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OZET

Sicanlarda Okadaik Asit ile Olusturulan Norodejenerasyona ACA’ min Etkisi

Amag: Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda Transient receptor potential
melastatin 2 (TRPM2) ve Fosfolipaz A2 (PLA;) inhbitorlerinin ndronlar iizerinde
koruyusu etkisi oldugu anlasilmistir. Bu ¢alismada siganlarda Okadaik asit (OKA) ile
olusturulan noérodejenarasyon modelinde TRPM2 ve PLA, inhibitorii N-(p-
amylcinnamoyl) anthranilik asit (ACA)’ nin koruyucu etkisini belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metot: Bu calismada 50 adet erkek Sprague-Dawley sican
randomize olarak 5 gruba boéliindii (n=10). 1) Kontrol, 2) Sham: icv olarak yBOS ve ip
olarak ¢oziicli enjeksiyonu yapildi. 3) ACA: 13 giin boyunca ip olarak 25 mg/kg/giin
ACA enjeksiyonu yapildi. 4) OKA: 10 ul yBOS’ ta ¢oziinen okadaik asit (200 ng) icv
bilateral olarak enjekte edildi. 5) OKA+ACA: 10 ul yBOS’ ta ¢dziinen okadaik asit
(200 ng) icv bilateral olarak enjekte edildi. 13 giin boyunca ip 25 mg/kg/giin ACA
enjeksiyonu yapildi. 13 giiniin sonunda siganlara Morris su labirenti testi uygulandi.
Korteks ve hipokampus dokusunda histopatolojik bulgular, SOD, GSH-PX enzim
aktivitesi ve MDA, GSH, TNF-a, IL-1P seviyeleri ol¢iildii.

Bulgular: OKA grubunda platformu bulma siiresi ve mesafesi kontrol, sham,
ACA ve OKA+ACA gruplarina gore uzadi (P< 0.05). OKA grubunda diger gruplara
gore MDA, TNF-a seviyesi artarken SOD, GSH-PX enzim aktivasyonu ve GSH
seviyesi azaldi (P< 0.05). OKA+ACA grubunda OKA grubuna gore MDA, TNF-a
seviyesi azalirken; SOD, GSH-PX enzim aktivasyonu ve GSH seviyesi artt1.
OKA+ACA grubunda korteks ve hipokampus bolgelerinde dejenere néron ve kaspaz-3
pozitif hiicre sayis1t OKA grubuna gdre anlamli olarak azaldi (P< 0.05).

Sonu¢: Okadaik asit ile olusturulan noérodejenerasyon modelinde, ACA
uygulamasi oksidatif stresi ve noroinflamasyonu Onleyici etki gosterdi. ACA
uygulamasi biligsel fonksiyonlardaki azalmay1 ve nérodejenerasyonu onledi.

Anahtar  Kelimeler: Alzheimer  Hastaligi,  Fosfolipaz =~ A2,  N-(p-
Amylcinnamoyl) anthranilik Asit (ACA), noérodejenerasyon, Okadaik asit, TRPM2

kanali
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ABSTRACT

The Effect of ACA Induced Okadaic Acid Neurodegeneration in Rats

Aim: Recent studies 1t has been shown that the TRPM2 and PLA2 inhibitors
may have a protective effect on neurons. This study was aimed to investigate the
protective effect of TRPM2 and PLA, inhibitor N-(p-amylcinnamoyl)anthranilic acid
(ACA) in a neurodegenerative model induced by Okadaic acid (OKA).

Material and Method: Male Sprague-Dawley rats were randomly divided into
five group (n=10); 1) control, 2) sham: rats were injected icv with aCSF and treated
vehicle for 13 day, 3) ACA: rats were treated with ACA ip 25 mg/kg/day for 13 days, 4)
OKA: OKA was dissolved in aCSF and injected icv (200 ng) in a volume of 10 ul
bilaterally and 5) OKA+ACA: rats injected icv with OKA (200 ng) and treated with
ACA ip 25 mg/kg/day for 13 days. After 13 days of surgical operations and injections,
Morris water maze test was performed. The histopathological finding, SOD, GSH-PX
enzyme activation and MDA and GSH, TNF-a, IL-1p levels in tissues the hippocampus
and cerebral cortex were measured.

Results: The latency to platform and distance moved of OKA group rats were
significantly increased in comparison to control, sham and ACA, OKA+ACA groups. In
while the MDA, TNF-a levels of tissues were significantly increased in OKA group;
SOD, GSH-PX enzyme activation and GSH levels were decreased compared to all of
other groups (P< 0.05). OKA+ACA gruop comparison to OKA group, increased SOD
and GSH-PX enzyme activation and GSH levels, and conversely decreased the levels of
MDA, TNF-a. When OKA+ACA rats compared to OKA rats, 1t was found that
numbers of degenerated neurons and caspase 3 positive cells of cortex and hippocampus
regions were significantly reduced.

Conclusion: ACA administration prevented to oxidative stres and
neuroinflammation of OKA induced neurodegeneration. ACA ameliorated to cognitive
decline and neurodegeneration.

Key words: Alzheimer’s Disease, Okadaic acid, N-(p-
amylcinnamoyl)anthranilic acid (ACA), Neurodegeneration,TRPM2 channel,
Phospholipases A,
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

:Amiloid beta protein

: Asetilkolin
:Asetilkolinesteraz

: N-(p-amylcinnamoyl) anthranilik asit
: Alzheimer hastalig1

: Apolipoprotein E

: Amiloid prekiirsor protein

: Beyin Omurilik Sivisi

: Butirilkolinesteraz

: Asetilkolin tranferaz

: Cyclin-dependent kinase 5

: Tanisal ve Sayimsal El Kitab1
: Extracellular signal regulated kinase
: Dimetil siilfoksit

: Deoksiribo niikleik asit

: Fosfolipaz A2

: Rediikte glutatyon

: Okside glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Glikojen sentaz kinaz 3

: Glutatyon rediiktaz

: Hidrojen peroksit

: Interferon gamma

: Interlokin 1 beta

: Interlokin 6

: Interlokin 18

: Interlokin 17 A

: Intraserebroventrikiiler

: Intraperitoneal
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iNOS - Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

LTP : Uzun siireli potansiyalizasyon
MARK : Microtubule-affinity-regulating kinase
MDA : Malondialdehit

MSS : Merkezi sinir sistemi

NAD : Nikodinamid adenin diniikleotid
NBT : Nitrobluetetrazolium

NFY : Norofibriler yumak

NMDA : N-metil-D- aspartat

PHF : Cift sarmal helikal filamentler
PP1 : Protein fosfotaz 1

PP2A : Protein fosfotaz 2A

PP2B : Protein fosfotaz 2B

PP2C : Protein fosfotaz 2C

PSEN1 : Presenilin 1

PSEN2 : Presenilin 2

PGE2 : Prostaglandin E2

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

OKA : Okadaik asit

COX, : Siklooksijenaz-2

SOD : Stiperoksit dismutaz

SOR : Serbest oksijen radikali

o : Stiperoksit radikali

TNF-a : Timor nekrozis faktor a
TRMP2 : Transient receptor potential melastatin 2
XO : Ksantin oksidaz

yBOS : Yapay beyin omurilik s1visi
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1. GIRIS

Yasam kalitesinin artmas1 ve saglik alaninda goriilen gelismeler sayesinde tiim
Diinya’ da oldugu gibi iilkemizde de yash niifusu gittikce artmaktadir. Yasl niifusun
artmast norodejeneratif hastaliklarin = goriilme sikligindaki artis1  beraberinde
getirmektedir. Ozellikle 65 yas iistii bireylerde daha sik goriilen Alzheimer hastaligi
(AH) demansin en sik goriilen nedenidir. Giinlimiizde Alzheimerl hasta sayis1 yaklagik
26 milyon iken bu saymin 2050 yilinda 100 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Ilerleyici ve geriye doniissiiz olarak bilissel fonksiyonlarda kayipla karakterize olan bu
hastalik; hastalarin 6zbakimlarini, gilinlik yasamlarmi etkilemesi ve yapilan saglik
harcamalariyla 6nemli bir toplumsal sorundur (1, 2). NMDA (N-methyl- D-aspartate)
reseptOr antagonistleri, kolinesteraz inhibitorleri gibi AH’ nin tedavisine yonelik ¢esitli
uygulamalar olsa da, bu tedavi girisimleri AH’da ilerleyici néron kayiplarini 6nleyemez
ve daha ¢ok semptomatik etki saglar (3).

Hastaligin patofizyolojisinde biligsel fonksiyonlardaki kayba; nérofibriler yumak
(NFY) ve amiloid beta (AB) plak olusumu, néroinflamasyon, oksidatif stres ve
kolinerjik noron kaybi eslik etmektdir (4). Yapilan calismalarda AH’da bilissel
bozuklukla NFY miktar1 arasinda korelasyon bulunurken, AP plak miktar1 ile
korelasyon bulunmamaktadir. AH olanlarin beyinlerinde NFY olusumunun temel
nedeni anormal tau hiperfosforilizasyonudur.

Tau mikrotiibiillerle iliskili bir proteindir ve major biyolojik fonksiyonu
mikrotiibiillerin stabilitesinin korunmasidir. Tau’ nun biyolojik aktivitesi fosforillenme
derecesi ile diizenlenir. Normalde tau 2-3 tane molekiill ile fosforillenir.
Hiperfosforillendiginde mikrotiibiil diizenegi olumsuz olarak degisir. In vivo yapilan
caligmalarla tau’nun nérodejenerasyonda 6nemli rolii oldugunu ortaya konmustur. Tau
patolojisi ve bunun sonucunda olusan norofibriler dejenerasyon AH olusumunda 6nde
gelen mekanizmadir (5).

Okadaik asit (OKA) selektif ve potent serine/treonin protein fosfataz 1 (PP1) ve
protein fosfataz 2A  (PP2A) inhibitdriidiir. In vivo ve in vitro tau
hiperfosforilizasyonuna neden oldugu gosterilmistir (6). Bir¢ok deneysel ¢alismada
okadaik asidin intraserebroventrikiiler (icv) uygulamasi ile AH’a benzer sekilde tau
hiperfosforilizasyonunun gerceklestigi gosterilmistir (7). Icv OKA uygulanan siganlarda
bellek olusumunda bozulma ve beyinde ndroinflamasyon, oksidatif stres gelistigi ve

APP olusumunda artma oldugu gosterilmistir (8-10).



N-(p-amylcinnamoyl) anthranilik asitin (ACA), transient receptor potential
melastatin 2 (TRPM2) kanallarin1 ve fosfolipaz A2’ yi (PLA2) inhibe ettigi
gosterilmistir (11). Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda PLA; inhibisyonunun total
ve fosforile tau proteini seviyesini azalttig1 ortaya konmustur (12). PLA; aktivasyonu
noroinflamasyonun altinda yatan yolaktir. Bir¢ok norodejeneratif hastaligin
patolojisinde de bu yolak yatmaktadir (13). PLA, inhibitorlerinin AP ile olusan ROS
tiretimini azalttig1 gosterilmistir. Astrositlerin inflamatuvar sitokin salinimiyla birlikte
prostaglandin E2 (PGE2) iiretimine, siklooksijenaz-2 (COX;) artisina neden oldugu ve
bu siirecin PLA, sinyal yolagiyla gerceklestigi anlasilmistir. Cesitli néroinflamatuvar
stireclerde de PLA; gen ekspresyonunu arttig1 gosterilmis ve AH’ da hipokampusda
PLA,; gen ekspresyonunu artig1 bildirilmistir (14).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), TRPM2 kanallarim1 aktive eder. SOR
tiretiminin de oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre 6liimiiyle dogrudan iliskisi vardir.
En ¢ok beyinde eksprese edilen TRPM?2 kanali; inme, iskemi ve nérodejenerasyon gibi
durumlarin patofizyolojisinde oldugu gibi ¢esitli mekanizmalarla inflamasyon, sitokin
salinimini ve ndéron 6limi gibi siireclerde de rol oynar (15).

PLA, ve TRPM2 kanallarinin ndrodejeneratif siireglerle olan iligkisi AH’ nin
patogenezinde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu diislinceden hareketle bu tez
caligmamizda AH’ nin patogeneziyle benzerlik gdsteren icv OKA uygulamasiyla olusan
norodejenerasyonda PLA; ve TRPM2 inhibitérii ACA’ nin koruyucu etkisi varmi

sorusunu cevaplamaya ¢alistik.



2. GENEL BIiLGILER

‘Demans’ kelimesi koken olarak Latince zihin anlamina gelen “mens”
kelimesinden tiiremis olan zihnin yitirilmesi anlamindaki “demens” sozciigiiyle ifade
edilir. Dilimizde yaygin sekliyle “demans” olarak isimlendirilir. Latince’deki kullanim
bicimiyle “yerlesmis, varolan, edinilmis olan zihnin, sonradan yitirilmesi” anlamini
tagimaktadir (16).

Demans yagla birlikte prevalansi artan bir hastaliktir. 65 yasindan sonra her 5
yilda hastaligin goriilme siklig1 ikiye katlanir. 75 yasindaki bireylerde goriilme siklig1 %
2-3 iken 85 {istii bireylerde % 20-25° tir. Diinya saglik orgiitliiniin tahminlerine gore
2025 yilinda 60 yas iizeri bireylerde demans siklig1 % 3,25 olacagi diisiiniiliirken, Baska
tahminlere gore 2020 yilinda diinyadaki vaka sayis1 42 milyon, 2040 yilinda iki katina
cikarak 81 milyon olmasi beklenmektedir. Bati iilkelerinde toplam demansin % 60’ n1
AH olusturmaktadir. Vaskiiler demans ise % 20’ sini olusturmaktadir. 2001 yilinda tiim
demans hastalarinin % 60,1’ i gelismis lilkelerde bulunurken bu rakamin 2040 yilinda %
70,2’ ye cikacagi tahmin edilmektedir (17). Giiniimiizde her 7 saniyede bir AH vakasi

kayit altina alinmaktadir.

2.1. Alzheimer Hastahgi

AH’ nin patofizyolojik bulgular1 olarak kabul edilen A plaklar1 ve NFY ilk defa
1906 yilinda alman hekim Alois Alzheimer tarafindan postmortem beyinde
gdzlemlemistir. Oldiigiinde 51 yasinda olan ve bir psikiyatri kliniginde yatan Auguste
D. isimli hastada 5 y1l boyunca ilerleyici hafiza kaybi, haliisinasyon, deliizyon, konusma
ve davranis bozukluklar1 gozlemlemistir. Oldiikten sonra hastanin beyin dokusunun
mikroskopik incelemesinde goriilen NFY ve senil plaklar hastaligin kesin tani
koydurucu patolojik belirleyicileri olarak kabul edilmistir. Hastalik o giinlerden bu yana
Auguste D.’yi izleyen ekipte yer alan Alois Alzheimer’in adiyla anilmaya baslanmistir.
AH o yillarda ¢ok nadir goriilen bir hastalik oldugu ve sadece presenil yas grubunda
gorildiigl distniilmistiir (18).
Hastaligin nedenini ve patolojisini agiklamaya yonelik elde edilen bilgiler 1s181inda
cesitli hipotezler ileri silirlilmiistir. Tip alaninda tiim gelismelere ragmen AH
hastaliginin kesin tedavisi bulunamamistir. Uygulanan tedaviler daha ¢ok hastaligin

semptomlarina ve ilerlemesini yavaslatmaya yonelik tedavilerdir. Hasta yasarken AH’



nin kesin tanisini koymayr miimkiin kilacak yontem bulunamamigtir. Kesin tani i¢in

beyin dokusunun patolojik olarak incelenmesi gerekmektedir (19).

2.1.1.Risk Faktorleri
2.1.1.1. Yas

Yas AH icin en biiyiik risk faktoriidiir. Yirminci yiizyil ile yirmibirinci ylizyil
arasinda diinyada ortalama yasam siiresi ve yash nufus oran1 onemli sekilde artis
gostermistir. 2050 yilinda yash nufusun geng¢ nufusu ge¢mesi beklenmektedir. Diinya’
da 2015 ve 2030 yillar1 arasinda 60 yas iizeri kisi sayisinin % 56 oraninda artmasi
beklenirken 2050 yilinda her 5 kisiden birinin 60 yas ve lizeri bireylerden olusacagi
tahmin edilmektedir. Giliniimiizde Kuzey Amerika ve Avrupa’ da 80 yas ve iizeri
kisilerin oran1 % 3’ tiir. Yaslanma siirecinde beyinde AH olusumunu destekleyen bir
takim degisiklikler meydana gelir. Bunlar arasinda glikoz metabolizmasinin azalmasi,
mitokondriyal disfonksiyon, inflamatuvar reaksiyonlar, AP olusumu, kolesterol
homeostasisinin ~ bozulmasi, beyinde beyaz madde dejenerasyonuve tamir

mekanizmalarinin azalmasi sayilabilir (20).

2.1.1.2. Cinsiyet

Cinsiyet farklilig1 ile AH arasindaki iliski konusunda farkli goriisler var olsa da
her iki cinsiyetin AH’ dan farkl sekilde etkilendigine dair veriler mevcuttur. Kadinlarda
AH’ nm gorilme sikligi erkeklerden fazladir (Sekil 2.1). Ortalama hayatta kalim
siirelerinin kadinlarda daha yiiksek oldugu dikkate alinirsa, AH goriilme sikliginin
kadinlarda fazla olmasinin bununla iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diinyada
ortalama olarak kadinlarin ortalama yasam siireleri erkeklerden 4,5 yas daha fazladir
(21). Ayn1 zamanda Ostrojenin noroprotektif etkisi oldugu bircok g¢aligmada ortaya
konmustur. Ostrojen hormununu kolinerjik néronlar iizerinde koruyucu etkisi oldugu ve
kolinerjik aktiviteyi artirdig1 farkli ¢alismalarda ortaya konmustur. Ostdrojen ile birlikte

progesteron hormonu replesmaninin sézel hafiza ilizerinde pozitif etkisi bulunmustur

(22).
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Sekil 2.1. Cinsiyete gore goriilen AH insidansi (Janicki ve ark. Degistirilerek) (22).

2.1.1.3. Genetik Faktorler

Ailesel AH tiim AH vakalarinin % 5-10" nunu kapsar. 65 yas altinda goriilen 3
genetik Alzheimer tipi mevcuttur (Sekil 2.2). Amiloid prekiirsor protein (APP),
presenilin 1 (PSEN 1) ve presenilin 2 (PSEN 2) genlerindeki mutasyonlar AB-40 ve
AB-42 iiretiminde degisiklik, ndronlarda apopitoz ve demansla sonuglanabilir. APP geni
21. kromozomda bulunmaktadir. Bununla iliskili olarak da Down sendromunda AH’ da
goriilen patolojiler (amiloid plaklar, norofibriler yumak) goriilebilir. PSEN 1 ve PSEN 2
% 67 homoloji gosteren transmembran proteinlerdir. PSEN 1 mutasyonlari en ¢ok
goriilen erken yasta ortaya c¢ikan genetik Alzheimer tipidir (yaklasik % 30-70). PSEN 1
mutasyonu olanlarda 40-50 yaslarinda, PSEN 2 mutasyonu olanlarda 40-75 yaslarda
AH belirtileri ortaya cikar.

Ge¢ yasta ortaya cikan genetik AH apolipoprotein E (ApoE) genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya cikar. ApoE beyinde major kolesterol tasiyicisidir. Hiicre
yiizeyindeki gesitli reseptorlere (lipid transportu, néronal sinyal, glikoz metabolizmasi,
mitokondriyal fonksiyon ile ilgili) baglanir. ApoE, AP’ ya baglanir ve AP klirensinde

rol oynar. Mutasyonlarinda nérodejenerasyon ve noronal 6lim goriiliir (23).



[aer >

| PsEN2

PSEN1 > APOE ve diger genler

L I 1 L ] ] }
—
@] [ [ = | ™

Erken yasta ortaya ileri yasta ortaya ¢ikan
gikan genetik AH i genetik AH
65

Sekil 2.2. Genetik olarak goriilen AH tipleri (Bagyinszky ve ark degistirilerek) (23).

2.1.1.4. Kafa Travmasi

Farkli derecelerdeki kafa i¢i travmalar beyinde aylar veya yillarca devam
edebilen beyinde ilerleyici beyaz ve gri madde atrofisi yapabilmektedir. Insan ve
hayvan g¢aligmalarindan elde edilen delillerle kafa travmasi sonrasi beyinde hiicre dis1
senil plaklarin kiimelesmesinde ve hiicre i¢ci NFY olusumunda artma oldugu
gosterilmistir. Kafa travmasi sonrast ndroinflamatuvar yanit artar. Glial aktivasyon;
APP fiiretiminde ve inflamatuvar mediatorlerin saliniminda artisla sonuglanir. Kafa
travmasina bagli beyin hasarlarinda hipoksi de nérodejenerasyona neden olmaktadir.
Biitlin bunlara ek olarak kronik travmatik ensefalopati olarak isimlendirilen uzun siire
kiiciik ¢apl tekrarlayici beyin hasarlarina maruz kalan Amerikan futbolu ve buz hokeyi
sporu yapanlar ile askeri hizmetlerde c¢alisan kisilerde c¢esitli derecelerde

ndrodejenerasyon gelistigi ortaya konmustur (24).

