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OZET

Altun, Y.M. (2020). Norodejeneratif Hastaliklarda Hiicresel Senesans Mekanizmasinin
Rolii. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilim ABD. Doktora Tezi.
Istanbul

Norodejeneratif hastaliklar geri doniisii olmayan néronal ve glial kayiplarla
seyreden merkezi ve periferik sinir sistemi yikimidir. Bu hastaliklar her ne kadar hiicre
yikimi ortak paydasinda birlesse de bu hastaliklarin her biri farkli klinik bulgularla
kendilerini gostermektedir. Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli 6zelliklerinden biri
de klinik bulgularin ortaya c¢ikmasindan Once hiicreleri etkileyen patolojik
degisikliklerin dekatlar boyu sessiz bir sekilde ilerlemeleridir.

Hiicresel senesans, bazen fizyolojik bazen de gesitli stres etmenleri ve
yaslanmaya bagli olarak ortaya ¢ikan ve hiicrenin proliferatif yolaklara girmesini
engelleyen bir hiicre siklusu durdurma yanitidir. Hiicresel senesans, ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siire¢lerin sonucunu etkilediginden, nérodejeneratif tablolar {izerindeki etkisi
arastirilmaktadir.

Norodejeneratif hastaliklarda sessizce giden hiicresel modifikasyonlari ve bu
tabloya paralel giden kognitif, duygudurumsal ve motor degisiklikleri inceleyebilmek
icin gevresel stresor olarak verilen 1-metiyoninin yol agtigi davranis bozukluklarinin ve
immiinohistokimyasal degisimlerin incelenmesini amagladik.

L-metiyonin alan farelerde almayanlara kiyasla hipokampiis bagimli mekansal
hafiza bozuklugu, hipokampo-kortikal aglara bagli 6grenme ve hafiza bozuklugu ve
motor bozukluklar gozlemledik. Bu bulgular1 immiinohistokimyasal analizlerle
inceledigimizde, hipokampiis formasyonunda mekansal hafizayr olusturmada ve
afferent inputlarin islenmesi ve ayristirilmasinda rol oynayan dentat girusta ve CA3’te
senesan astrosit yogunluklar1 adina degisiklikler gézlemledik. Ayrica, erkek farelerin
davranig testlerinde gozlemledigimiz motor bozukluk bulgularina paralel olarak, erkek
farelerin somatosensoriyel ve primer motor korteks alanlarnin sirasiyla V. ve VL
katmanlarinda senesan néronlarin yogunlugu adina kontrollere kiyasla deney grubunda
istatistiksel olarak anlaml farkliliklar g6zlemledik.

Calismamizin sonuglar1 beynin farkli alanlarinin 1-metiyonin yiiklemesine olan
secici hassasiyetine dikkat c¢cekmektedir. Bu noroanatomik hassasiyet farelerin
cinsiyetlerine gore farklilik gostermektedir. Hafiza ve motor fonksiyon bozukluklarina
eslik eden degisken senesans yanitinin da ndrodejenerasyonla iliskisi oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Norodejenerasyon, Hiicresel Senesans, Hiperhomosisteinemi,
Alzheimer Hastaligi, Demans

Bu calismada bildirilen arastirmalar Ulusal Saglik Enstitiileri (Amerika Birlesik
Devletleri) tarafindan desteklenmistir. (Ulusal Nérolojik Bozukluklar ve Inme Enstitiisii
— RO1NS073758)
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ABSTRACT

Altun, Y.M. (2020). The role of cellular senescence in neurodegenerative
diseases. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Neuroscience.
Doctorate Thesis. Istanbul.

Neurodegenerative diseases are central and peripheral nervous system
catastrophes with irreversible neuronal and glial losses. Although these diseases share
cell destruction as a common denominator, each of them manifests with different
clinical findings. One of the important features of neurodegenerative diseases is the
silent progression of the pathological changes affecting the cells for decades before the
clinical findings appear.

Cellular senescence is a cell cycle arrest response that may occur due to
physiological, various stress factors and/or aging and prevents the cell from entering
proliferative pathways. Since cellular senescence affects the outcome of various
physiological and pathological processes, its effect on neurodegeneration is under
investigation.

We aimed to examine behavioral and immunohistochemical changes caused by
I-methioninine in order to examine insidious cellular modifications and cognitive,
affective and motor function changes accompanying neurodegenerative diseases.

Compared to the controls, we observed hippocampus dependent spatial memory
damage, hippocampocortical network dependent learning and memory impairment and
motor dysfunctions. In immunohistochemical analysis, we observed changes in
senescent astrocyte densities in the dentate gyrus and CA3 which play a role in creating
spatial memory and processing/separation of afferent inputs. Parallel to motor
dysfunctions observed in the behavior tests of male group; we observed statistically
significant differences in senescent neuron densities in layers V. and VI. in the
somatosensory and primary motor cortex, respectively.

Our results draw attention to the selective vulnerability of different brain areas to
I-methionine. This neuroanatomical vulnerability may differ between sexes. Cellular
senescence response accompanying memory and motor dysfunctions is also thought to
be related to neurodegeneration.

Key Words: Neurodegeneration, Cellular Senescence, Hyperhomocysteinemia,
Alzheimer Disease, Dementia

Research reported in the present work was supported by the National Institutes of
Health (National Institute of Neurological Disorders and Stroke Grant RO1NS073758)



1. GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklar geri doniisii olmayan noronal ve glial kayiplarla
seyreden merkezi ve periferik sinir sistemi yikimidir. Norodejeneratif hastaliklarin her
biri ¢ok farkli klinik tablolarla kendini gdstermektedir. Ornegin, Alzheimer hastaligi
(AH) hafiza bozuklugu ve diger kognitif bozukluklarla seyrederken, Parkinson hastaligi
(PH) oncelikle motor bozukluklara yol ag¢maktadir. Siire¢  icerisinde kognitif
bozukluklar da tabloya eklenebilmektedir (Kovacs 2017). Hastalik baslangici ve
seyirleri genetik ve epigenetik farkliliklara ve ¢evresel stresorlere bagli olarak
degismektedir. Genel anlamda nodrodejeneratif hastaliklarin prevalanst insanlarin
ortalama yasam beklentisinin uzamasiyla artmaktadir. Yapilan ¢alismalarin biiylik bir
cogunlugu norodejeneratif hastaliklar1 yagslanmayla bagdastirsa da, sayilar1 giderek artan
yeni aragtirmalar, bu hastaliklarin temelinde sinir sisteminin gelisimsel bozukluklarinin
yattigin1 da one siirmektedir (Molero, Gokhan et al. 2009). Bu agidan bakildiginda

norodejeneratif hastaliklarin patolojisi hala tam olarak aydinlatilamamustir.

Norodejeneratif — siireclerde  hastaligin =~ hedefini  olusturan  hiicrelerin
sitoiskeletinde parcalanma, alt bdlmelerinde sitoplazmik organellerin balonlagmasi,
yikilmasi (mitokondrial balonlagsma, genislemis lizozomal vakiioller), nérodejeneratif
hastaliklara 6zgii inkliizyon cisimciklerinin belirmesi, (TDP-43 proteini (Hardiman, Al-
Chalabi et al. 2017) ve Lewy inklizyon cisimcikleri vb.), sitoplazma ve
nukleoplazmada islenememis artiklarin ¢ogalmasi ve membranlarin biitlinliigliniin
bozulmasiyla seyreden ¢ok ¢esitli degisiklikler goriiliir (McMurray 2000). Buna paralel
olarak hiicre noron ve glial baglantilarinda kesiklikler, noronlar arasi sinapslarda
yikilma ve hiicreler aras1 matriks materyelinde de yine islenememis artiklarin ¢cogaldigi
goriiliir (amiloid, norofibriler yumak) (DeTure and Dickson 2019). Bu sayilan hiicre igi
ve dis1 degisiklikler siire¢ icerisinde hiicre oliimii ile sonuglanmaktadir. Her ne kadar
noronlar merkezi sinir sisteminin yap1 taslart olsalar da, astrositler ve
olgiodendrositlerde de dejeneratif degisiklikler goriilmektedir (McMurray 2000). Ayrica
astrositler ve sinir sisteminde yer alan diger bir hiicre grubunu olusturan mikroglialar,
infalamatuvar yanit olusturarak norodejenerasyonu hizlandirmaktadir (Gelders,

Baekelandt et al. 2018).



Norodejeneratif hastaliklar etkiledikleri bolgelere gore noroanatomik farkliliklar
gostermektedir (Braak, Del Tredici et al. 2000). Kolinerjik néronlarin birincil hedef
oldugu gosterilmis AH’de biitiin kolinerjik néronlar etkilenmemektedir. Oncelikle
Meynert’in bazal nukleusundaki biiyiik kolinerjik projeksiyon noronlar1 dejenerasyona
ugramaktadir (Liu, Chang et al. 2015). Bazal nukleustaki bu kolinerjik noronlarin
fonksiyonlarinin bozulmasiyla birlikte bu néronlarin uzantilariyla sinaps yapan kortikal
ve hipokampal noronlarin fonksiyonlarinin degistigi de gosterilmistir (Whitehouse,
Price et al. 1981). Hastaligin ¢ok ileri sathalarinda hiicresel yikim merkezi sinir
sisteminin diger alanlarima da yayilmaktadir. PH’de ise oncelikli hedef substantia
nigradaki dopaminerjik néronlardir. Benzeri bir sekilde Huntington hastaliginda hiicre
dejenerasyonu ve oliimleri dncelikle striatumdaki dopaminerjik orta spinal néronlarda
izlenmektedir (Sapp, Schwarz et al. 1997). Spinoserebellar atakside ise oncelikli yikim
Purkinje hiicrelerini etkiler (Pérez Ortiz and Orr 2018). ilging bir sekilde bunca farkli

norodejeneratif hastalikta neden bu 6zel bolgelerin ve hiicre gruplarinin hedef secildigi

heniiz a¢iklanamamistir (Mehler and Gokhan 2000, Mehler and Gokhan 2001).

Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli 6zelliklerinden biri de klinik bulgularin
ortaya c¢ikmasindan Once hiicreleri etkileyen patolojik degisikliklerin dekatlar boyu
sessiz bir sekilde ilerlemeleridir. Kognitif ve diger norolojik fonksiyonlarin klinik
tablonun ortaya c¢iktigi doneme kadar nasil olup da korunabildigi heniiz
aydinlatilamamistir. Bu konuda bir ¢ok hipotez ortaya atilmig olsa da cevresel
etmenlerin, klinik 6ncesi latent donemin uzunlugunu belirledigi disiinilmektedir (A.
Armstrong 2019). Bu yiizden klinik oOncesi donemde sinir sisteminde siiregiden
fizyopatolojik degisikliklerin tanmisinin konulmasini saglayacak biyomarkerlarin ve
psikometrik testlerin bulunmasi ¢ok 6nem kazanmistir. Boylece 6n tanisi konacak
hastalarin gevresel zararli etmenlerden kendilerini koruyabilmeleri ve hastaligin klinik
tablosunun ortaya ¢ikmasinin miimkiin oldugunca geciktirilmesi hedeflenmektedir.
Ornegin otozomal dominant bir hastalik olarak bilinen Huntington hastaligina (HH)
yakalanacagi belirlenen kisilerin, hastalik tablosunun baglamasindan 20-30 yil
oncesinde kontrol grubundakilere gore anlamli derecede artmig konusma bozukluklari

(parafazi) sergiledigi gosterilmistir (1lles 1989).

Norodejeneratif hastaliklarin etiyopatogenezleri genetik, epigenetik ve gevresel

pek c¢ok faktoriin etkilesimiyle aciklanmaktadir. Yukarida saydigimiz klasik ailevi



norodejeneratif hastaliklarin yani sira beslenme (B12 eksikligi) (Briani, Dalla Torre et
al. 2013), metabolizma bozukluklarina (hipotiroidizm, Wilson hastaligi, glikojen depo
hastaliklar1 vb.) ve c¢esitli ¢evresel toksinlerin (kursun ve arsenik zehirlenmesi vb.)
etkisine bagli sinir sistemiyle smirli olmayan birgok dejeneratif hastalik daha
tanimlanmistir. Son olarak bu ¢ok zengin klinik ve patolojik tabloya genetik ve ¢evresel
faktorlerin nasil etkili oldugu heniiz tam olarak agiklanamamis multipl skleroz hastaligi

da eklenmelidir.

Bu hastaliklarin ¢ogu teshis konuldugunda tedavi edilemeyecek kadar ileri bir
klinik tabloya ulasmis olmaktadirlar. Bununla birlikte B12 eksikliginin neden oldugu
subakut kombine dejenerasyon, yine hem B12 hem de eriskin hipotiroidizminin neden
oldugu gecici demansiyel tablolarin, bu besinsel ve endokrin eksikligin telafi
edilmesiyle tedavi edilebiliyor olmasi noérodejeneratif siireglerin  mutlak geri
doniisiimsiiz olmadigi umudunu vermektedir. Bu yiizden sayilar1 giderek artan temel
bilim ve klinik arastirmalar ortalama insan Omriiniin artmasiyla ¢cagimizin en biiyiik
hastaliklar1 haline gelen ndrodejeneratif tablolarin erken teshisi ve tedavisine

odaklanmustir.

Yukarida saydigimiz ¢evresel faktorler disinda, B12 eksikligine de neden
olabilen hiperhomosisteineminin de norodejenerasyona neden olabildigi gosterilmistir
(Tapia-Rojas, Lindsay et al. 2015). Bu tablo genetik mutasyon sonucu sistatiyonin beta
sentaz enziminin c¢alisamadigi durumlarda ortaya c¢ikabilmekle birlikte, homosistein
siklusunun 6n maddesi olan metiyonin amino asitinin asir1 yiiklemesiyle de ortaya
cikabilmektedir (Sekil 1). Alman metiyonini/homosisteini metabolize etmeye
yetisemeyen metiyonin/homosistein siklusu viicutta yan triin olarak homosistein
artisina neden olmaktadir. Bu durum gorece folik asit, B12 veya B6 vitamini eksikligi
yaratip cesitli hematolojik (Durand, Prost et al. 2001), norodejeneratif tablolara (Tapia-
Rojas, Lindsay et al. 2015) ve hatta inmelere (Spence 2016) yol agmaktadir (Yoshitomi,
Nakayama et al. 2020). Hiperhomosisteinemi ayrica damar cidarinda endotelyal
hiicrelerin membran biitiinliiglinii bozup, yaygin oksidatif stresle (Schoneich 2005)
birgok homeostatik mekanizmanin bozulmasina neden olmaktadir (Li, Huang et al.
2016). Biz bu c¢aligmamizda Oncelikle homosistein metabolizmasinin dengesinin
bozulmasiyla ortaya ¢iktig1 gosterilen ndrodejeneratif tabloyu hazirlayan (Tapia-Rojas,

Lindsay et al. 2015) ve sonucunda néroanatomik alanlar1 ve buralardaki hiicre tiplerini



selektif olarak etkileyebilecek hiicre yikilim siirecini incelemek istedik. Ozellikle bu
degisikliklerin, norodejeneratif silireglerin baslamasinda rolii olabilecegi yakin zaman
once One siiriilmils senesans savunma mekanizmastyla olan ilgisini arastirdik. Bu 6zel
molekiiler savunma yolagi dncelikle hiicrenin kanserlesmeye kars1 gelistirdigi bir direng
mekanizmas1 olarak tanimlanmistir (Lee and Lee 2019). Immiinohistokimyasal
caligmalarda, 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 arttigin1 gostermektedir (Debacq-Chainiaux, Erusalimsky et al.
2009). Ancak bu artis sonucunda tetiklenen kanser, hiicre 6limii ve ndrodejeneratif
strecleri baglatan molekiiler yolaklardaki degisikliklerin incelenmesi hala devam
etmektedir. Ozellikle senesansin hedef hiicrede nérodejenerasyonu baslatan mi, yoksa
ona kars1 olusan molekiiler bir savunma mekanizmast mi1 oldugu bilinmemektedir. Bu
amagcla calismamizda, daha 6nce norodejenerasyona neden oldugu gosterilmis (Tapia-
Rojas, Lindsay et al. 2015) ¢evresel bir faktorii (organ yetmezligi dozu alt1 1-metiyonin
yiiklemesi) kullanarak akut donemde farelerde gelisebilecek bilissel, duygudurum,
motor ve denge bozukluklarini ve bu siirecin altinda yatabilecek hiicresel degisiklikleri

cesitli davranis testleri ve immiinohistokimyasal yontemlerle analiz ettik.
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Sekil 1: Metiyonin-homosistein siklusu ve artmigs homosisteinin dokularda

olusturdugu yanit (https://www.inner-alchemy.com.au/inner-alchemy-

blog/2017/10/22/mthfr-10-tips-to-supporting-mthfr web sitesinden modifiye edilmistir.)
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Norodejenerasyon

Merkezi Sinir Sistemini (MSS) olusturan iki temel hiicre grubu bulunmaktadir:
noronlar ve glialar. Glialar sayica iistiin olup MSS homeostazinda gorev alirlar. Aksiyon
potansiyeli (bilgi) iletimi ise noronlar tarafindan saglanmaktadir. MSS homeostazinin
cesitli sebeplerle bozulmasi sonucunda ndronal inflamasyon ve ndrodejenerasyon
baslamaktadir (Guerreiro, Privat et al. 2020). Her ne kadar kelime anlami olarak noronal
bozulmay1 isaret ediyor olsa da aslinda nérodejenerasyon ¢ok genis gesitli klinik ve
patolojik tablolarla giden sebebi tam anlamiyla ¢6ziilmemis ve progresif seyirli
norolojik hastaliklar1 kapsamaktadir. Ancak sinir sistemindeki homeostazi bozup
noronal kayiplarla seyredebilen neoplazm, MSS travmasi, hemoraji vb. durumlar ise
norodejenerasyon olarak sayillmamaktadir. Kisaca ndrodejenerasyon sinir sisteminin

ilerleyici bir bigimde geri doniisii olmadan yikimi olarak tanimlanmistir (Kovacs 2017).

Son yillardaki g¢aligsmalar, norodejenerasyonu yalnizca ndronlara odaklanarak
aciklamak yerine, ndron kayiplarina sebep olabilen glia hiicrelerini etkileyerek tedrici
islev yitirimi ve yikilma ile ilerleyen patolojik siireclere de dikkat g¢ekmislerdir.
Boylelikle norodejenerasyonun sadece noron odakli bir siire¢ olmadigi ve hem
noroektodermal hem de MSS’de yer alan diger mezenkimal kaynakli hiicreleri iceren
multiseliiler bir patoloji oldugu diisiiniilmeye baglanmistir (Katsnelson, De Strooper et
al. 2016). Ornegin, yakin zamandaki arastirmalar beyinde mikroglialar tarafindan
eksprese edilen TREM2 geni mutasyonunun, Alzheimer hastaligina yakalanma riskini
iki ile dort kat arasinda artirdigini géstermistir (Guerreiro, Wojtas et al. 2013, Jonsson,
Stefansson et al. 2013). Bagka bir 6rnekte ise spinal motor ndronlarin dliimiiyle giden
amiyotrofik lateral skleroz hastaligima neden olan SODI1 mutasyonunu tasiyan
bireylerden elde edilen astrositlerin bir toksik faktor salinimiyla bu motor néronlarin
olimiine yol agtig1 gosterilmistir (Re, Le Verche et al. 2014). Bu ornekler néron
olmayan hiicrelerin de ndrodejenerasyona katildigina isaret etmekle kalmayip ayrica
yeni terapi ve biyomarkerlarin bulunmasi i¢in de bu hiicrelere yogunlasmanin 6nemini

gostermektedir (De Strooper and Karran 2016).

