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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, l-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 l-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 l-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 l-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.

Keywords: L-methionine, cognitive decline, cellular senescence

ÖZ

Amaç: Nörodejeneratif hastalıklar geri dönüşü olmayan nöronal ve 
glial kayıplarla seyreden merkezi sinir sistemi yıkılımıdır. Bu hasta-
lıklar her ne kadar nöral hücre yıkım ortak paydasında birleşseler 
de her biri farklı klinik bulgularla seyretmektedir. Bu hastalıklarda 
izlenen klinik tablo spektrumunu inceleyebilmek adına çevresel 
stresör olarak verilen l-metiyonin yüklemesinin yol açtığı davranış 
değişikliklerinin ve bu davranış değişikliklerinin temelinde olan im-
münohistokimyasal değişimlerin incelenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada davranış ve immünohistokimya 
testleri için fareler 4 gruba ayrılmıştır: dişi-kontrol (n=13), dişi-meti-
yonin (n=12), erkek-kontrol (n=12), erkek-metiyonin (n=13). Kont-
rol ve deney gruplarına post-natal 6. haftadan başlayarak, 12 hafta 
boyunca su veya 8.2 g/kg doza ulaşacak şekilde l-metiyoninli su 
verilmiştir. Bu sürenin sonunda farelere anksiyete, depresyon, ha-
fıza/öğrenme ve motor fonksiyon testleri uygulanmıştır. Davranış 
testlerinde kullanmadığımız farelerin (her gruptan davranış testleri 
öncesi rastgele seçilmiş 3 fare) beyin kesitlerinde immünohisto-
kimyasal analizler yapılmıştır.

Bulgular: L-metiyonin alan farelerde almayanlara kıyasla hipokam-
püs bağımlı mekansal hafızada istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
görülmüştür. Depresyon ve anksiyete adına herhangi bir fark bu-
lunmamıştır. Hipokampüs formasyonunun dentat girusunda yap-
tığımız immünohistokimyasal incelemede, hem dişi hem de erkek 
farelerde senesan astrositlerin tüm astrositlere olan oranı arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır.

Sonuç: Kronik yüksek doz oral l-metiyonin alımı farelerde anlamlı 
hipokampüs bağımlı mekansal hafıza bozukluklarına yol açmıştır. 
Buna paralel olarak, dentat girusta senesan astrositlerin tüm astro-
sitlere oranı da artmıştır.

Anahtar Kelimeler: L-metiyonin, kognitif yıkım, hücresel senesans
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GİRİŞ

Nörodejeneratif hastalıklar geri dönüşü olmayan nöronal ve 
glial kayıplarla seyreden merkezi ve periferik sinir sistemi yı-
kımıdır. Nörodejeneratif hastalıkların her biri çok farklı klinik 
tablolarla kendini göstermektedir. Örneğin, Alzheimer hastalığı 
(AH) hafıza bozukluğu ve diğer kognitif bozukluklarla seyre-
derken, Parkinson hastalığı (PH) öncelikle motor bozukluklara 
yol açmaktadır. Süreç içerisinde kognitif bozukluklar da tabloya 
eklenebilmektedir (1). Hastalık başlangıcı ve seyirleri genetik 
ve epigenetik farklılıklara ve çevresel stresörlere bağlı olarak 
değişmektedir. Genel anlamda nörodejeneratif hastalıkların 
prevalansı insanların ortalama yaşam beklentisinin uzamasıyla 
artmaktadır. Yapılan çalışmaların büyük bir çoğunluğu nöro-
dejeneratif hastalıkları yaşlanmayla bağdaştırsa da, sayıları gi-
derek artan yeni araştırmalar, bu hastalıkların temelinde sinir 
sisteminin gelişimsel bozukluklarının yattığını da öne sürmek-
tedir (2). Bu açıdan bakıldığında nörodejeneratif hastalıkların 
patolojisi hala tam olarak aydınlatılamamıştır.

Nörodejeneratif süreçlerde hastalığın hedefini oluşturan hücre-
lerin sitoiskeletinde parçalanma, alt bölmelerinde sitoplazmik 
organellerin balonlaşması, yıkılması (mitokondriyal balonlaşma, 
genişlemiş lizozomal vaküoller), nörodejeneratif hastalıklara 
özgü inklüzyon cisimciklerinin belirmesi, (TDP-43 proteinini içe-
ren (3) ve Lewy inklüzyon cisimcikleri vb.), sitoplazma ve nukle-
oplazmada işlenememiş artıkların çoğalması ve membranların 
bütünlüğünün bozulmasıyla seyreden çok çeşitli değişiklikler 
görülür. Buna paralel olarak hücre nöron ve glial bağlantılarında 
kesiklikler, nöronlar arası sinapslarda yıkılma ve hücreler arası 
matriks materyelinde de yine işlenememiş artıkların (amiloid, 
nörofibriler yumak) çoğaldığı görülür (4). Bu sayılan hücre içi ve 
dışı değişiklikler süreç içerisinde hücre ölümü ile sonuçlanmak-
tadır. Her ne kadar nöronlar merkezi sinir sisteminin yapı taşları 
olsalar da, astrositler ve oligodendrositlerde de dejeneratif deği-
şiklikler görülmektedir. Ayrıca astrositler ve sinir sisteminde yer 
alan diğer bir hücre grubunu oluşturan mikroglialar, inflamatu-
var yanıt oluşturarak nörodejenerasyonu hızlandırmaktadır (5).