2.1.1.5. Kardiyovaskiiler ve Metabolik Hastalhklar

Klinik olarak inme demansla iliskilendirilir ve inme sonrasi demans veya
vaskiiler demans olarak isimlendirilir. Inme; amiloid ve tau patolojisinin sonucu olarak

ndronal dokuda dejenerasyona neden olur. Hipertansiyonun AH beyinde atrofi, beyaz



madde lezyonlari, NFY olusumu ile iligkisine dair bilgiler mevcuttur. Tip 2 diyabet
bir¢ok organda oldugu gibi beyinde de mikrovaskiiler bozukluga neden olur. Tip 2
diabetin beyinde atrofi ve infarkt ile iliskisi olduguna dair c¢alismalar mevcuttur.
Glikozun noéronlar {izerine toksik etkisi wvardir. Yiiksek glikoz, proteinlerde
glikozilizasyona ve oksidatif strese neden olur. Yiiksek kolesterol seviyesiyle AH
arasinda iliski olduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Epidemiyolojik ¢alismalarda yiiksek
kolesterol seviyesinin orta yas AH riskini artirirken ileri yas AH riskini artirmadigi
bildirilmistir. Kolesterol tasinmasinda rolii olan ApoE genindeki mutasyonlarin genetik
AH i¢in risk olusturdugu bilinmektedir. Atriyal fibrilasyon ve kalp yetmezliginin
biligsel fonksiyonlarda azalma ve nodrodejenerasyona neden olduguna dair deliller
mevcuttur. Fiziksel egsezsizin kardiyovaskiiler hastaliklar1 onledigi gibi néron tamiri,

biligsel fonksiyonlar ve AH olusumunda koruyucu etkisi vardir (25).

2.1.2. Alzheimer Hastali@inin Patolojisi

2.1.2.1. Alzheimer Hastahg ve Tau Hiperfosforilizasyonu

Tau mikrotiibiil iliskili bir proteindir. Taunun temel fonksiyonu néronlarda
aksonlarin stabilesini saglamaktir. Bu da noronlarin normal yapisinin korunmasi ve sinir
bliylimesi i¢in gereklidir (26). Taunun amino asit sayis1 352 ile 441 arasinda degisen 6
farkli izoformu mevcuttur. Taunun mikrotiibiill baglayan bdlgesi mikrotiibiillere
baglanmada zayif afinite gosterir; buna ragmen onlarin bir arada tutulmasi i¢in 6nemli
rolii vardir. Taunun mikrotiibiillere baglanmasi fosforillenme seviyesine gore belirlenir
(27). Cyclin-dependent kinase 5 (CDKY), glikojen sentez kinaz 3 (GSK3),microtubule-
affinity-regulating kinase (MARK) ve extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2)
gibi kinazlar tarafindan gerceklesen fosforillenme, taunun mikrotiibiilden ayrilmasina
neden olur. Bunun sonucunda mikrotiibiil polimerizasyonu kaybolarak mikrotiibiiller
birbirinden ayrilir (28). Bu siirecin zitt1 olarak fosfatazlar protein fosfataz 1 (PP1),
protein fosfotaz 2A (PP2A), protein fosfataz 2B (PP2B) ve protein fosfotaz 2C (PP2C)
taunun fosforillenme seviyesini azaltirlar. Boylelikle taunun mikrotiibiillere baglanmasi
yeniden gerceklesir. Embriyonik gelisim sirasinda tau fosforilizasyonu dongiisii daha
hizlidir. Fetal beyin gelisimi sirasinda artarken yetiskinlikte yavas yavas azalir. Tau
aksonal transportta, néronlarin uzamasinda, canliliinin ve fonksiyonunun devam

etmesinde Onemli etkiye sahiptir. Taunun 30’ dan fazla serin/treonin fosforillenme
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bolgesi vardir (27). Patolojik sartlar altinda kinazlar ve fosfatazlar arasindaki denge
bozularak kinaz aktivitesinde artma veya fosfataz aktivitesinde azalma neticesinde
hiperfosforile tau meydana gelir. Hiperfosforile olan taunun ana yapiy1 olusturarak c¢ift
eslesen sarmal filamentler (PHF) seklinde kiimelesmesiyle NFY meydana gelir (Sekil
2.3). Son yillarda yapilan bir¢ok arastirmadan yola ¢ikilarak olusan ortak goriis AH ve
diger norodejeneratif hastaliklarin patogenezinin altinda yatan neden NFY olusumudur
(5).

AP toksisitesi, oksidatif stres, inflamasyon gibi farkli patolojik olaylar taunun
mikrotiibiilden anormal sekilde ayrilmasini tetikleyebilir. Cdk5, GSK3p, MARK ve
ERK2 inhibisyonu taupatilere bagli gelisen patogenezin tedavisi i¢in hedeftir. CDKS,
GSK3 inhibisyonunu iizerindeki diizenleyici roliiyle tau hiperfosforilizasyonunu etkiler.
GSK’ m GSK3a ve GSK3B olmak iizere iki farkli izoformu bulunur. GSK3p
ekspresyonu artmis olan transgenik farelerde uzamsal hafizada bozulma ve tau
fosforilizasyonunda artma goriilmiistiir. Yapilan caligmalarda GSK3p’ nin NFY
olusumunu diizenleyici etki gosterdigi bildirilmistir. ERK2 tau fonksiyonunu ve
fosforillenmesini diizenler, ndronlarda ekspresyonu yiiksektir (27).

Protein fosfatazlar; PP1, PP2A, PP2B and PP2C olarak isimlendirilir. Fosforile
olan taunun defosforile olmasimi saglarlar. Memeli hiicrelerinde serine/threonine
fosfotaz aktivitesinin % 80’ ni PP1 ve PP2A tarafindan gergeklestirilir. Alzheimer
hastalig1 olanlarin %20-30’nunun beyinlerinde bu protein fosfatazlarin aktivitesinin
azaldig1 rapor edilmistir. PP2A memeli beyninde en 6nemli serin/treonin fosfatazdir.

PP2A mikrotiibiillerde tauyla birlikte lokalize olmustur. Tauyu defosforile eden
en aktif protein fosfatazdir. Alzheimer hastaligi olanlarda ekspresyonu ve aktivitesi
diisiik bulunmustur. PP2A inaktivitesi hiperfosforile tau olusumuna ve bunun sonucu

olarak NFY olusumuna neden olur (29).



Tau baglanmas: ve
mikrotiibiil stabilitesi

Kinazlar Fosfatazlar
Cdks, GSKIB, PP1, PP2A, PP2B, PP2C
MARK, ERK2

Mikrotiihiilden

aynlms tauve & & B o Hiperfosforilizasyvon
mikrotiibiilde T & & £
polarisazyonun " R-0 W ;:a -
kaybolmas: e O Cift helikal
B - filamentler
Nirofibriler
vumak

Aksonal transportun bozulmasi
Sinaptik fonksivonda kayip
Nironal apoptozis

Sekil 2.3. Norofibriler yumak olusumunun mekanizmasi (Liu ve ark. degistirilerek)
(29).

2.1.2.2. Alzheimer Hastahigi ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres beyinde yasla birlikte artan antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kalis1 ve asir1 serbest radikal olusumu gibi nedenlerle ortaya ¢ikan bir stiregtir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde NFY birikimi ve AP kiimelesmesi ile oksidatif
hasar arasinda iliski vardir. AB’ nin N-terminalinde bakir ve ¢inkonun yiiksek afinite
gosterdigi metal baglanma bolgesi vardir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde bakirin

onemli 6lciide hidroksil ve diger serbest oksijen radikallerinin tiretilmesi ile oksidatif
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hasara neden oldugu gosterilmistir. Noroinflamasyonun da A olusumuna ve kontrolsiiz
¢inko salinimina neden olarak oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir.

Beyin membran fosfolipitleri poliansature yag asitlerinden olustugundan dolay1
serbest radikallerin saldirisina daha acik bir organdir (30). Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde en 6nemli dejeneratif degisikliklerden birisi lipit peroksidasyodur. SOR,
proteinlerin oksidasyonuna neden olarak beyin proteinlerini etkilemektedir. Proteinlerin
oksidasyonu glikozillenmeye neden olarak post-translasyonel degisiklik meydana
getirir. Bu da enzimlerin yapilarinin bozulmasina, beyin metabolizmasinda degismeye
neden olarak ndron ve glial fonksiyonlarin bozulmasimna neden olmaktadir. Ayni

zamanda SOR, DNA’ y1 etkileyerek yapisinin bozulmasina neden olabilmektedir (31).

2.1.2.3. Alzheimer Hastalig1 ve Noroinflamasyon

Noroinflamasyon AH, multiple skleroz, Parkinson hastaligi, amyotrofik lateral
skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarla iliskilidir. Yapilan klinik ve deneysel
caligmalarda tliimor nekrozis faktor-alta (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), interlokin
1 beta (IL-1B), interlokin 6 (IL-6), interlokin 18 ( IL-18) gibi sitokinler AH’ nin
beyinlerinde sentezinin arttigi goriilmiistiir. AH’ nin patogenezinde noroinflamasyon
kaskadini artiran primer faktor mikrogilialarin aktivasyonudur. IL-1, IL-6, TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinler mikroglialar ve astrositler tarafindan salinan sitokinlerdir.
Mikroglialarin AH’ nin ilerlemesinde iki farkli etkisi vardir. Mikroglialar bir yandan
fagositoz yoluyla AP kiimelesmesini azaltirken, diger yandan uzamis mikroglia
aktivasyonu proinflamatuvar sitokin salinimina neden olarak inflamatuvar kaskati
baslatir. Mikroglialar gibi astrositler de proinflamatuvar sitokin salinimi gergeklestiren
hiicrelerdir. Bu siire¢ noronal hasar1 daha c¢ok artirir. Ap olusumu inflamatuvar siireci
tetikledigi gibi ndroinflamasyon da tau hiperfosforilizasyonuna neden olabilmektedir
(32). AH’ da noroinflamasyon siirecinde ortaya ¢ikan diger bir patolojik durum kan
beyin bariyerinin bozulmasidir. AP endotel toksisitesi ve artmis monosit adezyonu kan
beyin bariyerinin bozulmasma neden olabilir. Inflamatuvar sitokinler de bu duruma
neden olabilir. TNF-a, IL-1pB, IL-17A kan beyin bariyerinin bozulmasina neden olabilir.
Epidemiyolojik ¢aligmalarda uzun siire non-steroidal antiinflamatuvar ila¢ kullananlarda
AH goriilme sikliginin daha az oldugu gorilmiistiir. Bu da noéroinflamasyonun AH

patogenezindeki 6nemini gostermektedir (33).
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2.1.2.4. Amiloid Beta Olusumu

AP hayat boyunca iiretilen normal bir protein olmasina ragmen Amiloid plaklar
AH’ nin ayirict noropatolojik 6zelligidir. amiloid prekiirsér proteinden (APP)
fonksiyonu tam olarak bilinmezken, AP’ nin iiretimi ve salimi sinaptik aktiviteyi
uyarir. Kiiciik olan AP peptidi toksik 6zellik gostermez ve fizyolojik fonksiyonlar i¢in
gereklidir. Amiloid plaklar ise filament6z veya non-flamentdz ekstraseliiler protein
birikimleridir. Bir araya toplanan amiloid fibrillerden olusur. Amiloid plaklar néronlar
arast sinapslarda bozulma, noroinflamasyon, serbest radikallerin olusumu, kan beyin
bariyerinde bozulma, biligsel fonksiyonlarda gerilemeye neden olur. Amiloid plaklar
AH’ larin beyninde neokorteks, hipokampusda daha yaygin goriilsede hipotalamus,
pons, bazal ganglionlarda da bulunabilir (34, 35).

AH’ da senil plaklarda APP’ den meydana gelen AP’ nin ekstraseliiler birikimi
s6z konusudur. APP transmembran bir proteindir. APP iki yol ile metabolize olmaktadir
(Sekil 2.4). Bunlardan ilki olan non-amiloidojenik yol: APP’ yi par¢alayan alfa-sekretaz
ve gama sekretaz enzimlerinin yer aldigi, olusan iriinlerin toksik olmadigi metabolik
yolaktir. a-sekretaz enzimi APP’yi transmembran bolgesinden 12 aminoasit uzakliktaki
noktadan keser. Bu kesim sonrasinda, uzun, ¢oziinebilir a-APPs fragmani olusur ve
fragman ekstraseliiler araliga salinir. Amiloidojenik yolda ise beta sekretaz ve gama
sekretaz enzimleri araciligiyla APP’ den APB1-40 ve AB1-42 meydana gelmektedir. AP’
nin yaklasik olarak %90’ 1 AB1-40 olmasina ragmen, amiloid birikiminin ana bileseni
APB1-42° dir. Hiicresel kompartmanlarda biriken norotoksik AP mitokondriyal ve
sinaptik hasara ve tau proteinin hiperfosforilasyonuna yol agarak hiicresel fonksiyonlara

zarar vermektedir (36, 37).
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Sekil 2.4. Non-amiloidojenik ve amiloidojenik yolak (Read ve ark. degisirilerek) (38).

2.1.2.5. Yaslanma Hipotezi

Yasla birlikte beyin hacmi ve agirligi azalir. Ventrikiiller genigler, beynin belli

bolgelerinde dendirit ve sinapslarda kayip goriiliir. Bunlara AH’ nin patolojisinde var
olan senil plaklar ve NFY eslik eder. AH’ dan daha az olsa da normal yasli bireylerin %
60’ min beyinde senil plaklar gozlenmistir. Yapilan bir ¢alismada 60 hasta olmayan
normal yaslt bireylerin 30’ unda hipokampusda, 12’ sinde temporal kortekste senil
plaklara rastlanmistir. Bu yiizden erken donem AH ile normal yasl bireylerin post-
mortem beyin incelemesinde hastalig1 ayirt etmek miimkiin degildir (39).
AP birikimi 60 yasindan kiigiik normal bireylerde nadir goriiliirken, 60 yasindan biiytlik
normal bireylerde AP birikimi gozlenebilir. AH’ da goriilen glikoz metabolizmasinda
bozulma, mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, inflamatuvar reaksiyonlar, AH
olmayan normal saglikli yash bireylerde goriilen sorunlardir. Tiim bu bilgiler g6z 6niine
alimarak AH’ &1 i¢in yaslilikta birlikte goriilen norolojik sorunlarin yogunlasmis hali
veya daha cabuk ortaya ¢ikan yashilik tablosu gibi bir degerlendirme yapmak yanlis
olmaz (40).
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2.1.2.6. Kolinerjik Hipotez

Bilissel siireglerde 6nemli yeri olan kolinerjik sistem, kortikal sinir devrelerinin
yapisinda ve fonksiyonunda anahtar rol oynar. Ug major kolinerjik sistem merkezi sinir
sisteminde beynin cesitli bolgelerine projeksiyon yapar. Birincisi nukleus bazalis
Meynert, serebral korteks ve hipokampusa projeksiyon yapar. Ikincisi pedunkulo pontin
nukleus pars kompakta; 6n beyin, talamus gibi subkortikal bolgelere projeksiyon yapar.
Uciinciisii  striatumdaki intrensek kolinerjik sinirlerdir. Kolinerjik hipotez AH
hastaliginin sebebini agiklamaya yonelik ilk ve en eski hipotezdir. 1980 yilinda yapilan
caligmalarda AH beyinlerinde asetilkolin kaybi oldugu gosterilmistir. Devam eden
baska c¢aligmalarla birlikte, serebral kortekste asetilkolin transferaz azalmasini ve
hastaligin ileri donemlerinde saglikli bireylere gore serebral kortekste % 30-50 oraninda
asetilkolinesteraz azalmasi oldugu gosterilmistir. AH> da Meynert niikleus, kortekse ve
hipokampusa uzanan kolinerjik néronlarin hasara ugradigi rapor edilmistir. AH’ da daha

cok nikotinik kolinerjik ndronlarin hasara ugradig: gosterilmistir (4, 41).

2.1.2.7. Glutamaterjik Noronlar

Glutamat; sinaptik iletisim, noronal biiylime ve farklilagsma, sinaptik plastisite,
o0grenme ve bellek olusumu gibi fonksiyonlar1 olan merkezi sinir sisteminin major
eksitatdr norotransimitteridir. Sinapslardaki glutamat konsantrasyonu ile kimyasal uyari
sinir impulslarina doniistir. Presinaptik ndronlarda glutamat vezikiillere depo edilir ve
sinir depolarizasyonu ile birlikte postsinaptik ndronlar1 uyarir (42). Eksitotoksisite,
yiiksek glutamat salinnmi nedeniyle asir1 uyar1 olusarak ndronlar1 Oliime gotiiren
stirectir. Glutamatin reseptoriiniin iyonotropik ve metobotropik olmak iizere iki ailesi
vardir. Iyonotropik olanlar N-methyl-D-aspartate (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionate (AMPA) ve kainat (KA) reseptorleri olmak iizere 3
farkli reseptorii vardir. Bu reseptorlerin asir1 uyarilmasi hiicre i¢i kalsiyum seviyesini
artirarak serbest radikal salinnmina, mitokondriyal disfonksiyona, intraseliiler sinyal
kaskadina, kalsiyum bagimli enzim aktivasyonuna neden olarak hiicre 6liimiine gétiiren

stireci tetikler (43).
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2.1.2.8. Prion hipotezi

Prion hastaliklarinin insanlarda iyatrojenik bulasma sekli tibbi ve cerrahi
islemler sonucunda gerceklesir. Ilk belirlenen iyatrojenik bulasma kisa boylular tedavi
etmek amaciyla kadavralarin hipofiz bezinden elde edilen biiyiime hormonunun
kullanilmasiyla ortaya ¢ikan Creutzfeldt—Jakob Hastaligidir. Bu hastalifi olan 36-51
yasindaki kisilerde yapilan otopsi sonucunda beyinde gri madde ve damarlarda AP
birikimi goriilmiistiir. Bu kisilerde AH’ na genetik yatkinlikta goriilmemistir (44). AP
proteininin de prion gibi davrandigi, kendini cogaltabildigi gosterilmistir. Farkh
sterilizasyon yontemlerine bile direngli oldugu ve bulasict olabilecegi rapor edilmistir

(45).

2.1.3. Alzheimer Hastaliginin Tanisi

Alzheimer hastaliginin klinik tanisi i¢in belirlenen ve yaygin olarak kullanilan
iki tanm1 Olciitii bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi, Ulusal Nérolojik ve Iletisim
Hastaliklar1 Enstitiisii ve Inme-Alzheimer Hastalig1 ve iliskili Hastaliklar Dernegi
(NINCDS-ADRDA) tarafindan gelistirilen tan1 6l¢iitii, digeri ise Tanisal ve Sayimsal El
Kitab1 (DSM) olgiittidiir (Tablo 2.1). Bu dlgiitlerden faydalanirak hastada 6grenme ve
bellek bozuklugunun olup olmadigi, afazi, apraksi, agnozi, yonetsel islevlerde
(planlama, organize etme, siralama, soyutlama gibi) bozuklugun goriiliip goriilmedigi
ve merkezi sinir sistemi (MSS) ile iligkili bagka bir patoloji bulunup bulunmadig1 gibi
degerlendirmeler yapilmakta ve AH tanis1 konulabilmektedir. Baska olasi nedenleri
eleyebilmek ve Alzheimer tipi demansi diger beyin patolojilerinden ayirabilmek
amaciyla bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goriintiileme, pozitron emisyon
tomografi ya da tek foton emisyon tomografi gibi cesitli goriintiileme yontemlerinden
yararlanilmaktadir.  Biligsel degisikliklerin  etyolojisini  aragtirmada  yardimci
noropsikolojik testler, olas1 mutasyonlar ig¢in genetik testler ve biyo-isaretleyicilerle
yapilan c¢alismalar teshise yonelik diger yaklasimlar arasinda yer almaktadir. Buna
ragmen, AH’ nin kesin tanisi, ileri derecede demans bulgular1 olan hastalara yapilan
biyopsi ya da otopsi sonucunda AH’ na 0zgii patolojik bulgularin goriilmesi ile
konulabilmektedir. Kullanilan tani o6lgiitleri ve laboratuvar analizleri kesin tani
koyamamakta, ancak olast AH’ nin tanisinin konulmasina yardime1 olmaktadirlar (14).

