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1. GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde Alzheimer tipi demans, yaglanan niifus ile birlikte diinya ¢apinda
yaygmliginin hizla artmasi nedeniyle ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir [1].
AH’nda  dejeneratif  siiregleri agiklamada  kabul gdren  patofizyolojik
mekanizmalardan biri de oksidatif strestir [2]. AH’nda artan oksidatif stres ile ortaya
cikan serbest oksijen radikalleri, noronlarda dejenerasyona sebep olmaktadir [3].
TRPM2 ve TRPV1 non selektif Ca*? gecirgen katyon kanallaridir. Bu kanallar,
oksidatif stres iiriinleriyle aktif hale gelerek hiicre icine Ca*? almaktadir. Hiicresel
hasar1 baslatan olayin, hiicre igine asir1 miktarda Ca*? girisi oldugu diisiiniildiigiinde,
hiicrede dogrudan hasar yapabilen, oksidatif stresle aktive olan TRPM2 ve TRPV1
kanallarinin potansiyel 6nemi ortaya ¢ikmaktadir [4,5]. Selenyum bir¢ok enzimin
kofaktoriidiir ve temel olarak antioksidan fonksiyonuyla bilinen oksidatif
diizenlemede gorevli esansiyel bir eser elementtir [6]. Selenyum seviyeleri ve biligsel
zayiflama arasindaki iliskiyi degerlendiren ¢alismalarda, selenyum eksikliginin
demans riskini artirabilecegi ileri siiriilmektedir [7,8]. Selenyumun hangi mekanizma
ile biligsel fonksiyonlar iizerinde olumlu etkileri olduguna yonelik ¢esitli hipotezler
vardir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda selenyumun potent bir TRPM2 ve

TRPV1 kanal antagonisti oldugu gosterilmistir [9,10].

Bu calisma ile skopolamin ile demans modeli olusturulmasi, demans modeli
olusturulan yaglh ratlarda selenyum tedavisinin bellek hatalar1 iizerine etkilerinin
arastirilmasi, selenyumun apopitozis, oksidatif stres, kalsiyum iyon diizeyleri,
TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallar iizerine etkilerinin arastirilmasi planlanmustir.
Calismanin sonuglari, TRPM2 ve TRPV1’in demansa bagli hiicre Oliimiiyle
iligkilerini ortaya koyacak ve demans etiyolojisinde yer alan hiicre hasarlarini

sinirlamaya yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesine yardimei olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans

2.1.1. Tamim ve Tarihcesi

Demans; bir ya da daha ¢ok biligsel alanda (6grenme ve bellek, dil, yiirtitiicii
islevler, karmasik dikkat, algisal, motor ya da sosyal bilis), daha onceki yeterlik
diizeyine gore belirgin bilissel gerilemenin oldugu norodejeneratif bir bozukluktur
[11]. Halk arasinda “bunama” adi verilen “demans” sozciigii, etimolojik olarak
Latince zihin anlamina gelen “mens” sozciigiiniin “de” olumsuz 6n eki almasi ile
tiiretilmis olup, zihnin yitirilmesi anlamindaki “demens” sozciigiiyle ifade edilir.
Latince’de “yerlesmis, varolan, edinilmis olan zihnin, sonradan yitirilmesi” anlamini
tasir [12]. Yaslanma ile birlikte tiim viicutta oldugu gibi beyinde de ¢esitli fizyolojik
degisikliklerin meydana gelmektedir. Bilgi isleme hizindaki yavaglamaya bagh
olarak problem ¢6zme, 68renme ve bellek gibi biligsel yetilerde bozulmalar olusur.
Normal yaslanma siireci, bilissel bozulmanin ¢ok yavas olmasi ve kisinin giinliik

aktivitesini engellememesi ile demanstan ayrilir [13].

Amerikan Psikiyatri Dernegi (APA) 2000 yilinda yayinladigi “Mental
Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kilavuzu IV-TR’de (DSM-IV-TR) Kognitif
Bozukluklar bashigi altinda siifladigi Demans hastaligini, 2013 yilinda yayinladig:
“Mental Bozukluklarin Tamsal ve Istatistiksel El Kilavuzu 5’te (DSM-5)
Norokognitif Bozukluklar bashigi altinda sunmus ve ismini Major Norokognitif

Bozukluk olarak revize etmistir [11].

2.1.2. Epidemiyoloji

Diinyada ve lilkemizde yasli niifus oranlar1 artis gostermektedir. 2014 yili
verilerine gore Tirkiye’de 65 yas ve iizeri niifusun oram1 %8’dir. Yasl niifustaki
artigsa paralel olarak bu oranin 2023 yilinda %10,2’ye, 2050 yilinda %20,8 ve 2075
yilina kadar %27,7’ye ylikselecegi tahmin edilmektedir. 2023 yil1 i¢in 6ngoriilen

%10,2’lik yash niifus orani ile iilkemizin ‘¢ok yasli’ niifuslu iilkeler arasinda yer



alacagi tahmin edilmektedir [14]. Yash niifusta artig ile birlikte demansli birey
sayisinin da artacagi diisiiniildiigiinde giderek daha biiyiik bir halk sagligi sorunu
olacaktir. Diinya saglik Orgiitiiniin 2015 yili verilerine gore diinya iizerinde 47,5
milyon demans hastasi oldugu, bunlarin %60-70’inin AH’s1 oldugu bilinmektedir.
Bu sayiya her yil 7,7 milyon yeni olgu eklenmektedir. Demanslhi hasta sayisinin
yaklagik 20 yilda ikiye katlanacagi, 2030 yilinda 75,6 milyon, 2050 yilinda 135,5

milyon olacagi ongoriilmektedir [15].

2.1.3. Demansin Siniflandirilmasi

Demansa yol agan nedenlerin tiiriine gore primer ve sekonder olarak iki ana
kategoride incelenmektedir. Demansin en biiyiik bolimiini AH’nin da i¢inde yer
aldigt Primer demanslar olusturmaktadir. Bunlar Merkezi sinir sisteminin
norodejeneratif hastaliklarii kapsar. Beyinde ndrodejenerasyonun hangi alanlarda
olduguna, hangi alanlarin saglam kaldigina, ilerleme gosterip gostermedigine bagh
olarak farkli klinik tablolar olusur. Sistemik, norolojik ya da psikiyatrik bir primer
hastaligin seyrinde hastaligin belirtilerine eklenen demans tablosu sekonder demans
tirlerini olusturur. Sekonder demansin en sik goriilen nedeni vaskiiler demanstir

[16].

Tim demans tiirleri arasinda en sik rastlanan sebep AH’dir. Bu hastaligin
baslangic doneminde Oncelikle yakin bellek bozulurken uzak bellek daha az
etkilenmektedir. Zamanla soyut disiinme, lisan, yonetici islevlerde bozukluk,
hezeyan, depresyon, ajitasyon ve haliisinasyon goriilebilmektedir. Bu hastaligin 65
yasindan dnce gorlilme siklig1 %1 iken, 65 yasinda %5-%10, 85 yasindan sonra ise
%30-%40’tir. Ayrica hastanin kardeslerinde yasam boyu riskin iki kat fazla oldugu
bulunmustur [17].



Tablo 1. Demans Tiirlerinin Siniflandirilmasi [16]

Primer (Dejeneratif) Sekonder
Alzheimer hastalig1 Vaskiiler demans
Lewy cisimcikli demans Multi-infarkt demans
Fronto-temporal demans Binswanger hastaligi
FTD-davranissal varyant Stratejik infarkt demansi
[lerleyici tutuk afazi CADASIL
Semantik demans Normal basingli hidrosefali
FTD-ALS Toksik-metabolik demanslar
Hareket bozukluguyla birlikte Wernicke-Korsakoff hastaligi
Parkinson hastalig1 demans1 B12 vitamin eksikligi
Kortiko-bazal dejenerasyon Hipotiroidi
Progresif supraniikleer paralizi Iaglar
Huntington hastaligi Kronik karaciger hastaligi
Multi-sistem atrofiler Organik ¢6ziiciilere maruz kalma
Wilson hastalig Infeksiyonlar
Noroakantositoz Herpes simpleks ensefaliti
Prion hastaliklar Norosifilis
Creutzfeldt-Jacob hastaligi HIV-demans kompleksi
Gerstmann-Straussler-Scheinker hastaligi | Kronik menenjitler
Fatal familyal insomni Whipple hastalig
Cesitli pediyatrik demanslar Kafa i¢i yer kaplayict hastaliklar
Kufs hastaligi Neoplastik durumlar
Metakromatik 16kodistrofi Subdural hematom
Gaucher hastalig1 Otoimmun-inflamatuar hastaliklar
Niemann-Pick hastalig Multipl skleroz
Diger ender demanslar Behget hastaligi
Limbik demans Paraneoplastiklimbik ensefalit
Poliglukozan cisimcik hastalig Primer sinir sistemi vaskiiliti
Arjirofilik tahil hastalig VGKC ve NMDAR kanalopatileri
Graniilomatoz anjitis
NAIM sendromu

Kisaltmalar: VGKC: Voltaj kapili potasyum kanali; NMDAR: N-metil D-aspartat reseptorii;
NAIM: Non-vaskiilitik otoimmun meningoensefalit.



2.2. Alzheimer Hastahg:

2.2.1. Tamim ve tarihce

AH ozellikle yash populasyonda goriilen, etyolojisi ve patogenezi heniiz tam
anlamiyla ortaya konamamis, norodejeneratif bir hastalik olup, demansin en sik
nedenidir [18]. AH’nda goriilen temel noropatolojik degisiklikler; diffiiz
ekstraselliiler amiloid birikimi ile olusan senil plaklar ve intraselliiler norofibriler
yumaklardir (NFY). Bunlara genellikle reaktif mikrogliozis, ndron ve sinaps kaybi
da eslik etmektedir [19]. AH'ndaki ndrodejenerasyonun ilerleyici dogast nedeniyle
beynin kortikal bolgelerinde sinaptik yetmezlik ve noéronal hasar olustugu

gosterilmistir [20].

Demans (bunama), antik Yunan ve Roma c¢aglarindan beri bilinen bir
kavramdir [21]. Hipokrat giinlimiizde demans tanisi alabilecek ozelliklere sahip
hastalar ile ilgili hipotezinde bu hastalarin beyin suyunun arttigin ileri siirmiistiir
[22]. Ancak AH’nin ilk kez tanimlanmasi bir asirdan biraz daha eskiye dayanir. 1901
yilinda Frankfurt akil hastanesine yatirilan Auguste Deter adli hasta 5 yil boyunca
progresif hafiza kaybi, haliisinasyon, deliizyon, konusma ve davranis bozukluklar ile
izlenmistir. Bu hastanin 1906 yilinda 6limii sonrast yapilan postmortem beyin
incelemesinde Alois Alzheimer, hastaliginin patolojik karakteristik bulgular1 olarak
kabul edilen Amiloid beta (AP) plaklar1 ve NFY’lar1 tanimlamistir. Bu hastalik
onceleri presenil demans olarak adlandirilsa da Alois Alzheimer’in 6limii sonrasi
klinik sefi olan Emil Kraepelin tarafindan AH olarak adlandirilmistir [23, 24]. AH ilk
tanimlandig1 zamandan itibaren presenil demanslar kategorisinde incelenmistir.
Ancak 1977 yilinda yapilan bir kongrede, presenil ve senil demansin farkl
etyopatogenezleri olsa da, klinik ve patolojik belirtileri benzer oldugundan AH
taniminin hastaligin baslangi¢ yasindan bagimsiz olarak kullanilabilecegi konusunda
goriis birligine varilmistir [25]. 2013 yilinda yayinlanan DSM-5’te AH’na bagh

major norokognitif bozukluk adiyla anilmaktadir [11].



2.2.2. Epidemiyoloji

AH artan yasla birlikte giderek yaygilagsmaktadir ve AH'nin toplam yiikii,
diinya ¢apinda onemli boyutlara ulagmistir [1]. 2011 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde 65 yas istli yaklagik 4,5 milyon Alzheimer hastasi oldugu tahmin
edilmektedir. Bu saymin 0,7 milyonu 65-74 yas araliginda, 2,3 milyonu 75-84 yas
araliginda ve 1,8 milyonu 85 yas ve iizeridir. Bu rakamin 2050 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde 13,8 milyona ylikselecegi, diinya ¢apinda ise 100 milyonu
asacagl ongoriilmektedir [26]. 2013 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde 450.000

insan AH’nin bir sonucu olarak dlmiistiir [27].

Istanbul’da yapilan Tiirkiye AH Prevalans1 Calismasi’nda 70 yas iizeri kisiler
arasinda muhtemel AH, toplam AH ve toplam demans oranlar sirasiyla %11, %16
ve %20 olarak saptanmistir. Bu prevalans oranlar1 degerlendirildiginde Tiirkiye’de
250-300 bin Alzheimer hastasi oldugu varsayilmaktadir [28]. AH’de fiziksel
aktivitenin azalmasi ile yasam kalitesi olumsuz etkilenmekte ve yasam beklentisi de
azalmaktadir. Gelismis lilkelerde evde bakim hizmeti gerektiren hastaliklar arasinda
AH ilk sirada yer almaktadir. AH 65 yas ve ustii grupta oziirliiliik, inme, kas iskelet
sistemi ve kardiyovaskiiler hastaliklardan daha yiiksek oranda goriilmektedir [29].
AH i¢in devletlerin harcadigi biitgeler artis gostermektedir. AH’nin 2008 yilinda
sadece Avrupa'da toplam maliyeti 177 milyar dolarin iizerindedir. Demansh bir
hastanin yillik bakim maliyeti, ortalama 20 000 dolar olarak tahmin edilmektedir. Bu
rakam, kanser veya kardiyovaskiiler hastalik tanili hasta grubunun bakimi ig¢in
gerekli miktardan daha yiiksektir [30]. ilerleyen yillarda AH ile iliskili bakim
hizmetlerinin saglik sistemine benzeri goriilmemis zorluklar sunmasi beklenmektedir

[26].

2.2.3. Risk Faktorleri

Diger kronik hastaliklarda oldugu gibi AH da tek bir sebepten degil bir¢cok

faktorden etkilenmektedir.



2.2.3.1. Yas

Degistirilmesi miimkiin olmayan en onemli risk faktoriidiir. Tiim diinyada
ortalama yasam beklentisi giderek artmaktadir. Geligmis iilkeler basta olmak iizere,
tiim diinyada yasli niifusun genel niifusa orani giderek artmakta ve bu durum AH’nin
onemini daha da arttirmaktadir. Altmis bes yasin tizerinde her bes yilda bir prevalans
iki katina ¢ikmaktadir. Doksanli yaslardan sonra AH prevalansinin plato ¢izdigi ileri
stiriilmekte ise de hastalifin goriilme sikliginin artmaya devam ettigini gosteren
calismalar da bulunmaktadir. AH yaglanmanin dogal bir siireci olmadigi gibi,

yaglanma tek basina hastalik sebebi de degildir [28, 31].

2.2.3.2. Cinsiyet

Yapilan ¢aligmalarin bircogu AH prevalansinin kadinlarda erkeklerden daha
fazla olduguna isaret etmektedir. Bu prevelans farkliligimin kesin nedeni belli
olmasa da c¢ogunlukla kadinlarda beklenen yasam siiresinin daha uzun olmasiyla
aciklanmaktadir. Bunun yani sira beyinde noérotrofik bir faktdr olan Ostrojen
hormonu menapoz sonrast donemde ¢ok azalarak bu islevi yeterince
yapamamaktadir. Erkeklerde ise testosteron hormonu beyinde Ostrojene g¢evrilerek
norotrofik etkinlik sergilemektedir. Kadinlardaki yiiksek prevalans nedenini
aciklayan durumlardan biri de post menapozal dénemde bu ndrotrofik faktorden
yoksun kalmalar1 olabilir. Bununla ilintili olarak epidemiyolojik ¢aligmalarda
menopoz sonrast donemde Ostrojen takviyesi alan kadinlarda almayanlara gore
demans prevalansinin daha diisik oldugunun gosterilmesi bu varsayimi
desteklemektedir [16]. Framingham ¢alismasinda AH i¢in tahmin edilen yasam boyu
risk oran1 65°li yaslardaki kadinlarda %17,2 erkeklerde %9,1 olarak saptanmus, risk
oraninin ilerleyen yaslarda da kadmnlarda yiliksek seyretmeye devam ettigi

gosterilmistir [32].

2.2.3.3. Diisiik Egitim

Diisiik egitim diizeyinin hangi mekanizma ile demans riskini artirdig1 net

olarak bilinmemektedir. Yiiksek egitim diizeyine sahip bireylerin kognitif rezervinin



daha genis oldugu, bu nedenle hastaligin ortaya cikis esigininin daha yiiksek oldugu

ileri siiriilmistiir [16].

2.2.3.4. Aile OyKiisii

AH aile dykiisii, bir bireyde bu hastaligin gelismesi i¢in sart degildir. Bununla
birlikte anne, baba ya da kardeslerinde Alzheimer hastasi olan kisilerde bu hastaliga
yakalanma riskinin birinci derece akrabalarinda AH olmayanlardan daha fazla

oldugu bildirilmistir [33].

2.2.3.5. Kafa Travmasi OyKiisii

Biyolojik mekanizmas1 heniiz aydinlatilamamis olsa da biling kaybina yol
acacak kadar siddetli kafa travmalarinin bir risk faktorii oldugu bilinmektedir [34].
Travmanin ndronal hasara sebep oldugu, ndronal hasarin ve o bdlgede olusan ikincil
inflamasyonun AP birikimine ve amiloid plak (AP) olusumuna neden oldugu

diistiniilmektedir [35].

2.2.3.6. Yasam Tarz1 ve Aktivite

Sosyal, zihinsel ve fiziksel aktivite olmak iizere 3 yasam tarzi komponenti
tanimlanmistir. Sosyal, zihinsel ve fiziksel olarak pasif yasamanin AH ve diger

demanslarda artis ile yakindan iliskili oldugu ¢alismalarda gosterilmistir [36].

2.2.3.7. Kardiyometabolik Risk Faktorleri

AH‘nda histopatolojik olarak aterosklerotik degisiklikler, mikroenfarktlar,
mikrovaskiiler degisiklikler, amiyloid anjiopati, diffuz beyaz cevher hasari1 gibi
vaskiiler degisiklikler siklikla goriilmektedir [37]. Hipertansiyon [38], miyokard
iskemisi, ateroskleroz, diyabet [39] hiperkolesterolemi [40], Apolipoprotein E
(ApoE) &4 etkilesimi [33], sigara i¢imi [41], alkol kullanimi [42], serebrovaskiiler
olay oykiisii [43], atrial fibrilasyon [44] ile metabolik sendrom [45] varliginda AH

riskinin anlamli olarak arttigina dair yayinlar bulunmaktadir



2.2.3.8. Diger Risk Faktorleri

Homosistein yiiksekligi [46], yagdan zengin diyet, post menapozal Ostrojen
kullanim1 [47], periferik isitme kaybi [48], D vitamini eksikligi [49], inflamasyon
[50], tibbi hastaliklar ve hospitalizasyon [51], Obstriiktif uyku apnesi [52], Cesitli
toksinler [53], antikolinerjik ilaglar [54], depresyon oykiisii [55], Yiiksek ve diisiik
hemoglobin diizeyleri [56] yer almaktadir.

2.2.4. Koruyucu Faktorler

2.2.4.1. Diyet

Balik, sebze ve meyvelerda yiiksek miktarda bulunan ve antioksidan 6zellige
sahip c¢ok zincirli doymamis yag asitleri (PUFA) tiiketiminin AH riskini, hafif
kognitif yikimi ve yasla iliskili kognitif etkilenmeyi azalttig1 bildirilmistir [57].

Tek zincirli doymamis yag asiti iceren zeytinyagi, balik, bitkisel gidalar, hafif
diizeyde kirmizi et igeren Akdeniz tipi beslenmenin AH ve hafif kognitif etkilenme

riskini azalttig1 6ne siiriilmektedir [58].

Antioksidan ozellik gosteren selenyum, vitamin E ve C kullaniminin AH
riskini azalttigi, yaghlarda diyete vitamin (folat, Vitamin C, E, beta karoten)
takviyesinin kognitif kapasiteyi artirdigi one siiriilmiistiir. Karoten ve vitamin C’nin
lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etki yaparak hiicre Oliimiinii engelledigi

bildirilmistir [59].

2.2.4.2. Fiziksel Aktivite

Calismalar, yapilan egzersizin tiirline bagl farkli mekanizmalar vasitasiyla
kognitif fonksiyonlar1 diizelttigini ileri siirmiiglerdir. Ornek olarak Aerobik fitness,
serebral kan akimini, oksijen tiiketimini, glikoz kullanimimi arttirabilir, kapiller
dansite artis1 gibi yapisal beyin degisikliklerini uyaran biiyiime faktorlerini
indiikleyebilir, AP olusum hizin1 azaltabilir [59].
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2.2.4.3. Entellektiiel Aktivite

Yiiksek egitim diizeyine sahip bireylerin demans siirecinin erken evrelerinde,
kognitif bozuklugun giinliik yasami olumsuz etkilemesini birtakim telafi yontemleri
kullanarak onleyebildikleri buna bagli olarak demans belirtilerinin daha ge¢ ortaya

ciktigi da ileri stirilmiistiir [31].

