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Amag: Norodejeneratif hastaliklar geri dontisii olmayan néronal ve
glial kayiplarla seyreden merkezi sinir sistemi yikilimidir. Bu hasta-
liklar her ne kadar néral hicre yikim ortak paydasinda birlesseler
de her biri farkli klinik bulgularla seyretmektedir. Bu hastaliklarda
izlenen klinik tablo spektrumunu inceleyebilmek adina cevresel
stresor olarak verilen I-metiyonin yiiklemesinin yol actigi davranis
degisikliklerinin ve bu davranis degisikliklerinin temelinde olan im-
minohistokimyasal degisimlerin incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada davranis ve imminohistokimya
testleri icin fareler 4 gruba ayrimistir: disi-kontrol (n=13), disi-meti-
yonin (n=12), erkek-kontrol (n=12), erkek-metiyonin (n=13). Kont-
rol ve deney gruplarina post-natal 6. haftadan baslayarak, 12 hafta
boyunca su veya 8.2 g/kg doza ulasacak sekilde I-metiyoninli su
verilmistir. Bu stirenin sonunda farelere anksiyete, depresyon, ha-
fiza/6grenme ve motor fonksiyon testleri uygulanmistir. Davranis
testlerinde kullanmadigimiz farelerin (her gruptan davranis testleri
oncesi rastgele secilmis 3 fare) beyin kesitlerinde immiinohisto-
kimyasal analizler yapilmistir.

Bulgular: L-metiyonin alan farelerde almayanlara kiyasla hipokam-
pls bagimli mekansal hafizada istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorilmustur. Depresyon ve anksiyete adina herhangi bir fark bu-
lunmamistir. Hipokamptis formasyonunun dentat girusunda yap-
tigimiz immunohistokimyasal incelemede, hem disi hem de erkek
farelerde senesan astrositlerin tiim astrositlere olan orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Sonug: Kronik yiiksek doz oral I-metiyonin alimi farelerde anlamli
hipokampts bagiml mekansal hafiza bozukluklarina yol agmistir.
Buna paralel olarak, dentat girusta senesan astrositlerin tim astro-
sitlere orani da artmistir.

Anahtar Kelimeler: L-metiyonin, kognitif yikim, hiicresel senesans

ABSTRACT

Objective: Neurodegenerative diseases are defined by irreversible
neuronal and glial loss in the central nervous system. Despite shar-
ing neural cell loss as a common denominator, they differ in their
clinical manifestations in many aspects. We aimed to analyze the
behavioral changes and underlying immunohistochemical chang-
es in mice caused by an environmental stressor, I-methionine, to
assess the spectrum of clinical findings observed in these diseases.

Material and Method: In this study, the mice are divided into
4 groups: female-control (n=13), female-methionine (n=12),
male-control (n=12), male-methionine (n=13) to perform immu-
nohistochemical and behavioral tests. Starting from post-natal
week 6, the mice were either administered water or 8.2g/kg I-me-
thionine for 12 weeks. Consequently, they underwent a series of
behavioral tests to assess anxiety, depression, memory/learning,
and motor functions. We performed immunohistochemical anal-
ysis on mice (3 randomly chosen mice from each group prior to
behavior tests) which did not undergo behavioral tests.

Results: Compared to the control group, mice who received I-me-
thionine were found to have significant hippocampus dependent
spatial memory deficits. No significant differences were found in
regards to anxiety and depression. Our immunohistochemical
analysis showed a significantly increased senescent astrocyte to all
astrocyte ratio in dentate gyrus of hippocampal formation.
Conclusion: Chronic administration of an oral high dose of |-me-
thionine results in hippocampus dependent memory decline in
mice. Parallel to this finding, the ratio of senescent astrocytes to all
astrocytes increased in dentate gyrus.
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GiRIS

Norodejeneratif hastaliklar geri doniisii olmayan néronal ve
glial kayiplarla seyreden merkezi ve periferik sinir sistemi yi-
kimidir. Norodejeneratif hastaliklarin her biri cok farkl klinik
tablolarla kendini géstermektedir. Ornegin, Alzheimer hastaligi
(AH) hafiza bozuklugu ve diger kognitif bozukluklarla seyre-
derken, Parkinson hastaligi (PH) 6ncelikle motor bozukluklara
yol agmaktadir. Siireg icerisinde kognitif bozukluklar da tabloya
eklenebilmektedir (1). Hastalik baslangici ve seyirleri genetik
ve epigenetik farkhliklara ve cevresel stresorlere bagl olarak
degismektedir. Genel anlamda norodejeneratif hastaliklarin
prevalansi insanlarin ortalama yasam beklentisinin uzamasiyla
artmaktadir. Yapilan ¢alismalarin biyik bir cogunlugu néro-
dejeneratif hastaliklar yaslanmayla bagdastirsa da, sayilari gi-
derek artan yeni arastirmalar, bu hastaliklarin temelinde sinir
sisteminin gelisimsel bozukluklarinin yattigini da 6ne stirmek-
tedir (2). Bu agidan bakildiginda nérodejeneratif hastaliklarin
patolojisi hala tam olarak aydinlatilamamistir.

