amiloid beta 1-42 grubunun aktif kaspaz-3 protein seviyeleri ise; amiloid beta 1-42

uygulama grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi (p<0,05).

Tablo 4-8 Aktif Kaspaz-3 Proteini (Western Blot) Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 0.830 0.0728
Taurin 6 0.937 0.0494
Amiloid Beta 1-42 6 1.232* 0.0600
Amiloid Beta 1-42+Taurin 6 0.795% 0.0552

* kontrol grubuna gore anlamh farkhilik (p<0,05)
# AP 1-42 grubuna gore anlamh farkhhk (p<0,05)

1,4 %
NOREP!
> #
1
=7
% 0,8
M 0,6
Gy
E=R
LY
4 o
0

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

Sekil 4-8 Aktif Kaspaz-3 (Cleaved Caspase-3) Proteini (Western Blot)
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—

Kontrol Taurin AP 1-42 AP 1-42+Taurin

Resim 4-6 Aktif Kaspaz-3 Proteinine Ait Bant Gértintiileri (Western Blot)

Bax/Bcl-2 Orani

Bu degerlendirmelerle birlikte apoptotik siirecin 6nemli bir belirteci olan bax/bcl-2 orani da
degerlendirildi. Kruskal Wallis analiz sonucunda bax/bcl-2 oraninda gruplar arast anlamli
farklilik saptand1 (p<0,05). kili grup karsilastirmalarinda bax/bcl-2 orani, amiloid beta 1-42
uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik grubunda; kontrol grubuna gore anlamli olarak
yliksek bulundu (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunun

bax/bcl-2 orani ise; amiloid beta 1-42 uygulama grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi.

Tablo 4-9 Bax/Bcl-2 Orani (Western Blot) Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 0.906
Taurin 6 0.974
Amiloid Beta 1-42 6 1.577*
Amiloid Beta 1-42+Taurin 6 0.962*

* kontrol grubuna gore anlamh farkhilik (p<0,05)
# AP 1-42 grubuna gore anlamh farkhihk (p<0,05)

0.0884

0.0699

0.1414

0.0333
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amil oid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-9 Bax/Bcl-2 Orant (Western Blot)

4.5. miR-34a (qPCR) Sonuclar

Beyin dokusu ve plazmadan alinan numunelerden qPCR araciliiyla; miR-34a seviyelerinin

Ol¢iimii yapildi.

Amiloid beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik modeli grubunda ve taurin
tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunda plazma miR-34a seviyelerinin, kontrol
grubuna gore onemli oranda diisiik oldugu goriilmektedir. Buna ragmen Kruskal Wallis
analizinde gruplar arasi karsilastirmada anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05). Bu duruma,
aslinda sadece kontrol grubuyla kiyaslamak amaciyla kullanmis oldugumuz taurin grubunun
standart sapma ve hatasinin neden oldugunu diisiindiiglimiizden ve bu 6nemli farkliligin
gbdzden kagmamas icin ikili karsilastirma amactyla Mann Whitney U testi uyguland. ikili
karsilagtirma sonucunda amiloid beta 1-42 ve amiloid beta 1-42+Taurin gruplarinin plazma
miR-34a seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05), kontrol

grubu ve taurin grubu arasinda ise anlamli fark goriilmedi (p>0,05).
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Tablo 4-10 miR-34a (Plazma) Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 1.345 0.286

Taurin 7 0.822 0.258

Amiloid Beta 1-42 8 0.628* 0.156

Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 0.569* 0.144

* kontrol grubuna gore anlamh farkhlik (p<0,05)
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-10 Plazma miR-34a

Beyin dokusu miR-34a seviyelerinde ise gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 4-11 miR-34a (Beyin) Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 0.932 0.111
Taurin 6 1.003 0.172
Amiloid Beta 1-42 7 1.015 0.122
Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 0.889 0.133
14
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-11 Beyin miR-34a

4.6. TAS ve TOS Sonuglarn

Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS) dl¢limleri organizmanin
oksidatif durumu hakkinda bilgi veren tetkiklerdir. Total Oksidan Seviyenin, Total
Antioksidan Seviyeye oraninin formule edilmis hali de Oksidatif Stres Indeksi (OSI)’ni

verir. Bu degerin yiiksek olmasi organizmada gelisen oksidatif strese isaret etmektedir.



76

Serum OSI

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum OSI’de gruplar arast anlaml farklilik saptanmadi,
ancak veriler anlamliliga yakindi (p=0,060). Serum OSI degeri, amiloid beta 1-42
uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik grubunda; kontrol grubuna goére ytiksekti, taurin
tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunun serum OSI degeri ise; amiloid beta 1-

42 uygulama grubuna gore diisiiktii, ancak bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 4-12 Serum OSI Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 0.365 0.0345

Taurin 7 0.373 0.0418

Amiloid Beta 1-42 8 0.562 0.0639

Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 0.412 0.0299

0,700
0,600

= 0,500

7]

g 0,400

2 030

3

%)
0,200
0,100
0,000

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

Sekil 4-12 Serum OSI
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Beyin OSI

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin OSI seviyelerinde gruplar arasi anlamli farklilik
saptanmadi (p>0,05). Amiloid beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik
grubunda, kontrol grubuna gore daha yiiksek olmakla birlikte, bu durum istatistiksel olarak

anlamli degildi.

Tablo 4-13 Beyin OSI Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 1.44 0.1383
Taurin 6 1.38 0.0564
Amiloid Beta 1-42 7 1.71 0.1001
Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 1.74 0.1757
2,500
2,000
[
N
o 1,500
=
=
79 1,000
==}
0,500
0,000
Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-13 Beyin OSI
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Serum TOS ve TAS
Serum TOS

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum total oksidan seviye (TOS) degerlerinde gruplar
aras1 anlamh farklilik saptandi (p<0,05). Amiloid beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer
benzeri hastalik modeli grubunda serum TOS degerlerinin, kontrol grubuna goére anlamli
olarak yiiksek oldugu goriildi (p<0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42
grubu serum TOS degerleri, amiloid beta 1-42 grubundan daha diisiik olmakla birlikte bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 4-14 Serum TOS Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 6.36 0.751

Taurin 7 7.19 0.684
Amiloid Beta 1-42 8 10.18* 1.061

Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 7.67 0.524

* kontrol grubuna gore anlamh farkhhk (p<0,05)
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-14 Serum TOS
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Serum TAS

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum total antioksidan seviye (TAS) degerlerinde gruplar

aras1 anlaml farklilik saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-15 Serum TAS Istatistiksel Veriler

Kontrol

Taurin 7 1.96 0.1011
Amiloid Beta 1-42 8 1.83 0.0598
Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 1.89 0.1119
2,5
2
o5
<
i
£
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S
D
w2 0,5
0
Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-15 Serum TAS
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Beyin TOS ve TAS

Beyin TOS

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin total oksidan seviye (TOS) degerlerinde gruplar arast

anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05). Ikili grup karsilastirmalarinda amiloid beta 1-42

uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik modeli grubunda beyin TOS degerlerinin,

kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmekle birlikte bu durum istatistiksel olarak

anlamli degildi.

Tablo 4-16 Beyin TOS Istatistiksel Veriler

Kontrol

Taurin

Amiloid Beta 1-42

Amiloid Beta 1-42+Taurin

30

25

20

15

10

Beyin TOS

(%]

Kontrol Taurin

Sekil 4-16 Beyin TOS

21.5 2.15

6

6 21.6 1.45
7 26.1 1.14
7 24.1 1.54

Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin
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Beyin TAS

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin total antioksidan seviye (TAS) degerlerinde gruplar

aras1 anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-17 Beyin TAS Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 1.50 0.0645
Taurin 6 1.57 0.0546
Amiloid Beta 1-42 7 1.55 0.0794
Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 1.42 0.0576

1,8

1,6

1,4

1,2

[e=N

0,8
0,6

Beyin TAS

0,4
0,2

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

Sekil 4-17 Beyin TAS

4.7. MDA ve GSH Sonuclar

Lipid peroksidasyon iiriinii olan malodialdehit (MDA) ve hiicreleri radikaller ve peroksitler
gibi reaktif oksijen iiriinlerinden koruyan glutatyon (GSH) diizeylerinin 6l¢iilmesi oksidatif
durumun saptanmasinda kullanilabilen diger bir yontemdir. Calismamizda bu parametreler

de degerlendirildi.
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Beyin MDA

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin malondialdehit (MDA) degerlerinde gruplar arast
anlamli farklilik saptand1 (p<0,05). ikili grup karsilastirmalarinda amiloid beta 1-42
uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik modeli grubunda beyin MDA degerlerinin,
kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii (p<0,05), bununla birlikte taurin
uygulamasi yapilan amiloid beta 1-42 grubunun beyin MDA degerleri, kontrol grubundan
farksizdi (p>0,05). Taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubu beyin MDA
degerleri, amiloid beta 1-42 grubundan daha diisiik olmakla birlikte bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 4-18 Beyin MDA Istatistiksel Veriler

