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OZET

Normal ve Siilfit Oksidaz Yetersizlikli Sicanlarda Homosistein ve Siilfit

Molekiiliiniin Norotoksik Etkilerinin Arastiriimasi

Dr.Tongug Olgun Ozcan

Hiperhomosisteinemi norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir belirtegdir. Sulfit ise
homosistein metabolizmasinda yer alan ndrotoksik bir molektlddr. Bu ¢alismada
her-iki nérotoksik molekilin sinerijistik etkisini arastirmak icin 60 adet erkek sican ile
asagidaki gruplar olusturuldu; kontrol (K), metiyonin verilen kontrol (KM), siilfit
oksidaz yetersizlikli (SOXD) ve siilfit oksidaz yetersizlikli methionin verilen grup
(SOXDM). 8 haftalik deney siresi sonunda 6grenme ve bellek testi ile kanda
homosistein, siilfit seviyesi, beyinde ise hippokampus dokusunda total antioksidan
ve oksidan seviyeler Olculdu. Deney gruplarinda o6grenmenin etkilenmedigi,
hafizanin ise tim gruplarda kontrole gére bozuldugu saptandi. Normal gruplarda
methionin verilmesinin bellek Uzerine olumsuz etkili oldugu izlenirken, yetersizlikli
grupta methionin verilmesinin bellek Uzerine olumlu etki ortaya cikardigi izlendi.
Bellek Uzerine olan bu etki kalibi sUlfit oksidaz normal grupta artmis oksidan stres ile
iligkili iken, sulfit oksidaz yetersizlikli grupta ise oksidatif stres ile iligkili olmadigi
izlenmistir. Bu sonugclar, homosistein ve silfit ile ilgili detayli arastirmalarin yapilmasi

gerektigini gostermigtir.

Anahtar kelimeler; Silfit, hiperhomosisteinemi, hippokampus, MWM
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SUMMARY

Investigation of Neurotoxic Effect of Sulfite and Homocystein Molecules in

Normal and Sulfite Oxidase Deficient Rats.

Dr.Tongug Olgun Ozcan

Neurodegenerative diseases are highly associated with hyperhomocysteinemia.
Sulfite, another neurotoxic molecul, locates in homocystein metabolism. In the
present study, we investigated the role of sulphite on homocystein in terms of
neurotoxic effects. For this purpose, 60 male rats were divided into four groups of 15
in each; control (C), Methionine (KM) for SOXC normal groups and sulfite oxidase
deficient (SOXD), deficient + methionine (SOXDM) for SOXD groups. At the end of
the 8 week experimental period, learning and memory, homocysteine and sulfite
levels in the blood and hippocampus total antioxidant and oxidant levels were
measured. While learning performance in the experimental group was not affected,
memory was impaired in all experimental groups compared to the control.
Administration of methionine to the normal groups were found to be negative effects
on memory. Methionine revealed were observed positive effects on memory in the
deficient group. While this pattern on memory was associated with increased
oxidative stress in sulfite oxidase normal group, was not associated with oxidative
stress in sulfite oxidase deficient group These results show that should be made of

detailed research on sulfite and homocysteine.

Key words; Sulfite, hyperhomocysteinemia, hippocampus, MWM
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GiRiS

Homosistein (Hcy;HSCH2CH2CH(NH2)CO2H, 2-amino -4-merkaptobutirik
asit) digaridan besinle alinamayan, metiyonin (Met) aminoasidinin metabolizmasi
eshasinda bir ara Uriin olarak olusan, proteinlerin yapisina katilmayan, sulfir iceren
bir amino asittir (1,2). Homosistein (Hcy), sentezi ilk olarak,1932 yilinda Vincent Du
Vigneaud tarafindan insulinin sulfar ile ilgili calismalari sirasinda elde edilmistir (2).
Hcy olusumuna katilan Met ise insan vicudunda de novo olarak sentezi
yapilamayan, kukurt iceren esansiyel bir amino asittir (1). Hcy'nin ilk defa klinik
o6nemi 1962 yilinda sistatyonin B sentaz (CBS) enzim eksikliginde gelisen ve mental
gerilik, prematur ateroskleroz ve trombotik olaylari iceren homosistinuri hastaliginda
go6rilmis ve bu bulgularin Hey'nin plasma dizeylerindeki artisina paralel oldugu
saptanmistir (3,4). Hcey, periferik vaskuler ve serebrovaskiler hastalik, koroner kalp
hastaligi ve tromboz olusumu igin bagimsiz bir risk faktoradir (5-7).YUuksek
homosistein (HHcy)'nin nodrodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklara, santral sinir
sistemi (SSS) gelisim bozukluklarina, yaslilarda biling azalmasina, ilerleyici beyin
atrofisine, beyinde hippokampal bolge, korteks ve toplam beyin hacminde azalmaya,
gebelik komplikasyonlarina, psoériazise yol actidi, bazi kanserlerle de iligkili
olabilecegi gosterilmistir (5,8,9). Son zamanlardaki c¢alisma verilerine dayanarak
potansiyel bir biyomarker 6zelligi gdsteren Hcy' nin biling bozuklugu ile bir iligki
gbstermesine ragmen bunun nedensel roli dogrulanamamistir. Bununla birlikte
plasma Hcy seviyesindeki her 5umol/L artigin, demansta % 40 oraninda bir artisa
yol actigi bildiriimektedir(10). Hcy oksidatif stres ve apopitoz artisina, néron
Olumlerine, sinaptik plastisite degisikliklerine yol acabilmektedir (11). Hcy duzeyin
artisi ile karakterize cgesitli patolojilerde, artmis plazma Hcy ile hastalik arasindaki
iliskinin hentiz agiklanmamis pek ¢ok yénl vardir. Ornegin, Hey’ in nérotoksik etkileri
ve bunlarin mekanizmalari in vitro olarak laboratuvar ortaminda gosterilmisse de,
bazi galismalarda in vivo olarak Hcy’ in direkt olarak nérotoksisiteye sebep olmadigi
bulunmustur (12-14). Ornegin, in vitro olarak toksik etkili bulunan Hcy' in normal
plazma duzeyinin 3 kati dozda farelerin dorsal hipokampusine inflize edilmesi,
herhangi bir nérotoksik etki olusturmamistir (14). Bir baska ¢aligmada, diyetlerinden
folat cikarilan farelerde, plazma Hcy duzeyi diyetten 6ncekinin 10 katina ¢ikmisg,
benzer sekilde bu hayvanlarda da herhangi bir nérotoksisite izlenmemistir (15). Bu
ve benzeri ¢calismalarda Hcy’ in direkt degdil de kainat, 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropridin

(MPTP) ve beta amiloid gibi gibi c¢esitli nérotoksinlerin etkisini potansiyelize ettigi



gOsterilmistir (14-16). Bu bulgular Hey’ in hastalik patogenezine katkisinin néronlari
herhangi bir nedenle olusabilecek toksik etkilere karsi daha dayaniksiz kilmak sureti

ile olabilecegini distndurmustur.

Gugll bir norotoksik bilesik olan SO73‘in direkt veya dolayli olarak pek ¢ok
etkisi bildiriimistir (17,18,19-24). Ornegin, motor néron hastaligi, Parkinson ve
Alzheimer gibi cesitli norolojik hastaliklarda bozulmug kukurt metabolizmasi rapor
edilmistir. Bu hastalarda, sistein (Cys) amino asidinin plazma duzeyinin arttigi
bulunmustur. Bu amino asit, endojen SO7; olusumunda Uretilen SO7'in ana
kaynagidir. Yine ayni hastalarda ksenobiyotiklerin siilfat (SO7,) ile konjugasyonunda
bir bozukluk ve artmis sistein/SO™,; orani saptanmistir (24). Bunun anlami,
organizmanin hem SOY'in hem de SO7,la detoksifiye edilecek olan cesitli
ksenobiyotiklerin zararl etkisine karsi savunmasiz kalmasidir. SO7, olusumunun
onemli bir kaynagi, daha once tarif ettigimiz gibi SO7;in SOX ile katabolizmasidir
(25). Bu hastalarda SOX aktivitesi ve SO7; diizeyinin ne oldugu bilinmese de,
hastaliklarinin patogenezinde SO~; metabolizmasindaki bir defektin rol alabilecegi
bildirilmistir (24).

Bu durumda basta nérodejeneratif hastaliklarda olmak Uzere pek ¢ok
hastalikta artan Hcy duzeylerine, (Cys) katabolizmasindaki bir bozukluk ve/veya
yetersizlik sonucu gugli bir nérotoksik molekiil olan SO~ in de eslik etmesi,
gbzlenen toksisitede dnemli bir mekanizma olabilir. Bu c¢alismadaki temel amag;
literatlirdeki noérodejeneratif hastaliklarda izlenen artmis Cys azalmis silfat SO,
dlzeylerinden yola c¢ikarak, SO7;' in detoksifikasyonundaki olasi bir bozuklugun,
Hcy'ne atfedilen nérodejenerasyona  katkida  bulunabilecegi  hipotezinin
arastiriimasidir. Bu durum SO7; in metabolizmasindaki olasi bozuklugun viicut
sivilarinda SO7; miktarinin artisi ile yiksek Hcy varhiginda bilinen ndérotoksik
etkisinin degerlendirilmesini igerir. Bunun ig¢in norotoksisite gelisiminde Hcy ve
SO;7?in tek baslarina olan etkilerine ilave olarak literatirde bulunmayan birlikteki
etkilerine ait olasi norotoksik etkilerini belirlemek igin endojen SO75’ in artisini taklit
eden SOX enzim eksikligi olan sigan modeli olusturuldu. Deneklerin kanlarinda Hcy
ve SO7; dizeyleri olgilerek 6grenme bellek sureclerindeki degisiklikler Morris su
tanki (MWM) testi ile de@erlendirildi . Ayrica hippokampal bdlgede total oksidan
dizey (TOD) ve total antioksidan duzey (TAD) belirlenerek degisikliklerin oksidatif

stres ile olan iligkisi gosteriimeye calisildi.



GENEL BILGILER
HOMOSISTEIN (Hcy)

Hcy, sistatyonin ve Cys preklrsord olup, doku folatinin resiklusundaki
esansiyel bir substrattir. Kolin metabolizmasinda zorunlu bir tepkime olan betain
homosistein metil transferaz (BHMT) reaksiyonunda metil alicisi olarak gorev yapar
ve Met ninin korunmasina aracihk eder (1). Folat ve betainin Hcy'nin
metabolizmasinda substrat olarak kullaniimasi Hcy'nin toksik duzeylere ulasmasini

engellemektedir (26).
Hcy Metabolizmasi

Met amino asitinden transmetilasyon ile olusan Hcy, remetilasyon (RM) ile
tekrar metiyonine, transstlfirasyon (TS) yolu ile de sistatyonin ve Cys’ e dénuserek
metabolize olur (2). Hucre igine giren Met’ ninin ise % 58 i plasmadaki Hcy’ nin
RM'nu ile %42’si ise proteinlerin yikimindan olusurken, proteinlerden gelen Hcy’'nin
yaklasik % 43'nin RM, % 57’sinin ise TS yolu ile metabolize oldugu goésterilmigtir
(27).

Transmetilasyon

Met metabolizmasinda metil grublarinin transferi ile Hcy olusumudur. Bunun
icin metiyonin adenozil transferaz ( MAT) enzimi ile Adenozin Trifosfat( ATP) tan bir
adenozil grubunun kikurt atomuna transferi sonucu S-Adenozil-L-metiyonin (SAM)
olusur. Bu olusumda ATP kullanilir. Yiksek enerijili bir bilesik olan SAM, ilk defa
Catoni tarafindan 1953 yilinda belirlenmistir. SAM g¢ogunlukla metil transferaz
reaksiyonlarinda yeralmakla birlikte bu reaksiyonlarda kolay bir metil vericisi olmasi,
pozitif yukli stlfonyum iyonundan kaynaklanir. SAM, SSS’de DNA, RNA, fosfolipitler
ve norotransmitterlerde gergeklesen, ndronlari koruyan ve fonksiyon goérmelerini
saglayan 35 kadar transmetilasyon reaksiyonunda metil donérl olarak goérev
yapmaktadir. SAM I metil vericisi olarak kullanan metilasyon reaksiyonlarinda
SAM’In metil grubu, DNA metil transferaz enzimi ile kopartilarak, S-Adenozil-L
Homosistein (SAH) olusur. SAH ise geri donlisimlu bir enzim olan SAH hidrolaz ile

adenozin ve Hcy’ e ayrilir (28-30).



Remetilasyon

RM, Hcy’ den Met aminoasidinin yeniden olugsumudur. Bu reaksiyon uzun ve
kisa yoldan olusur (29). Uzun vyol, metiyonin sentaz (MS) veya N-5-
metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferaz  (N-5-MTHF-HMT) enzimlerinin
katalizorluginde ve B12 vitamini kofaktorligunde N-5-metiltetrahidrofolattan (N-5-
MTHF) metil grubunun transferi ile Met olusumudur. Aktiflenen metil siklusunun bu
son noktasi folat siklusu ile paylasilir. Serinden gelen tek karbon grubunun transferi
ile glisin ve N5-N10 metilentetrahidrofolat Uretilir. Bu folat siklusu
metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) enziminin katalizledigi reaksiyon ile N-5-
MTHF dretilir (8). 5-MTHF metabolizmasi, B12 vitamini eksiklginde tetrahidrofolat
(THF) halinde kalir ve tekrar siklusa giremez (8,29). Kisa yol ise Hcy’ nin énemli bir
kisminin remetilasyonundaki yol olup, sigan karaciger ve bdbreklerinde BHMT
enziminin katalizledigi, betainin metil vericisi oldugu reaksiyondur. Bu reaksiyon B12
vitamini ve/veya folik asit eksikligi durumunda SAM sentezinin gerekli oldugu
dokularda Met olusumunu sagdlar.Bu yolda dimetilglisin haline gelen betain, kolin

metabolizmasi sonucu olusmaktadir (8,26,29).
Transsiilfiirasyon

TS yolu geri déndsimsitiz bir yol olup, Hcy katabolizmasi ile baslar ve
sistatyonin, sistein, glutatyon ile birlikte NH4, piruvat, taurin, a-keto bditirat, CO, ve
SO,* olusur (11).Bu yolda ilk olusan sistatyonin sentezi olup, serin amino asidinin
Hcy ile birlikte kofaktéri, B6 vitamininin aktif bir sekli olan 5-pridoksal fosfat
sayesinde etki gosteren sistatyonin beta sentaz enziminin (CBS) katalizérligunde
gerceklesir.Bu enzim ise bir hem proteinidir.Olusan sistatyonin daha sonra y-
sistatyonaz enziminin etkisi ile a-keto butirat, NH4 ve Cys’ e metabolize olur.
Cys ise Hcy ile birleserek sistein-Hcy distilfit bilesiklerini olusturur. Bundan bagka
glutatyon sentezini sadlar ve SO™, Uizerinden de glikoz amino glikanlarin yapisina
girer.,TS vyolu, memeli dokularinda bdébrek, barsak, karaciger ve pankreasta
bulunmakta olup, bu dokular Cys’ i hizli glutatyon dénlsimine sokan bir siklusa
sahiptirler (26). Transsulfirasyon yolunu icermeyen hucreler ise eksojen bir Cys

kaynagina ihtiya¢ gosterirler (31). Hcy metabolizmasi sekil 1’ de yer almaktadir.



Hcy Metabolizmasinin Regiilasyonu

Hcy metabolizmasini duzenleyen temel mekanizma, iki 6nemli metabolik
alanda bulunan vyarismali reaksiyonlardaki substratlarin  dagilimidir.  Bu
dizenlemedeki ilk yarismali basamak Met” den protein sentezi ve SAM olusumu
arasindadir. Son basamak ise Hcy’nin kullanildigi reaksiyonlardir. Bu iki basamakda
yer alan enzimlerin etkinligi ise enzimlerin doku konsantrasyonlari ile dogal kinetik
Ozellikleri tarafindan belirlenir. Hcy metabolizmasini duzenleyen enzimler ise Met
katabolizasyonunu ve korunmasini saglarlar. Met'i katabolize eden enzimler, hepatik
(MAT), sistatyonin sentaz, sistatiyonaz ve adenozilhomosisteinaz (AHS) olup,

metabolitleri tarafindan aktive edilirler.
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Sekil 1. Homosistein metabolizmasi. Hey vicutta TS ve RM sikluslarina girer (6).