Norodejeneratif stireclerde hastaligin hedefini olugturan hiicre-
lerin sitoiskeletinde parcalanma, alt bélmelerinde sitoplazmik
organellerin balonlasmasi, yikilmasi (mitokondriyal balonlasma,
genislemis lizozomal vakioller), nérodejeneratif hastaliklara
6zg inkliizyon cisimciklerinin belirmesi, (TDP-43 proteinini ice-
ren (3) ve Lewy inkllizyon cisimcikleri vb.), sitoplazma ve nukle-
oplazmada islenememis artiklarin cogalmasi ve membranlarin
bitlnliginin bozulmasiyla seyreden ¢ok cesitli degisiklikler
gOrilur. Buna paralel olarak hiicre néron ve glial baglantilarinda
kesiklikler, noéronlar arasi sinapslarda yikilma ve hiicreler arasi
matriks materyelinde de yine islenememis artiklarin (amiloid,
norofibriler yumak) cogaldigr gordlir (4). Bu sayilan hiicre ici ve
disi degisiklikler streg icerisinde hiicre 6limdi ile sonuglanmak-
tadir. Her ne kadar néronlar merkezi sinir sisteminin yapi taslari
olsalar da, astrositler ve oligodendrositlerde de dejeneratif degi-
siklikler gorilmektedir. Ayrica astrositler ve sinir sisteminde yer
alan diger bir hiicre grubunu olusturan mikroglialar, inflamatu-
var yanit olusturarak nérodejenerasyonu hizlandirmaktadir (5).

Norodejeneratif hastaliklar etkiledikleri bélgelere gére néroa-
natomik farkhliklar géstermektedir (6). Kolinerjik néronlarin bi-
rincil hedef oldugu gosterilmis AH'de biitlin kolinerjik néronlar
etkilenmemektedir. Oncelikle Meynert'in bazal nukleusundaki
blyuk kolinerjik projeksiyon noéronlari dejenerasyona ugra-
maktadir. Bazal nukleustaki bu kolinerjik néronlarin fonksiyon-
larinin bozulmasiyla birlikte bu néronlarin uzantilariyla sinaps
yapan kortikal ve hipokampal noronlarin fonksiyonlarinin
da hiicresel yikim merkezi sinir sisteminin diger alanlarina da
yayllmaktadir. PH'de ise 6ncelikli hedef substantia nigra pars
kompaktadaki dopaminerjik néronlardir (8). Benzer bir sekil-
de Huntington hastaliginda hiicre dejenerasyonu ve 6limleri
oncelikle striatumdaki dopaminerjik orta spinal néronlarda
izlenmektedir (9). Spinoserebellar atakside ise dncelikli yikim
Purkinje hiicrelerini etkiler (10). ilging bir sekilde bunca farkli
norodejeneratif hastalikta neden bu 6zel bolgelerin ve hiicre
gruplarinin hedef secildigi henliz agiklanamamustir (11,12).
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Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli 6zelliklerinden biri de
klinik bulgularin ortaya ¢ikmasindan énce hiicreleri etkileyen
patolojik degisikliklerin dekatlar boyu sessiz bir sekilde ilerle-
meleridir. Kognitif ve diger nérolojik fonksiyonlarin klinik tab-
lonun ortaya ¢iktigi doneme kadar nasil olup da korunabildigi
heniiz aydinlatilamamistir. Bu konuda bir ¢ok hipotez ortaya
atilmis olsa da cevresel etmenlerin, klinik dncesi latent done-
min uzunlugunu belirledigi distntlmektedir (13). Bu ylizden
klinik 6ncesi donemde sinir sisteminde siire giden fizyopatolo-
jik degisikliklerin tanisinin konulmasini saglayacak biyomarker-
larin ve psikometrik testlerin bulunmasi cok 6nem kazanmistir.
Bdylece 6n tanisi konacak hastalarin ¢cevresel zararl etmenler-
den kendilerini koruyabilmeleri ve hastaligin klinik tablosunun
ortaya ¢tkmasinin miimkiin oldugunca geciktirilmesi hedeflen-
mektedir. Ornegin otozomal dominant bir hastalik olarak bili-
nen Huntington hastaligina yakalanacagi belirlenen kisilerin,
hastalik tablosunun baslamasindan 20-30 yil dncesinde kontrol
grubundakilere gore anlamli derecede artmis konusma bozuk-
luklari (parafazi) sergiledigi gosterilmistir (14).