Genglerde ya da yaslhilarda 6grenme, okuma, oyun oynama gibi kognitif

fonksiyonlar1 indiikleyen aktivitelere yoOnelmenin demans riskini azalttif

bildirilmistir [60].

2.2.5. Genetik

Alzheimer hastalifi mendelyan yasalarin etkisinde basit genetik gegisli
olmayip, genetik ve cevresel faktorlerin bir araya geldigi kompleks bir etkilesim
sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. AH nin genetik 6zellikleri iki ayr1 grup halinde
incelenebilir. Birinci grup nadir goriilen mutasyonlara bagli olusan otozomal
dominant (OD) gecisli ailevi AH’dir. Bu hastalar ¢cogunlukla erken baslangich AH
ile birliktelik gdsterir. Ikinci grup ise sporadik AH’na neden olabilecek genetik risk
faktorleri ile iligkilidir.

2.2.5.1. Otozomal Dominant AH

OD gecisli AH 65 yasindan erken ortaya ¢ikmakta ve bu nedenle erken
baslangicli AH alttiiriinde siniflandirilmaktadir. Altmis bes yasindan sonra ortaya
cikan AH olgular ise ge¢ baslangicli AH olarak adlandirilir [61]. Erken baslangich
Alzheimer hastalarinda aile Oykiisii %60 oraninda vardir. OD gegise sahip 3 gen
tanimlanmistir. Bunlar; Amiloid Prekursor Protein (APP), Presenilin 1 (PSEN 1) ve
Presenilin 2 (PSEN 2) genleridir. Bu genler, APP’den metabolize edilen Af
proteininin atilamayarak AP’lar i¢inde biriken daha uzun sekli olan AP42 peptid
artisina neden olarak etkili olurlar. Bu 3 spesifik genden herhangi birinde olusan

mutasyonlara bagli olarak olusan olgular tiim olgularin % 1 veya daha azin olusturur

[62].



11

2.2.5.2. Sporadik AH

Olgularin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturur. Genellikle 65 yas iistiinde ortaya
cikmaktadir. ApoE’nin ge¢ baslangichi AH icin 6nemli bir risk faktérii oldugu
diisiiniilmektedir. ApoE lipoprotein metabolizmasinda diizenleyici olarak islev goriir.
ApoE geninin E2, E3 ve E4 olmak iizere 3 alleli bulunur. ApoE, merkezi sinir
sisteminde kolestrol tasinmasi, noroplastisite ve inflamasyonda gorev almaktadir.
ApoE4’lin, Af’ya baglanmak suretiyle ¢oziilebilir AB’nin klirensini ve plak
olusumunu etkiledigi diisiiniilmektedir. ApoE genotipi ile AP 42 ve tau diizeyleri
arasinda iligki oldugu bildirilmistir [18, 63]. Apo E4’iin bir kopyasini kalitanlarda
(heterezigot) 3 kat risk artis1 varken, E4 formunun her iki kopyasii kalitanlarda
(homozigot) 8-12 kat risk artig1 vardir [33]. Apolipoprotein E2 allelinin ise koruyucu
etkisi oldugu distinilmektedir [64].

2.2.6. Evreleme

Giliniimiizde de hala gecerliligini koruyan iki klinik evreleme sistemi

mevcuttur.

Bunlar Reisberg ve arkadaglar tarafindan 1982°de yayinlanan “Global
Bozulma Olgegi” (Global Deterioration Scale-GDS) ve Hughes ve arkadaslari
tarafindan 1982°de yaymlanan “Demansin Klinik Evrelendirilmesi” (Clinical
Dementia Rating Scale-CDR)’dir. GDS, AH igin 6zgiil oldugundan diger demans
tiirlerinde kullanilmasi uygun degildir. GDS evreleri 1-7 arasinda degisir. GDS1, hi¢
yakinmasi1 ve bulgusu olmayan normal yasliya, GDS2; Yasla iligskili bellek
bozukluguna, GDS3; Hafif Kognitif Bozukluga (HKB) karsilik gelir. GDS 4-5-6-7-

ise sirasiyla hafif, orta, agir ve ¢ok agir olarak AH’n1 evrelendirir [65].

CDR ise yaygin olarak kullanilan bagka bir o6l¢ektir. CDR’de bellek yine
merkezi Onemde olmakla birlikte, ¢ok eksenli tasarimiyla diger demanslarin
evrelenmesinde de kullanilabilmesi ile GDS’den farklilik gosterir. CDR 0, yasla
iligkili bellek bozuklugunu da kapsayacak sekilde normal yaslilia karsilik gelir.
CDR 1, 2 ve 3 sirastyla hafif, orta ve agir demans evreleridir [66].
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2.2.7. Tam Olgiitleri

Giiniimiizde AH i¢in yaygin olarak kullanilan 2 farkli tan1 sistemi mevcuttur.
Bunlardan biri 2011 yilinda yayinlanan National Institute on Aging and Alzheimer's
Association (NIA-AA) tani olgiitleri iken digeri 2013 yilinda yaymlanan DSM-5

siniflandirma sistemidir.

1984 vyilinda yaymlanan National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association (NINCDS-ARDRA) tani kriterleri AH tanisi igin o tarihten
beri yaygin olarak kullanilsa da son yillarda bilimsel ve teknolojik gelismeler
sonucunda AH’nin nérobiyolojisi ve genetik mekanizmalar1 daha iyi anlasilmis bu
nedenle goriintiileme teknikleri ve biyobelirteglerin tanida belirleyici rol oynadigi

NIA-AA tani kriterleri 2011 yilinda yaymlanmistir [67].

NINCDS-ARDRA tani kriterlerine gére AH ii¢ gruba ayrilmaktaydi. Bunlar;
Muhtemel AH, miimkiin AH ve otopsi sonucuna bagli tan1 konabilen kesin AH
tanilartydi. NIA-AA kriterlerine goére AH icin preklinik/presemptomatik (AH-P),
AH’na bagli HKB (AH-HKB) ve AH’na bagli demans (AH-D) olmak iizere 3 donem

kabul edilmis, bu ti¢ evreye 6zgii 3 farkli kriterler dizisi tanimlanmistir [68].

NINCDS-ARDRA evrelendirme sisteminden farkli olarak AH’nin hafif
evreden daha Once basladigir vurgulanmaktadir. Teknolojik gelisimler ile hafif evre
Oncesi meydana gelen erken degisiklikler saptanabilmektedir. Burada
biyoisaretleyicilerin dnemli oldugu ve tanida spesifiteyi arttiracagi belirtilmistir [69].

Biyoisaretleyiciler iki grupta incelenmektedir

AP birikimi yani amiloidoz isaretleyicileri: BOS AP 42 diizeylerinde diisme

ve PET ile amiloid goriintiilemede serebral amiloid yiikiiniin artmasi [69].

Norodejenerasyon isaretleyicileri: BOS'ta yiiksek tau ve fosfo-tau diizeyleri,
florodeoksiglukoz-PET ile posterior singulat, precuneus ve temporoparietal
hipometabolizma, MR'da temporoparietal atrofi [69]. Bu erken degisiklikler tespit
edildiginde yeni olusturulan kriterler ile hastanin AH-P veya AH-HKB siirecinde
olup olmadig1 belirlenebilecektir. AH-D evresi ise kendi igerisinde hafif, orta ve ileri

AH olarak siiflandirilmaya devam etmektedir [67].
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Alzheimer Hastah@ina bagh Major Norokognitif Bozukluk DSM-5 tam
kriterleri

A.Bir veya daha fazla biligsel alanda 6nceki performans diizeyinden anlamli bilissel
gerileme kaniti olmasi.

Ogrenme ve bellek.

Dil.

Yiirtitiicii islev.

Karmasik dikkat.

Algisal-motor.

Sosyal bilig

B.Bilissel bozukluklar giinliilk faaliyetlerdeki bagimsizligi engelleyebilir. En
azindan, fatura O6deme ya da ila¢ yOnetimi gibi giinliik yasamin kompleksi
enstriimental faaliyetlerinde yardima gereksinim duyulmalidir.

C.Biligsel bozukluklar, bir deliryum baglaminda 6zel olarak ortaya ¢ikmaz.

D.Biligsel bozukluklar diger ruhsal bozukluk tarafindan daha i1yi aciklanmamuistir.
(6rnegin, major depresif bozukluk, sizofreni)

E.En az iki biligsel alandaki bozulma sinsi baslangiclidir ve kademeli ilerleme
sergiler.

F.Asagidakilerden herhangi biri

Aile oykiisii veya genetik test sonucu Alzheimer hastaligi'na sebep olan bir genetik
mutasyonun kaniti.

Asagidakilerden her {i¢ii mevcuttur:

1)Bellek ve 6grenme ve en az bir diger bilissel alanda gerileme oldugunun agik bir
kanit1.

2)Biliste, uzun siireli duraksama olmaksizin, siirekli ilerleyen agamali gerileme

3)Karigik etyoloji olduguna dair kanit yoktur (yani, diger norodejeneratif
bozukluklarin veya serebrovaskiiler hastaliklarin, ya da muhtemelen biligsel
gerilemeye katkida bulunan baska bir ndrolojik, zihinsel ya da sistemik hastalik
veya durumun olmamast).

2.2.8. Klinik Seyir

AH’da dejeneratif siire¢ ilk Oonce hipokampiisler ve entorhinal kortekste
baslar. Bu bolgeler bellek islevinin yiiriitilmesinde gorevli olduklari i¢in ilk bozulan
kognitif fonksiyon bellektir. Hastaligin ilerlemesi ile dejenerasyon 6n ve arka
multinodal assosiasyon kortekslerine dogru yayilim gosterir. Temporoparietal
kortekste yer alan arka asosiyasyon korteksi karmasik gorsel-mekansal becerilere,
prefrontal kortekste yer alan On asosiyasyon korteksi ise karmasik dikkate ve yonetici

islevlere aracilik eder. Dejenerasyonun bu bdlgelere yayilimi ile bu becerilerde ve
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islevlerde giderek artan bozulmalar gozlenir. Arastirmalar sonucunda AH’na bagh
patolojik degisikliklerin klinik bulgular ortaya ¢ikmadan 15-20 yil 6nce basladigina
dair kanitlar bulunmustur [70-72].

2.2.8.1. AH Klinik Evreleri

Presemptomatik donem, preklinik donem (AH-P), hafif kognitif bozukluk
(AH-HKB), hafif AH, orta donem AH ve agir donem AH olarak 6 gruba ayrilabilir.

2.2.8.1.1. Presemptomatik Donem

AH sinsi bir seyir gostermektedir ve beyinde yillar icinde ¢ok yavas ilerleyen
patolojik bir siire¢ vardir. Bu donemde kiside herhangi bir mental veya davranigsal
semptom, giinliik aktivitelerde bozulma, performansta azalma s6z konusu degildir.
Boyle bir evrenin varligi, antemortem degerlendirmede gozlenebilen ya da
Olgiilebilen herhangi bir klinik kayip olmayan kisilere yapilan postmortem beyin
otopsilerinde karakteristik AH lezyonlarinin gosterildigi bir dizi patoloji serisi ile

desteklenmektedir [73].

2.2.8.1.2. Preklinik Donem

Bu evrede kognitif performanstaki testler ile saptanabilen ve 6zellikle bellek
ile iligkili kolaylikla fark edilemeyen kayiplar vardir. Bu kisilerde karar verme
glicliigli de goriilebilir. Ancak bu kayiplar giinliikk yasam aktivitelerinde herhangi bir

aksamaya neden olmaz [74].

2.2.8.1.3. Hafif Kognitif Bozukluk

Hafif diizeyde unutkanlik, yeni bilgiler 6grenme ve hafizaya almada zorluk,
konsantrasyon azligi, karar verme yeteneginde zayiflama giinliik, sosyal ve mesleki
islevsellikte azalma, ikili iligkilerde bozulma, anksiyete belirtileri olmasina ragmen
mini mental test skorlarinda (SMMT) bir diisiis yoktur. Kisilikte hafif degisiklikler

goriilebilir. Hastalar hafif bellek sorunlarindan sikayet¢i olsalar da bilissel
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fonksiyonlar1 normal sinirlardadir. Noropatolojik hasar belli bir esik degeri asmadigi

stirece klinikte belirgin demansa neden olmaz [16].

Klinik tablonun siddetine gore hastalik erken, orta ve ileri olmak {izere ii¢

evreye ayrilabilir.

2.2.8.1.4. Erken Donem Alzheimer Hastalig

Yakin bellek bozuklugu ve yeni bilgiler 6grenmekte zorlanma bu dénemin
onemli Ozellikleridir. Egyalarin yerlerinin karigtirlmasi, isim unutkanliklari,
konusmalarin tekrarlanmasi, sorularin tekrar tekrar sorulmasi, aligveris listesinin
unutulmasi, yemek yaparken tencerenin ocakta unutulmasi, anahtarin evde unutulup
disar1 ¢ikilmasi, konusurken kelime bulma giicliikleri, bulasik makinesi, cep telefonu,
bilgisayar gibi kullanim1 kismen karmasik olan cihazlarin  kullaniminin
Ogrenilememesi, varsa hobilerin gergeklestirilmesinde giicliikler hastaligin bu
evresinin genel ozellikleridir. Bu evrede hastanin bagimsizligi halen korunmustur.
Sosyal aktiviteler katilimda sorun yasanmaz. Kisisel bakimin1 yerine
gerirebilmektedir. Mental durum muayenesinde bellegin kayit fazinin genellikle
korundugu, geri ¢agirma ve tanima fazinin ise bozuldugu goriiliir. Dikkat, planlama,
akil yliriitme gibi yiiriitiicii islevlerde hafif bozulmanin yani sira kelime bulma
giicliigii ile saptanan dil bozuklugu goriilebilir. Yakinmalarin farkinda olan bazi
hastalarda reaktif depresyon gelisebilir. Hafif evre AH’de SMMT skoru 20-24

arasinda olabilir [16].

2.2.8.1.5. Orta Donem Alzheimer Hastahg:

Baslangi¢ belirtilerinin giderek agirlastigi, giinliik yasam aktivitelerindeki
bagimsizligin bir¢cok alanda kaybedildigi saptanir. Yeni bilgi O6grenme islevi
tamamen durmustur. Daha once kayit altina alinmig bilgiler de, geriye doniik bir
kronolojik seyirle, kaybolmaya devam etmektedir. Ev disinda yalniz baslarina
dolasamazlar. Yalmz disar1 ¢iktiklarinda kaybolabilirler. Alisveris yapma, parasal
islerin idare edilmesinde ciddi sorunlar yasanir. Kiyafetleri degistirme, banyo yapma
ya da banyo zamanina karar vermede, tuvalet ihtiyacinin giderilmesinde ciddi yardim

gerekir. Yemek yerken etrafa dokebilir. Dilsel islevlerdeki bozulmalar ilerlemis,
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tutarli bir sohbeti slirdiirmeyi engelleyecek diizeye ulasmistir. Zaman yoneliminde
bozulmalar, gece-giindiiz ayrimmin bozulmasi, uyku-uyaniklik dongiisiinde bozulma
goriiliir. Bu evrede ajitasyon, yerinde duramama, bakim verenlere fiziksel miidahale,
suglayic1 davranislar, siiphecilik gibi psikiyatrik belirtiler de ortaya ¢ikar. SMMT
skoru 10-19 arasinda degisir [16].

2.2.8.1.6. Agir Donem Alzheimer Hastalhig

Hasta en temel giinliik yasam aktivitelerini dahi siirdiiremez ve siirekli bir
bagkasinin yardimina gereksinim duyar. Beslenme, yikanma, giyinme gibi temel
islevlerinde tamamen bagskalarima bagimli hale gelmistir. Zihinsel islevler en alt
diizeye inmis; bellekte sadece parcaciklar kalmistir. Yakin akrabalarini, hatta aynada
kendisini bile taniyamaz duruma gelebilir. Konusmalart anlam biitiinligiini
kaybetmis kelimeler ya da seslerden ibarettir. Amaclarini ve isteklerini ifade etmeleri
neredeyse olanaksizlasir. Belirgin sfinkter kusuru nedeniyle genellikle bez
baglanmas1 gerekir. Tekrarlayici, amagsiz motor davranislar goriilebilir. Evrenin
sonuna dogru hastalar yataga bagimli hale gelirler. SMMT skoru 0-9 arasindadir

[16].

2.2.9. Etyoloji, Patoloji ve Patofizyoloji

AH’nin etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte bir¢ok ndrodejeneratif
hastalik gibi genetik yatkinlik ve c¢evresel etkenlerin etkisi altinda oldugu

distiniilmektedir.

AH’nin makroskopik patoloji incelemeleri, 6zellikle korteks ve hipokampuste
hiicre ve sinaps kaybina bagli yaygin neokortikal atrofi oldugunu gosterir. Hastaligin
histopatolojik bulgular1 olarak, Meynert'in niikleus bazalisi, hipokampus ve
asosiyasyon korteksi alanlarinda kolinerjik néron kaybi oldugu, hiicre icinde NFY
birikimi oldugu, hiicre dis1 yerlesimli AP’lar, graniilovakuolar dejenerasyon ve

sinaptik kayiplar oldugu saptanmistir [75, 76].

Secilmis hasta orneklerinde yapilan ¢alismalarda, kortikal amiloid birikimi

[77], gri madde atrofisi [78], hipometabolizma [79] ve yapisal [80] ve islevsel [81]



17

kortikal ayrilma gibi AH’na 6zgii goriintiileme anormallikleri gosterilmistir. Bu
bulgular giivenilir bir sekilde, hafif ve orta derecede demans asamalarin1 hem normal

yaslanma bunamasi hem de diger norodejeneratif demanslardan ayirt etmek igin

kullanilabilir [82].

AH’na neden olan patofizyolojik siiregler halen kesin olarak belirlenmis
degildir. Bununla birlikte hastaliin gelisimine eslik eden bazi ndropatolojik

degisiklikler tanimlanmistir. Bunlar:
e Amiloid Birikimi ve AP olusumu.
e Tau Hiperfosforilasyonu ve Norofibriler Yumak (NFY) Olusumu
e Gliyozis ve inflamasyon
e Noron ve sinaps kaybi
e -Mitokondrial fonksiyon bozuklugu
e Kolinerjik inervasyon ve diger ndrotransmiterlerin kayb1
e Oksidatif stres

olarak basliklar halinde sunulabilir

2.2.9.1. Amiloid Birikimi ve AP Olusumu

Amiloid kaskad hipotezine gore ¢evresel faktorler, hiicre yaslanmasi ya da
genetik mutasyonlar sonucunda bir membran proteini olan APP’in yikim siireci

degismektedir [74].

AP peptid (40-42 aminoasit igerir) AP’larin esas bileseni olan biiylik bir
membran proteinidir. On dokuzuncu kromozomda kodlanan APP’in a, B ve vy
sekretazlar gibi proteolitik enzimlerce kesilmesi sonucu olusur. a-sekretazlar APP’i
orta noktalarindan keserek hiicre disinda, ¢oziinebilir olan ve herhangi bir beyin
patolojisine sebep olmayan APP pargasi ortaya ¢ikarirlar. B ve y sekretazlar ise
¢Oziinilirliigli olmayan, AP’larin olusumuna yol acan farkli aminoasid uzunluklarina
sahip AP’lar olusturmaktadir. Amiloid 40 ve AP42 en yaygin goriilen formlardir.

Her iki formda toksik olmasina ragmen AP42°nin ¢oziinmedigi ve AP’larda biriktigi
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ve bdylece noronal sitotoksisite nedeniyle beyinde ndrodejenerasyona yol actigi
kabul edilmektedir [83]. Amiloid p42 baslangi¢cta monomer halde olup monomerlerin
oligomerizasyonu esnasinda oligomer, protofibril ve fibril gibi daha biiyiik ve daha
saglam formlara oligomerize olur. Oligomerizasyon esnasinda bu elementleri 3
tabaka yapisinda fibriler forma doniistiiren konformasyonel degisiklikler de meydana
gelir. Amiloid B nin tiim ara triinleri ve olgun fibriller nérotoksiktir. Tim bu {iriinler
ekstraseliiler ortamda birikmektedir. Takiben diffiiz plaklar halinde agrege olup
noritik plaklara doniismektedir. Amiloid birikimi arttikca BOS amiloid diizeyleri
diiser. Amiloid birikimini takiben hiicre i¢i tau proteini hiperfosforile olup

agregasyona baslar [84, 85].

2.2.9.2. Tau Hiperfosforilasyonu ve NFY Olusumu

AH’nin patogenezinde yer alan ikinci protein “°’Tau’’ diye adlandirilir. Tau,
mikrotiibiillerin stabilizasyonunda, hiicre iskeletinin biitiinliigliniin korunmasinda,
aksonal transportta rol oynayan mikrotiibiillere bagli bir proteindir. AH gelisiminde
tau, hiperfosforile olur ve mikrotiibiillere baglanma kapasitesi azalir. Baglanmayan
tau proteini, ¢ift sarmalli lifler (PHF) halinde ndron sitoplazmasi i¢inde ¢dokerek
NFY’larin major bilesenini olusturur. Bu degismis protein birikiminin, deneysel
modellerde noéronlar i¢in toksik oldugu gosterilmistir. Oksidatif stres artisinin
proteozom aktivitelerini bozarak hatali proteinlerin otofaji ile temizlenmesini

engelledigi boylece néronlarda hasara yol agtigi bildirilmistir [86-89].