Nörodejeneratif hastalıklar etkiledikleri bölgelere göre nöroa-
natomik farklılıklar göstermektedir (6). Kolinerjik nöronların bi-
rincil hedef olduğu gösterilmiş AH’de bütün kolinerjik nöronlar 
etkilenmemektedir. Öncelikle Meynert’in bazal nukleusundaki 
büyük kolinerjik projeksiyon nöronları dejenerasyona uğra-
maktadır. Bazal nukleustaki bu kolinerjik nöronların fonksiyon-
larının bozulmasıyla birlikte bu nöronların uzantılarıyla sinaps 
yapan kortikal ve hipokampal nöronların fonksiyonlarının 
değiştiği de gösterilmiştir (7). Hastalığın çok ileri safhaların-
da hücresel yıkım merkezi sinir sisteminin diğer alanlarına da 
yayılmaktadır. PH’de ise öncelikli hedef substantia nigra pars 
kompaktadaki dopaminerjik nöronlardır (8). Benzer bir şekil-
de Huntington hastalığında hücre dejenerasyonu ve ölümleri 
öncelikle striatumdaki dopaminerjik orta spinal nöronlarda 
izlenmektedir (9). Spinoserebellar atakside ise öncelikli yıkım 
Purkinje hücrelerini etkiler (10). İlginç bir şekilde bunca farklı 
nörodejeneratif hastalıkta neden bu özel bölgelerin ve hücre 
gruplarının hedef seçildiği henüz açıklanamamıştır (11,12).

Nörodejeneratif hastalıkların en önemli özelliklerinden biri de 
klinik bulguların ortaya çıkmasından önce hücreleri etkileyen 
patolojik değişikliklerin dekatlar boyu sessiz bir şekilde ilerle-
meleridir. Kognitif ve diğer nörolojik fonksiyonların klinik tab-
lonun ortaya çıktığı döneme kadar nasıl olup da korunabildiği 
henüz aydınlatılamamıştır. Bu konuda bir çok hipotez ortaya 
atılmış olsa da çevresel etmenlerin, klinik öncesi latent döne-
min uzunluğunu belirlediği düşünülmektedir (13). Bu yüzden 
klinik öncesi dönemde sinir sisteminde süre giden fizyopatolo-
jik değişikliklerin tanısının konulmasını sağlayacak biyomarker-
ların ve psikometrik testlerin bulunması çok önem kazanmıştır. 
Böylece ön tanısı konacak hastaların çevresel zararlı etmenler-
den kendilerini koruyabilmeleri ve hastalığın klinik tablosunun 
ortaya çıkmasının mümkün olduğunca geciktirilmesi hedeflen-
mektedir. Örneğin otozomal dominant bir hastalık olarak bili-
nen Huntington hastalığına yakalanacağı belirlenen kişilerin, 
hastalık tablosunun başlamasından 20-30 yıl öncesinde kontrol 
grubundakilere göre anlamlı derecede artmış konuşma bozuk-
lukları (parafazi) sergilediği gösterilmiştir (14).

Nörodejeneratif hastalıkların etiyopatogenezleri genetik, epi-
genetik ve çevresel pek çok faktörün etkileşimiyle açıklanmak-
tadır. Yukarıda saydığımız klasik ailevi nörodejeneratif hasta-
lıkların yanı sıra beslenme (B12 eksikliği) (15), metabolizma 
bozukluklarına (hipotiroidizm, Wilson hastalığı, glikojen depo 
hastalıkları vb.) ve çeşitli çevresel toksinlerin (kurşun ve arsenik 
zehirlenmesi vb.) etkisine bağlı sinir sistemiyle sınırlı olmayan 
birçok dejeneratif hastalık daha tanımlanmıştır. Son olarak bu 
çok zengin klinik ve patolojik tabloya genetik ve çevresel fak-
törlerin nasıl etkili olduğu tam olarak henüz açıklanamayan 
multipl skleroz hastalığı da eklenmelidir.