Diyet ile alinan Met artigi, karaciger enzim duzeylerini arttirir. Met’ ni koruyan
gruba ait enzimler ise ekstrahepatik MAT izoenzimleri, biylk ¢odunlugu SAM
bagimh transmetilazlar, BHMT ve Met sentazi (MS) kapsamakla birlikte kendi
metabolitleri ve Urlnleri tarafindan inhibe edilmektedir. Bu enzimler ile birlikte AHS
enzimi Met dongusini tamamlar. Met alimindaki artigin sicanlarda bu gruptaki
karaciger enzim duzeylerinde azalmaya yol actigi bildiriimektedir (2,26). Bununla

birlikte SAM, CBS enzimininin allosterik aktivatorii, MTHFR enziminin ise allosterik



inhibitoradur (8,32). Bu nedenle dokulardaki SAM konsantrasyonu (bazi dokularda
SAH) Hey’nin RM veya TS yolunu belirler. SAM dizeyindeki artig, TS da arttirirken,
remetilasyonu ise inhibe eder (2,31,33). MAT enziminin dizenlenmesinde ise
hormonal ve besinsel faktorler yeralmaktadir (34). TS yolu ayni zamanda
antioksidanlar ve peroksidanlar arasindaki dengeye bagli olup, antioksidanlar TS’u
azaltirken, peroksidanlar ise artmasina yol acar (35). Met-Hcy metabolizmasinin
dizenlenmesinde Cys, 6nemli bir etki gOsterir. Diyet ile fazlaca alinan Met birikmesi,
TS artisina neden olur. Yiksek miktarda ve uzun streli Met alimi, RM yolunu inhibe
ederken, TS yolunun satirasyonuna neden olur. Bunun yerine Cys alimindaki artis

ise TS’ye ragmen RM artisina yol acar (36,37).
Hcy’nin Plazmada Yeralan Formlari

Hcy, plazmada okside ve reduikte formlarda bulunur. Okside Hcy, disllfit ve
redikte Hcy ise sulfidril seklindedir. Redikte Hcy, plasma Hcy’ nin % 1 kadarini
olusturur. Okside Hcy’ nin bir formu olan homosistin ise plasma Hcy’nin % 5-10’luk
bolimUunl olusturur. Ayrica plasma Hcy’si, plasma proteinlerine bagh veya serbest
olarak bulunur.Plasma proteinlerine bagl olan Hcy, okside formdaki karisik
disUlfitlerden olusup, plasma Hcy’sinin %80-90’'ik kismini kapsar ve en fazla
albimine baglidir. Bu form reaktif Cys kalintilari igeren proteinleri ve mevcut Cys’ i
icerir. Karisik disulfitlerden olan Cys-Hcy disilfit formu ise plasma Hcy’'nin %5-10’luk
kismini olusturur. Serbest Hcy ise fizyolojik pH da oksidasyona duyarli olmakla
birlikte, kendisi ile birleserek dimer Hcy (diger adiyla homosistin) veya Cys basta

olmak Uzere tiyollerle birleserek sistein-Hcy disilfiti olusturur. (38,39).
Beyinde Hcy Metabolizmasi

Beyinde Uretilen Hey’ nin beyindeki metabolizmasi ile ilgili bélgesel farkhliklari
tam olarak belirlenememistir. Bu metabolizmadaki en dnemli metilasyon kaynagi RM
reaksiyonu olup, BHMT yolunun beyinde bulunmadigi belirtimektedir. Beyinde TS
yolunda yer alan CBS enziminin ise sistatyonaz enzim etkinligi ile uyumsuz olup,
bolgesel degisiklikler gosterdigi belirtimektedir. Beyinde, Met ve Hcy’ nin TS yoluna
giremedigi, astroglial hicre kilturd caligmalarinda ise glutatyon sentezine giren
sistatyonin ve Cys oraninin ¢ok dusuk oldugu bildirilmistir. Ayrica beyinde, glutatyon
sentezinde yer alan Cys substratinin sinirli bir oranda oldugu ve astrositlere Na*
bagimli glutamat tagiyicilar ile iletildigi gosterilmistir. HHcy’nin kan beyin bariyerini

bozabildigi fare c¢alismalarinda rapor edilmistir (40-42). Deneysel hayvan



calismalarinda Hcy'nin, plasmadan beyine iletiimesinin iki yonlu 6zel tasiyicilarla
gerceklestigi, beyin hlcrelerine girisinde ise basit difiizyon ve satlire olabilen dzel
reseptorler araciligi ile transport edilebildigi duigunulmektedir (43-45). Serumdaki
Hcy miktari, beyin omurilik sivisindaki (BOS) Hcy miktarinin 20-100 kati olup, bu iki
bolumdeki miktar degisiklikleri ayni seviyede birbirine yansima gosterir. Artan
plasma Hcy miktarina paralel olarak beyindeki Hcy ve SAH miktar da artar (43,46-
48).

Hcy’ nin Kan Seviyeleri

Hcy' nin kandaki seviyeleri, plasma veya serumdaki total Hcy miktarina
baghdir. Bu olcimlerdeki total Hcy’ nin normal degerleri, yetiskinlerde plasmada
5-15 ymol/L, serumda ise 13-18 ymol/L olarak kabul edilirken; pediatrik dénemde
3.7-10.3 ymol/L’dir. Ancak Hcy’' nin normal seviyeleri yas, cinsiyet ve kadinlardaki
postmenapozal doénemlerden etkilenmektedir.Hcy'nin  plasmada 10 pmol/L
seviyesinde olmasi gerektigi ve bu dederdeki artiglarin saglik risklerini de
arttirabilecegi bildiriimektedir (38,48,50). Plazmadaki total Hcy seviyeleri Tablo 1'de
yer almaktadir (38).

Tablo 1. Plazma Hcy ve HHcy seviyeleri

Hcy

Normal aralik 5-15 umol/L
Arzu edilen deger <10 pmol/L
HHcy

Hafif form 15-25 pmol/L
Orta form 25-50 mol/L
Siddetli form 50-500 mol/L



Met Yiikleme Testi

Hcy' nin metabolik yollarini yansitan bir testtir. Ozellikle aglik plasma Hcy
seviyesinin normal oldugu ve HHcy'den suphe edilen durumlarda uygulanabilir (51).
Vitamin B6 ve CBS eksikliginin neden oldugu TS yolundaki hafif bozukluklarda aghk
Hcy olcimlerinden ¢ok daha duyarhdir. Cinkl Hcy seviyesindeki gegici geri donuslu
postprandial artislardan TS yolundaki enzimler sorumludur. RM yolundaki

bozukluklari gostermede ise duyarl degildir (52).
HHcy Olusturan Faktoérler

Plazma Hcy seviyesi, genetik ve sonradan kazaniimis etkenlerden dolayi
degisebilmektedir. Genetik faktorlere baglh CBS, MTHFR ve MS enzim eksiklikleri
veya defekti bulunur. HHcy nedenleri arasinda ileri yas, erkek cinsiyet, menapoz,
folik asit, B6 ve B12 vitaminlerinin eksikligi, renal yetmezlik, kanserler, bag dokusu
hastaliklari, psoriasis ve hipotroidizm iceren hastaliklar yer almaktadir. ilaglardan
kolestiramin, metformin folat ve kobalamin emilimini etkileyerek, metotreksat ise
DHFR enzim inhibisyonuyla, antikonvilzan ilaglar folat antagonizmasiyla, L-Dopa
transmetilasyon artisiyla, niasin ve teofilin B6 vitamini eksikligi ile plasmada HHcy
olusturur. HHcy seviyesini azaltan ilaglardan penisilamin ve N-asetil sistein, disulfit
degisimi ile plasma biyoyararlanimini etkileyerek, betain ise RM artigi ile etki
gOsterir.Ayrica sigara, alkol, kahve tiketimi, sedanter yasam HHcy gelisimine yol
acar (38,53).

Hcy’nin Norotoksik Etkileri

Redoks reaksiyonlarina kolayca katilan Hcy’ nin otooksidasyonu sonucu kan
dolagiminda homosisteik asit artigi ile hicre ici iyonize Ca*?* ve radikal oksijen
tirevleri (ROS) nin artisina ve bunlarin néronlarda birikmesine bagl toksik etkilere
yol acar. Ayrica super oksit dismutaz (SOD) ile katalaz (CAT) aktivitesinin
baskilanmasina ve ndronlarda sinyal ileti mekanizmalarinin bozulmasina neden olur
(54,55).Hcy, GABAerjik néronlarda presinaptik disinhibisyonla hippokampus néron
devrelerinin uyarilabilirligini arttirmaktadir(11). Hcy’'nin nérotoksik etkileri N-Metil D-
Aspartat (NMDA) ve grup 1 metabotropik glutamat reseptoéri (mGIuR1)’nun
aktivasyonu sonucu olusur. mGIuR1 aktivasyonu ise fosfolipaz A2 ve
fosfotidilinositol 3 fosfat stimulasyonu ile endoplazmik retikulumdan Ca*? salinimina

yol acarak, Hcy'nin toksik etkilerini kismi olarak indiklemektedir. HHcy, in vitro



olarak uzun sureli sinaptik etkinlik artisi (LTP) ile in vivo spasyal 6grenmeyi inhibe
etmektedir. HHcy’ nin sigan hippokampusunda LTP indiksiyonunu inhibe etmesi,
invivo LTP igin bir parametrik dlgim olan eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP)
egim degisimleri ile gdsterilmistir (54,56,57). Kisa sureli, digsuk folat/ HHcy’ e bagh
siganlarin beyin mikrovaskuler yapisinda elektron mikroskobu ile incelemesinde
endotel hicrelerinde sitoplazmik sisme, mitokondriyal dejenerasyon, perivaskuiler
amorf fibrosis, perisit dejenerasyonu tesbit edilmistir (68). Uzun sureli HHcy’nin
etkilerine iligkin sicanlarda yapilan in vivo bir galismada HHcynin beyinde mikro
kanamalara neden oldugu bunun da kolinerjik néronlarda sinaptik hasar yarattigi,
beyin korteksinde olusturdugu agir mikro kanamlarin uzun sureli bellek kayiplarina
yol acgtigi ileri surilmektedir (59). Ayrica HHcy, noéral stem hicre siklusunun
durmasi, sinaptik disgenezis, miyelinizasyonun bozulmasi, néron ve glial hiucrelerin
olimu, sinaptik fonksiyon bozuklugu, deoksiribontkleik asit (DNA) hasarinin
olusumu, hiicrede enerjinin tikenmesi, oksidatif stresin artmasi ve apopitotik kaskad

aktivasyonu ile mitokondri dinamiginin bozulmasi yer almaktadir (11,60).
Hcy ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde bulunan prooksidanlar ile antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan serbest radikallerin ve bunlardan da
olusan serbest olmayan radikallerin hicrelerde hasara yol agmasidir (61). Beyin
hicreleri ve 6zellikle ndronlarin vicudun diger dokularina gére 10 kat daha fazla O,
kullanmasi, bélunemeyen bu hucrelerin uzun bir yagsam sudrelerinin bulunmasi ve
beyinde énemli bir role sahip olan nitrik oksit (NO), peroksinitrit gibi reaktif nitrojen
turevlerini olusturabilmesinden dolayi antioksidan bir savunmaya gerek duyarlar
(60). Bunun ile birlikte Hcy metabolizmasi, hlcrelerdeki redoks potansiyeli ile
dizenlenir ve metabolizmadaki gesitli enzim aktiviteleri ise oksidasyon ile belirlenir.
TS yolunun bozulmasi ile redoks homoestazi ve redukte Cys seviyesi olumsuz
etkilenerek, néron hasarinin  olusumuna katkida bulunur  (40). Hcy
metabolizmasinda yer alan ve bir antioksidan olan SAM, HHcy durumlarinda SAH’ a
gbre daha disuk bulunur (40). Hcy’ ne bagh mitokondri fonksiyonlarindaki
bozulmalar ROS dretiminin artmasina ve Hcy metabolizmasindaki MS aktivitesinin
azalmasina yol acar (40). Ayrica Hcy’ nin asimetrik dimetil arginin(ADMA) birikimi ile
endoteliyal ve indlklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS) enzim blokajina neden oldugu,
bu yolla ROS’u arttirdigini ve NO’ in bazal seviyesini etkilemeden biyoyararlanimini

azalttigi bildirilmektedir (62). Plazmada Hcy’nin tiyol gruplarinin kolayca oksitlenmesi



sonucu ROS duUretimindeki artig ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve SOD gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu inhibe etmektedir (63). Hcy, ndéronlarin
eksitotoksisite ve oksidatif strese karsi korunmasini belirgin olarak azaltir. Bununla
ilgili sicanlarda yapilan bir ¢alismada Hcy’nin beyinde lipit peroksidasyonunu
indukledigi, Malondialdehit (MDA) ve Super Oksit Anyon (SOA) seviyelerini
arttirdigi, pasif kacinmadaki 6grenme testlerinde bellek bozukluguna yol agtigi,
hippokampus bdlgesindeki hlcrelerde apopitozisi ve hicre 6limini indikledigi
bildiriimektedir (63). Uzun aksonlari ve c¢oklu sinapslari olan néronlar, biyoener;ji
gereksinim fazlaliigindan dolayi oksidatif strese ¢ok daha duyarlidirlar (60). Farkl
néron gruplarinda farkli dizeyde oksidatif stres olusur. Hippokampus’lin CA1
bolgesindeki noéronlarin CA3 boélgesindeki ndronlara goére oksidatif strese daha
duyarli oldugu bildiriimektedir (64).

Hcy ve Apopitozis

Apopitozis, programlanmis hlicre olimudir (65). HHcy, antiapopitotik
proteinlerin (Bcl-2, Bcl-xL) seviyelerini belirgin olarak azaltirken, pro-apopitotik
proteinlerin  (Bax,Bcl-xS) seviyelerinde de belirgin bicimde artisina yol
acgabilmektedir (65). HHcy’ nin kisa sureli etkisinde (1-3 hafta) néronlarda apopitozisi
indUkledigi ve uzun sdreli HHcy’ nin ise ndronlarda hicre membran riptirine
nekrotik hiicre 6limine, mitokondride permeabilite gegis porlarinin agik kalmasina
ve boylece sitokrom ¢’ nin de mitokondriden sitoplazmaya salinimina yol actigi; bu
durumu onleyen Bcl-2 protein seviyesinin ise azaldigi belirtimektedir (54,65).
Sitoplazmaya gegen sitokrom c, apopitotik proteaz aktivator faktér-1’e (Apaf-1)
baglanir ve kaspaz 9un kaspaz 3’e doénusimini aktifleyerek, apopitozun
baslamasinda anahtar rol oynar. Kaspaz 3 aktivasyonu ise néronlari apopitoza karsi

koruyan glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesini azaltmaktadir (65).
SULFIT (SO7;)
Hcy metabolizmasinda Cys’ den olusan nérotoksik bir anyondur (66).
S0O;2 Kaynaklari
Eksojen SO372 kaynaklar

SO, li kirli hava ile alinan SO7;, solunum yollarinda bronkokonstriiksiyon,

alveol hiperplazisi, alveol kalinlasmasi, akciger 6demi ve akciger kanserinin
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gelisimine yol agabilmektedir (54). SO, ilag endustrisinde de ilag etkinligini azaltan
oksidasyonu Onleyebilmesi ve suda eriyemeyen ilaglarin eriyebilirligi igin 0.01mg/ml-
3,2mg/ml araliinda kullaniimaktadir. SO7;, total parenteral beslenme sivilari ve
periton dializ sivilarinda da bulunmaktadir (67,68). 10 litrelik periton dializ sivisi ile
viiclida giren SO7; miktarinin yaklasik 500 mg oldugu bildirilmektedir (56). SO73'in
gida sanayindeki kullanimi ise antimikrobik etkisinin yaninda renk ve kivam
koruyucu olmasi ile renk agartici ozelliklerini igerir (69). SO73, gida maddelerinin
kararmasina neden olan melanin olusumunu, fenollerin oksidasyonunu saglayan
polifenol oksidaz enzimini inhibe ederek gésterir (70). Diinya Saglhk Orgiti
tarafindan kabul edilebilir glinlik SO™; alim miktari ise 0,7 mg/kg olarak belirlenmistir
(71). SO572 li gidalarin barsaktan %70-95 oraninda emildigi deney hayvanlarinda
gOsterilmistir (71).

Endojen SO7; Kaynaklari

SO7;, insan vicudunda sllfir igeren amino asitlerin ve diger sulfurll
bilesiklerin normal katabolizmalari sirasinda énemli miktarlarda Uretilir.Normalde
SO~ in hicre i¢i kararli konsantrasyonu, mitokondriyal bir enzim olan SOX

tarafindan sulfata oksitlendigi icin dusuktir (66).
Met Katabolizmasi Sirasinda SO™; Olugsumu

Met katabolizmasindaki SO7; olusumunun kaynagi Cys olup, MAT, SAM
transferaz, SAH hidrolaz, CBS, sistatyonin y--liyaz enzimleri ile sitoplasmada

gergeklesen reaksiyonlar sonucu olusur (66).
Cys Katabolizmasi Sirasinda SO™; Olusumu

SO7; Uretiminde en ¢ok kullanilan yol Cys katabolizmasindan olusur. Asagida
yer alan reaksiyonda gosterildigi gibi Cys’ in, sistein sulfinik asite oksidasyonu ile
baslamaktadir. Cys, invivo SO~ in predominant prekirsori olarak goriinmesine
ragmen hcre i¢i konsantrasyonu oldukc¢a dusuk olup, cesitli dokularda 10-100 pM
dizeyindedir (66).

