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Ratlarda Amiloid Betal-42 Ile Olusturulan Deneysel Alzheimer Modelinde
Tiyol Disiilfit Homeostazisi
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Amac: Bu calismanin amaci, amiloid beta 1-42 enjekte edilerek Alzheimer modeli olusturulan ratlarda, oksidan ve
antioksidan dengenin yeni bir oksidatif stres belirteci olan dinamik tiyol disiilphide homeostazisinin, serum total tiyol,
natif tiyol, ve disiilfit seviyelerinin arastirilmasit ve disulfit/total tiyol ve disulfit/natif tiyol oranlarinin
degerlendirilmesidir.

Gerec¢ ve Yontemler: Bu deneysel caligma 28 rat iizerinde gerceklestirildi. Denekler her grupta 14 adet olacak sekilde,
Alzheimer ve kontrol grubu olarak ikiye ayrildi. Amiloid beta 1-42, enjeksiyon i¢in bir hafta inkubatérde bekletilerek
toksititesi artirildi. Alzheimer grubunda yer alan hayvanlara bilateral 4 pl amiloid beta 1-42 enjekte edilerek deneysel
Alzheimer modeli olusturuldu. 10 giin beklenildikten sonra tiim hayvanlardan 90/10 mg/kg ksilazine/ketamin anestezisi
altinda intra kardiyak alinan kan numuneleri ile laboratuvarda TDH parametreleri ¢alisildi (nativ tiyol, total tiyol,
disiilfid, disulfit/total tiyol orani ve disulfit/natif tiyol orani) ve bu parametreler gruplar arasinda karsilastirildi.
Bulgular: Calisma ve kontrol gruplar1 kargilastirildiginda, serum total tiyol diizeyleri (469,85+30,65 ve 558,00+23,46)
ile serum disiilfid diizeyleri (182,57+15,74 ve 224,85+11,95), alzheimer modeli olusturulan grupta kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma goriiliirken (p<0,05) serum natif tiyol diizeylerinde (104,71£8,17 ve
108,28+9,71) ise anlamli bir fark bulunamamistir(p>0,05).

Sonug: Ilgili caligma, deneysel olarak olusturulan Alzheimer modellemelerinde serumda dinamik tiyol-disiilfid
homeostazini degerlendiren ilk arastirmadir. Calismamizin sonuglari TDH’1n deneysel alzheimer modellemelerinde,
oksidatif stres mekanizmalarimin degerlendirilmesinde ucuz ve kolay yeni bir markeri olabilecegini diisiindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Homeostaz; oksidatif stres; alzheimer hastaligi; amiloid beta-peptidler; hayvan deneyleri.

Thiol Disulphide Homeostasis in Amyloid Beta 1-42 Induced Experimental
Alzheimer's Model

ABSTRACT

Aim: The aim of the present study was to investigate the dynamic thiol disulphide homeostasis as a novel oxidative
stress marker of oxidant and antioxidant balance, and the serum levels of total thiol, native thiol, and disulfide as well as
disulphide/total thiol and disulphide/native thiol ratios in rats with Alzheimer's model induced by amyloid beta 1-42
administration.

Material and Methods: This experimental study was carried out on 14 rats. The animals were randomly divided into
two groups: Alzheimer's group (n = 14) and the control group (n = 14). The amyloid beta 1-42 was kept in the incubator
for a week to increase its toxicity. Animals in the experimental groups were bilaterally administered 4 pl amyloid beta
1-42. Following 10 days of waiting, all animals were anesthetized and intra-cardiac blood samples were collected for
the analyses of native thiol, total thiol, disulfide, disulphite / total thiol ratio and disulphite / native thiol ratio.

Results: We detected that serum total thiol levels were 469.85+30.65 and 558.00+23.46 (p<0.05), serum native thiol
levels were 104.71£8.17 and 108.28+9.71 (p>0.05) and serum disulphide levels were 182.57+15.74 and 224.85+£11.95
(p<0.05) in the study and control groups, respectively.