AH kesin tanis1 patolojik incelemeler sonucunda konulsa da klinik tani Olgiitlerinin
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kullanim1 ile konulan olast AH tanis1 patolojik tanilarla %80-90 korelasyon

gostermektedir (37, 46).

2.1.4. Alzheimer Hastaliginin Belirtileri

2.1.4.1. Bilissel bozukluk

Epizodik bellek yeri ve zamani belli olan yasanmis olaylar1 kapsar. AH’ da en
erken norofibriler degisiklikler, beynin epizodik bellek i¢in dnemli ndronal baglantilarin
bulundugu temporal lobta (hipokampus, entorhinal korteks gibi) gergeklesir. Yeni
bilginin Ogrenilmesi ve hatirlanmasiyla ilgili bozulma bu boélgelerdeki noronal
kayiplarla ilgilidir. Orta siddette demans gelisen Alzheimer hastalarinda cisimleri
tanimada zorluk (agnozi), kaydedilen kelimenin anlamini bilme ve kazanilmis bilgiyi
kelimelere dokme konusunda zorluk cekerler. Ipucu verildiginde hatirlayabilirler.
Konusmada akicilik, problem ¢ézme yetenekleri bozulur (47). Hastalar yer ve zaman
kavramlar ile iliskili olarak zihinsel karmagiklik yasamaya baslamiglardir. Adresleri,
telefon numaralari, mezun olduklar1 okullarin isimleri gibi ©6nemli ayrintilar
hatirlamakta sikinti yasamaktadirlar. Sonradan 6grenilen ve motor beceri gerektiren
hareketleri yapma yeteneklerinin bozulmasi anlamma gelen apraksi gelismistir. Bu
evredeki hastalar banyo yapma, giyinme, tuvalete gitme, beslenme gibi giinliik
aktiviteler i¢in yardima ihtiya¢ duymaktadirlar. Siddetli bilissel zayiflik gosteren
donemde spontan konusmada, kelime bulmada zorluklar ve konusma becerilerinde
kayiplar gozlenmektedir (afazi). Hastalar giinliik aktiviteler i¢cin daha fazla yardima
ihtiya¢ duymaya baslarlar. Idrar ve diski tutmada sikint1 yasamaya baslamislardir. Cok
siddetli bilissel zayiflik gosteren donemde (ge¢ donem demans) hastalarin konusma
yetenekleri azalmis ya da kaybolur ve yutmada zorluk yasarlar. Bu evredeki hastalar

tiim giin bakima ihtiya¢ duyarlar (37).

2.1.4.2. Depresyon

Depresyon AH’ nin yaygin belirtilerindendir. Yayginlig1 ¢esitli ¢alismalarda %
24 ile 74.9 arasinda degismektedir. Alzheimer hastalarinin % 40’ 1 5 yil igerisinde
depresyon belirtisi gostermektedir. Yapilan calismalara gore AH ile depresyonun

birlikte goriilmesi hastaligin klinik seyri i¢in olumsuz bir gostergedir. Depresyon
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belirtisi gosteren Alzheimer hastalarin prefrontal korteks, temporal korteks ve pariyatal
loblardaki atrofinin depresyon belirtisi gostermeyen Alzheimer hastalarindan daha fazla
oldugu ortaya konmustur. Ozellikle AH’ da frontal ve temporal bdlgelerde beyaz
madde atrofisi gozlenmistir (48, 49).

2.1.4.3. Ajitasyon ve Agresyon

Ajitasyon ve agresyon hastalar ve onlara bakim verenler i¢in tehlikeli bir
belirtidir. Erkek hastalarda bu belirtiye daha ¢ok rastlanir. Alzheimer hastalarinda
Ajitasyon ve agresyon ile bilissel fonksiyonlarda azalma ve kendi basina hareket etmede
azalma arasinda korelasyon vardir. Saldirganlik davramisi ile psikoz arasinda da

korelasyon vardir (48, 49).

2.1.4.4. Psikoz

AH’ nin erken doneminde en az goriilen semptomdur. Depresyon gibi hastalikta
daha fazla bilissel azalma ve kotiilesmenin habercisi olabilir. Yapilan ¢calismalarda AH’

da goriilme siklig1 % 7-8” dir. Hastalik ilerledik¢e bu oran artmaktadir (48, 49).
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Tablo 2.1. Alzheimer tipi demans i¢in DSM IV tani kriterleri (46, 50).

A Bellek bozuklugu
Yeni bilgiler 6grenmede ve daha dnceden Ogrenilmis bilgileri animsama yeteneginde
bozulma
Asagidaki bilissel bozukluklardan biri ya da daha fazlasinin bulunmasi

B a-Afazi (Dil bozuklugu)
b-Apraksi (Motor islevlerde bozukluk olmamasina ragmen motor aktiviteleri yerine
getirmede bozukluk)
c-Agnozi (Duyu islevlerinde bozukluk olmamasina karsin nesneleri tantyamama ya da
tanimlayamama)
d-Yonetsel islevlerde bozukluk (Organize etme, siraya koyma, tasarlama, soyutlama)

C Kognitif bozukluklarin kisinin toplumsal, sosyal ve giinliik islevselliginde bozulmaya ya
da onceki islevsellik seviyesinde azalmaya sebep olmasi

D Yavas, sinsi ve siirekli bir ilerleyici kognitif azalma
Hasta deliryum tablosunda olmamali

F Hastanin klinik durumu baska merkezi sinir sistemi hastaliklar1 (inme, Parkinson vs.)

acgiklamamali

2.1.5. Alzheimer Hastahiginin Tedavisi

AH’ nin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Hastaligin kesin tedavisi
yoktur. ila¢ uygulamalar1 daha ¢ok semptomlar: hafifletmeye yoneliktir. Bu amagla

NMDA antagonisti memantin ve Asetilkolinesteraz inhibitorleri kullanilmaktadir (3).

2.1.5.1. Memantin

Glutamaterjik sistemi etkileyen N-metil-D- aspartat (NMDA) reseptor
antagonistidir. NMDA reseptorlerinin blokaji 6grenme siirecinde bozulmaya neden
olurken, asir1 aktivitesi 6grenmede bozulmaya, bir sonraki adimda ise norotoksisiteye
neden olmaktadir. Bundan dolayr glutamaterjik sistem homeostasisi ¢ok 6nemlidir. AH’
da NMDA reseptorleri asirt aktivite gosterir. Klinik denemelerde memantin disindaki
diger NMDA antagonistlerinin daha fazla yan etkisi oldugu goriilmiistiir. Memantine
NMDA reseptorlerine kars1 yarigmasiz olarak baglandigindan ve afinitesi daha diistik

oldugundan yan etkisinin de daha az oldugu gozlenmistir (51).
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2002 yilinda AH tedavisi i¢in kullanimi onaylanmistir. AH’ da uzun siireli
bellek olusumundaki bozulmanin NMDA sinyalindeki bozulmayla iligkili oldugu
gosterilmistir. Glutamat uyarisini bloklayarak hiicre i¢i patolojik kalsiyum yiikselmesini
onler. Yapilan ¢alismalarda hafif ve orta biligsel bozulma gosteren AH’ da memantin
bilissel bozulmadaki kotiiye gidisi yavaslattigi goriilmiistiir. Ayrica bellek ve dil
bozukluklar1 iizerinede etkli oldugu gozlenmistir. Yar1 omrii 60-100 saattir. Bas
donmesi en yaygin yan etkisi olmakla birlikte bas agrisi, uykusuzluk, kabizlik,

hipertansiyon gibi yan etkileri de vardir (52).

2.1.5.2. Asetilkolinesteraz Inhibitorleri

Donepezil, galantamine ve rivastigmine Kkolinesteraz inhibisyonu ile
sinapslardaki asetilkolin yikimini1 azaltir. Insanda iki major kolinesteraz formu
bulunmaktadir. Bunlardan birisi Asetilkolinesteraz (AChE) digeri bitiirilkolinesteraz
(BuChE)’ dir. Periferde BuChE aktivitesi fazla iken, MSS’ de AChE’ nin aktivitesi
fazladir. AChE ‘nin baslica fonksiyonu asetilkolini asetat ve koline parcalamaktir.
AChE asetilkolin i¢in yiiksek secicilik gosterirken, BuChE farkli néroaktif peptitler
butirilkolin, suksinilkolin, organofosfatlar ve kokain gibi ekzojen maddeleri metabolize
edebilir. AH> da AChE aktivitesi azalirken, BuChE aktitesi degismez hatta artabilir.
Giliniimiizde 3 farkli farmakolojik 6zelligi bulunan kolinesteraz inhibitorii
kullanilmaktadir (53). Donepezil yarismasiz olarak, hizli, reversible AChE’ 1 BuChE’
den 300 kat fazla secici olarak inhibe etmektedir. Galantamine de reversible ve
yarismali olarak AChE’ yi BuChE’ den 50 kat daha secici olarak inhibe etmektedir. Ek
olarak galantamine nikotinik asetilkolin reseptorlerini modiile ederek kolinerjik
aktiviteyi artirir. Rivastigmine AChE ve BuChE’ yi 3,5 saatten 8,5 saate kadar inhibe
eder. Bu ozelliginden dolay1 yarilanma 6mrii bitene kadar inhibitor etkisi devam eder.
AChE ve BuChE inhibisyonunu benzer oranlarda gerceklestirir. AH’ da AChE
aktivitesi azaldigindan ek BuChE inhibisyonu faydali olabilir. Rivastigminin diger bir
avantaji AH’ dan daha ¢ok etkilenen korteks ve hipokampus i¢in daha fazla bolgesel
AChHE inhibisyonu saglar. Bunlardan bagka rivastigminin diger kolinesterazlara gore
daha az kas kramp1 yaptig1 gozlenmistir. Bu 3 asetilkolin esteraz inhibitorleri yan etki
bakimindan kiyaslandiginda donepezilin yan etkisinin diger ikisinden daha az oldugu

gozlenmistir. Yapilan in vitro ve in vivo caligmalarda asetilkolinesteraz inhibitorleri
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sadece sinapslarda asetilkolin konsantrasyonunu artirmakla kalmayip AP birikimini
azaltt1g1 ve biligsel fonksiyonlardaki bozulmay1 geciktirdigi gosterilmistir (52).

Donepezil 1997 yilinda AH tedavisi i¢in onay almistir. Hafif ve orta siddetli
biligsel bozulmayr diizenlemek icin kullanimi tavsiye edilmistir. 12-24 haftalik
kullanim1 sonucunda hafif ve orta siddetli biligsel bozulmay1 diizelttigi bildirilmistir.
Yarilanma omrii 70 saat olup oral olarak alinir. Yorgunluk, bulanti, kusma, diare ve kas
kramplar1 gibi yan etkileri vardir.

Rivastigmine 1998 yilinda AH tedavisi i¢in onay almistir. Yar1 omrii 1-2 saat
olup AChE inhibisyonunu 10 saat boyunca gerceklestirir. Bu ylizden giinde 2 defa
alinmas1 gerekir. Bulanti, kusma, karm agrisi, bas donmesi, bas agris1 gibi yan etkileri
vardir.

Galantamine 2000 yilinda AH tedavisi i¢in onay almistir. Yar1 Omrii 7-8 saattir.
En yaygim yan etkileri; bulanti, kusma, diare olup daha az goriilen yan etkileri ise;

titreme, anoreksiya, bag donmesi, kilo kaybi, karin agrisidir (54).

2.1.6. Alzheimer Hastahig1 Deney modelleri

AH’ nin tedavisine yonelik yeni ilaglar gelistirmek, hastaligin fizyopatolojisine
yonelik genlerin ve proteinlerin arastirilmasi; bilissel, norokimyasal, ndropatolojik
degisikliklerin anlagilmasi i¢in c¢esitli deney modelleri olusturulmustur. Bu deney
modelleri AH’ mi1 genetik, biyokimyasal, ndrolojik olarak taklit etmeye yonelik

uygulamalardir (55).

2.1.6.1. Yash Hayvan Modelleri

Yash hayvan modeli kemirgenler, kopek, primat gibi hayvanlarda uygulanan
yontemdir. Dopaminerjik ve glutamaterjik sinirler bu modelde etkilenebilir. Yash
rhesus maymunlarin parahippokampal girus, hippokampus, inferior temporal korteks,
ventromedial prefrontal korteks, medial talamus ve bazal 6n beyin kolinerjik
sistemlerinde olusan hasarlara bagli olarak ciddi bellek problemleri olustugu
goriilmiistiir. Yashh maymunlar senil plaklar, difiiz AB-40 ve 42 birikmeleri, NFY ve
ndron kayiplari1 AH’ na benzer sekilde sergilerler (56, 57).
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2.1.6.2. Kolinerjik Fonksiyon Bozuklugu Esasina Dayanan Modeller

AH’ da kolinerjik noronlarda harabiyet oldugu bilinmektedir. Bilissel
fonksiyonlardaki kayiplarla kolinerjik néron harabiyeti arasinda iligki vardir. Hayvan
beyinlerinde kolinerjik hasar yapan cesitli girisimlerle bilissel fonksiyonlardaki
bozulma taklit etmeye ¢alisilmistir. Elektrik akimi ile yapilan néron harabiyeti, beyinin
belli bolgelerine kesi yaplmasi, lateral ventrikiile klonik asit verilmesi, Scopolamine
beyin i¢ine uygulanmasi kolinerjik ndronlarda hasara neden olmaktadir. Bu deney
modelleri her ne kadar kolinerjik ndéron hasar1 yapsa da AH’ nin patogenezinde

meydana gelen NFY ve AP olugsmunu taklit etmemektedir (56, 57).

2.1.6.3. Beyin i¢i Amiloid Beta Uygulanmasi

AP plaklar AH’ nin karakteristigidir ve beyin i¢ine AP enjeksiyonu veya
inflizyonu seklinde yapilan bu uygulama bellek olusumunda bozulma ve
norodejenerasyona neden olur. 14 giin boyunca 3. Ventrikiile AP uygulanmasi
hipokampus ve korteks gibi beynin cesitli bolgelerinde AP kiimelesmesine neden
olmaktadir. AH’da beyinde olusan mikroglial aktivasyon, inflamatuvar cevap bu deney
modelinde de meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda hipokampusda asetilkolintransferaz
(ChAT) aktivasyonunun belirgin sekilde azaldig1 gdzlenmistir. Infiizyon kesildikten iki
hafta sonra biligsel fonksiyonlar normale donerken, mikroglial bozukluk ve ChAT

aktivitesinde azalma devam etmektedir (56, 57).

2.1.6.4. Intraserebroventrikiiler Streptozotocin Uygulamasi

48 saat arayla iki doz icv 3 mg/kg streptozotocin (STZ) uygulamasinin AH’ na
benzer olarak bellek bozukluguna neden oldugu bildirilmistir. STZ’ nin bu etkisi
hiperglisemiye neden olmasma bagl olarak gelisir. Icv STZ uygulamasi; ndronal
hasara, tau hiperfosforilizasyonuna, AP kiimelesmesine, reaktif oksijen tiirlerinin
iiretilmesine, malondialdehit (MDA) artisina, insulin benzeri biiylime faktorii bir (IGF-
1) reseptorii gibi insulin sinyaliyle iliskili gen ifadelerinin azalmasina neden olur. Bu
modelin avantaji sporadik insan AH’ nin bazi patolojileriyle yakin benzerlik
gostermesidir. Yapilan ¢alismalarda icv STZ uygulamasi hiicresel enerji kaynaklari olan

ATP ve kreatin fosfat seviyesini azaltarak korteks ve hipokampusda glikolitik enzim
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aktivitesini azaltirlar. Sonug¢ olarak beyin enerji metabolizmasi ve asetil koenzim A
sentezi azalir. Hipokampusda ChAT aktivitesi azalir ve beyinde AChE aktivitesi artar.
Dolayisiyla asetilkolin seviyesi azalir. Ek olarak beyinde atrofi, mitokondriyal
disfonksiyon, noroinflamasyon, apopitoza neden olur. Bu modelin dezavantaji STZ

uygulama sonras1 hayvanlarda 6liim oraninin yiiksek olmasidir (58).

2.1.6.5. Kolsisin ile Olusturulan Model

Kolsisinin kolinerjik néronlarda kayip, bellek defisiti, norotoksik etkisi vardir.
Korteks, hipokampus, kaudat niikleusda; serotonin, dopamin, norepinefrin seviyesinde
azalmaya neden olur. Ayni1 zamanda oksidatif strese ve lipit peroksidasyonuna neden
olur. Kolsisinin kortekste glutamat seviyesini yiikselterek Ca' bagli enzim
aktivasyonuna neden olur. Bu modelin yiiksek mortaliteye neden olmasi, kilo kaybi,

diare dezavantajidir (56, 57).

2.1.6.6. Agir metallerin uygulanmasi ile olusturulan model

Fakli ¢alismalarda demir, bakir, krom, ¢inko reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimine neden oldugu gosterilmistir. Cinko uygulamasi1 Af dimerizasyonuna neden
olur. igme suyuna aliiminyum katilmasiyla olusturulan modelin tau kiimelesmesine,
noronal fonksiyon kaybina, AP metabolizmasinda bozulmaya neden oldugu

gosterilmistir (56, 57).

2.1.6.7. Transgenik Modeller

PDAPP model: AH igin gelistirilen ilk transgenik model farelerde
gelistirilmistir. Bu modelde kalitsal AH ile iligkili APP V717F mutasyonu sifreleyen bir
insan APP mini geni tasiyan fareler (PDAPP fareler) olusturulmustur. PDAPP farelerin
beyinlerinde AH’ da gozlenen ekstraselliiler nitelikli tiyoflavin S-pozitif AR birikimi,
norotik plaklar, sinapslarda, astrositlerde ve mikroglialardaki kayiplar meydana
gelmektedir. AP plak gelisimi 6-9 aylikken gelisir (59).

Tg2576 model: Tg2576 model fareler ¢ift mutasyon ge¢irmis insan APP695
ekspresyonu yapilmis bir diger transgenik Alzheimer modelidir. Bu genetik yapi

Ozellikle erken baglayan bir AH tipinde goriilir. TG2576 transgenik farelerde
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hipokampus CAl bolgesinde ndronal kayip, Ogrenme bozuklugu, AB ve APP
ekspesyonunda artma meydana gelir (59).

ApoE modeli: AB kiimelesmesi ve klirensinde 6nemli rol oynayan ApoE AH’
nin patogenezinde 6nemli rol oynar. ApoE’ nin €4 aleli AH’ nin gelisimi i¢in 6nemli bir
risk faktoriidiir. Birden fazla ApoE modeli vardir. Bunlardan biri Tg2576 x ApoE fare
modeli, digeri Pdapp % ApoE fare modeli olan modellerin her ikisinde de beynin ¢esitli
bolgelerinde AP plaklar olusumu goriiliir (57, 60).

Presenilin transgenik model: 4. kromomda PSEN1 mutasyonu ailesel AH’ nin
en sik sebebidir. Bu transgenik fare modelinde AH’ nin karekteristigi olan plak iiretimi,
sinaptik fonksiyon kaybi, bellek bozuklugu meydana gelir. PSEN 1 mutasyonu AP 1-42

liretiminin artmasina neden olur (60).

2.1.6.8. Okadaik Asit ve Okadaik Asit ile Olusturulan Alzheimer Modeli

OKA koken olarak Halichondria okadai ve Halichondria melanodocia’ dan izole
edilen lipofilik dogal bilesiktir (61). OKA ilk olarak epitel hiicrelerde hasar, barsaklarda
stvi birikimi ve hatta yiiksek dozlarda oliime neden olan bir enterotoksin olarak
tanimlandi. Oral alinmasinin farelerde immiinotoksik etkiye yol agtig1 goriilmiistiir (62).
In vivo calismalarda oral alimdan sonra ¢esitli organlarda sekil ve fonksiyonel
degisiklikler gdzlenmistir. Intravendz uygulandiginda karaciger iizerinde yiiksek toksik
etki ve hiicre iskeletinde bozulma meydana gelmektedir. Farelerde deriye
uygulandiginda irritasyon meydana gelmistir. Yapilan ¢aligmalarda antimitotik etkisinin
oldugu, deri, mide, karaciger gibi ¢esitli organlarda tiimor olusumunu tesvik ettigi rapor
edilmistir. Yaklasik 25 y1l 6nce OKA’ nin potent bir protein fosfataz inhibitorii oldugu
anlasilmistir. Memelilerde PP2A ve PPlolarak iki major ser/Thr protein fosfataz vardir.
OKA PPl ve PP2A’ y1 giiglii sekilde inhibe eder. OKA hiicre zarindan kolaylikla
gecebilir ve geri donilisiimlii olarak protein defosforilizasyonunu bloklar (63).