Kontrol 1.022 0.4087
Taurin 6 0.618 0.0865
Amiloid Beta 1-42 7 3.206* 0.9526
Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 1.823 0.2318

* kontrol grubuna gore anlamh farkhihk (p<0,05)

4,50

4,00
3,50
3,00
2,50

%
2,00
1,50
1,00
-
0,00

Kontrol Taurin Amil oid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Beyin MDA

Sekil 4-18 Beyin MDA



Serum MDA

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum malondialdehit (MDA) degerlerinde gruplar arast

anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-19 Serum MDA Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 1.49
Taurin 7 1.66
Amiloid Beta 1-42 8 1.44
Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 1.67

2,00

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

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

Serum MDA

Sekil 4-19 Serum MDA

0.370

0.161

0.361

0.183
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Beyin GSH

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin glutatyon (GSH) degerlerinde gruplar arasi anlamli
farklilik saptanmadi (p>0,05). Amiloid beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri
hastalik modeli grubunda ve taurin tedavisi uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunda
beyin GSH degerlerinin; kontrol grubuna gore diisiik oldugu goriilmekle birlikte bu durum

istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 4-20 Beyin GSH Istatistiksel Veriler

Kontrol 206 12.01

Taurin 6 177 15.54

Amiloid Beta 1-42 7 180 7.91

Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 162 7.33

250,00

200,00

150,00

100,00

Beyin GSH

50,00

0,00
Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-
42+Taurin

Sekil 4-20 Beyin GSH
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Serum GSH

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum glutatyon (GSH) degerlerinde gruplar aras1 anlamli

farklilik saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-21 Serum GSH Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 169 78.85

Taurin 7 155 53.24

Amiloid Beta 1-42 8 174 26.38

Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 107 9.85

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

Serum GSH

50,00

0,00
Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-21 Serum GSH



86

4.8. ELISA Sonuclan

Elisa teknigiyle TNF-a, IL-1B ve IL-10 gibi inflamatuar siirecle iligkili sitokinler
calisilmustir.

Serum TNF-a

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum TNF-a degerlerinde gruplar arast anlamli farklilik

saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-22 Serum TNF-a Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 10.22 1.539
Taurin 7 6.92 0.999
Amiloid Beta 1-42 8 7.92 0.773
Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 9.33 1.072
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42  Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-22 Serum TNF-o.
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Beyin TNF-a

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin TNF-a degerlerinde gruplar arasi anlamli farklilik
saptanmadi (p>0,05). Amiloid beta 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik modeli
grubunda beyin TNF-a degerlerinin, kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmekle

birlikte istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-23 Beyin TNF-a Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 80.8 12.3

Taurin 6 65.6 10.9

Amiloid Beta 1-42 7 102.6 33.0

Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 94.3 17.2

160

140

120

100

80
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Beyin TNF-a

40

20

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

Sekil 4-23 Beyin TNF-a
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Serum IL-1pB

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum IL-1f degerlerinde gruplar aras1 anlamli farklilik

saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-24 Serum IL-1B Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 101.0 0.621
Taurin 7 99.7 1.132
Amiloid Beta 1-42 8 103.1 2.895
Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 103.5 3.424
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42  Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-24 Serum IL-1
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Beyin IL-1B

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin IL-1p degerlerinde gruplar arasi anlamli farklilik

saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4-25 Beyin IL-1p Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 50.7 7.41

Taurin 6 54.3 16.04

Amiloid Beta 1-42 7 441 10.95

Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 41.5 4.00
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Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amil oid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-25 Beyin IL-1f
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Serum IL-10

Kruskal Wallis analiz sonucunda serum IL-10 degerlerinde gruplar arast anlamli farklilik
saptanmadi (p>0,05). Taurin uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubu, amiloid beta 1-42
grubundan daha yiiksek serum IL-10 degerine sahip olmakla birlikte bu durum istatistiksel

olarak anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 4-26 Serum IL-10 Istatistiksel Veriler

Kontrol 7 70.2 10.79

Taurin 7 117.5 18.24

Amiloid Beta 1-42 8 80.5 8.60

Amiloid Beta 1-42+Taurin 8 136.1 33.85

180

160
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Serum IL-10
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Kontrol Taurin Amil oid Beta 1-42 Amiloid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-26 Serum IL-10
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Beyin IL-10

Kruskal Wallis analiz sonucunda beyin IL-10 degerlerinde gruplar arasi anlamli farklilik
saptandi (p<0,05). Taurin uygulanmis olan amiloid beta 1-42 grubunun beyin IL-10

degerleri, amiloid beta 1-42 grubundan yiiksek bulundu (p<0,05).
Tablo 4-27 Beyin IL-10 Istatistiksel Veriler

Kontrol 6 465 30.9
Taurin 6 468 11.7
Amiloid Beta 1-42 7 405 17.1

Amiloid Beta 1-42+Taurin 7 508* 18.4

# AP 1-42 grubuna gore anlamh farkhlik (p<0,05)

600 #

500
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200

Beyin IL-10

100

Kontrol Taurin Amiloid Beta 1-42 Amil oid Beta 1-42+Taurin

Sekil 4-27 Beyin IL-10
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4.9. Korelasyon Analizleri

Yapilan Spearman korelasyon analizleri sonucunda saptanan Onemli korelasyonlar su

sekildedir;

Plazma miR-34a ile beyin bcl-2 arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Tablo 4-28 Plazma miR-34a-Bcl-2 Korelasyon Analizi

Bel-2 Spearman's rho
P 0.392
df 2
p-value 0.030

Not: H, pozitif korelasyon segilmistir.

Beyin IL-10 ile bel-2 arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4-29 Beyin IL-10-Bcl-2 Korelasyon Analizi

L Spearman's rho
L5 P 0.426
df 2
p-value 0.020

Not: H, pozitif korelasyon segilmistir.

Beyin TOS ile bax arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir (p<0,05) .

Tablo 4-30 Beyin TOS-Bax Korelasyon Analizi

Bax Spearman's rho
0.449
df 29
p-value 0.015

Not: H, pozitif korelasyon segilmistir.
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Serum OSI ile Beyin OSI arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4-31 Serum OSI-Beyin OSI Korelasyon Analizi

Beyin OSI Spearman's rho

G0 P 0.410
df 2
p-value 0.023

Not: H, pozitif korelasyon segilmistir.

Beyin IL-10 ile bax arasinda negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4-32 Beyin IL-10-Bax Korelasyon Analizi

bax Spearman's rho
-0.500
df
22
p-value 0.007

Not: H, negatif korelasyon segilmistir.
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4.10. Kongo Red Boyama Sonuclar1

Amiloid yapilari, kongo red ile boyandiginda polarize 151k mikroskobunda tipik olarak sari-

yesil cifte kirnim gdsterip, refle vermektedir.

Yapilan kongo red ile boyama sonucunda beyin dokusunda sari-yesil refle veren tipik
amiloid birikimi goriintiileri elde edildi. Sari-yesil ¢ifte kirinim gosteren plak goriintiisii de

saptandi (Resim 4.7 ve 4.8).

Resim 4-7 Amiloid depozisyonunu gosteren temsili beyin mikrograflar

A: Kongo red ile polarize 151k altinda sari-yesil refle (100x, paxinos atlasa gore 38.plate bolgesi) B: Kongo
red ile polarize 151k altinda sari-yesil refle, amiloid birikimi (100%, paxinos atlasa gore 11.plate bolgesi) C:
Kongo red ile 151k mikroskobisi goriintiisii (100%, paxinos atlasa gore 11.plate bolgesi)
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Resim 4-8 Amiloid plaklarini gosteren temsili beyin mikrograflar

A. Kongo red ile hafif polarizasyon altinda sari-yesil refle veren plak yapist (100x, Paxinos atlasa gore
38.plate bolgesi), b. Kongo red ile polarize 151k altinda sari-yesil refle veren plak yapist (100x, Paxinos atlasa
gore 38.plate bolgesi), c. Kongo red ile 151k mikroskobisinde plak yapist (400, Paxinos atlasa gore 38.plate
bolgesi), d. Kongo red ile polarize 151k altinda sari-yesil refle veren plak yapisi (400%, Paxinos atlasa gore
38.plate bolgesi) goriinmektedir.
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5. TARTISMA

Bu uzmanlik tezinde, sicanlarda AP 1-42’nin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu ile
olusturulmus Alzheimer benzeri hastalik modelinde taurinin; apoptotik siire¢ler ve bunun

miR-34a ile olan iliskisi ile oksidatif ve inflamatuar siire¢lere olan etkisi degerlendirilmistir.