Conclusion: To the best of our knowledge, the current study is the first report in the literature evaluating dynamic thiol
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disulphide homeostasis in experimentally induced
Alzheimer's model. The results of the present study
suggested that thiol disulphide homeostasis can be an
inexpensive, easy and novel marker for the evaluation of
oxidative stress mechanisms in experimentally induced
Alzheimer's model.

Keywords: Homeostasis; oxidative stress; alzheimer
disease; amyloid beta-peptides; animal experimentation.

GIRIS

Alzheimer Hastaligi (AH) demansin en yaygin sebebi
olup yasin ilerlemesi ile prevelansi artan bir hastaliktir
(1). Patofizyolojisinde genetik faktorlerin yam sira
Nikolac Perkovic and Pivac 2019 3 (2-4), bir¢ok
mekanizmanin rolii de biiyiiktiir. Bu yolaklar igerisinde
en iyi bilinenleri otopsi bulgulart ile ortaya ¢ikan amiloid
beta (Ab) ve tau proteinleridir (5). Bu patofizyolojik
mekanizmalarin postmortem olmasi nedeniyle hastaligin
seyrinde farkli mekanizmalarin roliiniin arastiriimasi
biiyiik 6nem arz etmektedir. Bircok hastalikta temel rol
oynayan mekanizmalardan bir tanesi de reaktif oksijen
tiirleridir (ROT) (6,7).

ROT’leri (hidroksil radikali, siiperoksit anyonu, lipid
peroksit, nitrik oksit, hidrojen peroksit) yasin ilerlemesi
ile beraber artis gostermektedir. Mitokondrilerde hiicre
oksijeninin biiyiik bir boliimii (%90) tiiketilir. Tiiketilen
kismin ROT’a doniistiigli miktar ise %?2’dir. Hem
yaglanma (8,9)burasthem de olusan ROT hiicrede
bulunan bir¢ok yapiy1 (DNA, protein, lipid) zedeledigi
igin hiicre membraninda hasarlanma (lipit
peroksidasyonu) ve hiicrenin fizyolojik ¢ogalmasini
azaltmaktadir (10). Oksidatif stres parametrelerinin
Parkinson (11), epilepsi (12), multipl skleroz (13),
sizofreni (14), migren (15)gibi farkli noérodejeneratif
hastaliklarda da ortak olmast hiicre diizeyinde yeni
oksidatif stres yolaklarmin etkinligini arastirmaya
yonlendirmektedir. Son yillarda Erel ve arkadaslar1 (16)
tarafindan tespiti yapilan tiyol/disiilfit homeostazi (TDH)
yeni bir oksidatif stres parametresi olarak norodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojik mekanizmalarinin
aciklanmasinda katki saglayacagini diigiindiirmektedir
(16).

Plazma alblimin proteininden olusan tiyol havuzu,
siilthidril grubu (—SH) iceren bir organik bilesik sinifidir.
Bu havuz ayrica hafif molekiiler agirlikta olan sistein gibi
tiyollerce sekillenmektedir. TDH birden fazla hiicresel
aktivitede Onemli roller iistlenmektedir (apopitoz,
detoksifikasyon, hiicre Dbilyiimesi ve anti-oksidan
korunma) (16,17). TDH bir¢ok farkli klinik ¢aligsmalarla
ndrodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde rol aldig:
gosterilmistir (18-20).

Ilgili caliyma, deneysel olarak olusturulan Alzheimer
modellemelerinde  serumda  dinamik tiyol-disiilfid
homeostazini degerlendiren ilk arastirmadir. Bu nedenle,
¢aligmamiz, amiloid beta 1-42 enjekte edilerek Alzheimer
modeli olusturulan ratlarda, oksidan ve antioksidan
dengenin yeni bir oksidatif stres belirteci olan dinamik
TDH’nin, serum total tiyol, natif tiyol, ve disiilfit
seviyelerinin arastirilmasi  ve disulfit/total tiyol ve
disulfit/natif tiyol oranlarnin degerlendirilmesi amaciyla
tasarlanmugtir.