Sistein —— Sistein Siilfinik Asit —» 3-Sdilfinil Pirlvat — Pirlivat

'

SOZ —>st03 4—»80:3
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Bu reaksiyonda sistein sulfinik asit olusumunda yer alan sistein dioksijenaz
enzimi sitopldzmada oksijen tuketimine yol agar. 3-Sulfinil pirivat ise mitokondride
transaminasyonla meydana gelir ve daha sonra kendiliginden desulfinasyona ugrar.

Olusan SO,, hidrasyon ve protonun ayriimasi ile SO75’ e dénlislr (66).
Hipotaurin Metabolizmasi Sirasinda SO™; Olusumu

Hipotaurin, sistein sdlfinik asitin dekarboksilasyonundan uretilir ve  a-keto
asitlerle transaminasyona ugrayarak suksinil aset aldehit olusturur. Daha sonra

kendiliginden desdlfinasyon ile SO,, SO7; ve aset aldehit olusur (66).
Hidrojen Siilfitin (H,S) Oksidasyonu Sirasinda SO~ ; Olugsumu

Sistin, Cys, tiyosistein,3-merkaptopirtvat ve 2-keto-4-tiyo metil butiratin yer
aldigi reaksiyonlarla olusan H,S’in oksidasyonu sirasinda da SO7; olugsmaktadir
(66).

SO75’in Hiicresel Sivilardaki Temel Kimyasal Reaksiyonu

Besinlerle alinan SO7; tuzlari, agiz ve midedeki asit ortamda hizla ve kolay bir
sekilde asagida yer alan reaksiyonda gosterildigi gibi silfiréz aside (H,SOs3)
donusmektedir. H,SO; 0Ozellikle yliksek pH ve 37 C%de kolayca bistlfit (HSO™ ;)
iyonuna ve sonrada SO7; iyonuna doniisir. SO,, H,SOs, bislilfit anyonu (HSO;3") ve

sulfit anyonu (SO37) , sulu ¢ozeltilerde kolaylikla birbirlerine déntsebilmektedir (66).
SO, +H,O0 «—» H,;SO; «» HSO; «—»SO3;
SO~; METABOLIZMASI
Oksidatif Olmayan SO~; Metabolizmasi

SO7; in detoksifikasyonunda siilfitolizis olarak adlandirilan bir siregte S-
sulfonat olusturmak icin asagida goésterildigi gibi sistin, okside glutatyon (GSSG)
gibi kiiclk veya daha buyuk molekul agirlikli proteinlerle disilfit baglar araciligi ile

reaksiyona girer (66).

R-S-S-R + SO3; —» R-S-SO3™%+ RS
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Oksidatif olmayan bir diger SO”; metabolizmasi yolag: tiyosulfattir. Tiyosilfat,
bir SO™; metaboliti olup, idrar ile diisiik oranda atilmasina ragmen tesbit edilebilir
dizeydedir ( 32 + 13 ymol/gin). Tiyosiilfat ve glutatyon, SO7; ve siilfiir olusumunu
katalizleyen tiyosulfat rediktaz enziminin substratlaridir. Rodanez ve tiyosulfat
rediktaz, tiyosulfat donglsunin ayrilmaz parcgalaridir. Bu siklusun metabolizma ile

ilgisi eksojen SO7; kalintilarinin belirlenmesidir (66).
Oksidatif SO™; Metabolizmasi

SO7; in detoksifikasyonundaki temel mekanizma oksidatif metabolizmayi

icerir. Bu metabolizmada yer alan olan SOX enzimi eksojen ve endojen SO~ in
SO, ’ a oksidayonunu saglayan son basamakta gorev alir. Molibdenyum kofaktor
(MOCO) U olan bu enzim, molekil agirhg 104 kilodalton (kDa) olan bir
molibdohemoproteindir (25,71,73). SOX, mitokondri membran araligina lokalize
olmus, birbirine benzeyen ve her birisi 52 kDa'luk 2 adet sublniteden olusan bir
dimer yapisi icerir (66,74). Enzim, molibden (Mo) iceren ve 42 kDa agirhgindaki C-
terminal ile sitokrom bs (cit bs) iceren 10 kDa agirhgindaki N-terminal bélimlerine
sahiptir (74). Normalde idrar ile atilan inorganik silfatin yaklasik % 90’1 SOX enzim
aktivitesinden kaynaklanir.SO™; enzimin aktif bolimine baglanarak Mo’ un ikKi
elektron kaybetmesi ile SO7, ' a donusir (75). Enzimin aktivasyonu, SO’ ten
elektronlarin Mo (VI) bdlimine, sonra da enzimin sitokrom bs bdélimine ve en
sonunda da solunum zincirindeki ferrisitokrom c ye aktariminiigerir ~ (66). Bununla
birlikte SOX enzim aktivitesi tungsten(W) ile inhibe edilebilmektedir. Tungsten,
etkisini molibdenyum ile birlesmig sulfit oksidaz apoenzimi Uzerinde gosterir (67).
Kararli enzim aktivitesi ise alinan W ve Mo oranlarina baglidir (66). SOX enzimi,
memeli dokusunda c¢ok genis bir dagilm sergilemekte ve ayni turde bile belirgin
farkliliklar géstermekte olup, karaciger, bdbrek ve kalp dokusunda SOX aktivitesi
yuksek iken beyin, dalak ve testis dokusunda ise ¢ok dusuk oranda bulunmaktadir
(76). Bununla birlikte sican karacigerindeki SOX aktivitesi insanlarinkine goére 10-20
kat daha yUksektir (66). SOX enzim eksikligi izole enzim bozuklugu seklinde veya
MOCO eksikligine sekonder olarak ortaya gikabilir. izole SOX eksikligi, MOCO
eksikliginden daha nadir gorulmekle beraber ilk kez 1967 yilinda Mudd ve ark.
tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra baska arastirmacilar tarafindan da SOX
geninde c¢cok sayida mutasyon saptanmis ve hastaligin otozomal resesif gegcigli

oldugu belirtilmistir (73).
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SO7;’ in Norotoksik Etkileri

Gugld bir niikleofil olan SO™; ve metabolizmasindaki ara Uriinlerden olusan
serbest radikaller hicredeki nikleik asitler, protein ve lipitleri de kapsayan cesitli
sivisal ve hucresel bilegsenlerle reaksiyona girerek toksisiteye neden olabilmektedir.
SO7; in detoksifikasyonunda yer alan SOX enziminin genetiksel eksikliginin ise
O0lumle sonuglanan ciddi noérolojik hasarlara yol actigi ve etkin tedavisinin
bulunmadidi belirtiimektedir (77). SO73’ in norotoksik etkileri néronlarda gok diisik
dozlardaki birikimi ile olusabilmektedir (78). Beyinde SO~; norotoksisitesine bagh
hipopokampal CAl ve (CA3-2) bolgelerinde piramidal néron kayiplari gosterilmistir
(79). SO~ in Na-K-ATP az aktivitesini degistirmedigi ve lipit peroksidasyonunda
artisa, antioksidan enzimlerin etkisinde azalisa, oksidatif stresin indiklenmesine,
beyin beyaz cevherinde miyelinizasyon kaybina ve noron olumlerine yol actigi
bildirilmektedir (78). SO’ in toksik etkilerinden non enzimatik otooksidasyonu veya
peroksidaz katalizi ile oksidasyonu sonucu olusan silfir trioksit radikallerinin
sorumlu olabilecegi belirtiimektedir. Ayrica SO~ in ROS (retimine yol acabildigi,
oksidatif stresten bagimsiz olarak, doz artisi ile direk glutamat dehidrojenaz enzim
inhibisyonuna ve beyin hucresi mitokondrisinde ATP dlzeyinin azalmasina neden
oldugu gosterilmistir (78,79). SOX enzim eksikliginde serbest Cys’ den olusan
sistein-S-sulfat metabolitinin eksitotoksik amino asit gruplarina yapica benzedigi ve
beyine hasar verdigi belirtiimektedir (79). Bitin bunlara ragmen memelilerde SO75’

in kronik norotoksik etkilerine ait kanitlar yoktur (79).
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OGRENME ve BELLEK

Canlilarda davranis c¢evre ile genler arasindaki etkilesimin bir sonucudur.
Ogrenme, gevre hakkinda bilgi kazanilmasi sireci iken bellek kazanilan bilginin
kayit edildigi, saklandigi ve sonradan geri ¢agrildigi bir slre¢ olup, beyin
korteksinde birbirinden farkli bilgi iceren bellek depolari vardir. Bellek uzun siireli ve

kisa siireli ( igslek Bellek) olmak izere 2 grupta toplanabilir (80,81).
Uzun Sireli Bellek

Uzun sireli bellek, bilgilerin depolanmasi ve geri c¢agiriimasi esasina

dayanarak eksplisit ve implisit seklinde 2 grupta toplanmistir (80,81).
Eksplisit Bellek

Eksplisit bellek, bilingli olarak ve acik bir sekilde ifade edilebilen bellektir.
Episodik (olaylar ve kisisel tecribeler ) ve semantik (gergekler ile ilgili ) bellek
olarak siniflandirilabilir. Eksplisit bellek oldukga esnek olup, mediyal temporal lopta
hippokampal bélgeye baglidir. Gorsel,isitsel ve somatik bilgilerin ilk kazanimlarina
ait eksplisit bellegin depolanmasinin bir veya daha fazla polimodal asosiasyon
kortekslerinde (prefrontal, limbik ve paryetooksipitotemporal korteks) te oldugu ileri
surtlmektedir. Buralardan gelen bilginin seri olarak akisi sekil 2° de yer almaktadir.
Eksplisit bellegin depolanmasi igin bilginin islenmesinde entorinal korteks, perforan
yolla dentat girusa olan projeksiyonu ile polimodal bilgilerin asosiasyon korteksinden
hippokampusa ulagsmasi saglayan énemli giris yolunu olusturur. Hippokampus icin
esas ¢lkis yolunu saglayan entorinal korteks, polimodal asosiyasyon korteksinden
gelen bilgiler ile hippokampusa gelen bilgileri birlestirir. Semantik (gergek) bilgiler ise
neokortekste dagilarak depolanir; nesneler, kavramlar ve kelimeler de oldugu gibi
anlamlarini igerir. Episodik bilgiler prefrontal kortekste yer ve zaman olarak
gbrinmekte olup, uzun sireli bellege aktariimasinda ise 6zellesmis goérinen
neokorteks alanlari frontal lop alanlar ile iligkilidir. Episodik bellek kaybi olan
hastalarin semantik bilgileri hatirlayabilmesi ise dikkat cekicidir. Eksplisit bellek
birbiriyle iligkili fakat birbirinden ayri olan kodlama, pekistirme, depolama ve geri
¢agirmayi iceren dort surecin sonucunda meydana gelir. Kodlama; Duyu organlari
ile algilanan bilginin farkina varildigi ve islendigi bir suregtir. Pekistirme; Yeni
edinilmig bilginin uzun sureli saklanmasi i¢in gen ekspresyonunu, yeni proteinlerin

sentezini iceren yapisal degisikliklerin meydana geldidi bir strectir. Depolama;
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Bellegin uzun sire bekletildigi mekanizmalari ve yerleri igeren bir surectir.Uzun
sureli bellegin kapasitesi sinirsiz iken kisa sureli bellegin ise ¢ok sinirlidir. Geri
cagirma; Farkli yerlerde depolanmis birbirinden farkli tir bilgileri bir araya
getirebilmeyi icerir. Eksplisit bellegin geri c¢agriimasi ise islek bellege baghdir
(80,81).

| Gvras dentatias |

FParahipokarrgpal | T3
Assosiasyon - - /
2 Lkortel: — -
alanlar: orteiks Entorhinal l Schaffer kollasesal
{frontal, kortelcs wolagn
termporal we
parietal Perirhinal [ \ Hippocamgiis-
kortelks) kortelks Al
‘ | Subiculurn |
]

Sekil -2. Hippocampusun organizasyonu. (kaynak 97'den alinmistir)

Eksplisit Bellegin Olusumu ve Uzun Siireli Potansiyalizasyon (LTP)

Algilama seklimize bagl bir sureg ile olusur. Prefrontal kortekste ¢evredeki
spesifik olaylara aktif bir sekilde algisal olarak odaklanan dikkat kontrol sistemine
veya merkezi yonetime ait bir yerin oldugu dusunulmektedir. Yuksek memelilerde
eksplisit bellegin depolanmasinda mediyal temporal sistemin dnemli bir bileseni olan
hippokampusun 3 6nemli yolagi vardir. Bunlardan perforan yolak; entorinal
korteksten baslar ve dentat girusun granuler hucrelerine uzanirken, yosunsu lif
yolagi; granul hicrelerinin aksonlarini igerir ve hippokampusun CA3 bdlgesindeki
piramidal hucrelere uzanir. Schaffer kollateral yolagi ise CA3 bdlgesindeki
piramidal hucrelerin eksitator  kollaterallerinden olusur ve CA1 bdlgesindeki
piramidal hucrelerde sonlanir. Bu 3 yolun yuksek frekansli uyarimi (tetanus)
hippokampal hedef noéronlarinda eksitatdér postsinaptik potansiyel amplatatlerini
arttirir. Bu fasilitasyon uzun sureli potansiyalizasyon (LTP) olarak isimlendirilir.LTP’
in altinda yatan mekanizmasi bu 3 yolakta ayni degildir ve yosunsu lif yolagi uzun
sureli potansiyalizasyon ile iligkilendirilememektedir. Yosunsu liflerin terminalinden
salinan glutamat nérotransmitteri piramidal hedef hicrelerin hem NMDA hem de non
NMDA reseptorlerine baglanir. Ancak bu yoldaki NMDA reseptorleri cogu durumda
sinaptik plastisitede ¢ok kiclk bir etki géstermekte olup NMDA reseptorlerinin
blokaji ve CA3 bolgesindeki post sinaptik piramidal hicrelere Ca*?* akiginin
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engellenmesi LTP’ yi etkilememektedir. Bu yolaktaki LTP olusumu tetanik uyari ile
presinaptik bdlgeden hlicreye Ca*? akisl ve aktiflenen Ca*2-Kalmodilin sonrasi
cAMP ve PKA etkinliginin bir sonucudur. Ayrica modulator girdiler ile (noradrenerjik-
B-adrenerjik reseptére baglanma sonucu cAMP artisl) de dizenlenmektedir.
Schaffer kollaterali ve perforan yolaklari ise LTP olusumuna etkin bir sekilde
katilirlar. CA1 boélgesindeki hicrelerde LTP olusumunda ise  bu bdlge ile iliskili
Schaffer kollaterali terminalinden salinan glutamat noérotransmitterinin NMDA tipi
reseptdériiniin  aktvasyonu ile dizenlenmekte ve depolarizasyon igin ¢ok sayida
afferent akson baglantisi gereklidir. Post sinaptik hicreye Ca*? akisi icin kanal
agzindaki M@*? uzaklastirildiktan sonra Ca*? a bagl serin-treonin protein kinazlarin
(Ca2+/kalmodulin bagimli protein kinaz ve protein kinaz C ) hem de PKA ve tirozin
protein kinaz fyn aktivasyonu ile sinaptik iletideki kalici artigi baglatir. Bu yoldaki
LTP’ nin olusumu es zamanli pre ve post sinaptik ateslemeyi gerektirir. Bu
ateslemedeki tekrarlamalar veya kalicilik hicrelerin birisinde veya her ikisinde de
blyime surecinde metabolik degisiklikler gosterir. Ancak LTP olusumundaki
mekanizmalar hala belirsiz olup, post sinaptik bolgede non NMDA (AMPA) reseptor
sayisinda ve glutamat duyarlili§i yaninda presinaptik glutamat sekresyonunudaki
artis dustnilmektedir. Bununla birlikte LTP, gecici erken ve kalici ge¢ faza sahiptir.
LTP’ nin erken fazi (kisa sureli faz); sadece tek bir alistirma ile olusur,1-3 saat surer
ve yeni protein sentezine ihtiya¢c gostermez. LTP’ nin ge¢ fazi (kalici faz) ise 4 ve
daha fazla alistirma ile olusup en az 24 saat surer ve yeni protein ile RNA sentezine
ihtiyag gosterir. Schaffer kollateral ve yosunsu lif yollarinda erken (kisa sureli) fazin
mekanizmalari oldukga farklidir. Oysa ki bu 2 yoldaki ge¢ (uzun sureli) fazin
mekanizmalari benzer olup cAMP-PKA-MAPK-CREB sinyal yolu ile yeni mRNA ve

protein sentezi olusumunu igerir(80-83).
LTP’ nin Olusum Fazlan
LTP’ nin erken fazinin olugsum modeli