Alzheimer benzeri hastalik modelleri olusturmak icin yapilan ¢aligmalara bakildiginda
transgenik modeller ve transgenik olmayan modeller dikkati cekmektedir. Biz calismamizda
isv olarak uygulanan amiloid beta 1-42 araciligiyla indiiklenen Alzheimer benzeri hastalik
modelini kullandik. Bu model amiloid beta 1-42’nin olusturdugu norotoksisitenin etkilerine
dayanmakta olup, literatiirde en cok dillendirilen hipotez olan amiloid beta kaskad
hipotezinde yer alan patogenez mekanizmalarini iyi taklit ettigi daha dnce gosterilmis olan
bir modeldir. Isv AB 1-42 uygulamasi yapilan bir ¢calismada hem yash hem geng ratlarda
lipid peroksidasyonunda artis oldugu goézlenmistir (Cetin, Yazihan, Dincer, & Akbulut,
2013). Baska bir caligmada farelere isv olarak uygulanan AP 1-42’nin reaktif oksijen
driinlerini arttirdigi, ndroinflamasyona, sinaptik hasarlara, nérodejenerasyona ve bellek
bozukluguna neden oldugu gosterilmistir (Amin, Shah, & Kim, 2017). Isv olarak uygulanan
AP 1-42’nin sinaptik fonksiyon bozukluguna ve apoptoza neden oldugu da gdsterilmistir (X.
Wu et al., 2018). AP 1-42 peptidi hizlica agrege olup, oligomer, fibril ve plak yapilarin
olusturarak Alzheimer hastalik patogenezinde de onemli yer tutan kalsiyum homeostaz
bozuklugu, oksidatif, inflamatuar ve apoptotik siireclerin tetiklenmesi gibi 6nemli
mekanizmalar1 taklit etmektedir (Shree et al., 2017). Bu nedenlerle isv Ap 1-42 uygulamast

Alzheimer ¢alismalarinda oldukca sik kullanilan degerli bir modeldir.

Calismada 5 pg/5 pl dozundaki AP 1-42 bilateral olarak intraserebroventrikiiler (isv)
uygulanmistir. Modelin dogrulugunun kontrol edilmesi amaciyla literatiirde bir¢ok farkli

yontem bulunmaktadir.

Ilk olarak uygulanacak olan AP 1-42’nin intraserebroventrikiiler bdlgeye ait dogru
koordinatlara enjekte edildiginin gdsterilmesi i¢in Paxinos atlasi ve literatiirden yararlanarak
belirlenen koordinatlara metilen mavisi enjeksiyonun yapildig: ¢alisgamalar bulunmaktadir
(ilhan, Giiney, & Dincer, 2021; H. Y. Kim et al., 2016; Y. Li et al., 2014). Biz de ¢calismamiz
oncesinde bir 6n ¢alisma hayvanina, isv uygulama i¢in belirlemis oldugumuz koordinatlara

(bregmadan 0,8 mm posterior; sagital suturdan 1,5 mm lateral ve derinlik 3,8 mm) metilen
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mavisi enjeksiyonu yaptik (Paxinos & Watson, 2007). Metilen mavisinin ventrikiiler bolge

boyunca uygun sekilde yayildigini1 gozledik.

Isv AB 1-42 enjeksiyonu ile olusturulan Alzheimer benzeri hastalik modelinde, enjekte
edilen AP 1-42’nin oligomer formunun enjekte edilmesi norotoksistenin saglanmasi
acisindan 6nemlidir. Monomer yapidaki amiloid beta formunun olumlu etkileri olabilecegi
gosterilmisken AP 1-42 oligomer formunun 6nemli toksik etkileri oldugu gosterilmistir (M.
K. Jana et al., 2016; Penke et al., 2020). Isv uygulanacak olan AP 1-42 peptidinin
oligomerizasyonunun saglanmasi amaciyla, A 1-42 uygulama 6ncesinde 3-7 giin arasinda
37°C’de inkiibe edilmektedir (Aslan Karakelle et al., 2021; Jang et al., 2017; Shekarian et
al., 2020; Shen, Chen, Lu, Peng, & Qiu, 2014; Turunc Bayrakdar, Uyanikgil, Kanit, Koylu,
& Yalcin, 2014; J. Zhang, Ke, Liu, Qiu, & Peng, 2013). AP 1-42 peptidi oligomerlestikce
kiitlesi artmakta ve boyutlar1 degismektedir, boyut farkliligindan yararlanilarak biiytikliikce
ayirma kromatografisi ile inceleme yapilabilmekte ve bu incelemeler ile oligomerizasyon
lehine bulgular elde edilebilmektedir (Bruggink, Miiller, Kuiperij, & Verbeek, 2012; Jan et
al., 2010; H. Y. Kim et al., 2016). Biz de ¢alismamiz 6ncesinde inkiibe edilmis olan AP 1-
42 ile inkiibe edilmemis olan AP 1-42’yi biiyiikliikce ayirma kromatografisi ile kiyasladik
ve oligomerizasyon lehine bulgular elde ettik. Kromatografi sonuglarinda inkiibe edilmis

olan AP 1-42°de, inkiibe edilmemis olan AP 1-42’den farkli bir pik goriilmekteydi.

Uygulamanin koordinatlarinin dogrulugu ve uygulanacak ajanin oligomerizasyonu teyit
edildikten sonra uygulama yapildi. Uygulama sonrasinda da modelin olusumuyla ilgili teyit
asamalar1 kullanildi. Calismamizda AP 1-42 uygulanmis olan bir 6n ¢alisma hayvaninin
beyin dokusu, sakrifikasyon sonrasinda histokimyasal olarak kongo red boyasi ile incelendi.
Kongo red boyasi, amiloid birikimi varliginda polarize 151tk mikroskobu altinda ¢ift kiricilt
yesil refle veren bir 6zellige sahiptir (Picken, 2020). Bu bulgunun amiloid varliginin 6nemli
bir kanit1 olup hayvan modelinde saptanmasi Alzheimer benzeri hastalik olustugunun énemli
bir belirtecidir (Bruggink et al., 2012; Go6tz, Bodea, & Goedert, 2018). Calismamizda A 1-
42 uygulanmis olan 6n ¢aligma hayvaninda kongo red boyamasi sonucunda, polarize 151k

altinda sari-yesil renkli refle alindi ve amiloid depozisyonu gozlendi.

Metilen mavisi ile koordinatin dogrulugunun tespiti, kromatografide Ap 1-42
oligomerizasyonu lehine bulgu saptanmasi ve kongo red boyamasi sonucunda polarize 151k

mikroskobunda sari-yesil refle alinmasi, modelin dogrulugunu kanitlar nitelikte bulgulardi.
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Bununla birlikte ¢alismamizda hem modelimizin ¢alistigin1 gostermek hem de taurinin A3
1-42 ile olusturulmus olan Alzheimer benzeri hastalik modelinde etkinligini degerlendirmek

amactyla Morris Su Tanki testi yapildi.

Morris Su Tanki testi uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarini1 degerlendiren, AP 1-42 ile
olusturulmus Alzheimer benzeri hastalik modellerinde siklikla kullanilan degerli bir testtir
(Bromley-Brits, Deng, & Song, 2011; Dong, Ji, Han, & Han, 2019; Othman, Hassan, & Che
Has, 2022). AP 1-42 uygulamasinin olusturdugu nérotoksisite sonucunda 6grenme ve
bellekte bozulmaya yol agarak MST testi verilerinde degisiklilere neden oldugu; AP 1-42
uygulamasi ile sicanlarin platformu bulana kadar gecirdikleri siire olan kacgis latansi
stirelerinin uzadig1 ve hedef kadranda gecirilen siire olan probe test siirelerinin kisaldig:

goriilmustiir (Kasza et al., 2017; Min et al., 2017; Shekarian et al., 2020).

Calismamizda 14.-18. giinler arasinda yapilan ilk MST testinde ilk 4 giin boyunca kagis
latans1 stireleri arasinda AP 1-42 uygulanmis olan model grubu ile kontrol grubu arasinda
anlaml farkliliga rastlanmazken, 5.glinde yapilan probe testte AP 1-42 uygulanmis olan
model grubunun hedef kadranda geg¢irdigi siire kontrol grubuna gore daha kisa bulundu. 24.-
28.glinler arasinda yapilan ikinci MST testinde AP 1-42 uygulanmis olan model grubunun
3. ve 4. giinlerdeki kacis latans siireleri kontrol grubuna gore daha uzun bulunurken,
5.giindeki probe test siiresi ise daha kisa bulundu. Bu bulgular model grubumuzda AP 1-42
uygulamasinin literatiirle uyumlu sekilde 6grenme ve bellegi bozdugunu gostermektedir.
Ayrica 28.-32.gilinler arast yapilan MST testinde AR 1-42 uygulama grubunun 2. ile
4.glinlerinin kagis latansi siireleri arasinda anlamli farlilik saptanmazken, diger gruplarin
kac1s latanst siirelerinin 4. giinde, 2. giine oranla anlamli olarak daha diisiik bulunmasi; AP

1-42 uygulamasinin 6grenme ve bellegi 6nemli 6l¢iide bozduguna isaret etmektedir.

