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1. GIRIS

Alzheimer Hastalig1 (AH) ozellikle 65 yas ve tizerindeki toplum bireylerinde
%80’1ik bir goriilme sikligiyla seyreden, biiylik oranda hafiza kaybi ile sonuglanan bir
demans tipidir. Biligsel bozukluklarin yani sira, davranis bozuklugu belirtileriyle de
kendisini gosteren AH, Alman Norolog Alois Alzheimer tarafindan ilk kez 1907
yilinda tanimlanmistir. Tiirkiye Alzheimer Dernegi’nin 2015 yili verilerine gore;
tilkemizde 400 binin lizerinde AH’ye yakalanan birey oldugu tahmin edilirken bu
saymin diinya geneline bakildiginda ise 46,8 milyon civarinda oldugu bildirilmistir
1, 2).

AH patogenezinde temel olarak ektstraseliiler matrikste biriken amiloid beta
(AB) plaklart ve noérofibriler yumaklar (NFY) goriilmektedir. AH’de olusan
norodejenerasyonun temel nedenlerinden birinin AP peptitlerinin = oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan c¢esitli calismalar ve bilimsel veriler AB’nin hiicre
membraninin yapisini bozdugu ve membran iizerinde yerlesimli iyon kanallarinin

diizenli ¢calismalarini da etkiledigi goriilmektedir (3).

AH’de ekstraselliiler aralikta biriken AP plaklarin, 6ncelikle hiicre zarinda
yapisal hasar olusturarak hiicre membrani permeabilitesinin bozulmasima sebep
oldugu ileri siirtilmektedir. Permeabilitenin bozulmas1 ekstraselliiler araliktan hiicre
icine yiiksek miktarda kalsiyum iyonu (Ca*?) girisine ve dolayisiyla hiicre igindeki

oksidatif stres tirtinlerinin artigina onciiliikk etmektedir (4).

Transient Receptor Potential (TRP) kanal alt ailelerinin {iyelerinden olan TRP
Ankriyn 1 (TRPAL), TRP Melastatin 2 (TRPMZ2) ve TRP Vanilloid 1 (TRPV1),
hiicresel oksidatif hasar diizeyinin artisiyla aktive olabilen ve ekstraselliiler araliktan
hiicre igine Ca*? girisine aracilik eden hiicre zarina gomiilii halde bulunan protein
yapili katyon kanallaridir. AP plaklarin sebep oldugu oksidatif stres, bu kanallarin
aktive olmasina neden olarak hiicre i¢ine daha fazla miktarda Ca*? girisini tetiklemekte
ve hiicresel oksidatif stres iirlinlerinin daha da fazla artmasma sebep oldugu
bildirilmistir (4). TRP iyon kanallarinin hastalik durumlarinda ekspresyonlarinda
artma veya azalma oldugu bildirilmistir (5, 6). TRP kanallarinin ekspresyonlarindaki
bu artis veya azalig, norolojik hastaliklar veya kanser gibi hastaliklarin teshisinde bilim

diinyasina 151k tutabilecek niteliktedir ancak bu konuda yeterince detayli calisma



yaptlmamistir. AH gibi tedavisi tam olarak miimkiin olmayan nérodejeneratif
hastaliklarin teshisinde veya tedavisinde de iyon kanali ekspresyonlari 6nemli bir

potansiyele sahip olabilecek niteliktedir.

Homosistein (Hcy), noronlarin oksidatif strese karsi hassasiyetlerini kayda
deger bir sekilde artirici Ozellige sahip uyarici bir aminoasittir (7). Hcy’nin
konsantrasyonundaki artisin oksidatif stresi tetikledigi bildirilmistir (7). Oksidatif stres
diizeyindeki artis da protein fosfataz-2A (PP2A)’nin inhibisyonuna ve matriks
metalloproteinazin ise aktivasyonuna oOnciiliik ederek AH patogenezine yol agan A
plak formasyonunu tetikleyen reaksiyonlar zincirini baslatmaktadir (8). Hcy’nin
indiikledigi oksidatif strese bagli olarak hipokampal hiicrelerde TRPA1, TRPM2 ve
TRPV1 kanallarinin aktive olabilecegi ve bu kanallar araciligi ile de hiicre i¢i kalsiyum

konsantrasyonunun ve apoptozis diizeyinin artabilecegi bildirilmistir (9).

Giliniimiizde AH’nin tedavisinde kullanilan yeni nesil molekiillerden biri de
NMDA reseptor anatagonistlerinden olan memantindir. Memantin, N-Methyl D-
Aspartat (NMDA) kanal inhibitorii olarak gorev yaptigindan, asetilkolin esteraz
inhibisyonu i¢in kullanilan diger ilaglar gibi AH tedavisi i¢in yaygin kullanimi s6z
konusudur (10). Memantin AH tedavisinde tek basina etkili bir ajan olarak yaygin bir
sekilde kullanilsa da, memantinin yalniz veya Hcy ile birlikte kullaniminin TRPAI,
TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin fonksiyonu ve ekspresyonu iizerine etkilerini ortaya

koyan bir ¢aligma heniiz literatiirde mevcut degildir.

TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallarinin ortak 6zelligi oksidatif stres
ile aktive olabilmeleridir (9). Memantin sahip oldugu antioksidan etkisi ile TRPAI,
TRPM2 ve TRPVI aracili sitozole Ca*? girisini de diizenleyebilir. Sitozole Ca*
akiginin artigi, norolojik hastaliklari tetikledigi, mitokondriyal depolarizasyon yolu ile
oksidatif stres trlinlerini artirdigi, cysteine-dependent aspartate-directed protease
(kaspaz) aktivasyonlari ile de apoptozis olusumuna neden oldugu ¢ok iyi bilinmektedir
(9). Fakat ortaya ¢gikan bu durumun TRPA1, TRPV1 ve TRPM2 kanal aracili meydana
gelip gelmedigi veya bu kanallarin da bir katkisinin olup olmadiginin bilinmesi AH
patogenezinde Ca*? ile iliskili mekanizmalarin aydnlatilmasi agisindan oldukga

onemlidir ve tedavi segeneklerine yeni katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.



Memantin, glutamat ndrotransmitterinin iyonotropik NMDA reseptorii icin
inhibitér etkiye sahip olmasi dolays: ile sitozolde biriken Ca*? konsantrasyonunu
engelleyerek oksidatif stresi ve eksitotoksisiteyi azalltigi, AH tedavisi i¢in terapotik
bir ajan olarak tercih edilmektedir (10). Memantinin TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal
aktivasyonunun diizenlenmesinde bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak
memantinin oksidatif stresle aktive olabilen bu kanallar iizerindeki etkisi bilinmedigi
igin mevcut tez ¢alismasinda memantinin anilan katyon kanallar1 lizerine potansiyel

inhibitor/aktivator yondeki etkileri aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi (AH)

Diinya Alzheimer raporu 2015 (World Alzheimer report 2015) verilerine gore
diinya capinda tahmini 46,8 milyon demans hastast bulunmaktadir (11). Tim
demanslarin %60 ile %80’ini AH olusturmaktadir (12). Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) 2015 raporuna gore, 60 yas iizerinde tahmini AH prevalanst %11,2’dir,
Tiirkiye’de ise bu oran %11 ile batili lilkeler diizeyinde saptanmistir (12). Yiiksek
prevalans oran1 AH’yi ciddi bir halk sagligi problemi yapmakta ve arastirmalarda
oncelikli bir konuma tagimaktadir (13). AH genel olarak 60’l1 yaslar sonrasinda
goriilen bir hastalik olarak degerlendirilse de gilinlimiizde var olan ¢evresel faktorler
ve beslenme kosullari gibi etmenler neticesinde 45 yas civari gibi daha erken yaslarda

da goriilebilmektedir.

AH, ilk kez Alman noropatalog ve psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan
1906 yilinda tanimlanmustir (14). Norodejeneratif bir hastalik tiirii olan AH, demansin
goriilen en sik nedeni olarak bilinmektedir (15). AH’nin temel olarak beynin algilama
fonksiyonlar1 iizerine olumsuz etkileri neticesinde unutkanlik ve konusma
bozukluklarinin meydana geldigi bilinmektedir. AH’nin bir sinir sistemi hastalig1
olmasi itibart ile yapilan histopatolojik analizlerde hiicre oliimi, sinaps kaybi
(kolinerjik aktivitede zayiflama), norofibriler yumaklarin (NFY') ve amiloid plaklarin
mevcudiyetindeki artis ile karakterize bir hastalik tablosu goriilmektedir (16). Bu
hastalikta, NFY ve AP’nin sinir hiicrelerinin 6liimleri tam olarak baglamadan once ve
bellek kaybi ile bunama belirtileri belirgin hale gelmeden once olusmaya basladig

diistiniilmektedir (17).

Ayrica AH’de; beyin hiicrelerinde meydana gelen haraplanmanin etiyolojisi
heniliz tam olarak aydinlatilmamis olsa da hastaligin ortaya g¢ikmasindaki temel
etkenlerin genetik faktorler, anormal proteinler, otoimmiin reaksiyonlar, toksik
reaksiyonlar, kafa travmalari ve viriisler oldugu disiiniilmektedir (18). Bu arada
hastaligin olusumuna yol agan diger etkenler arasinda esansiyel elementlerin ve

serebral kan damarlarinin rolii olabilecegi de varsayilmaktadir (19).



Ailesinde AH olan bir kisi, bu riski tasimayanlara kiyasla 2 kat daha fazla
AH’ye yakalanma riski ile karsi karsiyadir. Bu genetik gecis %1 diizeyinde
kalmaktadir ve temel olarak bu gegisin apoliprotein E4 (Apo E4) alleli tasiyiciligi,
presenilin-1, presenilin-2, ve amiloid prekiirsor protein (APP) genlerindeki
mutasyonlara bagli oldugu diistiniilmektedir (20, 21). Orta ve ileri yaslarda kalp damar
rahatsizliklarina neden olan kolesteroliin, tasinmasinda gorevli bir protein olan Apo E
alleli normalde %16 pozitif iken, AH bireylerde bu oranin %35-50 dolaylarinda pozitif
oldugu saptanmistir (22). Dolayisiyla bu proteini tasiyanlarin bir kisminin hastalifa

yatkin oldugu sdylenebilir (22).

Her ne kadar hastaligin olusum nedenleri arasinda genetik faktorler sayilmig
olsa da hastaligin olusmasinda ‘genetik faktor’ etkeninin diger etkenlerden daha sinirh

ve diisiik bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir (20, 22).

AH’nin olusum siirecinde genetik veya oOzellikle yas ve gevresel faktorlerin
degiskenligine bagli olarak hastalik patolojisinde NFY ve senil plaklar rol
oynamaktadir (20). Bu hastaligin meydana gelmesindeki en 6nemli faktér AB denilen
plaklarin olusmasi1 ve hiicreleraras1 boslukta birikmesidir (20). AP plaklari, bir
transmembran protein olan APP’in metabolize edilmesi sonucu meydana gelir. AH’de
olusan AB’nin kiimeler halinde ¢6kmesi sonucu SP adi verilen olusumlar meydana
gelir. Bu plaklar toksik etkileri olmayan ve néronlarda inflamasyona neden olmayan
bir yapiya sahiptirler (23). Ancak ortamda olusan oksidatif stres, mikroglial
akvivasyon gibi nedenler ile birlikte sert yapili bir plak yapisina doniistiiklerinden
norotoksik etkiye sahip zararli bir olusum halini almaktadirlar (23). Dejenere olmus
akson ve dentrit parcalari ile ¢oziiniir olmayan fibriler Af yapilar ile NFY birlikte
noritik plaklart olusturmaktadir (24). Bireylerin yaslarinin ilerlemesiyle birlikte
ozellikle yaslhilik evresinde diffiiz (senil) plaklar normal olarak da goriiliirken, AH
bulunan bireylerin beyinlerinde ise néritik plaklar daha ¢ok yerlesim yeri olarak

neokortekste goriilmektedir (24).

AH tanis1 konulan kisilerden alinan histopatolojik kesitlerde goriilen NFY’ler,
asir1 sekilde hiperfosforile olmus tau proteinlerinin ¢ift sarmalli filamanlar halinde
hiicre icerisine ¢okmeleri sonucunda olugmaktadir (25). Bu NFY’ler ilk etapta limbik

alanda belirirken hastaligin ilerleyisine bagli olarak assosiasyon korteksinde



goriilmektedir (26). AH ndropatolojisinde tespit edilen diger nedenler sinir hiicresi
oliimleri ve buna bagh gelisen sinaps kayiplari, dogal akson ve dentrit yapilarindaki
morfolojik degisiklikler ile mevcut norotransmitter sistemlerin ve kortikal kolinerjik
uyarimlarin islevselligindeki kayiplardir (25, 26). Hasta bireyde demans tablosu ortaya
cikmadan Onceki evre olarak tabir edilen preklinik evrede goriilen patofizyolojik
belirtilerin, hastaligin teshisi ve Onlenmesinde ciddi bir 6neme sahip oldugu
bilinmektedir. Teshis siirecinde ise en son 2011 yilinda Diinya Alzheimer Dernegi
AH’yi; Preklinik evre, AH kaynakli hafif kognitif bozukluk evresi ve AH kaynakli

demans evresi olarak 3 evrede tanimlamistir (27, 28).

Beynin manyetik rezonans (MR) teknigi ile goriintiilenmesinde genel
yapisinda bir kiiciilme daha ¢ok hastaligin ilerleyen asamalarinda goriiliirken, olusan
NFY’ler araciligiyla ilk olarak temperomedial bolgedeki harabiyete bagl olarak yakin
bellek bozuklugu hastaligin baslangici sonrasi evrelerde goriillmeye baslanmaktadir
(26, 29).

Klinik tan1 olarak AH’yi bulgularin siddetine bagli olarak 3 evrede incelemek

dogru olacaktir. Bu evreler erken, orta ve ileri evrelerdir.

1- EVRE I (ERKEN): Amnestik donem (bellek ve konusma bozuklugu):
Erken evrede semptomatik olarak goriilen olgu; Ogrenilecek yeni bir bilginin
ogrenilmesinde zorluk ve bellek bozuklugu ile karakterizedir. Agizdan ¢ikan kelime
veya climlelerin tekrari, herhangi bir yere birakilan anahtar veya kumanda gibi
objelerin yerlerinin karistirilmast, hastalik 6ncesi ismini iyi bildigi kisilerin isimlerinin

unutulmasi gibi belirtiler goriilmektedir.

2- EVRE II (ORTA): Demans donemi (entelektiiel bozulma): Orta evrede
ise yeni bilgi 6grenimi tamamen durmus, hastaligin baslangic evresindeki belirtiler
ilerlemis ve kismen giinliikk yagamsal faaliyetlerde kayip s6z konusudur. Kisi yardima

ithtiya¢c duymaktadir.

3- EVRE III (ILERI): Vejetatif déonem (bakim gereksinimi): leri evrede
ise; glinliik yasamsal faaliyetler yani beslenme, giyinme vs. disa bagimli olarak ikinci
bir kisinin yardimiyla gerceklestirilebilmektedir. Hasta yatar pozisyonda yasamak
durumundadir ve bu yiizden yatak yarasi enfeksiyonlari, iiriner sistem enfeksiyonu,

solunum sistemi hastaliklar1 veya emboli ve beslenme bozukluklarina bagl gelisen



komplikasyonlar genel olarak 6liim nedenlerini olusturmaktadir. Bu evrede zihinsel

islevler en alt seviyede seyretmektedir (30).

Tercih edilen medikal tedavi prensipleri; semptomlara gore degisiklik

gostermektedir. Alzheimer hastaligindaki tedavi yaklagimlari sunlardir;
1) APP ekspresyonunu inhibe etmek
2) AP proteinlerin liretimini inhibe etmek
a. a-sekretaz aktivasyonu
b. B-sekretaz inhibisyonu
c. y-sekretaz modiilasyonu
3) Amiloid fibril formlarinin inhibisyonu
4) AP fibrillerin toksisitesinin inhibisyonu.
5) Asetil kolin esteraz inhibitorleri
6) NMDA reseptor antagonistleri (6rn: memantin)
7) Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar (NSAIJ)
8) Kolesterol azaltici ilaglar
9) Ostrojenler
10) Antioksidanlar
11) Antifibrilizasyon ajanlar1 (proteoglikanlar)

12) Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunun 6nlenmesi: Lityum tedavisi tau
proteinlerinin fosforilasyonu ile NFY olusumu igin kritik dneme sahiptir ve glikojen
sentaz kinaz 3 beta (GSK 3f3) gibi hiicre i¢i kinazlara baglidir. Bu mekanizmay1 lityum
ve valproik asit inhibe etmektedir. Lityumun hiicre kiiltiirinde ve transgenik farelerde
GSK 3f’y1 inhibe ederek tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunu azaltabilecegi

gosterilmistir.

13) Metal selatorleri



14) Sinir biiytime faktorii gen terapisi (CERE-110): Eksojen NGF uygulamasi
sicanlarda eksitoksik neokorteks lezyon sonrasi bazal cekirdekte néron kaybini

azalttig1 ve atrofiyi diizelttigi gosterilmistir (30).

2.2. Transient Receptor Potential (TRP) Kanallar:

TRP kanallari, ilk olarak Drosophila cinsi meyve sineklerinin fotoreseptor
hiicrelerinde varlig1 tespit edilen, genel olarak Ca*? gecirgen transmembran iyon
kanallaridir (31). Hiicre dis1 sivi, hiicre igine oranla yaklagik 20.000 kat daha fazla
oranda Ca™ ihtiva ettigi goz Oniine alminca, sitozoldeki Ca*? konsantrasyonunun
degisimine bagli olarak acilip kapanan bu kanallardan iyon gegiginin hiicrenin
yasamsal fonksiyonlarini yerine getirmesinde biiylik 6nem arz ettigi diistiniilmektedir.
TRP iyon kanal {ist ailesi memelilerde, kendi icerisinde spesifik baglanma bolgelerine
gore toplamda 29 alt tip ihtiva eden, alt1 alt aileye ayrilir (32). Bunlar; Ankyrin
(TRPA), Vanilloid (TRPV), Canonical (TRPC), Melastatin (TRPM), Polycystin
(TRPP), Mucolipin (TRPML)’dir.

TRPC

TRPM TRPMA
H—!:TRPME,

TRPV —

| — TRPP2
TRPP TRPP3

TRPML2
TRPML3
TRPML _E TRPMLL

Sekil 1. Memelilerde bulunan TRP kanal alt aileleri

Her bir alt aile spesifik tanimlayici bolgelerine gore belirlenmis alt birimlere
ayrilir ve her alt birim kendi i¢inde degisik sayida kanal alt tiplerine sahiptir ve bunlar

ayni zamanda anilan alt ailelerinin iiyeleridirler. TRPA alt ailesinin bir, TRPV alt



ailesinin alt1, TRPC alt ailesinin yedi, TRPM alt ailesinin sekiz, TRPP alt ailesinin dort
ve TRPML alt ailesinin simdiye kadar kesfedilen ii¢ alt birimi veya iiyesi mevcuttur
(31). Son yillarda yapilan ¢alismalarla TRP iyon kanallarinin; apoptozis (33), kanser
(34), diyabet (35) gibi hastaliklarin yan1 sira; AH (36) ve migren (37) gibi norolojik

rahatsizliklarla baglantis1 olabilecegi bildirilmistir.

2.2.1. TRPA Kanal Alt Ailesi

Memelilerde TRPA Kanallart TRP kanal iist ailesinin tek fertli olan bir kanal
alt tipidir. TRPA kanal alt ailesi de yalmizca TRPA1 olmak flizere bir {liyeden
olugmaktadir (38). 14 adet N-terminal ankrin tekrar1 igeren TRPA1’in mekanik ve
kimyasal stres sensorii gibi islev gordigi bilinmektedir (38). Beyin korteksi (39) ve
hipokampus (39) basta olmak {izere, trigeminal gangliyon (40) ve arka kok gangliyon
(AKGQG) hiicrelerinde (41), akciger dokusunda (42), sag tellerinde (43) ve diger farkli
birgok hiicre grubunda var oldugu bilinmekte, bulundugu doku organa gore de
ekspresyonunda degisiklik goriilmektedir (44). TRPA1 kanallari, 25°C sicaklikta
aktive olabilen TRPMS kanallarindan da daha diisiik derecelerde (17°C ve altindaki
silarda) aktif hale gelebilirler (45). Ayrica TRPA1 kanallari, oksijen azliginda
(<%]15), ortamda NO birikimi, H2S, sarimsak, hardal yagi, tar¢in Oziiti olan
sinamaldehid (SIN), mekanik uyarim, hint keneviri, hidroksinonenal (HNE), protein
kinaz C (PKC), tropomiyozin reseptor kinaz A (TrkA), akrolein gibi ajanlarla aktive
edilirler. Ayrica, isothiocyanate gibi sistein igeren yapilar veya metil salisilat gibi
sentetik bilesikler de TRPA1 kanali aktivasyonuna neden olabilmektedir (46-48).
Oksidatif strese bagli olarak gelisen mitokondriyal ROT ve sigara, egzost gazi gibi
(hipoksi, CO) gevresel irritanlarla da aktif hale gelebilmektedir (49).



HNE, PKC, TrkA \
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Sekil 2. TRPA1 kanal uyaricilart

2.2.1.1. TRPA1 Katyon Kanallari

Trancient Receptor Potential Kanallari (TRP)’nin nérolojik hastaliklarin
zeminini hazirlama konusundaki 6nemi, giin gegtikce daha iyi anlasilmaktadir. TRP
kanallar1 kendi familyas1 igerisinde veya farkli gruptaki bazi TRP kanallar ile birlikte
ayni etki (ROT, pH, mekanik uyarim vs.) neticesinde stimiile edilmektedir (50, 51).
Genel olarak insan viicudundaki hiicrelere o organin ¢aligsma fonksiyonuna uygun TRP
kanallar1 lokalize olmustur (52, 53). Ozellik ve lokalizasyon bakimindan genis bir
alana sahip olan TRP Ankrin-1 (TRPA1) kanalinin stimiilasyonunda da soguk
(<17°C), inflamatuar etkiler, pH, oksidatif stres, hardal yagi, O, CO2 ve bazi iyonlar
(Ca*?, Zn*) gibi bircok etken yer almaktadir (46-48). Ankrin familyasinin tek iiyesi
olan TRPAT1 kanali 6zellikle sinir hiicreleri basta olmak tizere akcigerlerde, beyinde,
deride ve daha bir¢ok organda bulunmakta, bulundugu organda da ilgili etkene gore
aktif hale gelerek (acilarak) kalsiyum iyonlarinin yani sira sodyum ve potasyum
iyonlarinin hiicre dis1 ortamdan hiicre i¢i ortama gegislerine de olanak saglamaktadir
(54, 55). Bir ornekle agiklamak gerekirse deri lizerinde lokalize olmus TRPAI
kanallar1 yaralanma sonrasi inflamatuvar etkilerle aktif hale gelip agn
mekanizmasinda rol alirken, akcigerlerde lokalize olmus TRPA1 kanallar1 da Oz, CO>
azlig1 veya c¢okluguna gore ya da nefes alip verme esnasinda mekanik olarak

uyarilmaktadir (55, 56).
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TRPAT1 kanallar1 gibi diger TRP kanallar tizerine yapilan ¢alismalar her gecen
giin artmakta ve biinyelerinde barindirdiklar1 gizemli sirlarda gelisen teknoloji ile

birlikte ortaya ¢ikarilmaya calisilmaktadir.

2.2.2. TRPM Kanal Alt Ailesi

Bu ailenin ilk kesfedilen tiyesi TRPM1 kanallaridir ve ilk kez melanoma

hiicrelerinde belirlenmistir. Bu nedenle bu aileye mensup {iiyeler melanoma

kelimesinin bas harfi olan ‘M’ harfi ile ifade edilmektedir (57, 58).

TRPM alt ailesi sekiz alt tip igerir ve dort gruba ayrilir. Bu gruplar, kanallar1

olusturan aminoasit dizi benzerlikleri esasina dayanarak olusturulmustur

1. Grup; TRPMI1 ve TRPM3’ten olusur. TRPM1°i aktive eden bilinmemekle
beraber, TRPM3’iin ise steroidlerden pregnenolon siilfat ve Ca*? ile aktive oldugu

bildirilmistir (57).

2. Grup; TRPM6 ve TRPM7’den olusur. TRPM6 ve TRPM7’nin karboksi
terminalinde yerlesik kinaz aktivite bolgesindeki serin/treonin kalintilarindan ATP

harcanarak aktive edildigi vurgulanmistir (58).

3. Grup; TRPM4 ve TRPM5’ten olusur. TRPM4 ve TRPM5’in Ca*? gecirgen

olmadig fakat aktivasyonlarinin [Ca*?]; ile diizenlendiginden sdz edilmistir (59).

4. Grup; TRPM2 ve TRPMS8’den olusur. TRPM2’nin karboksi terminaline
yerlesik NUDT9-H bolgesinin ADP-Riboz pirofosfataz aktivitesiyle ADP-Riboz ve
deneysel ROT (H20>) ile aktive oldugu; TRPM8’in ise mentol ve diisiik sicakliklarda
aktive oldugu kanitlanmustir (60, 61).
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Sekil 3. TRPM familyasinin filogenisi

2.2.3. TRPM2 Katyon Kanallari

TRPM2, TRPM ailesinin ikinci iiyesi olarak tanimlanmistir (62, 63). TRPM2
katyon kanallarinda tipki voltaja duyarli sodyum kanallarinda oldugu gibi 6
transmembran segment bulunmaktadir ve iyon akisi 5. ve 6. segmentler arasindaki
pordan gerceklesmektedir (64). Kanalin amino ve karboksi uglar1 sitozole bakar.
TRPM2’nin karboksi ucuna ‘nudix domain’ (NUDT9-H bolgesi) denilmektedir. Bu
u¢c ADP-Riboz pirofosfataz enzimi aktivitesine sahiptir. Bu sayede kanalin karboksi
ucuyla ADP-Riboz’un etkilesimi esnasinda, ADP-Riboz’dan adenozin monofosfat ve
Riboz 5-fosfat olusumu Kkatalizlenir ve kanal aktivasyonu gergeklesir (65). Bu
reaksiyon sonucu biriken adenozin mono fosfat (AMP)’in negatif geribildirim
mekanizmasiyla ~ calisarak  kanalin  inaktivasyonundan  sorumlu  oldugu

diistiniilmektedir (66).