AH’nda goriilen noropatolojik degisiklikler hastalifin  evresine gore
degisiklikler gosterir. Bu konuda ileri siiriilen bir modelde NFY’larin baslangigta
ozellikle entorhinal bdlgede yerlesim gosterdigi, sonra paralimbik bolgeye ve
hipokampusa ve son olarak da isokortikal bdlgeye (neokorteks) uzandigi
bildirilmektedir. Entorhinal donem epizodik bellekte kayip ile karakterizedir. Limbik
donemde sozel beceriler, gorsel uzamsal fonksiyonlar bozulmakta, isokortikal

donemde ise primer bellek bozuklugu ortaya ¢ikmaktadir [90].
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2.2.9.3. Gliyozis ve inflamasyon

Inflamasyon; organizmanin stres, yaralanma, travma ve enfeksiyon gibi
cesitli endojen veya eksojen uyaranlara cevap olarak baslattig1r yasamin devami igin
gerekli ancak spesifik olmayan bir yanittir [91]. Genetik etkilerin ve g¢evresel
faktorlerin kombinasyonu beyinde enflamasyona yol agarak ndronal hiicre 6limii ve

ilerleyici demansa yol agmaktadir [92].

AH patogenezinde inflamasyonun 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.
NFY ve AP’lar, astroglial ve mikroglial hiicreleri uyararak klasik proinflamatuvar
yaniti uyarir. Boylece plaklarin ¢evresinde akut faz proteinleri, kompleman
elemanlari, sitokinler, proteazlar, ndrotransmitterler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
NO gibi inflamasyonda rol alan birgok madde birikir. Bu inflamatuvar maddelerin
katilimu ile gevsek AP’lar kati ndritik plaga doniisiir. Hem plagin kendisi hem de
olusan inflamatuvar yanit noronun iyonik ve metabolik dengesini bozarak ve
oksidatif stres olusturarak noron hasarma yol acar. Inflamasyon o6zellikle beynin
savunmasiz alanlarinda olusmaktadir. NSAI ilaclarin koruyucu etkisinin altinda
yatan sebebin de bu ilaclarin inflamasyonu engelleme islevi gérmeleri oldugu
digiiniiliir.  Bu durum inflamatuvar siireclerin ve glial aktivasyonun AH
patogenezinde Onemli rol oynadigi ya da olusmus hastaligin ilerlemesine katki

sagladigimn diisiindiirmektedir [93-95].

2.2.9.4. Noron ve Sinaps Kaybi

Saglikl1 bir yetiskin beyninde yaklagik 100 milyar néron ve 100 trilyon sinaps
bulunmaktadir. Sinapslar, sinyallerin beynin noéronal devreleri iizerinde hizla
iletilmesini saglamaktadir. AH’nda, sinapslarda bilgi aktarimi bozulmaya baslar,
sinaps sayis1 azalir ve ndron kaybi olur. f amiloid birikiminin sinapslarda néronlar
arasi iletisimi bozduguna ve hiicre Oliimiine katkida bulunduguna inanilmaktadir.
Tau yumaklarinin, noronlar i¢inde besin ve diger temel molekiillerin taginmasini
engelledigi ve ayni zamanda hiicre 6liimiine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
Ilerlemis AH’na sahip insanlarin beyinleri, 6lmiis ve hasar gormiis ndronlar

nedeniyle atrofiye ugramaktadir[96].
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2.2.9.5. Kolinerjik Hipotez

AH’nin patofizyolojisi ile ilgili hipotezlerden biri de giliniimiizdeki ilag
tedavilerinin de hedefinde olan kolinerjik hipotezdir. Buna gore, hastalikta gdzlenen
belirtilerin bir kismi azalmis asetilkolin (Ach) sentezine baghdir. Korteks ve
hipokampusa kolinerjik projeksiyon temel limbik yapilardan biri olan bazal 6n
beyindeki Meynert c¢ekirdeginden saglanir. AH’da goriilen kortikal kolinerjik
eksikligin nedeni, bazal 6n beyin kolinerjik noronlarin ndrodejenerasyonudur.
Kolinerjik eksikligin kognitif yetileri azalttig1 diisiiniilmektedir. Kortikal kolinerjik
eksikligin dikkat bozukluguna yol a¢tig1, hipokampal kolinerjik girdi azalmasinin ise

bellek bozuklugu ile iliskili oldugu bildirilmistir[97].

Serebral korteks ve hipokampusta ACh sentezi i¢in gorevli olan asetilkolin
transferaz enzim aktivitesi %50-90 azalmistir [17]. AH’nda 6grenme ve bellek
tizerine etkileri oldugu bilinen nikotinik reseptorlerde ve presinaptik M2 muskarinik
reseptorlerde  kayiplarin  oldugu, postsinaptik M1 muskarinik reseptorlerin

yogunlugunda ise degisim olmadigi bildirilmistir [98].

AH’da meydana gelen kolinerjik kayip AP olusumuna katki saglarken, olusan
B amiloid de kolinerjik kaybi arttirmakta ve kisir bir dongii ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir [99].

Asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibitorleri, kolinerjik eksikligin klinik
tablo ile iligskisi nedeniyle asetilkolinin intrasinaptik yikilimmi geciktirmekte ve
sinaptik bosluktaki ACh seviyesini artirarak etkisini uzatmaktadir. Bu nedenle

hastaligin semptomatik tedavisinde siklikla kullanilmaktadir [100].

2.2.9.6. Glutamaterjik Hipotez

Beynin ana eksitator norotransmitteri olan glutamat, presinaptik ve
postsinaptik reseptorlerle fizyopatogenezde etkili olur. Postsinaptik NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu ile artan glutamat, voltaj kapili kalsiyum kanallarim
aktive ederek endoplazmik retikulumdan hiicre igine toksik oranda kalsiyum
salinmasina neden olur. Ayrica glutamat APP iiretimini artirarak plak ve yumak

olusumunu da indiikler [101].
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2.2.9.7. Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu

AP mitokondri iizerine potent etkili bir toksin olup, beyinde ve mitokondri
igindeki oncelikle sitokrom ¢ oksidaz olmak iizere bazi enzimleri inhibe eder [102].
Boylece mitokondri membran potansiyelleri, elektron transportu, ATP {iretimi,
oksijen tiiketiminde bozulmalar meydana gelir [103]. Mitokondri iginde siiperoksit
radikalleri olusur, hidrojen perokside doniisiir ve oksidatif denge bozularak oksidatif
stres egemen hale gelir, sitokrom c salinir ve aktive proteaz kompleksi olusur, kaspaz
aktivasyonu takiben fagositoz baslar niikleer kromatin yogunlasmasi ve

fragmantasyonu ile sonuglanacak olan apoptotik hiicre 6liimii gergeklesir [104].

2.2.9.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; ROS ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengenin
reaktif oksijen tiirleri lehine bozulmasi sonucu oksidan ajanlarin zararli etkilerinin
ortaya ¢ikmasi anlamina gelmektedir. Reaktif oksijen lriinlerinden olan superoksit
radikali, hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali gibi hemoglobin ve
poliansatiire yag asitleri ile otooksidasyon ile siirekli iiretilir [105]. Organizmada
serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme
dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermektedir [106]. Norodejeneratif hastaliklar (demans gibi),
kanser, diabetes mellitus ve ateroskleroz gibi bir¢ok patolojik durumla iliskili olan
serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi, hiicre membrani yag asitlerine ve
lipoproteinlere saldirmasi, lipoprotein oksidasyonu (LPO) olarak bilinen bir
reaksiyon zincirini baslatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve islevsel
bozukluklara neden olmasidir [107]. Ayrica protein, karbonhidrat ve Deoksiribo
niikleik asit (DNA) gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere neden olmaktadir [108].
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Ozetle AH farkli patofizyolojik siireglere sahip, genetik ve cevresel
faktorlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan, AP ve plak olusumu ile baslayip, NFY
olusumu ile devam eden ve oksidatif hasar, sinaptik kayip, inflamatuar yanit sonrasi
gergeklesen dnlenemez apopitotik néron Sliimii ile sonlanan; makroskobik gostergesi
serebral atrofi olan kompleks bir olusum siirecine sahiptir [101]. Hastaligin
tedavisinin gergeklestirilebilmesine yonelik farkli patofizyolojik mekanizmalari

hedefleyen cesitli ajanlar denenmis ve halen yenileri denenmeye devam etmektedir.

2.3. Oksidatif Stres ve AH

Oksidatif stresin AH'nin patogenezinde dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
AH'ndaki patolojinin ortaya c¢ikmasinda en ¢ok kabul goéren hipotezlerden biri

mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stresin ortaya ¢ikisidir [2].

Beyin, viicut agirligmmin %2’sini olusturmasina ragmen toplam O2’in
%20’sin1 kullanmaktadir. Buna ek olarak otooksidasyona yatkin doymamis yag
asitleri ve katekoleminler agisindan zengin olmasi oksidatif strese karsi hassas bir
zemin olusturur. Serbest radikaller yaglilikta ve norodejeneratif siireclerde DNA,
lipidler, proteinler ve karbonhidratlarda oksidatif hasara yol agmaktadir. Serbest
radikaller, sitoplazmada ve hiicre i¢i organel membranlarinda lipid peroksidasyonunu
neden olur. Ozellikle sistein siilfidril gruplarmi okside ederek, proteinlerdeki amino
asit kalintilarinin yikilmasina sebep olurlar. Karbonhidratlarda otooksidasyona yol
acarak, sliperoksit, H202 ve reaktif oksoaldehidlerin olusumunu baglatirlar. Niikleer

ve mitokondriyal DNA’da da oksidatif hasar meydana getirirler [109-112].

AH’nin  karakteristik noropatolojik ve nérokimyasal nedenleri 1iyi
tanimlanmis olsa da etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir ve bu durum tedavisini
zorlagtirmaktadir. Noronlar gibi yliksek metabolik aktiviteye sahip Ozellesmis
hiicrelerde, giinliikk yaklasik 10! reaktif oksidatif iiriiniin serbest radikal olarak

tiretildigi tahmin edilmektedir [113, 114].

Beyin, artmis oksijen ihtiyaci, poliansature yag asitlerinin yiiksek seviyeleri
ve antioksidanlarin goreceli olarak diisiik seviyeleri nedeniyle oksidatif strese

ozellikle duyarlidir [115].
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Yaslanma siireci, beyinde antioksidan kapasitede azalma ve ROS iiretiminde

artisla sonuglanan morfolojik ve fizyolojik degisiklikleri icermektedir [116, 117].

Bu alanda yapilan ¢alismalar, serbest radikallerin hiicresel hasara sebep olan
onemli bir neden oldugunu gostermektedir. Oksidatif stres [3], inflamasyon [118],
anormal proteinler [119] ya da bilinmeyen faktorlere bagli olabilen asiri serbest
radikal iiretiminin noronal hasara yol ac¢tig1 bildirilmistir. Literatiir verileri AH’ na
sahip insanlarin beyin dokularmin hastaligin gelisimi esnasinda oksidatif strese
maruz kaldigim1 gostermektedir. Serbest radikal iiriinleri birikiminin, neden oldugu
oksidatif hasarin demans patogenezinin erken evrelerinde meydana geldigine
inanilmaktadir [120, 121]. Belki de bir AH’na sahip bir beynin en erken karakteristik
ozelligi oldugu [116, 122] ve belirgin ndropatolojik degisikliklerden dnce olustugu
ileri stiriilmistiir [122-124]. Hem ROS hem de ya da reaktif nitrojen iirlinlerinin
(RNS) asir1 olusumu hem de endojen antioksidan kapasitenin azalmasiyla olusturulan
oksidatif stres; protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA oksidasyonu ve
glikoksidasyon gibi hiicresel hasar ile iligkilidir. Birgok c¢alisma, AH’na sahip
kisilerin hem beyin dokusunda hem de kan dolasiminda ROS aracili lipid
peroksidasyonu isaret eden malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal, F2-
isoprostanlar, ROS aracili protein oksidasyonunu gdsteren peroksinitrit, protein
karbonilleri (CRBNLs) ve nitrotirozin, ROS aracili DNA oksidasyonu belirten 8-
hidroksi-2-deoksiguanosin, gelismis glukasyon son iriinleri (AGEs) gibi

biyomolekiiler peroksidasyon son iiriinlerini tanimlamistir [124-127].

Oksidatif stresin indiiksiyonunda yer alan diger bir mekanizma NMDA tipi
glutamat reseptorleri aracili mekanizmadir. Normal kosullar altinda sinaptik NMDA
reseptorlerinin 1limli aktivasyonu fizyolojik ROS ve RNS {iriinlerini indiikler boylece
noronal hayatta kalim ve nodronal fonksiyonda normal sinyallere aracilik eder.
AH’nda beyin dokusundaki NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu kalsiyum (Ca*?)
iyonlariin asirt igeriye akimina, ROS ve RNS’nin norotoksik seviyelerde iiretimine
sebep olur. Dahas1 Ca* iyonlar1 ndronal ve glial nitrik oksit sentazi (NOS) aktive
eder ve asir1 NO ayrica NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna katki saglar.
NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu, protein yanlis katlanmasi ve mitokondrial
disfonksiyon kiimiilatif olarak asir1 nitrosatif ve oksidatif stres araciligiyla sinaptik

kayb1 ve noronal hasari indiiklemektedir [128-130].
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Ilerleyen yas ve cesitli sebeplerle artan ROS iiretiminin proteinlerde ve
lipidlerde peroksidasyona yol agtigi; B-sekretaz aktivitesini artirarak APP’den
fibriller AP yapimimi artirdifi, amiloid B ve hiperfosforile taunun ¢o6ziinebilir
durumdan ¢dzlinemez hale gegmesine neden oldugu, bdylece bu maddelerin agrege
olarak senil plaklart ve NFY olusturduklar1 ve senil plak olusumunu indiikledikleri

One stirilmistiir [131, 132].

Klasik teori B amiloid peptitlerin ekstraselliiler olarak depolandigini gosterse
de son zamanlarda farkli Alzheimer tipi demans modellerinde ve yaslilarda yapilan
hiicresel ve biyokimyasal ¢alismalarda, bu peptitlerin mitokondriyi hedefledikleri
noron icinde de birikebilecegini ve hastaligin gelisimine katkida bulunabilecegine
dair kanitlar vardir[133]. Amiloid B, mitokondrideki elektron zincirini inhibe eder,
solunum hizim1 azaltir, ROS salimiminmi indiikler ve lipit membranlar1 ve gegis
metalleri ile etkileserek direk ROS iiretimi yoluyla ndrotoksisiteye de sebep olabilir
[134]. AH’na sahip beyinlerde B amiloid depolanmasinin, oksidatif strese bagh
hasara kars1 bu hiicrelerin bir korunma cabasi olarak sayilabilecegi 6ne stirtilmiistiir

[113, 135, 136].

2.4. Alzheimer Hastaligina Yonelik Tedaviler

Glinlimiizde AH tedavisinde kullanilan ilaglar, hastaligin olusmasini ve
ilerlemesini durdurmakta yetersiz kalmakta, sadece semptomlar: ortadan kaldirmakta
ve/veya siddetini azaltmaktadir. ideal tedavi hedefi, hastaligin semptomlarim tedavi
etmekle sinirli kalmamali, bunun yani sira AP’larin, tau proteininin olusumunu ve
noron dejenerasyonunu 6nlemeyi de hedeflemektedir. Giinlimiizde pek ¢ok ilag ya da
ajan AH patofizyolojisinde rol oynayan farkli mekanizmalar1 hedef alarak hastalig

Onleme ya da tedavi etme amaciyla denenmektedir.

Giliniimilizde kullanilan ya da halen Faz calisma doneminde olup gelecekte

tedavi alternatifi olmaya aday seg¢enekler sunlardir:

A. Kolinerjik sistem iizerine etkili ilaglar: AchE inhibitorleri (Donepezil,

Rivastigmin, Tacrine, Galantamin)

B. Glutamaterjik sistem tlizerine etkili ilaglar: Memantin
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C. Metabolik ve vaskiiler sistem iizerine etkili ilaclar

i. Antioksidanlar: Vitamin E ve C, selenyum, ginkobiloba ekstreleri,

pentoksifilin, ginseng ekstreleri, idebenon.
ii. Nootropikler: Pirasetam, oxaricetam, etiracetam, aniracetam, pramiracetam

D. Gen tedavisi: Sinir hiicresi biliyiime faktorii (NGF) Glial derived
neurotrophic factor (GDNF), brain derived neurotrophic factor (BDNF).

E. Amyloid olusumunu engelleyen ilaclar: Amyloid beta peptid asisi,
B-Sekretaz Inhibitérleri, a-Sekretaz Aktivatdrleri, y-Sekretaz Inhibitorleri.

F.Amiloid yikimim artiran ilaglar: Lenti-Nep, bapineuzumap, solenozumap,
MABT 5102A, gantenerumab.

G. Norofibriler yumaklar1 inhibe eden ilaglar: pacritaksel, testesteron,

Ostrojen, Metiltioninium (metilen blue), davunetidin

H. Davranis bozukluklarina yonelik ilaglar: Antipsikotikler (risperidon,
ketyapin, olanzapin, klozapin), benzodiazepinler (diazepam, klonozepam, lorazepam,
oksazepam), antiepileptikler (karbamazepin, valproik asit), antidepresanlar (seratonin

geri alim inhibitdrleri, trisiklik antidepresanlar)

I. Olas1 ilaglar: Nonsteroid anti inflamatuar ilaglar (NSAII), statinler...

2.4.1. Antioksidanlar ve Alzheimer Hastahg:

Antioksidan siirecte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir. Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimleridir. SOD’1n yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise
selenyum maddesi bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da
adlandirilirlar [137]. Hiicre igi ortamin aksine hiicre dis1 ortamda gergeklesen
enzimatik olmayan antioksidan savunmadan ise E ve C vitaminleri, transferrin,
seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten sorumludurlar. SOD, GSH-Px ve KAT
enzimlerinden ayr1 olarak E ve C vitaminleri de hiicre i¢i antioksidan ozellige

sahiptirler. Her ikisi de hiicre membranlarindaki LPO zincir reaksiyonlarint kiran
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antioksidanlardir. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan

sistemin aktivitesi sinirlidir [138, 139].

ROS’un sitotoksik aktivitesi ile savasmak i¢in, hiicreler KAT ve GSH-Px gibi
antioksidan enzimleri, vitamin E ve Askorbat gibi serbest radikal siipiiriicii
kimyasallar1 da igeren cesitli antioksidan savunma sistemleri ile donatilmislardir.
Antioksidanlar, ROS ve metal iyonlar1 gibi oksidanlar1 uzaklastirarak ya da minimize
ederek veya oksidatif zincir reaksiyonlarmma engel olarak ve hiicrenin kendi

antioksidan savunmalarini optimize ederek hareket edebilirler [140].

Glincel arastirmalar AH modellerinde antioksidanlarin (tokoferol, ubikinonlar
ve curcumin gibi) noron Kkoruyucu etkilerine odaklanmaktadir [141, 142].
Caligmalarda antioksidanlarin AH’nin ilerlemesini geciktirdigi bildirilmektedir
[143]. Antioksidanlardan zengin sebze meyvelerin tiiketimi ile birlikte saglanan
yiiksek antioksidan aktivite ve noroprotektif ajanlarin AH’ndaki bellek kayiplar
riskini azaltabilecegi bulunmustur [116, 144]. Eser elementlerin AH tedavisi i¢in

onemli olabilecegine dair yayinlar da mevcuttur [145-147].

2.4.1.1. Selenyum

Selenyum, ilk kez 1817 yilinda siilfiirik asit iiretiminin bir yan iiriinii olarak

bir kimyager olan Isvegli Jons Jacob Berzelius tarafindan tanimlanmistir [148].

Selenyumun, inorganik formlar1 (selenit, selenat, selenid) ve dogal olan
organik formlar1 (selenometiyonin, selenosistein) bulunur [149]. Selenyum dokularda
iyonik formda olusmaz [150]. Selenit ve selenat gibi inorganik formlar1 dokularda

selenosistein ve selenomethionin gibi organik formlara ¢evrilir [151, 152].

Selenometiyonin, barsaktan absorbsiyonunda metiyonin ile yarisir, metiyonin
iceren viicut proteinlerine katilir ve depolanir. Fare ve insan ¢alismalarinda
selenometyoninin biyoyararlaniminin selenit ve selenattan daha fazla oldugu

gosterilmistir ve muhtemelen canlilar igin selenyumun esas kaynagidir [153, 154].

Selenyum, insan organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol
oynamaktadir. Biyolojik etkilerini, yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan

selenoproteinler yoluyla gostermektedir. Selenosistein biyolojik pH da anyonik halde
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bulunur ve bu 6zelligi, elektron aligverisi yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin
gerceklesmesini saglar. Selenoproteinlerin enzimatik redoks aktivitelerinin yani sira
yapisal ve transport fonksiyonlar1 da vardir. Selenyum, selenosistein halinde GSH-
Px, iyodotironin deiyodinaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur

[155].