Norodejeneratif hastaliklarin etiyopatogenezleri genetik, epi-
genetik ve cevresel pek ¢ok faktoriin etkilesimiyle agiklanmak-
tadir. Yukarida saydigimiz klasik ailevi nérodejeneratif hasta-
liklarin yani sira beslenme (B12 eksikligi) (15), metabolizma
bozukluklarina (hipotiroidizm, Wilson hastaligi, glikojen depo
hastaliklari vb.) ve cesitli cevresel toksinlerin (kursun ve arsenik
zehirlenmesi vb.) etkisine bagl sinir sistemiyle sinirli olmayan
bircok dejeneratif hastalik daha tanimlanmistir. Son olarak bu
cok zengin klinik ve patolojik tabloya genetik ve cevresel fak-
torlerin nasil etkili oldugu tam olarak heniiz agiklanamayan
multipl skleroz hastaligi da eklenmelidir.

Bu hastaliklarin ¢cogu teshis konuldugunda tedavi edilemeye-
cek kadar ileri bir klinik tabloya ulasmis olmaktadirlar. Bununla
birlikte B12 eksikliginin neden oldugu subakut kombine de-
jenerasyon, yine hem B12 hem de eriskin hipotiroidizminin
neden oldugu gecici demansiyel tablolarin, bu besinsel ve
endokrin eksikligin telafi edilmesiyle tedavi edilebiliyor olmasi
ndrodejeneratif sureclerin mutlak geri dénlsiimsiiz olmadig
umudunu vermektedir. Bu ylizden sayilari giderek artan temel
bilim ve klinik arastirmalar ortalama insan 6mriiniin artmasiy-
la cagimizin en biiyik hastaliklari haline gelen nérodejeneratif
tablolarin erken teshisi ve tedavisine odaklanmistir.

Yukarida saydigimiz cevresel faktorler disinda B12 eksikligine
de neden olabilen yiiksek I-metiyonin alimmin hiperhomo-
sisteinemiye yol acarak (16) nérodejenerasyona neden olabi-
lecegi gosterilmistir (17). Bu tablo genetik mutasyon sonucu
sistatiyonin beta sentaz enziminin calisamadigi durumlarda
ortaya ¢ikmakla birlikte, homosistein siklusunun 6n maddesi
olan metiyonin amino asitinin asiri yiiklemesiyle de ortaya ¢I-
kabilmektedir (Sekil 1). Alinan metiyonini metabolize etmeye
yetisemeyen homosistein siklusu viicutta yan riin olarak ho-
mosistein artisina neden olmaktadir. Bu durum gorece folik
asit, B12 veya B6 vitamini eksikligi yaratip cesitli hematolojik
(18), noérodejeneratif tablolara (17) ve hatta inmelere (19) yol
acmaktadir (20). Hiperhomosisteinemi ayrica damar cidarinda
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endotelyal hiicrelerin membran bitlinlagini bozup, yaygin
oksidatif stresle (21) bircok homeostatik mekanizmanin bozul-
masina neden oldugunu aciklayan calismalar da vardir (17,22).
Biz bu calismamizda 6ncelikle homosistein metabolizmasinin
dekompansasyonuyla ortaya ¢iktigi gosterilen nérodejeneratif
tabloyu hazirlayan (17) ve sonucunda néroanatomik alanlari ve
buralardaki hiicre tiplerini selektif olarak etkileyebilecek hiicre
yikim sirecini incelemek istedik. Ozellikle bu degisikliklerin,
ndrodejeneratif siireclerin baslamasinda roli olabilecedi yakin
zaman once 6ne surlilmis senesans savunma mekanizmasiy-
la olan ilgisini arastirdik. Bu 6zel molekiler savunma yoladi
oncelikle hiicrenin kanserlesmeye karsi gelistirdigi bir direng
mekanizmasi olarak tanimlanmistir. immiinohistokimyasal
calismalarda, senesans mekanizmasina giren hiicreler, 6zel
senesansla alakali beta-galaktozidaz (SA B-Gal) boyamasiyla
belirlenmistir. Bu hiicrelerde SA B-Gal boyasi, kanserlesmeyi
tetikleyen cevresel strese bagli olarak aktive olan lizozomlarda
B-galaktozidaz enziminin arttigini gdstermektedir (23). Ancak
bu artis sonucunda tetiklenen kanser, hiicre 6limu ve nérode-
jeneratif sirecleri baslatan molekdler yolaklardaki degisiklik-
lerin incelenmesi hala devam etmektedir. Ozellikle senesansin
hedef hiicrede nérodejenerasyonu baslatan mi, yoksa ona karsi
olusan molekiiler bir savunma mekanizmasi mi oldugu bilin-
memektedir. Bu amagla ¢alismamizda, daha 6nce nérodejene-
rasyona neden oldugu gosterilmis cevresel bir faktori (organ
yetmezligi dozu alti I-metiyonin yiiklemesi) kullanarak akut d6-
nemde farelerde gelisebilecek bilissel, duygudurum, motor ve
denge bozukluklari ve bu siirecin altinda yatabilecek hiicresel
degisiklikler cesitli davranis testleri ve immuinohistokimyasal
yontemlerle analiz edilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Kontrol ve Deney Grubu Fareler ve L-metiyonin Yiiklemesi
T.C. istanbul Universitesi Rektérliigii Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu Baskanhgrnin 2018/07 nolu etik kurul onayinca
hayvan deneyleri yuritilmustiir. Deneylerimizde hem disi
hem de erkek C57BL6 fareler kullaniimistir. Deney ve kontrol
grubu fareleri, dogumdan itibaren 6 hafta boyunca kontrolli
bir ortamda tutulmus ve hicbir dis degiskene maruz kalma-
mislardir. Diyetleri normal devam etmistir. ilk 4 hafta boyunca
anne fare tarafindan emzirilmislerdir. 4. haftanin sonunda cin-
siyetlerine gore ayrilmis ve her kafeste 5 fare olacak sekilde ge-
lisimlerini tamamlamislardir. Daha 6nce Tapia-Rojas ve ark. (17)
tarafindan standardize edildigi lizere, 12 hafta boyunca icme
suyu aracihdiyla I-metiyonin (doz: 8.2 g/kg) almiglardir. Bu siire
zarfinda farelerin su veya I-metiyonin tiiketimleri ve kilo degi-
simleri takip edilmistir. Veteriner hekim takibinde herhangi bir
klinik dlisklinliik tablosu gézlenmemistir.