TRPM2, kalsiyuma gecirgen non-selektif katyon kanallaridir. TRPM2
kanallarinin varlig1 basta beyin ve kemik iligi olmak tizere bobrek, bagirsak, karaciger,
akciger, testis, prostat, pankreas, iskelet kasi, 16kositler ve AKG gibi birgok doku ve
hiicrede tespit edilmistir. Bu kanallar sodyum ve potasyuma gegirgen olmakla beraber
esasinda hiicreye kalsiyumun girisinde ¢ok Onemli rol oynarlar (33). TRPM2
kanallarmin sekil 3°de gosterildigi gibi 4 alt tipi bulunmaktadir. Hiicre ici serbest Ca*2
diizeyi (80-100 nM) hiicre disina kiyasla 20.000 misli daha azdir. Metabolizma sonucu

tiretilen H20: hiicre igerisine girerek TRPM kanalin1 aktive etmesiyle hiicre igerisine
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Ca*? iyonu girisini artirdig1 bilinmektedir. Bir kisim arastirmacilarin sonuglarina gore
ise H2O> hiicre i¢i organellerde (niikleus, mitokondride vs.) ADP-riboz sentezini
artirmakta ve bu ADP-riboz kanali agmaktadir (67). Ayrica, hiicre kiiltiirii
caligmalarinda TRPM2 kanallarinin H203 ile aktive oldugu gosterilmistir (68).

Hiicre i¢i Ca*® iyonu artis1 hiicre oliimlerine kadar varan patofizyolojik
olaylarin baslaticisidir. Giiniimiizdeki TRPM2 kanallari, Ca*? kanal inhibisyonunda

kullanilan ilaglar ile tamamen bloke olmamaktadir (35).

Bu nedenle hiicre i¢ine Ca*? girisini ayarlayan TRPM2 katyon kanallarini
aktive ve inhibe eden mekanizmalarin arastirilmas hiicre i¢i Ca*? artisi ile ilgili basta
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklar olmak iizere, diyabet, kanser ve kalp

hastaliklarinin patogenezinin anlasilmasi agisindan ¢ok 6nemlidir.

Yapilan ¢aligmalarda, TRPM2 kanal aktivasyonunun diizenlenmesinde 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ve antranilik asidin (ACA) 6nemli rolleri
olabilecegi gosterilmistir (69). ACA’nin etkisinin ise fosfolipaz A2’yi baskilayarak
gerceklestirdigi diistiniilmektedir (70).

2.2.4. TRPV Kanal Alt Ailesi

TRPV kanallari, baz1 bitkilerin yapisinda bulunan vanilin, vanilik asit ve
kapsaisin gibi dogal vaniloidler tarafindan aktive edildigi bilinen ve ismini de burdan
alan kanallardir. TRPV kanallarinin sadece hiicre membranin iizerinde degil ayni
zamanda organelleri ¢evreleyen zarlar iizerinde de var olduklar1 gosterilmistir (71).
TRPV kanallarinin aktivasyonuna sebep olan fiziksel faktorler arasinda basing, pH,
sicaklik bazi kimyasal ve biyolojik molekiiller oldugunu sdylemek miimkiindiir (72).
Her ne kadar nosiseptor olarak gorev yaptiklari bildirilse de temelde kimyasal
bilesiklerle etkilesimli bir kemo-sensor olarak gorev yapmaktadirlar. TRPV alt ailest;
TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPVS5 ve TRPV6 olmak iizere 6 alt bireyden
olugsmaktadir. Bunlardan TRPV1’den TRPV4’e kadar olanlarin nosisepsiyon ile ilgili
oldugu varsayilmakta iken, TRPV5 ve TRPV6 nin ise epitelyal Ca*? kanali olarak
gorev yaptiklar1 disiiniilmektedir (73, 74). TRPV kanallar1 genel olarak katyon
gecislerine olanak saglasa da Ca*? iyon seciciliginin yiiksek olmas1 nedeniyle hiicre ici

kalsiyum konsantrasyonunun dengede tutulmasinda ¢ok dnemli bir role sahiptirler.
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Sekil 4. TRPV familyas: iiyelerinin fonksiyonel polipeptid birimleri

2.2.3.1. TRPV1 Katyon Kanallari

Vanilloid grubu igerisinde yer alan TRPV1 kanallari, memelilerin birgok
fizyolojik ve patolojik durumlarinda rol oynamaktadir. Bununla beraber, en 6nemli

roliiniin periferal agrinin olusumunda oldugu gozlenmistir (80).

Kapsaisin, diisiik pH ve 1s1 igeren uyarimlarin birgogu segici olmayan bu
kanallardan hiicre icine Ca*? girisine sebep olur. TRPV1 zararli birgok uyarimdan
sorumlulukta igaret verici olarak rol alabilir. TRPV1’in tekrar eden aktivasyonunda
Oliimciil hiicre yaralanmalari, oksidatif stres ve sitozoldeki serbest kalsiyumun

artisindaki sonuglar daha once belirtilmistir (9).
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Sekil 5. TRPV1 kanal1 aktivasyonu

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, AKG sinir hiicrelerinde ve hatta erken
diyabetik noropatik agri olusumunda TRPV1 kanallarinin roliinliin varligi rapor
edilmistir (75). Ayrica hem TRPA1l hem de TRPV1 kanallarinin yapisinda ve
aktivasyonunda tiyol ve siilfidril gruplarinin 6nemine deginilmistir (76, 77). TRPV1
kanallarinin kimyasallarca aktive edilebildiginden yukarida bahsedilmisti. Sarimsakta
daha ziyade bulunan gallisin maddesi ve nitrik oksit TRPA1 ve TRPV1 de kovalent
degisikliklere neden olarak ve oksidatif stres olusturarak agr1 ve agriya karsi asiri
hassasiyet (hyperalgesia) olusumuna neden oldugu bildirilmistir (78). Daha ziyade
kirmiz1 biberde bol miktarda bulunan kapsaisin maddesi TRPV1 kanallarinin baslica
agonistidir (uyaricisidir). Bu madde ile yapilan inkiibasyonlarda kanal aktive
olmaktadir. Bunun yani sira, hiicre i¢erisinden ve disindan gelen uyarilarla da aktive
olmaktadir. Bu uyarilar arasinda yiiksek 1s1 (>42°C), asidik ortam, inflamasyonu
uyarici faktorler (6rnegin interlokinler) ve kimyasal uyaricilar yer almaktadir (79).
H202’nin TRPV1 kanallarina hem bagimli hem de bagimsiz agriya karsi asiri
hassasiyet olusumunda rol oynadigi bildirilmistir (80). H202 gibi hiicre zarmi
gecebilen oksidanlarin  TRPV1 kanallarin1 aktive edebildikleri, hiicre zarini
gecemeyenlerin ise aktive edemedikleri gézlenmistir (81). Bununla birlikte, H2O2’in
TRPV1 kanallarin aktive ettigi biyokimyasal yolaklar hakkinda yeterince bilgi yoktur.

Kapsaisin ile oksidatif iiriinler arasindaki etkilesim neticesinde kapsaisinin etkisinin
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artmasindan dolay1, oksidatif stres iiriinlerinin fazla tiretildigi hiicresel ortamlarda,
kapsaisinle uyarilan TRPV1 kanal akimlari, oksidatif iirlinlerin az bulundugu
ortamlara kiyasla daha fazla gézlenilmistir (81, 82). Oksidatif stres {irlinleri kinaz
enzimleri ve hiicre zar1 proton yapilarinda degisikliklere neden olmaktadir. Bu
nedenle, uzun siire oksidatif strese maruz kalindiginda tiyol-siilfidril gruplarindaki
baglardaki degisimlerden dolayi, TRPV1 kanallarinin duyarlilifinin azaldigi, fakat
sistein i¢eren maddeleri inkiibe edilen HEK-293 hiicre serilerinin TRPV1 kanallarinin

acilma-kapanma hassasiyetinin diizeldigi rapor edilmistir (78).

2.2.4. TRPAL, TRPM2 ve TRPV1 Kanallarinin AH ile Tliskisi

2.2.4.1. TRPA1 Kanahnn AH ile iliskisi

TRPA1 kanallarinin agr1 ve inflamasyonda 6nemli rol aldigi bilinmektedir
(83). Fakat viicudumuzda serebral korteks ve hipokampus gibi bilissel faaliyet
gosteren alanlarda bulunmalar1 ve basta oksidatif stres olmak tlizere ¢esitli agonistlerle
aktive olmalar1 bu tip kanallarin AH ile yakin iliskili olabilecegi gercegini giin yiizline
cikarmaktadir. Yapilan sinirh sayida TRPA1 ve AH bagintili calisma olsa da heniiz
TRPAT1 kanallarinin gelisen AH patolojisi iizerindeki roliinii tam olarak aydinlatmaya
yetememistir. Primer sensor ndronlar ve diger noronal olmayan hiicre gruplarinda var
olan TRPATI kanallari, ROT, soguk ve kannabinoidlere kars1 hassasiyet gostermekte
ve aktive olabilmektedir (84). AH’de olusan A plaklari; Beta-secretase 1 (BACE1)
ve presenilin 1 (PS1) enzimleri vasitasiyla APP’lerden olusturulmaktadir (85). Olusan
bu toksik AP plaklart mikroglia ve astrositleri aktive ederek kronik inflamasyon
olusumunu tetikler bdylece bu hiicrelerden salinan sitokinler, pro-inflamatuar
mediatorler (prostoglandinler, ROT, NO vs.) AH nin ilerlemesine neden olmaktadir.
(86-90). Ortamda biriken AP plaklarmin dogrudan TRPA1 kanallarini stimiile
edebildigi baz1 kaynaklarda bildirilmigken (91), yine pro-inflamatuar mediatdrlerden
olan NO de TRPAI kanallarim1 stimiile etme potansiyeline sahiptir (92). Bu
stimiilasyon ve kanal aktivasyonu sonrasinda ise ekstraseliiler ortamdan hiicre i¢i
sitozole Ca*? iyonu akisi gerceklesmekte ve bunun neticesinde hiicredeki kaspaz
reaksiyonlar1 hizlanarak hiicre apoptozise dogru siiriiklenmektedir. Ayrica hiicre

icinde Ca*? iyonu artis1 mitokondriyi daha da uyarip buna bagh olarak ROT iiriinleri
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artisina sebep olmaktadir. Bu artisa bagli olarak da hiicre daha da hizli bir sekilde
oliime siiriikklenecektir. Bu da AH’nin progresyonunda hizlanmaya ve hastalikla ilgili

semptomlarin olusumu ve hastalik progresyonu iizerine hizlandirici etki yapacaktir.

Beyinde TRPA1 kanallari, beyin gelisimi ve astrositlerin fizyolojik
fonksiyonlarini icra etmesinde Onemli bir role sahiptir (93, 94). Bunun yani sira
bakteriyel endotoksinler, ¢evresel irritanlar veya inflamatér mediatorler gibi
uyaranlara kars1 inflamasyonel cevabin olusumu ve diizenlenmesinde gorevi oldugu
diistiniilmektedir (46, 48, 95). Son zamanlarda AH ile ilgili yapilan ¢alismalarda
aragtirmacilar daha cok AH patogenezinde Ca*? bagintil sinyal yolaklarmin yiikselen
roliine odaklanmiglardir (96, 97). Ancak, TRPA1 kanallarinin AH patogenezindeki
TRPA1-Ca*? bagmtili sinyal yolaklar1 ve mekanizmalar1 icerisinde ne kadarlik bir

etkiye sahip oldugu heniiz tam netlik kazanamamastir.

2.2.4.2. TRPM2 Kanalinin AH ile Iliskisi

AH’de olusan patolojik belirtilerin gelisiminde, inflamasyon ve oksidatif stres
araciligiyla aktive olan TRPM2 kanallarininda bu tabloda rol oynadigi bir¢ok ¢alisma
tarafindan dogrulanmistir (98, 99). TRPM2 kanallarinin travmaya bagli olusan
oksidatif strese, ndronal apoptozise, mitokondriyal disfonksiyona ve sitozolik Ca*?
iyonu artisina neden oldugu ve biitiin bu gelisen olgularin da AH patolojisindeki
degisikliklerle ilgili oldugu bildirilmistir (98). AH’de AP peptid birikiminin yiiksek
diizeyde toksisitesine bagli olarak sinaptik aktivite ve ndronal hiicre 6liimiine sebep

oldugu bilinmektedir.

Artan oksidatif stres diizeyinin ve kalsiyum kanal aktivitelerinden kaynaklanan
hiicre i¢i kalsiyum iyon dengesizliginin bu etkilerin ortaya ¢ikisina onciiliikk ettigi
birgok ¢alismada rapor edilmistir (35, 77). Yiiksek diizeyde kalsiyum permeabilitesine
sahip olan TRPM2 kanallar1 non-selektif bir katyon kanalidir. Oksidatif stresle aktive
olabildigi 1yt bilinen TRPM2 kanallar1 bir¢cok norodejenereatif hastalikla
iligkilendirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar TRPM2 kanal aktivasyonun ayni
zamanda A nin sebep oldugu ndrotoksisite ile iligkili olabilecegini gostermistir (99).
Bunlara ek olarak kiiltiire edilmis ndronlarda AP plaklarin, TRPM2 kanal
fonksiyonlarimi artirdigini gosteren bulgular da literatiirde mevcuttur (99). APP/PS1

17



ile olusturulan deney hayvan1 AH modelinde endoplazmik retikulum stres markorii,
protein disiilfid izomeraz ve fosforile 6karyotik transkripsiyon faktor 2a diizeylerinin
artarken, presinaptik sinaptofizin markorii seviyelerinin ise azaldigi bildirilmistir
(100). AH modeli olusturulan farelerde TRPM2 kanallarinin yoklugunda mikroglial
aktivasyonda azalma ve yasa bagli hafiza bozukluklarinda iyilesme gozlemlenirken,
TRPM2 kanal varliginda ise yiiksek diizeyde mikroglial aktivasyonun ve hafiza ile
ilgili bozukluklarin devam ettigi goriilmistiir. Tim bunlar noranal toksisite
olusumunda TRPM?2 kanallar1 ile AP plak arasindaki iligkinin 6nemine isaret etmekle
beraber TRPM2 kanal aktivasyonunun AH tedavisinde potansiyel bir hedef olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir (99).

2.2.4.3. TRPV1 Kanalinin AH ile iliskisi

Sinir hiicrelerinde Ca*? iyonu, mevcut gesitli metabolik yolaklarla sinaptik
iletim ve plastisite ile noronal gelisme {iizerinde etkili olan temel iyonlardan bir
tanesidir. Hiicre i¢i ortamda Ca*? iyonu homeostazisinin saglanamamasi AH’nin
noropatolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (101). AP toksisitesinin varsayilan
mekanizmalarindan biri, eksitotoksik uyaranlara karsi savunmasizligin eslik ettigi
Ca*? homeostaz bozuklugunu igerdigi goriilmektedir (102, 103). Bu ndrotoksisite
PLC'yi aktive ederek IP3 iiretilir ve bu da hiicre i¢i Ca*? depolarin1 uyarir. Ayrica
NMDA reseptorlerini ve Voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 aktive eder (104, 105).
Aslinda, AB'min dogrudan noérotoksisitesi ve eksitotoksisiteye karsi gelistirilmis
savunmasizlik olgusunun, hiicreler Ca*? icermeyen ortamda inkiibe edildiginde
zayiflamas1 ve Ca*? igeren ortamda ise sitozole Ca* akisinin arttiginin saptanmas,
TRPV1 kanallarinin AH ile alakasini ve AH’deki 6nemini ortaya koymaktadir (106).
APB1-42 tarafindan tetiklenen ndroinflamatuvar bir siire¢ norodejeneratif siirecin
merkezinde yer almaktadir (107). Bu ndrodejenerasyon siireci, aktive edilmis
mikroglia, astrositler, proinflamatuar molekiillerin indiiksiyonu ve ilgili sinyal
yolaklari tarafindan yonlendirilerek sinaptik ve néronal hasarin olusumuna yol agar.
Epidemiyolojik kanitlar ve klinik aragtirma wverileri, steroidal olmayan anti-
enflamatuvar ilag kullanimmin AH insidansini azaltabilecegini ve AH patogenezinde
inflamasyon roliinii daha da destekledigini ortaya koymaktadir (107-109). Her ne

kadar AH ile néroinflamasyonun olusumu arasinda molekiiler ve hiicresel olarak bir
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baglant1 heniiz bir netlik kazanmasa da, sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve noronal
hasarin daha da koétiilesmesi ile mevcut inflamasyonun artigina sitokinlerin aracilik

ettigi distintilmektedir (110).

Kapsaisine duyarli sensér noronlar da nosiseptif néron grubundandir ve bu
noronlarin 6dem olusumu ve inflamasyonun daha da kétiilesmesinde paymin oldugu
disiiniilmektedir (111). TRPV1 kanallar1 vanilloid ile kapsaisin yani1 sira 43°C ve iizeri
sicaklik ile ortam pH’st 6’dan (pH<6) asagiya distiigi durumlarda aktif hale
gelmektedir (112-114).

Son zamanlardaki yapilan calismalar neticesinde; beyindeki noronlar,
perisitler, astrositler ve mikroglialarda TRPV1 kanallarinin ekspresyonlarindaki genis
dagilim rapor edilmistir (115-117). Bu yiizden TRPV1 kanallarimin AH ile iligkili
noroinflamatuar siireclere katkida bulunmasi olasidir. Kim ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilen g¢alisma sonrasinda rapor edilen sonuglara gore, mezensefalik
dopaminerjik noronlar’in TRPV1 kanal aganisti kapsaisine maruz birakilmalari
neticesinde hiicre 6liimiiniin tetiklendgi bildirilmistir ancak bu etki kullanilan TRPV 1
antagonisti (blokor) olan kapsazepin (CPZ) ve iodo-resiniferatoksin tarafindan inhibe
edilmesiyle baskilanmis, neticede bu kanalin hiicre 6liimii tizerine dogrudan etkin
olabilecegi diistiniilmiistir (118). TRPVI1 kanallar1 tarafindan indiiklenmis
norotoksisiteye mitokondriyal hasar ve sitozoldeki Ca*? miktarindaki artis eslik
etmektedir. Ancak bu durum intraseliller Ca*? selatori BAPTA-AM ve TRPV1
antagonisti CPZ tarafindan inhibe edilmis baskilanmistir (119). Hiicrelerin kaspaisin
veya endojendz bir TRPV1 ligandi olan anandamid ile uyarilmasi, mitokondriyal
sitokrom ¢ saliniminm ve aktif kaspaz 3’e kars1 olusan immun cevabin gliclenmesine
neden olmaktadir. Ayrica sigan beyninde intranigral alana yapilan kapsaisin
enjeksiyonunda da TRPV1 aracili hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir. Dolayis1
ile kapsaisin ve anandamidin birlikte kullanilmasi sonucu TRPV1 kanali aktivasyonu
ile yukarida bahsedilen olaylar mikroglia hiicrelerinde cerayan ederek Ca*? sinyali
aracili sinir hiicresi hasar1 ve mitokondriyal yikimlanma sekillenmistir (119). Bu
durum g6z 6niinde bulunduruldugunda AH’nin olusumunda TRPV1 kanallarinin da

bir rolii oldugu diisiintilebilir.
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2.3. Homosistein (Hcy)

Hcy yapisinda siilfiir ihtiva eden esansiyel aminoasitlerden olan metiyoninin
metabolizmasi sonucu meydana gelen bir ara {irlindiir. Ayrica yine metiyoninin sistine
donilisiimii esnasinda meydana gelen tiyol iceren bir aminoasittir. Hey, viicutta
kofaktor olarak vitamin B12’nin kullanilmasiyla remetilasyon dongiisii ile tekrar
metiyonine doniislirken; vitamin B6’nin kullanilmasi ile transsiilfiirasyonla sisteine

metabolize olmaktadir (120).

Kandaki total plazma Hcy’inin yaklasik %801 disiilfit kopriileri araciligiyla
albiimine baglidir. Bagli olmayan serbest haldeki Hcy tiirleri ise baslica ‘Hcy-Sistin’
ve ‘Hey-Hcy’ disiilfidleri seklinde bulunmaktadir. Dolagimdaki tiim Hcy’in yalnizca
%11 serbest Hey seklinde bulunur. Insan plazmasinda Hey, hem indirgenmis (rediikte)
formda hem de yiikseltgenmis (okside) formda serbest veya proteine bagl olarak
bulunur (Tablo 1).

Hcy s1vi fazda ¢ok dayaniksizdir ve miktar1 artinca oksidasyonla homosistine
dontigiir (Sekil 6). Normal kisilerin idrarindaki Hey tespit edilemeyecek kadar az
miktardadir ancak, sistatyon B-sentaz eksikliginde Hey’in sistatiyona doniisiimii
azaldig1 i¢in artmaktadir. Metil tetrahidrofolat transferaz eksikliginde homosistiniiri

meydana gelis sebebi, metiyonine geri doniislimiin azalmasidir.

ANH _NH,
HS—CHy—CHyCH @ _ACHrCHyCH
= S
COOH ! | COOH
~NH S _NH,
HS—CH~CHsCH CHCHCH
COOH N COOH
Homosistein Homosistin

Sekil 6. Hcy’nin oksitlenerek homosistine doniismesi

Yapilan ¢alismalar sonucu Hcey ile ilgili kimyasal tanimlamalar yapilmistir. Bu
kimyasal tanimlamalar, siilfidrilli veya rediikte formdaki Hey ve disiilfidli veya okside
formdaki Hcy olarak adlandirilmistir. Distilfidli formlar, reaktif sistein kalintilari

igeren proteinlerle ve sisteinle meydana gelir (120).

Hcy’in okside formlar1 ayni zamanda mikst disiilfidler olarak adlandirilir.

Plazmadaki Hecy’in multiple formlarinin isimlendirilmesinde “total Hey, indirgenmis
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Hcy, proteine bagli Hey, serbest Hey ve Hey-sistein kompleksi” gibi kavramlar genel
olarak kullanilmaktadir. Total Hey biitiin bu serbest ve bagli biyokimyasal Hcy

tiirlerinin toplamin1 tanimlar.

Tablo 1. Total plazma Hcy bilesenleri ve yiizdeleri

Metabolik durum Yiizdesi (%)
Yiikseltgenmis (oksidize) Hcy 5-10
Indirgenmis (rediikte) Hey 1
Proteine bagli Hey 80-90
Sistinli Hcy 5-10

Tablo 2. Total plazma Hey dagilimi

Normal oran | 5-15 umol/L

Beklenen < 10 umol/L

Tablo 3. Hiperhomosisteinemi degerleri

Agir | 50-500 umol/L
Orta 25-50 pmol/L
Hafif | 15-25 umol/L

Normal olgularda ortalama plazma Hey degeri 10 umol/L olup 95 persentil ile
16 pmol/L civarindadir (Tablo 2). Degerler kadinlarla karsilastirildiginda erkeklerde
%10 kadar daha yiiksektir ve konsantrasyonlar her iki cinste yasla birlikte giderek

artar. Hey Olctimleri hasta a¢ durumdayken yapilmalidir.

Giinlimiizde Hcy seviyeleri i¢in terapotik hedefler saptanmustir. Son verilere
gore kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in yiiksek risk altindaki hastalarda hedef diizey 10
pmol/L’den az olmasidir (121).

Normal saglikli kisilerde giinlik Hcy tiretimi 20.000 umol kadardir. Total
Hcy’in 1200 umol/giin kadarlik kismi plazmada siirekli bir dongli durumundadir.
Hcy’in yaklagik 3-10 pmol/giin kadarlik miktart idrarla atilir. Bu miktar total Hey’in
yaklasik %0,] kadarini olusturur (122).
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2.3.1. Hcy Metabolizmasi

Hcy iki major yolla metabolize olmaktadir. Bunlar Transsiilfiirasyon ve
Metilasyon yollaridir. Hey’in %50°lik kismi transsiilfiirasyon yoluyla sisteine
doniisiir. Diger % 50°lik kismi ise yeniden metillenerek metiyonini olusturur (123).

Hcy metabolizmasi komplike bir feed-back sistemle diizenlenir (Sekil 7).
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Sekil 7. Hcy metabolizmast

2.3.1.1. Remetilasyon Yolu

Hcy esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin demetilasyonuyla metilasyon
dongiisiinde meydana gelir. Besinlerle alinan metiyoninin ATP yapisindaki adenozil
kalintis1 ile olusturdugu S-adenozil metiyonin (SAM), metillendirme tepkimelerinde
en onemli metil vericisi olarak kullanilmaktadir. SAM yapisindaki metil grubunun
0zel metiltransferazlar ile uygun alicilara tasinmasindan sonra olusan S- adenozil

homosistein (SAH), adenozin ve Hcy’e hidroliz olmaktadir (124).

Eger metiyonin dengesi negatif ve SAM konsantrasyonu diisiikse Hcy

dogrudan metiyonin sentazin (MS) katalizledigi reaksiyonla metiyonin olusturmak
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icin remetilasyon yoluna girer. Bu reaksiyonda vitamin B12 kofaktdr,

metiltetrahidrofolat (MTHF) substrattir (124).