Aminoasit zincirine geridonlisimlii olarak fosfat gruplar1 eklenmesi olan
fosforilizasyon hiicre i¢i sinyal, protein sentezi ve azalmasi, apopitoz gibi hiicresel
olaylar i¢in gereklidir. OKA, PP2A/PP1 inhibisyonunu gergeklestirdigi i¢in bu hiicresel
stireclerin arastirilmast agisindan uygun bir bilesiktir.

Alzheimer hastaligi olanlarin  %20-30’nunun beyinlerinde bu protein
fosfatazlarin aktivitesinin azaldig1 rapor edilmistir. PP2A memeli beyninde en 6nemli

serin/treonin fosfotazdir. PP2A mikrotiibiillerde tauyla birlikte lokalize olur. Tauyu
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defosforile eden en aktif protein fosfotazdir. AH’ da ekspresyonu ve aktivitesi diigiik
bulunmustur. PP2A inaktivitesi hiperfosforile tau olusumuna ve bunun sonucu olarak

NFY olusumuna neden olur (29).

2.1.6.9. Okadaik Asitin Norodejeneratif Etkisi

OKA’ nin hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda doz bagimli olarak apoptotik etkisi
oldugu gosterilmistir (64). Insan ndroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerine uygulanmasi L-
tipi voltaj duyarli kalsiyum kanallarim1 aktive ederek tau fosforilizasyonuna neden
oldugu rapor edilmistir (65). Tau mikrotiibiil iligkili proteindir. Mikrotiibiil
stabilizasyonunda, aksonal transportta ve ndronal biiylimede 6énemli rol oynar. AH’ nin
en Onemli karakteristik 6zelligi olan NFY yapist bozulmus hiperfosforile olan tau
proteinlerinden meydana gelir. OKA uygulamasi PP2A inhibisyonu yoluyla tau
hiperfosforilizasyonuna ve yine ayni yolla GSK-3f inhibisyonuna neden olur. OKA’ nin
intra-hipokampal enjeksiyonunun bellek bozulmasina, tau fosforilizasyonuna ve AP
plaklara benzer yapilarm olusumuna neden oldugu bildirilmistir (66). Icv OKA
uygulamasinin  AH’ nin patolojisinde var olan asetilkolin azalmasina, nikotinik
asetilkolin reseptor ekspresyonunun bozulmasina, kolinerjik fonsiyon bozukluguna
neden oldugu bildirilmistir (67). Siganlara Icv olarak OKA uygulanmasi bilissel
fonksiyonlarda bozulma, beynin ¢esitli bolgelerinde oksidatif hasara neden olarak MDA
seviyesinde artig, glutatyon seviyesinde azalma, antioksidan enzim aktivitesinde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (9). Baska c¢alismalarda da siganlara Icv
uygulanmasinin beyin dokusunda TNF-a, IL-1f artisina neden olarak néroinflamasyona
neden oldugu gosterilmistir (68).

Tiim bu etkileri dikkate alindiginda OKA uygulamasi tau fosforilizasyonu, NFY
olusumu, AP olusumu, kolinerjik sistemde bozukluk, GSK-3f inhibisyonu, serbest
radikal iiretiminde artis ve oksidatif stres, mikroglial aktivasyon ve noroinflamasyon,
mitokondriyal disfonksiyon, biligsel fonksiyonlarda bozukluk gibi AH nin karekteristigi
olan birgok patolojiyi taklit ettigi goriilmektedir (Sekil 2.5). Icv olarak bilateral 200 ng
OKA uygulamasindan 14 giin sonra bilissel bozuklukla birlikte diger tiim patolojiler
ortaya ¢ikmaktadir (69).
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Sekil 2.5. icv okadaik asit uygulamasiyla AH patogenezi arasindaki benzerlik (Kamat
ve ark. Degistirlerek) (69).

2.2. N-(p-amylcinnamoyl) Anthranilik Asit

Kati, beyaz goOriinlimlii, molekiill agirligi 337.40 kilodalton olan N-(p-
amylcinnamoyl) anthranilik asit (ACA), kimyasal olarak 1974’ de tanimlanmistir.
Kimyasal ismi 2-[3-(4-Pentylphenyl)prop-2-enoylamino] benzoic acid ve molekiiler
formili (Sekil 2.6) C,H23NO;3 olan ACA; Dimetil siilfoksit (DMSO) ve etanolde
¢cOziinebilen ve oda sicakliginda uzun siire saklanabilen bir bilesiktir (70). ACA ilk
olarak l16kotrien C4 and D4 antagonisti olarak bronkokonstriksiyon etkisiyle tanimlandi
(71). PLA; inhibisyonu gergeklestirdigi anlasilan ACA’nin; PLA; inhibitor aktivitesi
yaninda daha sonra pankreas adaciklarinda glikoz ile gergeklesen insiilin salgisini
antagonize ettigi rapor edilmistir (72). Sonraki yillarda ACA’ nin TRPM2 kanalini

inhibe ettigi gdsterilmistir.
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TRPM2 kanala bagli olarak hiicre i¢i enzim domaini olmasi nedeniyle farkli bir
iyon kanalidir. TRPM2 kanallarinin biyolojik fonksiyonunu anlamak i¢in potansiyel
blokerler kesfedildi. imidazole ajanlar clotrimazole ve econazole (73) ve antranilik
asitten koken alan flufenamik asit (FFA) ve ACA TRPM2 inhibitorleri olarak
tanimland1 (74). ACA ayn1 zamanda TRPC6 ve TRPM2 kanaliyla yakin iligkili olan
TRPMS kanalin1 inhibe ettigi gosterilmistir; ancak TRPC6 kanali lizerindeki inhibitor
etkisinin daha zayif oldugu bildirilmistir (11).

Iz

H.C HO o

N-(p-amylcinnamoyl)
anthranilic acid (ACA)

Sekil 2.6. N-(p-amylcinnamoyl) anthranilik asit’in molekiil yapisi (75).

TRPC6 kanali nonselektif Ca' katyon kanalidir. Ca™ gegirgenligi, Na
gecirgenliginden 16 kat fazladir. Diagilgliserol (DAG) ikinci habercisi tarafindan aktive
edilir. Akciger, plasenta, dalak, overlerde yiiksek ekspresyon oranina sahipken beyinde
ekpresyonu diigiiktiir. Ayrica 6zafagus, myometrium, akciger, kolon mide gibi
organlarin diiz kaslarinda da bulunur. Fizyolojik rolii bilinmeyen bu kanalla ilgili
caligmalar daha ¢ok diiz kas, akciger, immiin sistem ve kardiyovaskiiler sistem {izerine
yogunlasmistir (76).

Transient receptor potential melastatin 8 (TRPMS ) ekspresyonu en yiiksek
prostat dokusunda olmak {izere testis, vaskiiler doku, akciger, uterus, plesanta,
karaciger, deri ve goézde bulunur. Periferik sinir sinir sisteminde deri ve mukozada

inerve olan 1sitya duyarli sinir sonlanmalarinda, dorsal kok ve trigeminal ganglion
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primer duysal sinirlerdevarligi gosterilmistir. TRPMS’ in fizyolojik roliiniin, duysal
sinir sonlanmalarinda agr1 ve soguk duyusu ilgili olduguna dair bilgiler mevcuttur. Bu
kanal soguk duyusuna bagli olarak ve ayni zamanda mentol tarafindan aktive edilir.

Non-selektif katyon kanalidir. Na" gegirgenligi, Ca™" gegirgenliginden fazladir (77).

2.3. Fosfolipaz A, ve Norodejenerasyon

PLA, membran fosfolipitlerini serbest yag asitlerine ve lizofosfolipitlere
dontistimiint katalizler. PLA,’ nin 3 farkli alt tipi vardir. Bunlardan ilki ekstraseliiler
Ca'"" salnimm saglayan sPLA,, ikincisi sitozolik Ca’" konsantrasyonunu diizenleyen
cPLA,, ii¢iinciisii ise intraseliiler Ca™" konsantrasyonunu diizenleyen iPLA,’ dir. In
vitro c¢alismalarda PLA; inhibisyonunun APP salimmim azaltirken, PLA,
aktivasyonunun APP salimimini arttirdigi goriilmiistiir (78). Beyin iskemisinde PLA,
inhibisyonunun ndronal Sliimii azalttigi bildirilmigtir. Omurilik yaralanmalarinda ise
PLA,; aktivasyonu gerc¢eklesirken; PLA; inhibisyonunun ndron 6liimiinii azalttig1 ortaya
konmustur (79).

PLA; inhibitorlerinin AP ile olusan ROS iiretimini azalttig1 rapor edilmistir.
Astrositlerin inflamatuvar sitokin salinimiyla birlikte PGE2 iiretimine, COX, artigina
neden oldugu ve bu siirecin PLA; sinyal yolagiyla gerceklestigi anlasilmistir. Cesitli
noroinflamatuvar siireclerde de PLA; gen ekspresyonunu arttig1 gozlendigi gibi AH’ da
hipokampusda PLA; gen ekspresyonunun artig1 bildirilmistir (14). Yapilan in vitro ve in
vivo ¢aligmalarda PLA, inhibisyonunun total ve fosforile tau proteini seviyesini azatlig
ortaya konmustur (12). PLA, aktivasyonu néroinflamasyonun altinda yatan yolaktir.

Bir¢ok norodejeneratif hastaligin patolojisinde de bu yatmaktadir (13).

2.4. TRPM2 Kanallar1 ve Norodejenarasyon

Transient receptor potential (TRP) kanallar1 ilk olarak 1998 yilinda Drosophila
tiirli sirke sineklerinin goz hiicrelerinde bulunmustur. TRP kanallar1 gorme, isitme, tat,
dokunma, sicaklik, ozmolarite gibi duyular ile ilgili fonksiyonlar1 vardir. TRP kanallar1
hiicrelerin lokal ¢evresel degisikliklerine duyarlidir.

Yapilan aragtirmalar neticesinde TRP kanallarinin memelilerde 6 alt aileden
olustugu bulunmustur. Bunlar; TRP cononcial (TRPC), TRP vanilloid (TRPV), TRP
melastatin (TRPM), TRP mukolipin (TRPML), TRP polisistin (TRPP), TRP ankirin
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(TRPA)’ dir. TRPM, 8 farkl alt kanal gruba, TRPC 7 farkli alt gruba, TRPV 6 farkli alt
gruba, TRPML 3 farkli alt gruba, TRPP 3 farkl alt gruba, TRPA ise 1 farkli alt gruba
sahiptir.

Bu kanallarin birgogu tek bir iyon kanalina gecirgen olmayan non-selektif
kanallardur. Istisnai durumlar olmakla beraber Na* ve Ca*>a ayni anda gegirgen olan bu
kanallardan 6zellikle, TRPM4 ve TRPMS tek degerlikli katyonlara, TRPM6 ve TRPM7
Mg™?’a, TRPV5 ve TRPV6 Ca™>’a, TRPV1, TRPML6 ve TRPP3 ise H e gecirgendir
(80, 81).

Kanalin N-terminal ve C-terminal olmak iizere iki ucu bulunmaktadir. Bu iki u¢
ile beraber transmembran segmental gec¢is bolgesi kanalin temel yapisim
olusturmaktadir. TRPM2, TRPM6 ve TRPM?7 kanallar1 hem iyon kanali hem de ayni
proteinde enzimatik aktivite icermektedir.

TRPM2 kanallarinin en onemli 6zelligi C-terminal iizerinde bulunan nudix
bolgesidir (Sekil 2.7). Bu bolgede, ADP ribozdan AMP ve Riboz 5-fosfat olusumunu
katalizleyen ADPR pirofosfataz enzimi bulunmaktadir (82). TRPM2 Ca™ ve Na'
gecirgen nonselektif katyon kanalidir. TRPM2; ADPR, hidrojen peroksit (H,O,)
tarafindan aktive edilir ADP-ribozun kaynagi hiicre zarindan nikodinamid adenin
diniikleotid (NAD")’ i subsrat olarak kullanan CD38’ dir (83). ADPR baglanmasiyla
TRPM2 kanal1 agilir. ADPR TRPM2 sinyali yoluyla hiicre ici Ca”™ miktarin1 diizenler
(84). TRPM2 katyon kanali kemik iligi, dalak, kalp, 16kosit, karaciger ve akcigeri
kapsayan bircok dokuda genis dagilim gosterirken; merkezi sinir sisteminde ise
ozellikle hipokampus, serebral korteks, talamus, orta beyinde genis dagilim
gostermektedir (85).

TRPM2 metabolik ve oksidatif stres sensoriidiir. Yapilan ¢aligmalarda oksidatif
stresin ADPR diizeyini artirarak dogrudan veya dolayli olarak TRPM2 kanallarini
uyardiklar1 bildirilmistir (86, 87). Ca” homeostazini diizenleyen ¢esitli modiilatorler
Alzheimer, Parkinson, huntington hastaligi gibi noérodejeneratif hastaliklarda Ca'™
seviyesindeki diizensizliklerde potansiyel faktorlerdir. TRPM2 kanallar1 araciligiyla Na "
ve Ca" ‘nmn hiicre igine girisi boylelikle depolarizasyon olusumunu tesvik etmesi,
sitozoldeki Ca' seviyesini artirmasi ve merkezi sinir sisteminde genis dagilim
gostermesi; norodejenaratif hastaliklarin tedavisi i¢gin TRPM2 kanallarin1 hedef
yapmaktadir (88). Aym1 zamanda H,O, ‘in L- tipi Ca" kanallarim1 da aktive ettigi
bildirilmistir (89). Bari ve ark. yaptig1 in vitro ¢alismada H,O, ile TRPM2 kanallarinin

aktivitesinin artarak hiicre ici kalsiyum Ca™" seviyesinin arttigi ve ACA uygulamasiyla
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TRPM2 kanallarmin inhibe olarak hiicre igi Ca™" seviyesi azaldigi bildirilmistir (90).
Baska bir in vitro ¢alismada kardiyomiyosit hiicrelerinin TNF-a ile inkiibe edilmesiyle
TRPM2 kanallarinin aktive oldugu ve mitokondriyal ROS artis1i  gorildigi
bildirilmistir. ACA uygulamasinin ise TNF-a’ ya bagli TRPM2 kanal aktivasyonunu
inhibe ettifi ve aym1 zamanda mitokondiyal ROS iiretimini azalttigi rapor edilmistir
91).

Fonfria ve ark. yaptig1 in vitro ¢alismada AP ve H,O; uygulanan primer striatal
hiicre kiiltiirinde TRPM2 kanalarinin inhibe edilmesi hiicre ici Ca™ miktarmi azalttig
ayn1 zamanda AP ve H,O, bagl hiicre dliimiinii de azalttig1 goriilmiistiir (92). Isaev ve
ark. Yaptigi calismada TRPM2 antagonisti olan clotrimazole uygulanmasinin
hipokampal hiicrelerde oksijen eksikliginin ve glutamatin olusturdugu eksitoksititeye
bagli néronal 6liimii azalttig1 bildirilmistir (93).

Park ve ark. yaptig1 calismada AP;.40 uygulanan beyin endotel hiicrelerindeki
TRPM2 kanallarinin aktivitesinin ve hiicre i¢i Ca™ seviyesinin artign gozlenmistir.
ACA uygulamanin AP;.4’ a bagli olarak gerceklesen hiicre i¢i Ca™" seviyesindeki artist
ve TRPM2 kanal aktivitesini engelledigi gozlenmistir. Ayn1 zamanda in vivo APj.
uygulanmasina bagli olarak azalan serabral kan akimi1 ACA uygulamasi ile yiikselmistir.
Aynit caligmada AP;49 bagli gelisen noérovaskiiler disfonksiyonun TRPM2 null
hayvanlarda goriilmedigi rapor edilmistir (94). Bai ve ark. yaptig1 in vitro ¢aligmada
H,0; uygulamasiyla oksidatif hasar olusturulan piramidal ve hipokampal noéronlarda

ACA uygulamasinin bu hiicrelerdeki hasar1 dnledigi bildirilmistir (95).
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Sekil 2.7. TRPM2 kanalinin molekiiler yapisi (Clapham ve ark. degistirilerek) (96).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’
nden alinan ortalama agirliklar1 250-350 gram agirliginda 8 aylik olan Sprague-Dawley
cinsi toplam 50 adet erkek sican kullanildi. Bu ¢alismada yapilan biitiin uygulamalar
Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvani Arastirmalari Etik Kurulunun (2015-
A38 nolu) izni ile deney protokoliine uygun olarak yapilmistir. Hayvanlar 12 saat
aydinlik/karanlik periyodu olacak sekilde, 20-22 C° sicaklik araliginda, havalandirmali
ortamda tutuldu. Hayvanlarin istedikleri kadar yem ve su alabilecekleri sekilde ad-
libutum olarak bakimlar1 yapildi. Su olarak sehir musluk suyu, yem olarak standart
pellet sigan yemi kullanildi. Deneyde kullanilacak siganlar, randomize olarak
herbirinde 10 sigan olmak iizere 5 gruba ayrildi. Deneyden 3 giin 6nce tim gruptaki

hayvanlar kafes stresine aligmalar i¢in tekli kafeslere alind1 ve deney sonuna kadar tekli

kafeslerde barindirild.

3.2. Deney Gruplan

Gruplarin olusturulmasi ve uygulamalar asagida belirtildigi sekilde yapildi.
Grup 1: “Kontrol grubu” olup herhangi madde ve cerrahi islem uygulamas1 yapilmadi.
Ogrenme deneyi sonunda hayvanlar sakrifiye edildi.
Grup 2: “Sham grubu” olup lateral ventriikiile ¢ift tarafli icv olarak 10 pul yapay beyin
omurilik s1vis1 (yBOS) enjeksiyonu yapildi. intraperitonal (ip) olarak 13 giin boyunca
12 saat araliklarla ACA ¢oziiciisii dimetil siilfoksit (DMSO) enjeksiyonu yapildi. 14.
giin hayvanlar 6grenme deneyine alindi.
Grup 3: “ACA grubuna” icv olarak herhangi bir uygulama yapilmadi. Ip olarak 13 giin
boyunca 12 saat araliklarla 25 mg / kg /giin ACA (Enzo Life Sciences, New York, USA
katalog no: BML-EI178-0250) enjeksiyonu yapildi. ACA DMSO’da c¢oziilerek fosfat
tamponu (PBS) soliisyonunda diliie edildi. 14. giin hayvanlar 6grenme deneyine alindi.
Grup 4: “OKA grubuna” lateral ventriikiile c¢ift tarafli icv olarak 10 pl hacimde
yBOS’da ¢oziinen 200 ng okadaik asit (Santa Cruz Biotechnology,California, ABD
katalog no: sc 3513) enjeksiyonu yapildi. icv enjeksiyondan 14. giin sonra hayvanlar

O0grenme deneyine alindi.
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Grup 5: “OKA+ACA” grubunda lateral ventriikiile ¢ift tarafli icv olarak 10 pl hacimde
yBOS’da ¢bziinen 200 ng OKA enjeksiyonu yapildi. icv OKA uygulamasindan sonra
13 gilin boyunca 12 saat araliklarla ip olarak 25 mg /giin’kg ACAenjeksiyonu yapildi.

14. giin hayvanlar 6grenme deneyine alindi.
3.3. Deneyin uygulanmasi
3.3.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisimin Hazirlanmasi

yBOS hazirlamak amaciyla igerigi Tablo 3.1°de belirtilen bilesikler tartildi ve
500 ml steril distile su igerisinde iki farkli soliisyon (A ve B soliisyonu) hazirlandi. A ve

B soliisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak yBOS elde edildi (97).

Tablo 3.1.Yapay beyin omurilik sivisinin igerigi (97).

A soliisyonu B soliisyonu
Bilesik Miktar (g) Bilesik Miktar (g)
NaCl 8.66 Na,HPO,. 7TH,O 0.214
KCI 0.224 NaH,PO, .H,O 0.027
CaCl, . 2H,0 0.206 - -
MgClI, . 6H,0 0.163 - -

3.3.2. Ventrikiil Koordinatlariin Belirlenmesi

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sican beyin
atlasina gore belirlendi (98). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans noktasi olarak
secilen bregmadan (Sekil 3.1) 1.40 mm mediyal ve 0.8 mm posteriydr (kaudal) gidilerek
tespit edildi.
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Sekil3.2. Deneyde kullanilan stereotaksik alet, matkap ve soguk 151k kaynagi.
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Sekil 3.4. Hamilton enjektorii ile icv enjeksiyon iglemi.
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Sekil 3.5. Kafa derisinin dikilmesi.