28.-32. giinler arasinda yapilam MST testinde A 1-42 uygulanan grupta 3. ve 4.gilinlerde
kacis latans siirelerinde bozulma olurken, 14.-18.giinler arasinda yapilan MST testinde
herhangi bir giinde gruplarin kacis latans siireleri arasinda farklilik saptanmamasi; AB 1-
42’inin O6grenme ve bellek {lizerindeki olumsuz etkisinin zaman gectikce daha da
belirginlestigine isaret etmektedir. Literatiirde isv AP 1-42 uygulamas1 sonrasinda ikinci
haftada kacis latansinin bozuldugunu gosteren c¢aligmalar olmakla birlikte, haftalar
ilerledikce kagis latansi siiresinin uzadigi gozlenen c¢alismalar da mevcuttur (Prakash,

Medhi, & Chopra, 2013; S. Sharma, Saini, & Nehru, 2021). Calismada kullanilan MST testi
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protokollerindeki farkliliklar, uygulananan AP 1-42 dozaj farkliliklari, hayvan agirlik
farkliliklar1 gibi bir¢ok neden bu konudaki farkliliklar: agiklayabilir. Ayrica literatiirde iki
farkl1 zamanda MST testinin yapildig1 calisma sayisi sinirhidir. Calismamiz bu noktada kisith

olan literatire katkida bulunmaktadir.

Taurinin; uygulamis oldugumuz Alzheimer hastalilk modelinde 6grenme ve bellek
bozulmasina olan etkileri de MST testi ile degerlendirildi. 14.-18. glinler arasinda yapilan
birinci MST test siireci probe test siiresi AP 1-42 uygulama grubunda, kontrol grubuna gore
diistik bulunurken; 250 mg/kg/giin dozda taurin verilen isv A 1-42 uygulanmis grupta,
taurinin probe test siiresini kontrol grubunun degerlerine yaklastirdigi goriildii. Taurin
uygulanan AP 1-42 grubunun probe test siiresi, Ap 1-42 uygulama grubuna gore daha
uzundu ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu veriler 15181nda taurinin, A
1-42 uygulamasinin neden oldugu 6grenme ve bellek bozuklugunu hafiflettigini ancak bu
etkinin kismi oldugunu diistinmekteyiz. 28.-32. giinler arasinda yapilan MST testi 3. ve 4.
giin kacis latans siirelerinin, Af 1-42 uygulama grubunda, kontrol grubuna gore daha
uzunken; taurin uygulanmis olan Ap 1-42 grubunda, kontrol grubuna gore anlaml
farkliliginin olmamasi da bu fikrimizi desteklemektedir. A 1-42 uygulama grubunun 2. ile
4.glinlerinin kagig latansi siireleri arasinda anlamli farlilik saptanmazken, taurin uygulanmis
olan AP 1-42 grubunun kag1s latansi siirelerinin 4. glinde, 2. giine oranla anlamli olarak daha
kisa bulunmasi da bu goriisiimiize katkida bulunmaktadir. 28.-32. giinler arasinda yapilan
probe test sonuglarin1 degerlendirdigimizde hem A 1-42 uygulama grubu hem de taurin
uygulanmig olan AP 1-42 grubunun probe test siireleri, kontrol grubuna gore daha kisaydi,
AP 1-42 uygulama grubunun probe test siiresi, taurin uygulanmis olan Ap 1-42 grubundan
daha kisa olsa da bu sonu¢ anlamli degildi. Hedef kadranda gegirilen siire yiizdelerine
bakildiginda AP 1-42 uygulama grubunun probe test siiresi %25’in altindayken, taurin
uygulanmig olan AP 1-42 grubunun probe test siiresi %25 tistiindeydi. Bu sonuglar da AP 1-
42 ile olusturulmus Alzheimer benzeri hastalik modelinde meydana gelen 6grenme ve bellek

bozuklugunu taurinin kismen de olsa engelledigini gostermektedir.

Intraserebroventrikiiler olarak streptozosin (STZ) uygulanan bir ¢alismada; taurin
uygulamasinin STZ aracili 6grenme ve bellek bozuklugunu azalttig1, kacis latans siirelerini
kisaltirken, probe test siiresini uzattig1r goriilmiistiir (Reeta, Singh, & Gupta, 2017). Daha
once merkezimizde yapilan, 1000 mg/kg/giin taurinin igme suyuna karistirilarak profilaksi

amaciyla verildigi bir calismada da taurinin; 6grenme ve bellek bozuklugunu hafiflettigi
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gosterilmistir (Aslan Karakelle et al., 2021). AB 1-42’nin isv olarak uygulanmis oldugu farkli
bir ¢aligmada 10 giin boyunca i¢gme suyu igerisinde 250 mg/kg/giin taurin verilmis olup,
uzaysal ¢aligma bellegini degerlendiren Y-maze testi ve korku aracili hipokampal bellek
olusumunu degerlendiren pasif kaginma testi ile bellek degerlendirmesi yapilmistir.
Taurinin, 6grenme ve bellek fonksiyon bozuklugunu diizelttigi gézlenmistir (Jang et al.,
2017). intraperitoneal olarak 14 giin boyunca hem profilaktik hem de tedavi olarak ayr1 ayri
uygulanan 25, 50 ve 100 mg/kg/giin dozlarindaki taurinin, skopolamin ile olusturulmus olan
pasif kagmmma testinde meydana gelen bozulmay: diizelttigi goézlenmistir (Gorgani,
Jahanshahi, & Elyasi, 2019). Taurinin transgenik Alzheimer hastalik modelinde (H. Y. Kim
et al., 2014) ve farkli nérotoksisite modellerinde (Guan et al., 2017; Wenting, Ping, Haitao,
Meng, & Xiaofei, 2014) o6grenme ve bellek iizerine olumlu etkileri gosterilmistir.
Calismamizda taurinin etkisinin literatiirde yer alan verilere benzer nitelikte oldugunu

gozlemledik.

Calismamizda kontrol, taurin ve taurin uygulanmis olan AP 1-42 gruplarinda deney siireci
boyunca anlamli sekilde kilo alim1 goriiliirken, AP 1-42 grubunda kilo aliminda anlamlilik
gozlenmemesi (p: 0,052), isv AP 1-42 uygulamasinin kilo alimin1 bozabilecegini ve taurin
uygulamasinin bu bozulmay1 engelleyebilecegini diigiindiirtmiistiir. Bununla birlikte p
degerinin (p: 0,052) anlamliliga yakin olmasi nedeniyle isv AB 1-42 uygulamasimin kilo
alimin1 bozmaktan ¢ok, yavaslattigim sdyleyebiliriz. Thp AB uygulamasinin enerji alimi
tizerine olan etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, uygulama sonrasinda siganlarda metabolik
bozulmanin goriildiigi, enerji alimimin %20 azaldig1, enerji harcanmasinin %8-10 arttig1 ve
kilo kayb1 olustugu gosterilmistir (James, Kang, & Park, 2014). Transgenik Alzheimer fare
modelinde de ayni yas kontrol grubuna kiyasla agirlik diisiikliigli saptanmistir (Knopp,
Baumann, Wilson, Banks, & Erickson, 2022). Bu veriler ¢alismamizdaki bulgularla
ortismektedir. Taurin ve viicut agirligr iliskisinin incelendigi caligmalarda genellikle
taurinin obezite karsit etkilerinin olup, metabolik dengeyi sagladigi yoniinde veriler elde
edilmistir (Bae, Ahmed, & Yim, 2022; K. S. Kim et al., 2019). Ayrica taurinin biiylimeyi de
olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (Han et al., 2020). Ancak bizim calismamizda
baslangicta metabolik bir bozukluk olmamakla birlikte isv AP 1-42 uygulamasi kilo alimini
yavasglatmig olabilir (James et al., 2014), taurin ise (Han et al., 2020) kilo aliminin kontrol