MTHF, metilentetrahidrofolat rediiktazin (MTHFR) katalizledigi bir
reaksiyonla meydana gelir. Bu reaksiyon folat metabolizmasinda MTHF’in
formasyonu i¢in hiz kisitlayict basamaktir ve Hcy’den metiyonin jenerasyonu igin
onemlidir. MTHF 1n Hcy remetilasyonunda indirekt etkisi vardir. Cogu dokuda Hcy
vitamin B12 bagimli enzim metiyonin sentaz ile metiyonine remetile olur. Bazi
dokularda ise ¢ogunlukla karaciger ve bobreklerde betain homosistein metiltransferaz
enzimi Hcy’in metiyonine remetilasyonu i¢in alternatif bir yoldur (123). Bu yolda
Hcy, kolinin oksidasyonu ile olusan betainden metil grubu alarak yeniden metiyonine
doniisiir (124). Hey’in SAM ve metiyonine doniisiimii MS veya MTHFR enzimindeki
genetik bir kusurla bloke olabilir. Bu sekildeki yeni doganlarda total Hcy seviyesi
yiiksek, metiyonin seviyesi diisiiktiir. Sonugta nérolojik semptomlar ve zihinsel
problemler sekillenebilir (125).

Hem Hcy hem de metiyonin birbirlerinin prekiirsorleridir, birinin yikilmasi
digerinin sentez asamasini olusturmaktadir. Bu iliskinin temelini metiyonin

metabolizmasi olusturmaktadir (126).

2.3.1.2. Transsiilfiirasyon Yolu

SAM konsantrasyonu yliksek oldugunda, transsiilfiirasyon yolu kullanilir ve
Hcy geri doniisiimsiliz olarak sistatyon ve sistein olusturmak ig¢in ilk basamagini
sistatyon B-sentazin (CBS) katalizledigi iki vitamin B6 bagimli reaksiyona girer.
Sistein major hiicresel redoks tampon ve glutatyon igin bir prekiirsordiir. Tahminen
karacigerdeki hiicre i¢i glutatyon havuzunun yaris1 homosisteinden tiiremektedir

(123).

CBS enzimi bu yol i¢in en dnemli enzimdir. Bu enzime ait homozigot kusurlar
nedeniyle Hcy diizeyleri (>100umol/L) artarak homosistiniiriye neden olur.
Heterozigot kusurlarda ise parsiyel CBS eksikligi meydana gelir ve orta diizeyde
hiperhomosisteinemi  saptanabilir. ~ Metiyonin  yiikkleme  testinden  sonra

hiperhomosisteineminin belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasi ile tanisi konulabilir.
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Kofaktor olan vitamin B6'nin eksikliklerinde ise parsiyel CBS eksikliginde meydana

gelenlere benzer Hey yiikseklikleri goriilebilir (122, 127).

Transstilfiirasyon yolu oncelikle karaciger, bobrek ve pankreasta meydana

gelir. Bu dokular ayrica glutatyon dongiisiiniin en hizli oldugu dokulardir.

Hayvanlarda yapilan calismalar gostermistir ki vitamin B6 eksikliginden
kaynaklanan transmetilasyon yolunun inhibisyonu SAH seviyelerinde artis ve SAM

seviyelerinde azalmayla sonuglanir (123).

2.3.2. Hiperhomosisteinemi

Enzim kusurlari, Hcy metabolizmasindaki vitaminlerin eksikligi veya
dagilimindaki bozukluk, yasam sekli, hastaliklar ve ilaglar metilasyon ve folat

dongiisiinii bozarak total Hcy seviyesini artirabilir (128).

Genel olarak yiikselmis plazma toplam Hcy konsantrasyonunun en sik edinsel
sebepleri folat, B vitaminlerinin tam veya relatif eksikligi ve bobrek yetmezligidir. Bu
durum 6zellikle yash kimseler i¢in daha dogrudur (129). Renal fonksiyon toplam Hecy
seviyesi i¢in giiglii bir gostergedir. Bu, renal metabolizmayla ilgilidir (127). Genetik
bozukluklara bagli olarak goriilen eksiklikler genel popiilasyonda veya vaskiiler
hastalikli kisilerde goriilen yiiksek seviyelerin muhtemelen sadece bir kisminin sebebi
olarak diistiniilmektedir. Homosisteiniiriye en sik sebep olan genetik durum, yiiksek
toplam Hcy seviyeleri ve prematiire kardiyovaskiiler hastaliklarla karakterize CBS
eksikligidir. Yeni doganlarda, toplam Hcy metabolizmasi kusurlart homosisteintiri ile
seyreden agir hiperhomosisteinemi sebebidir. Artmis toplam Hcy’in diger genetik

sebepleri; metiyonin sentaz ve MTHFR yoklugu ve bozuklugudur (130).

Yiiksek toplam Hcy seviyesi; ilerlemis yas, hipotiroidi, nikotinik asit, teofilin
ve L-dopa gibi ilaglarin kullanimi sirasinda da goriilebilir (128). Diyetle alinan vitamin
B6, vitamin B12 ve folat diizeyleri ve total Hey seviyeleri ters orantilidir. Asir sigara,
alkol ve kafein alan kisilerde toplam Hcy seviyesi ylikselir. Kadinlarda bu sekilde
hayat tarzi erkeklere gore toplam Hcy seviyesini daha fazla etkiler. Kronik alkol

tiiketiminde etanoliin vitamin durumunu etkilemesi sonucu toplam Hcy seviyesi artar

(127).
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2.3.3. Santral Sinir Sisteminde Homosistein’in Rolii

Ilerleyen tip bilimi ve teknoloji sayesinde néronal gelisim ve dejenerasyonu
tizerine Mikro besin maddelerinin rolii daha iyi anlasilmaktadir (131, 134). Daha 6nce
de ifade edildigi tizere Hcy, metiyonin metabolizmasi sonucu olusan, esansiyel
olmayan kiikiirt igeren bir aminoasittir. Hcy katabolizmasi; folat, B6 ve B12
vitaminine bagli olarak ¢aligmaktadir. Bu nedenle, Hcy'nin plazma konsantrasyonu, B
vitamininden faydalanma durumunu kismen gosterebilir (135). Erken embriyonik
hayatta embriyonun sinir sistemi olusum asamasinda iken folatin rolii iyi
belgelenmistir. Hey, transmetilasyon yolunu inhibe ederek civciv embriyosundaki
noral tiipiin kapanmasii geciktirir. Bu veriler, folat takviyesinin sinir tiipii
defektlerinin dnlenmesindeki etkisi ile aciklanabilmektedir. Hcy metabolizmasinda
kofaktorlerden birinin eksikligi, miyelinizasyon bozukluguna ve ciddi nérolojik hasara
neden olabilir. Hey ve sinir sistemindeki bozukluklar arasindaki baglant: ilk olarak
siddetli CBS eksikligi bulunan hastalarda belgelenmistir (137, 138). Ayrica bazi
hastalarda zihinsel gerilik, serebral atrofi ve ndbetler goriildiigli de bildirilmistir (137,

140).

Hcy’nin metionine remetilasyonu, metionin sentaz ve onun kofaktorii olan
vitamin B12 aracilidir ve reaksiyon esnasinda 5-metiltetrahidrofolat metil grubu
vericisidir. Hcy remetilasyonu beynin 6nemli metil gruplari kaynagidir (141).
Beyinde, norotransmitterlerin, membran fosfolipidlerinin ve kontrolli DNA
metilasyonunun sentezi ve degradasyonu da dahil olmak iizere birgok metilasyon
reaksiyonu meydana gelir. Betain-homosistein metil transferaz yoluyla gergeklesen

Hcy’nin alternatifi bir remetilasyon yolu beyinde yoktur (142, 143).

Hcy katabolizmasi i¢in Hey’nin transsiilfiirasyon yolu énemlidir ve Hey’nin
karacigerde onemli bir glutatyon kaynagi oldugu diisiiniilmektedir (144). Ancak bu
durum beyinde daha karmagiktir. CBS ve sistatiyonaz, transsiilfiirasyon dongiisii ile
Hcy'nin glutatyonun 6nciisii olan sisteine doniismesini kataliz eder. CBS enzimi insan
beyninde de tespit edilmistir (144) ancak beyindeki sistatiyonaz aktivitesi ile ilgili
bilgiler yer yer farklilik gostermektedir (145, 147). Beyindeki sistatiyonaz
aktivitesinde genis bolgesel farkliliklar oldugunu gosteren yalnizca birkag calisma

yapilmistir (146, 147). Dahasi, sistein ve daha az oranda sistatiyonin, astroglial kiiltiir
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kullanilarak glutatyon tretmek igin kullanilmistir (148). Ancak bunun aksine,
astroglial kiiltirde Hcy ve metionin transsiilfiirasyon yolagimni gegememis ve de

glutatyona doniisememistir (148).

Genel olarak mevcut veriler beyindeki glutatyon sentezi i¢in gerekli sistein
tiretiminde Hcy transsiilfiirasyonunun énemli bir roliinii desteklemez (141, 148, 149).
Sistein, astrositlerde bir Na® bagimli glutamat tagiyict vasitasiyla nakledildigi
gosterilen glutatyonun sentezi i¢in oran belirleyici bir substrattir (149, 150). Sistein
onciilleri (sistatiyonin, homosistein ve metiyonin), kan sisteinini muhafaza ederek
beyin glutatyonu seviyesini normal degerlerde tutmak i¢in 6nemli bir role sahip
olabilirler. Ancak bu gorisii netlestirmek i¢in daha ciddi kanitlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Beyindeki Hcy transportu tam olarak kesfedilememistir. Daha 6nce deney
hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, Hcy’nin basit diflizyona ilaveten belirli bir
doyurulabilir reseptor yoluyla tasinabilecegini bildirmistir (151, 153). Insan néronal
hiicreleri normal kosullar altinda Hey tiretebilir (154). Ayrica, folat eksikligi bulunan
bir mediumla inkiibe edilen néronal hiicrelerde Hcy seviyesinin arttig1 bildirilmistir
(154). Bu sonuglar, Hcy’nin beyinde kendi kendisine de iiretilebilecegini gostermistir.
Ancak beyinde bolgesel olarak Hcy metabolizmasinin farklilik — gosterip
gostermeyecegi tam olarak arastirilmis degildir. Fareler ilizerinde olusturulan bir
hiperhomosisteinemi modelinde Hey’nin kan-beyin bariyerinin biitiinliigiinii bozdugu
rapor edilmistir (155). Bununla birlikte, bobrek hastalarinda beyin Hcy etkisi lizerine
hiperhomosisteineminin etkisi araciligiyla Hcy’nin beyne girme yetenegi {izerine
yapilan ¢aligsmalarda tam anlamiyla yeterli diizeyde degildir. Ancak, giinlimiizde elde
edilen mevcut kanitlar 1s1¢inda Hey’nin iki yonlii olarak spesifik tasiyicilar araciligiyla
plazmadan beynin igerisine alinabilecegi ve kan beyin bariyerini gegebilecegi
bildirilmistir (151).

Bazi1 norolojik hastaliklarda Hey’nin beyindeki ve beyin omurilik sivisindaki
(BOS) konsantrasyonu yiikselmistir (156, 160). BOS’da Hcy yiikselmesi serumda da
paralellik gosterir. Ancak serum konsantrasyonlart BOS konsantrasyonlarindan 20-

100 kat daha fazladir. Antifolat tedavisi i¢in kullanilan metotreksatin, BOS’daki folat

ve SAM konsantrasyonlarini diisiirdiigii, Hey seviyesini artirdigi goriilmiistiir (161).
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Bu durum, metotreksatin norotoksik etkisini, beyindeki azalan folat miktar1 ve/veya
artmis Hey diizeyi ile agiklanabilecegini gosterirmistir. Ayrica, CBS eksikligi olan
cocuklarda yiiksek hiperhomosisteinemi seviyesi (>100 uM), Hcy’nin BOS’daki
konsantrasyonunda 10 Kkat artis ile iliskilendirilmistir (162). Ayn1 ¢alismada betainle
tedavi edilen homosistiniiri hastalarinin plazma ve BOS Hcy seviyeleri diisiiktiir (162).
Bu veriler neticesinde, Hcy’nin her iki yonde de kan-beyin bariyerini gecgebilecegini
gostermektedir (162). Hey’nin kan-beyin bariyerinin biitiinliigiinii bozdugu bulgusu

da bu tespitle de uyum gostermektedir (155).

2.3.4. Hcy’nin Norodejeneratif Hastaliklarla ve Yaslanmayla iliskisi

Norodejeneratif hastaliklar, ¢esitli etiyolojik ve klinik 6zelliklerde iceren genis
bir grup bozuklugu kapsar. Bu hastaliklarin ortak noktasi; noronlarin protein

yapilarinda bozulmaya sebep olmalaridir.

Demans, AH, Parkinson hastaligi ve felg, yashi insanlarda sik goriilen
norodejeneratif hastaliklara 6rnektir. Hafif bilissel bozukluk, yashilarda goriilen ve
neredeyse %50’si demansla sonuglanan major bir saglik sorunudur (163). AH hem
genetik hem de edinsel faktorlerle iliskili multifaktoriyel bir hastaliktir. AH'nin
patolojik olarak belirtileri, norofibriler yumaklar, noritik plaklar ve ¢éziinmeyen A3
birikimidir (164, 165). Bu belirtiler genel olarak kognitif gerilemeden 10-20 y1l kadar
once ortaya ¢ikar (166). Norodejeneratif hastaliklarda olusan patolojik mekanizmalar,
apoptozis, néronal 6liim, oksidatif stres, glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonu,
mitokondriyal islev bozukluklar1 ve kaspazlarin aktivasyonu gibi bir dizi
reaksiyonlarida tetiklemektedir (167, 169). AH’li hastalarin beyinlerinde anormal
redoks dengesi ile oksidatif hasarin, proteinlere ve niikleik asitlere vermis oldugu zarar

gortlebilir (170, 171).

Hcy noronal dejenerasyonu tetiklemektedir. Bu nedenle psikiyatrik ve yasa
bagli norodejeneratif hastaliklarin  ilerlemesine neden olmaktadir. Genel
popiilasyonda, ileriki yaslarda noérodejeneratif hastaliklarin goriilme sikliklarinin
artmasi, yasla birlikte plazma Hcy diizeyinin artmasi ile de iligkilendirilmistir (135,
172). Hcy’nin beyin atrofisi i¢in bir risk teskil ettigi bildirilmistir (173). Hcy'nin 11.9

umol/L'nin lizerindeki konsantrasyonlari, beyaz cevher hasarina kars1 yaklasik 8.6
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umol/L'nin altindaki konsantrasyonlara kiyasla yaklasik 3 kat daha fazla risk ile
iliskilendirilmistir (174). Epidemiyolojik ve uzun siireli ¢caligmalar, Hecy ve bilissel
bozukluk arasinda nedensel bir baglanti oldugunu ileri siirmiistiir (175). Bu durum
serebrovaskiiler kaynakli olabilecegi gibi dogrudan nérotoksik mekanizmalara baglh
da olabilir (176). Cesitli ¢alismalar, demans tablosu olusan yasl insanlarda diisiik
folat, vitamin B6 ve/veya B12 konsantrasyonlarinin oldugunu teyit etmektedir (134).
Serum B-vitamini konsantrasyonlarinin diistikliigii ile norobilissel testlerdeki zayiflik
birbiri ile negatif olarak iligkilidir (134). Buna ilaveten, Hcy konsantrasyonlari diisiik
vitamin konsantrasyonlarina gore bilissel diisiisiin gii¢lii bir dnciisiidiir (181). Her ne
kadar Hcy’nin norolojik hastaliklarda 6nemli bir role sahip olabilecegi in vivo ve in
vitro c¢aligmalarla gosterilse de bu durum klinik caligmalarla heniiz kanitlanmig

degildir.

2.3.5. Homosistein ve Glutamat Reseptorleri

Hcy, NMDA reseptor alt tiirline etki yapmaya egilimli (184, 197) endojen
glutamat reseptdr agonistidir (184, 194, 196). Hcy'nin oksidatif bir {iriinii olan
homosisteik asit, beyin hiicreleri tarafindan iiretilir ve eksitator uyariya karsilik olarak
salgilanir (198). Homosisteik asit, NMDA reseptoriinii aktif hale getirerek bir eksitator
norotransmitter olarak islevini yerine getirir (199). Beyindeki homosisteik asidin

norotoksisitesi se¢ici bir NMDA antagonisti kullanilarak engellenebilir (196, 200).

Hcy, NMDA reseptoriine baglanarak (153) kalsiyum girisini dolayli olarak
arttirir (184, 186, 200, 201). Ilging bir bicimde, diisiik (baska bir deyisle, normal, 10
umol/L) glisin konsantrasyonun varliginda Hcy, NMDA reseptoriiniin glisin alaninin
kismi bir antagonisti olarak davranmaktadir ve reseptdr aracili aktiviteyi (Hcy
antagonist veya noroprotektif gorevinde) engeller. (184). Normal glisinin varliginda
Hcy’nin toksisitesi, Hey yiiksek konsantrasyonlarda (baska bir deyisle, Hcy=100
umol/L) iken gbzlemlenebilir. Bunun aksine, glisin diizeyleri sinir sisteminde (inme,
kafa travmasi veya migrenden sonra) arttiginda (202), nispeten diisik Hcy
konsantrasyonu (baska bir deyisle, Hcy=10 umol/L) NMDA’y1 baglayarak ve aktive
ederek eksitotoksik (agonist) olabilir (184, 203, 204). Bu sonuglar, Hcy'nin migren
hastalarinda, inmeden sonra veya iskemi sonrasinda serebral hasara sebep

olabilecegini ortaya koyar (184).
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Bu nedenle, glisin konsantrasyonlarmma baghh olarak, Hcy ya NMDA
reseptOriiniin  glisin alanin1 tikayabilir veya bu reseptoriin glutamat alaninda bir

antagonist gibi davranabilir (184).

Baska bir kanit da, Hcy’nin NMDA olmayan bir reseptér mekanizmasi yoluyla
veya metabolik grup I metabotropik glutamat reseptoriinii aktive ederek hareket
edebilecegini ileri stirmektedir (203). Hcy’nin hipokampiiste hiicre dis1 bir sinyal
yonlendirmeli kinaz olusturdugu goriilmiistiir. Bu etki ii¢ tip glutamat reseptor
antagonisti (NMDA, non-NMDA ve metabotropik glutamat reseptorii) tarafindan
engellenmistir (201). Iyonotropik ve metabotropik reseptdrleri aktive ederek, Hcy
dolayli olarak hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini artirabilir ve bir¢ok kinazi aktive edebilir

(201).

2.3.7. Homosistein ve Oksidatif Stres

Hcy metabolizmasi, hiicredeki redoks potansiyeli tarafindan diizenlenir (205,
206). Hey temizlenmesine vasita olan bircok enzimin aktiviteleri, bu oksidatif durum
(baska bir deyisle, metiyonin sentaz, CBS) tarafindan diizenlenir (205, 207, 208).
Ornegin, CBS aktivitesi, oksidatif stres kosullar1 altinda artar ve bdylece daha fazla
Hcy'yi sistein ve glutatyona dondstiiriir. Transsiilfiirasyon yolunun bozulmasi (CBS
+/-), redoks homeostazini bozar ve sistein seviyelerini diisiiriir (187), bdylece néronal
hasara sebep olur. Buna karsin, artmis reaktif oksijen tiirleri (ROT) durumunda
metionin sentaz aktivitesi daha diisiiktiir. Metionin agisindan zengin bir beslenme
diizenine sahip sicanlarda, kandaki Hey konsantrasyonlarinin arttigi (20 uM’ye kars1
kontrol grubu siganlarinda 7 uM) ve diisiik glutatyon peroksidaz aktivitesi goriilmiistiir
(209). Hcy ile baslatilmis oksidatif stres diisiik glutatyon {iretimi durumunda
kotiilesebilir.

Hcy kendi kendine otooksidasyona girebilir ve boylece redoks homeostazinin
bozulmasina sebep olabilir ve vaskiiler ve noronal hiicrelerdeki redoks sinyal yollarim
etkileyebilir (205, 210, 211). Hey’nin oksidatif stres yoluyla norolojik disfonksiyonu
baslattigi bulunmustur (212, 213). Bu etki, ROT iiretiminin arttirtlmasi ve nitrik
oksidin oksidatif deaktivasyonu ile agiklanabilir. Ustelik, Hcy, NMDA reseptdriine

29



baglanarak beyin lipit peroksidasyonuna neden olur (214). Antioksidan tedavi,

Hcy’nin birgok toksik etkilerini onarir (214).

Oksidatif stresin sinirsel dejenerasyondaki rolii yogun bir bigimde
incelenmistir. Oksidatif stres, noronal hiicrelerde Hcy toksisitesi i¢in 6nemli bir
mekanizmadir (215). Hey, oksidatif stresi baglatarak dogrudan AP norotoksisitesini
arttirmistir (213). Hey’nin hiicre toksisitesinin, N-asetilsistein, C veya E vitamini gibi
antioksidanlarla yatistirildigr bildirilmistir (213, 216, 217). Antioksidanlar (C veya E
vitamini) ayn1 zamanda hafiza bozuklugunu (216) ve sicanlarda Hcy’nin neden oldugu
ATPaz aktivitesini Onledigi bildirilmistir (217). Diger calismalar, Merkezi sinir
sisteminde folat eksikliginin bir etkisini de ortaya koymustur (215, 218). Folat
takviyesi AP ile ROT olusumunu engellerken, folat yoksunlugu, Hey ve ROT'da bariz
bir artisa neden olmus ve AP ile baslatilan apoptozu (programli hiicre Sliimiinii)

arttirmistir (215).

S-adenozil homosistein hidrolaz inhibitorii olan 3-deaza adenozin (3-DZA) ile
yapilan tedavi, normal ve APO E eksikligi olan farelerde ve folat ve E vitamini
yoksunu ve oksidatif miicadeleye maruz kalan laboratuvar ortaminda yetistirilmis sinir
hiicrelerinde noérolojik koruma saglar (219). Bununla birlikte, folat eksikliginin
beyindeki etkisinin Hey yiikselmesinden bagimsiz mi yoksa onun vasitasiyla mi

oldugu bilinmemektedir.

Transsiilfirasyon yolu, antioksidan ve metilasyon metabolizmasi arasindaki
metabolik baglantiyr gosterir (220). SAM’1n antioksidan olarak bir rolii oldugunu
diistindiiren kanitlar mevcuttur. SAM, artmig glutatyon iiretimine, neredeyse %65
oraninda diismiis lipid peroksidasyonuna neden olmus ve deneysel bir bolgesel anemi
(iskemi) modelinde (oksidatif stres) ndronal Oliimii Onlemistir (222). Canh
organizmalardaki ¢aligmalar, SAM’1n varliginda gecici beyin iskemisi sonrasinda kan-
beyin bariyerinde bir iyilesme oldugunu gostermistir (223). Buna ek olarak, kronik
SAM tedavisi (22 ay), sigan beyninde, glutatyon konsantrasyonlarini artirmis ve lipid
peroksidasyonunu digiirmiistiir (224). Akut iskemik inmeden hemen sonra B-
vitaminlerinin uygulandiginda oksidatif hasar1 yatistirdig: klinik ¢alismalarca daha

fazla kanit saglanmistir (225). SAM'in noroprotektif etkilerinin en azindan bazilari,
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onun transsiilfiirasyon yolunun giiclendirilmesi ve glutatyon {iretiminin

arttirllmasindaki 6nemli rolii arasinda baglant1 kurulabilir.

Hcy ile iliskili oksidatif stresin noronal hasara neden olabilecegi diger bir
mekanizma da artmis hiperfosforile tau (P-tau) proteinidir. Genetik faktorlerin, sinirsel
dejenerasyon tizerindeki etkisini B vitaminlerinin modiile ettigi bildirilmistir (226). Bu
dogrultuda, Apo E knock-out fareleri, folat eksikligi g¢ektiklerinde artmis beyin
oksidatif hasar ve bilissel noksanliklar sergilemistir (226, 227). Bu, belirli risk
faktorlerine (bir baska deyisle Apo E4 veya APP) sahip olan hastalarin folat

eksikliginden kaynaklanan oksidatif strese daha yatkin olabilecegine isaret edebilir.