Kas-iskelet Bozuklugu Testi

Acik Alan Testi: Her ne kadar standardize edilmis davranis test-
leriyle bilissel ve duygudurum bozukluklarini él¢lyor olsak da,
bu bozuklugun altta yatan temeli bazen inme veya merkezi
sinir sistemi (MSS) timori vb. fokal striktirel bozukluklar ola-
bilmektedir. Bu tarz hastaliklar bilissel bozuklugun yani sira pek
cok diger nérolojik bozukluga neden olup testlerin sonuclarini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Ayrica cesitli kas-iskelet
bozukluklari da MSS motor fonksiyon testlerinde yanhs pozi-
tiflik ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu durum daha sonraki testleri
yanlis yonlendirebilmektedir. Bu amacla agik alan testi ile be-
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lirgin bozuklugu olan fareleri deney ve kontrol gruplarindan
cikarmak amaclanmistir. Bu test ile fareler 40 cm x 40 cm lik
yukaridan aydinlatiimig Gsti acik kutuya konularak belirgin bir
lokal motor bozuklugun olup olmadigi incelenmistir.

Anksiyete Testi

Yiikseltilmis Arti Labirent Testi (YALT): Farelerde anksiyete diize-
yini 6lcmeye yarayan testlerden biridir. YALT yerden bir metre
yikseltilerek “+" seklinde tasarlanmis bir platformdur. Bu ar-
tinin iki kolu kapali ve diger iki kolu ise aciktir. Test stiresince
farenin acik ya da kapali kollarda ne kadar hareket ettigi ve ne
kadar sire kaldigi kamera ile kaydedildikten sonra ANY-Maze
yazilimi araciligi ile degerlendirilmektedir. Kapal kollarda geci-
rilen zamanin dncelikli artisi anksiyeteye isaret etmektedir.

Depresyon Testi

Zorunlu Yiizme Testi: Depresyon benzeri davranisi lgmek icin
Porsolt’'un zorunlu ylizme testi kullaniimistir. Bu testte 4 Llik be-
her kaplarina oda sicakliginda su konulduktan sonra fareler tek
tek suya birakilir ve 10 dakika boyunca farelerin sudaki hare-
ketli ve hareketsiz kalma streleri izlenir. Farelerin su ylizeyinde
hareketsiz kalmayi tercih etmesi depresyona isaret etmektedir.

Hafiza ve Ogrenme Testleri

Nesne-mekan testi: Farelerin yalnizca hipokampuse bagimh
hafizalarini test etmek icin nesne tanima testi kullaniimistir.
Bu test icin iki adet ayni nesne (kemirgenler icin ilgi cekici)
test kutusu icinde farkl yerlere yerlestirilir. Farelerin nesne-
lerin yerlerini hatirlayabilmeleri icin davranis testi alaninin
duvarlarina gorsel ipuclar eklenir. Boylelikle fareler uzaysal
olarak her iki objeyi 4 dakika boyunca inceleyebilmektedir.
Daha sonra nesnelerden biri farkli bir konuma yerlestirilir ve
farenin bu degisiklikten sonra her iki nesneyi izledigi stireler
not edilir. Ogrenim ve test arasindaki siire testten teste de-
gisebilmektedir. Bu yilizden standart olarak bu testler 40 ya
da 70 dakikalik araliklarla yapilir. Farenin ilgisi dagildigindan
daha uzun sire verilmemektedir. Calismamizda testlerimiz
icin 70 dakikalik stre uygulanmistir.