Bu modele goére dentritik sinapslarda NMDA ve non NMDA reseptér kanallari
birbirine yakin bulunmaktadir. Normalde diguk frekansl sinaptik gegiste presinaptik
sonlanmadan salinan glutamat hem NMDA hem de non NMDA (AMPA)
reseptorlerini etkiler. LTP olusumu, yuksek frekansli uyari ile post sinaptik membran
non NMDA (AMPA) reseptor kanallar ile depolarize olurken ve M3* blogunun

kalkmasi sonucu NMDA reseptor kanallarindan da hiicreye Ca*? akigi sonucu Ca*?
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bagimh kinazlari (Ca*? / Kalmoddlin bagimli kinaz ve PKC ) ve tirozin kinaz Fyn’ yi
tetikler. Ca** / Kalmodilin kinaz  non NMDA kanallarini fosforlar ve glutamat
duyarlih@ini arttinir ve ayni zamanda diger sessiz reseptér kanallarinin aktivasyonu
ile de LTP olusumuna katki saglanir. LTP’ nin bir kez olustuktan sonraki
devamhhiginda post sinaptik bdlgeden geri déntsumllu (retrograt) olarak salinan ve
presinaptik bdlgeden glutamat sekresyonunu surekli kilan NO gibi ileticilerin
olabilecegi dusunulmektedir. Schaffer kollateral ve perforan yoldaki LTP
olusumunda es zamanl pre ve post sinaptik hicrelerin ateslenmesi ile aktiviteye

bagl presinaptik fasilitasyon yer alir (80-82,84 ).
LTP’nin ge¢ fazinin 6zellikleri

Gec fazin aktivasyonunun gelismesinin presinaptik transmitter salinimi ve post
sinaptik bolgedeki reseptorlerin  kiimelenmesi ile olustugu ileri strtlmektedir. Erken
faz LTP’ de sinaps sayisi, aktif alan sayisi ve her bir aksiyon potansiyelindeki
salinim yapan maksimum vesikll sayisini da iceren yapisal degisiklikler olmadan
fonksiyonel (olasilikla transmitter sekresyonunun artmasi) degisiklikler gorulir. Geg
faz LTP’ de ise yeni presinaptik salinim alanlarinin gelistigini ve post sinaptik
bdlgede ise yeni reseptor kimelerinin olustugu, yeni protein sentezinin gerektigi
dusunulmektedir. LTP’ deki genetik girisimler  hippokampal yer hicrelerinin
Ozelliklerini yansitmaktadir. Belirli bir ¢evre ortaminin kognitif mekan haritasinin
hippokampal ayri piramidal hicrelerce kodlandigi ve bunlarin potansiyel yer hicresi
oldugu, cevre hareketinde ise lokalizasyona iliskin olarak farkli yer hucresinin
aktiflendigi  bildiriimektedir. LTP olusumuna ait NMDA reseptorine iligkin
mutasyonlarin piramidal yer hcrelerinin énceki kodlanmis yer haritalarinin ayni
mekanda olmasina ragmen degisimine sapasyal belledin kaybina, LTP
anormalliklerine ve Schaffer kollateral yolunda LTP eksikliklerine, MWM ’ de latensi
surelerinin, 6grenmelerin gecikmesine yol agabildigi mutant fare deneyleri ile
gOsterilmistir (80,81,85,86). LTP olusturulan spasyal haritanin zamanla korunmasini
saglayan sinaptik bir mekanizma olup, eksikliklerinde spasyal bellek olumsuz
etkilenmektedir. Morris su tankindaki spasyal bellek testinde su altinda gizlenmis
platformun bulunmasi igcin spasyal ip uglarinin kullaniimasi hippokampusu
gerektirirken, su Ustinde belirgin sekilde goérulen platforma ulasabilmek icin gerekli
olmadigi belirtiimekte ve bu durum R. Morris tarafindan NMDA reseptorinin
farmakolojik ajanla blokajinda gosterilmistir. Mutant genlerle hippokampusun CA 1

bdlgesindeki piramidal hicrelerin NMDA-R 1 reseptor eksikliginde bazal iletinin
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normal olmasina ragmen LTP bozulmaktadir. Bu bozulma Schaffer kollateral yolu ile
sinirli olsa da MWM testlerinde farelerde spasyal bellek kayiplari olusmakta ve
Schaffer kollateral yolundaki NMDA aracili sinaptik plastisite ve NMDA kanallarinin
spasyal bellek igin 6nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica mutant genlere bagli
olarak Ca*?/ Kalmodulin bagimh protein kinazin kalici aktifliginin, hippokampal yer
hucrelerinde kalicihigin kalkmasina ve mekansal bellek yeteneginin kaybolmasina
yol acabilecegi bildirilmektedir. LTP’ nin gesitli faz defekleri, bellegin depolanmasi
fazlarindaki defeklere yansimaktadir. Hippokampusta mutant gene baglh cAMP
bagimli protein kinazin bloklanmasi ile Schaffer kollateral yolunda LTP’ nin geg
fazinin segcici olarak bozuldugu, bu defekti olan hayvanlarin 6grenme ve kisa sureli
belleklerinin normal olmasina karsin kisa sureli belleklerini uzun sureli kalici bellege
donustiremedigi ve 24 saat sonraki uzun sureli bellek testlerinde kayiplar oldugu ve
buna benzer sonucglar CREB-1 isoformlari cikariimis farelerde hatta protein
sentezinin veya cAMP bagimh protein kinazin farmakolojik inhibitorlerine maruz
kalan farelerde de gosterilmistir (80,81,83,85,86).

implisit Bellek ve Formlari

ifade edilemeyen ve biling sireclerine bagli olmayan, bir ¢cok denemenin
tekrari yolu ile performansa bagl olarak yavas bir sekilde olusan bellektir. Algilama,
motor beceriler ile kural ve prosediirlere bagh belirli dgrenme tiplerini igerir. implisit
bellegin farkli bigimleri,beyinin farkh bdlgelerini iceren farkli 6grenme sekilleri ile

kazanilir. Asosiyatif ve non-asosiyatif olarak iki grupta toplanir (80,81).
implisit Bellegin Non-Asosiyatif Formu
Habitiiasyon ve sensitizasyon olarak 2 gruba ayrilir.
Habitiiasyon

Tekrarli zararsiz bir uyarana verilen yanitin azalmasidir. Tekrarlanan uyarilarla
habitiasyon gelisiminde duysal néronlarin ateslenmesine ve ara néron ile motor
hicrelerde eksitator sinaptik potansiyeli olusmaktadir. Bu potansiyelin duyusal ve
ara noronlarda hem spasyal hem de temporal birikimi motor hicrelerin tekrarli
bosalimlarina yol agar. Ancak duyusal néronlarin olusturdugu monosinaptik eksitator
potansiyel, ara ndronlarda ve motor noéronlarda gittikce azalmasina, daha az

ateslenmesi ile refleks yanitlarin zayiflamasina neden olur. Duyusal ndronlara bagl
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sinaptik gecis  etkinliginin  azalmasi, duyusal noéronlardaki presinaptik
terminallerindeki glutamat transmitterinin vesikullerinin sayisinda azalma olmasina
ragmen nedeni tam olarak belirli degildir. Ancak duyusal reseptdrlerde ise bir
degisiklik olusmamaktadir. Habitllasyondaki kisa streli bellek olusumunda yer alan
seluler mekanizma, sinaptik baglantilarin fonksiyonel guclindeki kalici plastik
degisiklikleri icerir. Sinaptik baglantilarin zayiflamasi duyusal ve ara ndronlar
tarafindan olusturulmakta veya her ikisinin habitlasyon igin ortak bir
mekanizmasinin  bulundugu disunulmektedir. Habitlasyonun altinda vyatan
mekanizmalar iki sekilde degisebilir. Bunlar sinaptik zayiflama herhangi bir sinaptik
alanda yer alabilmesi olup, refleksin motor néronlari ile iliskili belirli ara néronlarda
bulundugu dustnitlmektedir.Homosinaptik zayiflamadan baska diger mekanizmalar,
sinaptik inhibisyon artisinda oldugu gibi habitlasyon olusumuna katkida
bulunabilmektedir. Araliksiz yapilan toplu alistirma c¢alismalardaki uyaranlar kisa
sureli bellek olusumuna yol acarken, aralikli yapilanlarin ise uzun sudreli bellek
olusumunda daha etkili oldugu bildiriimektedir (80,81,87,88).

Sensitizasyon

Tekrarli zararsiz uyaranlara kargi alisarak o6grenmedir. Sinaptik iletideki
presinaptik fasilitasyonu icerir. Bunun aksine, 6grenmek igin zararli bir uyarana
verilen siddetli tepki ayni anda diger zararsiz uyaranlara karsi da uygulanmis olur.
Sensitizasyonda zararli bir uyarana kargi sinaptik iletkenlik  artisi olurken,

habitllasyonda ise ayni sinapslarda azalma goralir (80,81,84,88).
Non-asosiyatif implisit Bellekte Hiicresel Mekanizmalar

Habitlasyon ve sensitizasyonda sinaptik dedisikliklerin olusumunda farkli
hicresel mekanizmalar kullanilir. Kisa sireli habitlasyon homosinaptik bir streg
olup sinaptik gliclin azalmasi ise duyusal néronlarin ve onlarin refleks yollarindaki
merkezi baglantilarinin direk aktivasyonunun bir sonucudur. Bunun aksine
sensitizasyon ise heterosinaptik bir surec¢ olup, sinaptik gucin artmasi ara néron
aktivasyonunun duzenlemesine baghdir. Ara néronlarda duzenleyici gruplardan en
iyi incelenmis olani serotonin salinimidir. Serotonin ve duyusal néronlardaki diger
ara ndron duzenleyici sinapslar presinaptik terminalindeki akso-aksonal sinapslari
icerir. Tek bir uyar ile ara noronlardan serotonin ve diger duzenleyici
transmitterlerin sekresyonu ile heterotrimetrik GTP bagimh proteinin aktivasyonuna

yol acar. Bu ise adenilat siklaz (AS) ile ikincil haberci siklik adenosin mono fosfat
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(cAMP) olusumu ve protein kinaz A (PKA) aktivasyonu olusur. PKA, protein kinaz C
(PKC) ile birlikte ¢gok sayida substrat proteinin fosforilasyonu sirasinda birka¢ dakika
sure ile duyusal ndronlarin terminalinden transmitter sekresyonunu arttirmaktadir.
Sensitizasyon uyarisinin tekrarlanmasi gunlerce siren baglantilarin guclenmesine
yol acar (80,81,88).

impilisit Bellegin Asosiyatif Formlari
Klasik ve operan kosullanma seklinde sinflandirilmaktadir.
Klasik Kogullanma

Etkisiz bir uyarana duyarli olma sekli olup, kosullu ve kosulsuz uyaranin
eslestiriimesini icermektedir. Kosulsuz uyaranlar, dogustan veya 0grenilmeden
olusturulurken (tukragun gelmesi gibi) kosullu uyaran ise yeni veya farkli bir tepki
olusturur. Kosullu uyarani kosulsuz uyaran izlerken, tekrarli eslesmeleri, kosulsuz
uyaran icgin ileriye donuk bir sinyal beklentisine yol agar. Klasik kosullanma, sinaptik
iletkenlikte presinaptik fasilitasyonu icermekle birlikte hem presinaptik hem de post
sinaptik aktivasyona baglidir. Kosullu uyaranda, her bir potansiyel aktivasyon ile
presinaptik duyusal néron icine Ca*? akisl ile Ca*>-kalmodulin protein aktiflenirken
ayni zamanda kosulsuz uyarana bagli serotoninin reseptdriine baglanmasi ile de G
protein aktivatori (Gas) aktiflenir. Ayrica AS ile cAMP artisi, serotonin yanitinin
guglenmesine yol acar. Klasik kosullanmanin post sinaptik bileseni duyu néronuna
geri donen sinyaldir. Klasik kosullanmadaki refleks yolun post sinaptik motor
hicreleri Non-NMDA ve NMDA tipi glutamat reseptdrlerini icerir. Aksiyon potansiyeli
ile NMDA tipi reseptor kanalindan Mg*? uzaklastirilarak hiicreye Ca*? akisi ile motor
hucrede sinyal yolaklarini aktive etmesi ile olugan sinyalin  duyusal néronlara geri
donusunin presinaptik bélgeden daha fazla nérotransmitter sekresyonunu arttirdigi
dugunulmektedir (80,81)

Operan Kosullanma

Pekistirilmis bir olay ile belirli bir davranigin iligskilendirilmesini icermekte olup
davraniglar belirli bir uyaran olmadan veya spontan olarak meydana gelir ve
secicilikten daha yaygindir (édillendirmeye bagh davraniglarin tekrarlanmasi)
(80,81).
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implisit Bellegin Uzun Siireli Depolanmasi

Uzun sdreli implisit bellek kalici sinaptik bir artistir. Klasik kosullanma ve
sensitizasyondaki implisit belledin uzun sureli depolanmasi cAMP-PKA-mitojenik
aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) — cAMP’ ye yanit elementini baglayan protein
(CREB) yolagini icermektedir. Tekrarlanmis deneyimlerin kisa sireli bicimden uzun
sureli bicime donusmesi ile bellek konsolide hale gelir. Bu fizyolojik sonuglar
sensitizasyon igin tekrarlanmis denemelerle en iyi ¢aligilani olup tek bir deneme ile
birka¢ dakika slren kisa sureli sensitizasyon olusur ve yeni bir protein sentezi
gerektirmezken daha fazla denemeler ise glnlerce slren uzun sureli
sensitizasyona yol acar ve yeni bir protein sentezi olusumunun yaninda PKA’ nin
kalici aktivasyonu ile yeni sinaptik baglantilarin gelisim sekillerindeki yapisal
degisiklikleri icerir (80,81,84,87,88). Kisa sureli fasilitasyonda serotonin ile AS—
cAMP-PKA aktiflenmesi sonucu hedef proteinlerin kovalent modifikasyonu
transmitter sekresyonu ve kullaniminda artisa yol ag¢maktadir. Uzun sureli
fasilitasyonda ise cAMP-PKA-MAPK-CREB vyolu aktiflenir. CREB ise ubikitin
hidrolaz ve transkripsiyon faktoru guclendirici baglayici protein (C/EBP)’ i kodlayarak
DNA yanit elementine (CAAT) a baglanma sonucunda yeni sinaptik baglantilarin
gelismesinde yer alan proteinleri kodlayan genleri aktive eder. Buradaki
fasilitasyonun ilk basamaginda aktivator CREB-1 ve inhibitor CREB-2
transkripsiyonunun olmasi, bilgilerin uzun sureli bellege alinma esiginde yuksek bir
dizenlemenin oldugu ileri sudrilmektedir (80,81,85,86). cAMP aktiviteli gen
ekspresyonunun Onlenerek, 6grenme ve kisa sureli bellegi etkilemeden uzun sureli
bellegin selektif bir sekilde bloke edilebildigi aksine aktivator CREB’ in asiri
ekspresyonunun ise aninda uzun sdreli bellek olusumuna yol acabildigi
bildiriimektedir (84,85,86). Uzun sureli sensitizasyonda sadece duyusal néronlarla
sinirli olmayan presinaptik terminal sayilarinin arttigi, motor néronlarin dentritlerinde
ise sinaptik girislere uyumlu yapisal degisiklikler olustugu ve bunlarin kisa sureli
sensitizasyonda olugsmadigi bildirilmektedir. Uzun sdreli habitiasyon ise bunun
aksine sinaptik baglantilarin azalmasina yol agar (80,81,84). Duyusal ve motor
noéronlar arasindaki fonksiyonel baglantilarin uzun sureki inaktivasyonun ise
presinaptik terminal sayilarinin 1/3 oraninda azalmasina ve aktif zondaki
terminallerinin oraninin ise % 40’ dan % 10’ a dusmesine yol actidi belirtiimektedir
(84,85).
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Kisa siireli bellek ( isleyen bellek)

Eksplisit Dbilgilerin kodlanmasi ve geri cagrilmasi igin gereklidir.  Dorsal
prefrontal korteks santral sulkusa uygun sekilde sulkus c¢evresindeki korteks,6n ve
arka sulkus olmak Uzere bdlgelere ayriimis olup,her bir bdlge isleyen bellek ve
motor planlama ile iligkilidir. Bununla birlikte nesnelerin sekil ve renklerine ait igleyen
bellek bilgileri santral sulkusun 6n bolgelerinde depolanir. Sulkusun arka bolgesi ise
nesnelerin mekansal yeri hakkindaki bilgileri depolar. Prefrontal korteksteki bazi
noronlarin ise nesnelerin sekli ve mekansal konumuna ait bilgileri birlestirebildigi
ileri strdlmekte olup bu néronlarin prefrontal korteksin hem dorsolateral hem de
ventrolateral bolgesinden girdiler aldigi ve bu bdlgelerin gérsel ve mekansal bellek
ile iliskili oldugu PET(pozitron emisyon tomografisi) ile gosterilmistir. Posterior
paryetal asosiyasyon korteksinin mekansal algilama ile ilgili olup, prefrontal korteks
ile olan baglantilarinda ise igleyen bellek, el ve géz hareketlerinin surdurtlmesinde

motor planlama ile motor alanlarinin iligkisini kapsamaktadir (80,81,89,90).
Ogrenmenin ve Bellegin Test Edilmesi
Morris Su Tanki Modeli (MWM)

Richard Morris tarafindan gelistiriimis, laboratuar ortaminda kemirgenlerin
hippokampus bagimlhi  spasyal &6drenme ve bellegin degerlendiriimesinde
tanimlanmis bir modeldir. Su ile doldurulmus ve doért kadrana ayrilmig genis bir
havuz ve iginde bulunan bir platformdan olugsmaktadir. Havuzun c¢evresinde
hayvanin goérebilecedi ipuglari vardir. Platform goérindr ve gizlenmis sekillerde
yerlegtirilir. Test modern otomatik monitorizasyon sistemleri ile kayit edilir. Deneme
bloklari ile platformun yerinin saptanmasi saglanarak calisma bellegi test edilir.
Platformun kaldiriimasi ile serbestge yizerek platformun bulundugu énceki kadrani
bulmasi ile referans bellegi Olgulur. Dogru kadran icin alinan yol miktari, bu

kadrandan gegis sayisi ve kadranda kalma suresi degerlendirilir (91 ).
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GEREG ve YONTEM
Deney Hayvanlarinin Bakim Sartlar ve Gruplara Ayrilmasi

Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve Deney
Hayvanlari Unitesi laboratuvarinda gergeklestiriimis olan in vivo ¢alismalarda 2,5-3
ayhk ortalama 200-250 gr 60 adet gen¢ erkek Wistar albino tirt sigan kullanilimigtir.
Deney slresi boyunca hayvanlar ortam isis1 23 £ 2°C olan ve %60-70 nem oraninda
havalandirilan, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongisu otomasyonuna sahip olan

Deney Hayvanlari Unitesi Laboratuvarinda barindirimistir.