2.3.8. Homosistein, Tau Proteini ve Amiloid Beta Arasindaki Iliski

Normal yaglanma siirecinin bir parcasi olarak beyindeki yaygin A birikmesi
artar. AH bulunan bireylerin beyninde goze ¢arpan bir 6zelligi, yaslilikla birlikte artan
AP plaklarinin serebral ve meningeal kan damarinda yaygin sekilde birikimidir (228,
229). Alzheimer hastalarindan ve vaskiiler demansa ait BOS orneklerinde A
konsantrasyonlar1 diistiktiir ve bu diisiis bilissel gerileme ile iligkilidir. Yaslanma ve
norodejeneratif hastalikta Hcy’nin plazma konsantrasyonlar: ile AB1-40’1n plazma
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif bir iligki bildirilmistir (230). Bir homosisteine tepki
veren endoplazmik retikulum protein (Herp) yakin zamanda tespit edilmis ve c-
sekretaz aktivitesini ve dolayistyla beyindeki AB1-40 birikimini arttirdigi bulunmustur
(231). Ote yandan, Hey néronlar igin toksik olabilir ve AP tarafindan hasara ugratilma
acisindan savunmasizliklarini artirabilir (213, 232). Homosisteik asit, ndronal
hiicrelerde hiicre i¢i ve hiicre dis1t AB1-42 birikimine yol agar (233). Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde Hey, doz bagimli bir sekilde AP toksisitesini ve kaspaz 3 aktivasyonunu
artirmugtir (234). Ozetlemek gerekirse, giincel veriler, Hcy’nin beyinde A birikimini
artirarak bunamayr hizlandirdigini gostermektedir. Tau proteini, insan beyninde
bellegin zayiflamasi1 ve bunama olaylarina iliskin 6nemli baska bir proteindir. Tau,
NFY olusumuna dahil olan, hiicre i¢i bir mikrotiibiile bagli proteintir. NFY'ler biligsel
bozukluklar, norodejeneratif bozukluklar ve bunama ile iliskilidirler. Tau’nun
fizyolojik iglevi tiibiilin parcalarinin bir araya gelmesini kolaylastirmak ve

mikrotiibiilleri stabilize etmektir. Tau fosforilasyonu tiibilinlerin dagilimini ve hiicre
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zarn ile iligkisini bozabilir (236). Artmis hiperfosforile tau (P-tau), daha diisiik bir
fosfataz aktivitesi veya artmis bir kinaz aktivitesi ile iligkili olabilir. Artmis AP,
fosforile tau kinazlar1 (GSK 3, fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K), MAP kinaz) aktive
ederek tau birikimini hizlandirabilir (235). PP2A, tau proteinlerini ayirarak ve
proteoliz i¢in erisilebilir hale getirerck ¢ift sarmal filamentlerde P-tau’yu fosforilden
ayrrabilir (236). Kinazlarin (azalma) veya fosfatazlarin (artis1) aktivitesini etkileyen
faktorler bu nedenle AH i¢in tedavisel bir potansiyele sahip olabilir. Birgok ¢aligma,
kontrollerle karsilastirildiklarinda, AH hastalarinin beyin dokularindaki PP2A’nin
ekspresyonunun veya aktivitesinin azaldigini gostermistir (237, 238). Her ne kadar
mRNA PP2A’nin artsa da, PP2A proteininin ekspresyonu AH hastalarindaki
fibroblastlarda da diisiiktiir (239). Bu sonuglar, translasyon sonras1 modifikasyonlarda
veya enzimin dayanikliliginda bir basarisizlik olduguna isaret etmektedir. AH ile
homosisteinde azaltilmig PP2A protein metilasyonu arasinda muhtemel bir baglanti
oldugu varsayilmistir (240). Katalitik altbirim B’nin, enzimin metillenmis altbirim
C’ye baglanmasi, enzimin aktivitesi i¢in zorunludur (241). SAM’in disiik
konsantrasyonlari veya diisiik bir SAM/SAH orani, daha diisiik bir PP2A aktivitesi ve
artan bir P-tau ile sonuglanir (240, 242). Buna gore, fosfataz metiltransferaz 1’in
protein diizeyi ve PP2A’nin metilasyona ugramis C altbiriminin protein diizeyi,
kontrollerinkilerle kiyaslandiginda AH’ye yakalanan bireylerden alinan frontal ve
temporal ekstraktlarda yaklasik %40 daha diisiiktiir (238). Buna ek olarak, PP2A
protein aktivitesi ve gen ekspresyonu AH bireylerin beyinlerinde belirgin bir sekilde
azalmistir (237). Genel olarak, bu veriler, SAM metabolizmasindaki veya SAM/SAH
oranindaki degisikliklerin, tau proteinlerinin fosforilden ayrilmasini 6nleyerek AH

etiyolojisine katkida bulunabilecegini kesin olarak ortaya koymaktadir.

Noronal hiicrelerdeki deneysel folat eksikligi ek bir kanit saglamistir.
Noroblastom hiicrelerindeki folat yoksunlugu, P-tau’nun immiinreaktivitesinde
%66’11k bir artisa ek olarak Hcy seviyesinde ve ROT’da belirgin bir yiikselmeye sebep
olmustur (215). Kiiltiirlere folat ilave edildikten sonra P-tau artis1 tersine ¢evrilebildi
(215). Bu sonuglar, P-tau’nun folat eksikliginde biriktigini ortaya koydu, fakat bu
fenotip, en azindan kisa donem eksiklikte muhtemelen tersine c¢evrilebilir. P-tau’nun
azaltilmasinin hafiza islevinin diizelmesine yol agabileceginden, Hcy diisiiriicii tedavi

P-tau’nun azaltilmasi yoluyla hafiza islevini iyilestirebilir (243).
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2.4. Memantin (MEM)

Memantin, AH tedavisinde NMDA reseptor antagonisti olarak kullanilan bir
amantadin tirevidir (244). Orta ve ileri evredeki AH olan kisilerde tercih edilen
memantin, hiicre i¢i kalsiyum yogunlugunu azaltmak amaciyla, sinir hiicrelerinde
fonksiyon bozukluguna neden olan asir1 glutamat aktivasyonuna engel olmak amaciyla
tercih edilmektedir (245). Bilindigi gibi hiicre dis1 kalsiyum iyonu miktart (1.2 mM)
hiicre igine (80-100 nM) kiyasla 10.000-20.000 kat daha fazla oranda bulunmaktadir.
Sorunlu bolgede meydana gelen asidite, oksidatif stres veya farkli nedenler ve ¢esitli
ligandlar vasitasiyla aktif hale gelen kalsiyum kanallar1 bu dengeyi bozarak hiicre ici
kalsiyum yogunlugunu artirmakta ve artan kalsiyum iyonu yogunlugu, basta
mitokondride ve sitozolde olmak {izere bir dizi hiicreyi 6liime goétiiren reaksiyon
zincirlerinin baglamasina neden olmaktadir (246). Merkezi sinir sisteminde (MSS)
hizli eksitator (uyarici) transmitterler olarak glutamat, aspartat ve homosisteat
bulunmaktadir. Ancak glutamat, beyindeki uyarici iletimin %75’ inden sorumlu olup
kendine 6zgii dort eksitator reseptdr tipi olan NMDA, AMPA, kainik asit reseptorleri
ve metabotropik reseptorler ile bu etkisini gostermektedir (249). NMDA reseptorleri
beyin korteksi, hipokampus, striatum, septum ve amigdala gibi daha ¢ok kognitif islev
ile alakali kisimlardaki néronlarin post-sinaptik kisimlarinda bulunmaktadir. Yukarida
bahsedilen reaksiyonlarin ve hiicrenin apoptozise ugramasimin engellenmesi, Ca*?
girisine aracilik eden NMDA reseptorlerinin memantin tarafindan bloke edilmesi ile

gerceklesmesi ayr1 bir oneme sahiptir (248, 249).

Ogrenme ve bellegin gelismesinde hiicre i¢i Ca*? diizeyindeki anlk
degisimlerin ve ndronal sinaptik baglantilarin ¢ok etkin bir rolii oldugu kabul
edilmektedir (250, 251). Glutamat hiicreler arasi iletisimi saglayan ¢ok 6nemli bir
fizyolojik mediatér olmasinin yaninda bazi nérodejeneratif hastaliklarda glutamat
reseptorlerinin asirt ve zamansiz uyarilmasi “eksitotoksisite” olarak bilinen durumun
ortaya ¢ikmast sonucu ndronlarin Oliimiine sebep olabilmektedir (252).
Eksitotoksisitenin bir¢cok akut ve kronik MSS nérodejeneratif bozuklugunda rol aldigi
ve asir1 Ca*? yiikii ile baglantili oldugu ileri siiriilmiistiir (253). Eksitotoksisite, birgok
norodejeneratif hastalikta hiicrelerin apoptozise ugramasini agiklayan en yaygin

hipotez olarak kabul gérmektedir.
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Memantin, AH tedavisinde tercih edilen NMDA reseptor antagonisti bir ilag
olmakla birlikte, orta ve ileri derecedeki Alzheimer tipi demansin semptomatik
tedavisi i¢in endikedir ve her hangi biiyiik bir yan etkisi saptamamuistir (254, 255). Son
zamanlarda yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar memantinin kinolinik asite bagl
toksisiteye, beyin travmasi, iskemi ve AB1-40/ApB1-42—aracili norotoksisiteye karsi
etkili bir koruma saglayabildigini bildirmektedir (256-259). Yine son zamanlarda
rapor edilen sonuglara gore sican kortikal kiiltiir néronlarinda memantinin tau
proteinlerinin fosforilasyonu ve AB1-42 aracili tau kinazlarin (GSK-3p and ERK-1/2)
aktivasyonunun zayiflamasiyla sekillenen toksisiteye karsi da koruyucu etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (260). Tiim bunlara ek olarak memantin, AP ile indiiklenen
kaspaz 3 bolinmesini ve siklik AMP yanit elementi baglayict proteinin
defosforilasyonunu da azaltir. Boylece her ikisinin de hiicrenin hayatta kalmasi icin
kritik bir 6neme sahip oldugu bildirilmistir (260). Bununla birlikte, memantine, A
peptidinin olusumunu veya igsellesmesini degistirmedigi ve AB’nin neden oldugu
hiicre dig1 glutamat potansiyelini hafifletemedigi bildirilmistir (260). Toksisite {izerine
olan etkilerinin yanisira memantin, in Vivo olarak Af’nin fare hipokampal
kesitlerinden elde edilen Kkiiltiirlerde ve yetiskin sigcan hipokampusunun CA1
bolgesinde indiikledigi uzun siireli potansiyel artis bozukluklarini geri dondiirebilir
(261, 262).

Bu sonuglar ile tutarli olarak, AP peptidlerini asir1 ifade eden transgenik
farelerde memantinin kognitif bozukluklar ve Alzheimer hastaligina bagli patoloji
tizerine faydali etkileri gdsteren birka¢ calisma mevcuttur (263, 264). Memantinin,
TG2576 transgenik fare hipokampuslarinda AP plak yiginlarini azalttigi ve sinaptik
yogunlugu artirdiina dair bildirimler bulunmaktadir (263).

Ug farkl1 yas grubundaki transgenik farelerde yapilan bir calismada, 3 ay siire
ile giinliik 30 mg/kg memantin uygulamasinin hiperfosforile tau protein seviyelerini
azaltarak ve inaktif GSK3[p seviyelerini artirarak biligsel performansi artirdig
gozlemlenmistir (265). Bu ¢alismanin sonucunda memantin gibi antagonistlerin APP
miktarini veya olusum siirecini etkilemezken AP agregasyonu ve bertaraf edilmesi
siireglerinde 6nemli bir role sahip oldugu ifade edilmistir (265). Fakat onceki
caligmalarin aksine, in vivo ve in vitro kosullarda gergeklestirilen ¢alismalarda,

memantin uygulamasi1 sonrasinda AP1-40/AB1-42 olusumunda meydana gelen
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azalmanin diisik APP seviyesi ve degisen APP siireci ile de alakali oldugu rapor
edilmistir (263-265). Ancak bu tutarsizligin sebebinin yapilan ¢calismalarda kullanilan
memantinin dozu ve uygulama siiresindeki degisiklige bagl olarak bazi ¢alismalarin
uzun vadeli (30 mg/kg/giin, 3 ay siire ile) bazilarinin ise kisa vadeli (20 mg/kg/giin, 8
giin siire ile) gerceklestirilmis olmasi veya diger baz1 hiicresel faktorlere bagli olabilir.
Fakat AH i¢in her iki sonu¢ da birlikte ele alindiginda, memantin hem tau hem de Ap
aracili olarak meydana gelen beyindeki AH’ye 6zgli patolojik tabloyu ve hayvanin
bilissel performansini tedavi edici bir etki ile birlikte hafifletebilir (263, 265).
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Sekil 8. Hcy ve MEM’in TRPAL, TRPM2 ve TRPV1 kanallar iizerinde muhtemel
etki yolaklart. NMDA kanal inhibitérii olarak kullanilan MEM’in; AP, Hcy ve hiicre
dis1 ROT yani1 sira TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarina spesifik stimiilatorler olan
Sinamaldehit (SIN), Kiimen hidroperoksit (CPx) ve kapsaisin (CAP) ile aktive olan
kanallarin muhtemel aktivasyonunu inhibe ederek bu kanallar araciliiyla kalsiyumun
sitozole girisi engelledigini gosterir sekildir. AH’de, ekstraseliiler ortamda olusan
ROT ve kullanilan spesifik kanal agic1 ajanlar TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallari
aktif hale getirerek stozole asirt miktarda Ca+2 girisine neden olmaktadir. Hey ise
ROT olusumu ve dogrudan kanal aktivasyonuna neden olarak bu etkiyi daha da
artirmaktadir. Hey ayn1 zamanda NMDA kanallarini stimiile etme kabiliyetine sahip
bir yapiya sahiptir. Tiim bu zararl etkileri MEM ise kanal inhibisyonuna neden olarak
azaltmakta, hiicrenin  apoptotik  siirece  girmesini  engellemekte  veya
oteleyebilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Sarjl1 pipet: Witeg (Almanya)

Sarjl1 pipet uglar1: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (italya)
Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya)
Seffaf kiivet: Sarstedt (45mm) Cuvvette (Almanya)

Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)

Hiicre sayim cihazi: Casy TT, Roche, (Almanya)

Jel goriintiileme cihazi: Syngene G:Box, XRQ (ingiltere)
Sogutmal1 santrifiij: Kubota 2800 (Japonya)

Derin dondurucu (-80°C ): Wisd Persnal Digital (Kore)

Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvigre)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

COz inkiibator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)
Calkalamal1 su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Tiirkiye)
Calkalama cihazi: Biosan Orbital shaker PSU 101 (Tiirkiye)
Falkon tiipleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
Steril 96’lik plakalar: Greiner Bio-One (Almanya)

Buz yapma makinesi: ITV 1Q P5C (ABD)

Manyetik 1siticili karigtirici: Variomag Monoterm (Almanya)

Distile ve ultradistile su cihazi: ELGA Purelab option DU25 (ABD)
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Western Blot sistemleri: Bio-Rad Mini Protean Tetra System (ABD),
Hoeffer MiniVE PS300-B (ABD)
Ultrasonik doku parg¢alayici: Bandelin Sonoplus HD2070

Stereo Mikroskop: Olympus Corporation T5, SN (Japonya)

3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 1640), Sigma Aldrich
(ABD)

Fetal Bovine Serum (FBS), Life Technologies (ABD)
Penicillin/Streptomycin, Biochrom (Almanya)

Phosphate Buffered Saline (10X, PBS), Biochrom (Almanya)
Trypsin-EDTA (%0,25), Sigma Aldrich (ABD)

Dimethyl sulphoxide (DMSO), Sigma Aldrich (ABD)

Anthranilic acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)

Cumene hydroperoxide, Sigma Aldrich (ABD)

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), Merck (Almanya)
Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), Sigma Aldrich (ABD)
HEPES, Sigma Aldrich (ABD)

Sodium chloride (NaCl), Merck (Almanya)

Potassium chloride (KCI), Merck (Almanya)

Calcium chloride (CaClz), Merck (Almanya)

L-glutamic acid, Merck (Almanya)

Cesium hydroxide monohydrate (CsOH.H20), Sigma Aldrich (ABD)

Hydrochloric acid (HCI), Merck (Almanya)
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Potassium hydroxide (KOH), Merck (Almanya)

Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)

APOPercentage Apoptosis Kit, Biocolor (Kuzey Irlanda)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Molecular Probes (ABD)
JC-1 Dye, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Kaspaz 3 substrat (AC-DEVD-AMC), Bachem, (Isvigre)
Kaspaz 9 (AC-LEHD-AMC) substrat, Bachem, (Isvicre)
DL-Homocysteine, Santa Cruz Biotechnology (ABD)
Memantine hydrochloride, Santa Cruz Biotechnology (ABD)
Capsaisin, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

AP-18, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Anthranilic Acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)
Capsazepine, Sigma Aldrich (ABD)

Cinnamaldehyde, Sigma Aldrich (ABD)

Amiyloid Beta Peptide (1-42), Abcam Biochemicals (Ingiltere)

Anti-TRPA1 Antibody, Novus Biologicals (ABD)

Anti TRPM2 Antibody, Abcam Biochemicals (Ingiltere)
Anti TRPV1 Antibody, Abcam Biochemicals (Ingiltere)
B-actin Antibody, Abcam Biochemicals (Ingiltere)
Cleaved caspase 3 Antibody, Proteintech (ABD)
Cleaved caspase 9 Antibody, Proteintech (ABD)

PARP1 antibody, Proteintech (ABD)

38



3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Deney Hayvanlar

Resim 1. Calismada kullanilan Swis Mouse 1rki fare

Deney i¢in agirliklart ortalama 36-40 gr olan 10-12 aylik 80 adet swiss mouse
k1 albino (beyaz) fare kullanilmistir. Caligmaya baslamadan 2 hafta dncesinden
hayvanlar ¢evre sartlarina alistirildi ve igerisinde altlik bulunan kendilerine ait
kafeslerde barindirildilar. Ad libitum yemleme tarzi ile standart sigan-fare yemi ve su

ile beslendiler. Isik aydinlik-karanlik siklusu 12-12 saat olarak ayarlandi.

Hayvanlarin kullanimi Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari
Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvart (HUDAL) tarafindan takip ve kontrol
edilen hayvan refah1 ve deney hayvanlar1 bakimi, kullanimi esasina gore

gerceklestirilmistir.

3.2.2. Gruplar

Calismada 40 adet disi ve 40 adet erkek olmak iizere toplam 80 adet yasl fare
(10-12 aylik swiss Mouse 1rki) kullanildi. Deney agamasinda, hayvanlar her grup i¢in
disi ve erkek sayilar1 homojen olacak sekilde ayarlandi. Hayvanlar 8 gruba ayrildi ve
inhalasyon anestezisi (eter) altinda dekapute edilerek hipokampus hiicreleri izolasyonu

yapildi.

39



I- Kontrol grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicrelerine herhangi

bir kimyasal uygulanmadi.

I1- AP grubu (n=10): Bu gruptaki hiicreler 20 uM AB1-42 ile 24 saat siireyle
inkiibe edildi (274).

I11- Hey grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicreleri 250 uM Hcy
ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi (275).

IV- MEM grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicreleri 10 uM
Memantin ile 24 saat siireyle inkiibe edildi (276).

V- AB+Hcy grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicreleri AP
grubunda belirtildigi sekilde 20 uM AP1-42 ile 24 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra Hecy grubunda belirtildigi gibi 250 uM Hcy ile 30 dakika

stireyle inkiibe edildi.

VI- AB+MEM grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicreleri AP
grubunda belirtildigi sekilde 20 uM AP1-42 ile 24 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra MEM grubunda belirtildigi gibi 10 uM MEM ile 24 saat

stireyle inkiibe edildi.

VIl-  AB+Hcy+MEM grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicreleri
AP grubunda belirtildigi sekilde 20 uM AP1-42 ile 24 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra Hcy grubunda belirtildigi gibi 250 uM Hcy ile 30 dakika
stireyle inkiibe edildi. Son olarak da MEM grubunda belirtildigi gibi 10
uM Memantin ile 24 saat siireyle inkiibe edildi.

VIII- Hcy+MEM grubu (n=10): Bu gruptaki hipokampal sinir hiicreleri 250
uM Hcy ile 30 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 10 uM Memantin

ile 24 saat siireyle inkiibe edildi.

Calismada kullanilacak kimyasallar hazirlanirken tamamen ¢oziinmelerine

dikkat edilerek agrege olmayacaklar1 en uygun solventlerde ¢6zdiiriildii. Homosistein,

memantin ve sinamaldehit distile suda, kapsaisin etanolde, amiloid beta dimetil

stilfoksit (DMSO)’de ¢ozdiiriilerek, calisma protokoliine uygun olarak zamani

geldiginde RPMI-1640 hiicre mediumu ile karistirilip hiicre inkiibasyonlar1 yapildi.
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Sivi kimyasallardan ise stok soliisyonlar hazirlanarak sonrasinda direkt medium

igerisine konuldu.

Hipokampal néronlarm AP, Hcy ve MEM ile inkiibasyonlart hiicrelerin
yasayabilmesi i¢in uygun sartlara sahip inkiibatorde (37°C, %5 CO2) yapildi. Ayrica
TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin aktivasyonlarini degerlendirmek i¢in cesitli
aganist ve antagonistler kullanildi. TRPA1 kanallarinin inhibisyonu ve stimiilasyonu
icin sirast ile AP-18 (0.020 mM), sinamaldehit (0.1 mM); TRPM2 kanallarinin
inhibisyonu i¢in ACA (0.025 mM) ve stimiilasyonu i¢in kumenhidroperoksit (CPx)
(0.1 mM), TRPV1 kanallarinin inhibisyonu ve stimiilasyonu i¢in sras1 ile CPZ (0.1
mM) ve kapsaisin (CAP) (0.1 mM) kullanildi (84, 277).

3.2.3. Hipokampus Hiicrelerinin izolasyonu

Hipokampus hiicreleri 10-12 aylik farelere inhalasyon (eter) anestezisi
isleminden sonra dekapitasyon islemini takiben hi¢ vakit kaybedilmeden kafatasi ince
uclu makas araciligiyla kesildi ve beyin bir biitiin halinde 3-5 ml HBSS (Hank’s

Blanced Salts Solution) soliisyonu igerisine ¢ikarildi.

Resim 2. Hipokampus hiicre izolasyon agamasi - 1

Pens yardimiyla nazikge tutularak bistiiri ile beyincik, beyin dokusundan
ayrildi ve beynin frontal lobu ug kismindan 2 yarim kiiredende kiigiik pargalar halinde
uzaklagtirildi. Bu islem hipokampusu daha kolay ve zarar vermeden ¢ikarabilmek igin
yapildi. Sonra her iki beyin yarim kiiresinide birbirinden ayirmak i¢in ortadan sagittal
kesit atildi. Daha sonra buz akiisii ilizerine konulan kagit havlu iizerine HBSS
soliisyonu dokiilerek (3-4 ml) lizerine her bir yarim kiire islem siras1 geldiginde

konuldu ve tizerine tekrar 2-3 ml civarinda HBSS soliisyonu dokiildii.
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Resim 3. Hipokampus hiicre izolasyon asamasi - 2

Sonrasinda hipokampal bolge 2 adet pens yardimiyla nazik hareketlerle
cikarildi ve cikarilan hipokampuslar igerisinde Iml HBSS bulunan ependorfa yavasga
konularak iki ucu sivri kii¢iik makas yardimiyla olabildigince kii¢iik pargalara

boéliinlinceye kadar par¢alama islemi uygulandi.

Resim 4. Hipokampus hiicre izolasyon asamasi — 3

Daha sonra parcalanmig hipokampal dokular 15 ml’lik Falcon tiipiine
aktarilarak son hacim 7 ml oluncaya kadar iizerine 37°C HBSS ilave edildi ve son
hacim 10 ml oluncaya kadar da tripsin enzimi (3 ml) doku homejenizasyonu saglamak
amactyla ilave edildi. Yarim saat ¢alkalamali su banyosuna her 10 dakikada bir pipetaj
yapmak iizere konuldu. Yarim saat gectikten sonra 3 kez 5’er dakika siireyle santrifiije
tabii tutularak siipernatantlar dokiildii. Dipte kalan hiicreler iizerine 5 ml HBSS
eklendi. Homojen bir sekilde pipetaj hareketleriyle karistirilarak yarisi (2,5 ml) ikinci
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bir 15 ml hacimli falcon tiipiine konuldu. Boliinen bu 2,5 ml lik tiiplerin birisine son
konsantrasyon 250 uM olacak sekilde Hcy konularak yarim saat siireyle inkiibatorde
(37°C ve %5 CO2) HBSS soliisyonu igerisinde bekletildi. Sonra hiicreleri yikamak
amaciyla santrifiij islemine tabi tutuldu ve siipernatant dokiiliip 1XPBS tamponu ile
homojen hale getirilerek floresan boyar maddesi Fura-2-AM maddesi ilave edilerek

45 dakika siire ile 37°C de ¢alkalamali su banyosuna konuldu.
3.2.4. Laboratuvar Analizleri

3.2.4.1. Hiicre I¢i Ca*2 Olgiilmesi

Hiicre izolasyon islemini takiben, her gruba ait ependorflardaki hiicreler
37°C’de 45 dk calkalamali su banyosunda 4 uM Fura-2 pentakis (acetoxymethyl) ester
(Fura-2 AM, LifeTechnologies, ABD) floresan boyasi ile taze medyum igerisinde
boyandi. Boyama isleminden sonra 400 g’de 5 dk boyunca santrifiij edildi.
Siipernatantlar atilarak Ca*? tamponuna [Na*-HEPES [(mM cinsinden); NaCl, 140;
KCI, 4,7; CaCly, 1,2; MgCla, 1,1; Glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] alinan hiicreler
manyetik olarak karistirilan, seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu yaklasik 2x10%/ml
olacak sekilde floresan spektroflorometredeki (Varian Cary Eclipse, Sydney,
Avustralya) kiivet haznesine yerlestirildi. Fura-2 AM icin eksitasyon dalga boylar1 340
nm ve 380 nm, emisyon dalga boyu 505 nm’de floresan 151k ile uyarilarak yaklasik
yedi dakika boyunca kayit alindi. TRPA1 kanallarinin inhibisyonu ve stimiilasyonu
icin sirast ile AP-18 (0.020 mM), sinamaldehit (0.1 mM); TRPM2 kanallarinin
inhibisyonu i¢in ACA (0.025 mM) ve stimiilasyonu i¢in kumenhidroperoksit (CPx)
(0.1 mM), TRPV1 kanallarinin inhibisyonu ve stimiilasyonu i¢in sras1 ile CPZ (0.1
mM) ve kapsaisin (CAP) (0.1 mM) kullamldi. Hiicre ici serbest Ca*? iyon diizeyi
degisimleri bilgisayar ekraninda 340nm / 380nm dalga boylarindaki uyarimlar
kaydedildi. Elde edilen bulgular Grynkiewicz ve arkadaglarinin tanimladigi metoda

gore hesaplandi (278).
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Resim 5. Kalsiyum sinyali analizlerinin yapildig: spektroflorometre cihazi

3.2.4.2. Apoptozis Testi

Her bir grup i¢in ayr1 ependorflar igerisinde 1 ml 1X PBS ile diliie edilmis izole
hiicrelerden 150 pl lik hacim, apoptozis testi i¢in alindi. Daha sonra alinan 150 pl
hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 50’ser pul olacak sekilde 3’e boliindii ve
tizerlerine 950 ul 1XPBS koyularak pipetaj yaptiktan sonra iizerine 5 pl apoptozis
boyasindan (APOPercentage, Biocolor, Ingiltere) ilave edildi ve 30 dk siireyle
calkalama cihazina birakildi. Calkalama sonrasi 4x100 g’de 5 dk siire ile santrifiij
edildi ve siipernatant atildi. Uzerine 1X PBS eklenerek tekrar santrifiij islemine tabii
tutularak ortamdaki kullanilmayan fazla boyanin uzaklastirilmasi saglandi. Bu islemi
takiben 200 ul APOpercentage Dye Release’den ilave edilerek pipetaj ve tekrar
santrifiij isleminin ardindan siipernatant alind1 ve kuyucuklara aktarilip 550 nm dalga
boyunda Infinite 200 Pro (Avusturya) marka kuyucuk okuyucu cihazinda okundu.
Elde edilen degerler kontrole kiyasla hesaplandi (279).