Selenyum, beyin de dahil olmak iizere farkli dokularda ifade edilen
antioksidan enzimlerin temel bileseni olarak antioksidan rol oynamaktadir. Bu
nedenle, bu mineral antioksidan sistemde énemli bir role sahiptir. Bu eser elementin
ROS ile indiiklenen hiicre hasarina kars1 koruma sagladigi ve islevini ¢cogunlukla
GSH-Px ailesi ve selenoprotein P (SelP)’nin fonksiyonlarini baslatmak sureti ile
yaptig1 ileri siiriilmektedir [6]. Selenyum sinaptik fonksiyon ic¢in gerekli olan,
antioksidan fonksiyonu olan ve redoks durumuna dahil olan bir¢ok selenoproteinin
bir bilesenidir [156-158]. SelP ve GSH-Px beyindeki onemli selenoproteinlerdir.
GSH-Px, E vitamini ile sinerjik calisan antioksidan bir enzim olup glutatyonu
azaltarak H202, organik hidroperoksit ve lipid peroksitlerinin azalmasini katalize
eder boylece hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyarak 6nemli bir antioksidan role
sahiptir [159]. GSH-Px enzimleri noronlar ve glial hiicreler tarafindan ifade edilir
[152, 160]. SelP ise on kadar selenosistein kalintis1 sunar ve selenyumun esas
tastyicisidir.  Selenoproteinlerin - AH’nda  hiicre oliimiinde rol alan ROS'un

engellenmesine yardimei oldugu bildirilmistir [161].

Selenyumun giiclii bir antioksidan rolii vardir ve AH gibi bir¢ok
norodejeneratif hastalik selenyum yetersizligi ve oksidatif stres artisi ile iliskili
bulunmustur [156, 162]. Selenyum, AH’na sahip beyinlerde goriilen senil plaklar ve
NFY’larda tanimlanmistir bu durum oksidatif hasardan noéronlar1 koruyan énemli bir
role sahip oldugunu diisiindiirmektedir [151, 163]. Selenyum 6nemli bir antioksidan
rol oynarken, Ozellikle beyin fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde Onemli olabilir.
Boylece bu mineralin eksikligi, mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, sinaptik
iletim, aksonal transport ve noroinflamasyon ile iliskili olan serbest radikaller

nedeniyle noron kaybina katkida bulunan oksidatif stresi artirabilir [164, 165].

Selenyum seviyeleri ve biligsel zayiflama arasindaki iliskiyi degerlendiren

calismalarda, selenyum eksikliginin demans riskini artirabilecegi ileri siiriilmektedir
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[7, 8]. Ratlarda beyin dokusu diger dokulara kiyasla selenyum i¢in daha yiiksek
metabolik Oncelige sahiptir [166]. Saglikli kontrollerle karsilastirdiklarinda
malnutrisyonda olmayan erken donem AH’na sahip kisilerde plazma selenyum
diizeyinin daha disiik oldugu bulundu. Bu durum malnutrisyon yoklugunda bile
AH’na sahip kisilerde beslenme durumunda farkliliklar oldugunu diisiindiirmektedir

[167-170].

Beyindeki selenyum metabolizmasi sistemin geri kalanindan bagimsizdir ve
hatta agir selenyum eksikligi kosullarinda bile beyin fonksiyonu icin gerekli olan
selenyumun optimal konsantrasyonunu siirdiiriir [162]. Selenyumdan fakir diyetle
beslenen gen¢ domuzlarda oniki selenoproteinin messanger riboniikleik asid
(mRNA) diizeylerinin, hipofiz bezinde yliksek diizeyde ifade edildigi ama karaciger
gibi diger organlarda Onemli Olgiide azaldigi bildirilmistir [171]. Beyinde,
selenyumun en yiiksek konsantrasyonda serebellumda biriktigi, takiben korteks,
medulla oblonga, serebral hemisfer ve omurilikte birikmis oldugu tespit edilmistir.
Beyinde selenyum tutulumu SelP ekspresyonuna dayanir [172]. Selenyum beyne ana
tedarik¢isi olan SelP, beyinde de novo sentezlenir ve ayrica apolipoprotein E
reseptorii (ApoER?2) vasitasiyla iceri akar. SelP ya da ApoER2'nin kayb1 (delesyonu)
GPx aktivitesindeki azalma ile farelerde ciddi norolojik fonksiyon bozukluguna yol
acar [173, 174]. SelP’nin AH na sahip kisilerin beynindeki AP’larla birlikte lokalize
oldugu bildirilmistir [175].

AH’na sahip kisilerin saglikli yaslilardan daha diisiik selenyum seviyelerine
sahip olduklari gosterilmistir [168, 169]. Smorgon ve ark. farkli gruplarda eser
elementler ile biligsel fonksiyon arasinda direk bir iligski oldugunu bulmus ve kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda AH’na sahip kisilerin plazma selenyum diizeylerinin
azalmis oldugunu gostermislerdir [167]. Selenyum diizeylerinin yasla birlikte
azaldigl, bu durumun yash popiilasyondaki néropsikolojik fonksiyonlarda azalmaya
katki saglayabilecegi bildirilmistir. Azalmis selenyum seviyesinin kognitif
fonksiyonlarda bozukluk ile iligkili olmas1 bu durumu destekler niteliktedir [8, 176].
Yapilan caligmalarda selenyum diizeyi ile biligsel performans arasinda korelasyon
oldugu, selenyum eksikliginin biligsel fonksiyonlarda bozulma ile iliskili oldugu
bildirilmistir [7, 8, 167, 176-178]. Calismalar AH olan bireylerde selenyumun
azaldigim1 bulmustur [168, 169]. Kemirgenlerde olusturulan bir AH modelinde
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selenyum eksikliginin AH patolojisini artirdigi bulunmustur [179]. Transgenik
farelerin beyinlerindeki AP plak iiretimine selenyumdan fakir diyetin etkisinin
arastirildigr bir caligmada, selenyumdan eksik diyetle beslenen fare beynindeki AB
depozitlerinin kontrol deneklere gore arttig1 saptanmistir [179]. AH olan bireylerde
selenyumun nutrisyonel durumunun arastirildigi bir ¢alismada Alzheimer hasta
grubunda anlamli diizeyde selenyum eksikligi oldugu, selenyumu da igeren ¢esitli
antioksidanlarin yagla iligkili hastaliklarda azaldigi bildirilmistir [168]. Bir baska
caligmada Organoselenyumun APP ve presenilin mutasyonu ile olusturulmus AH
kemirgen modelinde patolojiyi azaltmada etkili oldugu gosterildi [180]. Ishrat ve
arkadaglar1 Selenitin streptozotosin ile indiiklenen AH kemirgen modelinde kognitif

bozuklugu ve patolojiyi azalttigin1 géstermislerdir [181].

Selenyumun hangi mekanizma ile AH icin etkili oldugu net degildir. Bu konu
ile 1lgili ¢esitli galigmalar yapilmistir. Sodyum selenatin, protein fosfataz 2A (PP2A)
i¢in bir agonist olarak etki ederek, NFY olusumunu azalttig1 bildirilmistir [182, 183].
Bagka caligmalarda selenyumun 3 ve y sekretaz aktivitesini azaltarak AB42 tiretimini
ve AP kaynakli néron 6liimiinii azalttigi sunulmustur [184-186]. Sodyum selenitin,
noronal hiicre hatlarinda A tiretimini azalttig1 [184] ve selenatin AH modellerindeki
tau patolojisini ve norodejenerasyonu azalttigi [183] raporlanmasina ragmen,
selenyum diizeyinin plazma Af42, tau ve tauw/AP42 oram ile korelasyon
gostermemesi, selenyumun AH'ndaki AB/tau aracili mekanizmanin diizenlenmesinde
direk rolii olmadigimi da disiindiirmektedir [174]. Farkli ¢alismalarda selenyumun
koruyucu mekanizmasinin redoks regiilasyonu ve antioksidan fonksiyonlardaki
anahtar rolleri ile iligkili olabilecegi bildirilmistir [187-190]. Seleno-L-metionin ile
kombine edilmis E vitamininin, hiicre kiiltiriinde B-amiloid toksisitesi ve oksidatif

strese kars1 koruma sagladigi gosterilmistir [191].

2.5. Apopitozis

Hiicrenin intihar1 olarak da tanimlanabilen Apopitoz, viicudun anormal
gordiigii veya ihtiya¢ duymadigi hiicrelerden ¢evredeki diger hiicre ve yapilara zarar
vermeden kurtulmak i¢in kullandig1 fizyolojik bir yoldur. Genetik faktorler ya da

hiicre dis1 lezyonlar sonucu aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan
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programlanmis bir mekanizmayla hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif bir igslemdir.
Iyonize radyasyon, kemoterapiyi de iceren travmatik ajanlar, hormonal olarak aktif
cesitli maddelerin neden oldugu hiicre hasarlar1 ve genetik faktorlerle aktive edilen

hiicresel intihar programinin apoptoza yol agtig1 bildirilmistir [192].

Hiicrelerde akut hasar sonucu olan hiicre 6liimii tipi olan nekrozdan farklhidir.
Apopitoz ardi sira molekiiler islemler sonunda hiicrenin Oliimiinii saglar.
Organizmanin yasam dongiisii igin gerekli ve yararlidir. Ornegin embriyoda insan
parmaklarinin farklilagmasi sirasinda parmaklar arasindaki hiicreler apopitoza ugrar
ve parmaklar birbirinden ayrilir. Apopitoza ugrayan bir hiicre nekrozdan farkh
olarak, kigilir ve olir [193]. Embriyogenez, biliylime ve gelisme, rejenerasyon,
hemostaz ve tamirde organlarin patofizyolojisinde ve hacimlerinin korunmasinda

apopitozis dnemli rol oynamaktadir [194].

Viicutta bir saniyede yaklasik bir milyon hiicre apoptozisle programli hiicre
Oliimiine ugramakta yerlerine yeni hiicreler yapilmaktadir. Yapim (mitozis) ile yikim
(apopitozis) arasinda hassas bir denge vardir. Bu dengenin bozulmasi bir¢ok 6dnemli
hastaligin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Apopitozisin gereginden fazla
olustugu veya ¢ok hizlandig1r durumlarda nérodejeneratif hastaliklar, AIDS, insiiline
bagimli diabet, MI, hepatit C enfeksiyonu, ateroskleroz gibi hastaliklar
olusabilmektedir. Apopitozis mekanizmasinin gerektiginde devreye girmedigi yada
yavagladig1 durumlarda ise otoimmiin hastaliklar ve kanser ortaya c¢ikabilmektedir

[195].

2.5.1. Kaspazlar

Apopitozisin diizenlenmesinde gorev alan “’Cysteine Aspartate Spesific
Protease’lar’” (Caspase/Kaspaz) olarak adlandirilan proteazlar,  Apopitozun
baglatilmasi, yliriitiilmesi ve inflamatuar sitokinlerin saliniminin kontroliinde gorevli

enzimlerdir [196].

Kaspazlar hiicrede inaktif (zimojen) olarak prokaspaz formunda bulunur.
Apopitoz sinyalinin alinmasiyla inaktif prokaspaz enzimler aktifleserek diger inaktif

kaspazlar1 aspartik birimlerinden keserek aktiflestirirler [197].
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Kaspazlar biyolojik islevlerine gore 3 ana grupta incelenmektedir [198].

2.5.1.1. Sitokin Aktivasyonu Yapanlar

Kaspaz -1, -4, - 5, -11, -12, -13 ve -14’l icermektedir. proinflamatuar
sitokinleri aktiflestirerek inflamasyonda gorev alirlar. Ayrica kaspaz-1, -4 ve -5

tetrapeptid yapida olup kendi kendilerini aktive edebilmektedirler.

2.5.1.2. Apoptozisi Baslatanlar

Kaspaz-2, -8, -9 ve -10’u icermektedir.

2.5.1.3. Apoptozisi Yiiriitenler (Efektor Grup) (infazcilar)

Kaspaz-3, -6 ve -7’yi icermektedir.

Kaspazlar apopitotik yolda “baslaticilar” ve “infazcilar” olmak iizere iki
grupta yer alirlar. Apopitotik hiicre Oliimiinde kaspazlardan ilk gorev alanlar
baslaticilardir. Apopitotik yolun daha sonraki asamalarinda gorev alan kaspazlarin
diger lyeleri ise infazc1 kaspazlar olarak isimlendirilir. Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 baslatici
kaspazlardandir, kaspaz 3, 6 ve 7 ise infazci1 kaspazlardir. Baslatic1 kaspazlar farkl
yollarla gelen uyarilari, genel bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda infazci kaspazin
aktiflesmesini saglayarak apoptotik sinyalin ¢ogalmasinda rol oynarlar, 6liimiin en
son basamaginda bir kontrol noktasi olarak yer alirlar [199]. Kaspaz-3 aktif 6liim
proteazi olup bir¢ok hiicrenin parcalanmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile

iliskili apoptozis stirecinde kritik rol oynar [200].

2.5.2. Apopitoz Mekanizmalari

Ug farkli mekanizma ile apopitoz meydana gelmektedir. Bunlar;
a. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptoz olusturulmasi (intrensek yol),
b. D1s sinyallerle apoptoz tetiklenmesi (Ekstrensek yol),

c. Endoplazmik retikulum (ER) aracili apoptoz.
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2.5.2.1. Mitokondri/Sitokrom-C Aracihh Apoptoz

Intrensik yolun temelinde mitokondrial gegirgenligi diizenleyen pro-
apopitotik ve anti-apopitotik molekiillerin dengesi bulunmaktadir. Cesitli apoptotik
uyaricilar mitokondrinin dis membraninin gecirgenligini arttirarak intermembranal
boslukta bulunan sitokrom ¢, SMAC/DIABLO, EndoG, AIF ve OMI/HTRA2 gibi
bazi proteinlerin sitoplazmaya gegisine neden olur [201]. Mitokondri membraninin
gecirgenligi proapoptotik (Bax, Bim, Bid, Bak, Noxa) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-w) proteinlerin karsilikli etkilesimleri ile yonetilmektedir. Membranin
gecirgenliginde artis apopitozisteki en kritik asamadir [202, 203]. Mitokondri
membraninda Bcl-2/Bax oranmnin azalmasiyla membran gegirgenligi artar ve
sitokrom-c mitokondri membranindan sitoplazmaya geger. Bdylece saglikli
hiicrelerde Bcl-2’ye bagl bir protein olan Apaf-1 (apopitoz aktive edici faktor-1) de
Bcl-2’den ayrilip sitoplazmaya salinir. Her iki protein sitoplazmadaki kaspaz ile
birleserek Apoptozom denilen yapiy1 olusturur [203, 204]. Apoptozom prokaspaz-
9’un aktivasyonunu gergeklestirir ve kaspaz-9 olusur. Kaspaz-9 da diger kaspazlari
aktive eden bir zincir reaksiyonunu baglatir [202]. Bu enzimler hiicredeki bir¢ok
yapiya enzimatik olarak zarar verirler ve apopitozisin sonlanmasinda kritik rol

aynarlar [205, 206].

2.5.2.2. D1s Sinyallerle Apopitoz Tetiklenmesi

Transmembran reseptdr aracili etkilesimlerle Apopitozu baslatan yol
ekstrensek ya da Oliim reseptor yolu olarak adlandirilmaktadir. Kaspaz-8 diger

kaspazlari aktive eder ve sonugta hiicrenin 6liimii ve fagositozu gergeklesir [207].

2.5.2.3. ER Aracili Apopitoz

Enfekte hiicrelerde viral proteinlerin yogun sentezi, ER’da bu proteinlerin
kontrolsiiz birikmesine ve kivrimlarinin agilmasina yol acarak, ER aracili apoptozis
siirecini baglatabilmektedir [208]. ER, hiicre i¢i Ca*? deposu gibi islev gérmektedir.
ER’den Ca*? salinmasi stoplazmadaki Ca*? diizeyini artirir ve Ca*? endoniikleaz,

transglutaminaz gibi enzimleri aktive eder. Bu enzimler, DNA’nin niikleozomlar
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aras1 bolgelerden diizgiin bir sekilde kirilmasi saglar [205, 209]. Kaspaz-12 ER
membraninda yer alir ve bu yolla olusan apopitozda gorevli bir enzimdir. Kaspaz-12
stoplazmada artan Ca*? diizeyi aktive olur ve kaspaz-9 ile etkileserek kaspaz
kaskadini aktive eder [210].

EKSTRINSIK YOL iNTRINSIK YOL

5liim hiicre ici/disi uyan

¥ ligandlan |
Bax (sitoplazma)

|
Bax (mitokondri)

NC O

DISC montaji

Bid
I sitokrom C salinim
prokaspaz-8 '
l apoptozom olusumu
}
kaspaz-8

aktive kaspaz-9

\ /

kaspaz-3

Apopitozis

Sekil 1. Apopitozis mekanizmasinin sematik goriiniimii

2.6. Kalsiyum Kanallari

Kalsiyum kanali Ca*? iyonlar1 icin segici gegirgenlik sergileyen bir iyon
kanalidir. Voltaj bagimli Ca*? kanallar1 ve ligand-kapili Ca*? kanallar1 olmak iizere
iki tiirii vardir. Voltaja duyarli Ca* kanallar1 5 adettir. Bunlar L-tipi Ca*? kanallari
("Long-Lasting” AKA "DHP Receptor"), P- tipi Ca*? kanallar1 ("Purkinje") /Q- tipi
Ca*? kanallar;, N- tipi Ca*? kanallar1 ("Neural"/"Non-L"), R- tipi Ca* kanallar
("Residual™) ve T- tipi Ca*? kanallar1 ("Transient")’dir [211]. Ligand Bagiml

Kalsiyum Kanallar1 ise iyon kanallar1 ligand adi verilen bir kimyasal habercinin
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yapismasina cevap olarak acilan ya da kapanan bir grup transmembran iyon
kanalidir. Sinapslarda yer alan bu tip reseptorler, pre-sinaptik kimyasal sinyali
dogrudan ve hizlica post-sinaptik elektriksel sinyallere cevirmektedirler [211].
Inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) receptorii, Ryanodin reseptorleri (RyRs), STIM-Orai
Kanallari, Two-pore channel's (TCP), Spermin katyon kanallar1 (Catsper kanallar1)
ligand bagiml1 Ca*2 kanallaridir [211, 212].

Kimyasal kapilar icersinde glumat kanallar1 onemli yer tutumaktadir.
Bunlarin 3 reseptorii (NMDA, AMPA ve kainat) vardir. Bunlarin disinda son 10-20
yil icerisinde kesfedilmis olan ve aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalar1 kimyasal
ve voltaja duyarh kalsiyum kanallarindan farkli olan Transient Reseptor Potansiyel

(TRP) kanallar1 vardir.

2.6.1. TRP Kanallari

TRP proteini ilk kez Drosophila Melanogaster tiirii sirke sinegi
fotoreseptorleri lizerine yapilan ¢alismalar sirasinda bulunmustur [213, 214]. TRP
kanal iist ailesi, memelilerde bulunan, voltaj bagimli olmayan katyon kanallar1 olup
kalsiyum, sodyum ve potasyuma gegcirgendir [215]. 1992 yilinda TRP geni ilk kez
klonlanmis ve bdylece TRP mutant genindeki eksik proteinin, Ca*? gecirgen oldugu
ve hiicre igine kalsiyumun girisine aracilik ettigi sonucuna varilmistir [216]. TRP
kanallarinin gérme, dokunma, tat alma, duyma, termal hassasiyet gibi duyularin
algilanmasinda 6nemli gorevleri vardir [217, 218]. Yapisi incelendiginde N-terminal,
C-terminal ve transmembran bdlgesi olarak 3 temel bdlgeden olusmaktadir. Iyon
akisi, transmembran bolgesindeki bes ve altinci segmentler arasindan olmaktadir
[219]. TRP kanallar sekans siniflandirmasina gére canonical veya klasik tip olarak
adlandirilan (C), vanilloid reseptor (V), melastatin (M), ankrin (A), mukolipin (ML)
ve polisistin (P) TRPN olmak iizere yedi alt aileden olusmaktadir. Ilk 6 tanesi
memelilerde bulunurken TRPN sadece omurgasizlarda bulunur ve TRP bolgesi

icermez [220].
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2.6.1.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallar

Bu ailenin ilk {iiyesi, melanoma hiicrelerinde saptanmis olan TRPMI1
kanallaridir. Melanoma hiicrelerinde saptandigindan ’M’’ harfi ile adlandirilirlar
[220, 221]. Bu ailenin TRPM1, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5, TRPMS,
TRPM7 ve TRPMS olmak iizere toplam 8 iiyesi bulunmaktadir [222]. Bu ailenin bir
tiyesi olan ve Ozellikle oksidatif stresle aktive olan, TRPM2 kanallarinin hiicre

farklilasmas1 ve canliligin devam ettirilmesi gibi onemli fonksiyonlarda gorev

aldiklar bildirilmistir [223, 224].