Hipotezimizi test etmek icin SOX yetersizlikli ve HHcy' Ili sican modeli
olusturuldu. Deney Hayvanlari Unitesi'nden alinan toplam 60 adet genc erkek sican,
once SOX enzimi agisindan normal ve yetersizlikli olusturulmak Gzere her bir grupta
30’ar adet olacak sekilde 2 blylk gruba ayrilmistir. Bu iki ana gruptaki hayvanlar da
rastgele olarak her bir grupta 15’ser adet sican olacak sekilde dagitilarak asagida

belirtilen 4 alt grup olusturulmustur.
1) SOX enzim aktivitesi normal gruplar
a) Kontrol grubu: SOX enzim aktivitesi normal kontrol grubu (K)

b) Homosisteinemik grup: SOX enzim aktivitesi normal endojen homosistein
dizeyi arttirilmis grup (KM) (1 g/kg Methionin)

2) SOX enzim yetersizligi olugturulan gruplar
a) Kontrol grubu: SOX enzim aktivitesi olmayan kontrol grubu (SOXD)

b) Homosisteinemik grup: SOX enzim aktivitesi olmayan endojen SO~; ve Hcy
dizeyi arttinlmis grup (SOXDM) (1 g/kg Methionin)

SOX enzimi normal gruplarda tek bagina endojen olarak artan Hcy dizeyinin
olasi ndrotoksisitesi incelenirken, SOX enzim yetersizligi olusturulan gruplarda Hcy
ve SO73’ in birlikte endojen artiginin olasi toksisitesi incelenmistir. Daha 6nceki bizim
ve diger arastiricilarin  ¢alismalarinda SOX vyetersizlikli sigan modelinin
olusturulmasi ile hayvanlarin genel saghginin bozulmadigi ve gerek endojen

gerekse de eksojen SO7; ' in etkilerinin incelenmesi igin uygun bir model oldugu

g6rilmustir. Buna uygun olarak 15'ser adet sigandan olusan 4 ayri gruba (K, KM,
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SOXD, SOXDM) beslenme programi dizenlenmistir. K grubuna 8 haftalik

beslenme suresince normal yem ve igme suyu verilmigtir.
Deneysel Hayvan Modellerinin Olusturulmasi
SOX Yetersizligi Olan Sigan Modeli

Gunnison ve arkadaslarinin tarif ettigi sekilde gergeklestiriimistir. Bu metod ile
yetersizligin olusturulmasi, enzimin kofaktérii ve esansiyel bir element olan
molidenyum’un (Mo) diyetten ¢ikariimasi ile birlikte disaridan tungsten (W) verilerek
Mo’un yerine W’in gecmesi esasina dayanir (92). Bu calismada diyetten Mo
cikarilmasi islemi siganlar igin olusturulmus ve Amerikan Gida Enstitlisi (American
Institute of Nutrition) tarafindan 1976 yilinda kabul edilmis 6zel bir yem kullanarak
gerceklestiriimistir. Literatirde bu diyetin adi American Institute of Nutrition'in bas
harflerinin kisaltmalari ve yine bu enstiti tarafindan kabul edildigi yila (1976) atfen
AIN-76 olarak ge¢mektedir ve teorik olarak hi¢c Mo icermemektedir. Hayvanlarin
icme sularina 200 ppm dozunda W ilave etmek sureti ile yeni SOX enzimi sentezi
esnasinda W’in enzimin aktif bolgesi icin Mo ile yarismaya girerek onun yerine
baglanmasi amaclanmistir. SOX yetersizliginin gelisip gelismedigi, hayvanlarin 3
hafta boyunca vyukaridaki gibi beslenmesini takiben karaciger SOX enzim
aktivitesinin dlcima ile kontrol edilmistir. Yetersizligin teyidini takiben 3. haftadan
sonra hayvanlar 8 haftallk deney slresince yine yukarida tarif edildigi sekilde

beslenmesi saglanmigtir.
HHcy’li Sican Modeli

Bu uygulamada siganlarin icme suyu takibi yapilip gunlik su tiketim miktari
Olclimustar. Deney slresince gunlik icme su miktarlarinin sigan basina 15-30
ml/gin oldugu goéruldd. Bagi ve arkadaslari sicanlarin igme suyuna 1 g/kg/gun
dozda methionin amino asidinin ilave edilmesi ile ortalama olarak 6 uM olan Hcy
dizeyinin yaklasik 5 kat artarak 30 pM dizeyine yukseldigini gostermiglerdir
(93).Ayni  metodoloji ile HHcy'li siganlar olusturulmustur.Ancak SOX enzim
yetersizlikli HHcy'li sican modeli olusumuna ait gruptaki sicanlardan 2 adetinin
baska nedenlerden dolay 6ldugi goérildu ve SOXDM grubunda kalan 13 sigan ile

galismalar surdUrdimustar.
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Deneysel Uygulamadaki Caligma Parametreleri
Morris Su Tankinda Ogrenme ve Bellek Testleri

Tam égrenme deneylerinde dogru sonuglara varmak deneklerin saglam motor
fonksiyonlari varsa mumkin olmaktadir. Aragtirmamizda motor fonkisyon
degerlendirmesi Morris Su Tankinda velosite o6lcimi yapilarak kontrol edildi.
Spasyal égrenme deneyleri Morris su tankinda yapildi. Bu denemeler ginin ayni
saatinde gerceklestirildi. Bu tank 150 cm ¢apinda ve 60 cm derinliginde Morris
tarafindan tanimlanmis dairesel bir yapidir (94). Koyu siyah renkte olan tank,
yonlerle ifade edilen (kuzey, gliney dodu ve bati) 4 esit kadrana béllnerek icerisine
45 cm yukseklige ulasana kadar gesme suyu ile dolduruldu. Denemeler suresince
su 1Isisi tankin dibinde bulunan bir termostat sistemi ile 22°C’de sabit tutuldu
Pleksiglas materyalden yapilmis 12 cm x 12 cm boyutlarinda ve 45 cm
yuksekligindeki platform, ylzeyi su ylzeyinden 1.5 cm kadar yiksek olacak sekilde
su tankinin belirlenen guneydodu kadraninin merkezi bolumune yerlestiridi
(Bkz.Sekil 4). Tankin merkezi noktasinda tavanda bulunan bir kamera ile asagida
belirtilen parametrelerin dlgumu icin kaydedilen gorintl bilgisayara gonderilerek ve
Ethovision 3.1 bilgisayar programiyla bilgisayarda analiz edildi. Su tankindaki
deneysel asamalar bilginin kazanildigi (Acquisition phase) ve hatirlandigi (probe

trial) fazlarin élgtldagi kisimlardan olugsmaktadir.
Bilginin Kazanilmasi (Acquisition) Fazi

Bilginin kazanilmasini igceren 6grenme performansinin oélguldiaga bu fazda
platform olmadan siganlarin sirasi ile her kadrandan birakilmak sureti ile glinde 1

kez olmak Uizere 2 glin sure ile ginin ayni saatinde serbest yizmesi saglandi.

Gruplardaki tim sicanlar deneme calismalari sliresince ayni kadran sirasina
gbre yuzu tank duvarinin i¢ ylUzine bakacak sekilde sirasi ile donisimli olmak

Uzere yoOnleri belirten noktalardan kadrana birakildi
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Sekil 3. Ogrenme ve bellek testinde kullanilan su tankinin 6zellikleri

Serbest ylizme sonrasi platform ayni kadranda 5 gunlik sure ile su seviyesinin
2 cm.altinda gizlenmis (hidden) olarak GD kadraninin ortasina yerlestirildi. Bu fazda
siganlar 5 gun boyunca her gun ayni saatte olmak Uzere ve gunde bir kez 3 ayri
yonden tanka birakilarak tankin icinde sabit kadrandaki platforma ulasmalari igin
120 saniye boyunca beklendi. Platforma ulasan denek 30 sn boyunca orada
tutulduktan sonra tanktan alinarak kafesine kondu. Her deneme sigan platforma
tirmandiginda sona erdi. Sigan 120 sn iginde platformu bulamadi ise sudan alinarak
platformun Uzerine birakilarak 15 sn bekletildi. Her sicanin, 5 giin boyunca suren
denemelerdeki performanslari, denegin platforma ulagsmasi i¢in gecen zaman
(Escape Latency; EL), platforma ulagsmak icin kullandidi yol uzunlugu (Path Length;

PL) ve hizi (Velocity; V) olmak Uzere u¢ parametre ile degerlendirildi.
Kazanilan Bilginin Hatirlanmasi(Probe Trial) Fazi

Bilginin kazanildigi (Acquisition) fazinin bitimini izleyen 1.gin ve 5.gin olmak
Uzere kazanilan bilginin hatirlanmasi(Probe Trial) fazi 2 kez gergeklestirildi. Bu
fazda ise tank igerisindeki gizli platform kaldirildi. TUm gruptaki siganlar gunun ayni
saatinde ayni kadran siralamasina gore yuzleri su tankinin i¢ yuzine donuk sekilde
tanka birakilarak 120 sn.sure ile yuzdurulduler. Daha 6nceden gizli platformun
bulundugu GD kadraninda gegirdikleri stre (Glney Dogu Escape Latency; GDEL),
GD kadraninda aldiklari yol (Guney Dogu Path Length; GDPL), giney dogu
kadraninda ka¢ kez goérildukleri (Guney Dogu Frekans; GD frekans), platformun
bulundugu alanda kag kez gorilduklerine (Platform Frekans; PLT frekans) ait verileri
kaydedilerek degerlendirildi.
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Deney Hayvanlarindan Doku érneklerinin Alinmasi

Morris su tankindaki ylzdurilen ve 6grenme ile bellek performans testleri
gerceklestirilen sicanlarin  o6lctlen vicut agirliklarina uygun olarak ketamine
hydrochloride (100 mg/ml) ve xylazine hydrochloride (20 mg/ml) anestezik
preparatlarin karisimindan 0.75 ml/kg dozunda intrperitoneal enjeksiyonla anestezisi
saglandi. Hemen sonra orta hat kesisi yapilarak abdominal aortalarindan tim
kanlari alinarak 6tenaziye ugratildi. Alinan kan ornekleri santrifij edilerek (1400 x g,
6 dakika, Hettich Universal 320) total antioksidan diizey (TAD), total oksidan diizey
(TOD), homosistein ve silfit dizeylerinin 6lgimi icin serumlarinin  ayriimasi
saglandi ve Olcime dek -80°C da (Nuaire Ultralow Freezer, Spain) muhafaza edildi.
Bu sekilde o6tanaziye ugratilan hayvanlarin karaciger ve beyin dokulari zaman
kaybedilmeden hizla cikartilarak hippokampus dokusunda TAD ve TOD dizeyleri
icin karacigerleri de SOX enzim aktivitesinin dl¢llmesi icin kullanilincaya kadar yine
-80°C de muhafaza edildi.

Doku Homojenizasyonu

Deneklerden c¢ikarilan beyin ve karaciger dokusunda homojenizasyon islemleri
hazirlanan EDTA'lI (etilendiamintetraasetikasit)fosfat tamponunda gergeklestirildi.Bu
tampon igin; Stok A: 24 gr. NaH,PO, (M.A;120 gr.)tartilarak 100 ml. distile su i¢inde
¢ozuldu.(2 M) Stok B: 28.4 gr. Na,HPO, (M.A; 141.96 gr.) tartilarak 100 ml. distile
su icinde ¢ozuldu (2 M). 19 ml. Stok A ve 81 ml. Stok B den olacak gekilde 200
ml'ye tamamlandi. Bu sekilde 1 M.k fosfat tamponu hazirlandi.50 pM.fosfat
tamponu icin 50 ml. alinarak pH’ sI 7,4 olacak sekilde 1000 ml'ye tamamlandi. 3.72
gr.EDTA tartildi ve 10 ml. de ¢oézilerek 1 M’ lik ¢bzeltiden fosfat tamponu igin
1000 ml'sine 100 mit koyularak iginde 0,1 uM EDTA olan c¢dzelti olusturuldu.50
pmol fosfat tamponunda her 50 plt'de.1 adet EDTA tableti konuldu.

Hippokampus Homojenatinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin ¢ikarilan beyin dokularindan alinan sag hippokampuslari
homojenize edildi. Bunun icin her 50 plt.ye 1 adet EDTA tableti iceren 50umol
fosfat tamponundan alinan 2 ml.sivi icinde homojenizasyon aletinde 10 kez
karnistirilarak homojenizasyon saglandi.Daha sonra +4°C’de 12.000 rpm’ de 15
dk.sure ile santriflij edilerek stpernatant olusturuldu.Hippokampus homojenatinda

TAS ve TOS dulzeyleri o6lgilinceye kadar -80°C de muhafaza edildi.

28



Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi

Bunun igin karaciger doku érneklerinden 0.5 grami tartildi ve homojenizasyon
icin hazirlanan 50umol fosfat tamponu icin her 50 plt.ye 1 adet EDTA tableti
konuldu.Daha sonra 4,5 ml fosfat tamponu icinde 15 kez homojenize edildi.
Homojenat +4°C de santrif(j edilerek (2100 g, 10 dakika) sUpernatant elde edildi ve

karaciger SOX aktivitesinin 6lgcimune kadar -80 °C de muhafaza edildi.
Karaciger SOX Aktivitesinin Olgiimii

Cohen ve Fridovich’in tarif ettigi sekilde lguldii (25). Olglimiin prensibi, SOX
aktivitesi ile SO7;’ e bir oksijen daha eklenerek siilfat (SO,™2) olusmasi ve bu
esnada acida cikan bir elektronun, sitokrom C'de bulunan okside demir (Fe*?)
tarafindan alinarak rediksiyona ugramasidir. Okside formdan redikte forma gecgen
demirin yapti§1 absorbans artisi SOX aktivitesi ile dogru orantihdir. Karaciger
dokusundan elde edilen sipernatantin 900 pyL’ sine 100 uL Triton X 100 eklendikten
sonra fosfat tamponu ile 10 ml'ye tamamlandi. Enzim ekstrakti hazirlamak igin
yapilan bu 6n islemlerden sonra spektrofotometre klvetine asagidaki tabloda
belirtilen sira ve miktarlarda reaktifler ilave edilerek ilk 3 dakikasi otooksidasyon
olmak Uzere toplam 9 dakika boyunca spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda
oda sicakliginda SOX aktivitesi kaydedildi. Karaciger SOX aktivitesinde kullanilan

reaksiyon karigiminin bilesenleri tablo 2.de gdsterilmigtir.

Tablo 2. Wistar Albino cinsi siganlarin karaciger homojenatindaki SOX aktivitesinin tayini igin gerekli reaktifleri

igerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
Tris-HCI ( pH:8,50, 50 mM) 1,6 80m
Sitokrom ¢ ( 0,2 mM) 0,5 imM
Sipernatant 0,2

KCN( 10 mM) 0,1 1mMm
Na,S03( 0,01 mM) 0,1 (3.dakikadan sonra) 0,001mM
Distile Su 3 ml'ye tamamla

Toplam hacim 3ml
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Enzim aktivitesinin olgcimunde gerekli olan sitokrom c’nin hazirlanmasi
igsleminde 0,2 pyM.sitokrom ¢ (M.Agirhgi:12380 gram)den 0,025 gr.tartilarak 10 ml.
0,1M.Tris HCL icinde ¢dzlldi. Sonuglar karacigerden elde edilen stpernatantdan
Lowry yontemine gore protein 6lcimuU yapilarak Gnite/mg protein olarak ifade edildi.
Absorbanstaki 0.100 birimlik artis 1 Gnite SOX aktivitesi olarak belirtildi (96).