Nesne Tanima Testi: Farelerin hipokamptsten bagimsiz hafiza-
larini test etmek icin nesne tanima testi kullaniimistir. Yapilan
arastirmalara gore bu test hipokampis ve kortikal néronal si-
nir aglarinin ortak katilimini gerektirmektedir (24). Bu test icin
birbirine tipatip benzeyen iki objeyi incelemeleri icin fareler
40 cm x 40 cm'lik davranig alanina yerlestirilmistir. Test alaninda
herhangi baska bir gorsel ipucu olmamasina 6zen goésterilmis-
tir. Daha sonra fareler bu iki nesneyi incelemek icin 10 dakika
test alaninda birakilmistir. inceleme sonrasinda fareler kafesle-
rine konup hayvan odasina geri gétirilmuslerdir. Bir glin son-
ra, ayni test alaninda nesnelerden bir tanesini degistirip fare-
lerin verdigi tepki ANY-Maze Behavioral Tracking Software ile
kaydedilmis ve incelenmistir.

Motor Fonksiyon Testi

Denge Kirisi Testi: Denge Kkiris testi icin 1 cm kalinliginda ve 1
metre uzunlugunda pleksiglastan yapilmis bir kiris yerden 1
metre yikseklikte iki tahta ayak tizerine sabitlenmistir. Farelerin
ilk iki giin glinde l¢ defa olmak tizere denge kirisinde yuritile-
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rek ortama alismalari saglanmistir. Sonraki iki glin yine giinde
¢ deneme yaparak farelerin denge kirisindeki ytrtirken 6n ya
da arka ayaklarinin kayma sayisi takip edilmistir. Toplamda elde
edilen kayma (denge kaybi) sayilari istatistiksel olarak incelen-
mistir.

3,3’-Diaminobenzidine Boyamasi

3,3'- Diaminobenzidine (DAB) boyamasi icin ise dokular endo-
jen peroksidaz enzimi aktivitesini bertaraf etmek icin oncelikle
10 dakikalik H,0, sollisyonuna tabi tutuldu. Daha sonra uygun
hayvan serumu ile sabitlenen beyin kesitleri uygun antikorlarla
isaretlendi. Akabinde ikincil biyotinlenmis antikorlar, DAB kok-
teyli ve ABC kiti sollisyonlariyla kesit mikroskopik incelemeye
hazir hale getirildi.

Senesansla Alakali B-Galaktozidaz Boyamasi

SA B-Gal yukarida belirtilen immuinolojik boyamaya ek olarak
yapilan ve senesans savunma mekanizmasini olusturmus hiic-
relerin ek olarak boyanmasini saglayan bir metottur. Buna gore
daha 6nceki reaksiyonlara ek olarak, dokular CBA-230 Cellular
Senescence Assay Kit sollisyonlari ile fikse edildi ve ek olarak
X-Gal soliisyonu ile birlikte +37°C'de 24 saat inkibe edildi.

istatistiksel Analiz

Davranis testlerindeki degisimler istatistiksel olarak ki-kare
testi, iki yonlii ANOVA ve post-hoc analiz olarak Tukey'in coklu
karsilastirmasi kullanilarak hesaplandi ve p<0.05 degeri anlamli
kabul edildi. Grafiklerde su ve metiyonin alanlar arasindaki is-
tatistiksel anlamlilik* (asterisk) ile, metiyonin alan erkek ve disi
fareler arasindaki istatistiksel anlamli farklilik is A (delta) ile gos-
terildi (p<0.05 icin *; p<0.01 icin **; p<0.001 icin ***; p<0.0001
icin **** sembolleri kullanildi). istatistiksel analiz icin Graphpad
Prism 8.4.3 programi kullanildi.

BULGULAR

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Klinik Acidan
Karsilastiriimasi

Davranis testleri baslamadan 6nce farelerin herhangi bariz kli-
nik norolojik defisitlerinin olmadigi acik alan testi ile teyit edil-
mistir. Deneylerimizde tiim fareler birbirine benzer davranislar
sergilediginden hicbir fare deney disinda birakilmamistir.