Norodejenerasyona bir farkli bakis agis1  ise noroinflamasyonun bu

patofizyolojide énemine deginmektedir (Ransohoff 2016). Ornegin mikroglialar AP



(amiloid beta) , PrPSc (prion proteini), agrege a-synuclein, ya da mSOD1 gibi
ligandlarla etkilesime girdiginde birgok inflamatuvar yolagi aktive etmektedir (Lee,
Woo et al. 2010, Lee, Suk et al. 2010, Hickman, Izzy et al. 2018). Mikroglialar TNF-a
ve azalmig BDNF (brain derived neurotrophic factor) ve IGF (insulin-like growth
factor) salinimi ile ndronlar lizerinde indirekt bir stres olusturmakta olup ayrica matriks
metalloproteaz salinimini arttirarak bu noronlarin  6liimiine neden olabilmektedir
(Bathina and Das 2015, Numakawa, Odaka et al. 2018). Ayrica iNOS ekspresyonunu
arttirarak ndronlarin mitokondrilerindeki sitokrom oksidaz enzimini inhibe etmektedir
(Culmsee, Michels et al. 2019). Glialar NADPH oksidaz enziminin fazla ¢alismasiyla da
mikrogevrelerinde oksidan maddeleri artirmaktadir (Simonian and Coyle 1996).
Boylece olusan oksidatif stres, hiicre membranindaki lipit yapisina zarar vererek
membran akiskanligini ve membran depolarizasyonu bozmakta ve ndronlart nekroza
stirtiklemektedir (Brown and Vilalta 2015, Hickman, 1zzy et al. 2018) (Sekil 2). Boylece
norodejeneratif siire¢c domino etkisi altinda hedef noéronlardan diger bolgelere dogru
yayilmaya baslamakta, klinikte goriilen hastaliga 6zgii tipik bulgularin yerini karmagik
biligsel ve fiziksel diiskiinliikle karakterize vejetatif bir tabloya birakmaktadir.

Sekil 2: 18 aylik disi fare beyniin elektron miopisi goriintiisi.
Hipokampiisiin CA3 bolgesinde yer alan saglikli néronlar (beyaz ok) ve mitokondrileri
(beyaz ok basi), ¢evresinde yer alan saglikli bir oligodendrosit (sar1 ok), niikleer
membran biitiinliigi bozulmaya baglamis, mitokondrileri geniglemis (siyah ok basi) ve
niikleer membrani blebbinge ugramis 6lmekte olan bir néronun (siyah ok) elektron
mikroskopisi ile gdsterimi. (Su anda devam eden ultrastriiktiirel analiz ¢alismamizdan

bir 6rnek)



2.1.1. Norodejeneratif Hastahklar

Norodejeneratif hastaliklar diinya ¢apinda, 6zellikle yasam beklentisinin artmasi
ile giderek artmakta olan bir mortalite ve morbidite nedenidir. Degisik norodejeneratif
hastaliklarin klinik bulgular1 ve altta yatan patofizyolojik siiregleri farkliliklar gosterse
de, ¢ogu zaman ortak 6zellikleri de mevcuttur. Tan1 konmadan 6nce bu benzerlik ve
farkliliklarin dikkatli bir sekilde irdelenmesi, prognozu belirlemek ve miimkiinse
spesifik tedaviye rehberlik etmesi agisindan Kritik bir 6neme sahiptir (Erkkinen, Kim et
al. 2018).

Norodejeneratif hastaliklar her ne kadar ndronal yikim ortak paydasinda
birlesseler de altta yatan siiregler birbirlerinden farkli seyir gostermektedir. Belirli bir
bolgedeki noronlarin Sliimiiyle seyreden toksik ve metabolik hastaliklarin aksine
norodejeneratif hastaliklar genetik ve epigenetik duyarliliklar1 agisindan hiicresel
yikimda oncelikli hedef haline gelen néron popiilasyonlarmin ilerleyici kaybiyla ve bu
dejenerasyondan direk etkilenen 0©zel ndroanatomik alanlara ozgili bilissel ve
duygudurum bozukluklariyla devam etmektedir. Ornegin AH o6ncelikle hafiza
bozuklugu ve diger kognitif bozukluklarla seyrederken; PH’de motor bozukluklar klinik
tablonun en belirgin bulgusu olup demansiyel tablonun ortaya ¢ikmasindan ¢ok daha

once goriilmektedir (Dugger and Dickson 2017).

Tim norodejeneratif hastaliklarin epidemiyolojileri, patofizyolojileri, klinik
bulgular1 ve tedavileri bu calismanin kapsami disinda oldugundan, tartismamizi
insidans1 en yliksek olup neredeyse giinliik hayatta demans ile es anlamli olarak
kullanilmaya baslanmig AH ile ekstrapiramidal ve otonomik sinir sistemi bulgularinin
onde gittigi PH {izerine yogunlasmak istedik. Klinik ag¢idan ¢ok degisik noérolojik
bulgularla seyreden bu iki patolojide ailevi tablolar bilinmekle birlikte, genetik ve
epigenetik 6zellikleri cok karmasik olan bir epidemiyoloji ile karsilagmaktayiz. Her iki
hastalikta da ailevi olmayan klinik tablolar biitiin hastalik gdriilme insidansinin %90’ 11
olusturmaktadir. Bu ylizden tartismamiza son olarak, goriilme insidans: digerlerine gore
cok az, ancak otozomal dominant kalitimi olan ve ¢ok zengin klinik bulgularla seyreden

Huntington hastalifin1 (HH) ekledik.

2.1.1.1. Alzheimer Hastahg
Diinya Saghk Orgiitii'niin (DSO) 2015°te yaymladigi son raporuna gore,

demansiyel hastaliklar diinya ¢apinda bir epidemiye neden olmus durumdadir. Her ne



kadar demansiyel hastaliklarin biiylik cogunlugu (%63) gelismis iilkelerde goriilse de
giderek standardize olan tibbi raporlarin paylasilmasiyla birlikte uzak dogu ve Sahra alt1
Afrika tilkelerinde de bu klinik tablonun insidansinin hizla arttigini gérmekteyiz.
2015’te yapilan hesaplamalara gore diinya genelinde yaklasik olarak 48 milyonun
iizerinde insan demans ile yagamaktadir. Bu saymnin 2030°da 76 milyona, 2050’de ise
136 milyona ¢ikmasi beklenmektedir. Bu hastalarin bakimi biitiin diinyadaki saglik

kurumlar1 ve aileler icin altindan kalkilmasi ¢ok gii¢ bir problem haline gelmistir.

Bu biiyiik saglik problemine neden olan hastaliklarin basinda AH gelmektedir.
Daha once de belirttigimiz gibi halk arasinda neredeyse demansla ayni anlamda
kullanilan bu hastaligin ¢cok genis spektrumlu bir klinik tablosu vardir. Ailevi tablolar
biitiin AH goriilme sikliginin ¢ok az bir kismini olusturmaktadir (Cacace, Sleegers et al.
2016). Bu ailevi AH’de hastaligin baslangi¢ yasi sporadik olanlara kiyasla ¢ok daha
erkendir. PSEN-1 ve PSEN-2 genleri ile APP geninde olusan ¢esitli mutasyonlarla
kalittim gerceklesmektedir (Sherrington, Rogaev et al. 1995). Ayrica ApoE allellerinin
katilimi hem ailevi hem de sporadik tablolarda hastalik goriilme yasini ve siddetini

belirledigi icin AH’ nin tanm1 ve tedavisi acisindan 6nemli bir yer kaplamaktadir .

Bolge Yas gruplari (yil) Toplam
60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 90+
Asya 0,39 0,48 0,62 0,72 0,66 0,44 0,26 3,56
Avrupa 0,13 0,18 0,32 0,43 0,54 0,44 0,29 2,34
Amerikalar 0,10 0,13 0,17 0,21 0,25 0,23 0,17 1,25
Afrika 0,07 0,09 0,10 0,11 0,09 0,04 0,02 0,53
Diinya Geneli 0,69 0,88 1,22 1,46 1,54 1,15 0,74 7,68

Tablol: Yas grubu ve diinya bolgesine gore yillik demans vakalarinin tahmini
insidans1  (100.000’de 1 olacak sekilde) (DSO’niin websitesinden alinarak

tiirkgelestirilmistir. www.who.int/mental_health/neurology/dementia/en/ )



Demansiyel tablolarin AH’den sonra en 6nemli ikinci sorumlusu bir PH varyanti
olan Lewy cisimcigi hastaligi (LH), tiglinciisii ise vaskiiler demanslardir. Her ne kadar
demans progresif hafiza kaybi ile es anlamli kullaniliyor olsa da, erken tan1 konulup
izlenebildiginde bu hastaliklarin kilinik bulgulart ¢ok zengin ve farklidir. AH
baslangicta genellikle yiiriitiicii bilissel fonksiyonlarin yikimi ve mekansal hafizada
bozukluklar ve parafazilerle seyrederken (Zhu, Yan et al. 2017), LH viziel
haliisinasyonlar, ajitasyon ve paranoid deliizyonlarla karakterize bir klinik tablo ile
baslar (Gomperts 2016). Vaskiiler demanslar ise intrakranyal kiiciik, orta ya da
ekstrakranyal biiyliik c¢apli damarlarda gelisen aterosklerotik degisimlerle olusur
(O'Brien and Thomas 2015). Bu aterosklerozun siddetine gore farkli néroanatomik
bolgeler etkilenebilmektedir. Klinikte vaskiiler demansi tek basina gérmek zordur.
Biiyiik oranda AH, LH ve diger norodejeneratif bozukluklara eklenip klinik tabloyu
muglaklastirmakta, hayat kalitesini hizla disiirlip prognozu kétiilestirmektedir. Bu
yiizden DSO’niin 2015°te yaymnladigi AH raporu, genel anlamda saglik kosullarmin,
ozellikle de kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi ile genel anlamda diinyada demans

insidansini azaltabilecegimizi vurgulamaktadir.

Bu koruyucu hekimlik ¢alimalarmin yani sira son 30 yildir, AH etiyolojisi ve
tedavisi ile ilgili pek c¢ok arastirma yapilmistir. Norodejeneratif yikimin hedefi
Meynert’in bazal nukleusundaki biiyiikk somali kolinerjik projeksiyon néronlaridir (Liu,
Chang et al. 2015). Bu yikima bagl olarak bahsi gegen noronlarin kortikal ve sub-
kortikal alanlara sagladig1 kolinerjik tonusun azalmasinin, hastalarin dikkat odaklamada,
yonetsel ¢oziimleme ve karar vermede ve yeni bilgileri hafizaya gegirebilmekte
zorlanmalarina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bu tablonun tedavisinde giiniimiizde
asetilkolinin yar1 omriinii uzatmak adina kolinesteraz inhibitorleri kullanilmaktadir.
Ayrica, kolinerjik innervasyonunu gorece kaybedip kortikal eksitatuvar noronlarin
stirekli uyarict etkisiyle yikimi hizlanan hipokampal graniiler hiicreleri koruyabilmek
icin de NMDA reseptor antagonisti olan memantine de tedavide kullanilmaktadir (Lu
and Nasrallah 2018). Malesef kontrollii ¢alismalarda iimit vadeden bu ilaglar, AH
kliniginde biiyiik bir degisiklik saglamamistir.

2.1.1.2. Parkinson Hastahig:
Parkinson hastaligi (PH), AH’den sonra en sik goriilen ikinci nérodejeneratif

hastaliktir. PH prevalansinin genel popiilasyonda %0.3, 60 yas ve iizerindekilerde
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yaklasik %1 ve 80 yas ve ilizeri insanlarda ise %3 oldugu tahmin edilmektedir. PH
insidans1 100.000 kiside 8-18’dir (Tanner and Goldman 1996, Nussbaum and Ellis
2003, de Lau and Breteler 2006). 2010 yilinda Fransa popiilasyonunda yapilan bir
aragtirmaya gore erkeklerde kadinlara kiyasla insidans ve prevalans 1.5 kat daha fazladir
(Moisan, Kab et al. 2016). Medyan baslangi¢ yas1 60 olup PH tanisindan 6liime kadar
olan ortalama sag kalim siiresi 15 yildir (Lees, Hardy et al. 2009). Ayrica hem sporadik
hem de ailesel olgularin birinci derece akrabalarinda PH varligi PH’ye yakalanma

riskini artirmaktadir (Marder, Tang et al. 1996).

PH substantia nigra pars kompaktada hiicre kayiplari ve spesifik beyin sapi,
spinal kort ve korteks bdlgelerinde artmig a-synuclein birikimi ile karakterize bir
norodejeneratif hastaliktir (Dickson 2012). Her ne kadar temel risk faktorii su an igin
yas olsa da, bazi genlerin de (LRRK-2, GBA) bu hastaligin gelismesinde rol aldig1
diistiniilmektedir (Lees, Hardy et al. 2009).

Hem motor hem de motor olmayan semptomlarla karakterize PH’de, hastalar
klasik olarak istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi ve hafif kambur durusa sahiptirler.
Ayrica bu motor bozukluklarin yani sira duygudurum degisiklikleri (depresyon,
anksiyete) ve kognitif bozukluklar (demans) da klinik tabloda ilerleyen zamanlarda
kendini gostermektedir (Beitz 2014).

Giliniimiizde PH’nin kesin tedavisi bulunmamakla birlikte levodopa motor
fonksiyonlarin devamlilig1 i¢in kullanilan en etkili ilagtir. Ancak ilag segeneklerinin
siirliligr ve mevcut medikal tedavilerin yan etkileri PH hastalarinin tibbi yonetimini
zorlastirmaktadir. Tek tarafli pallidotomi ve derin beyin stimiilasyonu dahil olmak tizere
farkli cerrahi yaklagim tiirleri bulunmus ve uygulaniyor olsa da, PH’nin kesin tedavisi

olduklari sdylenemez (Radhakrishnan and Goyal 2018).

2.1.1.3. Huntington Hastahg

Huntington hastaligi (HH), artmis CAG triniikleotid tekrar1 mutasyonunun
neden oldugu, karakteristik motor bulgular1 ve spesifik beyin patolojisi olan otozomal
dominant noérodejeneratif bir hastaliktir. 36 veya daha fazla CAG triniikleotid tekrari
hastaliga neden olmakta ve daha da artan tekrarlar hastaligin penetransini arttirmakta ve
baslangi¢ yasini kiigliltmektedir (Kay, Hayden et al. 2017). Bu CAG tekrarinin sayisinin
popiilasyon igerisinde degiskenlik gdstermesi HH’nin kesin epidemiyolojisini

tanimlamay1 zorlagtirmaktadir. 2017 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde Medicare
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sigortasiyla saglik kurumuna bagvuran popiilasyon i¢inde yapilan bir ¢alismada HH
insidansinin 100.000 kiside 6,1 (kadinlar: 5,9 ve erkekler: 6,4) ve HH prevalansinin
100.000 kiside 13,1 (kadinlar: 12,6 ve erkekler: 13,7) oldugunu gostermistir (Exuzides,
Crowell et al. 2020).

Hiicresel diizeyde mutant huntingtin geni, transkripsiyonun ve mitokondriyal
fonksiyonlarin bozulmasi ve mutant proteinin dogrudan toksisitesi gibi bir dizi
mekanizma yoluyla néron disfonksiyonuna ve 6liimiine sebep olmaktadir. Hastaligin
erken donemlerinde striatumda makroskopik degisiklikler izlenirken  hastalik

ilerledikge korteksin tutulumu da goriiliir (McColgan and Tabrizi 2018).

Su anda HH’nin kesin tedavisi yoktur. Bu nedenle destekleyici ve semptomatik

tedavi, tedavinin temelini olusturur.

2.1.2. Norodejenerasyon Risk Faktorleri

Norodejeneratif hastaliklarin yukarida bahsettigimiz kompleks yapilar1 ve heniiz
aydinlatilamamis patofizyolojileri arastirmacilart olast risk faktorlerini aragtirmaya
yonlendirmistir. Her ndrodejeneratif hastalik kendi igerisinde farkli risk faktorlerine
sahipken, ortak paydalar: ilerleyen yastir. Tibbin gelismesiyle birlikte insan dmriiniin
uzamast yaslanmanin ne kadar Onemli bir dejenerasyon etmeni oldugunu

gostermektedir. Asagida risk faktorlerini genetik ve c¢evresel olarak ikiye ayirarak
irdeledik.

2.1.2.1. Genetik ve Epigenetik Faktorler

Norodejenerasyonun olusumunda rol alan kalitsal faktorlerin arastirilmasi,
ileride hastaliga yakalanma ihtimali artmis bireyleri bilgilendirme ve g¢evresel riskler
konusunda 6nlem alinmasi ve hastaligin geciktirilmesi adina 6nemlidir. Norodejeneratif
hastaliklara yalnizca genetik ya da yalmizca cevresel faktorlerin varligindan ziyade
bunlarin kombinasyonunun sebep oldugunu bilmekteyiz. AH etiyopatogenezinde en
onemli gen mutasyonunun 19q13 kromozomunda yer alan APOE geninde oldugu uzun
yillardir bilinmektedir (Corder, Saunders et al. 1993, Spinney 2014). APOE geninin €2,
€3 ve &4 izoformlarmin iiretilmesine yol agan ti¢ aleli vardir. Bu genin MSS’deki temel
rolii ise ApoE reseptorleri araciligiyla néronlara kolesterol transportu saglamaktir (Bu
2009). ApoE4/E3 veya ApoE4 homozigotlugu, sirasiyla ii¢ kattan sekiz-on iki katina

kadar AH gelisme riskini arttirdigindan dolayr bu alleller 6nemli bir risk faktoriini
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olusturur. AH vakalarinin yaklasik %40'imda ApoE4 tanimlanmistir (Farrer, Cupples et
al. 1997).

APOE diginda, daha 6nce bahsettigimiz TREM2 geninin de AH patolojisinde
onemli bir rol oynadig diisiniilmektedir (Guerreiro, Wojtas et al. 2013). TREM2, MSS
bagisiklik yanitin1 azaltmada 6nemli olan, mikroglia {izerinde bulunan bir reseptordiir
(Rohn 2013). AH riskini ve siddetini arttiran noroinflamasyon ve amiloid
temizlenmesindeki bozukluklar TREMZ2’deki mutasyonlardan da kaynaklaniyor olabilir
(Hickman, Faustin et al. 2016). Bu iki gen mutasyonu disinda APP (amiloid prekiirsor
proteini) , PSEN-1 (presenilin 1) ve PSEN-2 (presenilin 2) mutasyonlarinin da AH’de
rol aldig1 gosterilmistir (Blennow, de Leon et al. 2006). Ayrica AH etiyopatogenezinde,
daha birgok kalitsal (diabetes mellitus (Leibson, Rocca et al. 1997, Ott, Stolk et al.
1999), kardiyovaskiiler bozukluklar (Breteler, Claus et al. 1994, Kuller, Shemanski et
al. 1998, Reitz, Brayne et al. 2011) vs.) ve kromozomal hastaliklarin (Down sendromu

(Hartley, Blumenthal et al. 2015)) da rol aldig1 arastirmalarla gosterilmistir.

PH iizerine son yillarda genetik agidan ¢ok fazla ilerleme kaydedilmesine
ragmen, giinlimiizde hala kesin sebep diye gosterilebilecek bir genetik mutasyondan
bahsedilememektedir (Billingsley, Bandres-Ciga et al. 2018). Daha 6nce bahsettigimiz
gibi su anda bilinen gen mutasyonlart SNCA, LRRK2, GBA, MAPT “dir.

Bunca farkli genetik mutasyonun varliginin hastalik patogenezini tamamen
aciklayamamasi arastirmacilart  bu mutasyonlarla birlikte gidebilecek ve bu
mutasyonlarin etkilerini potansiyelize edebilecek c¢evresel faktorleri derinlemesine

arastirmaya yoneltmistir.

2.1.2.2. Cevresel Faktorler

Norodejeneratif hastaliklarin arastirilmasinda, kalitsal risk faktorlerinin aksine
degistirilebilir/onlenebilir olduklarindan ¢evresel risk faktorlerinin tanimlanmasi biiyiik
onem tasimaktadir. Giinlimiize kadar, ndrodejeneratif hastaliklar adina sayisiz ¢evresel
risk faktorii analizi yapilmistir. Ornegin Tayvan’da yapilan bir ¢alismaya gdre hava
kirliliginin (artan NO2 ve CO diizeyleri) demans iizerinde bir etkisi oldugu gosterilmistir
(Chang, Chang et al. 2014). Yine Tayvan’da yapilan bagka bir ¢alisma uzun siireli ozon
maruziyetinin AH riskini arttirdigin1 gostermistir (Jung, Lin et al. 2015). Baska bir
caligma ise cevresel tiitiin dumaninin siddetli demans ile iliskili oldugunu gostermistir

(Chen, Wilson et al. 2013). Ayrica ¢esitli metallerin (aluminyum, kobalt, bakir, demir,
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manganez vb.) de AH’ nin patogenezinde rol aldigini inceleyen bir¢ok ¢alisma olmasina
ragmen birbiriyle zit sonuglar veren aragtirmalar sonucunda heniiz herhangi bir fikir
birligine varilamamistir (Killin, Starr et al. 2016). AH’nin barsak mikrobiyal disbiyozu
ile iligkili oldugu tizerine de ¢alismalar vardir (Bulgart, Neczypor et al. 2020). Ayrica,
dogurulan ¢ocuk sayisi ile AH’nin arasinda bir iliskinin varligi da gosterilmistir (Beeri,
Rapp et al. 2009). Hafif travmatik beyin hasari’nin ise PH ile iliskisi yakin zamanda
yapilan bir ¢aligmayla ortaya konmustur (Gardner, Byers et al. 2018).