GEREC VE YONTEMLER
Deney Hayvanlari ve
Olusturulmasi

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan Yerel Etik
Kurulundan etik kurul onayr alindiktan sonra ¢alismaya
baglandi (onay tarihi ve no.su: 18.07.2018 ve 2018/24).
Bu deneysel ¢aligma, her biri 200-250 gram Wistar albino
cinsi 2-4 aylik erkek ratlar tizerinde gergeklestirildi.
Calismada, en Onemli degiskenimiz olan total tiyol
seviyesi (umol/L) g6z Oniine alindiginda kontrol grubu;
ortalama 558, standart sapma 91, uygulama grubu;
ortalama 444, standart sapma 120 oldugunda tip I hata
%S5 seviyesinde iki grup arasindaki farki % 80 giic ile
yakalayabilmek i¢in her bir gruptaki denek sayisi 14
olarak bulundu. Hayvanlar Bolu Abant izzet Baysal
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinde, tintes marka 1s1 ve nemlendirme sisteminde
19-21°C sicaklik, 55-70 nispi nemde adlibitum su ve
yemleme ile beslendi. Cift kor randomize olarak
hayvanlar 2 gruba ayrildi: Alzheimer grubu (n=14) ve
kontrol grubu (n=14). Tiim hayvanlardan alinan kan
numuneleri ile laboratuvarda TDH parametreleri ¢alisildi
(nativ tiyol, total tiyol, disiilfid, disulfit/total tiyol oram
ve disulfit/natif tiyol oran1) ve bu parametreler gruplar
arasinda karsilagtirildi.  Ayrica c¢alisma grubundaki
hayvanlarda Alzheimer modeli olustugunu teyit etmek
amactyla hipokampiis histopatolojik olarak incelendi.
Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

AP 1-42 (Sigma) c¢ozeltisi her bir hayvana tek
enjeksiyonda 5 pl/bilateral verilecek sekilde 7 giin
oncesinde 37°C’de inkubasyona birakildi. Inkubasyon
sonunda AH modeli (AHM) olusturmak igin ratlar 90/10
mg kg intramuskuler (im) ketamin/ksilazin ile anesteziye
alindi. steriotaksi aleti ile fikse edilen hayvanlar
bregma’nin 3,6 mm posterior, 2.4 mm sol/sag laterali ve
2.8 mm ventrali koordinatlar1 tespit idilerek 0.8 mm’lik
captaki matkap ucu ile kafatasi delindi. 5 pL. Hamilton
mikroenjektorii ile 0.5 pL/dk hizda Intra hipokampal
olarak A4, ¢cozeltisi 5 pl/bilateral verildi. Enjeksiyonun
ardindan 3/0 ipek iplik ile cilt kapatildi. AHM olusmasi
icin 10 giin beklenildi (21,22). AHM’nin olustugu tespit
etmek i¢in hematoksilen ezoin boyama ile hipokampiis
primidal n6ran hasar skorlamasi yapildi (23,24).

Natif Thiol/Total Thiol/Disiilfit Tayini

Alzheimer modeli olusturulan ve kontrol grubunda
bulunan hayvanlar 14 gin sonunda 90/10 mg kg
intramuskuler (im) ketamin/ksilazin ile anesteziye alindi.
Intrakardiyak olarak biyokimya tiiplerine alinan 5 ml kan,
10 dakika 4000 rpm de santrifiij edilerek serumlar
ependrof tlipiinde -80°C’de saklandi. "Relassay” marka
kitler ile tam otomatik biyokimya cihazi (mindray marka
BS300 model) kullanilarak dinamik TDH’in1 gosteren
Erel ve arkadaglar1 (10) tarafindan one siiriilen yeni bir
metod ile plazma total tiyol, natif tiyol, ve disulfit
seviyeleri Olciildi. Serbest fonksiyonel tiol gruplar
olugturmak i¢in  rediiklenebilen disiilfid baglar
indirgendi. Formaldehit ile artik olan sodyum borohidrit
ve 5,5’-dithiobis-(2- nitrobenzoik asit) (DTNB) {iriinleri
uzaklastirildi.Islemin ardindan indirgenmis natif dogal
tiyol gruplar1 belirlendi. Belirlenen formiilasyon ile (Total
tiyol ile natif tiyol gruplar arasindaki farkin yarisi)
dinamik disiilfit baglarmm miktar1 saptandi. Disiilfitle
baraber Total ve Natif tiyol, miktarlarinin hesaplanmasi