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Anksiyete Diizeyleri
Acisindan Karsilastirilmasi

L-metiyonin aliminin hemen ardindan yapilan yikseltilmis la-
birent testinin sonuglari iki yonlti ANOVA ile analiz edildiginde
I-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek gruplar arasinda
anlamli bir istatistiksel farkliik gézlenmemistir (F(; 35=0.2778;
p=0.6015) (Sekil 2-A).

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Depresyon Diizeyleri
Acisindan Karsilastiriimasi

Farelerin ylizme davranislarina gére depresyon paternlerini in-
celedik. Zorunlu yiizme testinin sonuclari iki yonlii ANOVA ile
analiz edildiginde |-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek
gruplari arasinda anlamli bir istatistiksel farklilik gézlenmemis-
tir (Fy,15=1.317; p=0.2690) (Sekil 2-B).
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Sekil 2. A: Anksiyete diizeyleri B: Depresyon diizeyleri C: Motor fonksiyon bozuklugu diizeyleri D: Hipokampokortikal aglara
bagl hafiza ve 6grenme fonksiyonlari.

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Motor Fonksiyonlari
Agisindan Karsilagtirilmasi

ayri ki-kare testine tabi tutulmustur. Disilerin su alanlar ile
I-metiyonin alanlar arasinda anlamh bir fark gorilmektedir.

Denge kirisi testinin sonuglari iki yonli ANOVA ile analiz edil-
diginde |-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek gruplari ara-
sinda anlamli bir istatistiksel bir farklihk gézlenmemistir (F;,
25=0.3036; p=0.5865) (Sekil 2-C).

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Hipokampokortikal
Aglara Bagh Hafiza ve Ogrenme Fonksiyonlari Agisindan
Karsilastiriimasi

Bu test ile farelerin bir glin arayla yeni objeyi taniyarak onu in-
celeme istegini analiz ettik. Bu test ile yalnizca hipokampuise
degil hafizanin islenmesine katilan diger kortikal yapilan da
(entorinal, peririnal korteks ve parahipokampal bélge) test
etmis olduk. Nesne tanima testinin sonuglari iki yonli ANOVA
ile analiz edildiginde |-metiyonin alan ve almayan disi ve erkek
gruplar arasinda anlaml bir istatistiksel bir farklilik gézlenme-
mistir (F; 34=2.147; p=0.1521) (Sekil 2-D).

Kontrol ve Deney grubu farelerinin hipokampiise bagli me-
kansal hafiza fonksiyonlari agisindan karsilastirilmasi
Nesne-mekan testinin sonugclar disiler ve erkekler olarak ayri

(x2(1)=24.72; p<0.0001) Buna ek olarak su alan erkek fareler ile
I-metiyonin alan erkek fareler arasinda da anlamli bir istatistik-
sel fark gorilmektedir (x2(1)=13.79; p=0.0002) (Sekil 3).
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Sekil 3. Hipokampdise bagli mekansal hafiza fonksiyonlari.
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Sekil 4. CA1, CA3 ve dentat girusta (DG) senesan astrositlerin tiim astrositlere orani.

Hipokampal Boblgelerde Senesan Hiicre Oranlarindaki
Degisikliklerin Karsilastiriimasi

Yaptigimiz immiinohistokimyasal 6n taramalar, hipokampis-
te noéron, mikroglia ve oligodendrositlerin yogunlugunda ve
bu hiicrelerin senesan olanlarinin yogunlugunda belirgin bir
degisiklik gostermemistir (veriler gosterilmedi). Her (¢ alanda
(dentat girus, CA1, CA3) senesan astrositlerin tiim astrositlere
olan oranini inceledigimizde, bu oranin I-metiyonin alan disi
ve erkek farelerin su alanlara kiyasla trend olarak daha yiksek
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4). CA1'de senesan astrositlerin
tim astrositlere oranini cinsiyet ve I-metiyonin iki degiskeni-
ne bagh olarak iki yonli ANOVA testi inceledigimizde anlamli
istatistiksel fark saptanmamistir (F;; g=0.5000; p=0.4996). Bu
orani CA3'te yine ayni degiskenler agisindan iki yonli ANO-
VA testi ile inceledigimizde yine istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorilmemistir (F; =1.071; p=0.3309). Son olarak dentat
girusta, senesan astrositlerin tim astrositlere orani adina I-me-
tiyonin alma ve cinsiyet degiskenleri dahilinde iki yonli ANOVA
testinde istatistiksel olarak anlaml bir fark gérilmektedir (F;,
8=16.33; p=0.0037). Akabinde yaptigimiz Tukey ¢oklu analizin-
de, sualan (n=3,1.667+0.5774, 95% Cl [0.234, 3.101]) ve |-me-
tiyonin alan (n=3, 6.333+£0.5774, 95% Cl [4.899, 7.768)) disi fa-
reler arasinda (p<0.0001), su alan (n=3, 2.000+0, 95% Cl [2.000,
2.000]) ve I-metiyonin alan (n=3, 4.333+0.5774 , 95% Cl [2.899,
5.768]) erkek fareler arasinda (p=0.0037) ve son olarak I-metiyo-
nin alan disi (n=3, 6.333+0.5774,95% CI [4.899, 7.768]) ve erkek
fareler (n=3, 4.333+£0.5774 , 95% Cl [2.899, 5.768]) arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli (p=0.0052) farkhliklar saptanmistir. Bu
on ¢alisma sonucunda MSS'deki diger hiicrelerden farkli olarak
astrositlerde senesans yolaginin 6ncelikli olarak aktive edildigi-
ni disinmekteyiz. Bu hicresel degisikligin akut bir reaksiyon
mu, yoksa uzun donemde nérodejenerasyon ve hiicre kaybiyla
sonlanacak kronik bir stirecin baslangici mi oldugu sorusuna
cevaplar daha sonraki calismalarimizda incelenecektir.