Bu hastalıkların çoğu teşhis konulduğunda tedavi edilemeye-
cek kadar ileri bir klinik tabloya ulaşmış olmaktadırlar. Bununla 
birlikte B12 eksikliğinin neden olduğu subakut kombine de-
jenerasyon, yine hem B12 hem de erişkin hipotiroidizminin 
neden olduğu geçici demansiyel tabloların, bu besinsel ve 
endokrin eksikliğin telafi edilmesiyle tedavi edilebiliyor olması 
nörodejeneratif süreçlerin mutlak geri dönüşümsüz olmadığı 
umudunu vermektedir. Bu yüzden sayıları giderek artan temel 
bilim ve klinik araştırmalar ortalama insan ömrünün artmasıy-
la çağımızın en büyük hastalıkları haline gelen nörodejeneratif 
tabloların erken teşhisi ve tedavisine odaklanmıştır.

Yukarıda saydığımız çevresel faktörler dışında B12 eksikliğine 
de neden olabilen yüksek l-metiyonin alımının hiperhomo-
sisteinemiye yol açarak (16) nörodejenerasyona neden olabi-
leceği gösterilmiştir (17). Bu tablo genetik mutasyon sonucu 
sistatiyonin beta sentaz enziminin çalışamadığı durumlarda 
ortaya çıkmakla birlikte, homosistein siklusunun ön maddesi 
olan metiyonin amino asitinin aşırı yüklemesiyle de ortaya çı-
kabilmektedir (Sekil 1). Alınan metiyonini metabolize etmeye 
yetişemeyen homosistein siklusu vücutta yan ürün olarak ho-
mosistein artışına neden olmaktadır. Bu durum görece folik 
asit, B12 veya B6 vitamini eksikliği yaratıp çeşitli hematolojik 
(18), nörodejeneratif tablolara (17) ve hatta inmelere (19) yol 
açmaktadır (20). Hiperhomosisteinemi ayrıca damar cidarında 
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endotelyal hücrelerin membran bütünlüğünü bozup, yaygın 
oksidatif stresle (21) birçok homeostatik mekanizmanın bozul-
masına neden olduğunu açıklayan çalışmalar da vardır (17,22). 
Biz bu çalışmamızda öncelikle homosistein metabolizmasının 
dekompansasyonuyla ortaya çıktığı gösterilen nörodejeneratif 
tabloyu hazırlayan (17) ve sonucunda nöroanatomik alanları ve 
buralardaki hücre tiplerini selektif olarak etkileyebilecek hücre 
yıkılım sürecini incelemek istedik. Özellikle bu değişikliklerin, 
nörodejeneratif süreçlerin başlamasında rolü olabileceği yakın 
zaman önce öne sürülmüş senesans savunma mekanizmasıy-
la olan ilgisini araştırdık. Bu özel moleküler savunma yolağı 
öncelikle hücrenin kanserleşmeye karşı geliştirdiği bir direnç 
mekanizması olarak tanımlanmıştır. İmmünohistokimyasal 
çalışmalarda, senesans mekanizmasına giren hücreler, özel 
senesansla alakalı beta-galaktozidaz (SA β-Gal) boyamasıyla 
belirlenmiştir. Bu hücrelerde SA β-Gal boyası, kanserleşmeyi 
tetikleyen çevresel strese bağlı olarak aktive olan lizozomlarda 
β-galaktozidaz enziminin arttığını göstermektedir (23). Ancak 
bu artış sonucunda tetiklenen kanser, hücre ölümü ve nörode-
jeneratif süreçleri başlatan moleküler yolaklardaki değişiklik-
lerin incelenmesi hala devam etmektedir. Özellikle senesansın 
hedef hücrede nörodejenerasyonu başlatan mı, yoksa ona karşı 
oluşan moleküler bir savunma mekanizması mı olduğu bilin-
memektedir. Bu amaçla çalışmamızda, daha önce nörodejene-
rasyona neden olduğu gösterilmiş çevresel bir faktörü (organ 
yetmezliği dozu altı l-metiyonin yüklemesi) kullanarak akut dö-
nemde farelerde gelişebilecek bilişsel, duygudurum, motor ve 
denge bozuklukları ve bu sürecin altında yatabilecek hücresel 
değişiklikler çeşitli davranış testleri ve immünohistokimyasal 
yöntemlerle analiz edilmiştir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kontrol ve Deney Grubu Fareler ve L-metiyonin Yüklemesi
T.C. İstanbul Üniversitesi Rektörlüğü Hayvan Deneyleri Yerel 
Etik Kurulu Başkanlığı’nın 2018/07 nolu etik kurul onayınca 
hayvan deneyleri yürütülmüştür. Deneylerimizde hem dişi 
hem de erkek C57BL6 fareler kullanılmıştır. Deney ve kontrol 
grubu  fareleri, doğumdan itibaren 6 hafta boyunca kontrollü 
bir ortamda tutulmuş ve hiçbir dış değişkene maruz kalma-
mışlardır. Diyetleri normal devam etmiştir. İlk 4 hafta boyunca 
anne fare tarafından emzirilmişlerdir. 4. haftanın sonunda cin-
siyetlerine göre ayrılmış ve her kafeste 5 fare olacak şekilde ge-
lişimlerini tamamlamışlardır. Daha önce Tapia-Rojas ve ark. (17) 
tarafından standardize edildiği üzere, 12 hafta boyunca içme 
suyu aracılığıyla l-metiyonin (doz: 8.2 g/kg) almışlardır. Bu süre 
zarfında farelerin su veya l-metiyonin tüketimleri ve kilo deği-
şimleri takip edilmiştir. Veteriner hekim takibinde herhangi bir 
klinik düşkünlük tablosu gözlenmemiştir.