3.3.3. Hayvanlarin Stereotaksik Alete Yerlestirilmesi

Kontrol grubu ve ACA grubu disindaki si¢anlar intraperitonal olarak 70 mg/kg
ketamin ve 8 mg/kg xylazine ile anestezi altina alindi. Anestezi altina alinan siganlarin
kafa derileri tiras edildi. Hayvanlar stereotaksik cihaza (Sekil 3.3) kulaklarindan ve agiz
kismindan kafasinin yiizeyi yere paralel olacak sekilde sabitlendiler (Rodent Stereotaxic
Instruments, Harvard Apparatus, ABD). Kafatasi derisi orta hattan, goz hizasindan
bistiiri ile kemik yap1 goriilecek sekilde kesildi (Sekil 3.3). Kemik yiizeyineki periost
tabakas1 temizlenerek ve bregma noktasinin agik bir sekilde goriilmesi saglandi.
Referans noktasi olarak belirlenen Bregma noktasindan itibaren onceden belirlenen
koordinatlara gore bregmadan 0.8mm posterior, sagital sutturdan 1.4 mm lateral ve
kafatas1 yiizeyinden 4.8 mm olacak sekilde sag ve sol lateral ventrikiiliin yeri tespit
edilerek isaretlendi. Isaretlenen nokta matkap ile duraya zarar vermedendelindi. Sham
Grubuna hamilton enjektorii (Hamilton Company Nevada USA) ile 10 pl hacimde
ventrikiil i¢ine ¢ift tarafli olarak yBOS enjeksiyonu gerceklestirildi. OKA ve
OKA+ACA gruplarma 10 pl hacimde ventrikiil igine ¢ift tarafli olarak yBOS’ da
¢dziinen 200 ng okadaik asit enjeksiyonu gerceklestirildi (Sekil 3.4). Icv enjeksiyondan
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sonra Insizyon bélgesi 3,0 cerrahi ipek iplikle dikildi ve insizyon bélgesine %10
povidon iyodin siiriilerek temizlendi (Sekil 3.5). Biitiin bu cerrahi islemler sonrasi
hayvanlar tekli kafeslere alindi. Cerrahi islemlerden sonra Sham grubuna 13 giin
boyunca ACA ¢oziicliisi DMSO (Corlo-Erba Milano, Italy) 12 saat arayla ip olarak
uygulandi. Tedavi gruplarina uygulanacak olan 250 mg’ lik flakonlarda bulunan ACA,
1 ml DMSO’ da ¢6ziildii. PBS tablet ile (Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri,
USA) hazirlanan soliisyonla 20 kat diliie edildi. ACA ve OKA+ACA gruplarma 13 giin
boyunca 25 mg /glin’kg ACA ip olarak 12 saat arayla uygulandi. 14. Giin si¢anlar

o6grenme deneyine alindi.

3.3.4. Morris Su Tanki Testi

Morris su tanki, Richard G. Morris tarafindan 1984 yilinda gelistirilmis olan,
fare ve sicanlarda uzamsal 6grenmenin degerlendirilebilmesi amaciyla olusturulan bir
diizenektir (99). Testte kullanilan deney hayvanma 4 giin boyunca hergiin 4 farklh
yonden (Kuzeydogu-NE, kuzeybati-NW, giineydogu-SE ve giineybati-SW) suya
birakilarak havuz i¢inde goriinmez haldeki platformun yeri o6gretilir. Goriinmez
durumdaki platformun yerini 6grenmek, kognitif stratejiyi kullanmay1 gerektirir (100).
Bunun i¢in denek, havuz disindaki ip uc¢larimi kullanir. 4 giin boyunca deneklerin
gosterdikleri performans, ¢alisma belleginin (working memory) degerlendirilmesini
saglar (101).

Tankin ¢apt 150 cm, yiiksekligi 60 cm ve su yiiksekligi 40 cm’dir. Tanka su
doldurma islemi yapildiktan sonra, tankin alt kisminda bulunan isitic1 c¢alistirilarak,
havuzdaki suyun sicakliginin 22 +1°C olmasi saglandi. Tank yiizey alan1 sanal olarak 4
esit kadrana boliindii (Kuzeydogu-NE, kuzeybati-NW, giineydogu-SE ve gilineybati-
SW). Kadranlardan gelisi giizel birine (hedef kadran kuzeybati-NW olarak belirlendi) ,
su yiizeyinin 2 cm altina, ¢apt 10 cm ve havuz kenarindan uzakligi 30 cm olacak sekilde
bir platform yerlestirildi. Sicanlarin suya birakildiklarinda platformu gérmemesi
amaciyla, havuzun icine toksik olmayan siyah boya (Mixol, Almanya) eklendi ve su
opak hale getirildi. Platform, siganlar iizerine ¢iktiginda kendini giivende hissetmesi ve
pengeleriyle tutunmasi i¢in lifli bir kumasla kaplandi. Platformun bulundugu yer 4 giin
boyunca sabit tutuldu.

Sekil 3.6’ da gosteridigi gibi su tankinin bulundugu test odasinda tankin

cevresine, sicanlarin mekansal konumu saptamada gorsel ipucu olarak kullanabilecegi,
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her yon icin farkli renklerde geometrik sekiller yapistirildi. Ayrica siganlarin dis ortami
gérmemesi i¢in tankin etrafina paravanlar yerlestirildi. Ortamdaki 151k ayarlar1 kontrol
edildi. Ogrenme deneyi boyunca kullanilan ipuglar1 ve onlarin bulunduklari yerler sabit
tutuldu. Testin yapildig1 tiim gilinler boyunca, dis goriiniime, ortamdaki konuma ve
kullanilan parfiim vb. kokulu kozmetik iirlinlerinin hep ayni olmasina 6zen gosterildi

(100).

Sekil 3.6. Morris su tanki ve test odasi.

3.3.5. Morris Su Tanki Platformuna Sicanlarin Ahstirilma Siireci

Morris su tankindaki uzamsal 6grenme testi, 4 giin 6grenme periyodu seklinde
yapildi. Her bir sigana 6grenme periyodundaki her giin 20 dakika araliklarla 4 yiizdiirme
denemesi yaptirildi. Her ylizdiirme denemesinde siganlar, dort farkli yonden suya
birakildilar. Siganlarin tankta 90 saniye ylizmelerine izin verildi. Bu siire i¢inde
platformu bulamadiklar1 takdirde, yardimla platformun {izerine g¢ikartildilar. Cevre
ipuclarini taniyip Ogrenmeleri i¢in 10 saniye platformda beklemeleri saglandi. 10
saniyelik bekleme siiresi sonunda si¢anlar tanktan c¢ikartilip kurutma kagidi ve kurutma
makinesi ile kurutularak kafeslerine alindilar. 4 gilinliikk alistirma siiresi boyunca

sicanlarin platformu bulma siireleri, platformu bulana kadar katettgi mesafeleri l¢iildii.
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Sicanin tank igindeki hareketlerini izlemek, kaydetmek ve analiz etmek i¢in bilgisayarlt

video kamera sistemi (Ethovision, Noldus) kullanild1.

3.3.6. Dokularin Alinmasi

Ogrenme deneyi sonunda sicanlar intraperitonal olarak 70 mg/kg ketamin ve 8
mg/kg xylazine ile anestezi altina alindi. Aneztezi altina alinan sicanlar kalplerinden
kan alinarak sakrifiye edildi. Kemigi kesebilen uygun makasla hayvanlarin kafa
kemikleri kesilerek beyin dokusuna ulasildi. Sicanlarin beyinleri ¢ikarildiktan sonra 2
ayrt hemisfere ayrildilar. Bu islemin hizli olarak ger¢eklesmesine 6zen gosterildi.
Hemisferlerden bir tanesi histolojik analizlerde kullanmak amaciyla %10’luk
formaldehit soliisyon igerisine konuldu. Diger hemisfer ise biyokimyasal islemlerde
kullanilmak iizere kortekse ve hipokampuslarina ayrildi. Korteks ve hipokampus

dokular1 daha sonra incelenmek amaciyla — 80C° derin dondurucuya konuldu.

3.4. Histolojik Analiz

Histopatolojik degerlendirme i¢in siganlarin beyin dokulart 3-4 mm’ lik kiiciik
pargalara ayrildi. Daha sonra plastik doku takip kasetlerine konularak %10’ luk
formaldehit icerisinde 24 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan dokular
24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar. Dereceli alkollerde dehidrate edilerek,
ksilende seffaflastirilip parafine gomiildiiler. Parafin bloklardan Leica RM2145 marka
mikrotom yardimiyla 5’er mikron’luk kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik yapiy1
gozlemlemek amaciyla Hematoksilen ve eozin ve apopitoza giden hiicreleri
gozlemlemek amaciyla kaspaz-3 boyama yontemleri uygulandi. Serebral korteksde ve
hipokampiisde 10 farkli alanda X40 objektif kullanilarak dejenere ndron (sitoplazmasi
asidofil, niikleusu heterokromatik ve biiziismiis noronlar dejenere olarak tanimlandi) ve
kaspaz 3 (+) hiicre sayis1 hesaplandi. Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve
Leica Q (Leica Micros Imaging solution Ltd, Cambrige, UK) goriintii analiz sistemi ile

incelenerek fotograflart ¢ekildi.
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3.5. Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

—80 C° derin dondurucuya konulan korteks ve hipokampus dokular
biyokimyasal analiz islemlerinin yapilmasi i¢in derin dondurucudan c¢ikarildi. Korteks
ve hipokampus dokular1 ¢oziildiikten sonra dokularin agirliklar tek tek belirlendi.
Homojenizasyon isleminin yapilacagi cam tiiplere konan dokulara 2 ml Tris-HCl
(pH=7.4) tamponu eklendi. Homojenizasyon islemi esnasinda dokularin bozulmamasi
icin cam tiipler, igerisinde buz olan kaba konuldu. Homojenizasyon islemi (IKA,
Germany )16.000 devir/dk hizla 3 dk boyunca yapildi. Homojenizasyon islemi sirasinda
dokularin 1sinmamasi i¢in 30 sn araliklarla islem durdurup 10 sn bekletildikten sonra
tekrar isleme devam edildi. Homojenata 8 ml Tris-HCI eklenerek 10 ml’ ye tamamlandi.
Elde edilen homojenatin bir bolimii MDA; GSH ol¢iimii icin ependorf tiiplere
alinirken, kalan homojenat SOD, GHPX enzim aktivasyonun ve TNF-a, IL1-f 6l¢timii
icin 3220 rpm’de 4 C° sicaklikta 30 dk. Santrifiij edildi. Santrifiijle siipernatanlar elde
edildi.

3.5.1. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD islevi, biyolojik sistemlerde siiperoksit radikalinin (O”) zararl etkilerinden
hiicreleri korumaktir. Bunu gerceklestirirken iki O nin iki H; ile tepkimeye girmesini
saglayarak bir H,O, ve bir O, molekiili meydana gelir. Boylelikle O~ zararli etkisi
onlenmis olur (102).

SOD enzim aktivitesi Sun ve arkadaglarinin gelistirdikleri metoda gore Ol¢iildii
(103). Bu metodun prensibi SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz etkisiyle iiretilen
siiperoksidin nitrobluetetrazolium’u (NBT) indirgemesiyle bakilmaktadir. Siiperoksit
radikali NBT’yi rediikte ederek renk degisimi yapar. Renk degisimi 560 nm’de
maksimum absorbans verir. SOD enziminin bulunmadig1 indirgeme olmadan mavi-mor
renk olusur. SOD enzimi bulundugunda enzim aktivite seviyesine goére NBT
indirgemesi olmayip enzim aktivitesi oranina gore acik renk olusur.

Olgiilen absorbanslar asagidaki formiille numunelerdeki % inhibisyon degeri bulundu.
% inhibisyon = Ak — An / Ak .100
Ak = Absorbans kor

An =Absorbans numune
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1 U SOD, NBT indirgemesi % 50 inhibe eden enzim aktivitesidir. Sonuglar U/mg

protein olarak ifade edilir.

3.5.2. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

GSH-PX H,0O,’ in suya yikilmasimi katalizleyerek etkisiz hale getirir (104).
GSH-PX aktivitesi Ol¢limii paglia ve arkadaglarinin yontemine gore yapildi (105).
Olgiimiin prensibi NADPH’1n enzim etkisiyle ortamdan uzaklastiriimasiyla olusan 340
nm dalga boyunda absorbansin azalmasi seklinde yapilmaktadir. H,O, ortamda
mevcutsa GSH-PX enzimi tarafindan rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyona
(GSSG) dontsiir. Bu reaksiyonla olusan GSSG, Glutatyon rediiktaz enzimi (GR)
tarafindan GSH indirgenirken NADPH’da NADP"a yiikseltgenir. Deney ortamina
GSH, sodum azid (NaN3), GR, NADPH, H,O, eklenir. Enzimin etkisiyle uzaklastirilan
H,0, sayist NADPH’m NADP" déniisiim sayisina esittir ve bu dongiiyle olusan NADP*
absorbansin azalmasina neden olur.

Olgiim: U/L = [ ( A ilk- A son /t)] x sulandirma x 24115 / protein L
GSH-Px enzimi aktivitesi U/mg protein seklinde ifade edilir.

3.5.3. Glutatyon ol¢iimii

Glutatyon 6l¢iimii islemi homojenatlarda yapildi. Homojenatlar esit miktarda %
10’ luk trikloroasetik asit soliisyonuyla karistirilip 4000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.
Boylece proteinlerden ayristirilmis ekstrak elde edilmis oldu. Proteinsiz ekstrakta 0.3
molarlik disodyum fosfat soliisyonu eklendi. Sonrasinda ise hazirlanan % 1’ lik sodyum
sitrat soliisyonda ¢oziilen 5.5 - dithiobis-2-nitrobenzoik asitile hazirlanan soliisyon
eklendi. Spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda okunarak kaydedildi (106). GSH
Olclimii i¢in olusturulan standart grafigine gore hesaplandi. Bunun i¢in 31 g GSH alinip
1000 ml’ de ¢oziildii. 100 umol’ liikk 1. Standart i¢in, hazirlanan bu stok soliisyondan 2
ml alinip 2 ml distile su eklendi. 100 pmol’ likk 2. Standart i¢in hazirlanan stok
soliisyondan 1 ml alip 4 ml distile su eklendi. 50 pmol’ lik 3. standart i¢in 2.
Standarttan 2 ml alimip 2 ml distile su eklendi. 25 pmol’ liik 4. Standart i¢in 3.
Standarttan 1 ml alinip 1 ml distile su eklendi.
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3.5.4. Malondialdehit Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonun son {riinii olan malondialdehit (MDA)  6l¢timii
Uchiyama ve arkadaglarinin metoduna goére yapidi (107). Metod MDA’ nin aerobik
sartlarda 95 C”’de tiyobarbitiirik asitle (TBA) tepkimeye girmesiyle olusan pembe
tirtiniin N-butanol fazinda ekstrakte edilen slipernatanin spektrofotometrede 535 ve 520
nm’de Sl¢iilmesi prensibine dayanir. Hazirlanan fosforik asit ¢ozeltisine TBA soliisyonu
eklendi. Sonrasinda bunlara 0.5 ml homojenat eklenip. Sicak su banyosunda 98 C° de
45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra sogutulan soliisyona N-butanol eklenip
vortekslendi. 4000 rpm’ de 10 dk santriptij edildikten sonra iistte kalan pembe ekstaktin
absorbans1 spektrofotometrede Olgilildi. 1.1.3.3. Tetrametoksipropan ile hazirlanan
farkli yogunluklardaki standartlar ve bunlardan cizilen standart grafigi ile sonuglar

degerlendirildi. Sonuglar nmol/g olarak ifade edildi.

3.5.5. Protein Ol¢iimii

Stipernatanttan protein tayini Lowry yontemiyle yapildi (108, 109). Bu yontemin
prensibi alkali ortamda bakir-protein kompleksi olusarak Folin-ciocalteu-phenol
reaktifini rediikte etmesi ve mavi renk meydana gelmesidir. Protein yogunlugu yiiksekse
olusan mavi renk daha koyu olur. Aynm1 miktarda distile suyla karistirilan folin reaktifi,
alkali bakir-protein ¢ozeltisine eklenip vortekslendi. Bodylece folin reaktifi
parcalanmadan indirgenme gerceklestirildi. 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede
numuneler ve standatlar dlciildii. Standart grafigine gore sonuglar hesaplandi ve pg/ml

olarak ifade edildi.

3.5.6. Tiimor Nekroz Faktor Alfa ve interlokin Bir Beta Olciimii

TNF-a ve IL1-B dl¢cimii siipernatantta Ebioscience marka sican kitleriyle ELISA
yontemine gore yapildi.50 ml yikama soliisyonuna 950 ml distile su eklendi. Ol¢iim
isleminin yapilacagi kuyucuklar 3 defa bu soliisyonla yikandi ve sonrasinda kurumasi
saglandi. Standartlar i¢in kullanilacak TNF-a antikoru 390 pl distile suda, IL1-B
antikoru 520 pl distile suda sulandirildi. Standart olusturmak i¢in her tiipe 225 pl
sample diltient soliisyon kondu ve sonrasinda 1. Standartin olusturulacag: tiipe 225 pl

antikor olan stok standart eklendi. Bundan sonra 1. Standartin olusturlacag tiipten 225
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ul alinarak 2. standartin olusturulacagi tiipe eklendi ve sonrasinda 2. Standartin oldugu
tiipten 225 pl alinarak 3. standartin olusturulacag: tiipe eklendi. Bu iglem 7. standarta
kadar aym1 sekilde devam etti. Sonug olarak TNF-a i¢in 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156,
0.076, 0.038 ng’ ik 7 ayn standart olusturuldu (sekil 3.7). IL1- i¢in 2000, 1000, 500,
250, 125, 62.5, 31.25 pg’ lik 7 ayr standart olusturuldu (sekil 3.8). 8. standartta hig
antikor olmadig: i¢in herhangi bir ekleme yapilmadi. Standarti1 sulandirmak igin 6rnek
seyreltme soliisyonu kullanildi. Standart hazirlamak i¢in 225 pl analiz tampon soliisyon
hazirlamak i¢in kit icerisinde bulunan 5 ml analiz tamponuna 95 ml distile su eklendi.
Biotinden 60 pl aliip analiz tampon soliisyonuyla 6 ml’ ye tamamlandi. TNF-a i¢in
streptebavidin (HRP) 120 pl alinip analiz tampon soliisyonu ile 12 ml’ ye tamamlandi.
IL1-B i¢in streptebavidin (HRP) 60 pul alinip analiz tamponu ile 12 ml’ ye tamamlandi.
Standartlarin ¢alisilacagi kuyucuklara hazirlanan standartlardan 100 pl kondu.
Numunelerin ¢aligilacagi kuyucuklara 50 pl numune ve 50 pl Ornek seyreltme
sollisyonu kondu. Bu islem sonrast biotinli soliisyondan 50 pl kuyucuklara kondu.
Kuyucuklara yapilan bu eklemeler sonrast mikroplate oda 1sisinda 2 saat inkiibasyon
icin bekletildi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra kuyucuklar 4 defa yikand.
Hazirlanan streptebavidin (HRP) soliisyondan 100 pl alinip tiim kuyucuklara pipetlendi
ve 1 saat inkiibasyon icin beklendi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar yikama
solisyonuyla 4 defa yikand1 ve kurutuldu. Bu islem sonrasi1 kuyucuklarin hepsine 100
ul subsrat soliisyon pipetlendi ve 10 dk karanlik ortamda bekletildi. Karanlik ortamda
10 dk bekletilen kuyucuklara 100ul stop soliisyon eklendi ve ELISA okuyucuda 450

nm’ de Ol¢lim islemi gerceklestirildi.

Transfer 225 pl

N T T N T

57 alnacak
Stok solisyon miktar 225
51 52 53

54 - 57
Sng/ml  2,5ng/ml 125ng/ml  0,625ng/ml 0.212ng/ml 0,039 ng/ml
Sample Diluent
225

Sekil 3.7. TNF-a standart hazirlanmasi.
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Transfer 225 ul

Vi N s Wl T s B s W i

57 alinacak
Stuk soliisyon miktar 225 pl

54 - 57
4000 pg/ml "UUUpg;'ml IUUUpgn'ml suu];g;ml 250 pg/ml 3,13 pg/ml
Sample Diluent
225 ul

Sekil 3.8. IL-1p standart hazirlanmasi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Arastirma verilerinin istatiksel degerlendirilmesinde SPSS for Windows Version
17.0 yazilim kullanildi. Nicel degiskenlere iliskin verilerin tanimlanmasinda aritmetik
ortalama + standart sapma (ort = SD) kullanildi. Shapira Wilk normallik testi sonucu
nicel degisken verilerin normal dagilim gostermedigi saptandi (p<0.05). Bu nedenle
gruplarin karsilastirilmast Kruskal Wallis Varyans Analizi, Conover testi ve Mann-
Whitney U testi ile yapildi. Grup i¢i degisimlerin incelenmesi Wilcoxon testi ile test

edildi. p<0.05 istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Gruplarmin Viicut Agirhklar

Deney gruplarinin deney siiresi boyunca viicut agirliklar 1. giin, 7 giin ve 13.

giinde olciildii (Tablo 4.7). Kontrol grubunun viicut agirliklart 1., 7., ve 13. giinler

arasinda viicut agirliklar istatiksel olarak anlamli degisim gostermedi. Sham grubunun

viicut agirhiklar1 1. giine gore 13. giinde istatiksel olarak anlamli artma gosterdi

(p<0.028). ACA grubunda viicut agirliklar1 ise 1. gline gére hem 7. giinde (p<0.005)

hem de 13. Giinde (p<0.005) istatiksel olarak anlamli azalma gdsterdi. OKA grubu

viicut agirliklar1 1. gline gore 7. giinde (p<0.008) ve 13. giinde (p<0.005) istatiksel

olarak anlaml1 artig gosterdi. OKA+ACA grubu viicut agirliklar ise 1. Giine gore 7. ve

13. giinde istatiksel olarak anlamli bir fark géstermedi.