grubu ile benzer sekilde olmasini saglamis olabilir.
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Alzheimer hastalik patogenezinde sinaptik kayip, ndral hiicre 6liimii ve apoptoz énemli yer
tutmaktadir (Baliou et al., 2021). AB 1-42 uygulamasiin da norotoksisiteye neden olarak
apoptotik siireci tetiklemesi beklenmektedir (Bhat et al., 2020; H. Wu et al., 2005). bax ve
bcl-2 gibi proteinler mitokondriyal gegirgenligi diizenleyen dnemli proteinler olup, sitokrom
C salmmasmi kontrol etmektedir; bu yolakla apoptotik siirecin aktivasyonu durumunda
efektor kaspazlardan olan kaspaz-3 iin ve diger efektor kaspazlarin aktivasyonu ile hiicre
apoptoza gitmektedir. bax ve bcl-2 intrinsik apoptotik yolagin, aktif kaspaz-3 ise hem
intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolagin dénemli komponentleridir (Elmore, 2007).
Calismamizda intraserebroventrikiiler AB 1-42 uygulamasi ile olusturmus oldugumuz
Alzheimer benzeri hastalik modelinde; AP 1-42 uygulamasinin yol agacacagi norotoksisite
ve iligkili mekanizmalar sonucunda apoptotik siirecin gelisecegi, buna bagli olarak apoptotik
olan bax ve aktif kaspaz-3’in miktarinin artarken, antiapoptotik olan bcl-2 protein

miktarinin azalacagi ve taurinin bu siirece karsi koruma saglayacagi hipotezini kurmustuk.

Sonuglarimiz degerlendirildiginde apoptotik bax ve aktif kaspaz-3 (cleaved caspase-3)
proteinleri A 1-42 uygulama grubunda, kontrol grubuna gore yliksek olarak bulunurken
antiapoptotik bcl-2 proteni ise Ap 1-42 uygulama grubunda, kontrol grubuna goére daha
diistik olarak bulundu. Bax/bcl-2 oran1 da apoptotik siirecin degerlendirimesinde 6nemli olan
ve yiiksekligi apoptotik siire¢ lehine olan bir belirtectir. Calismamizda AP 1-42 uygulama
grubu bax/bcl-2 orani, kontrol grubuna gore anlamli olarak yliksek tespit edildi. AR 1-42
uygulamasi, apoptotik protein olan bax’1 arttirmakta, antiapoptotik protein olan bcl-2’yi ise
azaltmaktadir. Bax/bcl-2 oraniin artiginin, mitokondriyal ge¢irgenligin artisina ve sitokrom
C salinmasina neden oldugu, sitokrom C’nin ise apoptotik kaskadi devam ettirerek efektor
kaspazlar1 uyardigir gosterilmistir (Elmore, 2007). Kaspaz-3 aktiflendiginde bunun
parcalanmis hali olan aktif kaspaz-3’de artis meydana gelmektedir. Calismamizda aktif
kaspaz-3 artmis olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak AB 1-42 uygulamasi apoptotik siireci
uyarmistir. AP 1-42 aracili Alzheimer benzeri hastalik modeli olugturulmus olan si¢anlarda
yapilan bir ¢alismada da AP 1-42 uygulamasinin bax ve aktif kaspaz-3’ii arttirdig1 ve bcl-
2’yi azalttig1 gdsterilmistir (Jia et al., 2016). Insan néron hiicrelerinde yapilan hiicre kiiltiirii
caligmasinda; bel-2, bax noétralize edici antikorlar ve kaspaz inhibitorlerinin AB 1-42 aracili
noronal hiicre 6liimiinii azalttig1 gbzlenmis olup AR’nin toksisitesine bagli hiicre 6lim
yolaklarinda bu mekanizmalarin etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. (Zhang , McLaughlin ,
Goodyer , & LeBlanc 2002) Sicanlara isv AR 1-42 uygulanan bir bagka c¢alismada

antiapoptotik olan bcl-2 proteininde diisme goriiliirken, apoptotik etkileri bulunan bax,
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kaspaz-3, -9 ve sitokrom C seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir (S. Sharma et al., 2021).
Calismamizda AP 1-42°nin bax, bcl-2 ve kaspaz-3 gibi apoptotik siire¢ parametreleri
tizerindeki etkileri literatlirle uyumludur. AR 1-42 noérotoksisitesi apoptoza yol agarak

Alzheimer hastalik patogenezine katkida bulunmaktadir.

Taurin tedavisi uygulanan AP 1-42 grubunun bax ve aktif kaspaz-3 degeri ile kontrol grubu
arasinda anlamh farklilik saptanmadi, taurin uygulanmis olan AP 1-42 grubu bax ve aktif
kaspaz-3 degerleri, AP 1-42 uygulama grubuna gdre anlamli olarak daha diisiiktii. Taurin
tedavisi uygulanan AP 1-42 grubunun bcl-2 degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli
farklilik yokken, AP 1-42 grubuna gore anlamli olarak yiiksekti. Taurin uygulamasinin, A
1-42 ile bozulan bax/bcl-2 oranini normale g¢evirdigini gozlemledik. Farkli ¢aligmalar
degerlendirildiginde, taurin uygulamasinin, aliiminyum toksisitesi araciligiyla rat
hipokampiisiinde meydana gelen apoptozu azalttig1, bax proteini ve aktif kaspaz-3 oranini
azalttig1, bcl-2 protein seviyelerini ise arttirdigr gosterilmistir. (Y. Zhang, Guo, Ding, Wang,
& Liu, 2023). Isofloran araciligiyla endoplazmik retikulum stresi olusturulup, apoptoz ve
kognitif bozukluklarin degerlendirildigi bir caligmada; taurinin bax/bcl-2 oranini diistirdiigii
ve sitokrom C ile aktif kaspaz-3 proteinini azalttig1 goriilmustiir (Y. Zhang, Li, Li, Hou, &
Hou, 2016). Yine farkli bir toksisite caligmasinda arsenik uygulamasinin hipokampiiste
yapmis oldugu norotoksisite sonucu olusan apoptozisin taurin uygulamasi ile geriledigi,
taurinin; bax, kaspaz-3 ve sitokrom C’yi azaltirken, bcl-2’yi arttirdigr gosterilmistir (S. Li,
L. Yang, et al., 2017). Kronik depresyon rat modeli ve ndronal kok hiicre kiiltiirii yapilan bir
caligmada, taurinin hem kronik depresyon modeli hem de hiicre kiiltiiriinde apoptozu
engelledigi gosterilmistir (G. Wu et al, 2022). LPS tarafindan tetiklenen kronik
noroinflamasyon varliginda taurinin, sigan serebellumunda aktif kaspaz-31 diisiiriicii etki
gosterdigi goriilmiustiir (Silva et al., 2021). PC-12 hiicre kiiltliriinde yapilan bir ¢alismada da
taurinin bax, kaspaz-3 ve sitokrom C yi azaltip, bcl-2’yi arttirarak apoptotik siireci tersine
cevirdigi gozlenmistir (S. Li, H. Guan, et al., 2017). Literatliirde gordiiglimiiz kadariyla
calismamiz, isv AP 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri hastalik modelinde, taurinin
apoptotik stireclere olan etkisini degerlendiren ilk calismadir. Calismamizda taurin
uygulamasi Alzheimer hastalik patogenezinde yer alan apoptotik siire¢ iizerine olumlu
etkiler gostermistir. Bu durum literatiirde yer alan taurinin antiapoptotik etkilerinin
goriildigi diger norotoksiste calismalariyla benzerlik tagimaktadir. Caligmamizda taurinin,

intrinsik apoptotik yolak komponentleri olan bax ve bcl-2 ile hem intrinsik hem de ekstrinsik
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apoptotik yolak komponenti olan aktif kaspaz-3 degerlerindeki degisimleri olumlu yonde

etkileyerek koruyucu etki gosterdigini diistinmekteyiz.

Alzheimer hastaliginda miR-34a degisiklikleri gosterilmistir (Reddy et al., 2017; Swarbrick
et al., 2019). Ap 1-42°nin de miR-34a’y1 uyardig1 gézlenmistir (Russell et al., 2016). miR-
34a, antiapoptotik bcl-2 proteinini hedef aldigi gosterilmis olan ve apoptotik siireclerle
iligkisi bulunan bir mikroRNA’dir (X. Wang et al., 2009). Taurin uygulamasinin ise hem
bel-2’yi artirdigi (Jeong et al.,, 2009; Leon et al., 2009) hem de miR-34a’y1 azalttig1
(Cheleschi et al., 2017) farkli ¢alismalarda gosterilmistir. Caligmamizdaki sonuglarin da
destekledigi tizere Alzheimer hastalik patogenezinde apoptoz rol oynamaktadir, bax protein
artigl, bcl-2 azalmasi ve aktif kaspaz-3 artis1 gozlenmektedir. Biz AR 1-42 uygulamasi
sonucunda gelisen apoptotik siiregte gézlenen beyin bcl-2 seviyelerindeki azalmanin miR-

34a ile iliskili olabilecegi ve taurinin bu siireci tersine ¢evirebilecegi hipotezini kurmustuk.