Bunca farkli gevresel risk faktoriiniin varligi, MSS’nin bu risklere karsi olan
hassasiyetinin anlagilmasinin ne kadar énemli oldugunu goéstermektedir. Ayrica, nasil
olup da bazi norodejeneratif hastaliklarin MSS’nin yani sira periferik (ALSP-adult-
onset lokoensefalopati) ve otonomik sinir sitemini de (PH) etkiliyor olabildiginin

aciklanmas1 gerekmektedir.

Bu yiizden calismamiza baslarken amacimizi nérodejeneratif hastaliklarda 6zel
tedaviyi arastirmaktan ziyade, hastalik tiplerinden bagimsiz olarak nérodejenerasyonu
baslatan en 6nemli patoloji olan DNA hasari ile aktive olan ilk hiicresel yanitlardan biri
olan hiicresel senesans mekanizmasini agiklamak olarak belirledik. Eger bu hiicresel
slire¢ tanimlanabilir, dogal yaslanmadaki yeri kesin olarak agiklanabilir, ne zaman
saglikli ne zaman patolojik yolaklar1 etkinlestirdigi gosterilebilirse, ndrodejeneratif
hastaliklarin tanisindan bagimsiz olarak hastaligin ortaya ¢ikisini geciktirip, siddetinin

azalmasini saglayabilecek bir degisken olarak kullanilabilir diye diisiindiik.

2.2. Hiicresel Senesans

Hiicresel senesans, cesitli stres etmenleri ve yaslanmaya bagli olarak ortaya ¢ikan
ve hiicrenin proliferatif yolaklara girmesini engelleyen bir hiicre siklusu durdurma
yamitidir (Childs, Durik et al. 2015). Oncelikle bdyle bir ¢ogalma ve biiyiime arrestiyle,
yaglanmig ve hasarli hiicrelerin artmasini siirlar (Ogrodnik, Salmonowicz et al. 2019).
Hiicre siklusundan ¢ikmanin yani sira, yaslanan hiicreler, kromatin yeniden
diizenlemesinden otofaji modiilasyonuna kadar bir¢ok farkli fenotipik degisiklige de
ugrarlar (Baker and Petersen 2018). Buna ek olarak, senesan hiicreler, senesansla alakali
sekretuar fenotip (SASP) olarak adlandirilan bir siirece girip, birgok metabolik ve
molekiiler yolagi aktive edip karmasik kimyasal faktdr kombinasyonunu etraflarina
salgilamaya baglarlar. Boylece hem kendi hem de civarlarindaki hiicrelerin

davraniglarini yeniden programlayabilirler (Rhinn, Ritschka et al. 2019).
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Uzun yillar boyunca hiicresel senesans mekanizmasinin yalnizca yaglanma ile
ilgili oldugu diisiiniilmiistiir. Siiphesiz ki, senesans mekanizmasi yasa bagli olarak
olusan cesitli stresorlerin (mitotik stres, DNA hasari, telomer azalmasi, onkojenik
mutasyonlar, oksidatif hasar vs.) ardindan olusabilecek neoplastik degisiklikleri
onlemek adimna kullanilan gii¢lii bir anti-kanser mekanizmasidir (Collado and Serrano
2010). Ancak giiniimiizde biliyoruz ki, senesans mekanizmasi yalnizca yaslanma ya da
anti-kanserle alakali bir siire¢ degildir: yara iyilesmesinden (Demaria, Ohtani et al.
2014) skar dokusunda olusabilecek asir1 fibrotik yanitin engellenmesine (Jun and Lau
2010) ve hatta embriyonik gelisim sirasinda apoptoza benzer sekilde el ayak
parmaklarinda doku sekillenmesine (Lorda-Diez, Garcia-Riart et al. 2015) kadar birgok
yolakta rolii bulunmaktadir (Mufioz-Espin and Serrano 2014).

Hiicresel senesans, kanser ve yasa bagli hastaliklar da dahil olmak tizere ¢esitli
fizyolojik ve patolojik siire¢lerin sonucunu etkilediginden, prosenesan ve antisenesan

tedaviler aktif olarak arastirilmaktadir (Herranz and Gil 2018).
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Normal Hicre

disuk oksidatif
stres

Kromatin Degisiklikleri Telomer Azalmasi ve Disfonksiyonu
Mitotik Stres Tumor Stpresyon Kaybi
DNA Hasari Onkojenik Mutasyonlar
Epigenetik Stres Oksidatif Hasar

Senesan Hucre

heterokromatinlesme

hicre siklusu
durdurulmus

proteazlar, kemokinler
artmis oksidatif sitokinler vb.

stres

Morfolojik degisiklikler

| Apoptoz

Sekil 3: Normal hiicrenin cesitli stresorler altinda senesanlagmasi ve ortaya
cikan senesans ile alakali yanitlar (Baker in ‘Cellular senescence in brain aging and
neurodegenerative diseases: evidence and perspectives’ isimli makalesinden modifiye

edilmistir.)

2.2.1. Senesans Alttipleri

Daha once bahsettigimiz gibi son yapilan calismalar hiicresel senesans
mekanizmasinin yalnizca kanserlesmeyi 6nlemekte rol almadigini, yan1 sira embriyonik
gelisim sirasinda ve erigskin yasamda organlarin doku biitlinliigiiniin korunmasinda
cesitli yararli etkilerinin de var oldugunu gostermistir (Munoz-Espin, Cafamero et al.
2013). Ornegin, asagida daha detayl agiklayacagimiz gibi senesans embriyogenez
sirasinda  Oncelikle artik hiicrelerin ayiklanmasindan sorumludur. Erigkin yasamda
bir¢cok farkli doku iizerinde yapilan arastirmalarda senesan hiicrelerin, yara iyilesmesi

esnasinda ekstraseliiler matriks yigilimini azaltarak, artmis fibrotik yaniti baskilayip
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anormal yara iyilesme cevabimi engelledigi gosterilmistir (Krizhanovsky, Yon et al.
2008, Jun and Lau 2010, Schafer, White et al. 2017, Zhao, Tyshkovskiy et al. 2018).
Ayrica, senesansla baglantili oldugu daha once gosterilmis p53 ve p16™K4A genlerinin
heterozigotik eksikligi olan farelerde de yara iyilesmesi sirasinda abartilmis fibrotik bir
yanit gézlenmistir (Rhinn, Ritschka et al. 2019). Bu da senesansin, tekrarlayan ataklarla
seyreden genetik ya da ¢evresel stresorlerin doku biitiinligiinii tehdit ettigi durumlarda
fibrozu sinirlamak agisindan ¢ok 6nemli hiicresel bir cevap olduguna isaret etmektedir
(Huda, Liu et al. 2019). Bunun yani sira senesans mekanizmasi dokulara 6zel dogal
bagisiklig1 saglayan hiicrelerde, 6rnegin MSS’de mikroglialarda hiicreler arasi1 alanda
artan artiklara karsi infalazomun aktivasyonunda, bunu takiben egzokrin ve parakrin
yolaklarin harekete gecmesiyle ¢evredeki biitiin hiicrelere yayilan kronik patolojik bir

cevabin baslamasina neden olabilmektedir (Heneka, McManus et al. 2018) (Sekil 4).
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Sekil 4: Senesan hiicrenin salgiladigi Senesansla Alakali Sekretuvar Fenotip
(SASP)’m gesitli patofizyolojik rolleri (Nicolas Herranz ve Jesus Gil’in ‘Mechanisms

and functions of cellular senescence’ isimli makalesinden modifiye edilmistir.)
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2.2.1.1. Gelisimsel Senesans

Senesan hiicreleri embriyonik gelisim esnasinda spesifik bdlge ve zamanlarda
olugmakta ve belirli siirelerde varligini siirdiirmekte ve sonra yok olmaktadir. Bu da
bizlere aslinda hiicresel senesans mekanizmasmin zamansal ve mekansal siki kontrol
altinda tutulan bir siire¢ oldugunu gostermektedir (Rhinn, Ritschka et al. 2019).
Senesans mekanizmasinin aktive olduguna isaret eden higbir hiicresel ya da molekiiler
markerin gozlenmemesi, bu siirecte senesansin gelisimsel apoptoz gibi hasar goéren
hiicreleri yok etmekten ziyade embriyonik gelisimde doku sekillenmesinden sorumlu
programli hiicre ayiklanmasinda rol aldigini diistindiirmektedir (Rhinn, Ritschka et al.
2019) (Sekil 5). Memelilerde el ve ayak gibi organlarin taslaklarinin sekillenmesi ve son
halinin verilmesi i¢in parmaklar arasindaki perdelerin yok edilmesi bu siire¢ igin
verilebilecek drneklerden birini temsil etmektedir (Fuchs and Steller, 2011). Ustelik bu
iki embriyonik hiicre ayiklama mekanizmasinin, ortak molekiiler yolaklar1 paylasiyor

olabilirdikleri de disiinilmektedir (Lorda-Diez, Garcia-Riart et al. 2015).

Gelisimsel senesans fizyolojisinde oncelikle belirli bir stimulus karsisinda
senesanlasan hiicre, SASP’1 aktive ederek mikrogevresindeki hiicrelerin aktivitelerini
modifiye etmektedir (Coppé, Desprez et al. 2010). Bu modifikasyon sayesinde plastisite
ve hiicre rejenerasyonu gibi dokular i¢in énemli bir¢ok fonksiyon modiile edilir. Daha
sonra gorevini tamamlayan senesan hiicre, cevredeki immiin hiicreler tarafindan
temizlenir, bu sayede dokuda kalmasinin ve herhangi olasi1 bir patolojinin oniine gegilir

(Rhinn, Ritschka et al. 2019)(Sekil 5).

plastisite/ gelisim/
baslangi¢ SASP degisim temizleme yenilenme

S=N
Sekil 5: Hiicresel senesans mekanizmasiin fizyolojik/gelisimsel siire¢lerdeki
gorevi (Muriel Rhinn’in ‘Cellular senescence in development, regeneration and

disease’ isimli makalesinden modifiye edilmistir.)
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2.2.1.2. Yaslanma-Patolojik Tip Senesans

Beyin, fonksiyonlarini devam ettirebilmek i¢in ahenk igerisinde ¢alisan ndronlar,
astrositler, mikroglia, oligodendrositler ve endotel hiicreleri gibi birgok hiicre tipine
ihtiya¢ duyar. Bariz bir patojen olmasa dahi, yaslanma, beyinde kronik diisiik dereceli
bir inflamasyona yol agmaktadir (Frank-Cannon, Alto et al. 2009). Bu durum bir¢ok
degisik yolak sonucunda biligsel yikima ve hafiza kayiplarina yol agmaktadir. Ayrica
yaslanmaya eslik eden kronik inflamasyonun otesinde olusan anormal inflamasyon,
bir¢ok norodejeneratif hastalikta gozlenmektedir. Bu da hem normal yaslanma hem de
patolojik degisikliklerin ortak proinflamatuvar yollarda birlestigini gostermektedir
(Baker and Petersen 2018).

Boyle inflamatuvar bir ortamda tetiklenen ve sayilari artan senesan hiicrelerinin
beyinde ya da diger dokularda birikmesi yaslanma ve yasa bagl olan bir¢cok hastalig1 da
tetiklemektedir (van Deursen 2014, Childs, Durik et al. 2015). Yaslanma esnasinda,
progenitor ve kok hiicrelerinin senesanlagmasinin, bulunduklart dokularin onarimini ve

yenilenmesini engelleyip homeostazi bozabilecegi de giindeme gelmektedir.

Dokularda inflamatuvar bir ortam olustugunda ya da farkli stimuluslar
karsisinda bazi hiicreler senesanlasmaktadirlar. Bu hiicreler SASP’1 aktive ederek
mikrogevresindeki hiicrelerin aktivitelerini modifiye etmektedir. SASP’1in durmaksizin
devam etmesi ve diger proinflamatuvar kemokin ve sitokinlerin varligi ¢evre hiicrelerin
patolojik degisime ugramasina neden olur (Coppé, Desprez et al. 2010). Fizyolojik
yanittan farkli olarak bu mekanizmada, immiin yanit, senesan hiicreleri temizlemekte
gecikmektedir. Bu sebepten ortamdaki senesan hiicrelerin sayisi azalmamakta ve
kullandiklar1 SASP mekanizmasi ile de c¢evrelerindeki hiicreleri strese sokmaktadir
(Sekil 6). Dolayisiyla, senesanlagma her ne kadar bir anti-kanser mekanizmasi olsa da,
bu hiicrelerin 1srarli varlifi etraftaki hiicrelerin malign transformasyonuyla timor
olusumundan noérodejenerasyona kadar bircok patolojik yolagi tetikleyebilmektedir
(Herranz and Gil 2018).
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plastisite/ yaslanma/
baslangi¢ SASP degisim temizleme yok hastalik

- SR

Sekil 6 : Hiicresel senesans mekanizmasimin patolojik siireglerdeki rolii (Muriel

Rhinn’in  ‘Cellular senescence in development, regeneration and disease’ isimli

makalesinden modifiye edilmistir.)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Normal Yaslanma ve Dis Stresorle Hizlandirilmis Norodejenerasyon Hayvan
Modelleri

Calismamizda zamanla (herhangi bir dis degismen olmadan) olusan yaglanmaya
bagli nérodejenerasyonu izleyebilmek i¢in yabani tip fareleri 4 ay, 6 ay, 9 ay, 12 ay ve
18 ay olmak tlizere 5 ana zaman diliminin sonucunda go6zlemledik. Jackson

Laboratory’nin  ‘https://www.jax.org/research-and-faculty/research-labs/the-harrison-

lab/gerontology/life-span-as-a-biomarker’ internet sitesindeki verilere dayanarak

C57BL6 farelerin 4. ayda erken eriskinlik dénemini, 6. ayda eriskinlikten orta yasa
gecis donemini, 9. ve 12. aylarda orta yas donemini ve 18. ayda yaslilik donemini

inceledik.

Deney grubu farelerinin yukarida bahsedilen normal yasam siiresinde daha hizli

norodejenerasyona ugramasi i¢in dis bir stresor olan 1-metiyonin yiiklemesi yaptik.

[k {ic zaman dilimi boyunca farelerin olagan kognitif, duygudurum ve motor
bozukluklarini inceledik. 12. ayda ise hiicresel degisiklikleri inceledik. Daha sonra 12.

ve 18. aylarda ultrastriiktiirel yapilar1 incelemeyi hedefliyoruz.

3.1.1. Fareler

Deneylerimizde 118 adet (38 adet davramis testleri igin, 80 adet
immiinohitokimya analizi i¢in) C57BL6 fareler kullanilmistir. Deney ve kontrol
grubu fareleri, dogumdan itibaren 6 hafta boyunca kontrollii bir ortamda tutulmus ve
higbir dis degiskene maruz kalmamuslardir. Diyetleri normal devam etmistir. Ilk 4 hafta
boyunca anne fare tarafindan emzirilmislerdir. 4. haftanin sonunda cinsiyetlerine gore

ayrilmis ve her kafeste 5 fare olacak sekilde gelisimlerini tamamlamislardir.

3.1.2. Farelere verilecek L-Metiyonin ve Normal Su Hesaplamalari

6. haftanin sonunda deney grubu fareleri 12 hafta boyunca i¢gme suyu araciliiyla
I-metiyonin almiglardir. L-metiyoninin oral yoldan aliminin kolay ve optimum diizeyde
olmasimmin yani sira, farelere yapilacak en agrisiz yontem olmasi bizi oral alima
yoneltmistir. Oral alimin 12 hafta gibi uzun bir siireye yayilmasinin sebebi ise, yliksek
doz ve ani homosistein enjeksiyonu/injesyonunun farelerde epilepsi ndbetlerine yol

acabilmektedir. Boylelikle invazif herhangi bir yontem kullanilmamaktadir, analjezik


https://www.jax.org/research-and-faculty/research-labs/the-harrison-lab/gerontology/life-span-as-a-biomarker
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veya anestezi kullanma gereksinimi olmayacak ve epilepsi ndbet riski minimal diizeye

indirilecektir.

Daha onceki yapilan calismalarda standardize edildigi gibi organ yetmezligine
sebebiyet verecek toksik seviyelere ulagsmadan, |-metiyonin dozajin1 8,2 g/kg olarak
belirledik (Tapia-Rojas, Lindsay et al. 2015). Biz de ¢alismamizda, bu makaleden yola
cikarak ayni |-metiyonin yiiklemesini farelere uyguladik. Hayvanlari giinliik olarak
inceledik, haftada en az 2 kez kafeslerini degistirdik, agirlik degisimlerini ve toplam sivi

alimlarin1 6l¢tiik.

Deney farelerinin su tiiketimleri kafesten kafese, giinden giine, yastan yasa ve
ayni kafes igerisindeki fareden fareye degisiklik gostermektedir. Bu yiizden her farede |-
metiyonin dozajini 8,2 g/kg’da sabitleyebilmek adina yeni bir formiil gelistirdik ve bu
formiiliin sonucuna gore her kafes igin ayri l-metiyonin soliisyonlarini her hafta

diizenledik.

Formiil: L-metiyoninin ¢dzlinecegi su miktar1 x |I-metiyonin dozaj1 x (kafesteki

farelerin ortalama agirlig1 / kafesteki bir farenin tiikettigi ortalama su miktari)

Bu formiile gore her kafesin ihtiyaci olan |-metiyonin miktarini dinamik olarak
belirleyebildik. Bunun i¢in haftada bir kez farelerin agirliklarin1 ve tiikettikleri toplam
stvi miktarim Olgtiik. L-metiyonin iceren suyu verecegimiz kafesin o haftaki agirlik
ortalamasi ile bir onceki haftanin sivi tiiketme trendini formiile yerlestirerek tim

kafesler arasinda esit doz alimina maksimum diizeyde yaklastik.

3.2. Davrams Testleri

Norodejenerasyon hayvan modellerinin  normal farelerle arasindaki farki
standardize edilmis davranis testleriyle inceledik. Bilgisayar tarafindan otomatik olarak
kaydedilen davranis testi verileri ayn1 zamanda testi uygulayan arastirmaci tarafindan da
maniiel olarak teyit edilmistir. Davranig testleri ANY-Maze Behavioral Tracking

Software ile standardize edilmis, kaydedilmis ve incelenmistir.

3.2.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi hayvanlarin motor koordinasyonlarini, yeni ¢evreye uyumlarini
ve anksiyetelerini dl¢gmeye yarayan bir davranis testidir. Ustii acik, tahtadan yapilmis ve
iistten kirmiz1 1s1kla aydilatilan 50 cm® hacmindeki alana fareler 5 dakikalik siirelerle

tek tek yerlestirildi (Sekil 7). Ac¢ik alan igerisinde farelerin merkezde ve periferde
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izledikleri yol otomatik olarak kaydedildi. Ayn1 zamanda farelerin iki ayak {izerine ¢ikip
etrafi incelemeleri de sayisal olarak elle kaydedildi. Bununla birlikte farelerin
aksiyetelerini 6l¢mek i¢in, kendilerini temizleme ve tiiylerini diizeltme (timarlanma)
gibi davranislari da sayisal olarak elle kaydedildi. Her fare testi arasinda davranis alani
%70 etanol ile silindi. Boylelikle bir onceki farenin birakmis olabilecegi koku

engellenmistir.

Sekil 7 : AAT i¢in kullandigimiz davranis testi alani

3.2.2. Zorunlu Yiizme Testi

Depresyon benzeri davranist 6lgmek adina Porsolt’un zorunlu yiizme testi
kullanildi. Bu testte 4 L’lik beher kaplarina oda sicakliginda su konduktan sonra fareler
tek tek yerlestirildi ve 10 dakika boyunca farelerin sudaki ylizme davranislari incelendi
(Sekil 8). Testin ilk 60 saniyesi farelerin suya aligsmasi adina ¢alisma dis1 birakilirken;
sonraki 9 dakika 3 ayr1 kiimeye boliindii. Boylelikle farelerin hareketsiz kaldigr zaman

(depresyon benzeri davranig) 3’er dakikalik kiimeler halinde inecelendi.