Tablo 4.1. Deney gruplarinin 1. Giin, 7. Giin ve 13. Giin vuciit agirliklarinin
karsilastirmasi.
1. giin 7. giin 13. giin

Gruplar ort=SD ort=SD ort=SD
Kontrol 353.6 +27° 353.1 +£26" 353.8 £25°
Sham 352.9 +29° 358.4 + 28" 359.2+ 28"
ACA 334.5+23° 319.2+25 315.7+27°
OKA 321.5+29" 333.3+28° 343.3+26°
OKA+ACA  347.2+42° 346.5 + 44* 353.4 +£43*

(a ve b birbirinden farkli, **p<0.05).

4.2. Histopatolojik Degerlendirme

4.2.1. Kontrol Grubu Histolojik Degerlendirme

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde beyin dokusunun
korteksinin normal histolojik yapida oldugu goézlendi. Noronlar lamina molekiilare
tabakasinda seyrek olarak izlendi. Bu tabakanin disindaki serebral korteks tabakalarinda

ise noronlar daha yogun ve homojen olarak dagilmist1 (Sekil 4.1). Noronlarin arasinda
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iicgen seklindeki biiylik govdeleriyle taninan piramidal ndronlara rastlandi (Sekil 4.2).
Bu grupta hipokampiis bolgesi de normal histolojik yapida izlendi (Sekil 4.3).

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanmis kesitlerde korteks (Sekil 4.4) ve
hipokampiis (Sekil 4.5) bolgelerinde kaspaz-3 (+) hiicreye rastlanmadi.

Sekil 4.1. Kontrol grubu:Serebral korteksin normal histolojik gériiniimii ve

lamina molekulare tabakas1 (yildiz) H-E; X10.

44



Sekil 4.2. Kontrol grubu: kortekste ndronlarin arasinda tiggen seklindeki biiyiik

govdeleriyle taninan piramidal ndronlar (oklar). H-E; X40.

Sekil 4.3. Kontrol grubu: Hipokampusun normal histolojik goriintimii H-E;X40.
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Sekil 4.4. Kontrol grubu: Korteksde pozitif hiicreye rastlanmadi. Kaspaz-3;
X40.

Sekil 4.5. Kontrol grubu: Hipokampusde pozitif hiicreye rastlanmadi. Kaspaz-3;
X40.
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4.2.2. Sham Grubu Histolojik Degerlendirme

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde beyin dokusunun
korteksi (Sekil 4.6) ve hipokampiisii (Sekil 4.7) kontrol grubuna benzer goriinlimdeydi.

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanmis kesitlerde korteks (Sekil 4.8) ve
hipokampiis (Sekil 4.9) bolgelerinde kaspaz-3 (+) hiicreye rastlanmadi.

Sekil 4.6. Sham grubu: kortekste néronlarin arasinda tiggen seklindeki biiyiik

govdeleriyle taninan piramidal néronlar (oklar). H-E; X40.

47



Sekil 4.7. Sham grubu: hipokampusun normal histolojik goriiniimii (oklar). H-E;
X40.

Sekil 4.8. Sham grubu: Korteksde pozitif hiicreye rastlanmadi kaspaz-3; X40.
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Sekil 4.9. Sham grubu: Hipokampiisde pozitif hiicreye rastlanmadi Kaspaz-3;
X40.

4.2.3. ACA Grubu Histolojik Degerlendirme

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde beyin dokusunun
korteksi (Sekil 4.10) ve hipokampiisii (Sekil 4.11) kontrol grubuna benzer
goriiniimdeydi.

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanmis kesitlerde korteks (Sekil 4.12) ve
hipokampiis (Sekil 4.13) bolgelerinde kaspaz-3 (+) hiicreye rastlanmadi.
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Sekil 4.10. ACA grubu: kortekste noronlarin arasinda tiggen seklindeki biiyiik

govdeleriyle taninan piramidal ndronlar (oklar). H-E; X40.

Sekil 4.11. ACA grubu: hipokampusun normal histolojik goriiniimii (oklar). H-E;
X40.
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Sekil 4.12. ACA grubu: Korteksde pozitif hiicreye rastlanmadi. Kaspaz-3; X40.

Sekil 4.13. ACA grubu: Hipokampusda pozitif hiicreye rastlanmadi. Kaspaz-3;
X40.
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4.2.4. OKA Grubu Histolojik Degerlendirme

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde serebral korteksde
ve hipokampusda diizensiz sinirli ve nukleus yogunlugu artmis dejenere ndronlar
goriildii (Sekil 4.14, Sekil 4.15). Dejenere noéronlarin sayist bu grupta korteksde
7.48+0.20, hipokampusda 8.93+0.34 olarak tespit edildi (Tablo 4.2). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  korteks ve hipokampus bdlgelerinde dejenere ndron sayisinin
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildii (p<0.0001).

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanan kesitlerde kaspaz-3 (+) (Sekil 4.16, Sekil
4.17) hiicre sayist korteks 6.27+0.34 ve hipokampiisde 5.06+0.18 olarak tespit edildi
(Tablo 4.2). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta kaspaz-3 (+) hiicre sayisinin
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gozlendi (p<0.0001).

Sekil 4.14. OKA grubu. Kortekste simirlart diizensiz, sitoplazmasi asidofil,
niikleusu heterokromatik ve biiziismiis dejenere noronlarin goriiniimii (oklar). H-

E; X40.
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Sekil 4.15. OKA grubu. Hipokampiisde sinirlart diizensiz, sitoplazmasi asidofil,
niikleusu heterokromatik ve biiziismiis dejenere ndronlarin goriiniimii (oklar). H-

E; X40.

Sekil 4.16. OKA grubu. Korteksde kaspaz 3 (+) hiicreler izleniyor (oklar).
Kaspaz 3; X40.
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Sekil 4.17. OKA grubu. Hipokampusda kaspaz 3 (+) hiicreler izleniyor (oklar).
Kaspaz 3; X40.

4.2.5. OCA+ACA Grubu Histolojik Degerlendirme

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde dejenere néronlarin
(Sekil 4.18, Sekil 4.19) sayist bu grupta korteksde 5.48+1.35, hipokampusda 5.18+0.16
olarak tespit edildi (Tablo 4.2).0KA grubu ile karsilastirildiginda korteks ve
hipokampus bdolgelerinde dejenere ndron sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig tespit edildi (p<0.0001).

Kaspaz-3 boyama metodu uygulanan kesitlerde kaspaz-3 (+) hiicre (Sekil 4.20,
Sekil 4.21). Sayist korteks 2.90+0.28 ve hipokampusda 2.66+0.23 olarak tespit edildi
(Tablo 4.2). OKA grubu ile karsilastirildiginda bu grupta pozitif hiicre sayisinin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 gozlendi (p<<0.0001).
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Sekil 4.18. OKA+ACA grubu. Kortekste saglam noronlarin arasinda (kalin
oklar) smirlar1 diizensiz, sitoplazmasi asidofil, niikleusu heterokromatik ve

bliziismiis dejenere néronlarin gériintimii (oklar). H-E; X40.
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Sekil 4.19. OKA+ACA grubu. Hipokampusda sinirlart diizensiz, sitoplazmasi

asidofil, niikleusu heterokromatik ve biizlismiis dejenere noronlarin goriiniimii

(oklar). H-E; X40.

s x 1% b 'l'-.’.-!'~ ‘.;- % i‘-am“"r % ﬂa’ ¥ ] RS R
Sekil 4.20. OKA+ACA grubu. Korteksde kaspaz 3 (+) hiicreler 1zlen1yor (oklar).
Kaspaz 3; X40.
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Sekil 4.21. OKA+ACA grubu. Hipokampusda kaspaz 3 (+) hiicreler izleniyor
(oklar). Kaspaz-3; X40.

Tablo 4.2. Tiim gruplarin korteks ve hipokampus dejenere néron sayilari ve kaspaz (+)

hiicre sayilar.

Parametreler Kontrol Sham ACA OKA OKA+ACA

ort+=SD ort+=SD ort+=SD ort=SD ort=SD
Dejenere néron (. 48+0.10% 0.30+0.75% 0.31+0.67" 7.48+0.20° 5.48+1.35¢
sayist (korteks)

Dejenere néron (. 21+0.62% 0.30+0.78% 0.25+0.62% 8.93+0.34° 5.18+0.16°

say1si

(hipokampiis)

Kaspaz 3 (+) 0.30+0.01% 0.20+0.01% 0.40+0.01% 6.27+0.34° 2.90+0.28¢
hiicre sayist

(korteks)

Kaspaz 3 (+) 0.20+0.01% 0.30+0.01% 0.30+0.01% 5.06+0.18" 2.66+0.23¢

hiicre sayis1

(hipokampiis)

(a, b ve ¢ birbirinden farkl, *™°p<0.0001).
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4.3. Morris Su Labirenti Deneyi Sonug¢lar:

4.3.1.Morris Su Labirenti Testinde 1. Giine Gore Diger Giinlerin

Karsilastirmasi

Morris su labirenti testinde gruplarin giinlere goére platformu bulma
stirelerinin ve mesafelerinin karsilagtirilmasi Tablo 4.3, ve Tablo 4.4’ te gosterilmistir.

Kontrol grubunda platformu bulma siiresinin giinlere gore karsilastirilmasinda
(Sekil 4.22); birinci giine gore ikinci (p<0.008), ii¢lincii (p<0.005) ve dordiincii glinde
(p<0.005) anlamli olarak platformu bulma siiresinin kisaldigr goriildii. Kontrol
grubunun platformu bulma mesafesini giinlere gore karsilastirdigimizda (Sekil 4.23)
birinci giine gore ikinci (p<0.007), iiglincii (p<0.005) ve dordiincii (p<0.005) giinde

platformu bulma mesafesinin anlamli olarak kisaldigin1 gozlemledik.

Tablo 4.3. Morris su labirenti testinde platformu bulma siirelerinin 1. giine gore diger

giinlerin karsilastirilmasi.

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
(sn) (sn) (sn) (sn)
ort£SD ort+SD ort+SD ort+SD
Kontrol 73.2+16.41"  47.6+14.56" 37.8+16.85" 29.2+13.33"
Sham 58.8+24.47"  36.8+13.34" 30+14.52"  15.2+7.89"
ACA 60.8+22.91*  41.5+18.32" 32.4+1592" 19.8+12.62"
OKA 75.66£14.93* 66.22+13.23* 57,77+15.62* 45.88+19.05"

OKA+ACA 713+19.06*° 58.6+14.15> 32.5+13.50®° 27+11.67°
(a ve b birbirinden farkli, *°p<0.05).
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Tablo 4.4. Morris su labirenti testinde platformu bulma mesafelerinin 1. giine gore

diger giinlerin karsilagtirilmasi.

Gruplar
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
(cm) (cm) (cm) (cm)
ort=SD ort=SD ort=SD ort=SD
Kontrol 7961+£2535" 4926+1954° 3677+1787" 2317+1081°
Sham 5505+28174*  3874+1568* 3239+1669" 1672+1104"
ACA 5384+2694* 4044+1952% 2831+1562° 1618+824"
OKA 718842247 7763+ 2331* 6619+1146* 5366+1941°
OKA+ACA 6823+2553" 671241403 3525+1432° 2630+817°
(a ve b birbirinden farkli, a’bp<0.05).
120
E
2 100
#
£
: .t
s _ .glin
E g 60 m2.gin
<
= 3. gin
[=" 40 .
’_E m 4. gin
? 20
(&)
0
Kontrol Sham ACA OKA OKA+ACA

Sekil 4.22. Gruplarin platformu bulma siiresinin 1. Giine gore diger giinlerin

karsilastirmas.(a ve b birbirinden farkli, * p<0.05).
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Sekil 4.23. Gruplarin platformu bulma mesafesinin 1. Giine gore diger giinlerin

karsilagtirmasi.(a ve b birbirinden farkli, ** p<0.05).

Sham grubunun platformu bulma stiresini giinlere gore karsilastirildiginda
(Sekil 4.22) birinci giine gore ikinci (p<0.022), iiglincii (p<0.012) ve dordiincii giinde
(p<0.005) platformu bulma siiresi anlamli olarak kisaldigr goriildii. Sham grubu
platformu bulma mesafesi, giinlere gore karsilastirildiginda (Sekil 4.23) birinci giline
gore liclincill (p<0.022) ve dordiincii giinde (p<0.005) platformu bulma mesafesi anlaml
olarak kisaldig1 gézlendi. Birinci giinde gore ikinci gilin platformu bulma mesafesinin
istatiksel olarak anlamli kisalma gdstermemesinin nedeni sham grubunun birinci giinde
de platformu bulma mesafesinin kisa olmasiydi.

ACA grubunun platformu bulma siiresi giinlere gore karsilastirildiginda (Sekil
4.22) birinci giine gore ikinci (p<0.047), iglincii (p<0.011) ve dordiincii giinde
(p<0.007) platformu bulma siiresinin anlamli olarak azaldig1 gozlendi. ACA grubu
platformu bulma mesafesini giinlere gore kiyasladigimizda (Sekil 4.23) birinci giine
gore tgiincli (p<0.017) ve dordiincli giinde (p<0.009) platformu bulma mesafesinin
anlaml olarak kisaldig1 gézlendi. ACA grubunda platformu bulma mesafesinin birinci
giine gore ikinci giinde anlamli olarak kisalmamasinin nedeni sham grubunda oldugu
gibi birinci giiniin platformu bulma mesafesinin de kisa olmasiydi.

OKA grubunun platformu siiresini giinlere gére kiyasladigimizda (Sekil 4.22)
birinci giine gore sadece dordiincii giinde platformu bulma siiresinin anlamli olarak

kisaldigin1 gozlemledik (p<0.008). OKA grubunun platformu bulma mesafesini giinlere
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gore kiyasladigimizda (Sekil 4.23) birinci giine gore sadece dordiincii giinde platformu
bulma mesafesinin anlamli olarak azaldigini gézlemledik (p<0.028).

OKA+ACA  grubunun platformu bulma siiresini  giinlere  gore
karsilastirdigimizda (Sekil 4.22) birinci giine gore ikinci (p<0.021), iiglincii (p<0.007)
ve dordiincii giinde (p<0.005) platformu bulma siiresinin istatiksel olarak anlamli
azaldig1 gozlendi. OKA+ACA grubunun platformu bulma mesafesinin giinlere gore
karsilastirilmasinda (Sekil 4.23) ise birinci gline gore, lclincl (p<0.017) ve doérdiincii

giinde (p<0.005) platformu bulma mesafesi istatiksel olarak anlamli azaldig1 gozlendi.

4.3.2.Morris Su Labirenti Testi Sonuc¢larimmn Gruplar Arasi

Karsilastirilmasi

Morris su labirenti testinde gruplarmn giinlere platformu bulma siirelerinin

karsilastrimasi Sekil 4.24 ve Sekil 4.25° de, Tablo 4.5 veTablo 4.6’ te gosterilmistir.

120 -~

5
° 100
‘2
©
?Es 80 m Kontrol
Ke]
S = W Sham
ET 60
..% mACA
o 40 m OKA
<
s m OKA+ACA
g' 20
(G]

0

1.gun 2.gln 3.gln 4.gln

Sekil 4.24. Tiim gruplarin giinlere gore platformu bulma siirelerinin karsilagtirilmasi.
(a, b, ¢ ve d birbirinden farkli, ***p<0.05).
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Sekil 4.25. Tiim gruplarin platformu bulma mesafelerinin giinlere gore karsilastirilmasi.

(a, b ve ¢ birbirinden farkli, ***p<0.05).

Tablo 4.5. Morris su labirenti testinde gruplarin giinlere platformu bulma siirelerinin

karsilagtirilmast.

Gruplar 1.giin
ort+SD

Kontrol 73.2+16.41

Sham 58.8+24.47

ACA 60.8 £22.91

OKA 75.66+14.93

OKA+ACA 71.3+£19.06

2.giin

(sn)
ort+SD

47.6+14.56™"
36.8+13.34"
41.5+18.32*
66.22+13.23¢
58.6+14.15™¢

(a, b, ¢ ve d birbirinden farkli, **¢p<0.05).

3.giin

(sm)
ortxSD

37.8+16.85"
30 +14.52°
32.4+15.92°
57,77+15.62"
32.5 +13.50°

4.giin

(sn)
ort+SD

29.2+13.33"
15.2+7.89"
19.8 £12.62*"
45.88+19.05¢
27 +11.67™4
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Tablo 4.6. Morris su labirenti testinde gruplarin giinlere gore platformu bulma

mesafelerinin karsilastirilmasi.

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
(cm) (cm) (cm) (cm)
ort+SD ort+SD ort+SD ort+SD
Kontrol 796142535 4926+1954* 3677+1787 2317+1081*
Sham 5505428174  3874+1568" 3239+1669* 1672+1104°
ACA 538442694 4044+1952* 283141562 1618+824°
OKA 7188+2247 7763+ 2331° 6619+1146" 5366+1941°
OKA+ACA  6823+2553 6712+1403" 3525+1432° 2630+817*

(a, b, ¢ ve d birbirinden farkli, ***p<0.05).

Morris su labirenti testinde platformu bulma siirelerinin gruplar arasi
karsilastirmasinda birinci giin testin ilk giinii oldugu i¢in karsilastirma yapilmadi. ikinci
giinilin platformu bulma siiresinin gruplar arasi karsilagtirmasinda, kontrol grubuna gore
OKA grubunda platformu bulma siiresinin anlamli olarak uzadigini1 bulduk (p<0.05).
Sham grubuna gére OKA ve OKA+ACA gruplarinda, ikinci giinde platformu bulma
siiresi anlamli olarak uzadigr gozlendi (p<0.05). ACA grubuna gore ikinci giliniin
platformu bulma siiresi, OKA ve OKA+ACA gruplarinda anlamli olarak arttig1 goriildi
(p<0.05).

Gruplarin ikineci glin platformu bulma mesafesi karsilastirildiginda; kontrol
grubuna gore mesafenin OKA ve OKA+ACA gruplarinda anlamli olarak arttigi
gozlendi (p<0.05). Sham grubunun ikinci giin platformu bulma mesafesi
karsilagtirdiginda, OKA ve OKA+ACA gruplarinda mesafenin anlamli olarak arttigi
goriildii (p<0.05). ACA grubunun ikinci giin platformu bulma mesafesi kiyaslandiginda
ise OKA ve OKA+ACA gruplarinda mesafenin anlamli olarak uzadigi gozlendi
(p<0.05).

Morris su labirenti testinin {igilincli glinii platformu bulma siiresi
karsilastirildiginda; Kontrol, Sham ve ACA ve OKA+ACA gruplarina gore OKA
grubunda bu siirenin anlaml1 olarak uzama gosterdigi anlasildi (p<0.05). Ugiincii giin
platformu bulma mesafesi karsilagtirildiginda ise Kontrol, Sham, ACA, OKA+ACA

gruplarina gore OKA grubunda anlamli olarak mesafenin uzadig1 gozlendi (p<0.05).
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Testin dordiincii giinii degerlendirildiginde: Sham grubuna gore Kontrol,
OKA ve OKA+ACA gruplarinda anlamli olarak platformu bulma siirenin arttig1
gozlendi (p<0.05). ACA grubuna gore ise OKA gubunda platformu bulma siiresinin
anlamli olarak uzadig gorildii. OKA+ACA grubunda platformu bulma siiresi OKA
grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0.05). Dordiincii giin platformu bulma mesafesi
gruplar arasi karsilastirmasinda; Kontrol grubuna gére OKA grubunda platformu bulma
mesafesinin anlamli olarak arttifi belirlendi (p<0.05). Sham grubuna gore OKA ve
OKA+ACA grubunda platformu bulma mesafesi anlamli olarak artt1 (p<0.05). ACA
grubuna gore OKA ve OKA+ACA grubunda platformu bulma mesafesi anlamli olarak
artti (p<0.05). OKA+ACA grubuna gore ise OKA grubunda platformu bulma

mesafesinin anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<0.05).