Protein Miktarinin Olgiimii

Wistar Albino siganlara ait dokulardan elde edilen homojenatlarin protein
miktari tayini, BSA (si§ir serum albumin) standart olarak kullanilarak
Lowry(1951)'nin metoduyla yapildi. Bu metod, alkali ortamda proteinlerin peptid
baglarinin ve tinosin artiklarinin bakir ile kompleks olusturmasi prensibine dayanir
(96). 1:10 veya 1:20 oraninda seyreltiimis olan fraksiyonlar test tliplerine 50l
hacimde alindi. Sonra %Z2’lik bakir sulfat, %2’lik sodyum potasyum tartarat ve %2’lik
sodyum karbonat iceren 0,1 N NaOH’in 1:1:100 oraninda karismasiyla olusan 200ul
alkali bakir reaktifi ile karistirildi ve oda sicakhdinda 10 dakika inklbe edildi.
inkiibasyon sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oraninda seyreltiimis olan Folin
(fosfomolibdik-fosfotungstik asit) reaktifinden her bir tupe 20l ilave edildi. Folin
reaktifini koyar koymaz hemen karistirildi ve 10 dakika daha inkibe edildi. Olusan
rengin siddeti her bir tlp icin 660 nm’de kére karsi élglldi. Protein miktarlari elde

edilen egim degeri kullanilarak hesaplandi.
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Serum homosistein ve siilfit Olgiimii

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografi (HPLC-FD) Yontem Sartlari

Tablo 3. HPLC-FD c¢aligmasinda, homosistein ve siilfit icin uygulanan kromatografik ydntem sartlar
siraslyla agsagida verildi.

YONTEM SARTLARI

Kolon Cs (250%4.6 mm,5um )
Dedektor Floresans
Dalga boyu 480 (Emisyon)

392 (Uyarma)

A: metanol

Mobil faz B: metanol,asetonitril ve su(5:0.25:
94.75; h/h/h, pH:3.4)

%90A-%10 B izokratikellisyon

Kolon sicakhgi Degisken
Kolon akis hizi 1ml/dak
Enjeksiyon hacmi 20pl

Deneylerde Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi
Homosistein ve Sodyum Siilfit Stok Cozeltisi

Sodyum silfit stok ¢ozeltisi (1 mmol/L) icin 12 mg tartildi ve 100mL’lik balon
jojeye koyuldu. Bir miktar su ile madde c¢o6zilip 100mL’yedeiyonizesu ile
tamamlandi. L-homosisteinstok ¢ozeltisi (1 mmol/L) i¢cin 6.76 mg g tartildi ve
50mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir miktar deiyonizesu ile madde ¢ozulup 50mL’yesu

ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti -20°C’de saklandi.
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0.05 M Tris (pH: 8.5) ve 2M Tris Cozeltisi

0.05 M icin 0.394 g 2M igin 15.76 g tristartildi ve 50 mL’lik balon jojeye
koyuldu. Bir miktar deiyonize su ile madde ¢ozuldu. pH-metre kullanilarak pH's18.5’e

ayarlandi ve 50 mL’yedeiyonize su ile tamamlandi
0.212 M NaBH, Cozeltisi

0.4 g NaBHtartildi ve 50 mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir miktar 0.05 M tris

(pH:8.5) ¢ozeltisi ile madde ¢6zuldl ve 50 mL’yeayni ¢dzelti ile tamamlandi.
46 mMMonobromobiman Cozeltisi

25 mg monobromobimantartildi ve 2mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir miktar

asetonitril ile madde ¢ozildi ve 2mL’yeasetonitrilile tamamlandi.
M HCIO, Cozeltisi

4.51 mLHCIOalindi ve 50mL’lik balon jojeye koyuldu. 50mL’yedeiyonize su ile

tamamlandi.

Homosistein-biman ve  Silfit-biman  Komplekslerin  kalibrasyon

egrilerinin hazirlanmasi

Eppendorftipine 100 pL blankplazma 6rnegi koyuldu ve homosistein ve siilfit
icin final derigimi 0.2-30 pmol/L (nihayi derisim homosistein i¢in 0.65-30.45 ug/mL ve
sulfit icin 0.5- 30.5, ¢inklU calisilan bos plazma 0.45 ug/mLendojenhomosistein ve
0.3ug/mLendojensllfit icermektedir)olacak sekilde  uygun derisimlerde 20 pL
homosistein ve 20 uL sulfit ¢ozeltileri eklendi ve karistirildi. Bu karisima 70uL 0.212
M NaBH,; ve 15uL 46 mMmonobromobiman eklendi ve karigtirildi. Daha sonra elde
edilen ¢ozelti 7 dakika 80°C de inkube edildi. Daha sonra karigim sogutuldu ve 50uL
HCIO, ¢ozeltisi ilave edildi. Agzi kapatilarak 25 °C’de 12400 g de 10 dakika santrifyj
edildi. Elde edilen ¢ozelti 20 pL 2 M tris ile nétralize edildikten sonra tekrar 12400 g
de 10 dakika santrifuj edildi. Elde edilen supernatantviallere koyuldu ve HPLC-FD
sistemine 20 pL enjeksiyon yapildi.
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Ornek Hazirlama

Eppendorftiptne 100 pyL plazma 6rnegi koyuldu ve 40 pLdeiyonize su eklendi
ve Kkaristirildi. Bu karisima 70 L 0.212 M NaBH,4 ve 15 L 46
mMmonobromobiman eklendi ve karistirildi. Daha sonra elde edilen ¢dzelti 7 dakika
80°C de inkube edildi. Daha sonra karisim sogutuldu ve 50uL HCIO, ¢dzeltisi ilave
edildi. Agz kapatilarak 25 °C’de 12400 g de 10 dakika santrifij edildi. Elde edilen
¢ozelti 20 pL 2 M tris ile notralize edildikten sonra tekrar 12400 g de 10 dakika
santrifilj edildi. Elde edilen siipernatantviallere koyuldu ve HPLC-FD sistemine 20 uL

enjeksiyon yapildi.
Total Antioksidan Diizey (TAD) ve Total Oksidan Diizey (TOD) Olgiimii
TAD ol¢giimii

Olglimiin prensibi 6rnegin igindeki tim antioksidanlarin mavi-yegil ABTS
radikalini renksiz redikte ABTS haline getirmesi esasina dayanir. Ornegin
absorbansindaki degisiklik onun antioksidan duzeyi ile orantilidir. Deney sonunda
elde edilen hippokampus homojenatlarinda ticari bir kit araciligiyla (Rel Assay
Diagnostic, Tlrkiye) calisildi. Deneklerin hippokampus ve plazma total antioksidan
kapasite dizeyleri 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile spektrofotometrik

olarak élguldd. Sonuglar pmol Trolox Equiv/img protein bagina ifade edildi.
TOD ol¢iimii

Olgimiin  prensibi  érnegin igindeki oksidanlarin  ferréz iyon selatdr
kompleksinin ferrik iyona donusinin saglanmasi ve bunun da asidik bir ortamda
kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artigina sebep olmasina dayanmaktadir.
Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artisi drnekteki oksidan molekdllerle
dogru orantilidir. Deney sonunda hippokampus homojenatlarinda ticari bir kit
araciigiyla (Rel Assay Diagnostic, Tirkiye) calisildi. Ornekte bulunan oksidanlarin
(lipidler, proteinler vb) miktariyla iligkili olan rengin siddeti 492 nm dalga boyunda
ELISA okuyucu ile spektrofotometrik olarak olguldi. Sonuglar ymol H,O, Equiv./mg

protein bagina ifade edildi. Proteinler Lowry ydntemine gore ol¢uldi (96).
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Oksidatif Stres indeksi (OSi)

Oksidatif stres dizeyinin bir diger gostergesi hesapla elde edilen Oksidatif
Stres indeksi (OSi)'dir. Bu indeks galismamizda elde edilen TAS ve TOS degerleri

kullanilarak asagidaki formdl ile hesaplanmigtir:
OSi = TOS (umol H,0, Eqv/L) / TAS (umol Trolox Eqv/L) X 100

istatiksel Analiz

Veriler Ortalama + Standart Hata (Ort + SH) olarak ifade edildi. Tekrarlayan
Olcimler icin gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalar SPSS paket istatistik
programi kullanilarak “repeated measures ANOVA” ve onu izleyen "Tukey” testi ile,
ortalamalar arasindaki fark ise “one way ANOVA” ve onu izleyen “Tukey” testiyle
degerlendirildi. P degeri 0,05 den kiiguk veya esit (p<0.05) olan bulgular istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Gruplarda yeralan sicanlarin 8 haftalik deney suresince maruz kaldiklari Hcy
ve SO7;’ e ait gorilebilir toksik etkiler olusmamistir. Bu siregte SOXDM grubuna ait

2 adet sican ise farkh nedenlerden dolayi dlmastur.
SOX enzim eksikligi verileri

K ve KM grubu haric SOXD ve SOXDM gruplarina yonelik SOXD enzim
eksikligi olusumundaki deneysel c¢alisma siresince siganlarin igme sularina
tungsten (W) konulmasi yaninda molibdenyum icermeyen beslenme diyeti ile 3
haftalik bir slire sonunda SOX enzim eksikligi saglandi. Daha sonra 8 haftalik
deneme sulrecinde bu beslenme sekline devam edildi. Bu sure sonunda karaciger
SOX enzim aktivitesi K grubuna gore, KM grubunda disuk goérilmesine ragmen
anlamh olmadigi, SOXD ve SOXDM gruplarinin ise anlaml olarak dusik oldugu
bulundu (p=<0.05). (sekil 5). KM grubuna gére SOXD ve SOXDM gruplarinda ise
anlamh olarak dusik bulundu. (p<0.05). SOXD ve SOXDM gruplari arasinda ise
SOXD grubunda daha disuk gorilmesine ragmen anlamh bir fark bulunamadi
(p>0.05).

SOX Aktivitesi (linite/mg protein)
[y
w

0,5 - T .
0

K KM SOXD SOXDM

Sekil 4. SOX enzimi normal ve yetersizlikli gruplarin 8 haftalik deney siiresi sonunda 6lgulen karaciger
SOX enzim diizeyleri. *: p<0,0001 diizeyinde sdlfit oksidaz normal gruplardan fark. K: Kontrol, KM:
Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve
metiyonin verilen grup. (Ortalama % standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplar i¢in, n=13, SOXDM
grubu).
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Deney sonunda elde edilen serumlarda, homosistein duzeyinin methionin
verilen normal grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olarak arttigi
bulunmustur. SOX yetersizlikli grupta, homositein dizeyinin normal gruplara goére
istatistiksel olarak anlamli olarak artmig, methionin verilmesinin ise bu artigi
istatiksel olarak anlamli olacak sekilde tersine gevirdigi goralmustir. Serum sdalfit
dizeylerinin ise gruplardaki homosistein artis ve azalis kalibinin aynisi oldugu
izlenmistir. (Sekil 5,6)
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Sekil 5. SOX enzimi normal ve yetersizlikli gruplarin 8 haftalik deney sliresi sonunda dlgllen serum
homosistein diizeyleri. *: p<0,0001 diizeyinde silfit oksidaz normal gruplardan fark, #: p<0,05
diizeyinde KM grubundan fark. ##: p<0,05 diizeyinde SOXD grubundan fark. K: Kontrol, KM: Metiyonin
verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen
grup. (Ortalama % standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplari igin, n=13, SOXDM grubu).
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Sekil 6. SOX enzimi normal ve yetersizlikli gruplarin 8 haftalik deney sliresi sonunda dlgcllen serum
sulfit dizeyleri. *: p<0,0001 dlzeyinde slilfit oksidaz normal gruplardan fark, #: p<0,05 diizeyinde KM
grubundan fark. ##: p<0,05 diizeyinde SOXD grubundan fark. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup,
SOXD: SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup.
(Ortalama # standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplart igin, n=13, SOXDM grubu).

Sicanlarin 8 haftalik deney sonunda bilginin kazanilmasi (Acquisition) fazina
iliskin 5 gunlik periyot boyunca platforma ulasma (latens) ve ylizme mesafesinde
sureleri sekil 7 ve 8 de sirasiyla verilmigtir. Her iki parametre acisindan deney
boyunca azalan olgulen nicelik (latens igin slire, yizme mesafesi icin yol), deney
gruplarinin her birinde sicanlarin verilen isi 0grendikleri ve bu 6drenme

performanslari agisindan gruplar arasinda bir fark olmadigini gostermistir.
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Sekil 7. Gruplarin 8 haftalik deney siiresi sonunda spasyal 6grenmede MWM’deki ylizmeleri sirasinda
gizlenmis platforma ulasmadaki latens sirelerinin durumu. Ginlere bagli olarak azalan sirenin
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istatistiksel olarak anlamli oldugu, gruplar arasinda ise azalis kalibi agisindan bir fark olmadigi tesbit
edilmistir. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX
enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup. (Ortalama + standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplari
icin, n=13, SOXDM grubu)
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Sekil 8. Gruplarin 8 haftalik deney slresi sonunda MWM'deki yuzmeleri sirasindaki gizlenmis
platforma ulagmalari igin aldiklari toplam yol miktarlarinin durumu. Giinlere bagli olarak azalan
mesafenin istatistiksel olarak anlamli oldudu, gruplar arasinda ise azalis kalibi agisindan bir fark
olmadidi tesbit edilmistir. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup,
SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup. (Ortalama * standart hata; n=15, K, KM,
SOXD gruplart igin, n=13, SOXDM grubu)

Gruplarin kazanilan bilginin hatirlanmasi (Probe Trial) fazinda hedef kadranda
gegcirilen surenin, tim deney gruplarinda K grubuna gdre istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde daha kisa oldugu goérildii (sekil 9). istatistiksel olarak anlamli etki SOXD
grubunda izlendi. Bu grupta hem K hemde KM grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli oranda azalis izlendi. SOXDM grubunda ise ilave bir azalig gézukmedigi gibi
SOXD grubuna ait hedef kadranda kalma suresine gore istatiksel olarak anlamli bir

artis gbzlendi. KM grubu ile SOXDM grubu arasinda ise anlamli bir fark yoktu.
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Sekil 9. Gruplarinin 8 haftalik deney suresi sonunda spasyal bellek ile iligkili kazanilan bilginin
hatirlanmasi (Probe Trial) fazina ait hedef kadranda gegirilen siire. *: Kontrolden fark, #: KM den fark,
##: SOXD den fark p<0.05. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup,
SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup. (Ortalama % standart hata; n=15, K, KM,
SOXD gruplart igin, n=13, SOXDM grubu igin)

Gruplarin 8 haftalik deney sonunda Morris su tankinda bilginin kazanimi
fazinda 1. ve 5. gunleri arasinda olgllen velosite de@erlerinde gruplar arasinda bir

fark olmadigi bulunmustur (sekil 10).
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Sekil 10. Gruplarin 8 haftallk deney siresi sonunda Morris su tankindaki bilginin kazaniimasi
(Acquisition) fazindaki yizme hizlarina ait durum. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX
enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup. (Ortalama +
standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplari i¢in, n=13, SOXDM grubu)

Sicanlarin 8 haftallk deney suresi sonunda olclilen hipokampius TOD

degerlerinde K grubuna gére KM ve SOXD grubunda bir artis gérinmesine ragmen
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anlamli bir farkin olmadigi, sadece SOXDM grubunda K grubuna gére anlaml bir

sekilde yuksek oldugu goéruldu (Sekil 11).
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Sekil 11. Gruplarda yer alan siganlarin 8 haftalik deney siiresi sonunda 6lgulen hippokampilis TOD
durumu. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX
enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup. (Ortalama + standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplari
icin, n=13, SOXDM grubu)

Sicanlarin 8 haftalik deney suresi sonunda olgilen hipokampls total
antioksidan dizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir

(Sekil 12).
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Sekil 12. Gruplarin 8 haftalik deney sonunda 6lgilen hippokampis TAD durumlari. K: Kontrol, KM:
Metiyonin verilen grup, SOXD: SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve
metiyonin verilen grup. (Ortalama + standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplari igin, n=13, SOXDM
grubu)
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8 haftallk deney suresi sonunda degerlendirilen siganlarin hippokampls
oksidatif stres indeksi (OSiyne ait ortalama degerlerinde KM grubunda K grubuna
gbre anlamh bir sekilde ylksek oldugu bulunmustur. K grubuna gére SOXD ve
SOXDM gruplarinda yilksek gdézikmesine ragmen anlamh bir farkin olmadigi
gézlemlenmistir. KM grubunun OSi degeri ise SOXD ve SOXDM gruplarindan
yuksek gorilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. SOXD ve
SOXDM gruplar arasinda ise SOXDM grubunda daha yiiksek bir OSi degeri

saptanmissa da anlaml bir fark bulunmamistir (Sekil 13).