Sekil 8: ZYT i¢in kullandigimiz geregler



23

3.2.3. Denge Kirisi Testi

Denge kirig testi icin 1 cm kalinliginda ve 1 m uzunlugunda pleksiglastan
yapilmig bir kiris yerden 1 metre yiikseklikte iki tahta ayak iizerine sabitlenmistir.
Kirigin sonuna fareleri motive etmesi i¢in yiyecek birakilmistir. Fareler ilk iki gilin
giinde li¢ defa olmak lizere denge kirisinde yliriitiilerek ortama alismalar1 saglanmustir.
Sonraki iki giin yine glinde iic deneme yaparak farelerin denge kirisindeki kaymalari
sayllmistir (Sekil 9). Toplamda elde edilen kayma (denge kaybi) sayilar istatistiksel
olarak incelenmistir. Her fare testi arasinda denge kirisi %70 etanol ile silinmistir.

Boylelikle bir 6nceki farenin birakmis olabilecegi koku engellenmistir.

Sekil 9: DKT i¢in kullandigimiz mekanizma

3.2.4. Nesne Tanima Testi

Farelerin hipokampokortikal aglara bagl hafiza ve 6grenmelerini test etmek igin
kullanilan bir testtir (Tomé, Gokhan et al. 2015). ki adet ayn1 objeyi incelemeleri igin
fareler 40 cm x 40 cm lik davranis alanina herhangi baska bir gorsel ipucu olmadan
birakilmigtir. Bu davranig alaninda fareler kesintisiz 10 dakika boyunca iki adet ayni
nesne ile bekletilmistir. Nesneleri 6grenme siiresi bittikten sonra fareler ayni kafes ve
ortamlarina geri gotlriilmiis ve bir giin sonra nesne tanima testi i¢in davranig testi
alanina getirilmistir. Bu test 6 dakika slirmektedir. Fareler bir onceki ayni alana
birakilir. Nesnelerden yalnizca biri yeni bir nesne ile degistirilmistir. Farelerin hangi
nesneyi ne kadar zaman inceledigi kaydedilmistir. Her fare testi arasinda davranis alani
%70 etanol ile silinmistir. Boylelikle bir dnceki farenin birakmis olabilecegi koku

engellenmistir.
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3.2.5. Nesne-Mekan Testi

Nesne-mekan testi (NMT) isminden de anlasilacaga iizere farclerde mekansal
hafizay1 test eder. NMT igin iki adet ayni nesne (kemirgenler icin ilgi cekici) farkl
yerlere yerlestirilir. Farelerin nesnelerin yerlerini hatirlayabilmeleri i¢in davranis testi
alaninin duvarlarina gorsel ipuglari yerlestirilir. Boylelikle fareler uzaysal olarak her iki

objeyi 4 dakika boyunca inceleyebilmektedir.

Daha sonra nesnelerden biri farkli bir noktaya yerlestirilir ve farenin her iki
nesneyi izledigi siireler not edilir. Ogrenim ve test arasindaki siire testten teste
degisebilmekte olup biz testlerimizde 40 dakika ve 70 dakika olmak iizere iki test
uyguladik. Her test i¢in farkli objeler kullanild1 (Sekil 10-11). Her fare testi arasinda

davranis alant %70 etanol ile silinmistir. Boylelikle bir Onceki farenin birakmis

olabilecegi koku engellenmistir.

Ogrenme

Sekil 10: NMT esnasinda farenin nesneleri incelemsi
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Nesne Tanima Testi
Ogrenme (10 dk) = 24 saat => Test Etme (6 dk)

[ i hafizada tutma i :

Nesne - Mekan Testi

Bgrenme (5 dk) mm)p 40dkyada70dk  mmmp Test Etme (3 dk)
hafizada tutma

Tercih Skoru = Yeni Nesne inceleme/Total inceleme
. ' Basarili > %55

Sekil 11: NTT ve NMT’nin sematik agiklamast (Wolfgang A. Tome’nin ‘A
mouse model replicating hippocampal sparing cranial irradiation in humans: A tool for

identifying new strategies to limit neurocognitive decline’ isimli makalesinden modifiye

edilmigtir)

3.2.6. Yiikseltilmis Art1 ve O Labirent Testi

Yiikseltilmis art1 labirent testi (YALT) ve ylikseltilmis O labirent testi (YOLT)
farelerde anksiyete dlgmeye yarayan bir testtir. YALT yerden bir metre yiikseltilmis +
seklinde yapilmis iki ucu kenarlar1 kapali ve diger iki ucu kenarlar1 acik bir platformdan
olusmaktadir. Farelerin hangi kollarda ne kadar hareket ettigini ve ne kadar siire
kaldigint ANY Maze yazilimi otomatik olarak kaydetmektedir. O Testi ise O seklinde
olup yarist acik yaris1 kapali bir platformdan olusmaktadir (Sekil 12).

Her fare testi arasinda davranis alan1 %70 etanol ile silinmistir. Boylelikle bir

onceki farenin birakmis olabilecegi koku engellenmistir.

=

Sekil 12: YALT igin kullandigimiz mekanizma
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3.3. Doku Elde Edilmesi ve Islenmesi

3.3.1. Perfiizyon

Perflizyona hazirlanan farelere oncelikle ketamin/xylazine/salin karisimindan
150ul intraperitoneal olarak enjekte edildi. Anestezi derinligi ayak parmagina,
kuyruguna ve el parmaklarina verilen agrili stimiilana bakarak tek tek izlendi ve refleks
yanit alinmamaya baslandiginda perfiizyona baslandi. Refleks yanit kaybinin ardindan
fare sirt Ustii parafin plakaya sabitlendi. Daha sonra alkol ile temizlenen deri makas
yardimiyla Kkesildi ve gogiis kafesi bilateral olarak tamamen agildi. Toraksi acarken,
farenin diyaframi kesildi ve ac1 ¢ekmeden sakrifiye edilmesi saglandi. Daha sonra ince
makas yardimiyla kalbin sol ventrikiiliine kateter girecek sekilde delik agild1 ve kalbin
icerisine kateter yerlestirildi. Bu kateter araciliyla +4 °C 15 mL’lik heparin soliisyonu
dakikada 2 mL olacak sekilde pompa yardimiyla enjekte edildi. Heparin sirkiilasyonu
tamamlandiginda, ara vermeden 25 mL %4 paraformaldehit (PFA) soliisyonu dokularin
sabitlenmesini saglamak amaciyla kateterin diger ucundan eklendi. Sirkiilasyona giren
heparin ve PFA soliisyonlarinin sabit hizda verilebilmesini saglamak adina perfiizyon
pompalar1 esit ayarda kullanildi. Perfiizyonu tamamlanan farelerin beyinleri ¢ikartildu.
Farelerin kalan dokular1 uygun yontemlerle tibbi atik prosediirine uygun olarak

saklandi ve imha edildi (Sekil 13).

Sekil 13: Farelerin perflizyonu sirasinda kullandigimiz aletler
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3.3.2. Doku Islemleri ve Saklama

Perflizyonu tamamlanan farelerin beyinleri ¢ikartildiktan sonra +4 °C’deki 5 mL
PFA dolu tiiplere konuldu. Bu tiipler 1 giin boyunca +4 °C’de bekletilerek ek bir
tespitleme yapildi. Bu fiksasyon sonrasinda beyinler %20 siikroz-PBS soliisyonuna
alindi. Siikroz soliisyonu sayesinde beyin igerisinde kalmis herhangi nem kalintisi
onlendi. Su kalintisinin  Onlenmesi  beyni  dondurdugumuzda olusabilecek

kristallesmelere ve yirtilmalara karsi biliylik 6nem tasimaktadir.

Daha sonra siikrozdan ¢ikarilan beyinler kurulandiktan sonra standart tissue-tek
cryomold 25mmx20mmx5mm Olgiilerindeki plastik kaplara yerlestirilip; tiim beyni
saracak sekilde M-1 Embedding Matrix ile kaplar dolduruldu. Bu matriks soliisyonu
beyni dondurdugumuzda dokunun hareket etmemesi ve sicakligini korumas: igin
kullanilmaktadir. Tamamen matriks icerisine alinan beyin daha onceden kuru buz
sayesinde -30 °C ‘ye getirdigimiz isopentene soliisyonuna batirilip tamamen donmasi

sagland1. Bu sekilde beyinleri -80 °C derin dondurucularda uzun siire saklayabildik.

Beyin kesitleri Leica CM3050S cryostat araciligiyla 30 mikron boyutlarinda

sajittal olarak kesildi ve alinan kesitler cryoprotectant soliisyonu ile -20 °C de saklanda.

3.4. Immiinohistokimya

3.4.1. 3,3’-Diaminobenzidine Boyamasi

3,3’- Diaminobenzidine (DAB) boyamasi igin ise dokular endojen peroksidaz
enzimi aktivitesini bertaraf etmek igin oncelikle 10 dakikalik H202 soliisyonuna tabi
tutuldu. Daha sonra uygun hayvan serumu ile sabitlenen beyin kesitleri belirtilen
antikorlarla isaretlendi. Akabinde ikincil biyotinillenmis antikorlar, DAB kokteyli ve

ABC kiti soliisyonlartyla kesit mikroskopik incelemeye hazir hale getirildi.

3.4.2. Senesansla Alakah p-Galaktozidaz Boyamasi

SA B-Gal yukarida belirtilen DAB immiinolojik boyamasina ek olarak yapilan
ve senesans savunma mekanizmasini olusturmus hiicrelerin ek olarak boyanmasini
saglayan bir metottur. Buna gore daha onceki reaksiyonlara ek olarak, dokular CBA-
230 Cellular Senescence Assay Kit soliisyonlar ile fikse edildi ve ek olarak X-Gal
soliisyonu ile birlikte +37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
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3.5. Elektronmikroskopisi

Intrakardiyak perfiizyon sonrasinda (%2 lik PFA soliisyonu ile) alman beyin
0,1M sodyum kakodilat tamponunda hazirlanan %2 gluteraldehit soliisyonunda fikse
edildi. Bu fiksasyon sonrasi beyinler %1 osmiyum tetroksit soliisyonunda bekledildikten
sonra blok halinde %2 uranil asetat soliisyonunda boyandi. Daha sonrasinda 6rnekler
artan etanol konsantrasyonuyla dehidrate edilip LX112 (LADD Research Industries,
Burlington VT) reginesi igerisine yerlestirildi. Leica EM Ultracut UC?7 ile kesilen ultra-
ince kesitler (80 nm) Once uranil asetat, akabinde kursun sitrat soliisyonlariyla boyandi

ve JEOL 1200EX transmisyon elektron mikroskopu ile 80 kV da goriintiilendi.

3.6. Istatistiksel Analiz ve Kullanilan Yazilimlar
Calismanin salt verileri Microsoft Excel ile dijital ortama aktarilds; istatistiksel

analizler ve olusturulan grafikler ise GraphPad Prism 8 ile hazirlandi.

Davranis testleri ANY-Maze Behavior Tracking Software ile kaydedildi ve

analiz edildi.

Immunohistokimya yontemleriyle hazirlanan preparatlar Olympus marka
floresan mikroskopla ve Microsuite 5 yazilimiyla dijital ortama kaydedildi. Elektron
mikroskopisi i¢in hazirlanan preparatlar JEOL 1200X marka mikroskopla ve Gatan’s
Digital Micrograph yazilimiyla dijital ortama aktarildi. Kaydedilen doku fotograflari
Adobe Illustrator 2019 ve Adobe Photoshop 2020 ile diizenlendi ve analizi saglandi.

Caligmada bahsi gecen tiim yayinlar EndNote X9.3.3 ile tezin kaynaklar

bolumine otomatik olarak aktarildi.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotip ve Davranis Bulgulari
Deneylerimize katilan tiim deney farelerinin 6. haftanin baslamasindan 17.
haftanin sonuna kadar aldiklar1 su veya I-metiyonin miktarini ve yine bu siire zarfindaki

agirlik degisimlerini haftalik olarak not aldik.

Davranis testlerine katilan fareleri su alan disiler (n = 10), metiyonin alan disiler
(n = 9), su alan erkekler (n = 9) ve metiyonin alan erkekler (n = 10) olacak sekilde

toplam dort gruba ayirdik. Ayni fareler 4. 6. ve 9. ayda davranis testlerine tabi tutuldu.

4.1.1. Su Alim1 ve Agirhk Degisimi

Kontrol ve deney farelerinin su alimlarin1 ve agirhik degisimlerini I-metiyonin
yiiklemesi yaptigimiz siire zarfinda (post natal 6. haftanin basindan 17. haftanin sonuna
kadar) haftalik olarak takip ettik (Sekil 14-15). Metiyonin alan farelerin su alanlara
kiyasla daha az sivi tiikketmesinin sebebinin |-metiyonin ¢ozeltisinin zaman iginde

olusturdugu siilfiirik kokusu oldugunu diistinmekteyiz.

200
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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Sekil 14: Farelerin I-metiyonin yiiklemesi boyunca su ve metiyonin alimlarinin

zamana gore degisimi
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Sekil 15: Farelerin |-metiyonin yiiklemesi boyunca agirliklarinin zamana gore

degisimi

4.1.2. Davrams Testleri

Davranis testlerinin amaci kontrollere kiyasla deney hayvanlarinda goriilen
duygudurum, bilis, motor ve denge bozukluklarini saptamaktir. Yaptigimiz deneylerde
|-metiyoninin hangi ndroanatomik alanlari etkiledigini onceden bilemedigimiz igin
biitiin temel duygudurum, bilis, motor ve denge fonksiyonlarini aragtirmaya karar
verdik. Bununla birlikte, deney kosullarindan bagimsiz olarak deney hayvanlarinda
bulunabilecek ve davranis testlerinin yorumunu etkileyebilecek her tirli fiziksel
bozuklugu saptamak amaciyla ilk olarak acik alan testini (AAT) uyguladik (Sekil 16-
17).

4.1.2.1. Kontrol ve deney grubu farelerininin genel fiziksel durumlarinin, bazal
anksiyete ve kesfetme istegi diizeylerinin AAT ile incelenmesi

Farelerin durumlar1 glinliik olarak veteriner teknikerleri tarafindan takip edilmis
olsa da biz bu test ile, deney hayvanlarinda ileride uygulayacagimiz  testlere
katilmalarin1 engelleyecek herhangi bir fiziksel diiskiinlik olup olmadigimi tekrar
incelemek istedik. Giinliik takiplerimiz ve AAT esnasinda hayvan protokoliimiizde
belirlenen standartlara gore (hayati fonksiyonlarin stabil olmamasi, solunum zorlugu
cekmesi, act ¢ektigi icin postiir degisiklikleri, vokalizasyon vb. yontemlerle anlasilan,
%15 ve flizerinde kilo kaybi olmasi, 1 dakikadan fazla siiredir kalbin atmamasi ve
solumamasi) hayvanlarin testlere katilmalarini engelleyecek bir morbidite yoktu. Ayrica

biz de bu testin sonucunda deney hayvanlarinda belirgin bir fiziksel sakatlik gérmedik.
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AAT ile farelerin bariz norolojik, kas-iskelet veya motor bozukluklarinin olmadigini

tekrar gostermis olduk.

AAT ayn1 zamanda farelerin yeni bir ortama girdiklerinde nasil tepki
verdiklerini incelemek icin de yararli bir testtir. AAT’ de, davranig testi yaptigimiz
alanin merkezinde (duvarlardan uzakta) gecirilen siirenin merkezin disinda gegirilen
stireye orani (duvarlara yakin) bize hayvanlarin ne kadar az derecede anksiyetede
olduklarin1 gdstermektedir (Seibenhener and Wooten 2015). Ornegin bir fare ne kadar
cok merkez disinda vakit gegiriyorsa o kadar ¢ok anksiyete benzeri davranis paterni
gostermektedir. Kontrol ve deney grubu disi ve erkek fareler arasinda yaptigimiz iki
yonli ANOVA testine gore anksiyete adma istatistiksel olarak anlamli bir fark
goremedik (F(1, 35 = 0,9805 ve p = 0,3289) (Sekil 17).

Buna ek olarak bazal anksiyete diizeylerini incelemek igin ayrica AAT’de
farelerin  timarlanma siirelerini kaydettik. Farelerin timarlanmasi amigdala ve
hipotalamus gibi limbik sistemin komponentleri tarafindan modiile edilmektedir
(Kalueff, Stewart et al. 2016). Daha 6nce yayinlanmis bircok makale farelerde artan
timarlanma siiresinin anksiyete ve amigdalada selektif dopamin saliniminin azalmasiyla
korelasyon gosterdigini kanitlamistir (Homberg, van den Akker et al. 2002). Bu testin
sonucu deney farelerinin kontrol farelerine kiyasla timarlanma siiresi adina yapilan iki
yonli ANOVA testi incelemesinde herhangi bir istatistiksel anlamli farklilik
gostermemistir (F, 35 = 1,962 ve p = 0,1701) (Sekil 16-A).

Anksiyete incelemesi diginda AAT farelerin eksploratif (kesfedici) davranig
paternlerini de incelemeye yarayan bir testtir. Fareler yeni bir ortama girdiklerinde iki
arka ayaklarinin {izerine cikarak etrafi kesfetmeye calisirlar. Ileride yapacagimiz
davranis testlerine olan katilim orani, bu kesif gilidiisiiyle parallelik géstermesi agisindan
onemlidir (Crawley 1999). Biz de AAT de farelerin kesif davranisini iki ayak iizerine
ciktiklart anlarin sayisal degerlerini kaydederek Slctiik. Bu testte erkek disi gruplarinin
kontrol ve deney gruplar1 arasinda ayaga kalkip etrafi kesfetme sayis1 adina yapilan iki
yonliit ANOVA testi sonucunda herhangi bir istatistiksel anlamli fark bulamadik (F, 35)
= 3,108 ve p = 0,0866) (Sekil 16-B).

AAT ile vardigimiz anksiyete ve kesfetme benzeri davranig sonuglarini 6n bilgi

olarak elde ettik ve daha detayli testlerle incelemeye karar verdik.
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Sekil 17: AAT’de merkezde gezinme yiizdesi

4.1.2.2. Kontrol ve deney grubu farelerinin anksiyete agisindan karsilastirilmasi

Deneylerimize dncelikle diger test bulgularinin da sonuglarini etkileyebilecegini

bildigimiz anksiyete 6lglimiiyle basladik. Anksiyete farelerin davranis testlerindeki

motivasyonunu belirleyen temel kosullardan biri olan kesfetme i¢ gilidiisiinii direk
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etkileyen bir unsurdur. Hayvanlarin yeni ortam ve nesneleri kesfetmek ve hayatta
kalmak arasindaki i¢sel ¢atismalarinin arasindaki denge deney sonuglarini belirleyen
temel noktadir (Harro 2018). Ayrica anksiyete, hafiza ve 6grenme yetilerini kisitlayip
bu bilissel testlerin sonuglarinin giivenilirligini azaltabilmektedir (Dere, Zlomuzica et al.
2010) (Elsey and Kindt 2017). Calismamizda kontrol ve deney hayvanlari arasinda
yapilan yasam evresine uygun olarak se¢ilmis ¢esitli davranis testlerinde anksiyete

acisindan bir farklilik saptamadik (Sekil 18A-18B).

Deney hayvanlarinda kontrollere gore artmig anksiyete olup olmadigini
saptamak i¢in deneylerimize ilk olarak 4. ayda yiikseltilmis art1 labirent testi (YALT)
ile bagladik. Bu testin sonucunda disi ve erkek fareler arasinda; kontrol grubu ve I-
metiyonin alan gruplar arasinda anlamli bir fark bulamadik (F, 35) = 0,2778 ve p =
0,6015).
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Sekil 18: A. 4. ay anksiyete diizeyleri B. 9. ay anksiyete diizeyleri

Ilerleyen yaslarda deney hayvanlarinin uyguladigimiz testleri grenip, bu
testlerle arastirmay hedefledigimiz bulgularin baskilanmasini 6nlemek i¢in daha 6nce
kullandigimiz YALT 1 kullanmaktan kagindik (Prevot, Misquitta et al. 2018). Bu

ylizden 9. aya gelmis farelerin anksiyete 6l¢iimiinii alternatif bir test olan yiikseltilmis
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sifir labirentiyle (YOT) degerlendirdik. Bu testin sonucunda da Sekil 18 B’de goriildiigii
gibi bu kez de kontrol ve deney gruplari arasinda anksiyete adina herhangi bir anlamli
fark bulamadik (F (1, 34y = 0,5600 ve p = 0,4594). Bu sonuglardan yaptigimiz ¢ikarima
gore, deneylerimizde kullandigimiz I-metiyonin dozu fare sinir sisteminde anksiyete
duygudurum fonksiyonunu etkileyebilecek néroanatomik alanlarda belirgin bir hasara
neden olmamaktadir. Dolayisiyla bundan sonraki deneylerimizde dlgecegimiz hafiza

motor ve denge testlerinde anksiyetenin herhangi bir olumsuz etkisi olmayacaktir.