3.2.4.3. Hiicre Canlihg1 (MTT) Analizi

Ependorficerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 pl’lik hacim

alinarak her bir eppendorfta 50°ser ul olacak sekilde 3’e boliindii ve {izerlerine 950 pl
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1XPBS koyuldu. Her bir ependorfa 15 ul MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) kimyasali ilave edildi. MTT kimyasali ilavesinden
sonra biitiin ependorflar 8-10 defa yavasca calkalanip, 37°C de calkalamali su
banyosunda 90 dakika siire ile yavasca calkalamaya tabi tutuldu. Calkalama
sonrasinda biitiin ependorflar 4x100 g de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant atildi. Her bir ependorfa 450’ser ul DMSO ilave edildi. Pelet
DMSO igerisinde resuspense edildi. Sonra her bir kiivete 150 ul bu 6rnekten konuldu.
Plate Readerda 490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup bu iki dalga boyunda
okunan degerler birbirinden ¢ikarilarak sonuglar elde edildi. (Abs 490 nm — Abs 650
nm: x) (279).

3.2.4.4. Kaspaz 3 ve 9 Aktivitesi Analizleri

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 substrat tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3
ve kaspaz 9 tamponu ham soliisyonlarindan ayr1 ayrt 15 ml’lik falkon tiiplerine
koyuldu. Her 2 tiipe de 2,5 pul NP-40 kimyasalindan ilave edilerek vortekslendi ve
floresan kaspaz DTT boyasindan 12,5 pl koyulup tekrar vorteks ile karistirildi. 1 ml
1XPBS ile seyreltilmis hiicrelerden 150 pl’si kaspaz 9, 150 ul’si kaspaz 3 analizi i¢in
ayrildi. Her iki analiz i¢in de 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 15 ul
olacak sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde koyuldu. Uzerlerine dncesinde hazirlamis
oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50’ser pl eklendi ve agiga ¢ikan
enzim aktivitesi infinite 200 Pro marka (Avusturya) kuyucuk okuyucu cihazinda 360
nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 enzim
aktiviteleri Olciildii. Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artis olarak

degerlendirildi (279).

3.2.4.5. Hiicre i¢i ROT Uretimi Tayini

Ependorfigerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 ul’lik hacim
aliarak ROT iiretim tayini analizi i¢in yapilmasi i¢in her bir eppendorfta 50’ser ul
olacak sekilde 3’e boliindii ve iizerlerine 950 pl 1XPBS koyuldu. Sonrasinda 8-10 kez
pipetaj yapilarak homojen hale getirildi. Uzerine 1 pl Dihydrorhodamine 123 (DHR
123, Sigma Aldrich, ABD) ROT boyasindan konulduktan sonra tekrar 8-10 kez pipetaj
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yapildi. Bu islemi takiben ependorflar 30 dk siireyle ¢alkalamali su banyosunda 37
°C’de inkiibe edildi. Siire bitimini takiben 4x100 g de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Sonrasinda siipernatant atilarak iizerlerine 300 ul 1XPBS koyuldu ve pipetaj yapildi.
Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde boliindii. Plate Reader cihazinda
(Infinite 200 Pro, Avusturya) 488 nm eksitasyon (uyarim) ve 530 ve 590 nm emisyon
dalga boylarinda okunup aradaki fark deger olarak belirlendi (280).

3.2.4.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu Analizi

Ependorfigerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 ul’lik hacim
aliarak her bir eppendorfta 50’ser ul olacak sekilde 3’e boliindii ve iizerlerine 950 pl
1XPBS konulduktan sonra 8-10 kez pipetaj yapildi. Uzerine 1 ul 5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life Technologies,
ABD) mitokondriyal membran depolarizasyon boyasindan konularak ve tekrar 8-10
kez pipetaj yapildi. Eppendorflar 30 dk siireyle calkalamali su banyosunda 37°C’de
inkiibe edildi. Siire bitimini takiben 4x100 g de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Sonrasinda siipernatant atilarak iizerlerine 300 ul 1XPBS koyuldu ve pipetaj yapildi.
Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde boliindii. Plate Reader’da 488 nm
eksitasyon, 590 nm (JC-1 kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri) emisyon
dalga boylarinda okunup 590/525 nm emisyon oraniyla sonuclar hesaplandi. Veriler

kontrol grubuna kiyasla nispi artig seklinde grafiklendirildi (282).
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Resim 6. Floresans ve spektrofotometrik analizlerin yapildigi kuyucuk okuyucu
(plate reader) cihazi

3.2.4.7. Western Blot Analizleri

Tiim Western Blot analizleri standart protokol izlenerek gerceklestirildi. Her
gruba ait flasklar rutin olarak kaldirilip santrifiijden sonra siipernatant atildi. Hiicreler
lizis tamponu igerisinde ¢ozdiiriildii. 12000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilen
hipokampal hiicrelerinin iizerinden siipernatant uzaklastirildi. Total protein miktar
Bradford yontemine goére belirlendi. immiinoblotlama i¢in %6 ile %13 arasinda
degisen konsantrasyonlarda Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel (SDS-
Page) hazirland1 ve jellere esdeger protein (her d6rnekten + 30 pg) yiiklemesi yapildi.
Elektroforez islemi ardindan jeller nitroselilloz membranlara transfer edildi. Oda
sicakliginda 1 saat boyunca %5 yagsiz siit tozu (Pmar, Tiirkiye) ve %1 Tween 20
iceren Tris Buffered Saline (TBS) ile bekletildi ve 3 defa 5 dk siireyle TBST buffer ile
yikandi. Daha sonra membran primer (Anti-TRPAL1 Antibody (Novus Biologicals
ABD); Anti TRPM2 Antibody (Abcam Biochemicals, Ingiltere); Anti TRPV1
Antibody (Abcam Biochemicals, Ingiltere); Caspase 9/p35/p10 Polyclonal Antibody
(Proteintech, ABD); Caspase 3, p17-specific Polyclonal Antibody (Proteintech, ABD);
Beta Actin Polyclonal Antibody (Abcam Biochemicals, ingiltere); PARP1 Polyclonal
Antibody Proteintech, ABD)) ve sekonder antikor (Amersham ECL Rabbit IgG, HRP-
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linked whole Ab, ingiltere) ile inkiibe edildi. Islem sonunda B-actin, PARP1, aktif
(boliinmiis) kaspaz 3, aktif (bolinmiis) kaspaz 9 ve TRPAL, TRPM2 ve TRPV1 kanal
proteinlerine ait ekspresyon ¢alismalarinda elde edilen bantlar, hassas jel goriintiileme

cihazi (Syngene G:Box, Ingiltere) kullanilarak goriintiilendi (281).

Resim 7. Western Blot analizi igin kullanilan ekipmanlar

Resim 8. Jel goriintiileme cihazi
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3.2.5. Etik Kurul izni

Calisma protokolii Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan (Karar no: 09.07.2015-03 ve Karar no:
18.02.2016-02) uygun bulunmustur.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean+standard deviation (SD)]
olarak verildi. Hipokampus sinir hiicrelerinde caligilan bilimsel degerlerin aritmetik
ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisansh paket
bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel onem varligt ANOVA ve Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim
istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre I¢i Serbest Ca*2 Sonuglar

4.1.1. TRPA1 Kanal ve Sitozolik Ca*? liskisi
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Grafik 1. Hipokampal hiicrelerdeki SIN (0.1 mM) ile uyarilan TRPA1 kanallarinin
aktivasyonunun sitozolik Ca*? miktarindaki degisim iizerine etkisi. Fura-2 AM ile
isaretlenmis Ca*?> bulunan ortamda TRPA1 kanallar1 analiz oncesinde kanal
aktivasyonunu net bir sekilde gorebilmek amaciyla AP-18 (0.1 mM, 30 dk.) ile inhibe
edilmis ve kayit esnasinda SIN ile uyarim yapilarak toplamda 100 saniyelik siirede
kanalin aktive oldugu ve sonrasinda aktivasyonun sonlanarak stabil hale geldigi zaman
arahig1 kayit altina alinmistir. Stozole Ca*? akist yam sira alt kisimda bulunan siitun
grafik ile de TRPA1 kanal aktivasyonu sonrast sitozolde biriken toplam Ca*? miktar
kontrole kiyasla sunulmustur.
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Tiim gruplara ait hiicreler, deney protokoliinde belirtildigi sekilde A, Hcy,
MEM ve TRPAT1 inhibitorii olan AP-18 ile tek veya kombine olarak inkiibe edilmis,
her gruba ait transparan kiivette (4 ml hacimli) bulunan hiicrelerin sayilar1 2,5 milyon
hiicre olacak sekilde diliie edilip, ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de Fura-2 AM ile
45 dk boyanarak kalsiyum salinimlar1 spektrofluorometre cihazi ile Sl¢iilmiistiir.
Stimiilator olarak TRPA1 agonisti (sinamaldehit) kullanilmistir. Tiim gruplara ait
serbest Ca*? salimiminin zamana gore degisimi grafik 1°de, uyarim sonrasi sitozolde
biriken toplam Ca*? miktar1 da grafik 2’de gosterilmistir. Grafik 2 incelendiginde
hiicre i¢i toplam Ca*? miktarlarmn, kontrol grubuna kiyasla Ap ve Hcy grubunda
onemli diizeyde arttigi gozlemlenmistir (p<0.001). Ancak MEM grubunda kontrole
kiyasla anlamli istatistiki bir fark bulunamamistir (p>0.5). AP-18 spesifik TRPAL
kanal antagonisti kullanilan gruplarda (MEM+AP-18, AB+AP-18 ve Hcy+AP-18),
kanal inhibisyonu sonrasinda sitozolik Ca* miktarinin sirastyla  inhibitor
uygulanmayan MEM, Hcy ve AB gruplarina kiyasla azalmis oldugu goriildii. Ap ve
Hcy’nin birlikte kullanildig1 AB+Hcy grubunda sitozolik Ca*? diizeyinin, Ap ve Hcy
grubu yam sira diger tiim gruplara kiyasla onemli diizeyde artmis oldugu goriildii
(p<0.001). MEM+AP-18 grubu ile APB+AP-18 ve Hcy+AP-18 gruplar
kiyaslandiginda AB+AP-18 ve Hcy+AP-18 gruplarinda daha fazla sitozolik kalsiyum
birikimi oldugu gorilldii (p<0.001). AB+AP-18 ile Hcy+AP-18 gruplar
kiyaslandiginda ise anlamli bir fark goriilmedi (p>0.5). AB+Hcy+MEM grubu,
AB+MEM ve Hcy+MEM ile kiyaslandiginda anlamli istatistiki bir fark bulunamadi
(p>0.5). Bu sonuglarla; AB ve Hcy ile artan sitozolik Ca*? miktarmin AP-18 ve MEM
kullanilarak azalmasi sonucu, oksidatif stres ve ROT ile aktive olabilen TRPA1

kanallarinin AH’deki 6nemini gostermektedir.
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4.1.2. TRPM2 Kanah ve Sitozolik Ca*? iliskisi
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Grafik 3. Hipokampal hiicrelerdeki CPx (0.1 mM) ile uyarilan TRPM2 kanallarinin
aktivasyonunun sitozolik Ca+2 miktarindaki degisim iizerine etkisi. Fura-2 AM ile
isaretlenmis Ca+2 bulunan ortamda TRPM2 kanallar1 analiz Oncesinde kanal
aktivasyonunu net bir sekilde gorebilmek amaciyla ACA (0.1 mM, 30 dk.) ile inhibe
edilmis ve kayit esnasinda CPx (kumenhidroperoksit) ile uyarim yapilarak toplamda
100 saniyelik siirede kanalin aktive oldugu ve sonrasinda aktivasyonun sonlanarak
stabil hale geldigi zaman aralig1 kayit altina alinmistir. Stozole Ca+2 akisi yani sira alt
kisimda bulunan siitun grafik ile de TRPM2 kanal aktivasyonu sonrasi sitozolde
biriken toplam Ca+2 miktar1 kontrole kiyasla sunulmustur.
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Tiim gruplara ait hiicreler, deney protokoliinde belirtildigi sekilde AB, Hcy;
MEM ve TRPM2 inhibité6rii olan Anthranilic acid (ACA) ile tek veya kombine olarak
inkiibe edilmis, her gruba ait transparan kiivette (4 ml hacimli) bulunan hiicrelerin
sayilart 2,5 milyon hiicre olacak sekilde diliie edilip, ¢alkalamali su banyosunda
37°C’de Fura-2 AM ile 45 dk boyanarak kalsiyum salinimlar1 spektrofluorometre
cihaz ile 6l¢iildii. Stimiilatér olarak TRPM2 agonisti (CPx) kullanildi. Tiim gruplara
ait serbest Ca*? saliniminin zamana gore degisimi grafik 3’de, uyarim sonrasi sitozolde
biriken toplam Ca*? miktar1 da grafik 4’de gosterilmistir. Grafik 4 incelendiginde
hiicre i¢i toplam Ca*? miktarlarmn, kontrol grubuna kiyasla Ap ve Hcy grubunda
onemli diizeyde arttigi gézlemlendi (p<0.001). Ancak MEM grubunda kontrole
kiyasla anlamli istatistiki bir fark bulunamadi (p>0.5). ACA spesifik TRPM2 kanal
antagonisti kullanilan gruplarda (MEM+ACA, AB+ACA ve Hcy+ACA) kanal
inhibisyonu sonrasinda sitozolik Ca*? miktarmin sirastyla inhibitér uygulanmayan
MEM, Hcy ve AB gruplarina kiyasla azalmis oldugu goriildii. AB ve Hey’nin birlikte
kombine olarak kullanildig1 AB+Hcy grubunda sitozolik Ca*? diizeyinin, Ap ve Hcy
grubu yani sira diger tiim gruplara kiyasla 6nemli diizeyde artmis oldugu goriildi
(p<0.001). MEM+ACA grubu ile AB+ACA ve Hcy+ACA gruplari kiyaslandiginda
AB+ACA ve Hcy+ACA gruplarinda daha fazla sitozolik kalsiyum birikimi oldugu
goriildii (p<0.001). AB+ACA ile Hcy+ACA gruplar kiyaslandiginda ise anlamli bir
fark goriilmedi (p>0.5). AB+Hcy+MEM grubu AB+MEM grubu ile kiyaslandiginda
anlamli istatistiki bir fark bulunamazken (p>0.5), Hcy+MEM grubu ile
kiyaslandiginda ise AB+Hcy+MEM’den daha diisiik seviyede sitozolik Ca*? diizeyinin
oldugu goriildii (p<0.001). Bu sonuglarla; AP ve Hcy ile artan sitozolik Ca™
miktarinin ACA ve MEM kullanilarak azalmasi sonucu, oksidatif stres ve ROT ile

aktive olabilen TRPM2 kanallarinin AH’deki 6nemini gostermektedir.
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4.1.3. TRPV1 Kanah ve Sitozolik Ca*2 iliskisi
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Grafik 5. Hipokampal hiicrelerdeki CAP (0.1 mM) ile uyarilan TRPV1 kanallarinin
aktivasyonunun sitozolik Ca+2 miktarindaki degisim tizerine etkisi. Fura-2 AM ile
isaretlenmis Ca+2 bulunan ortamda TRPV1 kanallar1 analiz Oncesinde kanal
aktivasyonunu net bir sekilde gorebilmek amaciyla CPZ (0.1 mM, 30 dk.) ile inhibe
edilmis ve kayit esnasinda CAP (kapsaisin) ile uyarim yapilarak toplamda 100
saniyelik siirede kanalin aktive oldugu ve sonrasinda aktivasyonun sonlanarak stabil
hale geldigi zaman araligi kayit altina alinmistir. Stozole Ca+2 akis1 yani sira alt
kisimda bulunan siitun grafik ile de TRPV1 kanal aktivasyonu sonrasi sitozolde
biriken toplam Ca+2 miktar1 kontrole kiyasla sunulmustur.
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Tiim gruplara ait hiicreler, deney protokoliinde belirtildigi sekilde AB, Hcy;
MEM ve TRPV1 inhibitérii olan kapsazepin (CPZ) ile tek veya kombine olarak inkiibe
edilmis, her gruba ait transparan kiivette (4 ml hacimli) bulunan hiicrelerin sayilar1 2,5
milyon hiicre olacak sekilde diliie edilip, calkalamali su banyosunda 37°C’de Fura-2
AM ile 45 dk boyanarak kalsiyum salinimlari spektrofluorometre cihazi ile dlgiildii.
Stimiilator olarak TRPV1 agonisti (CAP) kullanildi. Tiim gruplara ait serbest Ca*?
salmiminin zamana gore degisimi grafik 5’de, uyarim sonrasi sitozolde biriken toplam
Ca*? miktar1 da grafik 6°de gosterilmistir. Grafik 6 incelendiginde hiicre ici toplam
Ca*? miktarlarinm, kontrol grubuna kiyasla A ve Hcy grubunda énemli diizeyde
arttigi gozlemlendi (p<0.001). Ancak MEM grubunda kontrole kiyasla anlaml
istatistiki bir fark bulunamadi (p>0.5). CPZ spesifik TRPV1 kanal antagonisti
kullanilan gruplarda (MEM+CPZ, AB+CPZ ve Hcy+CPZ) kanal inhibisyonu
sonrasinda sitozolik Ca*? miktarinin sirastyla inhibitér uygulanmayan MEM, Hcy ve
AP gruplarma kiyasla azalmis oldugu goriildi. AB ve Hey’nin birlikte kombine olarak
kullanildig1 AB+Hcy grubunda sitozolik Ca*? diizeyinin, AP ve Hcy grubu yani sira
diger tim gruplara kiyasla 6nemli diizeyde artmis oldugu goriildi (p<0.001).
MEM+CPZ grubu ile AB+CPZ ve Hcy+CPZ gruplart kiyaslandiginda AB+CPZ ve
Hcy+CPZ gruplarinda daha fazla sitozolik kalsiyum birikimi oldugu goriildii
(p<0.001). AB+CPZ ile Hcy+CPZ gruplant kiyaslandiginda ise anlamli bir fark
goriilmedi (p>0.5). AB+Hcy+MEM grubu AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar ile
kiyaslandiginda ise AB+Hcy+MEM’den daha diisiik seviyede sitozolik Ca*? diizeyinin
oldugu goriildii (p<0.001). Bu sonuglarla; AP ve Hcy ile artan sitozolik Ca™
miktarinin CPZ ve MEM kullanilarak azalmasi sonucu, oksidatif stres ve ROT ile

aktive olabilen TRPV1 kanallarinin AH’deki 6nemini gostermektedir.
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4.2. Programh Hiicre Oliimii (Apoptozis) Analizi Sonuglar

4.2.1. TRPA1 Kanal ve Apoptozis iliskisi
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Grafik 7. TRPA1 kanali ve apoptozis iligkisi. Hipokampal hiicrelerin AP ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPAT katyon kanallari araciligiyla programli hiicre 6liimii (Apoptozis)
tizerine etkileri. (Ort + SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM SIN ile yapilmistir.
3p<0.001 ve °p<0.05 kontrol ve MEM gruplarma kiyasla. °p<0.001 ve 9%p<0.05 AB ve
Hcy gruplarma kiyasla. ®p<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla.
9p<0.001 Ap+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Apoptozis sonuglarini gosteren grafik incelendiginde SIN (0.1 mM) ile
uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy gruplarimin hiicre 6liimiinii kontrol ve MEM grubuna
kiyasla artirdigr goriildi (p<0.001). MEM grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark goriilmediginden (p>0.5), diger gruplarin anlamlilik diizeyi
bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlenmistir. AB+MEM, Hcy+MEM,
AB+Hcy+MEM gruplari; MEM uygulanmayan AP, Hcy ve AP-+Hcy gruplan ile
kiyaslandiginda bu gruplarda uygulanan MEM’in hiicre 6liimiinii azalttigr gorildi
(p<0.001). ApB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar
kiyaslandiginda, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinin apoptozis diizeyinin daha
diisiik seviyede oldugu goriildii (p<0.001). AP grubu ile Hcy grubu birbiri ile
kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark olmadigi gorildii (p>0.5). Ancak
AB+Hcy grubu hem AP hem de Hcy gruplan ile kiyaslandiginda ise AB+Hcy

grubunun hiicre 6liimii diizeyinin artmis oldugu goriildii (p<0.001).
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4.2.2. TRPM2 Kanal ve Apoptozis Iliskisi
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Grafik 8. TRPM2 kanali ve apoptozis iligkisi. Hipokampal hiicrelerin A ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPAT katyon kanallari araciligiyla programli hiicre 6liimii (Apoptozis)
tizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CPx ile yapilmistir.
p<0.001 ve °p<0.05 kontrol ve MEM gruplarma kiyasla. °p<0.001 ve 9%p<0.05 AB ve
Hcy gruplarma kiyasla. ®p<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla.
9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Apoptozis sonuglarini gosteren grafik incelendiginde CPx (0.1 mM) ile
uyarilan AP, Hey ve AB+Hcy gruplarinin hiicre 6liimiinii kontrol ve MEM grubuna
kiyasla artirdigi goriildii (p<0.001). MEM grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark goriillmediginden (p>0.5), diger gruplarin anlamlilik diizeyi
bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlenmistir. AB+MEM, Hcy+MEM,
AB+Hcy+MEM gruplari; MEM uygulanmayan AP, Hcy ve AP-+Hcy gruplan ile
kiyaslandiginda bu gruplarda uygulanan MEM’in hiicre 6liimiinii azalttigr gorildi
(p<0.001). AP+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar
kiyaslandiginda, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinin apoptozis diizeyinin daha
diisiik seviyede oldugu goriildi (p<0.001). Ap grubu ile Hcy grubu birbiri ile
kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark olmadigi goriildi (p>0.5). Ancak
AB+Hcy grubu hem AP hem de Hcy gruplan ile kiyaslandiginda ise AB+Hcy

grubunun hiicre 6liimii diizeyinin artmis oldugu goriildii (p<0.001).
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4.2.3. TRPV1 Kanal ve Apoptozis iliskisi
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Grafik 9. TRPV1 kanali ve apoptozis iligkisi. Hipokampal hiicrelerin AP ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPAT katyon kanallar1 araciligiyla programli hiicre 6liimii (Apoptozis)
tizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.01 mM CAP ile
yapilmustir. ®p<0.001 ve °p<0.05 kontrol ve MEM gruplarina kiyasla. °p<0.001 ve
9p<0.05 AP ve Hcy gruplaria kiyasla. ®p<0.001 ve p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna
kiyasla. 9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Apoptozis sonuglarin1 gosteren grafik incelendiginde CAP (0.1 mM) ile
uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy gruplarinin hiicre liimiinii kontrol ve MEM grubuna
kiyasla artirdigi goriildii (p<0.001). MEM grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark goriillmediginden (p>0.5), diger gruplarin anlamlilik diizeyi
bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlenmistir. AB+MEM, Hcy+MEM,
AB+Hcy+MEM gruplari; MEM uygulanmayan AP, Hcy ve AP-+Hcy gruplan ile
kiyaslandiginda bu gruplarda uygulanan MEM’in hiicre 6liimiinii azalttigr gorildi
(p<0.001). APB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar
kiyaslandiginda, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinin apoptozis diizeyinin daha
diisiik seviyede oldugu goriildii (p<0.001). AP grubu ile Hcy grubu birbiri ile
kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark olmadigi goriildi (p>0.5). Ancak
AB+Hcy grubu hem AP hem de Hcy gruplan ile kiyaslandiginda ise AB+Hcy

grubunun hiicre 6liimii diizeyinin artmis oldugu goriildii (p<0.001).
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4.3. Hiicre Canlihg1 (MTT) Analizi Sonuclar

4.3.1. TRPA1 Kanal ve Hiicre Canlihg Iliskisi
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Grafik 10. TRPAT1 kanali ve hiicre canliligi (MTT) iligkisi. Hipokampal hiicrelerin
AP ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligiyla hiicre canliligi {izerine etkileri.
(Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM SIN ile yapilmustir. p<0.001 ve
p<0.05 kontrol ve MEM gruplarma kiyasla. °p<0.001 ve %p<0.05 AP ve Hcy
gruplarma kiyasla. ®p<0.001 ve p<0.05 Ap+Hcy+MEM grubuna kiyasla. 9p<0.001
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

MTT sonuglarim1 gosteren grafik incelendiginde, SIN (0.1 mM) ile uyarilan
AB, Hey ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM ve AB+Hcy+MEM gruplari, kontrol ve
MEM gruplari ile kiyaslandiginda kontrol ve MEM grubu harici diger gruplarda hiicre
canliliginin daha da aalmig oldupu goriildii (p<0.001 ve p<0.05). MEM grubu,
Kontrole kiyaslandiginda ise herhangi bir fark goriilmediginden (p>0.5) diger
gruplarin anlamlilik diizeyi bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlendi. Ap grubu
ile Hey grubu birbiri ile kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark olmadigi
gorildiic  (p>0.5). AB+MEM, Hcy+MEM, APB+Hcy+MEM gruplar;; MEM
uygulanmayan AP, Hcy ve AB+Hcy gruplan ile kiyaslandiginda MEM’in hiicre
Oliimiinii azalttig1 goriildii (p<0.001 ve p<0.05). Ap+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM
ve HCy+MEM gruplan kiyaslandiginda ise Ap+Hcy+MEM grubunda hiicre canlilik
diizeyinin daha disiik oldugu goriildii (p<0.001). Ancak AB+Hcy grubu, Ap ve Hcy
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gruplar ile kiyaslanmasinin yani sira diger tiim gruplarla kiyaslandiginda da en az

hiicre canlilik diizeyine sahip oldugu goriildii (p<0.001).