155

Oksidatif Stres indeksi (AU)
=

0,5

K KM SOXD SOXDM

Sekil 13. Gruplara ait 8 haftalik deney siresi sonunda deg@erlendirilen hippokampiis oksidatif stres
indeksleri (OSI)nin durumu. *: Kontrolden fark, p<0.05. K: Kontrol, KM: Metiyonin verilen grup, SOXD:
SOX enzim eksiklikli grup, SOXDM: SOX enzim eksikligi olan ve metiyonin verilen grup.). (Ortalama +
standart hata; n=15, K, KM, SOXD gruplari igin, n=13, SOXDM grubu)
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TARTISMA

Bu glne kadar yapilan ¢alismalarda yiksek homosisteinemi ve sulfiteminin
ciddi ndrotoksik etkilerinin bulundugu goésterilmistir. Ancak uzun sureli hipersalfitemi

ve hiperhomosisteineminin birlikte olusturdugu nérotoksik etkiler incelenmemistir

Calismamiz SOX enzimi normal ve yetersizlikli erkek siganlarda uzun sirel
yuksek sulfitemi ve silfitemi ile birlikte homosisteineminide olusan nérotoksik etkileri
ve bunlarin uzun sdreli égrenme-bellek fonksiyonlarina etkisini icermektedir.
Verilerimize goére 8 haftallk uzun slreli deney sonunda tim gruplarda serum
homosistein ve silfit seviyelerinin kontrol grubuna goére yliksek oldugu, anlamli bir
sekilde bellek kaybinin olustugu ve bu kaybin en fazla da enzimi eksik metiyonin
verilmeyen grupta oldugu, sulfitin homosisteinemi ile birlikteki etkisinde bu gruba
gore bellek kaybinin daha az olusturdugu, spasyal 6grenme performanslarinda ise
anlamh bir fark olusturmadigi, kisa sureli isleyen bellegi anlamli olarak etkilemedigi
ancak tum gruplarda beyinin sag hipokampus dokusunda total oksidan ve
antioksidan seviyelerde anlamli bir farkin olusmadidi, oksidatif stresin en fazla
enzimi normal hiperhomosisteinemik grupta olustugu ve diger gruplarda ise anlamli
bir fark gostermedigi, deney suresi sonundaki serum homosistein ve sulfit

seviyelerinin kontrol grubuna gore ileri dizeyde yUksek oldugu gértalmustar.

Bilindigi gibi homosistein, disaridan besinle alinamayan, metiyonin
aminoasidinin metabolizmasi esnasinda bir ara driin olarak olusan, proteinlerin
yapisina katilmayan, sulfur iceren bir amino asittir (1,2). Plasmada HHcy gelisimi ise
dermografik (yas, cinsiyet, etnik irk),genetik faktérler (MTHFR, CBS, MS enzim
eksiklikleri),sonradan kazanilmis nedenler (B vitaminleri eksikligi, renal fonksiyon
bozukluklari, organ nakilleri, hipotiroidism) ve yasam sekli (alkol, sigara, kahve,
egzersiz eksikligi) ile baglantiidir (26). Sdlfit ise homosistein metabolizmasindaki
transsulfirasyon yolaginda sisteinden olusan nukleofilik nérotoksik bir potansiyeldir
(66). Ayrica sulfit eksojen yolla da kirli hava, icecek ve yiyeklerin yaninda ilag
sanayi gibi bir ¢ok alandaki kullanimi ile vicudumuza alinmaktadir (54,67-70).
Alinan silfit ise SOX enzimi ile detoksifiye edilmektedir.Bu enzim mitokondri
membran araliginda bulunan bir molibdohemoproteindir (25,66,73). Calismamizdaki
SOX enzim eksiklikli modeli Gunnison ve arkadaslarinin tarif ettigi sekilde
gerceklestirdik (92). Bu uygulama i¢in enzimin kofaktorl ve esansiyel bir element

olan molidenyum’un (Mo) diyetten cikariimasi ile birlikte disaridan icme suyuna
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konulan 200 ppm tungsteni (W) vererek 3 haftalik bir siire sonunda SOX enzim
eksikligi olugsturduk ve 8 hafta boyunca devam ettik. Enzim aktivitesinin
azaltimasinda Tungsten (W), etkisini molibdenyum ile birlesmis sulfit oksidaz
apoenzimi uzerinde gostermektedir (67). Kararli enzim aktivitesi ise alinan W ve Mo
oranlarina baglidir (66). SOX enzimi, memeli dokusunda ¢ok genis bir dagilim
sergilemekte ve ayni turde bile belirgin farkliliklar gostermekte olup, karaciger,
bobrek ve kalp dokusunda SOX aktivitesi yuksek iken beyin, dalak ve testis
dokusunda ise c¢ok dislk oranda bulunmaktadir (76). Bununla birlikte sigan

karacigerindeki SOX aktivitesi insanlarinkine gére 10-20 kat daha ylksektir (66).

Calismamizda Cohen ve Fridovich’in tarif ettigi sekilde karacierde SOX
enzim aktivitesini Olctik (93). Deney gruplarimizdaki SOX enzim aktivitesine ait
Olcimlerde enzimi normal gruplara gére (K,KM) enzim eksikligi olan gruplarda
(SOXD, SOXDM) ileri dizeyde anlamli olarak dusik bulunmustur. SOXDM
grubunda SOXD grubuna goére hafif bir ylikselme goérilse de anlamli bir fark
olusturmamaktadir. Yine bu uygulamamiza benzer sekilde Kuigukatay ve
arkadaslarinin yetiskin erkek sicanlarda yaptiklari SO73’ in norotoksik etkileri ile ilgili
bir galismada da uyguladiklari distik molibdenyumlu yem (AIN 76, Research Dyets
Inc USA) ve igme sularina ilave ettikleri 200 ppm tungsten (W) ile 3 hafta sonra
SOX enzim aktivitesinin K grubuna goére anlamli sekilde distigini gostermislerdir
(12). Kocamaz ve arkadaslarinin Wistar cinsi erkek siganlarda SO;™Zin hippokampal
ndéron hacrelerine olan etkisini iceren bir baska calismasinda da dusuk
molibdenyumlu yem (AIN 76, Research Dyets Inc USA) ve icme sularina ilave
ettikleri 200 ppm tungsten (W) ile 3 hafta sonra SOX enzim aktivitesinin K grubuna

gore anlamli sekilde disuk bulmuslardir (79).

Hiperhomosisteinemi modelinde ise Bagi ve arkadaslari sigcanlarin igme
suyuna 1 g/kg/giin dozda methionin amino asidini ilave ederek ile kan homosistein
seviyelerinin ortalam 5 kat arttigini goéstermiglerdir (93). Bu tarife goére yaptigimiz
uygulama sonucunda olusan serum homosistein seviyeleri yiksek basingli sivi
kromotografisi ile dl¢ilmis olup, kontrol grubuna gdre enzimi normal ve eksik
gruplardaki serum homosistein seviyelerinin ileri dizeyde anlamli bir artis
gosterdigini bulduk. Gruplar arasinda ise SOXD grubunda KM grubuna gére anlaml
olarak daha yiksek oldugunu bulduk. Ancak bu gline kadar uzun sureli SOX enzim
eksikligine ait serum homosistein seviyesine ait bir calisma goérilmemektedir. SOX

enzim eksikligine bagh hicreye girisi ile hicre igi Hcy metabolizmasinin
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yavaglayabilecegini ve/veya metabolizma yolaklarinin sinirh  hale gelebilecegi
dusundlebilir. Buna karsilik SOXDM grubunda ise serum homosistein seviyesi KM
grubuna gére anlamh olarak dusik bulunmustur. Bu durum transsulfirasyon
yolagindaki sistein-sulfat yolunun kapanmasi ile artan norotoksiste etkisi ile endojen
homosisteinin bu yolaktaki antioksidan olusumuna yonelik dijer ara metabolik
yollara girisinin artmasi s6z konusu olabilir. SOXDM grubunda SOXD grubuna gére
serum homosistein seviyesi anlamli olarak bulunmustur. Bilindigi gibi Met-Hcy
metabolizmasinin dizenlenmesinde Cys, énemli bir etki gosterir. Diyet ile fazlaca
alinan Met birikmesi, TS artisina neden olur. Yiksek miktarda ve uzun sireli Met
alimi, remetilasyon yolunu inhibe ederken, transstilfirasyon yolunun satirasyonuna
neden olur. Ayrica bu yol Cys’ i hizli glutatyon dénlsimine sokan bir siklusa sahip
dokularda da yer almaktadir (26). Oysa ki, Cys alimindaki artis ise TS’ye ragmen
RM artisina yol acmaktadir (36,37). Yani SOX enzim blokaji ile sistein artisinin
gelisebilmesi ile eksojen metiyonin alimina bagli artan Hcy ara metabolitinin RM
yoluna girmesi ve metabolizasyonunun hizlanmasi ile de SOXDM grubunda Hcy
seviyesi SOX grubuna gore azalma gostermis olabilir. Ayrica Met alimindaki artisin
siganlarda metiyonini koruyan karaciger enzim duzeylerinde azalmaya yol actigi
bildiriimektedir (2,26). Belki de uzun sireli hiperhomosisteinemi ve silfitemiye bagli

etkileri karacigerde bu gruptaki enzim degisiklikleri ile iligkili olabilir.

8 haftalik deney sonunda gruplardaki serum silfit diizeyleri yiksek basingli
sivi kromotografi ydntemi ile olgclilimis olup, goérilen degisiklikler homosistein
seviyesine paralellik gdstermektedir. Kontrol grubuna gére tim gruplarda ileri
dizeyde anlamli bir artis gorilmektedir. Gruplar i¢cinde en fazla siilfit artisi SOXD
grubunda olmustur. SOXD grubu KM grubuna gére anlamh bir artis gostermistir.
SOXDM grubunda ise SOXD grubuna gdére anlamh bir azalis sergilemektedir.
Bununla birlikte SOXDM grubundaki sulfit seviyesi KM grubuna gére anlamli olarak
distk bulunmustur. Bilindigi gibi transsulfirasyon yolu geri dontisuimsuz bir yol
olup, Hcy katabolizmasi ile baslar ve sistatyonin, sistein, glutatyon ile birlikte NH4,
piruvat, taurin, a-keto biitirat,CO, ve SO,? olusur(11). Transsiilfiirasyon yolu ayni
zamanda antioksidanlar ve peroksidanlar arasindaki dengeye bagh olup,
antioksidanlar bu yolu azaltirken, peroksidanlar ise artmasina yol acar (35). SOXDM
grubundaki eksojen metiyonin alimina bagh olugan hiperhomosisteinemide uzun
sure sonunda peroksidanlarin artis1 ve antioksidanlarin azalmasini kompanzasyon

icin  antioksidan taurin ve glutatyon yolaklarinin hizlanmasi nedeniyle SOXD
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grubuna gére homosisteine paralel sulfit seviyesin de de azalma gorilmas olabilir
(99).

8 haftalik deney slresi sonunda spasyal 6grenme dénemine ait Morris su
tankindaki gizlenmis platforma ulasma sdreleri agisindan butin gruplar arasinda
anlaml bir fark olusmamistir. Bu déneme ait kisa sureli bir bellek olan isleyen bellek
performanslarinda farkhhk gorilmemisgtir. Bu konuda uzun surel

hiperhomosisteinemi ve hipersitlfiteminin birlikteki etkilerine ait bir calisma yoktur.

Stefanello ve arkadaslari Wistar cinsi erkek sicanlarda hiper metiyoneminin
kisa ve uzun slreli etkilerine ait calisma yapmiglar ve uzun sureli hiper
metiyoneminin etkisine bagh olarak referans belleginde bilginin kazanildigi
(acquisition) fazini etkilemedigini; kontrol gruplari ile birlikte platformun yerinin
ogrenilmesi ve platforma ulasiimasinda anlamli bir fark olmadigini gostermislerdir
(100).

Baydas ve arkadaslari ise yaptigi bir galismada wistar cinsi erkek sicanlarin
olusturulan HHcy' nin 2 aylik uzun sureli etkileri incelenmigtir. MWM’ de spasyal
o6grenmedeki bilginin kazanildigi (acquisition) fazinda 5 glin slre ile glinde 4 kez
uygulanan ylzdirmede gizlenmis platforma ulagsmadaki latensi sidresinin HHcy
grubunda kontrol grubuna gdre belirgin olarak daha da uzun oldugunu, 6grenme
eksiklilerine yol actigint ve o6grenme performanslarinin  daha kot  oldugu

gOstermislerdir (98).

Pirchl ve arkadaslarinin siganlarda yaptidi invitro bir ¢galismada ise kisa ve
uzun sdreli HHey’ nin kolinerjik néronlar,spasyal bellek ve beyinde mikrokanama ile
ilgili  etkilerini arastirmiglardir. Kisa sdreli HHcy etkisinin spasyal 6grenme
eksikliklerine yol agmasina ragmen uzun sureli bellegi etkilemedigi, buna karsilik

uzun sureli HHcy etkisinin ise spasyal 6grenmeyi bozmadigi gésterilmistir (101).

Chiarani ve arkadaglarinin MWM’' de erkek cinsi geng¢ yetiskin siganlarda
yapilan bir baska ¢alismada ise dusuk ve yuksek doz Hcy’ nin uzun sireli nérotoksik
etkilerinde bilin¢ fonksiyonlarinin hizla bozulmadigi, motor performanslarini gosteren
yuzme hizlarinda kontrol grubuna gore bir degisme olmadigi ve spasyal 6grenme
donemindeki latens surelerinin azaldigi ve kisa sureli bellegi olumsuz etkilemedigi
bildirilmektedir (102).
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Noorafshan ve arkadaslarinin yetiskin erkek si¢canlar tGzerinde gavaj yolu ile 8
hafta sure ile verdikleri metabisulfite bagli 6grenme ve bellek degisiklilerini iceren
radiyal kollu labirentteki ¢calismalarinda bilginin kazanildigi fazda referans ve igleyen
bellek hatalarinin K grubuna goére anlamli sekilde fazla oldugunu gdstermiglerdir
(103).

8 haftalik deney siresi sonunda spasyal 6grenme déneminde tim gruplarda
MWM’deki ylzmeleri sirasindaki gizlenmis platforma ulagmalari igin aldiklari toplam

yol miktarlari agisinda anlamli bir fark olusmamistir.

Streck ve arkadaslarinin yapmis oldugu HHcy’ nin uzun sureli etkilerine ait
MWM’ de spasyal 6grenme ve bellek ile ilgili calismalarinda ise acquisition fazinda
platformu bulma ve yerini 6renme agisindan kontrol grubuna gore anlamh bir fark

bulmamiglardir (104).

8 haftallk deney siiresi sonunda Morris su tankinda probe fazinda butin
gruplarin hedef kadranda gecirdikleri stire kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde
kisa bulunmustur. Hedef kadranda kalma suresi bellegin korunmasina paraleldir. Bu
calismada grup icerisinde hedef kadranda kalma suresi en az olan SOXD grubu
olmustur. Enzim eksikligi olan metiyonin grubunda ise SOXD grubuna gore bellek
kaybi anlamli sekilde azalma gdstermis ancak enzimi normal olan metiyonin grubu
ile anlamli bir fark géstermemistir. SOXDM grubuna ait verileri karsilastirabilecek bir
¢alisma hentz yoktur. Uzun sdreli hipersilfitemiye ait bu tlr calismalar da

bulunmamaktadir.

Uzun sUreli homosisteinin etkisine bagli Morris su tankinda yapilan uzun sireli

bellek testi calismalari bulunmaktadir.

Streck ve arkadaslarinin siganlarda HHcy' nin uzun sdreli bellek Gzerindeki
etkilerina ait calismalarinda probe fazinda platform kaldiriimis,hedef kadrana
ulasilma suresi ve bu kadrandan ge¢gme sayisi,hedef kadran ve diger kadranlarda
gegcirilen sure Olgulmusur.Hedef kadran ve diger kadranlarda gegirilen sirenin ve
onceden platformun bulundugu hedef kadrana ulasiimasina ait latensi siresinin
kontrol grubuna anlamh bir farkinin olmadigi ancak hedef kadrandan gecme
sayisinin anlamli olarak azaldigi ve bu durumun da spasyal navigasyon kaybina
isaret ettigi bildirilmistir. Uzun sureli HHcy' nin etkisine bagli olarak bilingte

disfonksiyona yol agtigi, spasyal navigasyon ve isleyen spasyal bellegi bozdugu,
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hem kisa slreli hem de uzun sureli bellegi etkiledigi belirtiimistir. HHcy’ nin beyinde
hippokampal bolgede uzun sureli olusturdugu metabolik etkilerinin bir sonucu olarak
spasyal navigasyon ve isleyen bellek bozukluguna yol agabilecedi bildiriimektedir
(104).