2.6.1.1.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) Katyon

Kanallan

TRPM2, non-selektif kalsiyuma gecirgen katyon kanalidir [225]. TRPM2
geni ilk defa 1998 yilinda klonlanmistir [226]. TRPM2 kanallar1 dncelikle beyin ve
kemik iliginde saptanmis, sonraki ¢aligsmalarda bobrek, bagirsak, karaciger, testis,
akciger, pankreas, prostat, l0kositler, iskelet kas1 ve arka kok gangliyonlar1 (AKG)
gibi bircok doku ve hiicrede saptanmustir [227]. Bu kanallar sodyum ve potasyuma
da gecirgen olan non-selektif katyon kanallar1 olsa da esas olarak hiicreye
kalsiyumun girisinde 6nemli gorev alirlar [228]. TRPM2’nin C terminal bolgesinde
bulunan enzimatik boliimiin (NUDT9-H) hiicredeki oksidatif hasari temsil eden
ADPR i¢in spesifik baglanma boliimii oldugu bildirilmistir [229]. Hiicre dis1 serbest
Ca*? diizeyi hiicre ici serbest Ca*? diizeyine (80-100 nM) kiyasla 20,000 kat daha
fazladir [230]. Metabolik reaksiyonlar sonucu olusan H202’nin hiicre igerisine
girerek TRPM2 kanalim aktive etttigi, boylece hiicre igerisine Ca*? iyon girisini
artirdig1 bildirilmistir [223, 231]. Baz1 ¢alismalarda ise H202’nin kanali direk aktive
etmedigi bunun yerine hiicre i¢i organellerde (¢ekirdek, mitokondri vb.) ADP riboz
sentezini artirdigi ve bu ADP-ribozun TRPM2 kanalin1 a¢tigi bildirilmistir [232-
234]. TRPM2 kanallarinin oksidatif stresle aktive olabilecegi gosterilmistir [223].
TRPM2 kanallarinin ADPR tarafindan aktive olabildikleri gosterilmistir [232].
ADPR iiretimi G proteine bagli reseptorlere ligandin baglanarak TRPM2 kanalini
aktive etmesiyle baslar. Reseptor aktivasyonu ile TRPM2 kanalindan kalsiyum

girmesi, intraselliller Ca*?> yogunlugunun yiikselmesi IP3 tarafindan hiicre igi



36

organellerden Ca*? serbest birakilmasini saglar. Alternatif kaynaklar ADPR igeren
mitokondri ve ¢ekirdektir. ADPR polimerleri stimiilasyon sonrasi poli ADP-riboz
polimeraza (PARP-1) ve sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) tarafindan
ADPR’ye hidroliz edilir. Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir.
Sitozolde Ca*? artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasi veya hiicre
disindan sitozole H202 lerin gelisi daha fazla NOS ve ROS iiretilir. ADPR ve ROS,
geri bildirim mekanizmas1 ile TRPM2 kanallarmin agilmasi yolu ile sitozole Ca*2
akisini artirir [225]. Hiicre iginde artis gdsteren Ca*? iyonu hiicre 6liimiine kadar
gidebilecek patofizyolojik stirecin baslaticisidir  [4,5]. Giliniimiizde TRPM?2
kanallarmi1 dogrudan kapatan bir ajan olmadig1 gibi bu kanallar Ca*? kanal blokeri
ilaglar ile de kapanmamaktadir [235, 236]. TRPM2, farkli beyin bolgelerinde ifade
edilen, hiicre i¢i adenozin difosfat (ADP), 1s1, H202 ve ROS tarafindan aktive edilen
kalsiyum gecirgen bir kanaldir [220, 237]. TRPM2 kanallarinin agilmasiyla hiicre
icinde artan kalsiyum ile iliskili hiicresel disfonksiyon ve bir dizi olay yoluyla olusan
amiloid B, beyin endotel hiicrelerini direk bozabilir. Vaskiiler endoteldeki bu
bozulma yeterli kan akisini engelleyebilmekte ve néronal canlilik iizerinde olumsuz
sonuglar dogurarak AH patogenezinde rol oynayabilmektedir. Serebral endotel
hiicrelerine amiloid B’nin baglanmasi, ROS {iretmek i¢cin NADPH oksidaz
aktivitesini uyarmakta, ROS ve NO birleserek peroksinitrit olugturmakta ve DNA
hasarina sebep olmaktadir [238,239]. Calismamizda kullanilacak selenyumun
oksidatif stres iizerine etkisini arastiran yayinlar oldukca fazladir. Yakin zamanda
hiicre serilerinde (6rnegin CHO ve HEK293) yapilan ¢alismalarda TRPM?2 kanallari
tizerinde selenyumun diizenleyici roliiniin oldugu rapor edilmistir [240, 241]. Fakat
AH’nin TRPM2 kanallar1 iizerinde nasil bir etkisi olduguna iliskin literatiirde
yeterince yayin bulunmamaktadir. Noronlarin elektriksel olarak asir1 uyarilmasi
“asir1 uyarilma toksisitesi” adi verilen, hiicreyi 6liime gotiiren bir siireci baglatabilir.
Bu durum pek ¢ok ndrodejeneratif hastalikta ve travmalardan sonra gézlenen néron
kaybinin patofizyolojisinde sorumlu tutulmaktadir. Asir1 uyarilma toksisitesinde
hiicre 6liim siirecini baslatan hiicre icinde yiikselen Ca* seviyesidir [4, 5]. Yeni
tanimlanmis olan TRPM2 Ca*? kanallarmin bu baglamda AH’nda nasil rol oynadig,
ndronu 6liime gotiiren siireglerde ne gibi roliiniin oldugunu anlamak olduk¢a 6nem

arz etmektedir.
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2.6.1.2. TRPV1 Katyon Kanallar

TRPV1, nonselektif bir katyon kanali olup sinirli kalsiyum selektivitesi olan
bir proteindir. Esas olarak tetramerik homomer yapisina sahip olup alti adet

transmembran segmenti igermektedir [242].

TRPV1, ilk defa goriintileme temeline dayanan kalsiyum ekspresyon
yontemi ile saptanmustir [243]. Temel olarak dorsal kok ganglionlarinin afferent
nosiseptorlerinde, trigeminal ganglion ve vagal sinirin kaudal gangliyonu olan
nodosa gangliyonuda yer almakta ve termal uyaranlar ile zararli kimyasallarin tespit
edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [244]. Hipokampiis ve striatum da dahil olmak
lizere bir ¢ok beyin bolgesinde Onemli fonksiyonlara sahip olan TRPVI,
periakuaduktal gri madde gibi agrinin ve diizenlenmesinde etkili olan bdlgelerde
daha fazla eksprese edilmektedir [245,246]. TRPV1 aktivasyonu sonucunda
santralde bazal gangliyonlar, hipotalamus, periakuaduktal gri madde ve
hipokampustan [247,248], periferde serbest sinir uglarindan [243] glutamat
saliniminda artis olduguna dair yayimnlar mevcuttur. TRPV1, glutamat saliniminm
kontrol ederek sinaptik transmisyona yardimci olurken [243] GABAerjik sistem
TRPV1 aktivasyonundan etkilenmez [249]. Hipokampuste 6grenme ve bellekte rol
oynadig1 gosterilmistir [250]. Reseptor aktivitesi protein kinaz A, C ve fosfolipaz C
gibi hiicre i¢i sinyal proteinleri tarafindan diizenlenir [251]. ATP bagiml
fosforilasyon TRPV1 proteinini aktive ederken, defosforilasyon inaktive eder [252].
Proinflamatuar sitokinlere (bradikinin, histamin, serotonin, vb.) ve inflamatuar
mediyatorlere duyarhidir [253]. TRPVI1, kapsaisin (KAP) (act biber ekstresi),
vaniloid bilesikleri, sicaklik (43>°C) ve asidoz ile aktive olabildigi gibi, calismalarda
hiicre membran depolarizasyonu ile de aktive olabildigi gosterilmistir [254]. TRPV1,
noronal hiicre tiplerinin farklilasmasinda, ndral prekiirsorlerin proliferasyonunun
diizenlenmesinde, hiicre 6liimii ya da yasam siiresinin belirlenmesinde de rol oynar
[255]. TRPV1 kanallarmin yapisinda sistein gruplart bulunmaktadir [256]. Sistein,
indirgenmis glutatyon (GSH), GSH-Px ve lipoik asit gibi birgok antioksidanin
yapisinda bulunan bir aminoasittir. Gilincel ¢aligmalarda TRPV1 kanal aktivasyonu
tizerine GSH ve N asetil sistein (NAC) antioksidanlarinin diizenleyici rolii oldugu
gosterilmistir [257,258]. TRPV 1 yapisindaki sistein gruplar1 oksidatif stres ve NO ile
aktive olunca TRPV1 kanallar1 agilmakta ve Na* ile Ca*? iyonlar1 hiicre icine

girmektedir [259]. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, selenyumun TRPV1 kanal
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aracili Ca*? girisini, apoptozisi ve oksidatif stresi azaltarak hiicrelerde olumlu

etkilerinin oldugu da bildirilmistir [9,10].

TRPV1 kanallar1 oksidatif stres ile asir1 aktive edildiginde letal kalsiyum asir1
ylklenmesine neden olmaktadir. Bu nedenle selenyum gibi bir TRPV1 antagonisti ile
ortaya cikarilan korumanin, oksidatif stres sirasinda ortaya ¢ikan asir1 kalsiyum
girisinin inhibisyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir [9]. Selenyum tedavisi ile
hipokampal hiicrelerde TRPV1’in modiilasyonunun, mitokondrial ROS {iretiminde
azalmaya, apoptoziste azalmaya ve hiicre membranina azalmis kalsiyum girisine

neden oldugu bulunmustur [10].

Alzheimer
Disease

[Mitochondria]

Sekil 2. Sekilde AH’nda artan AB’nin oksidatif stresi uyardigi, boylece artan
oksidatif stresin TRPM2 ve TRPV 1 kanallarmi uyararak Ca*? iyonunun hiicre icine

*2un mitokondriyi uyararak hem sitozolik Ca*2

girigini artirdig, artan hiicre i¢i Ca
miktarini artirdigi hem de kaspaz 3-9 salinimini artirarak apopitozise yol actigi, ROS
ve RNS gibi oksidatif iirlinlerin salinimi sonucu ndronal eksitotoksisite, sinaptik
kay1ip ve noronal hasar olustugu ve bunlarin amiloid plak ve NFY olusumunu daha
da artirdiklar1 boylece AH’na neden olabildikleri gosterilmektedir. Bu siirecte
kapzazepinin (KPZ) TRPV1, ACA’nin TRPM2, selenyumun ise her 2 kanal iizerinde
antagonist etki yaparak Ca*? girisini dnlemek suretiyle bu patolojiyi énlemeye

calistiklar1 gosterilmistir.
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2.7. AH i¢cin Kullanmilan Deneysel Hayvan Modelleri

Alzheimer hastaliginda gozlenen kognitif, davranigsal, biyokimyasal ve
histopatolojik anormallikleri tam olarak taklit edebilen deneysel bir hayvan modeli
heniliz gelistirilebilmis degildir. Ancak, AH’nin noéropatolojisi ve hastalikta
gbozlemlenen kognitif bozukluklar cesitli farmakolojik ve genetik yoOntemlerle
modellenebilmektedir. Her model hastaligin farkli bir yoniiniin arastirilmasina imkan

sagladigindan degerlidir [260, 261].
Deneysel AH modelleri;[260]
e Kolinerjik fonksiyon kaybina bagli modeller,
e Amiloid B peptid ile iliskili transgenik olmayan modeller,
e Norofibriller yumak ile iligkili modeller,
e Aliiminyum toksisitesi modeli,

e Lokal glukoz metabolizmasi, serebral kan akimi ve sitokrom oksidaz

aktivitesinin azaltilmasi ilkesine bagli modeller,

e Transgenik hayvan modelleri.

2.7.1. Kolinerjik Fonksiyon Bozulmasina Bagh Modeller

AH'nin patofizyolojisinde bir¢ok ndrotransmitter sistemlerini ilgilendiren
bozukluklarla iliskili biligsel ve davranigsal problemler olusur. Hayvan modellerinin
cogu AH ile en ¢ok iliskili oldugu bilinen kolinerjik hipoteze odaklanmaktadir. Bazal
on beyinde yerlesim gosteren ve oncelikle neokortekse projekte olan Meynertin bazal
cekirdegindeki kolinerjik noronlarin dejenerasyonu hastaligin erken evrelerinde
olusmaktadir [260, 262, 263]. Meynert'in bazal ¢ekirdegi basta olmak iizere bazal 6n
beyin, kortikal ve hipokampal kolinerjik innervasyonun temel kaynagi oldugundan
bu bolgenin dejenerasyonu bilissel fonksiyon kayiplari ile iliskilidir [264]. AH’nin
ozellikle biligsel fonksiyon kayiplarina yonelik belirtilerini taklit etmek ve incelemek
amaciyla deney hayvanlarinin beyinlerinde farkli yontemlerle akut veya kronik
kolinerjik hasar olusturan modeller kullanilmaktadir [262, 263]. Kolinerjik

reseptorler nikotinik ve muskarinik olmak {izere 2 alt birimden olusmaktadir.
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Muskarinik reseptor sayisinin AH ile daha fazla iligkili oldugu diisiiniilmektedir
[265]. Muskarinik reseptorlerin 6grenme ve bellek, bilissel islevler, uykunun ve

duygudurumun diizenlenmesi gibi bir dizi islevde rol oynadigi bildirilmistir [266].

Literatiirde deney hayvanlariyla gerceklestirilen AH modellerinin test
edilmesi amaciyla farkli 6grenme deneylerinin kullanildigi, bunlarin birbirine gore

farkli agilardan tistlinliikleri oldugu bilinmektedir.

AH'ndaki kortikal kolinerjik involiisyonun pathogenezini incelemek igin
cesitli lezyon modelleri de gelistirilmistir. Bu amagla elekrokoagiilasyon [267],
mekanik (fimbria/forniks capraz kesisi) ve kimyasal (AF64 gibi kolinerjik sisteme
spesifik olan ya da eksitotoksin veya kolinotoksin gibi spesifik olmayan toksinlerin
uygulanmasi) yontemler gelistirilmistir [268]. Elektrokoagiilasyon ydnteminde
bipolar bir prob araciligi ile beynin segilen bir bolgesine belli bir frekansta akim

uygulayarak doku hasar1 olusturulmasi prensibine dayanir [267].

2.7.2. Skopolamin ile Deneysel AH Modeli Olusturulmasi

Skopolamin non-selektif muskarinik reseptdr antagonisti parasempatolitik,
santralde sedatif, antiemetik, amnezik etkili, hayvan deneylerinde universal amnezik
olarak kabul goren tropan alkaloidi bir ilagtir [269, 270]. Muskarinik reseptorleri
yuksek secicilik ile bloke ettigi ancak yiiksek dozlarda nikotinik reseptorleri de bloke
edebildigi gosterilmistir. Parasempatolitik etkisinden dolay1 siklikla kullanilmaktadir
[271]. MSS’de muskarinik reseptorler korteks, hipokampus, striatum ve beyin
sapindaki néronlarda yer alirlar [269, 272]. Muskarinik reseptorlerin 5 alt tipine (M1-
M5, G-protein kenetli) karsi non-selektif antikolinerjik etkilidir. Beyinde baskin
olarak M1 ve M5 reseptorleri bulunur. M2 reseptorleri ise presinaptik yerlesimde
bulunur ve otoreseptdr olarak gdrev alir. M2 reseptor blokaji sinaptik aralikta Ach
miktarmi arttirir [273, 274]. Skopolamin lipofilik yapida oldugundan kan-beyin
bariyerini asarak MSS’ne gecer ve muskarinik reseptorleri bloke ederek santral
etkiler olusturur [275]. Skopolaminin beyinde Ach seviyelerini azalttig1 daha 6nceki
caligmalarda gosterilmistir. Skopolaminin beyinde AchE enzim aktivitesini artirdigi,
bu durumun Ach seviyelerindeki azalmanin muhtemel sebebi olabilecegi

bildirilmistir [276]. Santral Ach reseptorlerinin bloke edilmesinin, si¢anlarda ve
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insan olmayan primatlarda 6grenme ve bellek fonksiyonlarint bozdugu bildirilmistir

[277, 278].

Bir muskarinik reseptdr blokerleri olan skopolamin, saglikli goniillillerde AH
ile benzer 6zellikler tagiyan bellek bozukluguna yol actigindan biligsel ilag arastirma

testlerinde siklikla kullanilmaktadir [279].

Skopolamin doza ve zamana bagli bir sekilde dikkat giiciinl, dikkat
devamliligini, ¢alisan bellek kalitesini, episodik ikincil bellek kalitesini ve bellek
hizint bozar ve skopolamin kaynakli kognitif bozukluk reversibl oldugundan,
kognitif fonksiyonlar1 diizeltebilen bilesiklerin belirlenmesi i¢in uygun bir modeldir
[280]. Transgenik modellerle karsilastirildiginda olusturulmalar1 daha kolay,
zahmetsiz ve ucuzdur. Skopolaminin neden oldugu kolinerjik fonksiyon
bozuklugunun amneziye neden oldugu, bu amnezik durumun Alzheimer hastaliginda
ve senil demansta goriilen kognitif bozukluga benzer oldugu ve bu nedenle, deneysel
Alzheimer hastaligt  modeli olusturabilmek maksadiyla kullanilabilecegi
bildirilmektedir [281-283]. Skopolamin kaynakli hafiza bozuklugu, hafiza
stireclerinin  davranigsal ve biyokimyasal bilesenlerinin  her ikisinin de

degerlendirilmesi i¢in iyi bilinen bir hayvan modelidir [284, 285].

Bu bulgulardan hareketle non-invaziv bir yontem olmasi, siklikla
caligmalarda tercih edilmesi, cerrahi yontemlere gore daha kolay uygulanabilmesi,
geri dondiirtilebilir bir bilissel bozulmaya neden olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle bu
calismada sistemik olarak skopolamin uygulanarak kognitif fonksiyonlar

arastiritlmistir[267].

Skopolaminin sistemik uygulanmasinin insanlarda kognitif defisitlere neden
oldugu bilinmektedir. Ayrica, skopolaminin, ratlarin serebral kortekslerindeki APP
ve mRNA seviyelerinde artisa yol agtigi da gosterilmistir [286]. Skopolamin, yash
demansli 6rneklere benzer sekilde genc goniillillerde de geri dondiiriilebilir bilissel

kayiplar1 indiiklemektedir [287].

Skopolamin motor 6grenmeyi bozar ve lokomotor aktivitede artisa yol acar.
Skopolamin; merkezi infiizyon seklinde uygulandiginda infralimbik korteks [288],
kaudat niikleus [289], medial septal bolge [290] ve septal hipokampus [291] gibi

beyin bolgelerinin uzamsal alternasyonunda rol oynadigi ¢aligmalarda gosterilmistir.
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Calismalarda skopolaminin peririnal (perirhinal) korteks i¢ine uygulanmasinin
objeleri saptama yetenegini bozdugu gosterilmistir [292-295]. Skopolaminin,
hipokampusa lokal enjeksiyonu bilginin kodlanmasi siirecinde uzamsal bellekte
bozulmaya neden olur. Skopolaminin medyal septuma infiizyonunda ise uzamsal

ogrenme bozulmus ve hipokampustan Ach salinimi azalmistir [279].

Baz1 ¢alismalarda radial labirent testinde skopolaminin sistemik uygulamasi
sonucu belirgin performans kayiplar goriildiigi bildirilmis [295], baz1 ¢aligsmalarda
ise 0.5mg/kg ve daha yiiksek dozlarda skopolaminin sistemik uygulamasindan sonra

belirgin performans bozukluklari olustugu bildirilmistir [271, 296].

Skopolamine bagli hafiza kayb1 6grenme ve bellek ile iliskili 6zel yapilarin
yani sira tiim beyinde artan oksidatif stres ile iliskilidir [297]. Skopolaminin GSH
gibi antioksidan molekiilleri azalttigi ve bdylece artmis LPO yoluyla beyin
hiicrelerine daha fazla zarar verdigi bildirilmistir [284]. Skopolamin verilen
sicanlarda, yaslilikta ve AH olan bireylerde oldugu gibi EEG’de yavas delta ve teta
dalgalarinin arttig1 bildirilmistir[298].

2.8. Deneysel AH Modellerinde Kullanilan Diizenekler

Deney hayvanlarinda olusturulan demans modelinin tiirline, arastirilmak
istenen bellek cesidine, kullanim kolayligina, maliyetine, erisilebilirligine ve diger
bircok duruma gore tercih edilebilecek ¢ok c¢esitli diizenekler mevcuttur.

Calismamizda 8 kollu 1s1nsal labirent test diizenegini kullandik.

2.8.1. Sekiz Kollu Ismnsal Labirent Testi (Radial Arm Maze Testi)

[lk kez Olton ve Samuelson tarafindan 1976 yilinda uzamsal(mekansal)
ogrenme ve bellegi hesaplamak i¢in dizayn edilmistir [299]. Mekansal hafiza hem
bireylerin hem de tiirlerin hayatta kalmasi ile ilgili oldugundan biyolojide son derece
onem tasimaktadir. Davranigsal testler arasinda, uzamsal 6grenme ve bellegi 6lgmek

icin en uygun cihazlardan biridir [299].

Isinsal kollu labirent testleri kemirgenlerde Ogrenme ve bellegi

degerlendirmek icin kullanilan modellerden birisidir. Birgok ¢alismada kisa siireli ve
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uzun siireli hafizay1 6lgmek icin yaygin olarak kullanilmistir. Ratlarin minimal bir
caba ile yiyecek bulmalari ve cevrelerini kesfetmeleri i¢in optimal bir strateji
gelistirmeleri Onciiliine dayanmaktadir. Uzamsal hafiza testi olarak da bilinen 1smsal
kollu labirent testi, dairesel bir alandan gevreye yayilan bir¢ok koldan olusur [300].
Orijinal labirent sekiz koldan olusmakla birlikte yapilan ¢alismalarda en az 3 [301]
ve en fazla 48 kola sahip [302] modifiye labirentler de kullanilmustir.