4.3.2. TRPM2 Kanal ve Hiicre Canlihg iliskisi
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Grafik 11. TRPM2 kanali ve hiicre canlihgi (MTT) iliskisi. Hipokampal hiicrelerin AP ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligtyla hiicre canlilig: tizerine etkileri. (Ort + SD
ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CPx ile yapilmistir. p<0.001 ve °p<0.05
kontrol ve MEM gruplarmna kiyasla. °p<0.001 ve %p<0.05 AP ve Hcy gruplarina
kiyasla. ®p<0.001 ve p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla. 9p<0.001 AB+MEM ve
Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

MTT sonuglarini gésteren grafik incelendiginde, CPx (0.1 mM) ile uyarilan
AB, Hey ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM ve AB+Hcy+MEM gruplari, kontrol ve
MEM gruplari ile kiyaslandiginda Kontrol ve MEM grubu harici diger gruplarda hiicre
canliliginin daha da azalmis oldupu goriildii (p<0.001 ve p<0.05). MEM grubu,
Kontrole kiyaslandiginda ise herhangi bir fark goriilmediginden (p>0.5) diger
gruplarin anlamlilik diizeyi bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlendi. A grubu
ile Hey grubu birbiri ile kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark olmadig:
gorildi  (p>0.5). AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+tMEM gruplar;; MEM
uygulanmayan AP, Hcy ve AB+Hcy gruplan ile kiyaslandiginda MEM’in hiicre
Olimiini azalttigr goriildii (p<0.001 ve p<0.05). ABp+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM
ve HCcy+MEM gruplan kiyaslandiginda ise AB+Hcy+MEM grubunda hiicre canlilik
diizeyinin daha disiik oldugu goriildi (p<0.001). Ancak AB+Hcy grubu, Ap ve Hcy
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gruplar ile kiyaslanmasinin yani sira diger tiim gruplarla kiyaslandiginda da en az

hiicre canlilik diizeyine sahip oldugu goriildii (p<0.001).

4.3.3. TRPV1 Kanali ve Hiicre Canhhg iliskisi
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Grafik 12. TRPV1 kanali ve hiicre canliligi (MTT) iligkisi. Hipokampal hiicrelerin
Ap ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligiyla hiicre canlilig1 iizerine etkileri.
(Ort £ SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlart 0.1 mM CAP ile yapilmistir. *p<0.001 ve
®p<0.05 kontrol ve MEM gruplarma kiyasla. °p<0.001 ve %p<0.05 AP ve Hcy
gruplarma kiyasla. ®p<0.001 ve p<0.05 Ap+Hcy+MEM grubuna kiyasla. 9p<0.001
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

MTT sonuglarini gosteren grafik incelendiginde, CAP (0.1 mM) ile uyarilan
AB, Hey ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM ve AB+Hcy+MEM gruplari, kontrol ve
MEM gruplari ile kiyaslandiginda Kontrol ve MEM grubu harici diger gruplarda hiicre
canliliginin daha da azalmig oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05). MEM grubu,
Kontrole kiyaslandiginda ise istatistiki olarak herhangi bir fark goriilmediginden
(p>0.5) diger gruplarin anlamlilik diizeyi bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak
belirlendi. AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplari; MEM uygulanmayan
AB, Hey ve AB+Hcy gruplan ile kiyaslandiginda MEM’in hiicre 6liimiinii azalttig
goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM
gruplar kiyaslandiginda ise AB+Hcy+MEM grubunda hiicre canlilik diizeyinin daha
diisiik oldugu gorildii (p<0.001). AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar1 birbiri ile
kiyaslandiginda ise istatistiki olarak herhangi bir fark goriilmedi (p>0.5). Ancak
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AB+Hcy grubu, AB ve Hcy gruplart ile kiyaslanmasinin yani sira diger tiim gruplarla

kiyaslandiginda da en az hiicre canlilik diizeyine sahip oldugu goriildii (p<0.001).
4.4. Mitokondriyal Depolarizasyon Analizi Sonuclar:

4.4.1. TRPA1 Kanali ve Mitokondriyal Depolarizasyon liskisi
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Grafik 13. TRPA1 kanali ve mitokondriyal depolarizasyon iliskisi. Hipokampal
hiicrelerin AP ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25
mM) ve MEM (10 uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligiyla mitokondriyal
depolarizasyon iizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM SIN
ile yapilmustir. p<0.001 ve °p<0.05 Kontrol and MEM gruplarina kiyasla. °p<0.001 ve
9p<0.05 AB ve Hcy gruplarina kiyasla. ®p<0.001 ve p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna
kiyasla. 9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Mitokondriyal depolarizasyon sonuclarin1 gosteren grafik incelendiginde,
SIN ile uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM
gruplar1 kontrol ve MEM gruplar ile kiyaslandiginda genel olarak mitokondriyal
depolarizasyon diizeylerinin artmis oldugu sonucu elde edildi (p<0.001). MEM grubu,
Kontrole kiyaslandiginda ise herhangi bir fark gériilmedi ve bu yiizden diger gruplar
Kontrol ve MEM grubuna gore birlikte kiyaslama yapildi (p>0.5). AB grubu Hcy
grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark goriilmediginden (p>0.5) diger
gruplarin anlamlilik diizeyi bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlendi. AP ve Hcy
gruplari, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki
fark goriilmedi (p>0.5). AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari
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kiyaslandiginda mitokondriyal depolarizasyonun AB+MEM ve Hcy+MEM
gruplarinda daha da azalmis oldugu goriildi (p<0.001). AB+Hcy grubu AB ve Hcy
gruplar1 yani sira diger tiim gruplarla kiyaslandiginda da mitokondriyal depolarizasyon

diizeyinin en fazla AB+Hcy grubunda artmis oldugu goriildi (p<0.001 ).

4.4.2. TRPM2 Kanal ve Mitokondriyal Depolarizasyon Iliskisi
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Grafik 14. TRPM2 kanali ve mitokondriyal depolarizasyon iligkisi. Hipokampal
hiicrelerin AP ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25
mM) ve MEM (10 uM)’in TRPM2 katyon kanallari araciligiyla mitokondriyal
depolarizasyon iizerine etkileri. (Ort +£ SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CPx
ile yapilmustir. (3p<0.001 ve ®p<0.05 Kontrol and MEM gruplaria kiyasla. ®p<0.001
ve 9p<0.05 AP ve Hcy gruplarma kiyasla. p<0.001 ve 'p<0.05 Ap+Hcy+MEM
grubuna kiyasla. 9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla).

Mitokondriyal depolarizasyon sonuglarin1 gdsteren grafik incelendiginde, CPx
ile uyarilan A, Hey ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplari
kontrol ve MEM gruplari ile kiyaslandiginda genel olarak artmis oldugu sonucu elde
edildi (p<0.001). AB+MEM, Hcy+MEM, Ap+Hcy+tMEM gruplar;; MEM
uygulanmayan A, Hcy ve AB+Hcy gruplari ile kiyaslandiginda MEM’in mitokondri
depolarizasyonunu azalttig1 goriildii (p<0.001ve p<0,05). MEM grubu, Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark goriilmediginden (p>0.5) diger
gruplarin anlamlilik diizeyi bu iki gruba kiyasla istatistiki olarak belirlendi. Ancak
AB+Hcy grubu AB ve Hey gruplari yani sira diger tim gruplarla kiyaslandiginda da

mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin en fazla AB+Hcy grubunda artmis oldugu
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goriildii (p<0.001). AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari
kiyaslandiginda mitokondriyal depolarizasyonun AB+MEM ve Hcy+MEM
gruplarinda daha da azalmis oldugu goriildii (p<0.001). AB+MEM ile Hcy+MEM
gruplari birbirleri ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark goriilmedi (p>0.5).

4.4.3. TRPV1 Kanal ve Mitokondriyal Depolarizasyon liskisi
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Grafik 15. TRPV1 kanali ve mitokondriyal depolarizasyon iliskisi. Hipokampal
hiicrelerin AP ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25
mM) ve MEM (10 uM)’in TRPV1 katyon kanallar1 araciligiyla mitokondriyal
depolarizasyon iizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM
CAP ile yapilmistir. 2p<0.001 ve °p<0.05 Kontrol and MEM gruplarma kiyasla.
©p<0.001 ve 9<0.05 AP ve Hcy gruplarma kiyasla. ®p<0.001 ve "p<0.05
AB+Hcy+tMEM grubuna kiyasla. 9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina
kiyasla.

Mitokondriyal depolarizasyon sonuglarini gosteren grafik incelendiginde, CAP
ile uyarilan A, Hey ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplari
kontrol ve MEM gruplari ile kiyaslandiginda mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin
genel olarak artmis oldugu gortildii (p<0.001). AB+MEM ve AB+Hcy+MEM gruplari,
sirastyla MEM uygulanmayan AB ve AB+Hcy gruplari ile kiyaslandiginda MEM’in
mitokondriyal depolarizasyonu azalttig1 goriildii (p<0.001). Ancak Hey ile Hcy+MEM
grubu kiyaslandiginda ise aralarinda istatistiki bir fark olmadigi goriildi (p>0.5).
MEM grubu, Kontrole kiyaslandiginda ise herhangi bir fark gériilmedi ve bu yiizden
diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore birlikte kiyaslama yapildi (p>0.5).
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AB+Hcy grubu AB ve Hcy gruplar yani sira diger tiim gruplarla kiyaslandiginda da
mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin en fazla Ap+Hcy grubunda artmis oldugu
gorildi (p<0.001). Ap+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari
kiyaslandiginda mitokondriyal depolarizasyonun AB+MEM ve Hcy+MEM
gruplarinda daha da azalmis oldugu goriildii (p<0.001). AB+MEM ile Hcy+MEM
gruplari birbirleri ile kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark goriilmedi (p>0.5).

4.5. Hiicre I¢ci ROT Analizi Sonuclar1

4.5.1. TRPA1 Kanah ve Hiicre i¢ci ROT Uretimi iliskisi
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Grafik 16. TRPAI kanali ve hiicre i¢i ROT {tiretimi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin
AP ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligiyla hiicre igi reaktif oksijen tiirleri
tizerine etkileri. (Ort + SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM SIN ile yapilmistir.
p<0.001 ve °p<0.05 Kontrol and MEM gruplarina kiyasla. °p<0.001 ve 9p<0.05 AP
ve Hcey gruplarina kiyasla. ®p<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla.
9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Hiicre i¢i ROT analizi sonuglarimi gosteren grafik incelendiginde, SIN ile
uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplar
kontrol ve MEM gruplari ile kiyaslandiginda ROT diizeylerinin artmis oldugu sonucu
elde edildi (p<0.001). MEM grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi bir
istatistiki fark goriilmedi ve bu yiizden diger gruplar kontrol ve MEM grubuna gore

birlikte kiyaslama yapild1 (p>0.5). AB, Hcy ve AB+Hcy gruplari; MEM uygulanan
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AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplan ile kiyaslandiginda MEM’in ROT
tiretimini azaltarak AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik
ROT diizeyi oldugu goriildi (p<0.001ve p<0,05). AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM
ve Hcy+MEM gruplarn kiyaslandiginda ROT diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+MEM
gruplarinda daha diisiik oldugu sonucu elde edildi (p<0.001). AB+MEM grubu ile
Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda aralarinda herhangi bir istatistiki fark olmadigi
sonucu elde edildi (p>0.5). AB+Hcy grubu, AB, Hcy ve diger tiim gruplarla
kiyaslandiginda AB+Hcy grubunda ROT diizeyinin hepsinden fazla ve artmis oldugu
gorildii (p<0.001).

4.5.2. TRPM2 Kanali ve Hiicre I¢ci ROT Uretimi iliskisi
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Grafik 17. TRPM2 kanal1 ve hiicre i¢i ROT iretimi iligkisi. Hipokampal hiicrelerin
Al ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPM2 katyon kanallar1 araciligiyla hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri
tizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CPx ile yapilmistir.
ap<0.001 ve bp<0.05 Kontrol and MEM gruplarina kiyasla. cp<0.001 ve dp<0.05 AB
ve Hcy gruplarina kiyasla. ep<0.001 ve fp<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla.
gp<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Hiicre i¢i ROT analizi sonuglarin1 gosteren grafik incelendiginde, CPx ile
uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplar
kontrol ve MEM gruplari ile kiyaslandiginda ROT diizeylerinin artmis oldugu sonucu
elde edildi (p<0.001ve p<0,05). MEM grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark goriilmedi ve bu yiizden diger gruplar kontrol ve MEM

69



grubuna gore birlikte kiyaslama yapild1 (p>0.5). AB, Hcy ve AB+Hcy gruplari; MEM
uygulanan AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplan ile kiyaslandiginda
MEM’in ROT iretimini azaltarak AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM
gruplarinda daha diisik ROT diizeyi oldugu goriildii (p<0.001ve p<0,05).
AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari kiyaslandiginda ROT
diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik oldugu sonucu elde
edildi (p<0.001). AB+MEM grubu ile Hcy*MEM grubu kiyaslandiginda aralarinda
herhangi bir istatistiki fark olmadigi sonucu elde edildi (p>0.5). AB+Hcy grubu, AB,
Hcy ve diger tim gruplarla kiyaslandiginda AB+Hcy grubunda ROT diizeyinin
hepsinden fazla ve artmis oldugu goriildi (p<0.001).

4.5.3. TRPV1 Kanali ve Hiicre Ici ROT Uretimi iliskisi
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Grafik 18. TRPV1 kanali ve hiicre i¢i ROT iiretimi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin
Al ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPV1 katyon kanallar1 araciligiyla hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri
tizerine etkileri. (Ort + SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CAP ile yapilmistir.
p<0.001 ve Pp<0.05 Kontrol and MEM gruplarina kiyasla. °p<0.001 ve %p<0.05 AP
ve Hcy gruplarina kiyasla. ®p<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla.
9p<0.001 AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Hiicre i¢i ROT analizi sonuglarin1 gosteren grafik incelendiginde, CPx ile
uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplar
kontrol ve MEM gruplari ile kiyaslandiginda ROT diizeylerinin artmis oldugu sonucu
elde edildi (p<0.001ve p<0,05). MEM grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
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herhangi bir istatistiki fark goriilmedi ve bu yiizden diger gruplar kontrol ve MEM
grubuna gore birlikte kiyaslama yapild1 (p>0.5). AB, Hcy ve AB+Hcy gruplari; MEM
uygulanan AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplan ile kiyaslandiginda
MEM’in ROT iiretimini azaltarak AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM
gruplarinda daha diisik ROT diizeyi oldugu goriildi (p<0.001ve p<0,05).
AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari kiyaslandiginda ROT
diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik oldugu sonucu elde
edildi (p<0.001). AB+MEM grubu ile Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda aralarinda
herhangi bir istatistiki fark olmadig1 sonucu elde edildi (p>0.5). AB+Hcy grubu, ApB,
Hcy ve diger tim gruplarla kiyaslandiginda AB+Hcy grubunda ROT diizeyinin
hepsinden fazla oldugu goriildii (p<0.001).

4.6. Kaspaz 3 Aktivasyon Analizi Sonug¢lar:

4.6.1. TRPA1 Kanal ve Kaspaz 3 Aktivasyonu liskisi
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Grafik 19. TRPA1 kanal1 ve kaspaz 3 aktivitesi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin A ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligryla kaspaz 3 aktivitesi iizerine etkileri. (Ort
+ SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM SIN ile yapilmistir. ap<0.001 ve bp<0.05
kontrol and MEM gruplarina kiyasla. cp<0.001 ve dp<0.05 AP ve Hcy gruplarina
kiyasla ep<0.001 ve fp<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla. gp<0.001 AB+MEM ve
Hcy+MEM gruplarina kiyasla.
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Kaspaz 3 aktivasyon analizi sonuglarini gosteren grafik incelendiginde, SIN
ile uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplari
kontrol ve MEM gruplart ile kiyaslandiginda kaspaz 3 aktivasyon diizeylerinin artmis
oldugu goriildii (p<0.001). MEM grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi
bir fark goriilmedi ve bu yilizden diger gruplar kontrol ve MEM grubuna gore birlikte
kiyaslama yapildi (p>0.5) AP grubu ile Hcy grubu birbiri ile kiyaslandiginda da
aralarinda istatistiki bir fark olmadig1 goriildii ve bu yiizden diger gruplarla birlikte
kiyaslamaya tabii tutuldu (p>0.5). AB ve Hcy gruplar1t AB+Hcy+MEM gruplari ile
kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark olmadig1 sonucu elde edildi (p>0.5). Ap
ve Hey gruplan birlikte AB+MEM grubu ile kisyaslandiginda AB+MEM grubunun
kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin diger iki gruba kiyasla daha diisiik oldugu goriildii
(p<0.05). AB ve Hcy gruplart Hcy+tMEM grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir
istatistiki fark olmadigi goriildii (p>0.5). AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve
Hcy+MEM gruplari kiyaslandiginda, kaspaz 3 aktivitesinin AB+MEM ve Hcy+MEM
gruplarinda daha diisiikk oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AB+MEM grubu ile
Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark olmadigi goriildii
(p>0.5). Ap+Hcy grubuna ait kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin diger tiim gruplara
kiyasla artmis oldugu goriildii (p<<0.001).
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4.6.2. TRPM2 Kanah ve Kaspaz 3 Aktivasyonu Iliskisi
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Grafik 20. TRPM2 kanali ve Kaspaz 3 aktivitesi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin A[J
ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM
(10 uM)’in TRPM2 katyon kanallari araciligiyla kaspaz 3 aktivitesi iizerine etkileri.
(Ort + SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CPx ile yapilmistir. ap<0.001 ve
bp<0.05 kontrol and MEM gruplarina kiyasla. c¢p<0.001 ve dp<0.05 AP ve Hcy
gruplarma kiyasla ep<0.001 ve fp<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla. gp<0.001
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Kaspaz 3 aktivasyon analizi sonuglarini gosteren grafik incelendiginde, CPx
ile uyarilan AB, Hey ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplari
kontrol ve MEM gruplart ile kiyaslandiginda kaspaz 3 aktivasyon diizeylerinin artmig
oldugu gortiildii (p<0.001). MEM grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi
bir fark goriilmedi ve bu ylizden diger gruplar kontrol ve MEM grubuna gore birlikte
kiyaslama yapildi (p>0.5) AP ve Hcy gruplart AB+Hcy+MEM gruplan ile
kiyaslandiginda AB ve Hcy gruplarindaki kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin daha az
oldugu goriildii (p<0.001). AP ve Hey gruplarindaki kaspaz 3 aktivasyon diizeylerinin
AB+MEM grubunun kaspaz 3 aktivasyon diizeyinden daha fazla oldugu goriildii
(p<0,05). AB+Hcy+MEM grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar
kiyaslandiginda, kaspaz 3 aktivitesinin AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinda daha
diisiik oldugu gorildii (p<0.001). AB+Hcy grubuna ait kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin
diger tiim gruplara kiyasla artmis oldugu goriildi (p<0.001).
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4.6.3. TRPV1 Kanal ve Kaspaz 3 Aktivasyonu lliskisi
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Grafik 21. TRPV1 kanal1 ve Kaspaz 3 aktivitesi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin AP ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPV1 katyon kanallar1 araciligiyla kaspaz 3 aktivitesi lizerine etkileri. (Ort
+ SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CAP ile yapilmistir. ap<0.001 ve
bp<0.05 kontrol and MEM gruplarina kiyasla. c¢p<0.001 ve dp<0.05 AP ve Hcy
gruplarina kiyasla ep<0.001 ve fp<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla. gp<0.001
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Kaspaz 3 analizi sonuglarini gosteren grafik incelendiginde, CAP ile uyarilan
AB, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM, AB+Hcy+MEM gruplart kontrol ve
MEM gruplar ile kiyaslandiginda Kaspaz 3 diizeylerinin artmis oldugu sonucu elde
edildi (p<0.001). MEM grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi bir
istatistiki fark goriillmedi ve bu yilizden diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore
birlikte kiyaslama yapildi (p>0.5). AP grubu ile Hey grubu birbiri ile kiyaslandiginda
da aralarinda istatistiki bir fark bulunamamasindan dolay:r diger gruplar birlikte
kiyaslamaya tabii tutuldu (p>0.5). AB ve Hcy gruplarit AB+Hcy+MEM gruplar ile
kiyaslandiginda herhangi bir istatistiki fark olmadig1 sonucu elde edildi (p>0.5). Ap
ve Hcy gruplan ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplart birlikte kisyaslandiginda
AB+MEM ve Hct+MEM gruplarinin kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin diger iki gruba
kiyasla daha diisiik oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AB+Hcy+MEM grubu ile
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplan kiyaslandiginda, kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin
AB+MEM ve Hcy+tMEM gruplarinda daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001 ve
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p<0,05). AB+Hcy grubuna ait kaspaz 3 aktivasyon diizeyi sonucunun ise diger tim

gruplara kiyasla daha fazla oldugu goriildii (p<0.001).
4.7. Kaspaz 9 Aktivasyon Analizi Sonuclari

4.7.1. TRPA1 Kanal ve Kaspaz 9 Aktivasyonu lliskisi
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Grafik 22. TRPA1 kanal1 ve Kaspaz 9 aktivitesi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin AP ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPA1 katyon kanallar1 araciligryla kaspaz 9 aktivitesi ilizerine etkileri. (Ort
+ SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM SIN ile yapilmistir. ap<0.001 ve bp<0.05
kontrol and MEM gruplarina kiyasla. ¢p<0.001 ve dp<0.05 AP ve Hcy gruplarina
kiyasla ep<0.001 ve fp<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla. gp<0.001 AB+MEM ve
Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Kaspaz 9 analizi sonuglarin1 gosteren grafik incelendiginde, SIN (TRPAI
kanali stimiilatorii) ile uyarilan AB, Hcy ve AP+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM,
AB+Hcy+MEM gruplar1 kontrol ve MEM gruplan ile kiyaslandiginda Kaspaz 9
diizeylerinin artmis oldugu sonucu elde edildi (p<0.001 ve p<0,05). MEM grubu
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi bir istatistiki fark goriilmedi ve bu
nedenle diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna goére birlikte kiyaslama yapildi
(p>0.5). AB grubu ile Hey grubu birbiri ile kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir
fark olmadig1 goriildii ve bu nedenle diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore
birlikte kiyaslamaya tabii tutuldu (p>0.5). A ve Hey gruplart AB+Hcy+MEM grubu
ile kiyaslandiginda kaspaz 9 diizeyinin AB+Hcy+MEM grubunda daha yiiksek oldugu
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sonucu elde edildi (p<0,001). AB ve Hcy gruplan birlikte AB+MEM grubu ile
kisyaslandiginda AB+MEM ve Hcy+MEM grubunun Kaspaz 9 diizeyinin diger iki
gruba kiyasla daha disik oldugu gorildi (p<0,001). AB+Hcy+MEM grubu ile
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda, Kaspaz 9 aktivitesinin AB+MEM
ve Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001 ve p<0,05 ). AB+Hcy
grubuna ait kaspaz 9 sonucunun diger tiim gruplara kiyasla artmis oldugu goriildi

(p<0.001).

4.7.2. TRPM2 Kanah ve Kaspaz 9 Aktivasyonu Iliskisi
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Grafik 23. TRPM2 kanali ve kaspaz 9 aktivitesi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin Af}
ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve MEM
(10 uM)’in TRPM2 katyon kanallar1 araciligiyla kaspaz 9 aktivitesi tizerine etkileri.
(Ort = SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CPx ile yapilmistir. ®p<0.001 ve
bp<0.05 kontrol and MEM gruplarma kiyasla. °p<0.001 ve 9p<0.05 AB ve Hcy
gruplarina kiyasla ¢p<0.001 ve p<0.05 Ap+Hcy+MEM grubuna kiyasla. 9p<0.001
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Kaspaz 9 analizi sonuglarmmi gosteren grafik incelendiginde, CPx (TRPM2
kanali stimiilatorii) ile uyarilan AB, Hcy ve AP+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM,
AB+Hcy+MEM gruplar1 kontrol ve MEM gruplan ile kiyaslandiginda Kaspaz 9
diizeylerinin artmis oldugu sonucu elde edildi (p<0.001 ve p<0,05). MEM grubu
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi bir istatistiki fark goriilmediginden
diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore birlikte kiyaslama yapildi (p>0.5). Ap
grubu ile Hcy grubu birbiri ile kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark
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olmadig1 goriildii ve bu yiizden diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore birlikte
kiyaslamaya tabii tutuldu (p>0.5). AB ve Hcy gruplart AB+Hcy+MEM grubu ile
kiyaslandiginda kaspaz 9 diizeyinin AB+Hcy+MEM grubunda daha yiiksek oldugu
sonucu elde edildi (p<0,001). AB ve Hcy gruplan birlikte AB+MEM grubu ile
kisyaslandiginda AB+MEM ve Hcy+MEM grubunun Kaspaz 9 diizeyinin diger iki
gruba kiyasla daha disikk oldugu gorildi (p<0,001). AB+Hcy+MEM grubu ile
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda, Kaspaz 9 aktivitesinin AB+MEM
ve Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001 ve p<0,05 ). AB+Hcy
grubuna ait kaspaz 9 sonucunun diger tiim gruplara kiyasla artmis oldugu goriildi

(p<0.001).