Kas-İskelet Bozukluğu Testi
Açık Alan Testi: Her ne kadar standardize edilmiş davranış test-
leriyle bilişsel ve duygudurum bozukluklarını ölçüyor olsak da, 
bu bozukluğun altta yatan temeli bazen inme veya merkezi 
sinir sistemi (MSS) tümörü vb. fokal strüktürel bozukluklar ola-
bilmektedir. Bu tarz hastalıklar bilişsel bozukluğun yanı sıra pek 
çok diğer nörolojik bozukluğa neden olup testlerin sonuçlarını 
olumsuz yönde etkileyebilmektedir. Ayrıca çeşitli kas-iskelet 
bozuklukları da MSS motor fonksiyon testlerinde yanlış pozi-
tiflik ortaya çıkarabilmektedir. Bu durum daha sonraki testleri 
yanlış yönlendirebilmektedir. Bu amaçla açık alan testi ile be-

Şekil 1. Metiyonin/homosistein siklusu. https://www.inner-alchemy.com.au/inner-alchemy-blog/2017/10/22/mthfr-10-tips-
to-supporting-mthfr  internet sayfasından alınarak modifiye edilmiştir.
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lirgin bozukluğu olan fareleri deney ve kontrol gruplarından 
çıkarmak amaçlanmıştır. Bu test ile fareler 40 cm x 40 cm lik 
yukarıdan aydınlatılmış üstü açık kutuya konularak belirgin bir 
lokal motor bozukluğun olup olmadığı incelenmiştir.

Anksiyete Testi
Yükseltilmiş Artı Labirent Testi (YALT): Farelerde anksiyete düze-
yini ölçmeye yarayan testlerden biridir. YALT yerden bir metre 
yükseltilerek “+” şeklinde tasarlanmış bir platformdur. Bu ar-
tının iki kolu kapalı ve diğer iki kolu ise açıktır. Test süresince 
farenin açık ya da kapalı kollarda ne kadar hareket ettiği ve ne 
kadar süre kaldığı kamera ile kaydedildikten sonra ANY-Maze 
yazılımı aracılığı ile değerlendirilmektedir. Kapalı kollarda geçi-
rilen zamanın öncelikli artışı anksiyeteye işaret etmektedir.

Depresyon Testi
Zorunlu Yüzme Testi: Depresyon benzeri davranışı ölçmek için 
Porsolt’un zorunlu yüzme testi kullanılmıştır. Bu testte 4 L’lik be-
her kaplarına oda sıcaklığında su konulduktan sonra fareler tek 
tek suya bırakılır ve 10 dakika boyunca farelerin sudaki hare-
ketli ve hareketsiz kalma süreleri izlenir. Farelerin su yüzeyinde 
hareketsiz kalmayı tercih etmesi depresyona işaret etmektedir.

Hafıza ve Öğrenme Testleri
Nesne-mekan testi: Farelerin yalnızca hipokampüse bağımlı 
hafızalarını test etmek için nesne tanıma testi kullanılmıştır. 
Bu test için iki adet aynı nesne (kemirgenler için ilgi çekici) 
test kutusu içinde farklı yerlere yerleştirilir. Farelerin nesne-
lerin yerlerini hatırlayabilmeleri için davranış testi alanının 
duvarlarına görsel ipuçları eklenir. Böylelikle fareler uzaysal 
olarak her iki objeyi 4 dakika boyunca inceleyebilmektedir. 
Daha sonra nesnelerden biri farklı bir konuma yerleştirilir ve 
farenin bu değişiklikten sonra her iki nesneyi izlediği süreler 
not edilir. Öğrenim ve test arasındaki süre testten teste de-
ğişebilmektedir. Bu yüzden standart olarak bu testler 40 ya 
da 70 dakikalık aralıklarla yapılır. Farenin ilgisi dağıldığından 
daha uzun süre verilmemektedir. Çalışmamızda testlerimiz 
için 70 dakikalık süre uygulanmıştır. 