Segilen protokole gore istenen sayidaki kollara 6diil olarak yem konur.
Hayvan labirenteki ve odadaki uzaysal ipuglarina goére yemin kondugu kol veya
kollar1 bulmaya ¢aligir. Hayvanlarin bir kolda 6diil olup olmadigini kontrol ettikten
sonra yeni bir kolu incelemek i¢in her seferinde merkez platforma donmek zorunda

olmalar1 6grenmeyi zorlastiran bir faktordiir. Ciinkii her defasinda 8 olas1 secenegi

olacaktir [299].

Radyal labirent testi ilaglarin bellek performansini nasil etkiledigini
arastirmakta faydali oldugu gibi, toksik maddelerin bellek performanslarina olumsuz

etkilerini aragtirmak i¢in de yararl oldugu gosterilmistir [303].

Bir¢ok calismada kisa siireli ve uzun siireli uzamsal hafizay1 6lgmek igin

yaygin olarak kullanilmigtir [304-309].

AH’nin etyolojisinde oksidatif stres dnemli rol oynamaktadir. AH’nda artan
oksidatif stres ile ortaya cikan serbest oksijen radikalleri, ndronlarda dejenerasyona
sebep olmaktadir. Eser element olan selenyumun, antioksidan sistemin bir bileseni
olarak bu dejenerasyonu azalttigi bir¢ok c¢alismada gosterilmistir. Ancak,
selenyumun hangi mekanizma ile bilissel fonksiyonlar iizerinde olumlu etkileri
oldugu tam olarak bilinmemektedir. Caligmamizda skopolaminin intraperitoneal
uygulamasiyla olusturulan demans modelinde selenyumun 6grenme ve bellek
performanslarina etkisinin gosterilmesi, demansta selenyumun olumlu etkilerinin
hangi mekanizmalar iizerinden olustugu, TRPM2 ve TRPV1 kanallarinin demansa
bagli hiicre dliimiiyle iliskileri ve rolleri, demans olusturulan ratlarda selenyumun
apoptozis, oksidatif stres, kalsiyum iyon diizeyleri ve 6zellikle TRPM2 ve TRPV1
katyon kanallar1 tizerine diizenleyici etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi ile hiicre
hasarlarin1 sinirlamaya yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesine yardimei olunmasi

hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL-METOD

Calismamiz, Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Yonetim Birimi tarafindan 4257-TU2-15 proje numaras: ile desteklenmistir.
Ogrenme deneyi asamalar1 ve ilag uygulamalar1 Siileyman Demirel Universitesi
Deney Hayvanlar1 ve Tip Arastirmalar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde,
analizler ise Siileyman Demirel Universitesi Biyofizik ve Sinir Bilimleri Anabilim
Dallar1 ile Norolojik Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi (NOROBAM)
Laboratuvarinda  gergeklestirilmistir. Deney hayvanlarinin  bilimsel amagla
kullanilabilmesi i¢in SDU Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulundan 10.02.2015 tarih

ve 03 sayili karari ile onay alinarak etik kurallarina uygun bir sekilde yapilmistir.

3.1. Gere¢

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Laminer Akim Kabini Jouan B4l (Fransa)

Hassas Terazi, Scaltec SPB 32 (isvigre)

Sogutmal1 Santrifiij, Kubota, (Japonya)

Derin Dondurucu, Ugur (Tiirkiye)

Inverted Floresan Mikroskop, Zeiss, Axiovert 40CFL (Almanya)
Otomatik Pipetler, Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
pH metre, Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik Karigtirici, Niive (Tiirkiye)

CO2 Inkiibatér, Heal Force, Smart Cell (Japonya)

Hiicre Kiiltiirti Flask, Cell Star, Greiner bio-one (Almanya)
96 Kuyucuklu seffaf mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)
96 Kuyucuklu siyah mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)

Plate Reader Fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN (Avusturya)
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Vorteks, Niive NM 100 (Tiirkiye)

Floresan Spektrofotometre: (Cary Eclipse, Varian Firmasi, Avustralya)

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)
DMSO (Dimethyl Sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (USA)

Falkon tiip (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup
92159, Biolab, Macaristan)

Penicillin/Streptomisin Sigma (USA)

RPMI-1640

25 cm?’lik kiiltiir kab1 (25, 24cm?, Tissue culture flasks, TTP, Isvicre)
75 cm? kiiltiir kab1 (75 cm?, Tissue culture flasks, TTP, Isvigre)
Penisilin-G (100 U/ml) Streptomisin (100ug/ml), (Hyclone, USA)
RPMI 1640 (Hyclone, USA)

Dihydrorhodamine-123 (DHR-123)

EGTA, Merck (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Fura-2 AM, Calbiochem (Almanya)

Caspaz-3 kiti, (AC-DEVD-AMC) Sigma (USA)

Caspaz-9 kiti, (AC-LEHD-AMC) Bachem (Isvicre)

Sodyum selenit, Sigma (USA)

Scopolamine hidrobromid, Sigma (USA)

Indirgenmis glutatyon (GSH), Sigma (USA)

nonidet-P-40 substitute (NP40), Sigma (USA)

2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, hydrate (MES hydrate), Sigma
(USA)
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21. Polietilen glikol (PEG), Sigma (USA)

22. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), Sigma
(USA)

23. 3-[(3 chomalidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate
(CHAPS), Sigma (USA)

24. Stimen hidroperoksit (CHPx), Sigma (USA)

25. PARP, Sigma (USA)

26. B-actin, Sigma (USA)

27. dithiothreitol (DTT), Sigma (USA)

28. Dihydrorhodamine-123 (DHR-123), Eugene (USA)
29. dimethyl sulfoxide Eugene (USA)

30. tris—glycine gels Eugene (USA)

31. N-acetyl-Leu-Glu (DMSO), Gibco (Istanbul, Turkey).

32. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Gibco (Istanbul,
Turkey).

33. Beyaz damla ¢ikolata, Altinmarka (Tiirkiye)

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada 18-24 aylik, toplam 32 erigkin yaslh disi Wistar albino tiirii rat
kullanilmistir. 2 hayvan 1 kafeste olacak sekilde kafes diizeni ayarlanmigtir. Tiim
ratlar igin standart sicaklik (20 °C), nem orani (%50) ve standart 151k sartlar1 (12 saat
karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde) saglanmistir. Isinsal 8 kollu labirentte
o0grenme, yemek bulma giidiisii ile saglandigi i¢in deneyden Once ratlar normal
kilolarinin %85’ inden asagiya inmeyecek sekilde, yem kisitlamasina tabi

tutulmuglardir. Su kisitlamas1 hi¢ yapilmamis, suya serbestce erisebilecekleri



47

ortamda yasatilmislardir. Calismamizda O6grenme ve bellek testlerini uygulamak

amaciyla 8 kollu 1s1nsal labirent test diizenegi kullanilmistir.

Sekil 3. Ratlarin zamanlarin1 gegirdiklerin kafeslerin goriiniimii

3.2.2. Sekiz kollu Isinsal labirent Testi (Radial Arm Maze Testi)

Kullandigimiz sekiz kollu labirent test diizenegi, siyah pleksiglastan, en uzun
iki nokta aras1 45 cm olan sekizgen bir platform ve sekizgen platformda kenarlarina
dik olarak yerlestirilmis 85 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, kollardan
olugmaktadir. Kollarin birbiri ile olan agis1 45 derecedir. Kollarin kenarinda 2 cm’lik
duvar vardir. Ortadaki sekizgen platformun etrafinda ise 20 cm’lik duvar bulunur ve
kollarin sekizgen platform ile baglantis1 manuel olarak indirilip kaldirilabilen giyotin

bir kapi ile saglanir.

Egitim ve test siiresince test odasindaki esyalarin yerleri sabit tutuldu. Test
odasiin sessiz ve 1s1ksiz olmasi saglandi. Bunun icin pencereler siyah karton ile
kapland1 ve disaridan 151k girmesi engellendi. Oda duvarlarina yerleri deney
stiresince sabit olacak sekilde, diizenek dis1 gorsel ipucu olusturmak amactyla renkli
kagitlar yerlestirildi. Odadaki tek 151k kaynagi diizenege los 151k verecek sekilde
yerlestirildi. Rastgele 4 gruba ayrilmig tiim ratlara 14 giin boyunca 8 kollu 1sinsal

labirent egitim protokolii uygulanmustir.
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Sekil 4. Labirentin deney i¢in hazir hale getirilmis hali goriilmektedir. Sekilde de
goriildiigii gibi yem/6diil bulunan kollarin karsisina renkli kagitlar asilarak ratlarin
yem/ddiil bulunan kodlar1 bu renklerle kodlayarak égrenmelerine yardimer olunmasi
hedeflendi. Seklin sol alt kosesindeki kolda 6diil/yem olarak kullanilan beyaz damla
cikolatanin testler sirasinda bulundugu konum da goriilmektedir.

3.2.2.1. Labirent Testi icin Ratlarin Egitilmesi

1. ve 2 glinlerde ratlar birer birer sekizgen platformun {izerine 5 dakika siire
ile koyuldu ve diizenege alismalar1 saglandi. Ratlar koyulmadan once sekizgen
platforma ratlarin daha kolay alismalar1 i¢in beyaz damla ¢ikolata serpildi. Bu esnada
platformun kenarindaki kollara agilan giyotin kapilar kapali konumda idi. 2. giiniin
gecesinden itibaren ratlar 24 saatte 16-18 saat a¢ birakildi ve 9. giine kadar
agirliklariin %15°1 kadar kilo kaybetmeleri saglandi. Bu a¢ birakilma siireci test

diizeneginde yem bulma konusundaki motivasyonlarini artirmak i¢in uygulandi.

3-8. glinlerde, giinde 1 defa olmak {izere ratlar birer birer test diizenegine
yerlestirildi. Bu siirecte rastgele secilmis 4 koldaki (1., 3., 5., ve 7. kol) giyotin
kapilar acikti. 3. giin agik olan kollara giyotin kapi girisinden kol uglarina kadar
olmak {izere yem konuldu, merkezi platforma yem konulmadi. Bunun sebebi ratlarin
kollara girme konusunda cesaretlerini artirmak idi. Diizenege yerlestirilen ratlarin en
az 5 dakika siireyle diizenekte kalmalari saglandi. Her rat i¢in ayrilan siire sona
erdiginde labirent %30’lik etil alkol ile temizlenerek her defasinda temiz bir labirent
zemini sunuldu. Bu islem egitim ve test siiresince devam etti. 4 ve 5. giinlerde kollara

yerlestirilen yemler giyotin kapi girisinden daha uzaga, kollarin orta ve ug
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kisimlarina yerlestirilmeye baslandi. 6-7-8. giinlerde yemler sadece agik kollarin ug-
orta kismina ve en u¢ duvardan 1,5 cm uzak olacak sekilde yerlestirildi. Yemlerin 1

cm? alan kaplamasina dikkat edildi.

9-10-11-12-13-14. giinlerde ratlar diizenege yerlestirilmeden 6nce, daha 6nce
egitim esnasinda Ogrendikleri kollarin u¢ kisimlarina 1 cm? alan kaplayan beyaz
damla ¢ikolata yerlestirildi. 8 koldaki tiim giyotin kapilar acik birakildi. Ratlar birer
birer merkezi platforma alindi. 15. giin test, ratin 4 koldaki yemi de bulmasi, ya da
bunun miimkiin olmamas1 halinde 10 dakika ile sinirlandirildi. 10. dakikada yemi
bulamayan rat diizenekten alindi. Bu sekilde davranis deneylerinin egitim asamasi

tamamlandi.

Bu sekilde tiim ratlar deney protokoliine uygun sekilde 2 hafta siireyle her
giin ayni saatte, ayn1 egitici tarafindan ve ayni kiyafetlerle egitildi. Egitim siirecinin
bittigi 15. giinde baslangi¢ bellek kayitlar1 alinmistir. Tipik bir ratin yiyecek
kisitlamasi yapildiginda ve yaklasik 14 giin labirente alistirildiginda test i¢in hazir
olacag1 yayilarda bildirilmektedir [310].

Egitim donemi boyunca ratlarin test diizeneginde geg¢irdigi donemler video ile
kaydedildi. Ratlarin labirentteki egitim donemlerinin bitiginin ardindan tiim ratlar
baslangi¢ bellek performanslarinin saptanabilmesi amaciyla teste tabi tutulmus ve

kisa ve uzun siireli bellek performanslar1 dl¢tilmiistiir.

3.2.2.2. Ismnsal Kollu Labirent Olgiimleri ve Hesaplamalari

Labirent testi ile calisma bellegi ve referans bellegi hatalar1 tespit edilerek
uzun ve kisa siireli bellek performanslari saptandi. Ratin labirentte gegirecegi
maksimum siire 10dk (600sn) ile sinirlandirildi. Sayet dort koldaki yemin tamamin

10 dakikadan daha az siirede bulduysa, o rat i¢in test tamamlanmis sayildi.

1. Calisma bellegi hatas1 (working memory error (WME)); Prensip olarak
ratin yem bulunan kola bir kez girmesi ve yemi almasi1 beklenir. Yem konulmus kola
ikinci kez girmesi WME olarak tanimlanir. Calisma bellegi her denemedeki

degisikliklerin hatirlandig1 kisa siireli bellek olarak disiiniilir (her denemede
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onceden girilen kollarin pozisyonu i¢in hafiza). Saglikli, mutlu ve motive bir ratin bu

gorevi ogrenebilecegi bildirilmektedir [311, 312].

2. Referans bellegi hatasi (reference memory error (RME)); Prensip olarak
ratin yem bulunmayan kola girmemesi gerekir. Yiyecek konmamis kola ilk girisi
RME olarak tanimlanir. Referans bellegi bilgi icin uzun siireli bellek olarak
degerlendirilir ve tekrarlayan denemelerde (yemlenmis kollarin pozisyonuna dair

bellek) sabit kalir[311, 312].

Tedavi etkisi, zaman etkisi ve tedavi X zaman etkilesimi icin tekrarlayan
Olgtim sonugclari istatistiksel olarak analiz edildi. Tiim sonuclar ortalama + standart
sapma olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi.

Analizler SPSS programi kullanilarak yapildi[310].

Egitim siireci tamamlanan ve baglangic bellek kayitlari alinan tiim ratlar

gruplarina uygun sekilde ilaglarinin verilecegi asamaya geldi.

3.2.2.3. Tla¢c Uygulama ile Es Zamanh Hatirlatma Egitimleri Asamasi

Baglangi¢ bellek kayitlarinin alimmasi sonrasi ila¢ uygulamalar1 agamasina
gecildi. Bu siiregte ratlarin egitim aldiklar1 labirenti ve yemlenmis kollari
unutmamalart amaciyla haftada 2 giin her rat i¢cin 5 dakika siireyle hatirlatma

egitimleri yapilmustir.

1. Gruba (kontrol grubu n=8) 2 hafta boyunca periton i¢i serum fizyolojik
uyguland1 bu siiregte haftada 2 kez 1smnsal labirentte hatirlatma egitimleri yapildi. 2

haftanin sonunda ratlara 8 kollu labirent testi uygulandi ve son bellek kayitlar1 alindu.

2. Gruba (selenyum grubu n=8) 2 hafta boyunca giin asir1 periton i¢i 1.5
mg/kg/giin dozunda selenyum (sodyum selenit) uygulandi bu siiregte haftada 2 kez
1sinsal labirentte hatirlatma egitimleri yapildi. 2 haftanin sonunda ratlara 8 kollu

labirent testi uygulandi ve son bellek kayitlar1 alindi.

3. Gruba (skopolamin grubu n=8) 3 hafta boyunca periton i¢i 1 mg/kg/giin
dozunda skopolamin %0,9 serum fizyolojik ile sulandirilarak (diliie edilerek)
uyguland1 bu siiregte haftada 2 kez 1sinsal labirentte hatirlatma egitimleri yapildi. 3

haftanin sonunda ratlara 8 kollu labirent testi uygulandi ve son bellek kayitlar1 alindi.
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4. Gruba (skopolamin+selenyum grubu n=8) 3 hafta boyunca hergiin periton
ici 1 mg/kg/giin dozunda skopolamin %0,9 serum fizyolojik ile sulandirilarak (diliie
edilerek) uygulandi bu siirecte haftada 2 kez 1sinsal labirentte hatirlatma egitimleri
yapildi. 3 haftanin sonunda ratlara 8 kollu labirent testi uygulandi ve o asamadaki
bellek kayitlar1 alindi. Daha sonra 2 hafta boyunca giin asir1 periton ic¢i 1.5
mg/kg/giin dozunda selenyum uygulandi bu siirecte de haftada 2 kez 1s1nsal labirentte
hatirlatma egitimleri yapildi. 5. Haftanin sonunda 8 kollu labirent testi uygulandi ve

son bellek kayitlar1 alind1.
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Bellek kayitlar1 alinan, ilag uygulamalar1 tamamlanan ratlar dekapite edilerek
cesitli oksidatif stres parametreleri, iyon kanallari, apoptozis siirecleri acisindan

incelenecekleri laboratuvar agamasina gegti.

3.2.3. Laboratuvar Analiz Asamasi

Ilag uygulamas biten gruplarda son bellek kayitlarinin alinmasi sonrast ratlar
analizlerin yapilacag1 Biyofizik laboratuvarma gétiiriilmiistiir. Inhalasyon anestezisi
isleminden sonra dekapitasyon yapilarak ekip halinde g¢alisarak hizli bir sekilde,
hipokampus dokusu ¢ikarild1 ve hipokampal hiicreler elde edildi.

3.2.3.1. Hipokampal Néron Izolasyonlari ve Plazma ile Alyuvar Eldesi

Ratlar eter ile inhalasyon anestezisi islemine tabi tutuldu. Yeterli anestezi
indiiksiyonu saglandiktan sonra dekapitasyon islemi yapildi ve takiben hi¢ vakit
kaybedilmeden hipokampus izolasyonlarinin elde edildigi beyin dokusu hizla

calisildi.

Hipokamplis izolasyonu sirasinda, kafatasi ince uglu makas araciligiyla
kesilmis ve beyin bir biitiin halinde 3-5 ml HBSS (Hank’s Blanced Salts Solution)
soliisyonu igerisine ¢ikarilmistir. Pens yardimiyla nazikge tutulan serebellum bistiiri
yardimiyla beyin dokusundan ayrilmis ve beynin frontal lob u¢ kismindan sagl sollu
2 hemisferden kii¢iik pargalar kesilmistir. Bu islem hipokampusu daha kolay ve zarar
vermeden cikartabilmek i¢in yapilmistir. Sonra her iki serebral hemisferi ayirmak
icin ortadan sagittal kesit atilmistir. Daha sonra buz akiisii lizerine konulan kagit
havlu iizerine HBSS soliisyonu dokiilerek (3-4 ml) iizerine her bir hemisfer islem
siras1 geldiginde konulmus ve {izerine tekrar 2-3 ml civarinda HBSS soliisyonu
dokiilmiistiir. Sonrasinda hipokampal bolge 2 adet pens yardimiyla nazik hareketlerle
cikarilmis ve c¢ikartilan hipokampuslar igerisinde 1ml HBSS bulunan ependorfa
yavasca konularak mekanik parcalama islemine gecilir ve sirasi ile ilk 6nce 1 ml
hacimli (farkli genisliklerdeki uglarla) pipet uglar1 ile daha sonra 200 mikrolitre
hacimli pipet uglar1 ile ve en sonunda da steril insiilin ignelerinden gecirilerek

mekanik pargalanma iglemi tamamlanacaktir.
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Daha sonra parcalanmig hipokampal dokular 15 ml’lik Falcon tiipiine
aktarilarak son hacim 7 ml oluncaya kadar iizerine 37 °C HBSS ilave edilmis ve son
hacim 10 ml oluncaya kadar da Tripsin enzimi doku homojenizasyonu saglamak
amactyla ilave edilmistir (3 ml). Yarim saat ¢alkalamali su banyosuna her 10
dakikada bir pipetaj yapmak iizere konulmustur. Yarim saat gectikten sonra 3 kez
5’er dakika siireyle santrifiije tabi tutularak siipernatantlar dokiilmiistiir. Dipte kalan
hiicreler iizerine 5 ml HBSS eklenmistir. Homojen bir sekilde pipetaj hareketleriyle
karistirilarak yarist (2,5 ml) ikinci bir 15 ml hacimli falcon tiipiine konulmustur.
Boliinen bu 2,5 ml’lik tiiplerin birisine son konsantrasyon 250 pM olacak sekilde
Hcy konularak yarim saat siireyle inkiibatdrde (37 °C ve %5 CO2) HBSS soliisyonu
icerisinde bekletilmistir. Sonra hiicreleri yikamak amaciyla santrifiij islemine tabi
tutulmus ve silipernatant dokiiliip PBS (x1) tamponu ile homojen hale getirilerek
floresan boyar maddesi Fura-2-AM maddesi ilave edilerek 45 dakika siire ile 37 °C

de ¢alkalamali su banyosuna konulmustur.

Antikoagiilan (EDTA) 11 kanlar 1500 g santrifiij edilerek plazma ve alyuvar
ornekleri elde edildi. Tiiplerin alt kismindaki alyuvar o6rnekleri 1500 de 3 kez serum
fizyolojik ile yikandi, sonrasinda 1/10 oraninda fosfat tamponu ile sulandirild.
Plazma ve alyuvar 6rnekleri -33 C de 1 ay aklandiktan sonra antioksidan analizleri

yapildi.