Cahisma Gruplarin
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ile natif tiyol/total tiyol oranlari, disulfit/total tiyol, ve
disulfit/natif tiyol ylizde oranlart belirlendi. Disiilfit
seviyeleri, disulfit/natif tiyol ve disulfit/total tiyol
oranlari, natif tiyol/total tiyol seviyeleri Alzheimer
modeli olusturulan ratlarda ve kontrol grubunda
karsilastirildi. Ayrica, natif tiyol ve natif tiyol/total tiyol
seviyeleri, distilfit, disiilfit/natif tiyol ve disiilfit/total tiyol
seviyeleri arasindaki iliski incelendi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in SPSS (IBM® SPSS® Statistics)
V22.0 programi kullanildi. Calismanm sonuglarindan
elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak
sunuldu. Kolmogorov  Smirnov testi ile deney
gruplarindan elde edilen verilerin normalligine bakildi ve
sonrasinda Independent samples t testi ile iki grup
karsilagtirmast yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Total Tiyol Sonuglari:

Amiloid Bia2 enjekte edilen hayvanlarin
serum/hipokampiislerinde total tiyol aktivitesi

(469,85+30,65), kontrol grubunda ise (558,00+23,46) dur.
Alzheimer modeli olusturulan grupta kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,05 Tablo 1 Sekil 1).

Tablo 1. Tiyol/disiilfit homeastazis analizlerinde ortalama
degerler agisindan Alzheimer ve Kkontrol gruplar arasi
farkliliklar1 gosteren independent samples t testi sonuglart

%95 Giiven
Olgiilen | Ortalama | Standart Aralig
Degerler Fark Hata P Alt Ust
Simir Simir
TTL 88,1429* | 38,6015 0,031 8,79635 | 167,4894
NTL 3,57143| 12,6972 0,781 | -22,528 | 29,67084
Disiilfit 42,2857* | 19,7697 | 0,042 | 1,64849 | 82,92294

* Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir. TTL; Total tiyol seviyesi,
NTL; Native tiyol seviyesi

=Total1'|yo
Natif Tiyo
Cloisuifit
600,001 *
*

S

400,001
2
=
]

T#
200,00 T# L
0,00~
Alzheimer Kontrol

GRUPLAR
Sekil 1. Gruplar arasi tiyol/disiilfit homeastazis analizlerinin
sonuglart (*Total tiyol seviyeleri bakimmdan gruplar
arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (p< 0,05). # Disiilfit
seviyeleri bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0,05).)

Diizce Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2020; 10(3): 343-347

Natif Tiyol Sonuclar::

Amiloid B1-42 enjekte edilen hayvanlarin
serum/hipokampiislerinde natif  tiyol aktivitesi
(104,71+8,17), kontrol grubunda ise (108,28+9,71)’dr.
Natif tiyol diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05 Tablo 1 Sekil

1).

Disiilfit Sonuglar:

Amiloid Biaz enjekte edilen hayvanlarin
serum/hipokampiislerinde disiilfit aktivitesi

(182,57+15,74), kontrol grubunda ise (224,85+11,95) dir.
Alzheimer modeli olusturulan grupta kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,05 Tablo 1 Sekil 1).

Histopatolojik inceleme:

AHM’nin olustugunu tespit etmek igin hipokampiisiin
histopatolojik olarak incelenmesinde ise primidal
noranlarda dejeneratif hiicre hasarlar1 dikkati cekti.
Bolgedeki primidal néronlarin gekirdekleri kiigiilmiistii,
cekirdekgikleri  giicliikle segiliyordu. Sitoplazmalari
kiigiik ve biizigmiis bir goriiniim almisti. Kromatolizise
bagli olarak daha eozinofilik bir goriiniimdeydi (Sekil 2).