Calismamizda hem plazma hem de beyin dokusunda miR-34a 6l¢iimiinii qPCR ile yaptik.
Gruplar arast karsilagtirmada hem plazma hem de beyin dokusunda miR-34a seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak AP 1-42 uygulama gruplarinin plazma miR-
34a seviyeleri, kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirgin olarak daha diisiiktii. Bu durumun
Kruskal Wallis testinin, analiz ettigi tim gruplarin verilerini kullanmasindan
kaynaklandigimi diisliniyoruz. Ciinkii bizim sadece taurin uyguladigimiz grubun standart
sapma ve hatasimin yliksek olmasi, analiz sonuglarinin p degerinin biiyiimesine neden
olmustur. Bu nedenle gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Mann Whitney U ikili
karsilastirma testi uyguladik. Amiloid beta 1-42 ve taurin verilen amiloid beta 1-42
gruplarinda plazma miR-34a’nin kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiikk oldugunu
saptadik. Ayrica yaptigimiz korelasyon analizinde plazma miR-34a ile beyin bcl-2 proteini
arasinda pozitif korelasyon oldugunu da goérdiik. Bu noktada biyolojik ve bagimsiz
degiskenli verilerin kiyaslanmasinda farkli istatistiksel metodlara ihtiya¢ duyuldugunu

diistinmekteyiz.

Alzheimer hastalarinin plazma ve BOS’larinin degerlendirildigi bazi ¢alismalar da miR-34a
seviyeleri, kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmus olup, bu durumun Alzheimer hastaligi
bulunan kisilerin beyinlerinde miR-34a’nin klirens ve sekresyon mekanizmalarinda bozulma
meydana gelip, birikmesi nedeniyle beyinden, BOS ile plazmaya daha az miR-34a

salimmasindan kaynaklaniyor olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Cosin-Tomas et al., 2017; Kiko
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etal., 2014). Serum miR-34a da Alzheimer hastalarinda anlamli olarak diisiik bulunmus olup
(Abuelezz, Nasr, Abdel Aal, Molokhia, & Zaky, 2022), yiiriitiicii zihinsel fonksiyon
bozukluguyla ve kortikal incelik ile ters orantili oldugu goriilmiistiir (Maldonado-Lasuncion,
Atienza, Sanchez-Espinosa, & Cantero, 2018). Kan mononiikleer hiicrelerinde yapilan
miRNA analizinde ise yukaridaki bulgularin tersi olarak; miR-34a, Alzheimer hastalarinda
yiiksek bulunmustur (Schipper, Maes, Chertkow, & Wang, 2007). Plazma ile farkl
numuneler olmakla birlikte BOS eksozomunda bakilan miRNA profil analizine gore miR-
34a ile Alzheimer hastalig1 arasinda bir iligki bulunmadig: ifade edilmistir (Chua & Tang,
2019; Gui, Liu, Zhang, Lv, & Hu, 2015). Ozetlendiginde Alzheimer hastaliginda plazma ve
serum miR-34a degerleri nadiren farkli sonuglar olmakla birlikte genellikle diisiik

bulunmaktadir.

Biz de ¢alismamizda AP 1-42 uygulanan gruplarda, plazma miR-34a seviyelerinde diislis
saptadik. Bunun nedeni yukaridaki ¢alismalarda da bahsedildigi gibi Alzheimer benzeri
hastalik modelimizde de miR-34a klirensinin bozulmasit ve beyinde birikimi olabilir.
Calismamizda plazma miR-34a ile beyin bcl-2 arasindaki pozitif korelasyon da bunu
desteklemektedir. AP 1-42’ye bagl olarak olusan norotoksisite sonucunda beyinde biriken
miR-34a ya bagl olarak apoptotik siire¢ tetiklenip bcl-2 inhibe oluyor ve miR-34a’nin

klirensinin bozulmasiyla da plazmaya ge¢en miR-34a miktar1 azaliyor olabilir.

Plazma miR-34a degerleri acisindan AP 1-42 uygulama grubu ile taurin uygulanmis olan AP
1-42 grubu arasinda farklilik olmamasi ise taurinin A 1-42’nin neden oldugu plazma miR-

34a diisiislinii engelleyemedigini gostermektedir.

Beyin dokusu miR-34a seviyelerinde ise gruplar arasi farklilik saptamadik. Bu noktada
literatiir degerlendirildiginde farkli bulgulara rastlanilmistir. SH-SYSY hiicrelerine AB 1-42
uygulamasi sonrast miR-34a artis1 gozlendigi (Chanda, Jana, & Mukhopadhyay, 2021),
3xTg-AD transgenik Alzheimer benzeri hastalik modelinde fare hipokampiisiinde miR-34a
artisinin bulundugu (Y. L. Zhang et al., 2016), Alzheimer hastaliginda temporal kortekste
miR-34a artisinin  gosterildigi (Sarkar et al., 2016) yayinlarin yani sira, SH-SYS5Y
hiicrelerine AP 1-40 uygulamas1 sonucunda miR-34a seviyelerinin ilk 6 saatte ylikselmekle
birlikte, 24. ve 48. saatlerde azaldiginin gozlendigi (Q. Li, Liu, Yang, & Zhang, 2019),
kortikal noron kiiltlirline uygulanan Af 1-42’nin yine zamana bagl olarak 48.saatte miR-

34a’y1 azalttig1 ve yine ayni ¢aligmada transgenik Alzheimer benzeri hastalik modelinde
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kortekste miR-34a’nin zamana baglh degisiklik gostererek 6.aya kadar artig gdsterip 6. aydan
sonra kontrol grubuna gore azalma gosterdigi (Modi, Jaiswal, & Sharma, 2016) caligmalar
da bulunmaktadir. Ayrica Alzheimer hastalarinin hipokampiisiinde (Miiller, Kuiperij,
Claassen, Kiisters, & Verbeek, 2014) ve frontal korteksinde (Sarkar et al., 2016) miR-34a

seviyelerinde degisimin olmadig1 da bildirilmistir.

Calismamizda AP 1-42 uygulamasi ile total beyin dokusunda miR-34a da degisiklik
gozlenmemis olmasi, bize bu durumun zamana da bagli olarak miR-34a’nin beynin bazi
bolgelerinde artarken, bazi bolgelerinde azalmasiyla iligkili olabilecegini diisiindiirtmiistir.
Alzheimer hastaligi dinamik bir siireci icermektedir. Braak siniflandirilmasinda da (Braak
& Braak, 1991) belirtildigi iizere Alzheimer patolojisi zaman igerisinde beyinde yayilim
gostermektedir. Bu durumda hastaligin erken evrelerinde bazi noéronlarin  Olimi
gerceklesmisken, bazi noronlar saglikli durumdadir, patogenezde yer alan birgok
mekanizma beynin bir bolgesinde baslarken belki de beynin diger bolgelerinde sona
ermektedir. Bu dinamik siire¢ icerisinde farkli mekanizmalarin degerlendirilmesinde siirecin
zamanlamasina da dikkat etmek gerekmektedir. Plazma ve apoptotik siire¢ bulgularimizla
birlikte degerlendirildiginde miR-34a’nin  beynin patogenezin sirayet etmedigi
bolgelerinden, patogenezin baslamis oldugu bolgelere sift yapryor olmasi 6ne siiriilebilir. Bu
nedenle plazmaya gecen miR-34a’nin miktarinin azalmasiyla birlikte, total beyindeki miR-
34a ekspresyon seviyeleri degismemis olabilir. Bu noktada yapilacak olan ileri lokalizayon

caligmalari miR-34a ile ilgili olan yorumlara yon verebilir.