Nesne Tanıma Testi: Farelerin hipokampüsten bağımsız hafıza-
larını test etmek için nesne tanıma testi kullanılmıştır. Yapılan 
araştırmalara göre bu test hipokampüs ve kortikal nöronal si-
nir ağlarının ortak katılımını gerektirmektedir (24). Bu test için 
birbirine tıpatıp benzeyen iki objeyi incelemeleri için fareler 
40 cm x 40 cm'lik davranış alanına yerleştirilmiştir. Test alanında 
herhangi başka bir görsel ipucu olmamasına özen gösterilmiş-
tir. Daha sonra fareler bu iki nesneyi incelemek için 10 dakika 
test alanında bırakılmıştır. İnceleme sonrasında fareler kafesle-
rine konup hayvan odasına geri götürülmüşlerdir. Bir gün son-
ra, aynı test alanında nesnelerden bir tanesini değiştirip fare-
lerin verdiği tepki ANY-Maze Behavioral Tracking Software ile 
kaydedilmiş ve incelenmiştir.

Motor Fonksiyon Testi
Denge Kirişi Testi: Denge kiriş testi için 1 cm kalınlığında ve 1 
metre uzunluğunda pleksiglastan yapılmış bir kiriş yerden 1 
metre yükseklikte iki tahta ayak üzerine sabitlenmiştir. Farelerin 
ilk iki gün günde üç defa olmak üzere denge kirişinde yürütüle-

rek ortama alışmaları sağlanmıştır. Sonraki iki gün yine günde 
üç deneme yaparak farelerin denge kirişindeki yürürken ön ya 
da arka ayaklarının kayma sayısı takip edilmiştir. Toplamda elde 
edilen kayma (denge kaybı) sayıları istatistiksel olarak incelen-
miştir.

3,3’-Diaminobenzidine Boyaması
3,3’- Diaminobenzidine (DAB) boyaması için ise dokular endo-
jen peroksidaz enzimi aktivitesini bertaraf etmek için öncelikle 
10 dakikalık H2O2 solüsyonuna tabi tutuldu. Daha sonra uygun 
hayvan serumu ile sabitlenen beyin kesitleri uygun antikorlarla 
işaretlendi. Akabinde ikincil biyotinlenmiş antikorlar, DAB kok-
teyli ve ABC kiti solüsyonlarıyla kesit mikroskopik incelemeye 
hazır hale getirildi.

Senesansla Alakalı β-Galaktozidaz Boyaması
SA β-Gal yukarıda belirtilen immünolojik boyamaya ek olarak 
yapılan ve senesans savunma mekanizmasını oluşturmuş hüc-
relerin ek olarak boyanmasını sağlayan bir metottur. Buna göre 
daha önceki reaksiyonlara ek olarak, dokular CBA-230 Cellular 
Senescence Assay Kit solüsyonları ile fikse edildi ve ek olarak 
X-Gal solüsyonu ile birlikte +37°C’de 24 saat inkübe edildi.

İstatistiksel Analiz
Davranış testlerindeki değişimler istatistiksel olarak ki-kare 
testi, iki yönlü ANOVA ve post-hoc analiz olarak Tukey’in çoklu 
karşılaştırması kullanılarak hesaplandı ve p<0.05 değeri anlamlı 
kabul edildi. Grafiklerde su ve metiyonin alanlar arasındaki is-
tatistiksel anlamlılık* (asterisk) ile, metiyonin alan erkek ve dişi 
fareler arasındaki istatistiksel anlamlı farklılık is Δ (delta) ile gös-
terildi (p≤0.05 için *; p≤0.01 için **; p≤0.001 için ***; p≤0.0001 
için **** sembolleri kullanıldı). İstatistiksel analiz için Graphpad 
Prism 8.4.3 programı kullanıldı.

BULGULAR

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Klinik Açıdan 
Karşılaştırılması
Davranış testleri başlamadan önce farelerin herhangi bariz kli-
nik nörolojik defisitlerinin olmadığı açık alan testi ile teyit edil-
miştir. Deneylerimizde tüm fareler birbirine benzer davranışlar 
sergilediğinden hiçbir fare deney dışında bırakılmamıştır.

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Anksiyete Düzeyleri 
Açısından Karşılaştırılması
L-metiyonin alımının hemen ardından yapılan yükseltilmiş la-
birent testinin sonuçları iki yönlü ANOVA ile analiz edildiğinde 
l-metiyonin alan ve almayan dişi ve erkek grupları arasında 
anlamlı bir istatistiksel farklılık gözlenmemiştir (F(1, 35)=0.2778; 
p=0.6015) (Şekil 2-A). 