Baydas ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise wistar cinsi erkek
sicanlarda HHcy’ nin 2 aylik uzun sdreli etkileri incelenmigtir. . Gizlenmis platformun
kaldirildigi kazanilan bilginin hatirlanmasi safhasi olan probe fazinda ise HHcy
grubundaki sicanlarin kontrol grubuna gére hedef kadranda kaldiklari slrenin

anlaml olarak daha az oldugu bulunmustur (98)

Koz ve arkadaslari siganlar Uzerinde yaptiklari Wistar cinsi disi sicanlarda
olusturduklari HHcy’ nin dogan yavrularindaki uzun sureli etkilerine bagh 6grenme
ve bellek fonksiyonlari hamilelikleri boyunca uyguladiklari dogum sonrasi 75. glinde
MWM’ de test etmislerdir. probe trial fazinda ise HHcy grubunun hedef kandranda
gecirdigi  surenin kontrol grubuna go6re anlamli sekilde daha az oldugu
belirlenmistir.Ayrica bu calismada dogum sonrasi yeni dogan yavrulardan alinan
beyin dokusu o6rneklerinde HHcy grubunun beyin homojenatlarindaki subseliler
fraksiyonlarinda (nukleer,sitoplazmik ve mitokondriyal) lipit peroksidasyonunun
kontrol grubuna goére anlamli sekilde arttigi gosterilmis ve mitokondrinin oksidatif
strese c¢ok duyarli oldugu belirtiimigtir. Ayrica glial fibriler asidik protein (GFAP)
Olcimanin kontrol grunua gdre anlamli sekilde disuk ¢iktigr ve bu durumun néron-
néron ve nodron—glia baglantilarini bozdug ve dusiuk seviyedeki GFAP ’ nin
astrositlerin maturasyonunun gecikmesine neden oldugu goésterilmistir.Uzun sureli
HHcy’ nin olusturdugu toksisiteye bagl oksidatif stresin ve astrosit maturasyonunun

gecikmesinin ise 6grenme ve bellek kayiplarina yol acabilecegi bildirilmigtir (105).

Gao ve arkadaslarinin 6 hafta sire ile erkek siganlarda yiksek metiyonin diyet
uygulamasi ile olusan HHcy’ nin uzun sureli etkilerine bagh biling performanslarina
iliskin MWM'de probe trial fazina iligkin platformu bulma surelerinin belirgin sekilde
uzadigi, hedef kadranda kalma surelerinin kisaldigi gosterilmistir. Yine bu galismada
prefrontal kortekste ve hippokampal bdlgede HHcy' nin etkilerine bagh olarak
mediyal prefrontal kortekste dopamin(DA), 5-Hidroksi triptamin(5-HT), 5-Hidroksi
indol Asetik Asit(5-HIAA), dopamin ve 3,4-Dihidroksi Fenil Asetik Asit (DOPAC) ile
hippokampus bdlgesindeki 5-HIAA ve DOPAC duzeylerinin  distugl saptanmigtir.
Bu ¢alismada PFC-hippokampal baglantilarin spasyal bellek igin gok énemli oldugu
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ve yapilan ¢ok sayidaki calismalarda  dopaminerjik sistem lezyonlari veya
serotonerjik iletinin blokajinda water maze performanslarinin bozuldugu bildirilmistir.
Ayrica sinaptik monoamin Uretim miktarindaki bu degisimlerin translasyon ve
transkripsiyonu iceren sekonder néroplastik degisiklikleri distiindirdigu dolayisi ile
HHcy ile biling bozuklugu arasindaki iligkinin altinda yatan mekanizmalardan birisi
olabilicegi belirtiimektedir.Yine bu calismada noron hilcresinin
onarilmasi,plastisitesi,blyimesi ve oluminde etkili bir protein olan Beyin Kdkenli
Norotrofk Faktér (BDNF) Gn HHcy' |i sicanlarda hippokampal bdlgede azaldigi
gosterilmistir (106).

Pirchl ve arkadaslarinin sigcanlarda yaptigl in vivo bir galismada ise kisa ve
uzun sureli HHcy’ nin kolinerjik néronlar, spasyal bellek ve beyinde mikrokanama ile
ilgili etkilerini arastirmiglardir. HHcynin beyinde mikro kanamalara neden oldugu
bunun da kolinerjik ndronlarda sinaptk hasar yarattigi, beyin korteksinde olusturdugu
agir mikro kanamlarin uzun sureli bellek kayiplarina yol acgtigi ileri strtulmektedir
(59). Uzun sureli HHcy etkisinin  uzun sureli bellekte ise gittikge artan belirgin

kayiplarin oldugu gdsterilmistir (59).

Noorafshan ve arkadaglarinin yetiskin erkek siganlar Uzerinde gavaj yolu ile 8
hafta sire ile verdikleri metabisulfite bagl 6grenme ve bellek degisiklilerini iceren
radiyal kollu labirentteki caligmalarinda uzun sdreli bellegin bozuldugunu

gOstermislerdir (103).

Beyinde Uretilen Hcy’ nin beyindeki metabolizmasi ile ilgili boélgesel farkliliklari
tam olarak belirlenememistir. Bu metabolizmadaki en 6nemli metilasyon kaynagi RM
reaksiyonu olup, BHMT yolunun beyinde bulunmadigi belirtiimektedir. Beyinde TS
yolunda yer alan CBS enziminin ise sistatyonaz enzim etkinligi ile uyumsuz olup,
bdlgesel degisiklikler gosterdigi belirtiimektedir. Beyinde, Met ve Hcy' nin TS yoluna
giremedigi, astroglial hucre kilturi calismalarinda ise glutatyon sentezine giren
sistatyonin ve Cys oraninin ¢gok dusuk oldugu bildirilmistir. Ayrica beyinde, glutatyon
sentezinde yer alan Cys substratinin sinirli bir oranda oldugu ve astrositlere Na*
bagimli glutamat tagiyicilari ile iletildigi gosterilmistir (43,46-48). cCAMP aktiviteli gen
ekspresyonunun Onlenerek, 6grenme ve kisa sureli bellegi etkilemeden uzun sureli
bellegin selektif bir sekilde bloke edilebildigi aksine aktivatér CREB’ in asiri
ekspresyonunun ise aninda wuzun sdreli bellek olusumuna vyol acgabildigi

bildirilmektedir (5,6,7). SO73" in dedisen kosullara bagl olarak pro-oksidan etkisinin
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yaninda antioksidan 6zellik gésterebilmesi de etkili olabilir (102). Ustelik eksojen
metiyonin alimindaki artan homosisteinin norotoksik etkilerinde sulfitin antioksidan
Ozellik gostermig olabilmesi ile SOXDM grubunda hem sulfit hem de homosisteinin
azalmasina dahasi bellek kaybinin da azalmasina yol a¢gmis olabilir. Bir baska
durum beyinin farkli anatomik bdlgelerinde oksidan ve antioksidan sistemler
arasinda farkhlklarin olabilecegidir (102). Sulfitin nikleofilik ndrotoksik potansiyelde
olmasi CREB gen ekspresyonunun bozulmasina yol a¢cmis olabilir. SOXDM
grubunda ise eksojen metiyonin alimina bagli homosistein metabolizmasindaki
enzimatik degisimler transstilfirasyon yolundaki sistein-silfat yolunun kapanmasi ile
artan diger metabolik yolak aktivasyonu sonucu hem homosistein diizeyi hem de
buna bagl olusan silfit diizeyinin dismesine ve bellek kaybinin daha az olmasina
yol acmis olabilir. KM grubunda ise homosisteinin irreversibl olan ve
transsulfirasyon yolunun belirli bir doygunlukta islemesine bagli toksik etkilerinin
azalmasina badglanabilir.Bir bagka durum toksisteye bagl 6grenme ve bellekle iligkili

norotransmitter yapimindaki degisiklikler etken olabilir.

8 haftallk deney silresi sonunda Morris su tankinda spasyal 6grenme
dénemine ait ylzme hizlarinda gruplarda anlamh bir fark olusmamis ve motor
fonksiyonlari olumsuz etkilememigstir. Chiarani ve arkadaslari MWM’ de erkek cinsi
geng yetiskin sicanlarda yaptiklari bir ¢alismada yiksek doz Hcy' nin uzun sureli
norotoksik etkilerinde spasyal d6grenme ddénemindeki 6grenme performanslarinin

olumsuz etkilenmedigini bildirmektedirler (102).

8 haftallk deney siresi sonunda gruplarda yer alan siganlarin dlgilen
hipokampus total oksidan dizey kontrol grubuna goére butlin gruplarda ylksek
gorulse de anlaml bir fark olusmamistir. Yine SOXDM grubunda TOD en yuksek
goruluyor olsa da anlamli degildir. Uzun sireli metiyoninin alimina bagli HHcy’ deki
toksisitenin enzim eksikligine bagli toksisiteden anlaml olmasa da daha gugcli
olabildigini yani HHcy’ neminin sulfit birikimine bagh toksisitesinden daha toksik etkili
oldugunu disundurmektedir. Suilfitin homosisteina ait TS yolundaki bir metaboliti
olmasina karsilik Hecy' nin ise metabolik yolaklari daha fazla bir ara metabolik Grin

konumunda bulunmasi toksisite kapsamini genigletmis olabilir.

SO7;’ in toksik etkilerinden non enzimatik otooksidasyonu veya peroksidaz
katalizi ile oksidasyonu sonucu olusan sulfur trioksit radikallerinin sorumlu

olabilecegi belirtiimektedir. Ayrica SO73 in ROS Uretimine yol acabildigi, oksidatif
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stresten bagimsiz olarak, doz artigi ile direk glutamat dehidrojenaz enzim
inhibisyonuna ve beyin hucresi mitokondrisinde ATP dizeyinin azalmasina neden
oldugu gdsterilmistir (79,80). SOX enzim eksikliginde serbest sisteinden olusan
sistein-S-sulfat metabolitinin eksitotoksik amino asit gruplarina yapica benzedigi ve
beyine hasar verdigi belirtiimektedir (79).Batin bunlara ragmen memelilerde SO;™

in kronik norotoksik etkilerine ait kanitlar yoktur (79).

Hcy, ndronlarin eksitotoksisite ve oksidatif strese kargi korunmasini belirgin
olarak azaltir. Bununla ilgili Dudman ve arkadaslarinin siganlarda yapilan bir
¢alismasinda Hcy'nin beyinde lipit peroksidasyonunu indukledigi, Malondialdehit
(MDA) ve Suiper Oksit Anyon (SOA) seviyelerini arttirdigi, pasif kaginmadaki
o6grenme testlerinde bellek bozukluguna yol actigi, hippokampus bdlgesindeki

hucrelerde apopitozisi ve hucre 6limunad indukledigi bildiriimektedir (51).

Uzun sdreli hipersilfitemi ve hiperhomosisteineminin birlikteki oksidatif

etkisine ait bir calisma verisi bulunmamaktadir.

Baydas ve arkadaslarinin bir calismasinda wistar cinsi erkek siganlarda HHcy’
nin 2 aylik uzun sureli etkilerini incelemislerdir. Sicanlarin hippokampus boélgesinde
lipit peroksidasyonunun HHcy grubunda kontrol grubuna goére anlamli sekilde daha

da artmis oldugu gosterilmistir (98).

8 haftallk deney sonunda Olgulen hipokampus total antioksidan degerler
kontrol grubuna goére dusuk gorilse de anlamli bir fark olusturmamaktadir. anlamli
bir fark bulunmamistir. Uzun sulreli hipersilfitemi ve hiperhomosisteineminin

birlikteki etkisine ait bir calisma verisi bulunmamaktadir.

Gruplarda uzun sureye bagl bu etkiler diger antioksidanlarin yapimini uyarmis
olabilir. SO3™ in degisen kosullara bagh olarak pro-oksidan etkisinin yaninda
antioksidan 6zellik gosterebilmesi de etkili olabilir (103). Glutatyon, diger antioksidan
sistemlerin (CAT, SOD enzimleri gibi) aktivitelerinin azalmasi durumunda beynin
oksidatif hasardan korunmasi saglar. Ancak oksidatif stres durumlarinda glutatyon
deposu tukenmektedir (93,98).

8 haftalik deney stresi sonunda degerlendirilen hippokampls oksidatif stres
indeksleri (OSI) agisindan bakildiginda KM grubunun kontrol grubuna gére anlamli

bir yikselme gdstermis ve bu artis gruplar arasinda en fazla olani durumundadir.
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Enzim eksikligi bulunan SOXD ve SOXDM grubu K grubuna gére anlamli olmayan
bir artig gdstermektedir. SOX enzim eksikligine metiyonin veriimesi ise OSI diizeyini
anlamli olmasa da arttirmaktadir. Bilindigi gibi oksidatif stres duzeyinin bir diger
gostergesi hesapla elde edilen Oksidatif Stres indeksi (OSiydir. Bu indeks
calismamizda elde edilen TAD ve TOD degerleri kullanilarak asagidaki formal ile

hesaplanmistir.
OSi = TOD (umol H,0, Eqv/L) / TAD (umol Trolox Eqv/L) X 100

Bu formule gore total oksidan dizeyin artmasi veya total antioksidan dizeyin
azalmasi oksidatif stres artisina yol acmaktadir. Uzun sureli yuksek sulfitemi ve
homosisteineminin birlikteligine iliskin bu 2 parametreye ait bir gcalisma olmadigi igin

SOXDM grubuna ait verilerin karsilastiriimasi yapilamamaktadir.
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SONUGLAR

Bu calismamizda 8 hafta slre ile hiperstlfitemi ve hiperhomosisteineminin
norotoksik etkileri incelenmistir. Morris su tankinda 6grenme ve bellek testleri ile
karaciger SOX enzim aktivitesi, beyin hippokampus dokusunda total oksidan ve
antioksidan duzeyler,oksidatif stres ve serumda homosistein ile sulfit seviyeleri

Olclimustir.Bu slre sonunda olugsan sonuglar asagida belirtilmistir.

1-Karacigerde SOX enzim aktivitesinin enzim eksiklikli gruplarda kontrol

grubuna gore ileri diizeyde anlamli olarak azaldigi gértlmastr.

2- Serum homosistein duzeyleri butin gruplarda kontrol grubuna gore ileri
dizeyde anlamh olarak yilksek bulundu. SOX yetersizlikli grupta homosistein
duzeyinin normal gruplara gore istatistiksel olarak anlamli olarak artmis,metiyonin
verilmesinin ise bu artisi istatiksel olarak tersine cevirdigi gortlmustir. Serum stilfit

duzeylerinin gruplardaki homosistein artis ve azalisina paralel oldugu izlenmigtir.

3- Morris su tankinda spasyal 6grenme dodneminde gizlenmis platforma
ulasmalarindaki latens sirelerinin Gulnlere bagli olarak azalmasinin istatistiksel
olarak anlamhl oldugu, gruplar arasinda ise azalis acisindan bir fark olmadigi

gOralmistar.

4- MWM’'deki ylzmeleri sirasindaki gizlenmis platforma ulagsmalari igin
aldiklari toplam yol miktarlarin glnlere bagli olarak azalan mesafenin istatistiksel
olarak anlamli oldugu, gruplar arasinda ise azalis kalibi agisindan bir fark olmadigi

tesbit edilmistir.

5- Spasyal bellek ile iligkili kazanilan bilginin hatirlanmasi (Probe Trial) fazina
ait hedef kadranda gegcirilen surenin methionin verilen normal grupta kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli olarak arttigi, SOX yetersizlikli grupta bu sirenin normal
gruplara gore istatiksel olarak azalmis oldugu, metiyonin ilavesi ile bu strenin arttigi

ve belek kaybinin azaldigi goralmustar.

6- Morris su tankindaki bilginin kazanilmasi (Acquisition) fazindaki ytizme

hizlarina ait anlamli bir fark olugsmamistir.
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7- Hippokampus TOD degerlerinde K grubuna gére KM ve SOXD grubunda
bir artis gérinmesine ragmen anlamli bir farkin olmadigi, sadece SOXDM grubunda

K grubuna gére anlamli bir sekilde yiksek oldugu goraimustar.

8- Hippokampus total antioksidan dizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli

bir fark bulunamamisgtir.

9- Hippokampiis oksidatif stres indeksi (OSi)'ne ait ortalama degerlerinde KM
grubunda K grubuna gdre anlamli bir sekilde ylksek oldugu bulunmustur. K grubuna
gbre SOXD ve SOXDM gruplarinda ylksek gbziikmesine ragmen anlamli bir farkin
olmadi§i gdézlemlenmisti. KM grubunun OSi degeri ise SOXD ve SOXDM
gruplarindan yuksek gorulmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
SOXD ve SOXDM gruplari arasinda ise SOXDM grubunda daha yiiksek bir OSI

degeri saptanmissa da anlamli bir fark bulunmamustir.

Buradan c¢ikan sonucglara goére wuzun sureli yiksek sulfiteminin  ve
homosisteineminin tim gruplarda 6drenmeyi olumsuz etkilemedigi, bellegi ise
kontrol gruplarina gore bozdugu goérulmustiar. Metiyoninin normal gruplarda bellegi
artmis oksidatif strese bagli sekilde olumsuz etkilerken; enzim eksiklikli gruplarda ise
bellek kaybini azalttidi ancak bu durumun oksidatif stres ile iligkili olmadigi

belirlenmigtir.

Uzun sdreli hiperhomosisteineminin anlamli olmasa da hipersulfiteminin
etkisine gore daha toksik etkili oldugu ve bu toksik etkisinin stilfitle birlikte arttigi ve

uzun sureli bellek kaybini ise anlamli olarak azalttigini sdyleyebiliriz.

Bunun ile birlikte oldukga bilinmeyen karmagik mekanizmalarin yer alabildigi
uzun sureli hipersulfitemi ve hiperhomosisteineminin etkilerinin daha fazla

arastirilmasina gerek vardir.
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