Taurin ile miR-34a iligkisini inceleyen ¢alismalara bakildiginda bu konuda literatiirde ¢cok
az yayin oldugunu saptadik. Cheleschi ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢aligmada (2017) H20»
uygulamasi sonucunda hiicre kiiltiirlinde miR-34a gen ekspresyonu artmis olup, taurinin bu
artist engelledigi gézlenmistir. Bu ¢alismada H>O» ile uyarilmis olan apoptozun da taurin
tedavisi ile azaldig1 goriilmiistiir. (Cheleschi et al., 2017). Bu ¢alisma haricinde literatiirde
taurinin miR-34a iizerine olan etkisinin degerlendirildigi dikkatimizi ¢eken baska bir caligma
bulunmamaktadir. miR-34a, apoptoz gibi Alzheimer hastalik patogenezinde de yer alabilen
bir¢ok farkli siirecle iliski halindedir. Calismamizda miR-34a ve apoptotik siirecle iliskili
olarak; AP 1-42 aracili norotoksisitenin beyinde miR-34a birikimine neden olmus
olabilecegi, bunun beyin bcl-2’de ve plazmaya salinan miR-34a’da azalmaya yol agabilecegi
degerlendirmesi yapilmistir. Taurinin, apoptotik siireglerle olan iliskisini gostermekle

birlikte, miR-34a seviyelerini etkilemedigini gdzlemledik. Cahsmamiz deney
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hayvanlarinda yapilan taurin ve miR-34a iliskisini degerlendiren ilk ¢calismadir. Bu
noktada taurinin, miR-34a ve iliskili yolaklar {izerine olan etkinliginin farkli ¢aligmalar ve

modellerle de degerlendirilmesi gerekliligini vurgulamak isteriz.

Calismamizda norotoksisite ile iliskili olan oksidatif stres parametrelerinin de
degerlendirmesini yaptik. Degerlendirmemizde AP 1-42 uygulamasinin serum oksidatif
stres indeksini (OSI) arttirdigini, taurinin ise OSI’y1 azalttigin1 gozlemledik, ancak bu
bulgularimiz istatistiksel olarak anlamli degildi. Serum total oksidan seviye (TOS) degerinin
AP 1-42 uygulamasi sonucunda arttigin1 gozlemledik. AR 1-42 uygulamasinin Beyin OSI
degerini ve beyin TOS seviyelerini de arttirdig1 gozlendi ancak bu artiglar da istatistiksel
olarak anlamli degildi. Literatiirde isv AP 1-42 uygulamasinin total oksidan seviyeyi (TOS)
arttirirken, total antioksidan seviyeyi (TAS) azalttigina yonelik ¢alismalar mevcuttur (Arabi,
Karimi, Salehi, Haddadi, & Komaki, 2023; Asadbegi et al., 2023). Alzheimer hastalarinda
yapilan bir ¢calismada serumda TOS ve OSI degerlerinin kontrole gore yiiksek oldugu ve
TAS seviyelerinin kontrole gore diisiik oldugu gdézlenmistir (Yildiz et al., 2021). Bununla
birlikte Alzheimer benzeri hastalik modelinde OSI indeksinin degismedigi c¢alismalar da
mevcuttur (Cakmak et al., 2022). Taurinin antioksidan 6zellikleri mevcut olup (Jong et al.,
2012; Schaffer & Kim, 2018), TAS’1 arttirdig1 gosterilmistir (Moludi, Qaisar, Kadhim,
Ahmadi, & Davari, 2022). Calismamizda TAS, TOS ve OSI testleri sonucunda, AP 1-42’nin
oksidan stresi arttirdigina yonelik literatiirle uyumlu bazi bulgularimiz olmakla birlikte,

taurinin bu parametreler tizerine olumlu etkisi sinirliydi.

Ek olarak isv AP 1-42 uygulamast sonucunda serum oksidatif stres parametrelerinde
meydana gelen artis ve yaptigimiz analizde Beyin OSI ile Serum OSI arasinda korelasyon
gormemiz, isv AP 1-42’nin etkilerinin beyin disina da yayiliyor olabilecegine isaret

etmektedir.

Calismamizda ayrica oksidatif stresi degerlendirmeye yonelik serum ve beyin MDA ile GSH
degerlerini de aragtirdik. A 1-42 uygulanmis olan grubun beyin dokusunda MDA seviyeleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekken, taurin tedavisi verilen Ap 1-42 grubunda bu
arti gortilmedi. Taurin, AP 1-42 uygulanmis olan siganlarda beyinde MDA ’y1 azaltt1 ancak
bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildi. AP 1-42 uygulanmis olan her iki grubun (model
ve taurin tedavi grubu) beyin glutatyon (GSH) seviyeleri kontrol grubuna gore hafif diisiik
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bulundu, bulgumuz istatistiksel olarak anlamli degildi. Serum MDA ve GSH degerlerinde

ise anlamli farkliliga rastlanmadi.

Yapilan bir hiicre kiiltiirli calismasinda AP 1-42 uygulamasinin MDA seviyelerinde artisa ve
GSH’da azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Hui et al.,, 2018). Farkli hayvan
caligmalarinda da AP 1-42 uygulamasinin beyin dokusunda MDA’y1 arttirdigi (Aslan
Karakelle et al., 2021; Cetin et al., 2013) ve GSH’1 azalttig1 gosterilmistir (Jiang et al., 2021).
Bununla birlikte GSH’1n AP 1-42 uygulanmis olan yagh ratlarda arttiginin da gosterilmis
oldugu baz1 calismalar mevcuttur. Taurinin MDA ve GSH iizerindeki etkileri
degerlendirildiginde ise, oksidan durum varliginda MDA seviyelerini azalttig1 (Cetin,
Dinger, Ay, & Guney, 2012; Dinger, Babiil, Erdogan, Ozogul, & Dinger, 1996; Dinger,
Ozenirler, Oz, Akyol, & Ozogul, 2002; Goktas, Dinger, Korkmaz, & S6nmez, 2008; C. Liu
et al., 2022), GSH seviyeleri arttirdig1 (Aydin et al., 2016) gdzlenmistir. Bununla birlikte
taurinin, oksidatif hasarin olmadigi durumlarda MDA’y1 arttirdigint (Ozan, Tiirkdzkan,
Bircan, & Balabanli, 2018), yani prooksidan olarak davranabildigini gdsteren yayinlar da
vardir (Dinger & Karakelle, 2019). Calismamizda da Af 1-42’nin neden oldugu MDA
seviyeleri artiginin taurin tedavisi uygulanmis olan AP 1-42 grubunda goriilmemesi,
literatiire de benzer sekilde taurinin hasar varliginda gosterdigi antioksidan 6zelliginden

kaynaklantyor olabilir.

Son olarak da taurinin, Alzheimer hastalik patogenezinde yer alan inflamatuar siireclere olan
etkisinin degerlendirilmesi amaciyla TNF-a, IL-1B ve IL-10 gibi inflamasyonla iligkili
parametreler degerlendirildi. AP 1-42 uygulama grubunda TNF-a beyin dokusunda yiiksek
bulunmakla birlikte bu durum anlamliliga yansimadi. Bunun yanisira beyin ve serum IL-1§
diizeylerinde de gruplar arasinda anlamli degisiklik gézlenmedi. Anti-inflamatuar 6zellikte
olan IL-10 ise taurin uygulanmis olan AP 1-42 grubunun beyin dokusunda, A} 1-42 grubuna
gore anlaml olarak yiiksek bulundu. Bununla birlikte taurin uygulanmis olan AP 1-42
grubunda serum IL-10, AP 1-42 grubundan yiiksekti ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi. Literatiir degerlendirmesinde isv AP 1-42 uygulamasi sonucunda IL-10’un
azaldig1 ve TNF-a ve IL-1B’nin arttig1 calismalar mevcuttur (Q. Wang et al., 2017; Xu et al.,
2021). Hem inflamatuar hem de anti-inflamatuar parametrelerin artiginin birlikte
olabilecegini belirten yayinlara da rastlanmaktadir (W. Y. Wang et al., 2015). Bununla
birlikte serum ve BOS’ta inflamatuar ve anti-inflamatuar tiim parametrelerin azaldigi ve

Alzheimer hastaliinda immiin yanit azalmasinin patogenezde yer alip almadiginin
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sorgulandig1 (Richartz et al., 2005) calismalar da literatiirde yer almaktadir. Alzheimer
hastalarinin beyin dokusunda IL-1B’nin degismedigini; TNF-a seviyelerinin ise frontal,
superior temporal girus ve entorinal korteks bolgelerinde azaldigini1 gosteren ve bu durumun
bozulmus immiinregiilasyonla iliskili olabilecegini 6ne siiren ¢aligmalar da (Lanzrein et al.,
1998) mevcuttur. 3xTg-AD trangenik Alzheimer benzeri hastalik modelinde yapilan bir
caligmada farelerin korteks ve hipokampiisiinde 3. ayda TNF-a, IL-1p degerleri kontrole
gore azalmis olup, 9. ayda kortekste TNF-a seviyeleri hala diisiik iken, IL-1p seviyeleri
normale donmiistiir, hipokampiiste ise hem TNF-a hem de IL-1f yiiksek bulunmustur
(Fernandes et al., 2022). Literatiirde Alzheimer hastaliginin inflamatuar 6zelliklerine daha
fazla deginilse de goriildiigii lizere inflamatuar siireg; hastalik siddeti, siiresi, mikroglialarin
farkli formlar1 gibi bir¢ok faktdre bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Wei & Li, 2022).
Calismamizda AP 1-42 uygulanmis olan Alzheimer hastalik model grubunda anlamli
olmamakla birlikte TNF-a’da artisa rastlamamiz, literatiirde genel olarak bahsedilen
Alzheimer hastaligindaki noroinflamatuar siiregle benzerlik gostermekteydi, ancak buradaki
etkinin belirgin olmamasinin mikroglial fenotiplerin hastalik boyunca farklilik
gostermesiyle ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz. Anti-inflamatuar etkinligi olan IL-10
seviyelerinin taurin uygulanmigs AP 1-42 grubunda, AR 1-42 model grubuna gore daha
yiikksek bulunmasi, taurinin Alzheimer hastalik patogenezinde anti-inflamatuar etkinlik

gosterebilecegini diislindiirtmektedir.