TARTISMA

Hiperhomosisteinemi kemirgen modelleri uzun yillardir ¢ok
farkli hastaliklarin etiyopatogenezinin arastiriimasi icin kullanil-
maktadir (25,26). Kardiyovaskiler, nérodejeneratif hastaliklardan

retinal inflamasyona kadar bircok patolojinin arastirilmasinda
hiperhomosisteinemi modelleri kullanilmistir (27,28). Hiperho-
mosisteineminin nérodejenerasyondaki rollintin, vaskler yapi-
ya olan direk hasardan mi, neden oldugu oksidatif stresten mi,
yoksa bunlarin kombinasyonunun tetikledigi baska molekiiler
yolaklarin islev degistirmesinden dolayr mi oldugu heniiz tam
anlamiyla netlestirilememistir (29). Homosistein, bulundugu or-
tamda sahip oldugu stilfiir bagi nedeniyle ¢evresindeki molekdil-
lerle artmis elektron alisverisinde bulunarak Red/Ox dengesini
bozmaktadir (30). Bu durum bu aminoasitin ¢ok farkl patofizyo-
lojik yolaklarda etkili olmasina neden olmaktadir (31).

Calismamizda her ne kadar biyokimyasal testlerle dinamik plaz-
ma homosistein konsantrasyonunu incelememis olsak da, daha
once yuksek doz I-metiyoninin alimmnin hiperhomosisteinemiye
yol actigini kanitlayan bir calismadan (32) daha yuksek bir doz
kullanilmistir. Kronik I-metiyonin yiiklemesine tabi tutulmus fa-
relerde hiperhomosisteinemi modeli olusturmaya calsiimis ve
bu negatif etkinin beyinde hangi hiicre gruplarini etkiledigi aras-
tinlmistir. L-metiyonin alip almamalarina ve cinsiyetlerine gore
karsilastirlabilir gruplara ayrilmis fareler, standardize edilmis
cesitli davranis testleriyle incelenmistir. Bu ¢alismalarda secilen
I-metiyonin yiikleme dozunun organ yetmezligine neden olabi-
lecek esigin altinda olmasina dikkat edilmistir. (33). Bu yiikleme
sonucunda beklemedigimiz bir sekilde hem disi hem de erkek
farelerde sadece hipokamplse bagh mekansal hafizaya bagh
bir bozulma oldugu gozlenmistir. Ayrica erkek farelerin disilere
kiyasla nesne-mekan testinde istatistiki olarak anlamli olmasa
da farkhlik gosterdigi saptanmistir (17,34) (Sekil 2-C). Bu farklilk
bize, disi ve erkek fare cinslerinin I-metiyonin yliklemesine karsi
degisik dirence sahip oldugunu distundirmustr. Cinsiyet farkli-
hginin davranis paternleri lizerine etkisi ile ilgili bir cok yayin ya-
pilmis olmasina ragmen (35), bu farklligin alt yapisini olusturan
noroanatomik alanlarin cinsiyete gore islevselligi ve stresor has-
sasiyetleri hentiz tam anlamiyla anlasilamamistir.