4.1.2.3. Kontrol ve deney grubu farelerinin depresyon benzeri davrams acisindan
karsilastirilmasi

Zorunlu yiizme testi (ZYT) kemirgenlerde depresyon benzeri davranigi 6lgmekte
en ¢ok kullanilan testlerden biridir (Yankelevitch-Yahav, Franko et al. 2015). Bu teste
gore disardan uygulanan stresor ile basa ¢ikma yetilerini 6l¢meyi hedefledik. Bu
deneyde, su ve metiyonin alan her iki cinsiyet grubu arasinda depresyon adina
istatistiksel (iki yonli ANOVA) anlaml bir fark bulamadik (Fq, 15 = 1,317 ve p =
0,2690). Bununla birlikte, her ne kadar istatistiksel bir anlam kazanmasa da, erkek
farelerin disi farelere gore ortalama olarak daha fazla depresyon benzeri davranig
egilimi gosterdigini gozledik. Daha Once yapilmis g¢alismalar cinsiyetin tek basina
depresyona hassasiyeti belirleyen bir unsur oldugunu bildirmistir. Bizim bulgularimiz
da bu ¢alismalarla tutarlilik gostermektedir (Altemus, Sarvaiya et al. 2014) (Thériault
and Perreault 2019) (Rubinow and Schmidt 2019). Biz ¢alismamizda ZYT’yi yalnizca
4. ayda kullanabildik. ZYT’nin daha sonraki aylarda uygulanamama sebebi ise farelerin
bu su dolu kaplart hatirlayabilmeleri ve dolayisiyla hayatta kalmak i¢in ¢irpinma
gereksinimi duymamalaridir. Bu durumun depresyon olmadigi halde yanlis pozitif bir
sonu¢ dogurabilmesi ihtimalinden dolay1 depresyon testlerini 4. ayda noktaladik (Sekil
19).
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Sekil 19: 4. ay depresyon diizeyleri

4.1.2.4. Kontrol ve deney grubu farelerinin hipokampiise bagh mekansal hafiza
fonksiyonlar: acisindan karsilastirilmasi

Nesne mekan tanima testinin (NMT) amaci temelde hipokampiis bagimli
mekansal hafizayr 6l¢gmektir. Mekansal hafizay1r 6lgmeye yarayan diger testlere (Morris
Water Maze vb.) kiyasla NMT’yi tercih etmemizin sebepleri bu testin kolay,
tekrarlanabilir ve halihazirda laboratuvarimizca standardize edilmis olmasidir. Fareler
bu testte, dort duvarina gorsel ipucu yerlestirilmis davranis testi alaninda oncelikle
birbirinin tipatip aynisi olan iki nesneyi kesfeder ve bir siire sonra arastirmaci tarafindan
yeri degistirilen nesneyi farelerin tekrar incelemesi goézlemlenir. Normalde bu testte
beklenen sonug, yeri degisen nesneye olan ilginin yeri degismeyen nesneye olan ilgiye
gore daha fazla olmasidir. Her test igin farkli obje kullanabilme ve iki boyutlu olarak
daha oncekilerden farkli kombinasyonlarda yer degistirebilmeleri agisindan NMT farkli
nesne sayisi el verdik¢e uygulanabilir. Biz de bu ylizden kontrol ve deney farelerimizin
mekansal hafizalarin1 zaman igerisinde 6lgmek i¢in bu testi 4., 6. ve 9. ay olmak iizere

lic kez tekrarladik.

NMT’yi bu {i¢ zaman diliminde tekrarlamaktaki temel nedeni I-metiyonin

alimindan sonra beyinde olusabilecek oksidatif strese bagli akut inflamasyonun daha
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sonra gerileyebilmesi ya da tam tersine kalict norodejenerasyon yaparak hafizayi
tamamen bozmasina neden olup olamayacagi hakkinda kesin bir bilgiye sahip

olmadigimizdan kaynaklanmaktadir.

Testlerin zaman igerisinde tekrarlamamizin yani sira ayrica ayni zaman
diliminde (4. 6. veya 9. ay) NMT’yi 40 dakika aralikli ve 70 dakika aralikli olarak iki
kez inceledik. Hayvanlarin ayr1 ayr1 40 dakikalik ve 70 dakikalik mekansal hafizlarini
olgmemizdeki temel amag, 40 dakikalik hafiza testinin hayvanlar i¢in kolay olabilmesi
ve altta yatan mekansal hafiza bozuklugunu ka¢irma ihtimalimizi elemekti. Ancak bu
stireyi istedigimiz gibi ¢ok¢a uzatmanin sonucunda farelerin teste olan motivasyonu
azalabileceginden ve olmayan hafiza bozuklugunu varmis gibi gdsterebileceginden
deneylerimizi daha onceki calismalarda standardize ettigmiz (Tomé, Gokhan et al.

2015, Chitu, Biundo et al. 2020) 70 dakika ile sinirlandirdik.

NMT-40’ta 4. ayda disiler arasinda mekansal hafiza bouzklugu adina kontrol ve
deney gruplar arasinda istatistiksel (ki-kare testi) olarak anlamli bir fark bulamadik.
(r2@, 190 = 1,663 ve p = 0,1972). Ancak 4. ayda su ve metiyonin alan erkekler arasinda
NMT’de basarili-basarisizlik orani ki-kare testiyle incelendiginde istatistiksel olarak
anlaml bir fark gozlemledik. (y2(1, 19) = 29,85 ve p < 0,0001). Bu bilgiler 1s1ginda 1-
metiyonin alimimin akabinde yapilan (4. ay) NMT de su alan erkek farelerin metiyonin
alanlara oranla daha basarisiz oldugunu; ancak disi farelerde bdyle bir farkin olmadigini

gbozlemlemis olduk.

Erkek farelerin I-metiyonin yiiklemesine bagli olan oksidatif strese, MSSde I-
metiyonin yiiklemesinin tetikleyebilecegi diger zararl hiicresel ve molekiiler yolaklarin
aktive olmasi ve akabinde olusan akut hasara daha yatkin olmasi1 muhtemeldir. Ancak

bu olasiligin immiinohistokimyasal analizlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

Ilging bir sekilde calismamizin ilerleyen aylarinda NMT-40’ta 6. ayda su alan
disi fareler ile I-metiyonin alan disi fareler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gordik (2@, 19 = 29,85 ve p < 0,0001). Erkek farelere gelince 4. ayda
gbzlemlemis oldugumuz NMT-40’taki kusur 6. ayda da devam etti; I-metiyonin alan
erkek fareleri su alanlarla karsilastirdigimizda aralarindaki fark istatistiki olarak anlamli
kald1 (y2(, 19) = 13,24 ve p = 0,0003). Bu bilgi 1s1ginda mekansal hafiza bozuklugunun
erkeklerde akut donemde (4. ay) baslayarak 6. ayda da siirdiigiinii g6zlemlemekteyiz.

Ancak disi farelerde akut donemde herhangi bir mekansal hafiza bozuklugu
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goriilmezken en erken bulgular 6. ayda ortaya ¢ikt1 (Sekil 3). Bu sonuglar bize erkek
farelerin, NMT-40 testinin islevini 6l¢tiigii mekansal hafizadan sorumlu hipokampal

bolgelerinin I-metyoninin zararli etkilerine disilere gére daha duyarli olabilecegini

diistindiirdii (Sekil 20).

9. aya geldigimizde, sadece disi farelerde su alanlarla karsilastirildiginda
metiyonin alan grubun mekansal hafizada kusur gostermeye devam ettigini gozledik
(r2@, 19) = 29,85 ve p < 0,0001). Bununla birlikte ayn1 yastaki erkek farelerin mekansal
hafizalarin1t NMT-40 ile degerlendirdigimizde 6. aya kadar siiren hafiza kusurunun artik
devam etmedigini gordiik. Tiim testlerde kullandigimiz fareler ayni oldugundan, 6. ayda
su alan farelerin oransal olarak 9. aydaki su alan farelere gore daha basarisiz olmalari ve
daha sonrasinda 9. ayda basarili olmalarinin sebebi 6. aydaki bazi farelerin teste katilim
motivasyonunun diisiikligiiyle agiklanabilir. 9. aydaki erkek fareleri inceledigimizde su
alan ve metiyonin alan fareler arasinda belirli bir istatistiksel anlamlilik saptamadik

(12 19)= 0,7226 ve p = 0,3953).
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Sekil 20: Hipokampiis Bagimli Mekansal Hafiza Diizeyleri (NMT-40)
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4. ayda NMT-70’i inceledigimizde (Sekil 21) metiyonin alan disi farelerde su
alan kontrol disi farelere kiyasla basarili-basarisiz orani agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gorilmektedir (y2q, 199 = 24,72 ve p < 0,0001). Bu farki daha
oncesinde yaptigimiz NMT-40 testinde gorememistik (Sekil 20). Bu oran farkinin
NMT-40’a kiyasla daha zor bir test olan NMT-70 testinde goriilmesinin sebebi bu
bozuklugun heniiz ¢ok yaygin olmamasi olabilir. Erkek fareleri inceledigimizde ise
NMT-70’te tipki NMT-40’ta oldugu gibi metiyonin alan farelerde su alan kontrol
grubuna kiyasla basarili-basarisiz orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlemekteyiz. (y2q, 19 = 13,79 ve p = 0,3953). Bu test bir kez daha erkek farelerde

mekansal bir hafiza bozuklugunun varhigini1 géstermektedir.

NMT-70 6. ay NMT-40’ta gordiigiimiiziin aksine, su ve metiyonin alan disi
fareler arasinda basarili-basarisiz orani adina anlamli bir fark goriillmemektedir (y2(1, 19)
= 1,057 ve p = 0,3039). NMT-40 sonuglarmni agiklarken de bahsettigimiz gibi 6. ayda
yaptigimiz testlerde farelerde belirli bir motivasyon diisiikliigii oldugunu goérmekteyiz.
Sekil 21’e dikkatli bakildiginda 6. aydaki disi kontrol farelerinin sanki hafiza kaybina
girdigi ve 9. ayda bu bozukluktan kurtuldugu gibi bir anlam ¢ikabilmektedir. Ancak tiim
zaman dilimlerinde aynmi fareleri kullandigimizdan 6. aydaki bu farkliligi fare
motivasyonu diisiikliigii ya da kullanilan nesnenin farelerde anksiyete yaratmasi vs. gibi
etmenlerle agiklayabiliriz. Ayni sekilde erkek farelerde de hem su alan hem de
metiyonin alan fare gruplarinda teste katilma isteksizliginden s6z edebiliriz. 6. ayda
erkek fareler arasinda anlamli bir fark olmasa da (y2(, 19) = 0,05321 ve p = 0,8176)

metiyonin alan grubun basari1 adina oransal siiregidisi devam etmektedir.

NMT-70’te 9. aya geldigimizde 6. ayda hem disi hem de erkek farelerde goriilen
motivasyon diisiikligliniin ortadan kalktigin1 ve hayvanlarin teste katildiklarini
gozlemliyoruz. 4. ayda disi farelerde gozlemledigimiz, su ve metiyonin alan fareler
arasinda basarili-basarisiz oranindaki farkin istatistiksel anlamliligi 9. ayda da devam
etmektedir (y2q, 19) = 44,94 ve p < 0,0001). Disilere paralel olarak erkeklerde de su ve
metiyonin alan gruplar arasinda basarili-basarisiz orani agisindan istatistiksel olarak

anlamli farklilik g6zlemlenmektedir (y2(1, 19) = 4,204 ve p = 0,0403).
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Sekil 21: Hipokampiis Bagimli Mekansal Hafiza Diizeyleri (NMT-70)

Mekansal hafizayr test etmek igin kullanilan NMT testinin zamanlamasi
geleneksel olarak 40 dakika ya da 70 dakika olarak secilmistir. Test kosullarinda 40
dakikalik denemede anlamli sonu¢ elde edildiginde genelde 70 dakikalik test
uygulamasina geg¢ilmemektedir. Bununla birlikte bizim yukarida karsilastigimiz gibi
deney gruplarinda bir sapma ortaya ¢ikarsa (9. ayda erkek fareler gibi) yaptigimiz
davranis testinin var olan islev bozuklugunu tetkik etmekteki hassasiyetini sinayabilmek
amaciyla NMT testlerinin 70 dakikada da tekrarlanmasi gerekmektedir. Nitekim disi ve
erkek fareleri mekansal hafizalar1 agisindan NMT-70’e tabi tuttugumuzda her iki cinste
giderek ilerleyen bir hafiza kusuru saptanmistir (disiler 4. ay, 6. ay ve 9. ay ; erkekler 4.
ay ve 9. ay). Ancak bu deney kosulunda ilging bir sekilde erkek kontrol farelerin 6. ayda
teste motive olamadiklarini gézlemlemis bulunmaktayiz. Bununla birlikte ayn1 kontrol
hayvanlarin 3 ay yaslandiktan sonra 9. ayda teste basarili bir sekilde katildiklari igin

bunun verilerin biitiinliiglinii degistirmeyen bir ayrinti oldugunu diisiinmekteyiz.

NMT-40 ve NMT-70 sonuglarini inceledigimizde I-metiyoninin disi ve erkek

farelerde kronik bir mekansal hafiza bozukluguna yol agtigini diisiinmekteyiz.
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4.1.2.5. Kontrol ve deney grubu farelerinin hipokampiis ve kortikal aglara bagh
ogrenme ve hafiza fonksiyonlar: acisindan karsilastirilmasi

Daha o6nce NMT ile inceledigimiz hipokampiis odakli mekansal hafiza
bulgularmma ek olarak diger hafiza fonksiyonlarinin ve Ogrenmenin alt yapisini
olusturan, hipokampiis digindaki bolgeleri de kapsayan ndronal aglar test edebilmek
icin NTT’yi kullanmaya karar verdik. NTT’de kullanilan nesneler NMT’de
kullanilanlara gore daha basit, iic boyutlu geometrik sekillerdir. NTT’de NMT’den
farkli olarak objenin yeri degistirilmez. Bir giin sonra objelerden birinin yerine tamamen
farkli baska bir obje yerlestirilerek hafiza ve 6grenme test edilir. Bu test ile yalnizca
hipokampiisii degil, hafizanin ve 6grenmenin islenmesine katilan diger kortikal yapilart
da (entorinal, peririnal ve parahipokampal) test etmis olduk (Antunes and Biala 2012).
Nesne tanima testini, disi ve erkek gruplarinda ayri ayri iki yonli ANOVA ile analiz
ettigimizde iki degisken (zaman ve metiyonin alip almamis olmak) arasinda anlamli bir
farklilik gozlemledik (F2, 34) = 4,631 ve p = 0,0166). Akabinde yaptigimiz Sidak ¢oklu
karsilastirma post-hoc analizi sonrasinda, 9. ayda su alan (n = 10, 61,23 + 28,39, %95
Cl [40,92, 81,53]) ve metiyonin alan (n = 9, 27,10 + 20,21, %95 CI 11,57, 42,64)
farelerden, sadece disi fareler arasinda tercih skoru agisindan anlamli bir istatistiksel
fark bulduk. Bununla birlikte su ve metiyonin almig erkek fareler NTT de belirgin bir

tercih skoru farki gostermemistir (Sekil 22).
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Bu bulgular bize disi farelerde, erkek farelerin tersine hafiza fonksiyonlarina
katilan ekstrahipokampal bolgelerin I-metiyonin yiiklemesine kars1 6zel bir hassasiyeti
olabilecegini diisiindiirdii. Bu acgidan c¢alismamiz, cinsiyet farkliliginin, cevresel
stresoOrlerin, noronlar lizerindeki segici yikici etkisini belirleyen roliinii tanimlayan daha
once yapilmis calismalarla uyum i¢indedir (de Olmos, Bueno et al. 2008, Duffy,
Schaner et al. 2011, Scharfman and MacLusky 2014).

Disi ve erkek fareler arasnnda gozlemledigimiz farkli hafiza ve 6grenme
bozuklugunun nedenleri ¢ok ¢esitli acilardan irdelenebilir. Erkek hayvanlarda
gozlemlenen salt hipokampiise dayanan NMT bozuklugu, erigskin fare beyinlerinin
endokrin  faktorlere bagli direncinden kaynaklanabilir. Nitekim, 0Ostrojenin
hipokampiisteki hiicreler iizerindeki koruyucu etkisi pek c¢ok yayinin ana temasini
olusturmustur (Brann, Dhandapani et al. 2007, Raghava, Das et al. 2017, Zarate,
Stevnsner et al. 2017). Bu savi destekleyenler, kadinlarda menopoz sonrasi artan
bunama insidansin1 bu sekilde agiklamislardir (Wise, Dubal et al. 2001, Scheyer,
Rahman et al. 2018). Bununla birlikte erkek ve disi fareler arasinda belgeledigimiz
degisik noroanatomik bolgelerin hasarina baglh hafiza bozukluklari, MSS gelisimi
sirasinda, embriyonik donemde, piiberte Oncesi ve sonrasinda endokrin faktorlerin
noronal aglarin ve bunlarin altyapisini olusturdugu biligsel islevler agisindan 6zellesmis
kortikal bolgelerin dagilimdaki cinsiyete Ozel belirleyici rollerine bagli olabilir
(Hanamsagar and Bilbo 2016). Ornegin, yapilan psikolojik ve fonksiyonel MRI
testlerinde insanlarda hemisferik 6zellesme incelendiginde, bu farkin erkek beyinlerinde
daha belirgin oldugu ortaya konmustur. (Hier 1979, Sommer, Aleman et al. 2008, Gotts,
Jo et al. 2013, Hirnstein, Westerhausen et al. 2013, Plessen, Hugdahl et al. 2014,
Guadalupe, Zwiers et al. 2015). Bununla parelel diger ¢alismalarda dil ve hafiza
fonksiyonlarmin hemisferik dagiliminin  kadinlarda daha az secici oldugu ortaya
konmustur. Bu fark kadinlar1 ilk asamada felg, norodejeneratif hastaliklarin neden
oldugu hasar1 kompanse edebilmek acisindan daha basarili kilabilir diye diisiiniiliirken,
uzun donemde asosiyatif kortikal néronal aglara dayanan biitiin biligssel ve duygudurum
fonksiyonlarinin hasari ile seyreden AH ve benzeri ndrodejeneratif hastaliklara karsi
daha magdur duruma diisiirebilir diye yorumlar yapilabilir. Ilging bir sekilde hamilelik
disi beyninde geri doniisii olmayan bir degismeye de neden olmaktadir. Buna dayanarak
bazi arastirmacilar kadinlarda ¢ocuk sayisi ve AH arasinda bir korelasyon olup

olmadigin1 arastirmaya karar vermislerdir. Hamilelik ayn1 zamanda kardiyovaskiiler bir
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risk olarak da tanimlandigindan analizlerinde vaskiiler demansi bagimsiz bir degisken
olarak tutmuslardir. Bu ¢alismaya gore artan gocuk sayis1 ve AH noéropatolojisi arasinda
bir korelasyon bulmuslardir (Beeri, Rapp et al. 2009). Ote yandan kadinlarda yasam
beklentisinin tiim diinyada daha uzun olmasi, AH agisindan tek basina bagimsiz bir risk
faktorii olarak tanimlanmustir (Mielke, Vemuri et al. 2014). Daha 6nce yayinlanmis bu
bulgular1 géz oniine alarak, ¢alismamizda daha dnce hamile olmus fareler kullanmadik.
[laveten, biitiin davranis testlerini es zamanli olarak karsilastirilabilir yasam dilimlerinde
uyguladik. Gordiigiimiiz bulgularin altinda yatan hiicresel degisiklikleri asagida daha
detayli olarak tartisacagiz. Immiinohistokimyasal calismalarrmizi daha onceden
belirledigimiz senesans Ve norodejeneratif degisikliklerin tetiklenmesi yolagina
sinirlandiracagiz. Norodejenerasyon baslamadan ve basladiktan sonra noronal aglarin
elektrofizyolojik fonksiyonlarinda goriilebilecek ince ve derin degisikliklerin
incelenmesi son derece aydinlatici olma potansiyeli tagisa da ¢alismamizin amaglarini

asmaktadir.