Calismamizda ayrica bax, bel-2 gibi apoptotik siirecte yer alan proteinler ile oksidatif siire¢
belirteci olan beyin total oksidan seviye ve anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 gibi
parametreler arasinda korelasyon oldugunu tespit etmis olmamiz; Alzheimer hastalik
patogenezinde bu siireglerin birbirleriyle olan siki iliskisini ve birbirlerini karsilikli olarak

etkilediklerini gostermektedir.
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6. SONUC, KISITLILIKLAR VE ONERILER

6.1. Sonug¢

Alzheimer hastaligl ortalama yasam siiresinin artmastyla sikligi artan ve multifaktoryel
etyopatogeneze sahip olan Onemli bir saglik problemdir. Hastalifin patogenezinin
anlagilmasina yonelik ¢calismalar devam etmekle birlikte erken tan1 yontemleri gelistirilmesi
ve tedavi edici olabilecek yeni etken maddelerin arastirilmasi konusunda da c¢aligmalar
stirmektedir. Bu tez calismasinda wistar albino siganlarda, isv AB 1-42 uygulamasi ile
olusturulmus Alzheimer benzeri hastalik modelinde; 32 giin siireyle, 250 mg/kg/giin dozda
taurin tedavisinin biligsel fonksiyonlar ile oksidatif, inflamatuar, apoptotik siiregler ve
apoptotik siireglerle iliskisi olabilecegi diislinlilen ve erken tani konusunda bir belirteg
olabilecegi konusunda arastirmalar siirmekte olan miR-34a iizerindeki etkilerini

degerlendirdik. Calismamizdan elde ettigimiz sonuclar sunlardir;

Calismamizin baglangicinda isv uygulanan metilen mavisinin dogru koordinatlara
enjekte edildiginin gosterilmesi; isv uygulamadan once, inkiibe edilmis AR 1-42’nin
oligomerize oldugu lehine bulgular elde edilmesi; 6n calisma hayvanmin beyin
dokusunda amiloid beta 1-42 varliginin kongo red boyasi ile gosterilebilmesi, Alzheimer

benzeri hastalik modelinin basarili bir sekilde olustugunu diisiindiirtmektedir.

MST testinde, isv AP 1-42 verilmis grupta kagis latans siirelerinin uzamasi ve hedef
kadranda gegirilen siirelerin (probe test) kisalmasi, A 1-42 uygulamasinin 6grenme ve
bellegi bozdugunu gostermektedir. Taurin uygulanan AP 1-42 grubunda ise kagis
latanslarinda uzama goriilmemis ve birinci MST testi probe test siirelerinde kisalma
olmamistir. Bulgularimiz Af 1-42°nin neden oldugu 6grenme ve bellek bozuklugunun

taurin tarafindan engellenebilecegini gostermektedir.

Isv olarak uygulamis oldugumuz AP 1-42°nin bax, aktif kaspaz-3 gibi proaptotik
proteinleri arttirdig1 ve antiapoptotik nitelikte olan bcl-2’yi azalttigr goriilmiistiir. Bu
sonuglar isv AP 1-42 uygulamasinin, apoptoza yol actigin1 géstermektedir. Literatiirde
gordiigiimiiz kadariyla calismamiz, isv A 1-42 uygulanmis olan Alzheimer benzeri

hastalik modelinde, taurinin apoptotik siireclere olan etkisini degerlendiren ilk ¢aligma
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olup, taurin uygulanan AP 1-42 grubunda apoptotik bulgularin diizelmesi, taurinin

antiapoptotik etkinligine isaret etmektedir.

AP 1-42 uygulamasi ile plazma miR-34a seviyelerinde diislis goriilmiistiir, beyin miR-
34a seviyeleri ise degismemistir. Bu konuda daha fazla calismaya ihtiya¢ olmakla
birlikte isv AP 1-42’nin uygulandig1 bolgeye hasar verdigi, bu hasara bagli olarak miR-
34a’nin hasarl bolgelerde biriktigi ve plazmaya az salindig1 6ne siirtilebilir. Beyin miR-
34a seviyelerinin degismemesi ise hastalik siirecinde patolojinin beynin farkli
bolgelerinde zamana bagli olarak gelistigi, total bir miR-34a artisindan ziyade hasarli
bolgede artisin goriiliip, miR-34a’nin bu bolgelerde artip diger bolgelerde azalmis
olabilecegi ile agiklanabilir. Ayrica plazma miR-34a ile beyin bcl-2 arasinda korelasyon
bulunmus olmas: da, literatiirde yer alan miR-34a’nin bcl-2’yi hedefledigi verisiyle
uyusmaktadir. Alzheimer benzeri hastalik modelinde, taurin uygulamasinin miR-34a
seviyelerine etkisi gdzlenmedi, aragtirmamiz bu konuda yapilan ilk ¢alisma olup,
taurinin apoptotik siire¢leri hangi mekanizmalarla etkiledigi ve miR-34a’nin bu siirecteki

etkisiyle ilgili yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

AP 1-42 uygulanan grupta serum total oksidan seviye (TOS) ve beyin malondialdehit
(MDA) diizeyleri gibi oksidatif stres belirteclerinin artmasi, AB 1-42’nin oksidatif strese
yol actigina isaret etmektedir. Bu durumun taurin uygulanmis olan AP 1-42 grubunda

goriilmemesi, taurinin hasar varliginda olusturdugu antioksidan etkiye isaret etmektedir.

Isv AB 1-42’nin inflamatuar belirtecler iizerine kuvvetli bir etkisi gézlenmemistir. Bu
durum Alzheimer hastaliginda inflamatuar siireglerin hastalik boyunca degisiklik
gostermesiyle aciklanabilir. Anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 (beyin) seviyesinin,
taurin verilmis AP 1-42 grubunda, A 1-42 grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir bu

durum taurinin anti-inflamatuar etkisini gostermektedir.

6.2. Kisithhiklar

Isv AP 1-42 araciligryla olusturulmus olan Alzheimer benzeri hastalik modeli, literatiirde
sik¢a kullanilan ve kaskad hipotezine uygun olan bir model olmakla birlikte, deney

hayvan modellerinin higbiri hastalig1 tiim yonleriyle yansitamamaktadir.
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Calismamizda yalnizca miR-34a degerlendirilebilmistir, diger miRNA’larin, Alzheimer
hastalik patogenezinde yer alan mekanizmalarla olan iligkilerinin arastiriimasi
Alzheimer hastaliginin anlagilmasi, yeni biyobelirteclerin bulunabilmesi ve hastaligin

tedavisi yolunda 6nemli gelismelere yol agabilir.

Morris Su Tanki testinde video kayit sistemi kullanilarak goriintiiler alinmis olmakla
birlikte verilerin degerlendirilmesinin otomatize takip sistemi ile yapilamamis olmasi

calisgmamizin diger bir kisith yoniidiir.

6.3. Oneriler

Alzheimer hastalik etyopatogenezinin aydinlatilmasi amaciyla deneysel hayvan modeli
calismalarina ve hastalikla iligkili yolaklarin degerlendirildigi molekiiler ¢alismalara

devam edilmelidir.

miRNAlar, bir ¢ok yolakla iligki halinde bulunmaktadir. miR-34a ve diger miRNA’larin
Alzheimer hastalik patogenezindeki yerinin arastirilmasina yonelik daha fazla ve detayli

calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

miR-34aile ilgili literatlirde farkl bilgiler yer almaktadir. miR-34a’nin ileri lokalizasyon
caligmalar1 ve hastaligin evresine gore degerlendirilmesi bu siirecin aydinlatilmasina

yardimci olabilir.

Alzheimer hastaliginin halen kesin bir tedavisi bulunmamaktadir, ileri arastirmalarla

desteklenirse taurin profilaksi ya da destek tedavi protokollerinde yer alabilir.
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