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Depresyon Düzeyleri 
Açısından Karşılaştırılması
Farelerin yüzme davranışlarına göre depresyon paternlerini in-
celedik. Zorunlu yüzme testinin sonuçları iki yönlü ANOVA ile 
analiz edildiğinde l-metiyonin alan ve almayan dişi ve erkek 
grupları arasında anlamlı bir istatistiksel farklılık gözlenmemiş-
tir (F(1, 15)=1.317; p=0.2690) (Şekil 2-B).
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Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Motor Fonksiyonları 
Açısından Karşılaştırılması
Denge kirişi testinin sonuçları iki yönlü ANOVA ile analiz edil-
diğinde l-metiyonin alan ve almayan dişi ve erkek grupları ara-
sında anlamlı bir istatistiksel bir farklılık gözlenmemiştir (F(1, 

25)=0.3036; p=0.5865) (Şekil 2-C).

Kontrol ve Deney Grubu Farelerinin Hipokampokortikal 
Ağlara Bağlı Hafıza ve Öğrenme Fonksiyonları Açısından 
Karşılaştırılması
Bu test ile farelerin bir gün arayla yeni objeyi tanıyarak onu in-
celeme isteğini analiz ettik. Bu test ile yalnızca hipokampüse 
değil hafızanın işlenmesine katılan diğer kortikal yapıları da 
(entorinal, peririnal korteks ve parahipokampal bölge) test 
etmiş olduk. Nesne tanıma testinin sonuçları iki yönlü ANOVA 
ile analiz edildiğinde l-metiyonin alan ve almayan dişi ve erkek 
grupları arasında anlamlı bir istatistiksel bir farklılık gözlenme-
miştir (F(1, 34)=2.147; p=0.1521) (Şekil 2-D).

Kontrol ve Deney grubu farelerinin hipokampüse bağlı me-
kansal hafıza fonksiyonları açısından karşılaştırılması
Nesne-mekan testinin sonuçları dişiler ve erkekler olarak ayrı 

ayrı ki-kare testine tabi tutulmuştur. Dişilerin su alanları ile 
l-metiyonin alanları arasında anlamlı bir fark görülmektedir. 
(χ2(1)=24.72; p<0.0001) Buna ek olarak su alan erkek fareler ile 
l-metiyonin alan erkek fareler arasında da anlamlı bir istatistik-
sel fark görülmektedir (χ2(1)=13.79; p=0.0002) (Şekil 3).

Şekil 3. Hipokampüse bağlı mekansal hafıza fonksiyonları.

Şekil 2. A: Anksiyete düzeyleri B: Depresyon düzeyleri C: Motor fonksiyon bozukluğu düzeyleri D: Hipokampokortikal ağlara 
bağlı hafıza ve öğrenme fonksiyonları.
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Hipokampal Bölgelerde Senesan Hücre Oranlarındaki 
Değişikliklerin Karşılaştırılması
Yaptığımız immünohistokimyasal ön taramalar, hipokampüs-
te nöron, mikroglia ve oligodendrositlerin yoğunluğunda ve 
bu hücrelerin senesan olanlarının yoğunluğunda belirgin bir 
değişiklik göstermemiştir (veriler gosterilmedi). Her üç alanda 
(dentat girus, CA1, CA3) senesan astrositlerin tüm astrositlere 
olan oranını incelediğimizde, bu oranın l-metiyonin alan dişi 
ve erkek farelerin su alanlara kıyasla trend olarak daha yüksek 
olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4). CA1’de senesan astrositlerin 
tüm astrositlere oranını cinsiyet ve l-metiyonin iki değişkeni-
ne bağlı olarak iki yönlü ANOVA testi incelediğimizde anlamlı 
istatistiksel fark saptanmamıştır (F(1, 8)=0.5000; p=0.4996). Bu 
oranı CA3’te yine aynı değişkenler açısından iki yönlü ANO-
VA testi ile incelediğimizde yine istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark görülmemiştir (F(1, 8)=1.071; p=0.3309). Son olarak dentat 
girusta, senesan astrositlerin tüm astrositlere oranı adına l-me-
tiyonin alma ve cinsiyet değişkenleri dahilinde iki yönlü ANOVA 
testinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmektedir (F(1, 