Sekil 6. Ratlardan beyin dokusunun izole edilmesi
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Sekil 7. Beyin dokusundan hipokampal dokunun izole edilmesi

3.2.3.2. Antioksidan ve Oksidan Analizleri

Hipokampal noronlarda lipit peroksidasyon diizeyleri Placer ve arkadaglarinin
(1966) bildirdigi yonteme goére [313], GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’mn (1968)
bildirdigi yonteme gore [314] ve GSH-Px aktiviteleri Lawrence ve Burk’un (2012)
bildirdiklere yonteme gore [315], spektrofotometrik olarak yapildi. Ayrica, GSH,
GSH-Px ve LPO sonuglar1 protein cinsinden verilecegi i¢in, biliret yontemine gore

toplam protein diizeyleri belirlendi.

3.2.3.3. GSH ve GSH-Px Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in bildirdikleri yonteme gore [314]
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk

tarafindan bildirilen yonteme gore [315] spektrofotometrede belirlendi.
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3.2.3.4. LPO Analizi

Hiicrelerin LPO diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve arkadaslarinin
bildirdikleri yonteme gore [313] tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son
derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV—-1800, Japonya) yapildi.

3.2.3.5. Intraseliiler Ca*? Ol¢iilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarmin oOl¢iimii i¢in hipokampus hiicreleri oda
sicakliginda 45 dakika boyunca 4uM fura—2 AM fliioresan boyasi ile boyandi [316].
Boyanma igleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan,
seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 2x106 olacak sekilde Na*™-HEPES [(mM cinsinden)
NaCl, 140; KClI, 4,7; CaCl2, 1,2; MgCI2, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)]
solusyonu igerisinde florasan spektrofotometrede (Varian Cary Eclipse, Australia )
haznesine yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylari 340 nm ve 380 nm,
505 nm emisyon dalga boylarinda fluoresan 1s1k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika

boyunca kayit alindi. Hiicre ici serbest Ca*?

iyon diizeyi degisimleri bilgisayar
ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar1 ile kaydedildi ve
Grynkiewicz ve arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi [317]. Hipokampus
hiicreleri izole edilip hiicre kiiltiiriine alindiktan sonra Ca*? sinyali calismalar
yapildi. Bu ortamda norotransmitter madde olmadigindan kimyasal (ligand) kapil
kalsiyum kanallar1 aktif degildi. Hiicre kiiltiirii ortaminda hiicrelerde voltaja duyarl
kanallar ile TRPM2 kanallar1 vardi. Voltaja duyarli Ca*? kanallari, kalsiyum kanal
blokdrleri olan diltiazem ve verapamille bloke edildi ve ortamda sadece TRPM?2
kanallar1 kaldi. Gruplar arasi farklilik saptandiginda, hiicreler hem TRPM2 kanal
blokiirii anthranilic acid (ACA) [318, 319] hem de TRPV1 kanal blokiirii KPZ (0.1
mM) ile inkiibe edildi. Sonrasinda, TRPM2 kanal antagonisti H202 (0.1-1 mM) ve
KAP (0.01 mM) uyarim1 yapilip hemen mitokondriyal depolarizasyon miktarlar

belirlendi [320].



57

3.2.3.6. Hiicre Canlihg (MTT Analizi)

Bu deneyde sar1 renkte olan  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide maddesi canli hiicreler tarafindan mitokondrial
solunum yolu ile mor renkli formozan kristaline doniistiiriilmektedir. Eger hiicreler
canli degilse bu reaksiyon gerceklesmez. Renk olusumu da spektrofotometrik
yontemle degerlendirilir ve sonuglara gore oksidatif stres i¢in apopitoza gétiirmeyen

fakat Ca*? akigini saglayan en uygun doz miktar1 belirlenmektedir.

Spektrofotometrede (UV-1800) 490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup
bu iki dalga boyunda okunan degerler birbirinden ¢ikarildi. (Abs490 nm —Abs650

nm: X) [321]. Sonuglar kontrole kiyasla misli artis (fold increase) olarak verildi.

3.2.3.7. Hiicre i¢ci ROS Uretimi Tayini

Hipokampus sinir hiicrelerinde hiicre i¢i ROS iiretimi Biyofizik Anabilim
mevcut tabak okuyucu (Pleate reader, infinite pro200 marka, Avusturya) ile yapildi.
Rhodamine 123(Rh 123), DHR 123 hiicreye kolayca niifuz edebilen, florasan
olmayan ytiksiiz bir molekiildiir. 2’-DHR-123"iin RH123’e oksidasyonu vasitasiyla
H202 miktar1 bu metotla tayin edilmektedir. Bu oksidasyon sirasinda yaglarin
oksidasyonu ile olusmus hiicre icerisinde serbest oksijen radikalleri miktar
Olctilebilmektedir. DHR-123’lin RH123’e oksidasyonu ¢ok yiiksek diizeyde florasan
yayict bir olaydir. Ne kadar ¢ok florasan yayilirsa o kadar serbest oksijen radikali
varligin1 géstermektedir. DCFDCF nin yaydig: florasanlar 488 nm emisyon ve 543
nm eksitasyon (uyarim) dalga boylarinda okundu. Aradaki fark, deger olarak
belirlendi [322, 323]. Degerler, kontrole kiyasla misli artis (fold increase) olarak

verildi.

3.2.3.8. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini

Hiicre icersine Ca*? iyon akisi, mitokondride depolarizasyon artisi yoluyla
ROS iiretimini artirmakta, artan hiicre i¢ci ROS miktari, gerek hiicre i¢i organele
kapilarini acarak ve gerekse katyon kanallarina zarar vererek sitozolde Ca*? miktarimni

artirmaktadir. Mitokondriye daha fazla Ca* girisi depolarizasyonu artirmakta ya
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hiicre ¢alismas1 bozulmakta veya hiicre apoptozise gitmektedir. Bu nedenle,
mitokondriyal zar depolarizasyonu tayininin yapilmasi bu halkadaki zinciri

tamamlayarak molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Analizin vapilist: Hiicreler 0.001 mM JC-1 ile 37 °C de 15 dakika inkiibe

edildi. JC-1 boyasmmin mitokondride depolarizasyon artisina paralel girisi
artmaktadir. JC-1 inkiibasyon sonrasi Kirmizidan yesile dogru forasan artisi
mitokondriyal depolarizasyonu gostermekte ve bu durum plate reader tarafindan
degisik dalga boylarinda hemen besi sira cihaz tarafinda otomatik olarak
belirlenebilmektedir. Yesil dalga boylar1 degisimleri 485 nM (Eksitasyon) ile 535
nM (Emisyon) dalga boylarinda belirlendi. Kirmiz1 dalga boyu degisimleri ise 540
nM (Eksitasyon) ile 590 nM (Emisyon) de belirlendi. Emisyon oranlar1 (590/535)
deger olarak alindi. Tiim gruplarin hipokampal hiicrelerinde mitokondriyal zar
depolarizasyon tayini yapildi. Gruplar aras1 farklilik var ise, hiicreler hem TRPM2
kanal blokiirii ACA hem de TRPV1 kanal blokiirii KPZ ile inkiibe edildi. Sonrasinda,
TRPM2 kanal antagonisti H202 (0.1-1 mM) ve KAP (0.01 mM) ile uyarim yapilip
hemen mitokondriyal depolarizasyon miktarlari belirlendi [322, 323].

3.2.3.9. Apoptozis Testleri

Pipetaj yaptiktan sonra siipernatant alindi ve plate kuyucuklarina
yerlestirilerek 550 nm de Infinite 200 Pro(Avusturya) ELISA cihazinda okundu

[320]. Sonuglar kontrole kiyasla misli artis (fold increase) olarak verilmistir.

3.2.3.9.1. Kaspaz 3 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Hipokampal noronlar, dncesinde bir saat siire ile 37°C de 2 mL substrat
soliisyonu (20 mM HEPES, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
%0.1CHAPS, 5 mM dithiothreitol (DTT), ve 8.25 uM kaspaz substrati; pH 7.4
olacak sekilde ayarlandi) igerisinde inkube edildi. Hiicreler daha sonra ultrasonik
parcalama islemine tabi tutuldu [313]. Sonrasinda a¢iga ¢ikan enzimler
spektroflorometre (Varian Cary Eclipse, Australia) cihazinda 360 nm uyarilma ve
460 nm emilme dalga boylarinda okundu. Kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri floresan boyalari

ile boyanarak degerlendirildi (AC-DEVD-AMC Kaspaz-3 ve AC-LEHD-AMC
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Kaspaz-9 icin). Elde edilen veriler floresan birimi / miligram protein olarak

degerlendirildi [316, 324].

3.2.3.10. Western Blot Analizleri

Hipocampus Orneklerinde Western Blot deneyi ig¢in takip edilen biitiin
islemler standart prosediirlere uygun olarak yapildi. Mevcut istenilen proteinlere ait
bandlarin goriintiilenebilmesi i¢in ECL Western HRP Substrate (Millipore Luminate
Forte, USA) kullanilarak karanlik odada X-ray filmi araciligiyla proteinlerin
goriintiilenmesi islemi yapildi (GE Healthcare, Amersham Hyperfilm ECL, UK).

3.3. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Caligilan doku 6rneklerinden elde edilen bilimsel degerlerin aritmetik
ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisansli paket
bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel 6nem varligit Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki

karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Bellegi Hatalari (WME) ve Referans Bellegi Hatalar:
(RME)

Yash sigcanlarda RAM diizeneginde baslangicta ve ilag uygulamalari (SF,
skopolamin ve selenyum) sonrasi dlgiilen caligma bellegi hatalar1 (WME) ve referans
bellegi hatalar1 (RME) sekil 8’de gosterilmistir. Sekil incelendiginde, 2 haftalik
RAM egitimi sonras1 yapilan ilk teste kiyasla skopolamin grubunda hem ¢alisma
bellegi hatalarinda hem de referans bellegi hatalarinda anlamli artis (sirasiyla p<0.05,
p<0.001) saptanmistir. Selenyum grubu sicanlarda ilk teste kiyasla hem c¢alisma
bellegi hem de referans bellegi hatalarinda anlamli diizeyde azalma (p<0.001)
goriilmiistiir. Skopolamintselenyum grubunda ilk teste kiyasla skopolamin
uygulanmasi sonrasi yapilan 2. testte hem ¢alisma bellegi hem de referans bellegi
hatalarinda anlamli diizeyde artis (p<0.001) gozlenirken, 2. testten sonra selenyum
uygulanmasi sonrasi yapilan 3. testte 2. teste kiyasla hem g¢alisma bellegi hem de

referans bellegi hatalarinda anlamli diizeyde azalma (p<0.001) goriilmiistiir.

Parametreler Test-1 Test-2 Test-3
WME RME WME RME WME RME
Kontrol 0.75+0.66  2.13+0.78 0.75+0.43 2.25+0.66
Skop 0.75+0.40 1.88 +£0.49 1.63 £1.112 3.38 £0.70°
Se 0.88+0.69  3.38+0.94 0.38+0.48  1.75+1.09°
Skop+Se 0.63 +0.45 1.88 £ 0.83 2.25+£1.07° 4.63+1.37° 0.63 +£0.48° 2.13 +1.36°

Sekil 8. 2 haftalik RAM egitimi sonrasi tiim gruplara uygulanan Test-1, ilag
uygulamalari sonrasi tiim gruplara uygulanan Test-2 ve skop+se grubuna uygulanan
Test-3 sonrasi elde edilen WME ve RME degerleri. (ortalama+ SS ve n=8).%p<0.05

ve Pp<0.001, 1.RAM testine kiyasla. °p<0.001, 2.RAM testine kiyasla.

4.2. Lipit Peroksidasyonu, indirgenmis Glutatyon (GSH) Seviyeleri ve
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi

Skopolamin ile indiiklenen demans modeli olusturulan sican hipokampiis
sinir hiicrelerinde ve kontrol sinir hiicrelerinde selenyumun (1,5 mg/kg/giin asir1)

lipit peroksidasyonu, indirgenmis glutatyon (GSH) seviyeleri ve glutatyon
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peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi iizerine etkisi sekil 9’da gosterilmistir. Bu sekil
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda Lipit peroksidasyon
degerlerinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu gozlenirken, GSH diizeyleri ve GSH-PX
aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulunmustur (sirastyla p<0.001 ve p<0.01).
Skopolamin grubuna kiyasla selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinda lipit
peroksidasyon degerlerinin anlamli diizeyde (p<0.05) diisiik oldugu gozlenmistir.
Skopolamin grubuna kiyasla selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinda GSH
(p<0.001) diizeyleri ve GSH-Px (p<0.001) aktiviteleri anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur.

Kontrol Skop Se Skop+Se

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Lipit peroksidasyon 2.16 +0.13  2.77 +0.282 2.39 +0.32¢ 2.44 +0.23¢
(umol/g protein)

Parametreler

GSH 5.32+£0.37 4.54 +0.30° 5.57+0.28° 5.49 +0.24°
(umol/g protein)
GSH-Px 9.80+0.52 8.57+0.76" 10.60 £ 0.57° 10.10+0.91°¢

(1U/g protein)

Sekil 9. Skopolamin ile demans olusturulan yagl sicanlarin hipokampiis
noronlarindaki GSH, GSH-Px ve lipit peroksidasyon degerleri (ortalama =+ standart
sapma). (%p<0.001 ve °p<0.01. Kontrol grubuna kiyasla. ©p<0.001 ve 9p<0.05. Skop

grubuna kiyasla.)

4.3. Selenyumun TRPV1 Kanal Aracili Hiicre ici Serbest Kalsiyum Iyon
Diizeyleri ([Ca*2]i) Uzerine Etkileri

Skopolamin ile indiiklenen demans modeli olusturulan sican hipokampiis
hiicrelerinde ve kontrol sinir hiicrelerinde selenyumun TRPV1 kanal aracili hiicre igi
serbest kalsiyum iyon diizeyleri ([Ca*?]i) iizerine etkileri sekil 10 ve 11°de
gosterilmistir. Kalsiyum 1yon konsantrasyonu, kontrol grubuna kiyasla kontrol+KPZ
grubunda anlamh diizeyde azalmis (p<0.05), skopolamin grubunda ve
skopolamin+KPZ grubunda ise anlamli diizeyde artmistir (sirasiyla p<0.001 ve
p<0.05). Kalsiyum iyon konsantrasyonu, kontrol+KPZ grubuna kiyasla skopolamin
grubunda anlamhi diizeyde artmistir (p<0.001). Skopolamin grubuna kiyasla
skopolamin+KPZ  grubunda  (p<0.05) ve  selenyum, selenyum+KPZ,

skopolamintselenyum ve skopolamint+selenyum+KPZ gruplarinda (p<0.001)
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kalsiyum iyon konsantrasyonunda anlamli diizeyde azalma goriildii. Selenyum
grubuna kiyasla selenyum+KPZ grubunda anlamli diizeyde azalma (p<0.05)
saptandi. Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamin+selenyum+KPZ

grubunda anlamli diizeyde azalma (p<0.05) oldugu tespit edildi.
25000 -
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15000 4

e,f

10000

KALSIYUM iYON KONSANTRASYONU
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5000 A
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Sekil 10. Intraperitoneal skopolamin, SF ve selenyum alan siganlarin hipokampal
noronlar1 deney hayvanlarindan kesilerek ¢ikarildi. Fura-2 yiiklii sican hipokampal
ndronlar1 100 saniye boyunca, normal hiicre dis1 kalsiyum mevcudiyetinde (1.2 mM)
KAP ile uyarildi. Noronlar KPZ tarafindan inhibe edildi. (n=8 ve ortalama+SS)
4<0.05 ve °p<0.001 kontrol grubuna kiyasla. p<0.001 kontrol+KPZ gubuna kiyasla.
9<0.05 ve ®p<0.001 Skop grubuna kiyasla. p<0.05 Se grubuna kiyasla. 9p<0.05
Skop+Se grubuna kiyasla.
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Sekil 11. Skopolamin ile indiiklenen demans modeli olusturulan sigan hipokampiis
hiicrelerinde ve kontrol sinir hiicrelerinde selenyumun TRPV1 kanal aracili hiicre i¢i
serbest kalsiyum iyon diizeyleri ([Ca*?];) iizerine etkileri grafiksel dokiim halinde
sekil 11°de gosterilmistir.

4.4. Selenyumun TRPM2 Kanal Aracih Hiicre I¢i Serbest Kalsiyum Iyon
Diizeyleri ([Ca*?)i) Uzerine Etkileri

Skopolamin ile indiiklenen demans modeli olusturulan sican hipokampiis
sinir hiicrelerinde ve kontrol sinir hiicrelerinde selenyumun TRPM2 kanal aracili
hiicre ic¢i serbest kalsiyum iyon diizeyleri ([Ca*?]i) iizerine etkileri sekil 12 ve 13’de
gosterilmistir. Sekil incelendiginde, kalsiyum iyon konsantrasyonu, kontrol grubuna
kiyasla kontrol+tACA grubunda anlamli diizeyde azalmis (p<0.05), skopolamin
grubunda ise anlamli diizeyde (p<0.001) artmistir. Skopolamin grubuna kiyasla
skopolamin+ACA, skopolamin+selenyum, selenyum, selenyum+ACA ve
skopolamin+selenyum+ACA gruplarinda anlamli diizeyde azalma gozlenmistir
(swrasiyla p<0.05, p<0.05, p<0.001, p<0.001, p<0.001) . Skopolamin+ACA grubuna
kiyasla selenyum, selenyum+ACA ve skopolamint+selenyum+ACA grubunda

anlamli diizeyde azalma gozlenmistir (sirasiyla p<0.05, p<0.05, p<0.001).
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Selenyum+ACA grubuna kiyasla skopolamin+selenyum+ACA grubunda anlamli

diizeyde artis (p<0.05) goriildii.
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Sekil 12. intraperitoneal skopolamin, SF ve selenyum alan si¢anlarin hipokampal
noronlar1 kesilerek ¢ikarildi. Fura-2 yiiklii sigan hipokampal néronlar1 100 saniye
boyunca, normal hiicre dis1 kalsiyum mevcudiyetinde (1.2 mM), oksidan kumen
hidroperoksit (CHPx ve 1 mM) ile uyarild. 3p<0.05 ve Pp<0.001 kontrol grubuna
kiyasla. ©p<0.05 ve 9p<0.001 Skop grubuna kiyasla. ®p<0.05 ve p<0.001 Skop+ACA
grubuna kiyasla. 9p<0.05 Se+ACA grubuna kiyasla. (n=8 ve ortalama+SS)
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Sekil 13. Skopolamin ile indiiklenen demans modeli olusturulan sigan hipokampiis
sinir hiicrelerinde ve kontrol sinir hiicrelerinde selenyumun TRPM2 kanal aracili

hiicre ici serbest kalsiyum iyon diizeyleri ([Ca*?]i) iizerine etkileri grafiksel dokiim
halinde sekil 13’de gosterilmistir.
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4.5. TRPV1 Aracih Apopitozis ve MTT Diizeyleri

Siganlarin hipokampal noronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPV1 kanal aktivitesi araciligiyla Apopitozis ve MTT seviyeleri iizerine etkileri
Sekil 14’te gosterilmistir.

Kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda apopitozis anlamli diizeyde
artarken (p<0.001), hiicre canliligmi gosteren MTT anlaml diizeyde azalmistir
(p<0.001).  Skopolamin  grubuna kiyasla  skopolamin+KPZ, selenyum,
skopolamin+selenyum, skopolamin+selenyum+KPZ ve selenyum+KPZ gruplarinda
apopitozis diizeylerinde anlamhi diizeyde azalma goriilmiistiir (sirasiyla p<0.05,
p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.001). Skopolamin grubuna kiyasla skopolamin+KPZ,
skopolamin+selenyum, selenyum, selenyum+KPZ, skopolamin+selenyum+KPZ
gruplarinda MTT diizeyi anlamli diizeyde artmistir (sirasiyla p<0.05, p<0.05,
p<0.001, p<0.001, p<0.001). Skopolamin+KPZ grubuna kiyasla selenyum ve
selenyum+KPZ gruplarinda apopitozis diizeyleri anlamli diizeyde azalirken (p<0.05),
MTT diizeyleri anlaml diizeyde artmistir (p<0.05). Selenyum ve selenyum+KPZ
gruplarma kiyasla skopolamin+selenyum grubunda apopitozis anlamli diizeyde
artarken (p<0.05), MTT anlamh diizeyde azalmistir (p<0.05). Skopolamin+selenyum
grubuna kiyasla skopolamin+selenyum+KPZ grubunda, apopitozis anlamli diizeyde

azalirken (p<0.05), MTT anlamli diizeyde artmistir (p<0.05).
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Sekil 14. Kontrol, skopolamin, selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinin
hipokampal noéronlari, TRPV1 deneylerinde in vitro KAP (0.01 mM) ile uyarildi ve
onlar KPZ (0.1 mM) tarafindan inhibe edildi. Degerler 6 ayr1 deneyin ortalama + SS
olarak sunuldu ve tedavi dncesi seviyeye (deneysel / kontrol) gore misli artis olarak
ifade edildi. (*}p<0.001 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.05 ve °p<0.001 Skop grubuna

kiyasla. 9p<0.05 Skop+KPZ grubuna kiyasla. ¢p<0.05 Se ve Se+KPZ gruplarina

kiyasla. fp<0.05 Skop+Se grubuna kiyasla.)