Ayrica her ne kadar entorinal ve peririnal korteksin cinsiyet farkliligina baglh
olarak hassasiyeti bizim ¢alismamizda ve bizden Onceki calismalarda ortaya konmus
olsa da bu néroanatomik bolgelerin neden erkeklerde daha direngli oldugunun fizyolojik

varyansi daha detayli ¢alisilmalidir.

4.1.2.6. Kontrol ve deney grubu farelerinin motor fonksiyon acisindan
karsilastirilmasi

AAT’de bariz bir motor bozuklugun var olup olmadigini incelemis ve bariz bir
bozukluk bulamamistik. Ancak AAT motor bozukluk bulgularmi tamamen ekarte
etmeye yetecek bir test degildir. Bu yiizden daha detayli bir motor koordinasyon testi
olan denge kirisi testi (DKT) kullanmaya karar verdik. Bu test ile farelerin ince bir kiris
iizerinde yiirlirkenki denge kayiplarini, 6n ve arka ayak kayma sayilar1 olarak not ettik.
Bu test sonucunda disi ve erkeklerden elde ettigimiz sonuglar1 ayr1 ayri iki yonli
ANOVA testi ile inceledik. Disilerde herhangi istatistiksel anlamli bir fark bulamadik
(F@, 25 = 1,243 ve p = 0,0751). Ancak erkek farelerde yaptigimiz iki yonliit ANOVA’da
kayma sayis1 adina istatiksel olarak anlamli bir fark gozlemledik (F(, 34)= 4,052 ve p =
0, 0264). Bu iki yonliit ANOVA sonrasi yaptigimiz post-hoc analizi olan Sidak ¢oklu
karsilagtirma testinin sonucunda 9. ayda su (n = 9, 7,578 £ 2.199, %95 CI [5,888,
9,268]) ve metiyonin alan (n = 10, 12,52 + 5,178, %95 CI [8,816, 16,22]) erkek fareler
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arasinda istatistiksel olarak kayma sayisi adma anlamli bir fark gozlemledik (p =
0,0170).
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Sekil 23: Motor Fonksiyon Diizeyleri

DKT’den elde ettigimiz bu bilgiler dogrultusunda disiler dis stresor metiyonin
olsun ya da olmasin motor fonksiyon agisindan tutarli bir sekilde hayatlarina devam
etmektedir. Ancak ayn seyi erkek farelerde soylemek miimkiin degildir. Erkek farelere
dis stresor olarak metiyonin verildiginde bunun cevabi olarak gecikmeli olusan bir

motor fonksiyon bozuklugunu gézlemlemekteyiz (Sekil 23).

Davranis testlerinden aldigimiz bu sonuglari, asagida yapacagimiz
immiinohistokimyasal (IHK) calismalarda hiicrelerin néroanatomik dagilimlaria gore
hayatta kalimlar1 ve norodejeneratif degisiklikleri gosterme derecelerine gore daha

derinlemesine inceleyecegiz.

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Davranig testleriyle varligini gosterdigimiz hafiza bozukluklarinin temel
anatomik komponentlerindeki hiicresel degisiklikleri ¢esitli immiinohistokimyasal
boyamalarla inceledik. Bu baglamda hafizanin temel noéroanatomik merkezi olan

hipokampal yapilar1 incelemeye karar verdik.
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Bununla birlikte goérdiigiimiiz motor fonksiyon bozukluklar1 da bizi motor
fonksiyonlarin afferent ve efferent kortikal yonetim merkezlerini incelemeye yoneltti
(somatosensoriyel ve motor korteks). Hipokampal bolgelerde noron ve mikroglial

hiicrelerin yogunluklarinda hi¢bir degisiklik saptamadik.

Yaslanmanin, endotel hiicreleri, oligodendrositler ve noral kok hiicreler dahil
olmak {iizere, yaslanan beynin diger hiicre tiplerinde meydana gelip gelmedigi su anda
bilinmemektedir (Baker and Petersen 2018). Buna ek olarak yaptigimiz 6n ¢alismalarda
miyelinizasyon agisindan kontrol ve deney hayvanlarinin beyinlerinde herhangi bir
farklilik saptamadik. Bu ylizden ¢alismamizin bundan sonraki boliimlerinde dikkatimizi
noron, astrosit ve mikroglialar iizerinde yogunlastirmaya karar verdik. Oncelikle
kullandigimiz THK metotlaryla hipokampal ve kortikal alanlarda bulunan hiicrelerin
yogunluklarini inceledik. Ardindan bu hiicrelerin yasamsalliklarini tehdit eden bir stres
altinda olup olmadiklarin1 saptamak adina bu hiicreleri SA- B Gal ile isaretledik.
Bununla birlikte ilerleyen yasa paralel ya da I-metiyoninin &6zel etkisi dolayisiyla
hiicreler aras1 matrikste bir azalma oldugunda degerlendirdigimiz biitiin hiicre
gruplarinin  sayilarinin  bulunduklar1 hipokampal alana oraninin bizi yanlisg
yonlendirebilecegini diisiinerek biitiin gruplarin salt hiicre sayisin1 vermek yerine o
hiicre grubunun sayisini bulundugu yiiz Ol¢lime oranimi (hiicre yogunlugunu)
sonuclarimizda yansittik. Her ne kadar birden fazla hiicre markerinin kolokalizasyonunu
goriintiilemek i¢in altin standart immiinofloresan yontemler olsa da, deneyleri
yaptigimiz esnada ticari olarak satilan SA B-Gal markerlar1 ancak 11k mikroskopisi ile

goriintiilenebildiginden boyamalarimizi 3,3-DAB ve SA B-Gal ile gerceklestirdik.

Anlagilmay1 kolaylastirmak adina bulgularimizi  Sekil 24-25-26-27-28’de
kompozit olarak gosterdik. Bu 6 seklin her birinin A kisminda hangi bdolgeyi
inceledigmizi gostermesi adina anatomik bolgeyi karikatiirize ettik. Kortikal bolgeleri
inceledigimiz Sekil 27 ve 28’in A kisminda Santiago Ramon y Cajal’in 1899 yilinda
yayinladigi "Comparative study of the sensory areas of the human cortex” adh
kitabindaki cizimini kullandik. Bu kompozitlerin B’den I’ya kadar olan kisimlarinda
kendi THK preparatlarimizi buldugumuz bulgular 1s18inda vermek istedi§imiz mesajt
gostermesi adina kullandik. Bu sekillerde beyaz ok ucu ile hem senesan hem de hiicre
antikorlar1 (NeuN, GFAP vs.) ile ortak boyanan hiicreleri, beyaz ok ile senesan olmayan

hiicreleri, sar1 ok ile boyadigimiz hiicre markeriyla boyanmayan senesan hiicreleri,
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asterisk ile de damar bosluklarinda karsilastigimiz senesan hiicrelerini gosterdik. Ayrica
sekillerin J, K ve L kisimlarinda sirasiyla DAB ile isaretlenen (NeuN, GFAP vs.) tiim
hiicrelerin yogunlugunu, hem DAB ile hem de SA [-Gal ile isaretlenen hiicre
yogunlugunu ve son olarak hem DAB ile hem de SA B-Gal ile isaretlenen hiicrelerin
tim DAB ile isaretlenen hiicrelere oranini gosterdik. Ayrica bu grafiklerde istatistiksel
anlamliliklar1 su alanlar arasinda “#”, metiyonin alanlar arasinda “A” ve su ile
metiyonin alanlar arasinda “*” ile gosterdik. Istatistiksel anlamlilikta kullandigimiz
sembollerin sayisini p sayisinin derecesine gore belirledik (* p< 0,05 ; ** p< 0,01 ; ***
p< 0,001 ; **** p<0,0001).

4.2.1. Hippokampal Bulgular

Davranig testlerinde gordiigiimiiz hafiza bozukluklarini incelemek i¢in oncelikle
hipokampiiste IHK analizi yaptik. Bunun i¢in hiicreleri hem SA B-Gal hem de noronal
ve glial markerlar olan NeuN (néronlar i¢in), GFAP (astrositler igin) ve Ibal
(mikroglialar i¢in) ile isaretledik. Bu analizleri yaparken hipokampiisiin 3 ana

noroanatomik bolgesi olan dentat girus, CA1 ve CA3’1i ayri ayri inceledik.

4.2.1.1. Dentat Girus — Noron, Mikroglia ve Astrosit Bulgulari

Yaptigimiz incelemeler sonucunda noéron sayisini inceledigimizde dentat
girus’ta herhangi istatistiksel olarak anlamli bir ndéron yogunlugu degisikligine
rastlamadik. Buna paralel olarak senesan néronlarin yogunlugunda da herhangi bir
degisiklik gozlemlemedik. Ayrica, senesansa girmis ndronlarin tim néronlara olan
oranim inceledigimizde de bir fark gdzlemlemedik. Inceledigimiz alanlarin yiiz
Olgtimleri agisindan da herhangi bir fark saptamadik. Bu bulgular I-metiyoninin yol

act1g1 hafiza kaybinin direk ndronal kayiplara seyretmedigini diisiindiirmektedir.

Her ne kadar néron yogunlugunda bir azalma gormemis olsak da, bu daha 6nce
davranig testleriyle buldugumuz hafiza bozuklugunun gergekligini bertaraf
etmemektedir. Dentat girusta néron kaybi disinda, olusabilecek néron-néron ve noron-
glia arasindaki sinaptik kayiplar, artmis inflamasyon ve ndronal dejenerasyon da hafiza
bozukluguna sebep olabileceginden ileride bu sayilan konular detaylica incelenmelidir.
Ileriki calismalarimizda 12. ve 18. ay disi ve erkek farelerden elde ettigimiz hipokampiis

dokularini elektron mikroskopisinde inceleyerek bu sorulara cevap vermeye calisacagiz.
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Noéronlarda uyguladigimiz kriterlere gore, mikroglia adina yaptigimiz IHK
analizlerinde Ibal+ hiicre yogunluklar1 adina hem disi hem de erkek gruplarinda anlamli

bir istatistiksel farkliliga rastlamadik.

Aynu istatistiki metotlart uyguladigimizda, tiim mikrogliarin yogunlugunda ya da
senesansa girmis mikroglialarin yogunlugunda herhangi bir degisiklik saptamadik.
Ayrica, senesansa girmis mikroglialarin tiim mikroglialara olan oranini inceledigimizde
de bir fark gozlemlemedik. Bunlara ek olarak inceledigimiz alanlarin yiiz Sl¢imii
acisindan herhangi bir fark saptamadik. Ayni sekilde artmis ya da azalmis bir SA B-Gal

+ mikroglia hiicre yogunlugu da gozlemlemedik.

Biz ¢alismalarimizda reaktif ve reaktif olmayan mikroglia ayirt etmeksizin salt
Ibal+ hiicrelerin yogunluklarini analiz ettik. Bu ylizden mikroglia ve senesan mikroglia
yogunluklarindaki bu sabitlik olas1 bir néroinflamasyonu ekarte etmemelidir. Ileriki
caligmalarimizda reaktif mikroglia markerlariyla, mikroglia hiicre goévdesi hacminin
konfokal 3 boyutlu analizi ve mikroglial uzantilarin fraktal analiziyle bu sonuglar

tekrar irdeleyecegiz.

Dentat girusta astrosit yogunluklarim1i ve bu astrositlerin senesan olup
olmadiklarini 4. 6. 9. ve 12. aylarda inceledik. Oncelikle disilerde su alan ve metiyonin
alan fareler arasinda toplam astrosit yogunlugunun zamana gore degisimini iki yonli
ANOVA ile inceledik ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik (F3, 11) = 1,165
ve p = 0,3670) (Sekil 24-J).

Her ne kadar toplam astrosit yogunlugunda anlamli bir fark goéremesek de, SA (-
Gal agisindan incelendiginde kontrol grubu farelerin astrositlerinin zamanla artan bir
sekilde senesanlagtifin1 goriiyoruz. Bu disi kontrol grubu astrosenesans yogunlugu
farkliligini iki yonlii ANOVA ile analiz ettigimizde anlamli bir fark gézlemledik (Fs, 11
= 6,716 ve p = 0,0077). Daha sonra yaptigimiz post-hoc analizi olan uncorrected
Fisher’s LSD testi ile, 4. ay su alan fareler (n = 3, 11,00 + 2.00 , %95 CI [6,032 ,
15,97]) ile 12. ay fareler (n =3, 52,00 + 1,732, %95 CI [47,70 , 56,30]) arasinda (p =
0,0002) , 6. ay su alan (n = 3, 23,33 £ 9,504 , %95 CI [-0,2769 , 46,94]) ve 12. ay su
alan fareler (n=3, 52,00 + 1,732, %95 CI [47,70 , 56,30]) arasinda (p = 0,0462) ve son
olarak 9. ay su alan (n= 3, 26,33 + 5,132, %95 CI [13,59 , 39,08]) ve 12. ay su alan
fareler (n =3, 52,00 + 1,732, %95 ClI [47,70 , 56,30]) arasinda (p = 0,0227) senesan

astrosit yogunlugu bakimindan istatistiksel anlamli farkliliklar gézlemledik. Bu sonuglar
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bize disi kontrol grubunda, zamanla artan astrosit senesansi trendini ve bu trendin 12.

ayda diger aylara oranla istatistiksel bir anlam kazandigini gostermektedir (Sekil 24-K).

SA B-Gal+ astrositlerin yogunlugunu iki yonlit ANOVA ile incelendigimizde su
ve metiyonin alan disi fareler arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik gézlemlemistik.
Iki yonli ANOVA sonrasi yaptigimiz post-hoc uncorrected Fisher’s LSD analizi
sonucunda 4. aydasu (n=3, 11,00 +2,00, %95 CI [6,032, 15,97]) ve metiyonin alan
(n=3,3333+10,41, %95 CI [7,478 , 59,19]) disi fareler arasinda senesan astrosit
yogunlugu agisindan istatistiksel anlamli bir fark bulduk (p = 0,0033). Bu bulguya
paralel olarak 9. ayda da su (n = 3, 26,33 + 5,132 , %95 CI [13,59 , 39,08]) ve
metiyonin alan (n = 3, 40,67 + 8,505, %95 CI [19,54 , 61,79]) disi fareler arasinda
senesan astrosit yogunlugu agisindan istatistiksel anlamli bir fark gozlemledik (p =
0,0407). Bu iki ayda metiyonin alan disi farelerde su alanlara kiyasla artmis bir SA f3-
Gal astrosit yogunlugu gozlemlememize karsin 12. ayda bu fark kapanmakta ve su alan
disi farelerin senesan astrosit yogunlugunun metiyonin alanlara kiyasla daha fazla
oldugu gozlemlenmektedir. Yapilan ¢ift yonlii ANOVA ve post-hoc uncorrected
Fisher’s LSD ¢oklu karsilastirma testi sonucunda senesan astrosit yogunlugu 12. ayda
su alan disi fareler (n =3, 52,00 + 1,732, %95 CI [47,70 , 56,30]) ile metiyonin alanlar
(n=2, 3350+ 0,7071 , %95 CI [27,15 , 39,85]) arasinda istatistiksel anlamlilik da
dikkat ¢ekmektedir (p = 0,0206).

Sekil 24’teki hipokampal kesitlerin GFAP ve SA B-Gal boyamalari
incelendiginde su alan disi farelerde senesan astrositlerin (beyaz ok basi) zamanla arttig1
gozlemlenmektedir (Sekil 24 B-C-D-E). Her ne kadar 9. ayda astrosit olmayan (GFAP
ile boyanmayan) senesan hiicrelerin (sar1 ok) sayilar1 artsa da, senesan astrosit

sayisindaki artis ancak 12. ayda kendini gostermektedir.

Metiyonin alan disi farelerde senesan astositlerin 4. aydan itibaren sayica yiiksek
olmas1 ve zaman igerisinde bu sayiy1 korumasi bize artmis bir inflamasyonun varligini
diistindiirmektedir. Ayrica 12. ayda metiyonin alan disi farelerdeki senesan astrositlerin
ani yikimmin bu mekanizmanin apoptoz yolagini kapatmasina ragmen sonsuza kadar

hayatta kalmadigini diisiindiirmektedir.

Bu bulgulara ek olarak, senesan astrositlerin tiim astrositlere oranina bakarak,

var olan astrositlerin ne kadarinin senesansa girdigini, eger hipokampiiste azalan bir
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astrosit yogunlugu varsa bu azalmanin temelinde senesan astrositler mi yoksa senesan

olmayan astrositler mi oldugunu anlamaya calistik.

Oncelikle su alan disi farelerde senesan astrositlerin tiim astrositlere oranma iki
yonlii ANOVA ile bakildiginda (F, 11) = 21,39 ve p < 0,0001), akabinde de post-hoc
analiz olarak uncorrected Fisher’s LSD ile incelendiginde: 4.ay (n=3, 1,667 +0,5774
, %95 CI [0,2324 , 3,101]) ile 9. ay (n =3, 4,333 + 0,5774 , %95 CI [2,899 , 5,768])
arasinda (p = 0,0153), 4. ay (n =3, 1,667 + 0,5774 , %95 CI [0,2324 , 3,101]) ile 12. ay
(n=3,8,333+0,5774 , %95 CI [6,899 , 9,768]) arasinda (p = 0,0025), 9. ay (n =3,
4,333 £ 0,5774 , %95 CI [2,899 , 5,768]) ile 12. ay (n = 3, 8,333 £ 0,5774 , %95 CI
[6,899 , 9,768]) arasinda (p = 0,0202) ve 6. ay (n =3, 3,00 + 1,732, %95 CI [-1,303,
7,303]) ile 12. ay (n =3, 8,333 + 0,5774 , %95 CI [6,899 , 9,768]) arasinda (p = 0,0153)
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmektedir. Bu oran farkliligi toplam astrosit
yogunlugunda bir degisiklik olmamasi ve artan senesan astrosit yogunluguyla
aciklamak miimkiindiir. Bu sonu¢ bize, artan senesan astrosit yogunlugunun yeni
astrosit dogumuna bagli olmadigini, aksine var olan astrositlerin gitgide senesans

mekanizmasina girdigini diisiindiirmektedir. (Sekil 24-L)

Metiyonin alan disi farelerdeki senesan astrositlerin tiim astrositlere olan oranina
baktigimizda ise anlamli istatistiksel farkliligin yalnizca 4. (n = 3, 6,333 + 0,5774 , %95
CI[4,899, 7,768]) ve 6. aylar (n =3, 3,667 + 0,5774 , %95 CI [2,232 , 5,101]) arasinda
oldugunu gormekteyiz (p = 0,0153). Su alanlara kiyasla metiyonin alan disi farelerin
hipokampiislerindeki astrosit senesans orani dalgalanma gdstermektedir. Bu

degiskenligin mikrogevre iizerindeki etkisi daha detaylica incelenmelidir.

Son olarak su ve metiyonin alan fareleri iki yonli ANOVA ile astrosit
senesansinin tiim astrositlere orani agisindan karsilastirdigimizda (F, 11y = 21,39 ve p <
0,0001) , 4. ayda su (n =3, 1,667 + 0,5774 , %95 CI [0,2324 , 3,101]) ve metiyonin
alan (n =3, 6,333 £ 0,5774 , %95 CI [4,899 , 7,768]) disi fareler arasinda (p = 0,0006)
ve 12. aydasu (n =3, 8,333 +0,5774 , %95 ClI [6,899 , 9,768]) ve metiyonin alan (n =
2,4,500 + 0,7071 , %95 CI [-1,853 , 10,85]) disi fareler arasinda istatistiksel anlamli
farklilik goriilmiistiir (p = 0,0269) .

Tiim bu bilgiler 15181nda, kontrol disi farelerde astrositlerin yaslanmayla birlikte
senesanlastigindan yola ¢ikarak bunun fizyolojik bir siire¢ oldugu ¢ikarimina varabiliriz.