4.7.3. TRPV1 Kanal ve Kaspaz 9 Aktivasyonu iliskisi
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Grafik 24. TRPV1 kanal1 ve kaspaz 9 aktivitesi iliskisi. Hipokampal hiicrelerin Ap ile
indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM (10
uM)’in TRPV1 katyon kanallar1 araciligiyla kaspaz 9 aktivitesi lizerine etkileri. (Ort
+ SD ve n=3). Kanal stimiilasyonlar1 0.1 mM CAP ile yapilmustir. 2p<0.001 ve p<0.05
kontrol and MEM gruplarina kiyasla. p<0.001 ve 9p<0.05 AB ve Hcy gruplarmna
kiyasla ®p<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy+MEM grubuna kiyasla. %p<0.001 AB+MEM ve
Hcy+MEM gruplarina kiyasla.

Kaspaz 9 analizi sonuglarmi gosteren grafik incelendiginde, CAP (TRPV1
kanali stimiilatorii) ile uyarilan AP, Hcy ve AB+Hcy, AB+MEM, Hcy+MEM,
AB+Hcy+MEM gruplar1 kontrol ve MEM gruplari ile kiyaslandiginda Kaspaz 9
diizeylerinin artmis oldugu sonucu elde edildi (p<0.001 ve p<0,05). MEM grubu

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise herhangi bir istatistiki fark goériilmedigi i¢in
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diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore birlikte kiyaslama yapildi (p>0.5). AB
grubu ile Hcy grubu birbiri ile kiyaslandiginda da aralarinda istatistiki bir fark
olmadig1 goriildii ve bu yiizden diger gruplar Kontrol ve MEM grubuna gore birlikte
kiyaslamaya tabii tutuldu (p>0.5). AB ve Hcy gruplart AB+Hcy+MEM grubu ile
kiyaslandiginda kaspaz 9 diizeyinin AB+Hcy+MEM grubunda daha yiiksek oldugu
sonucu elde edildi (p<0,001). AB ve Hcy gruplan birlikte AB+MEM grubu ile
kisyaslandiginda AB+MEM ve Hcy+MEM grubunun Kaspaz 9 diizeyinin diger iki
gruba kiyasla daha disiik oldugu gorildi (p<0,001). AB+Hcy+MEM grubu ile
AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda, Kaspaz 9 aktivitesinin AB+MEM
ve Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik oldugu gorildii (p<0.001 ve p<0,05 ). AB+Hcy
grubuna ait kaspaz 9 sonucunun diger tiim gruplara kiyasla artmis oldugu goriildii

(p<0.001).
4.8. Western Blot Kanal Ekspresyon Analizi Sonuc¢lar

4.8.1. TRPA1 Kanah Ekspresyon Analizi Sonuclar:
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Grafik 25. Gruplararast TRPA1 kanali ekspresyon diizeyleri. Hipokampal hiicrelerin
Ap ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPA1 kanali espresyonu iizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3).
p<0.001 ve Pp<0.05 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.001 ve 9<0.05 AP grubuna
kiyasla. ¢p<0.001 ve p<0.05 Hcy grubuna kiyasla. %9p<0.001 MEM grubuna kiyasla.
"p<0.001 ve 'p<0.05 Ap+Hcy grubuna kiyasla.
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TRPA1 kanali ekspresyon diizeylerini gosteren grafik incelendiginde, SIN
(TRPA1 kanali stimiilatorii) ile uyarillan AP, Hcy, APB+Hcy, ABR+MEM,
AB+Hcy+MEM, Hcy+MEM gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda kanal
ekspresyon diizeylerinin artmis oldugu goriildii (p<0.001). Kontrol grubu ile MEM
grubu kiyaslandiginda ise MEM grubunda TRPA1 kanal ekspresyon diizeyinin
azalmig oldugu (p<0.05), diger tiim gruplarin ise Kontrol grubuna kiyasla artmis
oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AP grubu ile Hcy grubu kiyaslandiginda
ekspresyon diizeyinin Hcy grubunda daha diisiik oldugu goriildi (p<0.001). AB grubu
ile AB+Hcy grubu kiyaslandiginda kanal ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda
daha da arttig1 gortldi (p<0.001). Ap grubu, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplar ile
kiyaslandiginda ekspresyon diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinda daha
diisiik oldugu (p<0.05), AP grubu ile AB+Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark olmadigi gériildii (p>0.5). Hey grubu ile AB+Hcy grubu
kiyaslandiginda kanal ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda daha da arttig
goriildii (p<0.001). Hcy grubu ile AB+Hcy+tMEM grubu kiyaslandiginda, kanal
ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy+MEM grubunda artmig oldugu goriildii (p<0.001)
ancak yine Hcy grubu ile AB+MEM ve Hcy+tMEM gruplarnt kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiksel fark olmadig1 goriildii (p>0.5). MEM grubu ile AB+Hcy,
AB+MEM, Ap+Hcy+MEM, Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda TRPA1 kanal
ekspresyonunun tiim gruplarda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.001). AB+Hcy
grubu AB+MEM, AB+Hcy+MEM, Hcy+tMEM ile kiyaslandiginda ekspresyon
diizeyinin artmis oldugu goriildii (p<0.001 ve p<0.05).
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4.8.2. TRPM2 Kanal Ekspresyon Analizi Sonuc¢lar1
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Grafik 26. Gruplararast TRPM2 kanali ekspresyon diizeyleri. Hipokampal hiicrelerin
Ap ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hey (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPM2 kanali espresyonu iizerine etkileri. (Ort + SD ve n=3).
p<0.001 ve °p<0.05 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.001 ve 9<0.05 AP grubuna
kiyasla. ¢p<0.001 ve p<0.05 Hcy grubuna kiyasla. %9p<0.001 MEM grubuna kiyasla.
r<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy grubuna kiyasla.

TRPM2 kanali ekspresyon diizeylerini gosteren grafik incelendiginde, CPx
(TRPM2 kanali stimiilatorii) ile uyarilan AP, Hcy, ApP+Hcy, AB+MEM,
AB+Hcy+tMEM, Hcy+MEM gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda kanal
ekspresyon diizeylerinin artmis oldugu goriildii (p<0.001). Kontrol grubu ile MEM
grubu kiyaslandiginda ise MEM grubunda TRPA1 kanal ekspresyon diizeyinin
azalmis oldugu (p<0.05), diger tiim gruplarin ise Kontrol grubuna kiyasla artmis
oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AB grubu ile Hcy grubu kiyaslandiginda
ekspresyon diizeyinin Hcy grubunda daha diisiik oldugu gériildi (p<0.001). Af grubu
ile AB+Hcy grubu kiyaslandiginda kanal ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda
daha da arttig1 goriildii (p<0.001). AB grubu, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari ile
kiyaslandiginda ekspresyon diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinda daha
diisiik oldugu (p<0.05), AP grubu ile AB+Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark olmadig1 goriildii (p>0.5). Hcy grubu ile AB+Hcy grubu
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kiyaslandiginda kanal ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda daha da arttig:
gorildii (p<0.001). Hcy grubu ile AB+Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda, kanal
ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy+MEM grubunda artmis oldugu goriildii (p<0.001)
ancak yine Hcy grubu ile AB+MEM ve Hcy+tMEM gruplar kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiksel fark olmadigi goriildii (p>0.5). MEM grubu ile AB+Hcy,
AB+MEM, Ap+Hcy+tMEM, Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda TRPA1 kanal
ekspresyonunun tiim gruplarda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.001). AB+Hcy
grubu AB+MEM, AB+Hcy+MEM, Hcy+MEM ile kiyaslandiginda eksperyon
diizeyinin artmis oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05).

4.8.3. TRPV1 Kanal Ekspresyon Analizi Sonuclari
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Grafik 27. Gruplararast TRPV1 kanali ekspresyon diizeyleri. Hipokampal hiicrelerin
AP ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve
MEM (10 uM)’in TRPV1 kanali ekspresyonu iizerine etkileri. (Ort + SD ve n=3).
p<0.001 ve Pp<0.05 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.001 ve 9p<0.05 AP grubuna
kiyasla. ¢p<0.001 ve p<0.05 Hcy grubuna kiyasla. %9p<0.001 MEM grubuna kiyasla.
hr<0.001 ve 'p<0.05 AB+Hcy grubuna kiyasla.

TRPV1 kanali ekspresyon diizeylerini gosteren grafik incelendiginde, CAP
(TRPV1 kanali stimiilatorii) ile uyarilan AP, Hcy, APB+Hcy, ABR+MEM,
AB+Hcy+tMEM, Hcy+MEM gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda kanal
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ekspresyon diizeylerinin artmis oldugu goriildii (p<0.001). Kontrol grubu ile MEM
grubu kiyaslandiginda ise MEM grubunda TRPV1 kanal ekspresyon diizeyinin
azalmis oldugu (p<0.05), diger tim gruplarin ise MEM grubuna kiyasla artmis oldugu
goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AB grubu ile Hey grubu kiyaslandiginda ekspresyon
diizeyinin Hcy grubunda daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001). AB grubu ile AB+Hcy
grubu kiyaslandiginda kanal ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda daha da
arttigi gorildii (p<0.001). AP grubu, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplart ile
kiyaslandiginda ekspresyon diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+MEM gruplarinda daha
diisiik oldugu (p<0.05), AP grubu ile AB+Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiki fark olmadigi goriildii (p>0.5). Hey grubu ile AB+Hcy grubu
kiyaslandiginda kanal ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda daha da arttig
goriildii (p<0.001). Hcy grubu ile AB+Hcy+tMEM grubu kiyaslandiginda, kanal
ekspresyon diizeylerinin AB+Hcy+MEM grubunda artmis oldugu goriildii (p<0.001)
ancak yine Hcy grubu ile AB+MEM ve Hcy+MEM gruplart kiyaslandiginda ise
herhangi bir istatistiksel fark olmadig1 goriildii (p>0.5). MEM grubu ile AB+Hcy,
AB+MEM, Ap+Hcy+MEM, Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda TRPV1 kanal
ekspresyonunun tiim gruplarda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.001). AB+Hcy
grubu AB+MEM, AB+Hcy+tMEM, Hcy+MEM ile kiyaslandiginda eksperyon
diizeyinin artmis oldugu goriildii (p<0.001 ve p<0.05).
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4.9. Gruplarm Poli-(ADP-Riboz) Polimeraz 1 (PARP1) ifade Diizeyleri
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Grafik 28. PARP1 aktivitesinin gruplara gore gosterimi. Hipokampal hiicrelerin AP
ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25 mM) ve MEM
(10 uM)’in PARP1 aktivitesi tizerine etkileri. (Ort £ SD ve n=3). %p<0.001 kontrol
grubuna kiyasla. ®p<0.001 ve °p<0.05 AP grubuna kiyasla. 9p<0.001 Hcy grubuna
kiyasla. ®p<0.001 MEM grubuna kiyasla. 'p<0.001 AP+Hcy grubuna kiyasla.
9p<0.001 ABp+MEM grubuna kiyasla. "p<0.001 Ap+Hcy+MEM grubuna kiyasla.
Hiicre ici aktivatorlerinden ADP-Riboz’un polimerizasyonu ile nukleus
DNA’sinin tek zincir kiriklarini tamirde 6nemli goérev yapan PARPI enzimi ifade
diizeyleri de arastirilmistir. PARP1 enzimi DNA’nin kirik bolgesine ulasip ADP-
Riboz polimerlestirmeyle kirigin tamirinden sorumlu DNA ligaz ve benzeri enzimlere
onciiliikk ederek tamir edilecek DNA’nin isaretlenmesinden sorumludur. Hiicrede
PARP1 enzimi ifadesinin artig1 tamir edilecek DNA miktarinin da artmis oldugu
anlamma gelmektedir. Sekil (?)’e bakildiginda AP, Hcy, Ap+Hcy, AB+MEM,
AB+Hcy+tMEM, Hcy+MEM gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda kanal
ekspresyon diizeylerinin artmis oldugu (p<0.001 ve p<0.05), MEM grubu
kiyaslandiginda ise MEM grubunda PARP1 ekspresyon diizeyinin azalmis oldugu
gorildii (p<0.001). MEM grubu ile diger tim gruplar kiyaslandiginda ise PARPI
diizeyinin artmis oldugu goriildi (p<0.001 ve p<0.05). AR grubu ile Hcy grubu
kiyaslandiginda PARP1 diizeyinin Hcy grubunda daha diisiik oldugu goriildii
(p<0.001). AB ve Hcy grubu AB+Hcy grubu ile kiyaslandiginda PARP1 diizeyinin

AP-+Hcy grubunda daha da arttigr gorildi (p<0.001). AB grubu, AB+MEM ve
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Hcy+MEM gruplari ile kiyaslandiginda PARP1 diizeylerinin AB+MEM ve
Hcy+MEM gruplarinda daha diisiik oldugu (p<0.001), Ap grubu ile AB+Hcy+MEM
grubu kiyaslandiginda ise herhangi bir istatistiki fark olmadig1 goriildii (p>0.5). Hcy
grubu ile  AP+Hcy+tMEM grubu kiyaslandiginda, PARP1 diizeylerinin
AB+Hcy+MEM grubunda artmis oldugu (p<0.001), ve Hcy+MEM grubunda ise Hcy
grubuna kiyasla azalmis oldugu goriildii (p<0.001). Ancak Hcy grubu ile AB+MEM
grubu kiyaslandiginda ise herhangi bir istatistiksel fark olmadigi goriildii (p>0.5).
MEM grubu ile diger tim gruplar kiyaslandiginda PARP1 ekspresyonunun tiim
gruplarda anlamli bir sekilde arttigir gortildi (p<0.001). AB+Hcy grubu AB+MEM,
Ap+Hcy+MEM, Hcy+MEM ile kiyaslandiginda PARI1 diizeylerinin artmis oldugu
goriildii (p<0.001 ve p<0.05).

4.10. Gruplarin Aktif Kaspaz 3 ve 9 Aktivasyonu Ifade Diizeyleri
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Grafik 29. Aktif kaspaz 3 ve 9 aktivitesinin gruplara gore gosterimi. Hipokampal
hiicrelerin A ile indiiklenmesi sonucu olusturulan in vitro AH modelinde Hcy (0.25
mM) ve MEM (10 uM)’in kaspaz 3 ve 9 aktivitesi tizerine etkileri. (Ort = SD ve n=3).
2p<0.001 ve °p<0.05 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.001 AB grubuna kiyasla. 9p<0.001
Hcy grubuna kiyasla. ®p<0.001 MEM grubuna kiyasla. p<0.001 Ap+Hcy grubuna
kiyasla. 9p<0.001 ve "p<0.05 AB+MEM grubuna kiyasla. 'p<0.001 Ap+Hcy+MEM
grubuna kiyasla.
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Kaspaz reaksiyonlart hiicrenin apoptozise hazirlandiginin  en agik
gostergesidir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 aracilar (agonist, iyon kanallari, ROT v.s.) bu
zincir reaksiyonlar1 baslatan unsurlardan bazilaridir. Aktif kaspaz 3 ve kaspaz 9
diizeyini belirten grafik incelendiginde; AB, Hcy, AB+Hcy, AB+MEM,
AB+Hcy+MEM, Hcy+MEM gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda kanal
ekspresyon diizeylerinin artmis oldugu (p<0.001 ve p<0.05), MEM grubu
kiyaslandiginda ise MEM grubunda aktif kaspaz 3 ve 9 diizeyinin her ikisininde
azalmis oldugu goriildii (p<0.001). MEM grubu ile diger tiim gruplar kiyaslandiginda
ise aktif kaspaz 3 ve 9 diizeyinin artmis oldugu goriildii (p<0.001 ve p<0.05). AB grubu
ile Hey grubu kiyaslandiginda kaspaz 3 ve 9 diizeylerinin her ikisinde de Hcy
grubunda daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). AB ve Hcy grubu AB+Hcy grubu ile
kiyaslandiginda Kaspaz 3 ve 9 diizeylerinin AB+Hcy grubunda daha da arttig1 goriildii
(p<0.001). AB grubu, AB+MEM ve Hcy+MEM gruplari ile kiyaslandiginda kaspaz 3
ve 9 aktivasyon diizeylerinin AB+MEM ve Hcy+tMEM gruplarinda daha da disiik
oldugu (p<0.001), AP grubu ile AB+Hcy+MEM grubu kiyaslandiginda ise kaspaz 3
icin AB+Hcy+MEM diizeyi diisiik iken (p<0.001), kaspaz 9’a ait AB+Hcy+MEM
grubunda herhangi bir istatistiki fark olmadigir goriildii (p>0.5). Hcy grubu ile
AB+MEM, AB+Hcy+MEM ve Hcy+MEM gruplar kiyaslandiginda, aktif kaspaz 3 ve
9 aktivasyon diizeylerinin her ikisininde azalmis oldugu goriildii (p<0.001). AB+Hcy
grubu AB+MEM, AB+Hcy+MEM, Hcy+MEM ile kiyaslandiginda aktif kaspaz 3 ve 9
aktivasyon diizeylerinin AB+Hcy grubunda diger tiim gruplara kiyasla artmis oldugu
goriildi (p<0.001 ve p<0.05).
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5. TARTISMA

Alzheimer Hastalig1 (AH), genel olarak 65 yas ve iizeri bireylere ait bir hastalik
olarak disiiniilse de hastaligin hazirlayici sebepleri arasinda yer alan anormal
proteinler, otoimmdiin reaksiyonlar, toksik reaksiyonlar, kafa travmalar1 ve viriislerin
varligina bagli olarak nadiren daha da erken yaglarda goriilebilmektedir. AH, beyinde
biriken ABP ve NFY’lerin yogunlugu ile orantili olarak siddeti degisen norodejeneratif
bir hastaliktir. AH’de olusan AP plaklari; APP’lerden BACE1 ve PS1 enzimleri
vasitastyla olusturulmaktadir (85). Olusan bu toksik AP plaklar1 mikroglia ve
astrositleri aktive ederek kronik inflamasyon olusumunu tetikler ve bdylece bu
hiicrelerden salinan sitokinler, pro-inflamatuar mediatorler (prostoglandinler, ROT,

NO vs.) AH’nin ilerlemesine neden olmaktadirlar (86-90).

Viicudumuzda bulunan en 6nemli iyonlardan birisi Ca™’dir. Ca™ kemik
gelisimine katilmasindan ziyade daha mikro diizeyde incelendiginde hiicrelerdeki
yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi i¢in de belli bir denge denkleminde hiicre i¢i
ve hiicre dis1 olarak hiicre zar1 tizerindeki bir takim iyon kanallar1 vasitasiyla iki yonlii
hareket halindedir. Hiicre i¢ine kiyasla hiicreler arasi sivida yaklasik 20.000 kat daha
fazla Ca*? bulunmaktadir. Cevresel etmenler, sicaklik, beslenme, ila¢ kullanimi ve
norolojik hastalik (Alzheimer vs.) durumunda hiicresel hasar meydana gelmekte ve
bunun sonucunda hasarl hiicre igerisine normalden fazla miktarda Ca*? girmektedir.
Bu da hiicre i¢i asir1 mitokondriyal ROT iiretimi ve hiicre i¢i ¢ekirdek PARP1
aktivasyonu artigina bagl niikleer DNA hasari ile agir1 ADP-Riboz iiretimine neden
olmaktadir. TRPM2, TRPM ailesinin ikinci iiyesi olarak tanimlanmigtir (62, 63).
TRPM2’nin karboksi ucuna ‘nudix domain’ (NUDT9-H bolgesi) denilmektedir. Bu ug
ADP-Riboz pirofosfataz enzimi aktivitesine sahiptir. Bu sayede kanalin karboksi
ucuyla ADP-Riboz’un etkilesimi esnasinda, ADP-Riboz’dan AMP ve Riboz 5-fosfat
olusumu katalizlenir ve kanal aktivasyonu gergeklesir (65). Bu reaksiyon sonucu
birikken AMP’nin negatif geribildirim mekanizmasiyla ¢alisarak  kanalin
inaktivasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (66). Hiicrede siirekli artan ROT,
TRPM2 kanal aracili veya aracisiz sitozole Ca*? girisini artirarak daha fazla oksidatif

hasara neden olarak sitozolik kaspaz reaksiyonlarini ve gekirdekteki PARP1 yolagin
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tetikleyerek noronal hiicre hasar1 ve de ndronlarin 6liimiine neden olan potansiyel bir

faktor olarak goriilmektedir (58, 60, 72, 98, 253).

Tez ¢alismamizda, TRPM2 kanal ekspresyon diizeyi ve TRPM?2 kanal aracili
sitozolik Ca'™ ve apoptozis artis1 gozlemlendi. Hiicresel oksidatif stres artisinin
cekirdekte PARP1 aracilt ADP-riboz iiretimi artirdigi ve bu ADP-riboz ile TRPM2
kanal aktivasyonunun arttigint gostermektedir. Bunun sonucunda da hiicre ici
mitokondriyal ROT asir1 liretimi sonucu kanalin daha fazla aktivasyonu ve asiri
apoptozis ve kaspaz aktivasyonlar1 belirlendi. Bununla birlikte, literatiirde ilk kez,
memantinin TRPM2 kanallarini kapatarak, hiicre i¢i mitokondriyal ROT firetimi ve
apoptozis diizeyi ile kaspaz aktivasyonlar1 ve ekspresyon diizeyleri azaligi belirlendi.
Diger bir ifade ile Hcy uygulanan sinir hiicrelerinde PARP1 ekspresyon ve hiicre i¢i
asir1 ROT iiretimine bagl olarak asir1 TRPM2 kanal aktivasyonu artis1 ve Ca*? girisi
gozlenmistir. Bu sonuglar Hey aracilit TRPM2 kanal aktivasyonunun mitokondriyal

zar depolarizasyon artis1 ve ROT iiretiminde 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir.

AH’nde A plaklarinin varligi ile dogru orantili olarak hiicre dis1 ROT un asir
tiretimi nedeniyle oksidatif stres artist TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallar
vasitasiyla hiicreye yiiksek miktarda Ca*? girisine sebep olmaktadir. [Ca*?]i’nin
fizyolojik sinirlarin iizerine ¢ikmasi ise mitokondrileri depolarize ederek daha fazla
hiicre ici ROT iiretimine neden olmaktadir (283). Mevcut tez ¢alismasinda da, A
gruplarinda TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal aracili sitozolik Ca*? girisinin artisina
bagl olarak mitokondriyal membran depolarizasyonu, hiicresel ROT iiretimi, aktif
kaspaz 3 ve 9 aktivasyonlarinin arttig1 gézlemlendi. Ancak kullanilan TRPA1, TRPM?2
ve TRPV1 kanal inhibitdrleri ile sitozolik Ca*? diizeyinin inhibitér kullanilmayan
gruplara kiyasla daha fazla azalmis oldugu sonucu elde edildi. A grubuna kiyasla
AB+MEM, Hcy grubuna kiyasla Hcy+MEM, AB+Hcy grubuna kiyasla
AB+Hcy+MEM gruplarinda da [Ca*?]i’nin diisiik oldugu sonucunu gozlemledik.
NMDA kanal inhibitorii olarak gorev yapan MEM i¢in, MEM+inhibitor gruplarina
kiyasla. MEM gruplarinda daha az diizeyle [Ca*?]i yogunlugu olmast MEM’in de
TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarina dogrudan ya da dolayli olarak bir inhibitdr
etkisinin olabilecegi diisiincesine neden olmustur. AB+Hcy grubu i¢in TRPAI,
TRPM2 ve TRPV1 kanallar1 kendi arasinda degerlendirildiginde ise TRPM?2 kanalinin
TRPA1 ve TRPV1 kanalma kiyasla daha fazla diizeyde [Ca*?]i oldugu sonucu elde
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edilmistir. Bu durum AP ve Hey nin birlikte kullanilmasinin TRPM2 kanallar iizerine
daha fazla etkiyebilecegi diislincesine neden olmustur. Diger taraftan A ve Hcy ayri
ayr1 degerlendirildiginde toksik etkilerinin hiicredeki [Ca*?]i yogunlugu basta olmak
lizere apoptozis, mitokondriyal depolarizasyon, ROT diizeyi ile aktif kaspaz 3 ve 9
aktivasyonu iizerine hemen hemen benzer diizeyde bir etkiye sahip oldugu sonucu elde
edilmistir. Yine tez ¢aligmamizda elde edilen sonuglara géore de MEM, AP ve Hcy
gruplar tizerine benzer bir etki olusturmaktadir. Bu durum oksidatif stres ile aktive
olan TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin AH olusumu ve tedavisindeki 6nemini
daha da iyi ifade etmektedir. Hcy’nin de ayni1 sekilde oksidatif stresi artirarak ortamda
ROT olugumunu tetikledigi ve sonucta norolojik disfonksiyonu baglattig bildirilmistir
(212,213). Hey’nin NMDA reseptor alt tiiriine etki yapmaya egilimli endojen glutamat
reseptor agonisti oldugu bildirilmistir (184, 194). Hcy’nin oksidatif bir iirlinii olan
homosisteik asit, beyin hiicreleri tarafindan iiretilir ve eksitator uyartya karsilik olarak
salgilanir (198). Homosisteik asit, NMDA reseptoriinii aktif hale getirerek bir eksitator
norotransmitter olarak islevini yerine getirdigi bildirilmistir (199). Bu tezde
hippokampal hiicrelerde Hcy’nin TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal aktivasyonuna
bagl Ca* girisinin daha da fazla artirdign gosterilmistir. Benzer sekilde, Ovey ve
Naziroglu (2015) calismalarinda hipokampal sinir hiicrelerinde TRPM2 ve TRPV1
kanallarmin Hcy ile aktive olmasi sonucu [Ca*?]i yogunlugunun, hiicre i¢ci ROT ve
mitokondriyal membran depolarizasyon degerlerinin arttigin1 bildirmiglerdir. Bizim
elde ettigimiz sonuglarda da Hcy grubunda apoptozis ve ROT diizeyleri ile
mitokondriyal depolarizasyon diizeylerinin daha fazla oldugu saptanmistir. Ap+Hcy
grubu i¢in ise apoptozis, ROT ve mitokondriyal depolarizasyon diizeyleri diger tim
gruplara kiyasla en fazla bulunmugstur. Bu sonuglar AB+Hcy+MEM grubunda AB+Hcy
gruplarina kiyasla daha diisiik diizeyde gézlenmistir. Bu sonuclarla beraber MEM’in
AB+Hcy’nin zararh etkilerinden hiicreyi korumaya yardimei oldugu sonucunu ortaya
koymustur. Benzer bir ¢caligmada ise Hcy’nin sigan mikroglia hiicrelerinde kaspaz 3
ve kaspaz 9 aktivasyonunu artirdig1 ve apoptozisi tetikledigi bildirilmistir (285). Bizim
elde ettigimiz sonucglarda da Hcy’nin aktif kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu artirdigi ve
hiicre oliimiini tetikledigi tespit edilmistir. MEM’in kullanildigt Hcy+MEM grubu,
Hcy grubu ile AB+Hcy+MEM grubu da AB+Hcy ile aktif kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu
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bakimindan kiyaslandiginda yine Hcy lizerine MEM’in kaspaz aktivasyonlarinida

baskilayarak hiicrenin 6liime gitmesine engel oldugu sonucu elde edilmistir.