8)=16.33; p=0.0037). Akabinde yaptığımız Tukey çoklu analizin-
de, su alan (n = 3 , 1.667±0.5774, 95% CI [0.234, 3.101]) ve l-me-
tiyonin alan (n=3, 6.333±0.5774, 95% CI [4.899, 7.768]) dişi fa-
reler arasında (p<0.0001), su alan (n=3, 2.000±0, 95% CI [2.000, 
2.000]) ve l-metiyonin alan (n=3, 4.333±0.5774 , 95% CI [2.899, 
5.768]) erkek fareler arasında (p=0.0037) ve son olarak l-metiyo-
nin alan dişi (n=3, 6.333±0.5774 , 95% CI [4.899, 7.768]) ve erkek 
fareler (n=3, 4.333±0.5774 , 95% CI [2.899, 5.768]) arasında is-
tatistiksel olarak anlamlı (p=0.0052) farklılıklar saptanmıştır. Bu 
ön çalışma sonucunda MSS’deki diğer hücrelerden farklı olarak 
astrositlerde senesans yolağının öncelikli olarak aktive edildiği-
ni düşünmekteyiz. Bu hücresel değişikliğin akut bir reaksiyon 
mu, yoksa uzun dönemde nörodejenerasyon ve hücre kaybıyla 
sonlanacak kronik bir sürecin başlangıcı mı olduğu sorusuna 
cevaplar daha sonraki çalışmalarımızda incelenecektir.

TARTIŞMA

Hiperhomosisteinemi kemirgen modelleri uzun yıllardır çok 
farklı hastalıkların etiyopatogenezinin araştırılması için kullanıl-
maktadır (25,26). Kardiyovasküler, nörodejeneratif hastalıklardan 

retinal inflamasyona kadar birçok patolojinin araştırılmasında 
hiperhomosisteinemi modelleri kullanılmıştır (27,28). Hiperho-
mosisteineminin nörodejenerasyondaki rolünün, vasküler yapı-
ya olan direk hasardan mı, neden olduğu oksidatif stresten mi, 
yoksa bunların kombinasyonunun tetiklediği başka moleküler 
yolakların işlev değiştirmesinden dolayı mı olduğu henüz tam 
anlamıyla netleştirilememiştir (29). Homosistein, bulunduğu or-
tamda sahip olduğu sülfür bağı nedeniyle çevresindeki molekül-
lerle artmış elektron alışverişinde bulunarak Red/Ox dengesini 
bozmaktadır (30). Bu durum bu aminoasitin çok farklı patofizyo-
lojik yolaklarda etkili olmasına neden olmaktadır (31).

Çalışmamızda her ne kadar biyokimyasal testlerle dinamik plaz-
ma homosistein konsantrasyonunu incelememiş olsak da, daha 
önce yüksek doz l-metiyoninin alımının hiperhomosisteinemiye 
yol açtığını kanıtlayan bir çalışmadan (32) daha yüksek bir doz 
kullanılmıştır. Kronik l-metiyonin yüklemesine tabi tutulmuş fa-
relerde hiperhomosisteinemi modeli oluşturmaya çalışılmış ve 
bu negatif etkinin beyinde hangi hücre gruplarını etkilediği araş-
tırılmıştır. L-metiyonin alıp almamalarına ve cinsiyetlerine göre 
karşılaştırılabilir gruplara ayrılmış fareler, standardize edilmiş 
çeşitli davranış testleriyle incelenmiştir. Bu çalışmalarda seçilen  
l-metiyonin yükleme dozunun organ yetmezliğine neden olabi-
lecek eşiğin altında olmasına dikkat edilmiştir. (33). Bu yükleme 
sonucunda beklemediğimiz bir şekilde hem dişi hem de erkek 
farelerde sadece hipokampüse bağlı mekansal hafızaya bağlı 
bir bozulma olduğu gözlenmiştir. Ayrıca erkek farelerin dişilere 
kıyasla nesne-mekan testinde istatistiki olarak anlamlı olmasa 
da farklılık gösterdiği saptanmıştır (17,34) (Şekil 2-C). Bu farklılık 
bize, dişi ve erkek fare cinslerinin l-metiyonin yüklemesine karşı 
değişik dirence sahip olduğunu düşündürmüştür. Cinsiyet farklı-
lığının davranış paternleri üzerine etkisi ile ilgili bir çok yayın ya-
pılmış olmasına rağmen (35), bu farklılığın alt yapısını oluşturan 
nöroanatomik alanların cinsiyete göre işlevselliği ve stresör has-
sasiyetleri henüz tam anlamıyla anlaşılamamıştır.

Daha önce yapılan çalışmalarda hafıza fonksiyonlarının tes-
te tabi tutulan öznenin duygu durumundan etkilenebileceği 
gösterilmiştir (36). Bununla birlikte çalışmamızda kullandığımız 
yüksek doz l-metiyonin uygulanmış fare modelinde ne dişi, 

Şekil 4. CA1, CA3 ve dentat girusta (DG) senesan astrositlerin tüm astrositlere oranı.
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ne de erkek farelerde anksiyete ve depresyon görülmemiştir.. 
Böylelikle duygudurum değişikliklerinin hafıza testlerinin so-
nuçlarını etkileme ihtimali ortadan kalkmaktadır. Bu açıdan 
bakıldığında kullandığımız modelin salt hafıza bozukluğunu 
incelemek açısından avantajlı olduğu ortaya çıkmaktadır.