Ancak metiyonin alan disi farelerde (Sekil 24-F-G-H-1-K) 4. aydan itibaren baslayan ve
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9. aya kadar giden kontrol diizeyine oranla yiiksek senesan astrosit yogunlugu, 1-
metiyoninin astrositler iizerinde bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Daha Once
yayinlanmis bir ¢ok ¢alisma bize bu astrosit senesansinin disaridan verilen stresore bagl
olarak kendini savunmanin da &tesine giderek hipokampiiste inflamatuvar bir ortam
yaratarak hafiza bozuklugu paternine yol a¢tigimi disiindiirmektedir. Bu inflamatuvar
yanitin apoptozis yolagini kapatip, senesans yolagina girmis astrositlerin SASP’1yla
alakali oldugunu diisiinmekteyiz. Zira senesan hiicreler c¢evrelerine sayisiz sitokin ve
proteaz salgilamakta ve mikrogevrelerini bilyliik 6lgiide etkilemektedirler (Cohen and
Torres 2019). Ayrica bir arastirmaya gore de senesan hiicreler ¢evrelerindeki saglikli
hiicrelerin senesans yolagina girmelerini de tetiklemektedir (Acosta, Banito et al. 2013).
Bu acidan bakildiginda astrositlerin senesanlagsmasi norodejeneratif yolaklar1 aktive

ederek bir kognitif yikimin baglangicina sebep oldugunu da diisiindiirmektedir.

Erkek fareleri inceledigimizde ise disilerden farkli bir tabloyla karsilastik.
Oncelikle disilerden farkli olarak, erkek farelerde astrosit yogunlugu kontrol ve deney
gruplarinda zamanla bir artis trendi gostermektedir ve bu artis 9. aya kadar slirmekte ve
12. ayda durmaktadir (Sekil 25-J). Yaptigimiz iki yonli ANOVA (F, 14)= 4,002 ve p =
0,0299) ve akabinde yaptigimiz post-hoc uncorrected Fisher’s LSD testi sonucunda bu
astrosit yogunlugu farki su alan erkek farelerde 4. ay (n = 3, 537,3 = 78,87 , %95 ClI
[341,4 , 733,3]) ve 6. ay (n =3, 797,3 = 52,00 , %95 CI [668,2 , 926,5]) arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik tasidigini gordikk (p = 0,036). Metiyonin alan erkek
farelerde istatistiksel anlamli fark 6. ay (n = 3, 618,7 + 45,62 , %95 CI [505,3 , 732,0])
ve 9.ay (n =2, 950,0 £ 96,17 , %95 CI [85,98 , 1814]) arasinda goriilmektedir (p =
0,0410). Her ne kadar istatistiksel analizimiz 6. ayda su (n = 3, 797,3 + 52,00, %95 CI
[668,2 , 926,5]) ve metiyonin alan (n = 3, 618,7 + 45,62, %95 CI [505,3 , 732,0]) erkek
fareler arasinda astrosit yogunlugu adma anlamli bir farklilik gostermis olsa da (p =
0,0121) bu farkliligin belirli bir fizyopatolojik anlamindan s6z edememekteyiz ¢ilinkii
takip eden aylarda bu fark yok olmaktadir. Muhtemelen kontrol ve deney hayvan
Sayisini arttirdigimizda bu fark ortadan kalkacaktir.

Erkek farelerin senesan astrosit yogunlugunu inceledigimizde, bu yogunlugun su
alanlarda 9. aya kadar artma trendi gosterdigini ve 12. ayda bir diislise gectigini
gormekteyiz. Buna paralel olarak metiyonin alan erkek farelerin senesan astrosit
yogunlugu da aymi trendi izlemektedir. Her ne kadar kontrol ve deney gruplari arasinda

iki yonli ANOVA (F@, 14) = 2,843 ve p = 0,0758) ile anlamli bir istatistiksel fark
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bulamamis olsak da; metiyonin alan erkek farelerin senesan astrosit yogunluklarinin su
alanlara kiyasla daha fazla oldugunu soylemek miimkiindiir (Sekil 25-B-C-D-E-F-G-H-I
ve K).

Son olarak erkek farelerin senesan astrositlerinin tiim astrositlere oranini
inceledigimizde su alan farelerin senesan astrosit yogunlugunun tiim dentat girus
boyunca sabit ilerledigini gormekteyiz (Sekil 25-L). Daha 6nce Sekil 25-J ve Sekil 25-
K’de gosterdigimiz gibi hem astrosit yogunlugunda hem de senesan astrosit
yogunlugunda bir artig trendi vardi. Senesan astrositlerin tiim astrositlere olan oraninin
sabit kalisinin nedeninin her iki yogunlugun da (tiim astrositler ve senesan astrositler)

ayn1 oranda arttigini bize diisiindiirmektedir.

Metiyonin alan erkek fareleri inceledigimizde ise, senesan astrositlerin tim
astrositlere oraninin zaman iginde artmakta oldugunu gormekteyiz (Sekil 25-L). Daha
once yaptigimiz iki yonlic ANOVA (F@, 14) = 2,83 ve p = 0,0758) sonucu burada da

gecerli oldugundan herhangi bir istatistiksel anlamli farklilik bulunamamustir.

Bu bulgular 1s181nda erkek fareler tipki disilerde oldugu gibi hem astrosit hem de
senesan astrosit yogunlugu acisindan zaman igerisinde artma trendi gostermektedirler.
Ancak disilerden farkli olarak bu iki yogunlugun artisi senesan astrositlerin tiim
astrositlere olan oranina yansimaktadir. Boylelikle aslinda erkek farelerdeki senesan
astrosit yogunlugu artiginin, astrosit yogunlugu artisindan oransal olarak daha fazla

oldugu ¢ikarimina varmaktayiz.
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4.2.1.2. CAl ve CA3 — Noron, Mikroglia ve Astrosit Bulgulari

Yaptigimiz incelemeler sonucunda ndron sayisini inceledigimizde CAl ve
CA3’te herhangi istatistiksel olarak anlamli bir ndéron yogunlugu degisikligine
rastlamadik. Buna paralel olarak senesan noronlarin ekspresyonunda da herhangi bir
degisiklik gozlemlemedik. Ayrica, senesansa girmis noronlarin tiim ndronlara olan
oranini inceledigimizde de bir fark gézlemlemedik. Inceledigimiz alanlarin yiiz 6l¢iimii
acisindan herhangi bir fark saptamadik. Bu bulgular I-metiyoninin yol agtigi hafiza

kaybmin direk olarak néronal kayiplara seyretmedigini diisiindiirmektedir.

Néronlarda bagl kaldigimiz kriterlere gore, mikroglia adma yaptigimiz IHK
analizlerde Ibal+ hiicre yogunluklari adima hem disi hem de erkek gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga rastlamadik.

Aynu istatistiki metotlar1 uyguladigimizda, tiim mikrogliarin yogunlugunda ya da
senesana girmis mikroglialarin yogunlugunda herhangi bir degisiklik saptamadik.
Ayrica, senesansa girmis mikroglialarin tiim mikroglialara olan oranini inceledigimizde
de bir fark gozlemlemedik. Inceledigimiz alanlarin yiiz 6l¢iimii agisindan da herhangi
bir fark saptamadik. Bu agidan noronlar ve mikroglialar agisindan CA1 ve CA3 dentat

girusla benzer sonuglar vermistir.

CA1’de astrositler adina tipki néron ve mikroglia analizlerimizdeki sonuglar gibi

higbir istatiksel anlamli fark gozlemlemedik.

CA3’te hem disi hem erkek farelerde astrosit yogunluklari, senesan astrosit
yogunluklar1 ve senesan astrositlerin tiim astrositlere olan orani adina ¢esitli istatistiksel
anlamli farkliliklar gozlemledik. Bulgularimiza oncelikle disi farelerle baslayacagiz

sonrasinda erkek farelerdeki istatistiksel analizleri aktaracagiz.

Disi farelerin hipokampiislerinin CA3 bélgesinde yaptigimiz GFAP IHK
boyamasiyla elde ettigimiz sonuglarda su ve metiyonin alan fareler arasinda astrosit
yogunlugu agisindan istatistiki anlamli (iki yonli ANOVA testi) bir fark bulamadik (F3,
11)= 1,565 ve p = 0,2533).

Senesan astrositlerin yogunlugunu iki yonliit ANOVA ile inceledigimizde (F, 15)
= 6,957 ve p = 0,0037) disi fareler arasinda anlamli bir fark gozlemledik. Daha
sonrasinda yaptigimiz post-hoc analiz olan uncorrected Fisher’s LSD test ile su alan disi

farelerde, 4. ay (n =3, 15,67 + 1,528 , %95 CI [11,87 , 19,46]) ile 6. ay (n =3, 25,67 +
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3.215 , 95% CI [17.68 , 33.65]) arasinda (p = 0.0131) , 4. ay (n=3, 15,67 £ 1,528 ,
%95 CI [11,87 , 19,46]) ile 9. ay (n =3, 61,33 + 16,86 , %95 CI [19,45 , 103,2])
arasinda (p = 0,0358), 4. ay (n =3, 15,67 + 1,528 , %95 CI [11,87 , 19,46]) ile 12. ay
(n=3,89,00 + 22,65 , %95 CI [32,74 , 145,3]) arasinda (p = 0,0342), 6. ay (n =3,
25,67 £ 3,215 , %95 CI [17,68 , 33,65]) ile 9. ay (n=3, 61,33 + 16,86 , %95 CI [19,45
, 103,2]) arasinda (p = 0,0464) ve son olarak 6. ay (n =3, 25,67 = 3,215 , %95 CI
[17,68 , 33,65]) ile 12. ay (n = 3, 89,00 £ 22,65 , %95 CI [32,74 , 145,3]) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gézlemledik (p = 0,0482).

Metiyonin alan disi farelere baktigimizda ise, senesan astrosit yogunlugu
acisindan istatistiksel anlamli farkin 4. ay (n = 3 , 28,33 + 9,452 , %95 CI [4,854 ,
51,81]) ile 6. ay (n = 3, 52,00 + 7,000 , %95CI [34,61 , 69,39]) arasinda oldugunu
gozlemlemekteyiz (p = 0,0037).

Su alan disi fareler ile metiyonin alan disi fareleri yine aynmi iki yonli
ANOVA’nin akabinde yaptigimiz post-hoc uncorrected Fisher’s LSD teste gore
incelendik. 6. ayda su alanlar (n = 3 , 25,67 + 3,215 , %95 CI [17,68 , 33,65]) ile
metiyonin alanlar (n = 3, 52,00 = 7,000 , %95 CI [34,61 , 69,39]) arasinda (p = 0,0331)
ve 12. ayda su alanlar (n =3, 89,00 £+ 22,65 , %95 CI [32,74 , 145,3]) ile metiyonin
alanlar (n = 2, 42,50 + 3,536 , %95 CI [10,73 , 74,27]) arasinda (p = 0,0021) CA3
bolgesindeki senesan astrosit yogunlugu acisindan istatistiksel anlamli bir fark

gozlemledik.

Sekil 26-K’deki grafikte de goriildiigii gibi su alan disi farelerin CA3’teki
senesan astrositlerin yogunlugu zaman igerisinde artmaktadir. Buna paralel olarak
metiyonin alan disi farelerin de senesan astrositlerinin yogunlugunda bir artis varken 12.

ayda bu yogunluk artiginin bariz bir diisiis yasadigini gézlemlemekteyiz.

Disi farelerin CA3’ilinde son olarak inceledigimiz senesan astrositlerin tim
astrositlere olan oraninin gruplar arasinda ve zamana baghi degisimini iki yonli
ANOVA testi ile inceledik ve anlamlh bir fark goézlemledik (F@g, 15 = 3,437 ve p =
0,0442). Ardindan yaptigimiz post-hoc analizi uncorrected Fisher’s LSD test ile
inceledigimizde su alan disi fareler arasinda, bahsedilen oran agisindan, 4. ay (n = 3 ,
2,187+ 0,3179 , %95 CI [1,397 , 2,976]) ile 9. ay (n =3, 10,00 + 2,486 , %95 CI
[3,824 , 16,18]) arasinda (p = 0,0330), 4. ay (n =3, 2,187 £ 0,3179 , %95 CI [1,397 ,
2,976]) ile 12.ay (n=3, 11,39+ 3,332 , %95 CI [3,108 , 19,66]) arasinda (p = 0,0409),
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6.ay (n=3,2,353 +£0,3177, %95 CI [1,564 , 3,143]) ile 9.ay (=3, 10,00 + 2,486 ,
%95 CI [3,824 , 16,18]) arasinda (p = 0,0314) ve son olarak 6. ay (h = 3, 2,353 +
0,3177 , 95% CI [1,564 , 3,143]) ile 12. ay (n =3, 11,39 + 3,332 , %95 CI [3,108 ,
19,66]) arasinda (p = 0,0454) istatistiksel olarak anlamli farklar gézlemledik.

Erkek fareleri incelemeye gegecek olursak, erkek farelerin hipokampiislerinin
CA3 bolgesinde yaptigimiz GFAP IHK boyamasiyla elde etti§imiz sonuclarda su ve
metiyonin alan farelerin arasinda zaman degiskeni de dahil olmak kaydiyla astrosit
yogunlugu ac¢isindan istatistiki anlamli (iki yonli ANOVA testi) bir fark gozlemledik.
(F@, 14y = 5,252 , p = 0,0123). Ardindan yaptigimiz post-hoc analiz olan uncorrected
Fisher’s LSD testi ile su alan erkek farelerde yalnizca 4. ay (n = 3, 638,7 + 53,30 , %95
CI [506,3, 771,1]) ile 9. ay (n=3, 1188 + 158,2 , %95 CI [794,9 , 1581]) arasinda
astrosit yogunlugu adina anlamli bir fark gézlemledik (p= 0,0457).

Metiyonin alan erkek fareler arasinda astrosit yogunlugu agisindan anlamli bir

fark gozlemlemedik.

Su alan erkek fareler ile metiyonin alan erkek fareleri karsilastirdigimizda, 4.
ayda su alan erkek fareler (n =3, 638,7 = 53,30 , %95 CI [506,3 , 771,1]) ile
metiyonin alan erkek fareler (n=3,920,0 +116,8 , %95 CI [629,8 , 1210]) arasinda (p
=0,0349), 9. ayda su alan erkek fareler (n =3, 1188 + 158,2 , %95 CI [794,9 , 1581])
ile metiyonin alan erkek fareler (n= 2 , 782,0 + 117,4 , %95 CI [-272,6 , 1837])
arasinda (p = 0,0093) astrosit yogunlugu agisindan istatistiksel anlamli farklar
gozlemledik.

Erkek farelerin senesan astrosit yogunlugunu Su-metiyonin ve zaman
degiskenleri agisindan iki yonlit ANOVA ile inceledigimizde istatistiksel olarak anlamli
bir fark gordiikk (F@g, 14 = 9,010 , p = 0,0014). Ardindan post-hoc analiz uncorrected
Fisher’s LSD testi ile inceledigimizde su alan erkek fareler arasinda CA3’te senesan
astrosit yogunlugu agisindan 4. ay (n =3, 17,00 = 4,000 , %95 CI [7,063 , 26,94]) ile 6.
ay (n=3, 22,00 + 3,606 , %95 CI [13,04 , 30,96]) arasinda (p = 0,0131), 4. ay (n=3,
17,00 £+ 4,000 , %95 CI [7,063 , 26,94]) ile 9. ay (n =3, 55,67 + 7,506 , %95 CI [37,02
, 74,31]) arasinda (p = 0,0157), 4. ay (n=3, 17,00 £ 4,000 , %95 CI [7,063 , 26,94]) ile
12.ay (n = 3, 39,00 + 3,606 , %95 CI [30,04 , 4,.96]) arasinda (p = 0,0321) ve son
olarak 6. ay (n =3, 22,00 + 3,606 , %95 CI [13,04 , 30,96]) ile 9. ay (n =3, 55,67 +
7,506 , %95 CI [37,02, 74,31]) arasinda (p = 0,0162) istatistiksel olarak anlamli farklar



56

gozlemledik. CA3’te senesan astrositlerin yogunlugunu inceledigimizde metiyonin alan
erkek farelerin kendi aralarinda bir anlamli fark géstermedigni gordiik. Su alan ve
metiyonin alan erkek fareler kiyaslandigindaysa, 4. ayda su alan erkekler (n = 3, 17,00
+ 4,000 , %95 CI [7,063 , 26,94]) ile metiyonin alan erkekler (n =3, 42,67 + 13,32,
%95 CI [9,586 , 75,75]) arasinda (p = 0,0038) ve 6.ayda su alan erkekler (n =3, 22,00
+ 3,606 , %95 CI [13,04 , 30,96]) ile metiyonin alan erkekler (n =3, 58,67 = 16,77 ,
%95 CI [17,00 , 100,3]) arasinda (p = 0,0002) senesan astrosit yogunlugu agisindan

istatistiksel anlamli farklar goziikmektedir.

Erkek farelerin CA3’lindeki senesan astrositlerin tiim astrositlere olan oranini iki
yonli ANOVA ile inceledik ve bu oran agisindan istatistiksel anlamli bir fark
gozlemledik (F, 100 = 13,68 , p = 0,0007). Ardindan yaptigimiz post-hoc analizi olan
uncorrected Fisher’s LSD test ile su alan erkekler arasinda anlamli bir fark
gozlemlemedik. Ancak metiyonin alan erkeklerin zaman degiskeninde kendi aralarinda
bu oran agisindan 4. ay (n=3, 4,577 + 00,8085 , %95 CI [2,568 , 6,585]) ile 6. ay (n =
3,8,510+1,856 , %95 CI [3,900, 13,12]) arasinda (p = 0,0032), 4.ay (n=3,4,577 +
0,8085 , %95 CI [2,568 , 6,585]) ile 9. ay (n =2, 8,115 £ 1,619 , %95 CI [-6,434 ,
22,66]) arasinda (p = 0,0188), 6. ay (n =3, 8,510 £ 1,856 , %95 CI [3,900, 13,12]) ile
12.ay (n=2, 2,860 + 0,3111 , %95 CI [0,06463 , 5,655]) arasinda (p = 0,0005) ve 9.
ay(n=2,8,115+ 1,619 , %95 ClI [-6,434 , 22,66]) ile 12. ay (n=2, 2,860 + 0,3111 ,
%95 CI [0,06463 , 5,655]) arasinda (p = 0,0024) istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlemledik. Son olarak, yaptigimiz post-hoc analizi uncorrected Fisher’s LSD test ile
su alan erkek fareler ile metiyonin alanlar arasinda bahsedilen oran agisindan inceledik.
6. ay su alan erkek fareler (n =3, 2,697 = 1,073 , %95 CI [0,03153 , 5,362]) ile
metiyonin alan erkek fareler (n =3, 8,510 + 1,856 , %95 CI [3,900 , 13,12]) arasinda
(p < 0,0001) ve 9. ay su alan erkek fareler (n =3, 4,683 + 0,3955 , %95 CI [3,701 ,
5,666]) ile metiyonin alan erkek fareler (n = 2, 8,115 £ 1,619 , %95 CI [-6,434 ,
22,66]) arasinda (p = 0,0122) istatistiksel anlamli bir fark gézlemledik.
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4.2.2. Kortikal Bulgular

Korteksteki IHK incelemelerimizi daha oénce yaptigimiz davranis testlerinin
is18inda gosterdigimiz motor bozukluklari incelemek adina, primer motor korteks ve
somatosensoriyel korteks {izerinde yogunlastirdik. Bu iki kortikal alanda hipokampiiste
uyguladigimiz NeuN, GFAP, Ibal ve SA B-Gal boyamalarin1 kullandik. Her iki kortikal
alan i¢in hiicre yogunluklarint ve oranlarini tim kortikal katmanlarda ayri ayr
hesapladik (katman I, katman I1-111, katman IV, katman V ve katman V1). Bu analizlerin
sonucunda DKT’de goérdiigiimiiz su alan erkek fareler ile metiyonin alan erkek fareler

arasindaki motor fonksiyon farkin1 anlamaya ¢alisacagiz.

4.2.2.1. Primer Motor Korteks Noron, Mikroglia ve Astrosit Bulgulari

Hem disi hem de erkek farelerde yaptigimiz IHK analizler sonucunda ne
mikroglialarda ne de astrositlerde (astrosit ekspresyonu kortekste yok denecek kadar az)
hiicre yogunlugu, senesan hiicre yogunlugu ve senesan hiicre orani agisindan herhangi
bir fark saptamadik. Ancak NeuN ve SA p-Gal NeuN ekspresyonu agisindan
inceledigimizde sadece erkeklerde V1. katmanda ¢esitli istatistiksel anlamli farkliliklara
rastladik.