RS At A ]
Sekil 2a ve arasi

(Kontrol

2b. Gruplar
histopatolojik  degerlendirilmesi
anlamli bir histopatolojik degisiklik gdstermezken, deneysel

grubunda (a)

alzheimer modeli olusturulan gruptaki (b)
piramidal ndronlarinda orta ila siddetli
degisiklikler bulunmaktaydi).

siganlarin
dejeneratif

TARTISMA
Ilgili ¢aligma, deneysel olarak olusturulan Alzheimer

modellemelerinde  serumda  dinamik tiyol-disiilfid
homeostazini degerlendiren ilk aragtirmadir.
Caligmamizin  bulgularina gére, AHM olusturulan

ratlarda kontrol grubuna goére hem total tiyol hem de
disiilfit seviyelerinde diislis olmasina ragmen, natif tiyol
seviyesinde anlamli bir farklilik tespit edemedik.

Daha oOnceki calismalarda oksidatif stresin Alzheimer
hastaliginin patofizyolojisinde Snemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (6,25). AH’da oldugu gibi klinikte
postmortem  kesin  teshisi  konulan  hastaliklarin
arastirmalarinda deneysel modellemeler de biiylik 6nem
arz etmektedir. Bu nedenle Erel ve arkadaslarinin bulmus
oldugu yontem kullamilarak (10), Amiloid 1.4
hipokampal enjeksiyonu ile deneysel olarak olusturulan
AHM’de Tiyol/disiilfit homeostazisinin roliinii aragtirdik.
AH, beyin dokusunda lipit, karbonhidrat, protein ve
DNA'nin  oksidasyonunda  bir  artty  meydana
getirebilmektedir. Bu durumda serbest radikaller birgok
molekiil (lipitler, proteinler, niikleik asitler) ile
reaksiyona girerek yapilarimi ve iglevlerini degistirebilir
(25). Tiyol disiilfit dengesinde ise tiyol, silfhidril
grubunu iceren oksitadif stres durumunu engellemede
kritik rolii olan organik bir bilesiktir. Hiicrenin dis
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ylizeyinde de bulunan tiyol, defansif protein mekanizmali
sisteinle beraber viicudun oksidatif strese karsi
korunmasini  saglamaktadir (24). Yapmus oldugumuz
calismada kontrol grubuna gore Alzheimer grubunda hem
total tiyol hem de disiilfit seviyelerinde azalma
goriilmektedir. Tiyol miktarindaki azalma tiyoliin
kaybina bagli olabilir. Tiyoliin distilfitlerin oksitlenme
esnasinda kullanimi da azalmanin diger sebebi olabilir
(16,26,27).

Oksidatif stres birgok hastaligin patofizyolojisinde rol
oynadig1 i¢in son zamanlarda tiyol dengesi dnemli bir yer
bulmaktadir. Tiyol -SH grubu igeren Onemli bir
antioksidan  molekiildiir. Bu  molekiiller  serbest
radikallerin viicuda verebilecegi zarar1 elektronlari
azaltarak Onleyebilmektedir. Ayrica bu reaksiyon
tiyollerin disiilfite doniislimiinii de gergeklestirmektedir.
flaveten enzimatik aktivitenin diizenlenmesi, hiicre
biliylimesi, apopitoz ve detoksifikasyon gibi farkli
hiicresel olaylarda da rol oynamaktadir (28). Intraseliiler
tiyollerin redoks seviyelerindeki farkliliklar birgok
degisik sinyal iletim yollarininin diizenlenmesine ve
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna sebep olur.
Oksidatif stres reaksiyonlari, oksidatif strese cevaben
viicutta meydana gelen redoks reaksiyonlarina karst
uyarilan sinyal yolaklarinin bilinen en ¢ok incelenmis
orneklerinden bir kismudir. Birgok farkli patofizyolojik
olaylarda intraseliller tiyol disiilfit redoksundaki
farkliliklar ROT'un sebep oldugu hiicresel degisikliklere
benzer sekilde redoks reaksiyonlarina duyarl sinyal
molekiillerinin  kimyasal modifikasyonlarinin ortaya
¢ikmasiyla sonuglanmaktadir. Bu sayede belirtilen bu
sinyal yolagi tiyol/disiilfit redoks seviyesindeki
farkliliklara duyarl olabilir (29).