4.4. Oksidatif Stres Analizi Sonuclar

4.4.1.Gruplarin Korteks Dokusu MDA Seviyelerinin Karsilastirmasi

Gruplardaki korteks dokusu MDA seviyeleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.26° de
gosterilmistir. Korteks dokusu MDA seviyeleri; Kontrol, Sham, ACA gruplarina gore
OKA ve OKA+ACA gruplarinda anlamli olarak artis gosterirken, OKA grubuna gore
OKA+ACA grubunda anlamli olarak azalma goriildii (p<0.05).

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -

a a
400 -
200 -
0 T T

a
Kontrol Sham ACA OKA OKA+ACA

Korteks MDA pmol/g doku

Sekil 4.26. Korteks dokusu MDA seviyeleri.
(a, b ve c birbirinden farkli, ***p<0.05).
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4.4.2. Gruplarm Hipokampus Dokusu MDA Seviyelerinin

Karsilastirilmasi

Gruplardaki hipokampus dokusu MDA seviyeleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.27°da
gosterilmistir.

Kontrol, Sham, ACA gruplarina gére OKA grubunda hipokampus dokusu
MDA seviyesi anlamli artis gosterdi (p<0.05). OKA+ACA grubunda hipokampus
dokusu MDA seviyesi OKA grubuna gore azalsa da bu degisim anlamli degildi
(p>0.05).

1000 -
S 900 -
3
S 800 -
X 700 -
5
E 600 -
3 500
=
@ 400 -
o
E 300 -
3
8 200 -
2
100 -
0
Kontrol Sham OKA+ACA

Sekil 4.27. Hipokampus dokusu MDA seviyeleri.
(a ve b birbirinden farkl, “°p<0.05).

4.4.3. Gruplarin Korteks Dokusu GSH Seviyelerinin Karsilastirmasi

Gruplardaki korteks dokusu GSH seviyeleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.28° de
gosterilmistir.

Kontrol, Sham, ACA, OKA+ACA gruplarina gére OKA grubunda korteks
dokusu GSH seviyesinde anlamli olarak azalma goriildi (p<0.05).
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Sekil 4.28. Korteks dokusu GSH seviyeleri.
(a ve b birbirinden farkli, *°p<0.05).

4.4.4. Gruplarin Hipokampus Dokusu GSH Seviyelerinin

Karsilastirmasi

Gruplardaki hipokampus dokusu GSH seviyeleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.29° de
gosterilmistir.

Kontrol, Sham, ACA ve OKA+ACA gruplarina gére OKA grubunda
hipokampus dokusu GSH seviyelerinde anlamli olarak azalma goriiliirken, Sham ve

ACA gruplarina gore OKA+ACA grubunda anlamli olarak artig goriildii (p<0.05).
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19

18

Kontrol

Sham

OKA+ACA

Sekil 4.29. Hipokampus dokusu GSH seviyeleri.
(a, b, ¢ ve d birbirinden farkl, “>*%p<0.05).
4.4.5. Gruplarin Korteks

Seviyelerinin Karsilagtirmasi

Dokusu GSH-PX Enzim Aktivasyonu

Gruplardaki korteks dokusu GSH-PX enzim aktiviteleri Tablo 4.7 ve Sekil

4.30’ de gosterilmistir.
OKA grubunda GSH-PX enzim aktivitesi Kontrol, Sham, ACA, OKA+ACA

gruplarina gore anlamli olarak azald1 (p<0.05).

Korteks GSH-PX U/mg protein

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Kontrol

Sham

OKA

1]

OKA+ACA

Sekil 4.30. Korteks dokusu GSH-PX enzim aktiviteleri.

(a ve b birbirinden farkli, *°p<0.05).
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4.4.6. Gruplarin Hipokampus Dokusu GSH-PX Enzim Aktivasyonu

Seviyelerinin Karsilagtirmasi

Gruplardaki hipokampus dokusu GSH-PX enzim aktiviteleri Tablo 4.8 ve
Sekil 4.31° de gosterilmistir. Gruplar karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére OKA
ve OKA+ACA gruplarinda hipokampus dokusu GSH-PX enzim aktivitesinde
azalma goriildii (p<0.05). Sham grubuna gére OKA grubunda hipokampus dokusu
GSH-PX enzim aktivitesi azald1 (p<0.05). ACA grubuna gére OKA ve OKA+ACA
gruplarinda hipokampus dokusu GSH-PX enzim aktiviteleri anlamli olarak
azalirken (p<0.05), OKA+ACA grubunda enzim aktivitelerinin OKA grubuna gore
anlamli olarak arttig1 goriildii (p<0.05).
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£ 900 -
ol
[=]

E 800 -
[=1)]
g 700 -
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w600 -
A
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5
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g
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Kontrol Sham OKA+ACA

Sekil 4.31. Hipokampus dokusu GSH-PX enzim aktiviteleri.
(a, b, ¢ ve d birbirinden farkli, *>*p<0.05).

4.4.7. Gruplarm Korteks Dokusu SOD Enzim Aktivasyonu Seviyelerinin

Karsilastirmasi

Gruplardaki korteks dokusu SOD enzim aktiviteleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.32’
de gosterilmistir.

Kontrol grubuna gore Sham, OKA ve OKA+ACA gruplarinda korteks dokusu
SOD enzim aktivitesi azalma gosterirken, Sham ve ACA gruplarina gére OKA

grubunda korteks dokusu SOD enzim aktivitesi anlamli olarak azalma gosterdi
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(p<0.05). OKA+ACA grubunda ise OKA grubuna gore korteks dokusu SOD enzim
aktivitesi anlamli olarak artis gosterdi (p<0.05).

0,16 -
a
a,b

0,14 - b b
i=
D
§ 0,12 - c
e,
o 0,1 -
£
=)
a 0,08 -
=]
2 0,06 -
2
D
T 0,04 -
M

0,02 -

O T T T T
Kontrol Sham ACA OKA OKA+ACA

Sekil 4.32. Korteks dokusu SOD enzim aktiviteleri.
(a, b ve ¢ birbirinden farkli, **p<0.05).

4.4.8. Gruplarin Hipokampus Dokusu SOD Enzim Aktivasyonu

Seviyelerinin Karsilagtirmasi

Gruplardaki Hipokampus dokusu SOD enzim aktiviteleri Tablo 4.8 ve Sekil
4.33’ te gosterilmistir.
Kontrol ve ACA grubuna goére Sham, OKA ve OKA+ACA gruplarinda
hipokampus dokusu SOD enzim aktivitesi azalma gosterirken, OKA grubundaki SOD
enzim aktivitesi Sham ve OKA+ACA gruplarina gore azalma gosterdi (p<0.05).
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Hipokampus SOD U/mg protein

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

Kontrol

Sham

1]

OKA+ACA

Sekil 4.33. Hipokampus dokusu SOD enzim aktiviteleri.
(a, b, ¢ ve d birbirinden farkli, ***9p<0.05).

Tablo 4.7. Tiim gruplarin korteks MDA, GSH seviyeleri ve GSH-PX, SOD enzim

aktiviteleri.

Gruplar

Kontrol

Sham
ACA
OKA
OKA+ACA

Korteks
MDA
pmol/g doku
ort=SD

409.28" +137.84

446.56 £106.03
381.60*+144.72
1151.16"+480.71

642.60°£103.76

Korteks
GSH

pmol/g doku
ort=SD

38.1°+ 5,38

36.4+ 3,59
36.6°+ 1.34
27.9°+ 1,85

35.9"%+£2.51

(a, b, ¢ ve d biribirinden farkli, “>*%p<0.05).

Korteks
GSH-PX
U/mg protein
ortxSD

807.99" £60.82

758.57%+ 66.65
760.44*+55.161
612.54° +33.06

756.85" £58.34

Korteks
SOD

U/mg protein
ortxSD

0.1346"+0.0119

0.1216"+0.01155
0,1256™*+0.01596
0.0930£0.01632

0.1176" £0.01790
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Tablo 4.8. Tiim gruplarin Hipokampus MDA, GSH seviyeleri ve GSH-PX, SOD enzim

aktiviteleri.

Gruplar

Kontrol
Sham

ACA
OKA
OKA+ACA

Hipokampus
MDA
pmol/g doku
ortxSD

499.042°+97.41
517.53%+£224.99

490.74* £99.82
704.32°+164.09
555.48""+89.95

Hipokampus
GSH

pmol/g doku
ortxSD

238*"+0.91
23%+1.05

23.2°+0.78
21.7°40.94
2441066

(a, b, ¢ ve d biribirinden farkli, *>*%p<0.05).

Hipokampus
GSH-PX
U/mg protein
ortxSD

821,549°+68,182
769,771*+66,65

777,541°£80,416
602,014°£50,724
709,31"%+71,84

Hipokampus
SOD

U/mg protein
ortxSD

0,1346*+0.011
0.1216"+0.0115

0.125*+0.0159
0.0930°+0.0163
0.1051°+0.017

4.5. Korteks ve Hipokampus Dokusu TNF-a ve IL-1p Seviyeleri

4.5.1. Gruplarin Korteks Dokusu TNF-a Seviyelerinin Karsilastirmasi

Gruplardaki korteks dokusu TNF-a seviyeleri Tablo 4.9 ve Sekil 4.34’de

gosterilmistir.

Kontrol, Sham, ACA ve OKA+ACA gruplarina gore OKA grubunda korteks

dokusu TNF-a seviyesinde artma goriiliirken, ACA grubuna gére OKA+ACA grubunda

TNF-a seviyesi artig gosterdi (p<0.05).
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Korteks TNF-a ng/L
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Kontrol Sham ACA OKA OKA+ACA

Sekil 4.34. Korteks dokusu TNF-a seviyeleri. a, b ve ¢ birbirinden farkli.
(a, b, ¢ ve d biribirinden farkl;, “>*%p<0.05).

4.5.2. Gruplarin  Hipokampus Dokusu TNF-a  Seviyelerinin

Karsilastirmasi

Gruplardaki hipokampus dokusu TNF-a seviyeleri Tablo 4.9 ve Sekil 4.35” de
gosterilmistir.
Kontrol ve ACA gruplarina gore Sham, OKA, OKA+ACA gruplarinda
hipokampus dokusu TNF-a seviyeleri anlamli olarak artt1 (p<0.05). Sham grubunda ise
OKA grubuna gore hipokampus dokusu TNF-a seviyesi anlamli olarak azalma gosterdi

(p<0.05).
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Kontrol Sham ACA OKA OKA+ACA

Hipokampus TNF-o ng/L

Sekil 4.35. Hipokampus dokusu TNF-a seviyeleri.
(a, b ve ¢ biribirinden farkl;, “>°p<0.05).

4.5.3. Gruplarin Korteks Dokusu IL-1p Seviyelerinin Karsilastirmasi

Gruplardaki korteks dokusu IL-1PB seviyeleri Tablo 4.9 ve Sekil 4.36° da
gosterilmistir.
Gruplar arasi korteks dokusu IL-1p seviyelerini karsilastirmada herhangi bir anlaml

degisiklik gozlenmedi (p>0.05).
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Sekil 4.36. Korteks dokusu IL-1p seviyeleri.
(*p>0.05)
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4.5.4.2. Gruplarin

Karsilastirmasi

Hipokampus

Dokusu

IL-1p

Seviyelerinin

Gruplardaki hipokampus dokusu IL-1f seviyeleri Tablo 4.9 ve Sekil 4.37° de

gosterilmistir.

Kontrol ve ACA gruplarma gore OKA ve OKA+ACA gruplarinda

hipokampus dokusu IL-1p seviyesi anlamli olarak artma gdsterirken, OKA grubunda

hipokampus dokusu IL-1p seviyesi Sham grubuna gore artis gosterdi (p<0.05).

Hipokampus IL-1p pg/L

4

3,5 -

mh

OKA+ACA

3
2,5
2
1,5
1
0,5

0

Kontrol

Sham

Sekil 4.37. Hipokampus dokusu IL-1f seviyeleri.

(a, b ve ¢ biribirinden farkl, **p<0.05).

Tablo 4.9. Tiim gruplarin korteks ve hipokampus dokular1 TNF-a ve IL-1f seviyeleri.

Gruplar

Kontrol
Sham

ACA

OKA
OKA+ACA

Korteks

TNF-a

ng/ L ort£SD
0.4840™"+0.757
0.6278*"+0.38823
0.28884"+0.3916
2.5080°+1.3923
0.9622*%+0.93524

Korteks

IL-1p

pg/L ort£SD
1.0398"+£0.86041
1.1943"+£0.69881
1.0867"+£0.48664
2.5765"+£1.54209
1.3288%+0.68767

(a, b, ¢ ve d biribirinden farkli, “>*¢p<0.05).

Hipokampus
TNF-a

ng/ L ort£SD
0,5469%+0.2501
1,4185"+1.2911
0,5982%+0.3284
2,5948+0.3334
1,6489"+0.4421

Hipokampus
IL-1P

pg/L ort£SD
1.2154°+0.5400
1.5481*"+0.7241
1.3127°+0.4200
2.5712°40.8653
1.8449™+0.3949
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5.  TARTISMA

Bu tez calismasinda icv OKA uygulamasi; biligsel fonksiyonlarda bozulma,
korteks ve hipokampus dokusunda oksidatif hasar, antioksidan enzim aktivitesinde
azalma, inflamatuvar sitokin seviyesinde artisa neden oldu. Histopatolojik incelemede
ise bu bulgularla uyumlu olarak korteks ve hipokampusde belirgin nérodejenerasyon ve
apoptotik hiicreler goriildii. OKA ile olusturulan ndrodejenerasyon modelinde ACA
uygulamasi, bellekteki bozulmayi, oksidatif hasari, néroinflamasyonu azaltti. Buna ek
olarak histopatolojik iyilesme saglayarak apoptotik hiicre sayisini azaltti.

OKA, PP1 ve PP2A’ nin selektif inhibitoriidiir. Hiicre zarin1 kolaylikla gegebilir.
PP1 ve PP2A enzim seviyesinin veya aktivitesinin diisiikk olmas1 mikrotiibiil stabilitesini
saglayan tau proteininin hiperfosforile olmasina yol acar. Taunun hiperfosforile olmasi
ise mikrotiibiil yapisinin bozulmasina ve bunun sonucunda NFY olusumuna gotiiren
stirecin baglamasina neden olur. AH’ da beyinde bu enzimlerin seviyesi ve aktivitesinin
diisiik oldugu bulunmustur (29).

Tau proteini 1975’ te kesfedilen insanda 6 farkli izoformu bulunan proteindir.
Mikotiibiillerin normal yapisinin korunmasini1 saglayan tauproteininin yapisinda daha
cok serine/threonine gibi fosforillenme Ozelligi yiiksek olan aminoasitler bulunur.
Fosforile olan tau proteini fosfotazlar tarafindan defosforile edilir. Beyinde
defosforilizasyon olay1 ¢ok biiyiik oranda PP1 ve PP2A tarafindan gergeklestirilir (110).
Hiperfosforile olan tau sitozolde eslesmis helikal filamentler seklinde birikir ve
sonrasinda bunlar bir araya gelerek NFY olusur. Yapilan bir¢ok ¢alismada AH’ da
bilissel fonksiyonlardaki bozulmayla NFY olusumu arasinda korelasyon bulunurken;
plak olusumuyla ayni korelasyon bulunmamistir (111).

OKA’ nin icv veya hipokampusa lokal enjeksiyonu tau hiperfosforilizasyonuna
neden olur (66, 112). Ayn1 zamanda bilissel fonksiyonlarda azalma, beyinde oksidatif
hasar, kolinerjik aktivitede azalma, mikroglial aktivasyonda artma ve ndroinflamasyona
neden olarak AH’ da gériilen patolojileri taklit ettigi anlasilmistir (9, 113, 114). Icv
olarak 1 ve 2 haftalik OKA infiizyonunun biligsel fonksiyonlarda azalmaya neden
oldugu goriilmiistiir (115). Kamat ve ark. yaptig1 ¢alismada ise tek dozluk bilateral 200
ng icv OKAenjeksiyondan 14 giin sonra ndérodejenerasyon tablosunun meydena gelerek,
biligsel fonksiyonlardaki bozulmaya diger patolojik bulgularin eslik ettigi rapor
edilmistir (69).
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Morris su labirenti testi rodentlerde yaklasik 25 yildir spasyal bellek dl¢timii igin
en ¢ok kullanilan testir. Gorsel spasyal navigasyonda denen o6grenme siirecinde,
rodentler sudan kagarak sakli platformu bulmaya calisir. Bu test ndrojeneratif ve
noropsikiyatrik hastalik modellerini (AH, parkinson, sizofreni) test etmek i¢in kulanilan
bir yontemdir. Bu testte hayvanlarin gosterdigi iyi performans beyindeki kolinerjik
sistem, korteks ve hipokampal projeksiyonlarin fonksiyonunun diizgiin islediginin
gostergesidir. AH’ da da bu fonksiyonlarda bozulma oldugu da bilinen bir gergektir
(116).

Bizim ¢aligmamizda OKA grubunda platformu bulma siiresi ve platformu bulma
mesafesi 1. gline gore 2. Giinde, 3. glinde anlaml1 olarak azalma gostermezken; sadece
4. giinde anlaml1 olarak azalma goriildii. Platformu bulma siiresi diger gruplarda 1. giine
gore diger giinlerin hepsinde diger gruplara gore anlamli olarak kisaldi. OKA+ACA
grubunda 3. ve 4. giinde platformu bulma mesafesi anlamli kisalma gosterirken; Kontrol
grubunda 2. giinden itibaren mesafe anlamli kisalma gosterdi. Giinlere gore gruplari
kendi arasinda kiyasladigimizda platformu bulma siiresi ve mesafesi 2. giinden itibaren
OKA grubunda Kontrol, Sham, ACA gruplarina gore daha uzundu. Morris su labirenti
testinde ACA uygulamast OKA ile olusan bilissel fonksiyonlardaki bozulmay1 diizeltti.
1. giine gore diger giinleri kiyasladigmizda kontrol, sham gruplarinda oldugu gibi ACA
uygulamasi platformu bulma siiresinin 2. giinden itibaren istatiksel olarak anlamli
kisalma gosterdigini bulduk. Oysa sadece OKA uygulanan grupta 1. giine gore sadece 4.
giinde platformu bulma siiresi anlamli olarak kisaldi. 1. giine gore platformu bulma
mesafesi OKA+ACA grubunda 3. ve 4. giinde anlaml1 azalma gosterdi. OKA grubunda
ise sadece 4. giinde anlamli azalma gdsterdi. OKA+ACA grubunda platformu bulma
siiresi ve platformu bulma mesafesi kontrol grubuna yakin sonuglar gdsterdi. Sadece
ACA uygulanan gruptaki siganlar morris su labirenti testinde istatiksel olarak anlamli
olmasa bile kontrol grubundaki hayvanlardan daha iyi performans gosterdi.