Memantin’in kinolinik asite bagli toksisiteye, beyin travmasi, iskemi ve AB1—
40/AB1-42—aracili nérotoksisiteye karsi etkili bir koruma saglayabildigi bildirilmistir
(256-259). Eksitotoksisitenin birgok akut ve kronik MSS ndrodejeneratif
bozuklugunda rol aldig1 ve asir1 kalsiyum iyonu +2 yiikii ile baglantili oldugu ileri
stiriilmiistiir (253). Eksitotoksisite, bir¢cok norodejeneratif hastalikta hiicrelerin
apoptozise ugramasini agiklayan en yaygin hipotez olarak kabul gormektedir. Bizim
western blot deneyi ile elde ettigimiz sonuglarda da AP’nin aktif kaspaz 3 ve 9
aktivasyon seviyelerinin de artmis oldugu sonucunu elde ettik. Yine tez ¢alismamda
ApB’nin TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal uyaricilari kullanilan gruplarda daha fazla
aktif kaspaz 3 ve 9 aktivasyonuna neden oldugu, mitokondriyal depolarizasyonu
tetikledigi ve sonug olarak da hiicrelerde apoptozisi artirdigi kanaatine varilmistir.
Elde ettigimiz sonuglarla uyumlu olarak diger bazi ¢aligmalarda da AR’ nin TRPAI,
TRPM2 ve TRPV 1 kanallarini aktive ederek hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu artirarak
hiicreyi apoptozise ve dolayisi ile de norodejenerasyona gotiirdiigi bildirilmistir (286-
288). Benzer sekilde, Charkhkar ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada
AB’nin hiicre i¢i Ca*? diizeyini artirdigi, MEM’in ise bunu diizenlemede etkin rol
aldigi bildirilmistir (252). Bizim elde ettigimiz sonuglarda da MEM’in TRPAI,
TRPM2 ve TRPV1 kanali aracili [Ca*?]i azalttigr hiicrenin apoptozise gitmesini

kismen engelledigi sonucu elde edilmistir.

TRP kanallar1 kendi familyas: igerisinde veya da farkli gruptaki bazi TRP
kanallar1 ile birlikte ayni etki (ROS, pH, mekanik uyarim) neticesinde stimiile
edilmektedir (50, 51). Genel olarak insan viicudundaki organlarin hiicrelerine o
organin iglevine uygun TRP kanallar1 lokalize olmustur (52, 53). Memelilerde TRPA
Kanallar1 TRP kanal iist ailesinin tek fertli olan bir kanal alt tipidir. Yine TRPA kanal
alt ailesi de yalnizca TRPA1 olmak iizere bir iiyeden olusmaktadir (38). 14 adet N-
terminal ankrin tekrar1 iceren TRPA1’in mekanik ve kimyasal stres sensorii gibi islev
gordiigii bilinmektedir (38). Beyin korteksi (39) ve hipokampus (39) basta olmak
lizere, trigeminal gangliyon (40) ve arka kok gangliyon hiicrelerinde (41), akciger
dokusunda (42), sac tellerinde (43) ve diger farkli birgok hiicre grubunda var oldugu

bilinmekte ve bulundugu doku organa gore de ekspresyonunda degisiklik
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goriilmektedir (44). Ozellik ve lokalizasyon bakimindan genis bir alana sahip olan
TRP Ankrin-1 (TRPA1) kanalinin stimiilasyonunda da soguk (<17°C), inflamatuar
etkiler, pH, oksidatif stres, hardal yagi, Oz, CO2 ve bazi iyonlar (Ca*?, Zn*?) vs. gibi
bircok etken yer almaktadir (46-48). Ankrin familyasinin tek {iyesi olan TRPA1 kanali
ozellikle sinir hiicreleri basta olmak iizere akcigerlerde, beyinde, deride ve daha bir
cok organda bulunmakta, bulundugu organda da ilgili etkene gore aktif hale gelerek
kalsiyum iyonlarinin yani sira Na* ve K* iyonlarinin hiicre dig1 alandan hiicre i¢i alana
gecislerine de olanak saglamaktadir (54, 55). TRPA1 kanallarinin agr1 ve
inflamasyonda onemli rol aldigi bilinmektedir (83). Fakat viicudumuzda serebral
korteks ve hipokampus gibi kognitif faaliyet gosteren alanlarda bulunmalar1 ve basta
oksidatif stres olmak lizere ¢esitli agonistlerle aktive olmalar1 bu tip kanallarin AH ile

yakin iligkili olabilecegi gergegini giin yiiziine ¢ikarmaktadir.

Olusan toksik AP plaklart mikroglia ve astrositleri aktive ederek kronik
inflamasyon olusumunu tetikler boylece bu hiicrelerden salinan sitokinler ve pro-
inflamatuar mediatorler (prostaglandinler, ROT, NO vs.) AH’nin ilerlemesine neden
olmaktadir. (86-90). Ortamda biriken AP plaklarinin direkt olarak TRPA1 kanallarini
stimiile edebildigi bazi kaynaklarda bildirilmisken (91), yine pro-inflamatuar
mediatorlerden olan NO de TRPAI kanallarini stimiile etme potansiyeline sahiptir
(92). Tez galismamizda TRPA1 kanali stimiilasyonuna bagli olarak AB’nin oldugu
gruplarda basta sitozolik Ca*? miktar1 olmak iizere apoptozis, ROT, mitokondriyal
depolarizasyon diizeyleri ile aktif kaspaz 3 ve 9 aktivasyonlar1 tiimiinde fazla

bulunmustur.

Ortamda biriken AP plaklarinin direkt olarak TRPA1 kanallarii stimiile
edebildigi baz1 kaynaklarda bildirilmigken (91), yine pro-inflamatuar mediatdrlerden
olan NO de, TRPA1 kanallarmni stimiile etme potansiyeline sahiptir (92). Bu
stimiilasyon ve kanal aktivasyonu sonrasinda ise ekstraseliiler ortamdan hiicre i¢i
sitozole Ca*? iyonu akis1 gerceklesmekte ve bunun neticesinde hiicredeki kaspaz
reaksiyonlar1 hizlanarak hiicre apoptozise dogru siiriiklenmektedir. Ayrica hiicre
icinde Ca*? iyonu artis1 mitokondri yi daha da uyararak buna bagl olarak ROT iiriinleri
artisina sebep olmakta, ROT {iriinlerindeki artisa bagli olarak da hiicre daha da hizh

bir sekilde oliime siiriiklenecektir. Bu da AH’nin progresyonunda hizlanmaya ve
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hastalikla ilgili semptomlarin olusumu ve hastalik ilerlemesi iizerine hizlandiric1 etki

yaptigina igarettir.

TRPV kanal ailesi, baz1 bitkilerin yapisinda bulunan vanilin, vanilik asit ve
kapsaisin gibi dogal vaniloidler tarafindan aktive edildigi bilinen ve ismini de burdan
alan kanallardir. TRPV kanallarinin sadece hiicre membranin iizerinde degil ayn
zamanda organelleri ¢evreleyen zarlar lizerinde de var olduklar1 gosterilmistir (71).

+2 5

TRPV1 kanallar1 katyonlara kars1 se¢ici olmamakla birlikte kalsiyum Ca™ ’ye kars1
duyarliligt oldukca yiiksektir. TRPV1 kanallar1 ya direkt olarak plazma
membranindaki Ca*? giris kanallar1 gibi davranmakta ya da Ca*? giris kanallarinin
modiilasyonunu saglayacak olan zar potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca*2
kanallar1 tizerinde etkili olmaktadir. TRP iist ailesinin, her biri kendi iginde alt gruplara
ayrilan alt1 liyesi bulunmaktadir. TRPV1 kanallarinin aktivasyonuna sebep olan
faktorler arasinda basing, sicaklik, bazi kimyasal (resiniferatoksin) ve biyolojik
molekiiller yer almaktadir (72). Bunlarin yanisira kapsaisin ve diisiik pH igeren
uyarimlarin birgogu secici olmayan katyon kanallarindan (TRPV1) Ca*? hiicre igine
girisine sebep olur ve bdylece normal diizeyden fazla miktarda sitozole Ca*? girisi
hiicrede apoptotik yolaklar1 tetikleyerek hiicre i¢i ROT’un, mitokondriyal
depolarizasyonun, kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunun artisina neden olmaktadir. Son
zamanlardaki yapilan ¢alismalar neticesinde; beyindeki noronlar, perisitler, astrositler
ve mikroglialarda TRPV1 kanallarinin ekspresyonlarinda genis dagilim gosterdigi
rapor edilmistir (115-117). AP toksisitesinin varsayilan mekanizmalarindan biri,
eksitotoksik uyaranlara karsi savunmasizhgm eslik ettigi Ca*? homeostaz
bozuklugunu igerdigi goriilmektedir (102, 103). Bu ndrotoksisite PLC’yi aktive ederek
IP3 iiretilir ve bu da hiicre i¢i Ca*? depolarin1 uyarir. [Ca*?]i ve ROT diizeyindeki
artisla alakali olarak da TRPV1 kanallarinin AH ile iliskili noroinflamatuar siireclere
katkida bulunmasi1 da olasidir. Kim ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda
gerceklestirilen calisma sonrasinda rapor edilen sonuglara gore, mezensefalik
dopaminerjik noronlarin TRPV1 kanal agonisti kapsaisine maruz birakilmalari
neticesinde hiicre dliimiiniin tetiklendigi bildirilmistir (118). Ayrica si¢can beyninde
intranigral alana yapilan kapsaisin enjeksiyonunda da TRPV1 aracili hiicre 6liimiine
neden oldugu bildirilmistir. Dolayis1 ile kapsaisin ve anandamidin birlikte kullanilmas1

sonucu TRPV1 kanali aktivasyonu ile yukarida bahsedilen olaylar mikroglia
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hiicrelerinde de cerayan ederek Ca*? sinyali aracili sinir hiicresi hasar1 ve

mitokondriyal yikimlanma sekillenmistir (119).

Apoptozisin en onemli iki olusum mekanizmasindan birincisi dis etmenler
araciligiyla uyarilan hiicre membranindaki reseptorler aracili, ikincisi ise hiicre igi
apoptotik yolaklara bagli olarak depolarize olan mitokondriler aracilidir (289). Bizim
elde etmis oldugumuz sonuglar da hiicre membrani {izerinde konuslu olan TRPAI,
TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin kullanilan kendilerine 6zgii agonistlerce a¢ilmalarina
binaen [Ca*?]i konsantrasyonunun artistni MEM’in azalltig1 goriilmiistiir. Yine ayn1
sekilde mitokondriyal depolarizasyonun da MEM kullanilan gruplarda diger
kullanilmayan gruplara kiyasla daha da azaldigi sonucu elde edilmistir. Yine farkli bir
calismada da MEM’in mitokondriyal depolarizasyon diizeyini azalttigi ve de
mitokondriyal homeostazisi saglamada rol iistlendigi bildirilmistir (290). Buna baglh
olarak farkli bir ¢alismada da sitozolik kalsiyum diizeyini MEM’in azalttig1i ve
hiicrenin apoptozise gitmesine kismen engel oldugu bildirilmistir (291). Bizim elde
ettigimiz sonuglarda MEM’in hiicre disindan hiicre i¢ine giren Ca*? konsantrasyonunu
ciddi diizeyde azalttig1 ve hiicrenin apoptozise gitmesine engel oldugu sonucunu

dogrulamstir.

Oksidatif stres ile aktive olan TRP kanallarinin hastalik durumunda
ekspresyon diizeylerinde artis oldugu farkli galismalarda bildirilmistir (292, 293). Tez
calismamizda APB+Hcy, AB, Hey gruplarinda oksidatif stresle aktive olabilen TRPAI,
TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin ekspresyon diizeylerinde en fazla Ap+Hcy grubunda
oldugu tespit edilmistir. AP ve Hcy gruplarindaki TRPA1, TRPM2 ve TRPV1
kanallar1 ekspresyon diizeyleri bakimindan kiyaslandiginda, AB grubunda TRPAI
kanalinin Hcy grubundaki TRPA1 kanalina kiyasla daha fazla eksprese oldugu
gozlemlendi. TRPM2 kanalinin ekspresyonunda goze c¢arpan herhangi bir fark
olmadigi belirlendi. Fakat AP grubundaki TRPV 1 kanal ekspresyonunun, Hcy grubuna
kiyasla daha diisiik diizeyde olmasindan dolayr Hcy’nin TRPV 1 kanal ekspresyonunu
artirdig1 sonucuna varilmistir. Kontrol grubu ile diger tiim gruplar kiyaslandiginda,
MEM grubunda TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal ekspresyonlarinin tiimiinde azalma
goriilitken MEM haricindeki diger gruplarda ise kontrole kiyasla artig goriilmiistiir.
Yine MEM’in kombine olarak kullanildigi AB+MEM grubunda AP grubuna kiyasla,
Hcy+MEM grubunda Hey grubuna kiyasla ve AB+Hcy+MEM grubunda ise AB+Hcy
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grubuna kiyasla TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal ekspresyon diizeylerinde 6nemli
bir diisiis oldugu sonucu elde edilmistir. Bu durum MEM’in oksidatif stres ve hiicre
ici mekanizmalar yani1 sira TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallar1 iizerine dogrudan

veya dolayli olarak bir etkisinin oldugu sonucu ile agiklanabilir.

Tez calismamizda oksidatif stresin fazla oldugu AB+Hcy, AP, Hey gruplarinda
MEM uygulanan gruplara kiyasla daha fazla diizeyde TRPA1, TRPM2 ve TRPV1
kanal ekspresyonu saptanmis, bu gruplarda hiicre 6liimii, ROT iiretimi, mitokondriyal
depolarizasyon, PARP1 diizeyi ile aktif kaspaz 3 ve 9 aktivitesinin genel olarak fazla,
hiicre canliliginin ise diisiik olmasi, AH’de TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin

Oonemini bir kez daha gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

NMDA reseptorleri ve TRP kanal aktivasyonuna bagli asir hiicre i¢i Ca*? artist
sinir hiicresi 0liimi ve Alzheimer hastaligina neden oldugu iyi bilinirken, Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilan memantinin TRP kanallar1 {izerindeki etkisi heniiz
bilinmemektedir. TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallarinin néronlarda &liime
gotliren siireglerde ne gibi roliiniin oldugunu anlamak ve Alzheimer hastalig
tedavisinde olduk¢a onem arz etmektedir. Tez calismamizda, in vitro Alzheimer
hastaligr model olusumu i¢in AP ile inkiibe edilen hipokampal néronlarda Hcy ve
memantinin TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal1 iizerine etkileri arastirilmistir. Yapilan
analizler neticesinde AB ve Hcy’nin TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin daha
fazla aktivasyonuna neden oldugu, memantinin ise AP ve Hcy’nin neden oldugu
TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 aracili asir1 Ca* girisini 6nledigi sonucu elde edilmistir.
Hipokampal hiicrelerde oksidatif stresle TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin
aktive olmasi hiicreye Ca*? girisini artirmaktadir. Sitozolik Ca*? seviyelerinin artisi,
mitokondriyal membran potansiyelini artirarak mitokondriyal depolarizasyon
neticesinde hiicresel apoptozis siireclerinin  aktiflenmesine sebep oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismayla Hey boliinmiis kaspaz 3 ve 9 enzimlerinin aktivasyonuna
ve apoptozise neden olurken, memantinin ise kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu azalttig1 ve
hiicrenin dliime gitmesine engel oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Norodejeneratif bir
hastalik olan Alzheimer Hastaligi’nda apoptozis, beraberinde beyin dokusunun
kiiglilmesi ile sonuglanan bir siirectir. Alzheimer Hastaliginin tedavisi ile ilgili kistmda
bahsettigimiz tedavi prensipleri kalict bir ¢oziimden ziyade, hastalara daha c¢ok
semptomatik bir tedavi sunan ve hastaligin ilerlemesini geciktiren bir uygulamadan
Oteye gidememektedir. Elde etmis oldugumuz sonuglara goére TRPALl (AP-18),
TRPM2 (ACA) ve TRPV1 (CPZ) kanal blokelerleri bu kanallarin aktivasyonunu
baskilarken, kanal blokelerinin memantin ile birlikte kullanilmalar1 bir dizi hiicresel
molekiiler apopitotik reaksiyonu sonucunda néron olimiinii dikkat ¢ekici bir sekilde
azaltmistir. Elde edilen sonuglar, giinlimiizde Alzheimer Hastalig1 icin tercih edilen
pahali tedavi yaklasimlar yerine, tez ¢alismamizda kalsiyum kanal blokerlerinin TRP
kanallar1 aktivasyonlar1 {izerine etkileri bilindiginden, in vivo deney hayvani
modellerinde de mevcut kanal blokeri uygulamasinin daha etkili olabilecegi fikrini

dogurmaktadir. Elde edilen veriler, basta iilke ekonomisi iizerine bir yiik olan pahali
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Alzheimer Hastaligi’nin tedavi yaklasimlarina ucuz bir alternatif olabilmesinin yani
sira, Alzheimer Hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezi ve tedavisine
yonelik in vivo ve in vitro galisma planlayan arastirmacilara, Alzheimer Hastaligi’nda
TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin fonksiyonunu anlatan bir potansiyel kaynak

olarak gelecege 151k tutacak niteliktedir.

Sonug olarak, Alzheimer hastaliginin olusumunda Hcey zararl etkisini TRPATL,
TRPM2 ve TRPV1 kanallarini asir1 aktive ederek gergeklestirirken, incelenen degerler
lizerinde memantin olumlu etkisini bu kanallar1 diizenleyerek katki saglamistir.
Memantin Alzheimer tedavisinde yaygin olarak kullaniyor olmasina ragmen, Hcy
yiiksekligi ve Alzheimer hastaligi durumunda memantinin kullanilabilirligi konusunda
literatiirde yapilmis bir deneysel calisma yoktur. Calismamizin sonuglarmin bu
boslugu dolduracagi kanaatindeyiz. Calisma sonuglarimiz memantinin, TRPAL,
TRPM2 ve TRPV1 kanal aktivasyonuna bagli gelisen hipokampal norolojik
hastaliklarin tedavisinde potansiyel ilag olarak kullanilabilecegi gercegini de ortaya
cikarmigtir. Bu sonuclarin insan klinik ¢aligsmalari ile dogrulanmasi, mevcut ilacin
(memantin) baska hastaliklarin tedavisinde de kullanilmasi igin 6nemli kaynak

olusturulacaktir.
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OZET

Fare in vitro Alzheimer Modelinde Hipokampus TRPA1, TRPM2 ve TRPV1
Katyon Kanallar1 Uzerinde Homosistein ile Memantin *in Etkilerinin
Arastirilmasi

NMDA reseptorleri ve TRP kanal aktivasyonuna bagl asir1 hiicre i¢i Ca*?
artisinin sinir hiicresi 6liimii ve Alzheimer hastaligi (AH)’na neden oldugu iyi
bilinirken, AH tedavisinde kullanilan memantinin TRP kanallar1 tizerindeki etkisi
heniiz bilinmemektedir. Hcy’nin Alzheimer hastaligi olusumunda oksidatif stresi
artirarak rol oynadigi iyi bilinmektedir. Memantin, A ve Hcy’nin neden oldugu
oksidatif stres TRPA1, TRPM2 ve TRPV kanalarim1 aktivasyonunu Onleyerek asiri
apoptozis ve mitokondrial oksidatif stres olusumuna engel olabilir. A[] ile olusturulan
in vitro AH modelinde TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallar1 aktivasyonu yolu
ile Hey’nin tetikledigi mitokondriyal oksidatif stresle indiiklenen hiicresel hasar
tizerinde memantinin koruyucu etkisi arastirildi.

izole edilen fare hipokampus hiicreleri kontrol, AB, Hcy, MEM, AB+Hcy,
AB+Hcy+MEM, AB+MEM, Hcy+MEM olacak sekilde toplamda sekiz gruba ayrildi.
izole edilen hipokampus hiicreleri kendi gruplarma 6zgii Ap (20 uM ve 24 saat), Hcy
(250 uM ve 30 dakika) ve memantin (10 pM ve 24 saat) ile inkiibe edildiler.

Kalsiyum sinyali analizlerinde TRPAL, TRPM2 ve TRPV1 kanal inhibisyonu
siras1 ile AP-18 (0.020 mM), N-(p-Amylcinnamoyl) antranilik asit (0.025 mM) ve
kapsazepin (0.1 mM) yapilirken, kanal aktivasyonlar1 sirasi ile sinamaldehid (0.1
mM), cumene hidroperoksit (0.1 mM) ve kapsaisin (0.01 mM) ile yapildi. TRPAI,
TRPM2 and TRPV1 kanal uyarimlari ile yapilan analizlerde, hiicre ici serbest Ca*?,
mitokondriyal depolarizasyon, hiicre i¢i oksidatif stres diizeyleri, apoptozis, aktif
kaspaz 3 ve 9 diizeyleri kontrole kiyasla Ap ve Hey gruplarinda yiiksek iken, MEM
grubunda A ve Hey kiyasla daha diisiik gozlendi. Ap ve Hey gruplarinda azalan hiicre
canlilig1 degerleri, memantin tedavisi ile arttigi gozlemlendi. Benzer sekilde, aktif
kaspaz 3, kaspaz 9 ve PARP1, TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal ekspresyon diizeyleri
kontrole kiyasla, AB ve Hcy gruplarinda yiiksek iken, MEM grubunda AP ve Hcy
gruplarina kiyasla daha diisiik gézlendi. Arastirilan bu degerlerin MEM ile birlikte
TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 kanal blokelerinin kullanilmasi durumunda sadece MEM
grubuna kiyasla daha da azaldig1 gozlendi.

Sonug¢ olarak, TRPA1, TRPM2 ve TRPVI kanallar1 aracili Ap ve Hcy ile
indiiklenen hipokampal ndron 6liimlerinde MEM’in bu kanallarin asir1 aktivasyonunu
onledigi gozlemlendi. AR ve Hcy’in neden oldugu hipokampus asirt mitokondriyal
oksidatif stres {iretimi, stozole asir1 Ca*? girisi ve apoptozise karsi memantinin TRPA1,
TRPM2 ve TRPV1 kanal aktivasyonunu diizenleyerek koruyucu etkisinin oldugu
gbzlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Apoptozis, Homosistein, Memantin,
Oksidatif stres, TRPA1, TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallari,
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ABSTRACT

Effects of Homocysteine and Memantine on TRPAL, TRPM2 and TRPV1
Cation Channels in Mouse Hippocampus of in Vitro Alzheimer’s Disease Model

It is well known that overload calcium ion entry (Ca®*) and excessive reactive
oxygen species (ROS) production have important role in etiology of Alzheimer’
disease (AD). Memantine (MEM) has been used to treat patients with AD though
inhibition of Ca?* entry and glutamate receptor. The Ca?* permeable TRPA1, TRPM2
and TRPV1 channels are activated in the hippocampus by oxidative stress, and
antioxidant MEM as a potent TRPA1, TRPM2 and TRPV1 channel antagonist may
reduce AB-induced oxidative stress and apoptosis in the neurons. In the current study,
we investigated the neuroprotective properties of MEM in AB-induced primary mice
hippocampal neuron cultures.

Freshly isolated hippocampal neurons divided into eight groups as control, AB,
Hcy, MEM, AB+Hcy, AB+Hcy+MEM, AB+MEM, Hcy+MEM. The neurons were
incubated with AB (20 uM for 24 h), Hey (250 uM for 30 min) and MEM (10 uM for
24 h). The eight groups, TRPAL, TRPM2 and TRPV1 were further activated by
cinnamaldehyde (0.1 mM), cumene hydyroperoxide (0.1 mM) and capsaicin (0.01
mM), respectively although they were further inhibited by AP-18 (0.020 mM), N-(p-
Amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA and 0.025 mM) and capsazepine (CPZ and
0.1 mM). The [Ca?"] concentration, apoptosis, caspase 3, caspase 9 activations,
mitochondrial membrane depolarization and intracellular ROS production values in
the neurons were higher in A and Hcy groups than in control although they were
lower in the MEM group than in AR and Hcy groups. The values were further
decreased by MEM+AP-18, MEM+CPZ and MEM+ACA treatments as compared to
MEM only. AB and Hcy-induced decrease of cell viability level was increased by
MEM treatment although AP and Hcy-induced increase of caspase 3, caspase 9,
PARP1, TRPAL, TRPM2 and TRPV1 channels expression levels were decreased by
MEM treatments.

In conclusion, TRPA1, TRPM2 and TRPV1 channels are involved in Ap and
Hcy-induced neuronal death, and modulation of the activity of these channels by MEM
treatment may account for their neuroprotective activity against apoptosis, excessive
ROS production, and Ca?* entry.

Keywords: Alzheimer’s Disease, Apoptosis, Homocycteine, Memantine, Oxidative
stress, TRPA1, TRPM2 and TRPV1 cation channels, Ca®* signaling,
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