Çalışmamızda nörodejenerasyonun sinir sisteminde etkilediği 
alanların yaygınlığını incelemek açısından bilişsel ve duygudu-
rum testlerinin yanı sıra motor ve denge testleri de kullanılmış-
tır. Ne dişi, ne de erkek farelerde herhangi bir motor ya da denge 
kusuruna rastlanmamıştır. Dolayısıyla yaptığımız çalışmada yük-
sek doz l-metiyoninin olumsuz etkisine en fazla duyarlı nörolojik 
alanın hipokampal bölgeler olduğu düşünülmektedir. Bununla 
birlikte uzun dönemde l-metiyonin yüklemesinin etkileri sinir 
sisteminde yaygın hasara da neden olabilir. Öte yandan hipo-
kampokortikal devrelere bağlı hafıza üzerinde anlamlı bir fark-
lılık bulamamış olmamız, ya bu bölgelerin l-metiyonin etkisine 
daha dirençli olduğunu, ya da bu devreleri oluşturan diğer 
nöroanatomik alanlarda (striatum, substantia nigra, entorinal 
korteks vb.) bilişsel işlevleri negatif etkileyebilecek nörodejene-
rasyonun henüz oluşmadığını düşündürmektedir. Bu söz konu-
su anatomik ve hücresel değişiklikleri daha sonra yapacağımız 
çalışmalarda daha derinlemesine araştırmayı planlamaktayız. 

Günümüze kadar nörodejenerasyonu açıklayan moleküler yolak-
lar içinde oksidatif stres (37), apoptozis (38), bağırsak disbiyozu 
(39,40), hücresel senesans (41) vb. pek çok mekanizma öne sürül-
müştür. Bu çalışmamız l-metiyonin yüklemesinin akabinde hippo-
kampüste hücre kaybı olmaksızın, hücresel senesans mekanizma-
sının özellikle astrositlerde artmış olduğunu göstrmektedir. Ancak 
bu hücresel yanıtın akut bir cevap mı olduğunu, yoksa giderek 
nörodejenerasyon ve hücre kaybıyla seyredecek bir sürecin baş-
langıcı mı olduğu konusunda çalışmalarımız devam etmektedir. 

Hücresel senesans ilk tanımlandığında çeşitli stresörlere maruz 
kalan hücrenin kanserleşmeyi önlemek adına geliştirdiği bir 
savunma yöntemi olarak tanımlanmıştır. Bu teori senesansı, 
kanserleşme ve apoptozis arasında seçim yapmak durumun-
da kalan hücrenin, hücre siklusundan çıkıp, apoptotik yolakla-
rı geçici olarak inhibe edip on yıllar boyunca temel işlevlerini 
idame ettirebildiği bir dönem olarak tanımlanmıştır (42). Ancak 
bu savunma mekanizması hücreyi ilelebet koruyamamaktadır. 
Senesansa giren hücreler, daha önce de belirttiğimiz gibi im-
münohistokimyasal yöntemlerle SA β-Gal boyası ile belirlenir. 
Ancak son yıllarda yapılan immünohistokimyasal çalışmalar bu 
SA β-Gal boyamasının, kanser dışındaki sinir sisteminin embri-
yonik gelişiminde programlı hücre ölümünden çok çeşitli nöro-
dejeneratif süreçlere varan ortamlarda senesansa girmiş hüc-
relerin varlığını göstermiştir (43-45). Bu bağlamda embriyonik 
gelişim ya da nörodejenerasyon sürecinde hücresel senesansın 
kanserde olduğu gibi genetik, epigenetik ve çevresel stresler 
tarafından işlevselliği bozulmuş hücrelerin ayıklanmasını tetik-
leyen bir süreç mi olduğu, yoksa bu özel hücresel konumlarda 
nörodejenerasyonu engellemek için geliştirilmiş bir savunma 
mekanizması mı olduğu, ya da tam tersine nörodejenerasyonu 
başlatan moleküler yolakları aktive mi ettiği bilinmemektedir. 
Son olarak hücresel senesans, bütün bu fizyolojik gelişimsel ve 

patolojik süreçlerden bağımsız olarak, moleküler yolaklarda or-
taya çıkan epifenomenolojik değişiklikleri de yansıtıyor olabilir. 
Bu soruları cevaplayabilmek için daha sonraki çalışmalarımızda 
l-metiyonin yüklemesi yapılmış farelerde uzun dönemde hipo-
kampüste ve hafızayı destekleyen diğer nöroanatomik alanlar-
da ortaya çıkabilecek immünohistokimyasal ve ultrastrüktürel 
değişimleri incelemeyi amaçlıyoruz. Böylece hücresel senesans 
mekanizmasının tek başına nörodejenerasyonu başlatmaya ye-
terli olup olmadığı konusunda açıklık getirilecektir.
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