Yapilan ¢alismalarda ACA’ nin TRPM2 kanali ve PLA, inhibisyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Diger PLA; inhibitorleri TRPM2 kanalini inhibe etmezken ACA’
nin hem TRPM2 kanalin1 hem de PLA;‘yiinhibe ettigi gosterilmistir (11). ACA’ nin
TRPC6 ve TRPMS kanalim1 inhibe ettigi gosterilse de bu iki kanalin beyindeki
ekspresyonu azdir. Ayn1 zamanda TRPM2 ile TRPMS kanalinin amino asit dizisi biiyiik
oranda benzerlik gdéstermektedir (76, 77). TRPM2 kanali hiicre ici ADPR ile ve H,O,
ile uyarilan Ca’" gecirgen katyon kanalidir. Kanalin oksidatif stresle uyarilmasi ve hiicre

ici Ca"" diizeyini regiile etmesi hiicre hasarryla iliskili olabilecegi diisiincesini akla
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getirmektedir. Bunlarin yaninda beynin ¢esitli bolgelerinde genis dagilim gostermesi
norodejeneratif hastaliklarla baglantlili olabilegini disiindiirmektedir (88). Nitekim
yapilan bir¢cok calismada bu diislinceyi dogrular niteliktedir. Bir in vitro ¢alismada AP
ve H,O; uygulanan primer striatal hiicrelerde TRPM2 kanalinin inhibisyonunun hiicre
ici Ca"" seviyesini ve hiicre dliimiinii azalttig1 rapor edilmistir (92). Baska bir in vitro
calismada hipokampal hiicrelerde oksijen eksikligine ve glutamat ile olusturulan
eksitotoksisiteye bagli hiicre 6limiiniin TRPM2 inhibitorii clotrimazole ile azaldigi
bildirilmistir (93). Farelerde yapilan ¢alismada; vahsi tip farelere ve TRPM2 kanalindan
yoksun transgenik farelere beyin iskemisi uygulanmis, TRPM2 knockout (KO) farelerin
beyin iskemisine daha dayanikli oldugu gosterilmistir. Aym1 calismada TRPM2 KO
farelerde CA1 piramidal néron Sliimiiniin, sitozolik Zn'" kiimelesmesinin, post-iskemik
bellek olusumundaki bozulmanin azaldigir gosterilmistir (117). Gelderblom ve ark.
yaptig1 ¢alismada hem vahsi tip fareler hem de TRPM2 KO fareler beyin iskemisine
maruz birakilmis. Beyin iskemisi yapilan vahsi tip fareler iki gruba ayrilmis ve bir
gruba ACA tedavisi uygulanmistir. ACA uygulamasi bizim ¢alismamizda oldugu gibi ip
25 mg/kg olarak gerceklestirilmistir. Calismanin sonucunda ACA uygulanan ve TRPM2
KO farelerin beyindeki infarkt alaninin vahsi tip farelere gore dnemli Olclide azalma
gosterdigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda TRPM2 KO ve ACA uygulanan farelerde
beyinde immiin hiicre invazyonunun azaldig1 gézlenmistir (118). 2015 yilinda APP/PS1
transgenik Alzheimer modelinde yapilan bir calismada AP oligomerlerinin TRPM2
kanal aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. TRPM2 geninin geninin susturulmasi
endoplazmik retikulum stresinin azaltmis.Sinaps kaybin1 ve sinaptik protein
seviyesindeki azalmay1 engellemis ve mikroglial aktiviteyi azalttig1 gésterilmistir. Ayni
caligmada morris su labirenti testiyle bilissel fonksiyonlar degerlendirilmis ve TRPM2
geninin susturulmasi bilissel fonksiyonlardaki bozulmay1 6nlemistir (119).

Fetal donemde PLA, aktivasyonunun sinir yenilenmesi ile ilgili rolii oldugu
bilinmektedir. Post-mortem yapilan ¢alismalarda AH’da beyinde PLA, aktivitesinin
azaldigi bildirilmistir. Transgenik AH modelinde yapilan c¢alismada PLA;
inhibisyonunun bilissel bozulmay1 6nledigi rapor edilmistir (120). in vitro ¢alismalarda
PLA; inhibisyonunun APP ve A proteini olusumunu azaltirken, PLA; aktivasyonunun
bu proteinlerin olusumunu artirdigi bildirilmistir. Bizim c¢aligmamizda hem TRPM2
hem de PLA; inhibisyonu yapan ACA literatiirle uyumlu olarak OKA ile olusan bilissel

fonksiyonlardaki bozulmada iyilestirici etki gosterdi.
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Immiin sistemin beyinde artan aktivasyonu anlamina gelen noroinflamasyon AH
patolojisinde 6nemli rol oynar. Noroinflamasyon ¢esitli hiicresel ve molekiiler cevap,
intraseliiler sinyal yollarinin indiiksiyonu ve inflamatuvar aracilarin salinmini kapsayan
kompleks bir cevaptir.Bu cevap AH’ da noronal disfonksiyonu ve dliimii artirir (121).
Merkezi sinir sisteminde kan beyin bariyerinin olmasi nedeniyle immiin hiicreler beyine
kolaylikla ge¢emez. Bundan dolayr beyinde yerlesik olan mikroglia adi verilen
makrofajlar vardir. Bu hiicreler yetiskin beynindeki hiicre sayisinin % 5-10° nunu
olusturur. Temel fonksiyonu beyni patojenlerden ve zararli maddelerden korumak, doku
tamiri ve homeostasisine yardim etmektir. Merkezi sinir sisteminde major glial hiicre
tipleri astrositler ve mikroglia hiicreleridir. Bu hiicreler sitokin, kemokin, SOR,
cyclooxygenase (COX)2 gibi inflamatuvar faktorler {retirler (33). AH’ da
noroinflamasyonun en onemli belirteci beyinde artan inflamatuvar sitokin seviyesidir.
TNF-a ve IL-13 AH’ da beyinde seviyesi artan sitokinlerdendir. TNF-oo AH’ nin hem
erken doneminde hem de ge¢ doneminde beyinde seviyesi artmaktadir (122). TNF-a
sentez inhibitéri uygulamasimnin AP ile olusan mikroglial aktivasyonu, inflamatuvar
gostergeleri, noronal dejenerasyonu, bellekteki bozulmayr hafiflettigi bildirilmistir
(123). IL-1p AH’ nin patolojisinde 6nemli rol oynayan sitokindir. IL-1p salinimi AH’
da hem AP hem de NFY ile iliskilidir. IL-1P seviyesinin ylikselmesi veya beyin i¢i
enjeksiyonunun biligsel fonksiyonlarda bozulmaya neden oldugu bildirilmistir (124,
125).

Bizim c¢alismamizda OKA grubunda noéroinflamasyoun gdstergelerinde olan
TNF-a seviyesi korteks ve hipokampus dokusunda artti. IL-1p seviyesi ise sadece
hipokampus dokusunda artma gosterdi. OKA+ACA grubunda korteksteki TNF-a
seviyesi OKA grubuna gore anlamli olarak azalma gosterirken, hipokampus dokusu
TNF-a ve IL-1B seviyesi OKA grubuna gore azalsa da bu azalma istatiksel olarak
anlamli degildi.

PLA,; sadece hiicre homeostasisini degil oksidatif ve inflamatuvar siiregleri de
diizenler. PLA;* nin, COX-2 ve iNOS ile baglantili inflamatuvar olaylar1 diizenledigi
bilinmektedir. Arastonik asit (AA) PLA;‘ nin major metabolitidir. AA iyon kanallarinin
aktivitesini, ndrotransimitter salinimini diizenler. AA yolag1 ayn1 zamanda l6kotrienler,
prostaglandinler, tromboksan, 5-lipooksijenaz, siklooksijenaz gibi c¢ok sayida
inflamatuvar aracilar1 iretir. PLA, inhibisyonunun inflamasyonu ve inflamatuvar
mediatorlerin olusumunu 6nlemenin yanisira AB’ ya bagl néron 6liimiinii de 6nledigi

bildirilmistir (13).
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Yapilan ¢aligmalarda ndronal hasara bagli gelisen mikroglial aktivasyonun, glial
kemokin salnimmin ve AH patolojisinde ¢ok Onemli yeri olan GSK3p
fosforilizasyonunun TRPM2 KO hayvanlarda azaldig1 gosterilmistir (126, 127). ABi.40
uygulamasina bagh gelisen hiicre ici Ca’ artisinin, TRPM2 aktivitesinin ve serebral kan
akimindaki azalmanin ACA ile engelledigi rapor edilmistir. Ayni ¢alismada ayni
zamanda A4 uygulamasiyla meydana gelen ndrovaskiiler fonksiyon bozuklugun
TRPM2 KO hayvanlarda ortaya ¢ikmadig1 gosterilmistir (94).

Reaktif oksijen tiirlerinin sensorii olan TRPM?2 kanali sinaptik plastisite,
inflamasyon, ndéropatik agri, oksidatif stres ve ndrodejeneratif hastaliklarla iliskili sinyal
yollarini diizenleyen bir kanaldir. TRPM2 kanali mikroglia hiicrelerde oldukga ytiksek
oranda eksprese edilmistir. Bir ¢alismada mikroglialarda artan IL-1p ile birlikte TRPM2
mRNA seviyesi de arttigi bildirilmistir (128). Bagka bir calismada oksidatif stresin
astrositlerde TRPM2 mRNA ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (129).

Hem TRPM2 kanalinin hemde PLA; inhibisyonunun inflamatuvar siirecte rolil
olduguna dair bircok g¢alisma mevcuttur (13, 128). Bizim c¢alismamizda da ACA
uygulamasi inflamatuvar sitokin seviyesini azaltarak antiinflamatuvar etki gosterdi.

ACA’ nin  antiinflamatuvar  ozelligiyle  ilgili  mevcut literatiir
degerlendirildiginde; Melzer ve ark. yaptifi c¢alismada ACA’ nmn T hiicre
proliferasyonunda rol oynadig1 ve inflamatuvar sitokin seviyesini azalttig1 gosterilmistir
(130). Gelderblom ve ark. yaptifi ¢aligmada beyin iskemi reperflizyonu yapilan
farelerde, ACA uygulamasinin beyinde immiin hiicre invasyonunun azaldigi
gosterilmistir  (118). Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz bulgular literatiirdeki
caligmalarla benzerlik gostermektedir. Epidemiyolojik c¢alismalarda non-steroid
antiinflamatuvar (NSAID) ila¢ kullananlarda AH’ nin goriilme sikliginin daha diisiik
oldugu bir¢ok calismayla ortaya konmustur (78). NSAID ilaglarin inflamasyonu
engelledigi, PLA,’nin inflamatuvar siiregle dogrudan iliskili oldugu ve AH’ nin
patolojisinde noroinflamasyonun 6nemli roli oldugu diisiiniilirse bu beklenebilir bir
sonugtur.

ROS biyolojik sistemlere zarar veren molekiillerdir. Viicutta O, molekiiliinden
iiretilen O radikalinin yaklasik % 98’ 1 mitokondirilerde iiretilir. Olusan O, SOD
enzimi tarafindan H,O,’ ye doniistiiriiliir. GSH-PX ve katalaz enzimi ise H,O,‘ 1 O; ve
suya donistiiriir. Normal sartlarda ROS {iretimi ile antioksidan savunma sistemi
arasinda denge bir vardir. Yaglanma ve AH gibi c¢esitli hastaliklarda ROS’ un agir1

liretimi veya antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalisiyla oksidatif stres ortaya
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cikar. Beyin membran fosfolipitleri, poliansatiire yag asitlerinden olustugu i¢in ROS
saldirisina daha ¢ok maruz kalir (30). Lipit peroksidasyonunun ve oksidatif hasarin AH’
patolojisinde onemli rolii oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. Lipit peroksidasyonu
hiicre membraninin yapisini bozar. Proteinlerdeki oksidatif hasar néronlar i¢in 6nemli
olan enzimlerin yapisini ve glial fonksiyonlarin bozulmasina neden olur. Biitiin bu
etkiler ndronu 6lime kadar gotiiren siirecin tetiklenmesine neden olur. AP plaklar ve
NFY ROS iiretimine neden olmakta, ROS ise niikleer faktér-kB aktivasyonu ile
inflamatuvar siireci tetikleyebilmektedir. Oksidatif hasar sadece AH’ da degil iskemik
beyin hasari, omurilik yaralanmasi, parkinson hastaligi, multiple sclerosis gibi baska
ndrodejeneratif hastaliklarda da goriiliir. PLA, bu norodejeneratif hastaliklarda goriilen
oksidatif hasar1 etkiledigi ve PLA, inhibitorlerinin oksidatif hasar1 ve lipit
peroksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir (131).

TRPM2; ADPR, hidrojen peroksit (H,O,), nikotinamid adenine diniikleotid
(NAD") tarafindan aktive edilir (83). TRPM2 metabolik ve oksidatif stres sensoriidiir.
Yapilan ¢aligmalarda oksidatif stresin ADPR diizeyini artirarak dogrudan veya dolayl
olarak TRPM2 kanallarini uyardiklar1 gosterilmistir (86, 87).

Bizim ¢alismamizda korteks ve hipokampusda lipit peroksidasyonun gostergesi
olan MDA seviyesi OKA grubunda diger gruplara gore artma gosterdi. Antioksidan
enzim olan SOD ve GSH-PX aktivasyonu azaldi. GSH-PX ile birlikte H,O;’ in
yikiminda rol oynayan antioksidan protein olan GSH seviyesi azaldi. Litetatiirde ACA”’
nin oksidatif stresle aktive olan TRPM2 kanalint inhibe ettigine (90) dair c¢alisma
mevcuttur; ancak mevcut literatiirde antioksidan enzim aktivitesine ve lipid
peroksidasyonuna etkisine dair calismaya rastlanmamustir. Ilk defa biz bu tez
caligmasinda ACA uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesi, GSH seviyesi, lipid
peroksidasyonuna olan etkisini inceledik. Calismamizda ACA uygulamasinin korteks ve
hipokampus dokusunda OKA ile olugan SOD, GSH-PX enzim aktivite ve GSH
seviyesindeki azalmayr Onledigini bulduk. Ayni zamanda OKA ile korteks ve
hipokampiis dokularinda meydana gelen lipid peroksidasyonu ACA uygulamasiyla
birlikte azalma gosterdi.

Calismamizda histopatolojik incelemede OKA grubunda korteks ve
hipokampusda ndrodejenerasyon ve kaspaz-3 pozitif noronlar gorildi. ACA
uygulamasi, korteks ve hipokampiis bolgelerindeki OKA ile olusan dejenerendron
sayisin1 azaltti. Immiinohistokimyasal incelemede ise ACA uygulamasiyla kaspaz-3

pozitif hiicre sayis1 azaldu.
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Bobrek tiibiil hiicrelerine ACA uygulamasinin énemli 6l¢iide hiicre Sliimiinii
azalttig1 gosterilmistir (132). Demirdas ve ark. yaptig1 ¢aligmada ACA uygulamasinin
kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyesini azaltip; apoptotik hiicre sayisiyla birlikte ROS
tiretimini de azalttig1 bildirilmistir (133).

Kaspazlar programlanmis hiicre 6liimii olan apopitozun diizenlemesinde gorev
alan proteazlardir. Kazpaz-3 noronal apopitozda anahtar rol alan mediatordiir. Beyin
iskemisi, Huntington hastaligi, amyotrofik lateral skleroz (ALS), parkinson hastaligi,
AH gibi bir¢ok ndrodejenaratif hastalikta kaspaz-3 aktivitesinin neden oldugu sinyal
kaskadinin noéronal hasarla iliskili oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda ndronlarda
sinaptik dejenarasyonla ve yaslanmayla birlikte artan noron hasariyla da baglantili
oldugu anlasilmistir (134, 135). Jianng ve ark. yaptifiin vitro calismada OKA
uygulamasinin tau hiperfosforilizasyonu ve oksidatif stres ile birlikte kaspaz-3 artisina
neden oldugu gosterilmistir (136). Kamat ve ark. yaptig1 ¢aligmada icv OKA uygulanan
sicanlarda histopatolojik incelemede korteks ve hipokampusda nérodejenerasyon
oldugu ve kaspaz-3 mRNA seviyesinin arttig1 rapor edilmistir (68).

TRPM2 kanalinin aktivitesinin apoptotik yolagin aktive olmasina neden oldugu
gosterilmistir (137). Sun ve ark. yaptig1 in vitro ¢alismada TRPM2 kanalin1 inhibe eden
antikor uygulamasi ile TNF-a ve H,O,’ e bagli olusan apoptotik hiicre sayisint azaldigi,
TRPM2 kanalinin uyarilmasinin ise kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesinin
artmasina neden oldugu rapor edilmistir (138).

PLA, aktivitesi apoptotik hiicre 6liimiiniin sinyal kaskadinda 6nemli rol oynar.
PLA; inhibisyonunun kortikal ndronlarda AP toksisitesine bagli kaspaz-3 aktivitesini
azalttig1 bildirilmistir (139). Baska ¢alismalarda da PLA; inhisyonunun hiicre 6liimiini
azalttig1 rapor edilmistir (140, 141). Yapilan in vivo ¢alismalarda PLA; aktivasyonunun
norodejenerasyonu artirirken, PLA, inhibitérii uygulamanin néronal hasarini azalttigi
rapor edilmistir (2, 142, 143).

Literatiirde ACA ile yapilmis ¢aligma sayist kisithidir. Calismamizdaki bulgular
mevcut literatiir bilgileriyle uyumludur. Tiim bulgular bir arada degerlendirdigimizde

ACA’ nin noroprotektif etkisi goze carpmaktadir.
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7. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular dogrultusunda elde ettigimiz sonuclar1 ve
Onerileri asagidaki gibi gruplandirmak miimkiindiir.
1. OKA ile olusturulan nérodejenerasyon modelinde; OKA uygulamasi korteks ve
hipokampus dokusunda antioksidan enzim aktivitesini azaltti. Lipit peroksidasyonuna
neden olarak MDA seviyesini artird1 ve antioksidan protein olan GSH seviyesini azaltt1.
Inflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL1-B seviyesini artird1. Histopatolojik incelemede
ise hem kortekste hem de hipokampus dokusunda dejenere néronlar ve kaspaz pozitif
hiicreler goriilmesine neden oldu. Motris su labirenti testinde; platformu bulma siiresi
ve platformu bulma mesafesi uzadi. Biitiin bu bulgular olusturmaya calistigimiz
norodejenerasyon modelinin gerceklestigini géstermektedir.
2. Olusturdugumuz bu norodejenerasyon modelinde, TRPM2 ve PLA;inhibitérii olan
ACA uygulamasi antioksidan etki gostererek; korteks ve hipokampus dokusunda
antioksidan enzim aktivitesini (SOD, GSH-PX) artirdi ve MDA seviyesini azaltirken
GSH seviyesini artirdi. Oksidatif stres ile aktive oldugu bilinen TRPM2 kanallarinin
SOR ile dogrudan iliskisi vardir. PLA; inhibisyonunun da oksidatif hasar1 azalttig
mevcut literatiirlerde ortaya konmustur. Bizim ¢alismamizda mevcut literatiirle uyumlu
olarak ACA uygulamasiyla oksidatif hasar azald1.
3. Icv OKA uygulamasi ile artan inflamatuvar sitokin (TNF-a ve IL1-B) seviyesi, ACA
uygulamasiyla azaldi. Bu etkisiyle ACA antiinflamatuvar etki gostermektedir. PLA,’
nin inflamatuvar yolakla dogrudan iliskisi vardir. PLA, inhibisyonunun l6kotrienler,
prostaglandinler, tromboksan, lipooksijenaz, siklooksijenaz gibi inflamatuvar aracilarin
olusumunu  Onledigi  bilinmektedir. =~ TRPM2  kanallarinin  inhibisyonunun
noroinflamasyonu engelledigine dair ¢alismalar vardir. Bizim ¢alismamiz da mevcut
literatlirle benzerlik gosterdi ve ACA uygulamast ile noroinflamasyonun
belirte¢lerinden olan korteks dokusu TNF-a seviyesi azalma gdsterdi.
4. Uzamsal bellegi degerlendirmek icin kullanilan morris su labirenti testinde, icv OKA
uygulamasi ile uzayan platformu bulma siiresi ve platformu bulma mesafesi; ACA
tedavisi ile kisalma gosterdi. Cesitli deney modellerinde TRPM2 KO hayvanlarin ve
PLA; inhibisyonunun biligsel fonksiyonlarda iyilesme sagladigina dair caligmalar

mevcuttur. Bizim ¢alismamiz da daha onceki ¢alismalari tamamlayici niteliktedir.
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5. Yaptigmiz OKA ile olusturulan norodejenerasyon modelinde histopatolojik
incelemede korteks ve hipokampus dokularinda dejenere ve apoptotik ndéron sayisi
ACA tedavisiyle birlikte azalma gosterdi.

6. TRPM2 kanal1 ile norodejenaratif hastaliklarin iliskisini anlamaya yonelik ¢aligsmalar
daha ¢ok TRPM2 geni susturulmus hayvanlar iizerinde yapilmistir. Yapilan bir¢ok
calismada TRPM?2 kanalinin nérodejeneratif birgok stire¢ ile iliskili oldugu ve TRPM?2
KO hayvanlarin ndrodejenerasyona daha direngli oldugu goriilmiistiir. Yaptigimiz
literatiir taramasina gore; Alzheimer modelinde TRPM2 inhibitoérii kullanilan ilk
calisma bizim ¢alismamizdir. Bu yoniiyle bizim ¢alisma 6zgiin bir nitelik tasimaktadir.
Epidemiyolojik calismalarda NSAID kullananlarda AH goriilme sikligimin disiik
oldugu ortaya konmustu. Bu bilgiye dayanarak inflamatuvar siirecte rol oynayan PLA,
inhibitorii ACA’ nin nérodejenrasyonda koruyucu Ozellik gdstermesi beklenebilir bir
sonugtur.

7. Hem TRPM2 hem de PLA, inhibisyonunun olas1 noroprotektif ozelliklerini
arastirdigimiz bu calismada elde ettigimiz bulgularin, ileriki ¢aligmalara 151k tutacagini
diistinmekteyiz. ACA’ nin oksidatif hasar, noroinflamasyon ve tau fosforilizasyonu ile
iligkili bir¢ok norodejeneratif hastalikta, tedavi edici bir ajan olarak kullanilmasi igin

daha kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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