Erkek farelerin primer motor kortekslerinin VI. katmaninda bulunan NeuN+
noronlarin yogunlugunu iki yonli ANOVA ile inceledigimizde gruplar arasinda
herhangi bir anlamli fark bulamadik (F, 13y = 1,937 ve p = 0,1735). Sekil 28-J°de de
goriildiigi lizere VI. Katmandaki NeuN+ ndron sayisi zamana ve metiyonin alip

almamaya gore istatistiksel bir anlaml1 fark yaratacak diizeyde degismemektedir.

SA B-Gal ve NeuN ile ortak boyanan hiicrelerin (senesan néronlar) yogunlugunu
iki yonliit ANOVA ile inceledigimizde (F3, 13y = 3,791 ve p = 0,0374) anlaml bir
istatistiksel fark bulduk. Akabinde yaptigimiz post-hoc analizi olan uncorrected Fisher’s
LSD ile inceledigimizde su alan erkek senesan ndéron yogunlugunun zaman igerisinde
degismedigini gézlemledik. Ancak metiyonin alan erkek farelerde 6. ay (n = 3, 67,00
+ 7,550 , %95 CI [48,25, 85,75]) ile 9. ay (n=2,94,50 =+ 13,44 ,9%5 CI [-26,21 ,
215,2]) arasinda (p = 0,1735) ve 6. ay (n =3, 67,00 + 7,550 , %95 CI [48,25, 85,75])
ile 12. ay (n = 3, 217,0 £ 16,00 , %95 CI [177,3 , 256,7]) arasinda (p = 0,0067)
istatistiksel olarak anlamli farklar gozlemledik. Ayrica 4. ayda su alan (n=2,216,5 +
65,76 , %95 CI [-374,3, 807,3]) ve metiyonin alan (n=2, 118,0 +43,84 , %95 CI [-
275,9,511,9]) erkek farelerin arasinda (p = 0,0428) ve 6. ayda su alan (n=3,224,3 +
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29,26 , %95 CI [151,6 , 297,0]) ve metiyonin alan (n =3, 67,00 =+ 7,550 , %95 CI
[48,25 , 85,75]) erkek farelerin arasinda (p = 0,0007) da senesan néron yogunlugu

acisindan istatistiksel anlamli farkliliklar bulunmustur.

Senesan ndronlarin tiim néronlara oranini istatistiksel olarak inceledigimizde, iki
yonlii ANOVA sonucunda (F, 9) = 6,420 , p = 0,0129) anlaml bir farklilik oldugunu
gormekteyiz. Iki yonli ANOVA sonrasinda yaptigimiz post-hoc analizi uncorrected
Fisher’s LSD testinin sonucuna gore su alan erkek fareler arasinda zaman igerisinde
senesan ndronlarin tim noronlara orani agisindan herhangi bir istatistiksel anlamli fark
olmadigi goriilmektedir. Metiyonin alan farelerde ise 4.ay (n=2,4,00 + 1,414 ,95%
CI[-8,706, 16,71]) ile 12. ay (n=3,9,000 + 1,000 , %95 CI [6,516 , 11,48]) arasinda
(p < 0.0001) ve 6. ay (n =3, 2,000+ 0 , %95 CI [2,000, 2,000]) ile 12. ay (n =3,
9,000 = 1,000 , %95 CI [6,516 , 11,48]) arasinda (p = 0,0067) bu oran adina

istatistiksel olarak anlamli farklar goriilmektedir.

Bu bulgular bize normalde sabit yogunlukta néronlarin ve senesan noéronlarin
varligin1 ve zaman igerisinde (ilk 12 ay) bu yogunluklarin degismedigini gostermistir.
Bir dig stresor olarak 1-metiyonin verildiginde ise erkek farelerin primer motor
kortekslerinin VI. katmandaki bu ndronlarin senesans yolagina ilk asamada (ilk 6 ay)
girmedigini ya da giremedigini diisindiirmektedir. Ancak daha sonra (9. aydan
itibaren), dig stresoriin senesan ndéron yogunlugu tizerindeki etkisinin ortadan kalktigi
gozlemlenmektedir. Bu ilk 6 aylik siirecteki gecikmis ndronal senesans yogunlugunun
DKT’de gozlemledigimiz motor bozukluga olan katkis1 konusunda literatiir
aragtirmasinin  sonucunda herhangi bir arastirmaya rastlamadik. Bu konunun

arastirilmasi bizce elzemdir.

Motor fonksiyonlar yalmizca primer motor kortekse degil ayn1 zamanda
hareketin planlanmasindan baglatilmasima ve ¢evre algisina kadar bir ¢ok kompleks
yolak ve noroanatomik yapi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu ¢alismamizi primer
motor korteks ve somatosensoriyel korteks olarak sinirlandirmis olsak da, ileri de bazal
ganglialari olusturan yapilari (globus pallidus, ventrolateral striatum, substantia nigra
pars reticulata, substantia nigra pars compacta vs.) ve serebellumu da incelemeyi

planlamaktay1z.
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4.2.2.2. Somatosensoriyel Motor Korteks Noron, Mikroglia ve Astrosit Bulgular:
Motor fonksiyonlarin diizgiin calisabilmesi i¢in ¢evreden alinan uyarilarin
diizgiin islenebilmesi ve kortikal yapilar arasinda yapilan iletisimin de saglam olmasi
gerekmektedir. Bu ac¢idan primer motor korteks disinda duyusal stimuluslarin islendigi
somatosensoriyel korteksteki néron ve senesan noron yogunluklarini arastirmaya karar

verdik.

Hem disi hem de erkek farelerde yaptigimiz IHK analizleri sonucunda tipki
primer motor kortekste oldugu gibi, somatosensoriyel kortekste de ne mikroglialarda ne
de astrositlerde hiicre yogunlugu, senesan hiicre yogunlugu ve senesan hiicre orani

acisindan herhangi bir fark saptamadik.

Ancak NeuN ve SA B-Gal NeuN ekspresyonu agisindan inceledigimizde sadece

erkeklerde V. katmanda ¢esitli istatistiksel anlamli farkliliklara rastladik.

Oncelikle istatistiksel incelememize erkek farelerin somatosensoriyel korteks V.
katmanindaki toplam néron yogunluguyla basladik. Sekil 29 -B’den -I’ya gdsterdigimiz
IHK preparatlar1 ve Sekil 29-J’deki grafikten de anlasilacag: iizere, néron yogunlugu
acisindan gruplar arasinda bir fark bulamadik. Istatistiksel analizini iki yonlii ANOVA
ile yaptik ve anlamli bir istatistiksel fark olmadigini gérdiik. (F, 100 = 3,590 ve p =
0,0541).

SA B-Gal ve NeuN ile ortak boyanan hiicrelerin (senensan ndron) yogunlugunu
iki yonli ANOVA ile inceledigimizde (F@, 100 = 4,478 ve p = 0,0307) anlamli bir
istatistiksel fark bulduk. Akabinde yaptigimiz post-hoc analizi olan uncorrected Fisher’s
LSD ile inceledigimizde su alan erkek farelerin senesan néron yogunlugunun zaman
icerisinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratacak sekilde degismedigini
gozlemledik. Ancak metiyonin alan erkek farelerde 4. ay (n =3, 541,7 £193,4 , %95
Cl[61,36, 1022]) ile 12. ay (n =3, 430,3 +164,1 , %95 Cl [22,66 , 838,0]) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemledik (p = 0,0226). Ayrica 6. ayda su (n =3,
995,0 +201,9 , %95 CI [493,6 , 1496]) ve metiyonin alan (n =2, 604,0 + 32,53 ,
%95 CI [311,8 , 896,2]) erkek farelerin arasinda (p = 0,0107) ve 12. ayda su (n = 3,
951,0 +106,2 , %95 Cl [687,3, 1215]) ve metiyonin alan (n =3, 430,3 + 164,1 ,
%95 ClI [22,66 , 838,0]) erkek farelerin arasinda (p = 0,0006) da SA B-Gal ve NeuN ile

ortak boyanan hiicre yogunlugu agisindan istatistiksel anlamli farklilik bulunmustur.
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Son olarak senesan noronlarin tim noronlara oranini istatistiksel olarak
inceledigimizde , iki yonliit ANOVA sonucunda (F, 14) = 1,698 ve p = 0,2130) anlamli

bir farklilik olmadigin1 gérmekteyiz.

Giliniimiize kadar yapilan arastirmalar hiicresel senesansin yarattig1 patolojinin,
bu hiicrelerin yaglanmayla birlikte dokularda birikmesi ve immiin hiicreler tarafindan
temizlenememesinin yarattigi inflamatuvar ortamdan kaynaklandigini géstermislerdir
(Herranz and Gil 2018). Biz ¢alismamizda biriken senesan hiicrelerinin yani sira zaman
icerisinde anormal dalgalanmalarla giden bir noronal senesans yanitinin da varligini
gozlemledik (Sekil 28-K). Bu bulgular bize senesans mekanizmasinin, aktive oldugu
ortamlarda artik madde gibi birikmesi ve hastalifa yol agmasinin yani sira senesansin
dinamik bir siire¢ oldugunu ve bu siirecin bozulmasmin ndrodejenerasyonda rolii

olabilecegini diisiindiirdii.
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5. TARTISMA

Hiperhomosisteinemi kemirgen modelleri uzun yillardir ¢ok farkli hastalik
etiyopatogenez arastirilmasinda kullanilmaktadir (Montalescot 1996, Quéré, Hillaire-
Buys et al. 1997). Kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklardan retinal
inflamasyona kadar bir¢ok patolojinin arastirmasinda hiperhomosisteinemi modelleri
kullanilmistir (McCully 1969, Elsherbiny, Sharma et al. 2020). Homosistein, bulundugu
ortamda sahip oldugu siilfiir bag1 nedeniyle ¢evresindeki molekiillerle artmis elektron
aligveriginde bulunarak Red/Ox dengesini bozmaktadir (Bellamy and McDowell 1997,
Chen, Wu et al. 2015). Bu durum bu aminoasitin ¢ok farkli patofizyolojik yolaklarda
etkili olmasina neden olmaktadir (Sikora, Lewandowska et al. 2020).

Biz bu g¢aligmada kronik I-metiyonin yiiklemesine tabi tutulmus farelerde, bu
negatif etkinin beyinde hangi hiicre gruplarini etkiledigini aragtirmak istedik.
Cinsiyetlerine ve yaglarina gore karsilastirilabilir gruplara ayrilmis fareleri, standardize
edilmis cesitli davranig testleriyle inceledik. Bu c¢alismalar1 yaparken segtigimiz 1-
metiyonin yiikleme dozunun organ yetmezligine neden olabilecek esigin altinda
olmasina 6zen gosterdik (Hanell and Marklund 2014). Bu yiikkleme sonucunda
beklemedigimiz bir sekilde sadece hipokampiise bagli mekansal hafizada bozulma
olmadigini ayrica biitiin hafiza fonksiyonlarina katilan diger kortikal aglarin ve motor
fonksiyonlarin da bozuldugunu gozlemledik. Kognitif bozuklugu hem disi, hem de
erkek farelerde gosterirken motor fonksiyon bozuklugunu yalnizca erkek farelerde
gosterebildik. Ayrica erkek farelerin disilere kiyasla NMT ile test edilen mekansal
hafizada farkli bozukluk gidisat1 gosterdigini de gézlemledik (Tapia-Rojas, Lindsay et
al. 2015, Thériault and Perreault 2019). Bu farklilik bize, disi ve erkek fare cinslerinin
I-metiyonin yiiklemesine karsi degisik dirence sahip oldugunu diisiindiirdii. Cinsiyet
farkliliginin davranis paternleri iizerine etkisi ile ilgili bir ¢ok yayin yapilmis olmasina
ragmen (Eltokhi, Kurpiers et al. 2020), bu farkliligin alt yapisin1 olusturan
noroanatomik alanlarin cinsiyete gore islevselligi ve stresor hassasiyetleri heniiz tam

anlamiyla anlagilamamustir.

Daha oOnce yapilan ¢aligmalarda hafiza fonksiyonlarinin teste tabi tutulan
Oznenin duygu durumundan etkilenebilecegi gosterilmistir (Darcet, Mendez-David et al.

2014). Bununla birlikte bizim c¢alismamizda kullandigimiz hiperhomosisteinemi
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modelinde ne disi, ne de erkek fareclerde anksiyete ve depresyon gozlemlemedik.
Boylelikle olast duygudurum degisikliklerinin hafiza testlerinin sonuglarmi etkileme
ihtimalini ortadan kalkmis oldu. Bu agidan bakildiginda kullandigimiz modelin salt

hafiza bozuklugunu incelemek agisindan avantajli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda  norodejenerasyonun sinir sisteminde etkiledigi alanlarin
yaygimligimi incelemek agisindan bilissel ve duygudurum testlerinin yani sira motor ve
denge testlerini de kullandik. Yalnizca erkek farelerde ge¢ donemde (9. ay) bir motor
bozuklukla karsilastik. Dolayisiyla yaptigimiz ¢alismada hiperhomosisteineminin
olumsuz etkisine en fazla duyarl alanin oncelikli olarak hipokampal bolgeler oldugu
cikarimina vardik. Bununla birlikte uzun dénemde l-metiyonin yiliklemesinin etkileri
sinir sisteminde yaygm hasara da neden olabilir. Ote yandan hipokampo-Kortikal
devrelere bagh hafiza ilizerinde yalnizca disilerde ge¢ donemde (9. ay) anlamli bir
farklilik bulmus olmamiz ve motor fonksiyon bozuklugunun yalnizca erkeklerde geg
donemde (9. ay) ortaya ¢ikmasi, ya bu bolgelerin 1-metiyonin etkisine daha direncli
oldugunu, ya da bu devreleri olusturan diger ndroanatomik alanlarda (striatum,
substantia nigra, entorinal korteks vb.) biligssel ve motor islevleri negatif etkileyebilecek
norodejenerasyonun daha gec¢ olustugunu diisiindiirmektedir. Bu s6z konusu anatomik

ve hiicresel degisiklikleri yaptigimiz IHK testlerle daha derinlemesine inceledik.

Gilinimiize kadar nérodejenerasyonu agiklayan molekiiler yolaklar iginde
oksidatif stres (Beal 1995), apoptoz (Mattson 2000), bagirsak disbiyozu (Kowalski and
Mulak 2019), hiicresel senesans (Saez-Atienzar and Masliah 2020) vb. pek ¢ok
mekanizma One siirlilmiistiir. Bu calismamizda I-metiyonin yiiklemesinin akabinde
hipokampiiste hiicre kaybi olmaksizin, hiicresel senesans mekanizmasimin 6zellikle

astrositlerde artmis oldugunu gosterdik.

Hipokampiis formasyonundaki dentat girus, entorinal korteksten perforan yolak
aracilifiyla aldigr inputlar1 modiile edip patern ayristirmasi yaptiktan sonra bu bilgileri
CA3’e aktararak mekansal hafizanin islenmesine ve saklanmasina yardim eder (Senzai
2019). Dentat girus gerek degisken noronal plastisite isleviyle, gerekse ender goriilen
erigkin tip norogenezin odagi olmasi acisindan (Nakashiba, Cushman et al. 2012) ¢ok
dinamik bir noroanatomik yapidir. Boylesine dinamik bir ortamda homeostazin
korunmasi tiim hiicre tiplerinin belirli bir ahenk icerisinde ¢alismasini gerektirmektedir.

Hipokampliste artan senesan astrosit yogunlugunun, davranig testleri sonucu
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gozlemledigimiz hafiza bozukluguyla korelasyon gostermesi, bize astrositlerin bu
homeostaz bozuklugunda onciil ve onemli bir faktor olabilecegini diistindiirdii. Bizim
bulgularimiz da daha 6nce AH ve astrositler iizerine yapilmig bir¢ok c¢alisma ile
paralellik gostermektedir (Myung, Zhu et al. 2008, Salminen, Ojala et al. 2011). Bu
calismalardan en onemlisi AH’ye yakalanmis bireylerin post-mortem beyin dokusu
incelemelerinde artmis senesan astrosit sayisina isaret etmektedir (Bhat, Crowe et al.

2012).

Hiicresel senesans ilk tanimlandiginda ¢esitli stresorlere maruz kalan hiicrenin
kanserlesmeyi Onlemek adina gelistirdigi bir savunma yontemi olarak tanimlanmistir.
Bu teori senesansi, kanserlesme ve apoptoz arasinda se¢im yapmak durumunda kalan
hiicrenin, hiicre siklusundan ¢ikip, apoptotik yolaklar1 gegici olarak inhibe edip on yillar
boyunca temel iglevlerini idame ettirebildigi bir donem olarak tanimlanmistir
(Calcinotto, Kohli et al. 2019). Ancak bu savunma mekanizmasi hiicreyi ilelebet
koruyamamaktadir. Senesansa giren hiicreler, daha &nce de belirttigimiz gibi IHK
yontemlerle SA B-Gal boyast ile belirlenir. Ancak son yillarda yapilan
immiinohistokimyasal c¢alismalar bu SA B-Gal boyamasinin, kanser disindaki sinir
sisteminin  embriyonik gelisiminde programli hiicre Olimiinden ¢ok ¢esitli
norodejeneratif siireclere varan ortamlarda senesansa girmis hiicrelerin varligini
gostermistir (Piechota, Sunderland et al. 2016). Bu baglamda embriyonik gelisim ya da
norodejenerasyon siirecinde hiicresel senesansin kanserde oldugu gibi genetik,
epigenetik ve ¢evresel stresler tarafindan islevselligi bozulmus hiicrelerin ayiklanmasini
tetikleyen bir slire¢ mi oldugu, yoksa bu 6zel hiicresel konumlarda nérodejenerasyonu
engellemek icin gelistirilmis bir savunma mekanizmasit m1 oldugu, ya da tam tersine
norodejenerasyonu baslatan molekiiler yolaklar1 aktive mi ettigi bilinmemektedir. Son
olarak hiicresel senesans, biitiin bu fizyolojik gelisimsel ve patolojik siireglerden
bagimsiz olarak, molekiiler yolaklarda ortaya ¢ikan epifenomenolojik degisiklikleri de
yansitiyor olabilir. Bu sorular1 cevaplayabilmek i¢in daha sonraki ¢alismalarimizda I-
metiyonin yiiklemesi yapilmis farelerde uzun donemde hipokampiiste ve hafizay
destekleyen diger ndroanatomik alanlarda ortaya cikabilecek ultrastriiktiirel degisimleri
incelemeyi amacliyoruz. Boylece hiicresel senesans mekanizmasinin tek basina

ndrodejenerasyonu baslatmaya yeterli olup olmadigini agiklamaya calisacagiz.
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Her ne kadar bizim c¢alismamiz, hafiza ve motor bozukluklariyla korelasyon
gosteren spesifik noroanatomik alanlardaki senesan astrosit/néron yogunlugu
degisiminin varligi gostermis olsa da bu senesans mekanizmasinin nérodejenerasyona
sebep olan yolaklari m1 baglattig1 yoksa norodejenerasyonla birlikte giden ve ona karsi

kullanilan bir savunma mekanizmasi m1 olduguna heniiz yanit verememektedir.

Senesans mekanizmasinin sadece patolojik bir siire¢ oldugunu ileriki
caligmalarimizla kesin olarak kanitlayabilirsek, su anda iizerinde g¢alisilan ve senesan
hiicreleri elimine etmeyi hedefleyen senolitik ilaglardan biriyle (Ovadya and
Krizhanovsky 2018) bu dejenerasyon siirecini geri dondiirmeye ¢alisacagiz. Bunun
aksine, daha sonra yapacagimiz calismalarin sonuglar1 senesansin yalnizca hiicresel bir
savunma mekanizmasi oldugunu gosterecek olursa, ayni ilaglarla nérodejenerasyonun
hizlanip hizlanmadigini test etmeyi amagliyoruz. Boylece 21. yilizyilin en 6nemli saglik
problemlerinden biri olan norodejeneratif hastaliklarin 6zgiil tedavileri bulununcaya
kadar, bu hastaliklarin baslama yasin1 geciktirip ve siddetini azaltip bu hastaliklardan
muzdarip insanlarin olabildigince aktif ve verimli bir yasam siirmelerine katkida

bulunabilmeyi umut ediyoruz.
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