Daha once yapilan calismalarda hafiza fonksiyonlarinin tes-
te tabi tutulan 6znenin duygu durumundan etkilenebilecegi
go6sterilmistir (36). Bununla birlikte calismamizda kullandigimiz
yiksek doz |-metiyonin uygulanmis fare modelinde ne disi,
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ne de erkek farelerde anksiyete ve depresyon goriilmemistir..
Boylelikle duygudurum degisikliklerinin hafiza testlerinin so-
nuclarini etkileme ihtimali ortadan kalkmaktadir. Bu agidan
bakildiginda kullandigimiz modelin salt hafiza bozuklugunu
incelemek acisindan avantajli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda ndérodejenerasyonun sinir sisteminde etkiledigi
alanlarin yayginhdini incelemek acisindan bilissel ve duygudu-
rum testlerinin yani sira motor ve denge testleri de kullaniimis-
tir. Ne disi, ne de erkek farelerde herhangi bir motor ya da denge
kusuruna rastlanmamistir. Dolayisiyla yaptigimiz ¢alismada ytik-
sek doz I-metiyoninin olumsuz etkisine en fazla duyarli norolojik
alanin hipokampal bélgeler oldugu distinilmektedir. Bununla
birlikte uzun dénemde I-metiyonin yiiklemesinin etkileri sinir
sisteminde yaygin hasara da neden olabilir. Ote yandan hipo-
kampokortikal devrelere bagh hafiza lizerinde anlamli bir fark-
lilik bulamamis olmamiz, ya bu bélgelerin I-metiyonin etkisine
daha direncli oldugunu, ya da bu devreleri olusturan diger
noéroanatomik alanlarda (striatum, substantia nigra, entorinal
korteks vb.) bilissel islevleri negatif etkileyebilecek nérodejene-
rasyonun heniiz olusmadigini diistindtirmektedir. Bu s6z konu-
su anatomik ve hiicresel degisiklikleri daha sonra yapacagimiz
calismalarda daha derinlemesine arastirmayi planlamaktayiz.

Gulnlimize kadar nérodejenerasyonu agiklayan molekdler yolak-
lar icinde oksidatif stres (37), apoptozis (38), badirsak disbiyozu
(39,40), hiicresel senesans (41) vb. pek cok mekanizma 6ne suril-
mustiir. Bu calismamiz I-metiyonin yiiklemesinin akabinde hippo-
kampste hiicre kaybi olmaksizin, hiicresel senesans mekanizma-
sinin Ozellikle astrositlerde artmig oldugunu géstrmektedir. Ancak
bu hiicresel yanitin akut bir cevap mi oldugunu, yoksa giderek
norodejenerasyon ve hiicre kaybiyla seyredecek bir stirecin bas-
langici mi oldugu konusunda calismalarimiz devam etmektedir.

Hiicresel senesans ilk tanimlandiginda cesitli stresérlere maruz
kalan hucrenin kanserlesmeyi 6nlemek adina gelistirdigi bir
savunma yontemi olarak tanimlanmistir. Bu teori senesansi,
kanserlesme ve apoptozis arasinda se¢cim yapmak durumun-
da kalan hiicrenin, hiicre siklusundan c¢ikip, apoptotik yolakla-
r gecici olarak inhibe edip on yillar boyunca temel islevlerini
idame ettirebildigi bir ddnem olarak tanimlanmistir (42). Ancak
bu savunma mekanizmasi hiicreyi ilelebet koruyamamaktadir.
Senesansa giren hiicreler, daha dnce de belirttigimiz gibi im-
munohistokimyasal yontemlerle SA 3-Gal boyasi ile belirlenir.
Ancak son yillarda yapilan immiinohistokimyasal calismalar bu
SA 3-Gal boyamasinin, kanser disindaki sinir sisteminin embri-
yonik gelisiminde programli hiicre 6limiinden ¢ok cesitli néro-
dejeneratif sitireclere varan ortamlarda senesansa girmis hiic-
relerin varligini gostermistir (43-45). Bu baglamda embriyonik
gelisim ya da nérodejenerasyon surecinde hiicresel senesansin
kanserde oldugu gibi genetik, epigenetik ve cevresel stresler
tarafindan islevselligi bozulmus hiicrelerin ayiklanmasini tetik-
leyen bir stire¢ mi oldugu, yoksa bu 6zel hiicresel konumlarda
nérodejenerasyonu engellemek icin gelistirilmis bir savunma
mekanizmasi mi oldugu, ya da tam tersine nérodejenerasyonu
baslatan molekiiler yolaklari aktive mi ettigi bilinmemektedir.
Son olarak hiicresel senesans, butlin bu fizyolojik gelisimsel ve
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patolojik stireclerden bagimsiz olarak, molekdiler yolaklarda or-
taya ¢ikan epifenomenolojik degisiklikleri de yansitiyor olabilir.
Bu sorulari cevaplayabilmek i¢in daha sonraki calismalarimizda
I-metiyonin ytklemesi yapilmis farelerde uzun dénemde hipo-
kampdiste ve hafizay destekleyen diger noroanatomik alanlar-
da ortaya cikabilecek immuinohistokimyasal ve ultrastrikturel
degisimleri incelemeyi amacliyoruz. Boylece hiicresel senesans
mekanizmasinin tek basina nérodejenerasyonu baslatmaya ye-
terli olup olmadigi konusunda aciklik getirilecektir.
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