Erel ve arkadaglarinin bulmug oldugu bu yontemle birgok
ndrodejeneratif hastaligin patofizyolojisinde Tiyol/disiilfit
dengesinin arastirildigi goriilmiistiir ve bu hastaliklarda
oksidatif stresin bir indikatdrii olarak Tiyol/disiilfit
homeostazi kolay ulagilabilir, basit ve ucuz bir yontem
olarak Onerilmistir (18-20). Erzin ve ark. tarafindan
bipolar hastalar iizerine yapilan klinik bir ¢aligmada
bipolar hastalikta total tiyol miktarinda kontrol grubuna
gore azalma gorillmektedir (20). Farkli bir ¢aligmada ise
sizofreni hastalarinda kontrol grubuna gore yine total
tiyol seviyelerinde azalma goriilmektedir (19). Farkli
norodejeneratif hastaliklarda tiyol miktarlarinda meydana
gelen azalma noronlarin tiyol yetersiz alimla beraber
ndromelanin ve feomelanin sentezi gibi diger sentezlerde
kullanilmasindan kaynaklanabilir (16,30).

Glimiigyayla ve arkadaslarinin klinikte Alzheimer
hastalar1 lizerinde yapilan bir ¢alismada total tiyol ve
natif tiyol seviyeleri alzheimer hastalarinda kontrole gore
anlamli derecede diislis saglamistir. Bunun yani sira
disiilfit seviyesinde ise gruplar arasinda bir farklilik
bulunmamistir (31). Bizim yaptigimiz galigmada ise hem
total tiyol hem de disiilfit seviyesinde anlamli derecede
disiis tespit edilmistir. Alzheimer teshisi konulan
hastalarda demans {iizerinden yapilan teshis ile taniya
gidilmektedir. Demansa sebebiyet veren bircok hastalikta
Alzheimer teshisi konulabilmektedir. Yaptigimiz ¢aligma
total tiyol seviyesindeki azalmanin klinik AD hastaligi ile
ayni dogrultuda oldugunu gostermistir. Ancak natif tiyol
ve disiilfitte korelasyonun olmamasi yaptigimiz
caligmada ELISA yontemi ile lgiimiin yapilmasi, diger

caligmada ise otomatik  kolorimetrik  yontemin
kullanilmasi  nedeniyle  olabilir. ~ Cinkii  bizim
calismamizda kullanilan ELISA yonteminin kolorimetrik
yonteme kiyasla sensitivite ve spesifitesi daha diisiik
oldugu bildirilmistir (32).

Calismamizin  baz1 simirhiliklart  da  bulunmaktadir.
Calismamizda rutinde Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilan ~ bir ila¢ grubu ile karsilastirmanin
yapilmamasidir. Bunun yani sira 6rneklem biiyiikligiiniin
nispeten az olmasi ve deneysel olarak olusturulan farkl
Alzheimer modellemeleri  (streptozosidin  gibi) ile
degerlendirilmemesi ¢aligsmanin kisitli oldugu alanlardir.

SONUC

flgili caliyma, deneysel olarak olusturulan Alzheimer
modellemelerinde  serumda  dinamik tiyol-disiilfid
homeostazini degerlendiren ilk aragtirmadir.
Calisgmamizin sonuglart TDH’in deneysel alzheimer
modellemelerinde, oksidatif stres mekanizmalarinin
degerlendirilmesinde ucuz, kolay ve yeni bir biyobelirteg
olabilecegini diistindiirmektedir. Ancak ¢alismamizin
sonu¢larin1  desteklemek ve daha kuvvetli bilimsel
kanitlar elde etmek i¢in daha genis Orneklem
biiyiikliigiine sahip daha ileriki ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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