4.6. TRPM2 Aracih Apopitozis ve MTT Diizeyleri

Sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPM2 kanal aktivitesi araciligiyla apopitozis ve MTT seviyeleri iizerine etkileri
sekil 15’te gosterilmistir. Sekil 15 incelendiginde kontrol grubuna kiyasla
skopolamin grubunda apopitozis degerleri artarken (p<0.001), hiicre canliligim
gosteren MTT azalmistir (p<0.001). Skopolamin grubuna kiyasla skopolamin+ACA,
selenyum, skopolamin+selenyum, skopolamin+selenyum+ACA ve Se+ACA
gruplarinda apopitozis anlamli diizeyde azalmistir (sirasiyla p<0.05, p<0.05, p<0.05,
p<0.05,  p<0.001). Skopolamin  grubuna  kiyasla  skopolamint+ACA,
skopolamin+selenyum, selenyum, selenyum+ACA ve skopolamin+selenyum+ACA
gruplarinda MTT anlamli diizeyde artmistir (sirasiyla p<0.05, p<0.05, p<0.001,
p<0.001, p<0.001). Skopolamin+ACA grubuna kiyasla selenyum ve selenyum+ACA
gruplarinda apopitozis anlamli diizeyde azalirken (p<0.05), MTT anlamli diizeyde
artmistir  (p<0.05). Selenyum ve selenyum+ACA  gruplarina  kiyasla
skopolamin+selenyum grubunda apopitozis anlaml diizeyde artarken (p<0.05), MTT

anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05).
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Sekil 15. Kontrol, skopolamin, selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinin
hipokampal néronlari, TRPM2 deneylerinde in vitro CHPx (1 mM) ile uyarildi ve
onlar ACA (0. 025 mM) tarafindan inhibe edildi. Degerler 6 ayr1 deneyin ortalama +
SS olarak sunuldu ve tedavi dncesi seviyeye (deneysel / kontrol) gore misli artis
olarak ifade edildi. 2p<0.001 kontrol grubuna kiyasla. ®p<0.05 ve p<0.001 Skop
grubuna kiyasla. 9p<0.05 Skop+ACA grubuna kiyasla. p<0.05 Se ve Se+ACA

gruplarina kiyasla.

4.7. TRPV1 Aracih Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Aktiviteleri

Sicanlarin hipokampal ndéronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPV1 kanal aktivitesi araciliiyla kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesi lizerine etkileri
sekil 16°da gosterilmistir. Sekil incelendiginde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
skopolamin grubunda hem kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde
artig  gorildi  (p<0.001). Skopolamin grubuna kiyasla skopolamin+KPZ,
skopolamin+selenyum, skopolamin+selenyum+KPZ, selenyum ve selenyum+KPZ
gruplarinda hem kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma
saptand1 (sirastyla p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.001, p<0.001). Skopolamin+KPZ
grubuna kiyasla selenyum ve selenyum+KPZ gruplarinda hem kaspaz-3 hem de
kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptandi (p<0.05). Selenyum ve
selenyum+KPZ gruplarina kiyasla skopolamin+selenyum grubunda hem kaspaz-3
hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde artis saptandi (p<0.05).
Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamin+selenyum+KPZ grubunda hem

kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptandi(p<0.05).
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Sekil 16. Kontrol, skopolamin, selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinin
hipokampal néronlari, TRPV1 deneylerinde in vitro KAP (0.01 mM) ile uyarildi ve
onlar KPZ (0.1 mM) tarafindan inhibe edildi. Degerler tedavi 6ncesi seviyeye
(kontrole kiyasla) gore misli artig olarak ifade edildi. (}p<0.001 ve kontrol grubuna
kiyasla. °p<0.05 ve p<0.001 Skop grubuna kiyasla. 9p<0.05 Skop+KPZ grubuna
kiyasla. ®p<0.05 Se ve Se+KPZ gruplarima kiyasla. (p<0.05 Skop+Se grubuna
kiyasla.)

4.8. TRPM2 Aracih Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Aktiviteleri

Sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPM2 kanal aktivitesi araciligiyla kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyeleri tizerine etkileri
sekil 17°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
skopolamin grubunda hem Kaspaz-3 hem de Kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde
arttis  saptandi  (p<0.001). Skopolamin grubuna kiyasla skopolamintACA,
skopolamin+selenyum, skopolamin+selenyum+ACA, selenyum ve selenyum+ACA
gruplarinda hem Kaspaz-3 hem de Kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma
saptand1 (sirastyla p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.001, p<0.001). Skopolamin+ACA
grubuna kiyasla selenyum ve selenyum+ACA gruplarinda hem Kaspaz-3 hem de
Kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptandi (p<0.05). Selenyum ve
selenyum+ACA gruplarma kiyasla skopolamin+selenyum grubunda hem kaspaz-3
hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde artis saptandi (p<0.05).
Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamintselenyum+ACA grubunda hem

kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptandi (p<0.05).
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Sekil 17. Kaspaz aktiviteleri materyal metod boliimiinde aciklandigi sekliyle
hesaplandi. Kontrol, skopolamin, selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinin
hipokampal néronlari, TRPM2 deneylerinde in vitro CHPx (1 mM) ile uyarildi ve

ACA (0. 025 mM) tarafindan inhibe edildi. Degerler tedavi 6ncesi seviyeye
(deneysel / kontrol) gore misli artis olarak ifade edildi. p<0.001 kontrol grubuna
kiyasla. °p<0.05 ve p<0.001 Skop grubuna kiyasla. 9p<0.05 Skop+ACA grubuna

kiyasla. ®p<0.05 Se ve Se+ACA gruplarina kiyasla. (p<0.05 Skop+Se grubuna
kiyasla.

4.9. TRPV1 Aracili Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu (JC-1) ve
Hiicre Ici ROS Uretimi

TRPV1 kanal1 aktivasyonuna bagli hiicre igceresinde asir1 kalsiyum iyon artist
mitokondri zar depolarizasyonuna neden olmakta ve iki yolagi uyarmaktadir. (1)
Asirt ROS iiretimi ve apoptotik yol. TRPV1 aracili sitozolik kalsiyum iyon artigi
sonuclar1 gozlendi. Bu nedenle bu tez projesinde apoptotik degerlere ilave olarak
mitokondri zar depolarizasyonu ve hiicre i¢i ROS {iretimi analizlerinin yapilmasi da
amaclandi. Hiicre igerisinde sicanlarin hipokampal noéronlarinda, selenyum ve
skopolamin uygulamasinin TRPV1 kanal aktivitesi araciligiyla mitokondriyal
membran depolarizasyonu (JC-1) ve hiicre i¢i ROS iiretim seviyeleri lizerine etkileri
Sekil 18’de gosterilmistir.  Sekil 18 incelendiginde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda skopolamin grubunda hem JC-1 hem de ROS diizeylerinde
anlamli diizeyde artis saptandi (p<0.001). Skopolamin grubuna kiyasla
skopolamin+KPZ,  selenyum, selenyum+KPZ, skopolamin+selenyum  ve

skopolamin+selenyum+KPZ gruplarinda anlamli diizeyde azalma oldugu goriildi
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(swrastyla p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.001). Selenyum ve skopolamin+KPZ
gruplarina kiyasla skopolamin+selenyum grubunda anlamli diizeyde artis gozlendi
(p<0.05). Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamin+selenyum+KPZ

grubunda anlaml diizeyde azalma oldugu saptandi (p<0.05).

2.0 -

BIC-1 BROS

JC-1 VE ROS DUZEYLERI
(Kontrole gére misli artig)

Kontrol Skop Skop+KPZ Se Se+KPZ Skop+Se Skop+Se+KPZ

p<0.001 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.05 ve °p<0.001 Skop grubuna kiyasla.
9p<0.05 Se ve Skop+KPZ gruplaria kiyasla. ®p<0.05 Skop+Se grubuna kiyasla.

Sekil 18. TRPV1 Aracili Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu (JC-1) ve Hiicre
I¢i ROS diizeyleri.

4.10. TRPM2 Aracih Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu (JC-1)
ve Hiicre ici ROS Uretimi

Sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPM2 kanal aktivitesi araciligtyla mitokondriyal membran depolarizasyonu (JC-1)
ve hiicre i¢i ROS iiretim seviyeleri lizerine etkileri sekil 19°da gosterilmistir. Sekil
incelendiginde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda skopolamin grubunda hem JC-1
hem de ROS diizeylerinde anlamli diizeyde artis saptandi (p<0.001). Skopolamin
grubuna kiyasla skopolamin+ACA, selenyum, selenyum+ACA,
skopolamin+selenyum ve skopolamin+selenyum+ACA gruplarinda anlamli diizeyde
azalma goriildi (sirastyla p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.001). Selenyum ve
skopolamintACA gruplarina kiyasla skopolamin+selenyum grubunda anlamli
diizeyde artis gorildi (p<0.05). Skopolamint+selenyum grubuna kiyasla

skopolamin+selenyum+ACA grubunda anlamli1 diizeyde azalma gortildii (p<0.05).
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Sekil 19. Kontrol, skopolamin, selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinin
hipokampal noéronlari, TRPM2 deneylerinde in vitro CHPx (1 mM) ile uyarildi ve
ACA (0.04 mM) tarafindan inhibe edildi. Degerler tedavi 6ncesi seviyeye (deneysel /
kontrol) gére misli artis olarak ifade edildi. ?p<0.001 kontrol grubuna kiyasla.
bp<0.05 ve °p<0.001 Skop grubuna kiyasla. 9p<0.05 Se ve Skop+ACA gruplarina
kiyasla. °p<0.05 Skop+Se grubuna kiyasla.

4.11. Prokaspaz 3, Prokaspaz 9 Aktivitesi

Sigcan hipokampiisiinde prokaspaz 3, prokaspaz 9 aktivitesi lizerine selenyum
uygulamasinin etkileri sekil 20°de gosterilmistir. Sekil 20 incelendiginde, kontrol
grubuna kiyasla selenyum grubunda hem Prokaspaz 3 hem de Prokaspaz 9 diizeyinde
anlaml diizeyde azalma saptanmistir (p<0.05). Skopolamin grubuna kiyasla
selenyum grubunda hem prokaspaz 3 hem de prokaspaz 9 diizeyinde anlamli

diizeyde azalma saptanmistir (p<0.05).
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Sekil 20. Degerler 3 ayr1 deneyde ortalama + SS olarak sunuldu ve sonuglar kontrole
kiyasla misli artis seklinde ifade edilmistir. ®p<0.05 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.05
Skop grubuna kiyasla.

4.12. PARP Aktivitesi

Sican hipokampiisiinde PARP faaliyetleri iizerine selenyum uygulamasinin
etkileri sekil 21°de gosterilmistir. Sekil 21 incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla
skopolamin grubunda PARP aktivitesinde anlamli diizeyde artis goriildi (p<0.05).
Skopolamin grubuna kiyasla skopolamin+selenyum ve selenyum gruplarinda anlaml
azalma gozlendi (sirastyla p<0.05 ve p<0.001). Skopolamin+selenyum grubuna

kiyasla selenyum grubunda anlamli diizeyde azalma saptanmistir (p<<0.05).
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Sekil 21. Degerler 3 ayr1 deneyde ortalama + SS olarak sunuldu ve sonuglar kontrole
kiyasla misli artis seklinde ifade edilmistir. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla. °p<0.05
ve °p<0.001 Skop grubuna kiyasla. 9p<0.05 Skop+Se grubuna kiyasla.
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5. TARTISMA

Bu calismada yagh ratlarda skopolamin ile indiiklenen demans modeli
uygulanarak selenyumun kisa ve uzun siireli bellek tlizerine etkisinin yani sira AH
patogenezinde rol alan oksidatif strese yonelik hipokampal ndéronlarda selenyum ve
skopolamin uygulanan gruplarin oksidatif parametreler, apopitozis, TRPV1 ve
TRPM2 aracili kalsiyum iyon diizeyinin belirlenmesi, selenyumun olas1 etki
mekanizmasinin aydinlatilmast amaclandi. Calismamiz hem 8 kollu 1s1nsal labirent
diizenegi ile bellek testlerinin uygulanmast hem de bu hayvanlarin dekapite edilerek
laboratuvar testlerinin degerlendirilmesini iceren uzun ve yorucu bir seriivene
sahiptir. Bu yolla AH’nda selenyumun TRP kanallar1 {izerindeki etkisini

degerlendiren ilk ¢alisma olma vasfini tasimaktadir.

Selenyumdan eksik beslenmenin ya da viicutta cesitli sekillerle 6lgiilen
selenyum diisiikliigiiniin oksidatif stres artisi, bilissel fonksiyonlarda gerileme, AH
gibi norodejeneratif hastaliklarda artis ile iligkili olduguna dair yayimlar mevcuttur.
Corrigan ve ark. hipokampiis dokularinin postmortem ¢aligmalarinda, kontrollerle
karsilagtirildiginda AH olan katilimcilarda selenyum diizeylerinde azalmanin
varligint gostermislerdir [325]. Farkli bir ¢alismada AH’na sahip kisilerin beyin
selenyum konsantrasyonunun kontrollerin % 60'1 kadar oldugu bildirilmistir [326].
Bu goriislerden farkli olarak BOS ve serumda selenyum diizeylerini aragtiran bir
calismada AH ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark bulunmamistir [327].
Yetersiz selenyum diizeyleri ve artmis oksidatif stresin AH gibi ndrodejeneratif
hastaliklarla iligkili oldugu bildirilmistir [156]. Transgenik yolla SelP’den yoksun
birakilmis farelerde, 6grenme bozuklugu ve uzun siireli potansiyasyonda yetersizlik
oldugu bildirmis, SelP’nin kognitif fonksiyonlar i¢in énemli olduguna deginilmistir
[157]. Gao ve ark. toprakta selenyum eksikligi olan Cin'in kirsal alanlarinda
yasayanlarin viicut selenyum seviyelerinin diisiikk oldugunu ve bu durumun azalmis
biligsel yeterlilik ile iliskili oldugunu bildirmiglerdir [8]. Ayni ekip baska bir
calismalarinda AH igin risk faktorleri arasinda yer alan ApoE4 alel tastyicilarin
tirnak Orneklerinde Olgiilen selenyum seviyelerinin onemli Olgiide daha diisiik
oldugunu goéstermistir [328]. Selenyum diizeyi yasla birlikte azalmakta ve bu durum

yaslanan insanlar arasinda noropsikolojik fonksiyonlarda azalmaya katkida
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bulunabilmektedir. Akbaraly ve ark. plazma selenyum diizeyi diisiik bireyleri 4 yil
boyunca izlediklerinde biligsel gerilemede bariz sekilde artmis riske sahip olduklarini
gostermislerdir [176]. Alzheimer hastaligi olan 28 bireyin alindigi bir bagka
calismada, alzheimer hastalarinin plazma, eritrosit ve tirnaklarinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde daha diisiik selenyum diizeyi oldugu gosterilmistir [168].
Ulkemizde yapilan benzer bir ¢calismada da Alzheimer hastalarinda plazma selenyum
diizeyinin saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik oldugu bulunmustur [169]. Loef ve
ark. selenyumun AH gibi norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli oldugunu,
AH’nm ilerlemesi ve selenyum diizeyleri arasinda negatif korelasyon oldugunu
vurgulamuslardir [173]. Giincel ¢alismalar da selenyum eksikligi ile bilissel gerileme
arasinda iliski oldugunu ortaya koymustur [329]. Kog¢ ve ark. Alzheimer hastalarinin
ortalama sa¢ selenyum diizeylerinin kontrol katilimcilar1 i¢in bulunan seviyelerden

daha diisiik oldugunu bulmuslardir [330].

Bir¢ok caligmada selenyum eksikliginin bilissel yetersizlik ve AH ile iligkili
oldugunun gosterilmesi arastiricilart  tedavi amaciyla selenyum kullanmaya
yoneltmistir. Son 30 yilda bu konuda bir¢ok farkli dizaynda preklinik ve klinik

calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda selenyumun c¢esitli formlar1 tercih edilmistir.

Plesebo kontrollii klinik bir calismada 8 mg inorganik sodyum selenit (=
1720ug selenyum) art1 45pug organik selenyum art1 400 mg E vitamini 1 y1l boyunca
uygulanmistir. Sandoz Klinik Geriatrik Degerlendirme Olgegi degerlendirmelerine
gore (SCAGQG) bellek, konfiizyon ve dezoryantasyonda plesebo grubuna kiyasla
diizelme bulunmadigi bildirilmistir [331]. Cift-kor, plasebo kontrollii bir bagka
calismada, 46 Alzheimer hastas1 100 mg Colostrinin, 100 mg selenyum veya plasebo
alacak sekilde ii¢ gruba ayrilmistir. Mini Mental Durum Muayenesi ile Olgiilen
calisma sonugclari, bilissel yeteneklerin plasebo alanlarda bozulurken, Colostrinin
(s1g1r kolostrumundan elde edilen prolin agisindan zengin bir polipeptit) ile tedavi
edilen deneklerde diizeldigini ya da stabilize oldugunu, selenyum ile tedavi
edilenlerin ise baskin olarak stabilize olduklarin1 gostermistir [332]. Corcoran ve ark.
Sodyum selenat ile tedavi edilen transgenik TAU441 fareleri, kontrollerle
karsilagtirdiklarinda Morris Water Maze testinde uzamsal 6grenme ve bellekte
onemli Olglide diizelme oldugunu gostermislerdir [182]. Transgenik farelerin

kullanildigr baska bir ¢alismada NFY patolojili iki bagimsiz Tau transgenik fare
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suslarina (P301L mutant pRS ve K369 mutant K3 fareler) selenyumun (sodyum
selenat) kronik oral tedavisi, iceriksel hafizayr ve motor performansi diizeltmistir
[183]. Farelerde skopolamin (1 mg / kg, intraperitonal) ile indiiklenen bellek
bozulmast modelinde, difenil diselenitin (50 mg/kg, oral) etkinliginin Y-labirent ve
Morris su labirenti testleri kullanarak test edildigi bir ¢alismada difenil diselenitin,
Y-labirenti testinde skopolamin ile indiiklenen bellek bozuklugunu belirgin sekilde
diizelttigi, morris su labirentinde, skopolamin grubuna kiyasla kac¢is latansinda
belirgin azalma, yerel platformdaki gecislerin sayisinda artma ve platform
kadraninda harcanan zamanda artisa yol actig1 boylece difenil diselenitin mekansal
uzun siireli bellek ve kisa siireli bellek bozukluklarmi iyilestirdigi gosterilmis, difenil
diselenitin AH’nda gozlenen belirli bellek kayiplarinin hafifletilmesinde 6nemli bir
terapdtik degere sahip olabilecegi, kognitif bozukluk tedavisi i¢in yararli olabilecegi
bildirilmistir [333]. Pinton ve ark. serebral ventrikiil igine streptozosin uygulayarak
olusturduklar1 sporadik bir fare AH modelinde, streptozosin uygulanan farelerde
ogrenme ve bellek kusuru ve artmig AChE aktivitesi gozlendigini p,p'-metoksil-
difenil diselenit uygulamasinin ise oOgrenme ve bellek bozukluklarint geri
dondiirebildigi ve artan AChE aktivitesine karsi koruma sagladigimi gostermistir
[334]. Selenyum igeren karisim takviyesinin bir¢ok calismada bilissel diizelme ile
iligkili oldugu [335-338] bazi ¢aligmalarda ise biligsel fonksiyon agisindan plesebo
grubuna gore anlamli fark bulunamadigi [339] bildirilmistir. Calismalarda selenyum
takviyesi icin farkli selenyum formlarimi kullanildigi, selenyum alim miktarinin 20
ng ile 8 mg arasinda genis bir yelpazede degiskenlik gosterdigi ve ¢ok sayida ek
paralel destegin alimmin hangi bilesigin yararli olup olmadigini ¢ikarsamayi
engelledigi bu nedenle selenyum takviyesinin AH i¢in yararli olup olmadiginin net
olarak belli olmadigi bildirilmistir [173]. Muhtemel AH'ndan etkilenmis ve
Donezepil alan hastalara oksidatif stresi dengelemek icin selenyum da dahil en
yaygin antioksidanlari ihtiva eden bir formiiliin (Formula F) etkinliginin arastirildigi
52 haftalik bir kohort ¢aligmasinda Donepezil arti formula F uygulanan hastalarin
Mini mental test skorlarinda hafif bir 1yilesme goriilmis ve yazarlar bulunan sonucu
Donepezil art1 formula F kombinasyonunun beyinde oksidatif stres diizeyini azalttig1,
hastaligin ~ prognozunu iyilestirdigi  seklinde  yorumlamuslardir  [335].

Doksaheksaenoik asit, eikosapentaenoik asit, iiridin-mono-fosfat, kolin, fosfolipidler,
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folik asit, vitamin B6, B12, C, E ve selenyumdan olusan multinutrisyonel
miidahalenin, APP / PS1 farelerde, Morris water maze testinde daha verimli bir
arama stratejisi kullanimini artirarak ve eski platform pozisyonuna ulagsma siiresini
azaltarak yiizme verimliligini artirdigi gosterilmistir [340]. Pinton ve ark. serebral
ventrikiil i¢ine streptozosin uygulayarak olusturduklar1 sporadik bir fare AH
modelinde, streptozosin uygulanan farelerde p,p'-metoksil-difenil diselenit diyet
takviyesinin, bellek bozuklugunu ve oksidatif stresi geri c¢evirdigini, AChE
aktivitesini normalize ettigini, streptozosin ile indiiklenen serebral enerji

metabolizmasindaki degisiklikleri ise geri ¢evirmedigi gostermislerdir [341].

Calismamizda ilk degisken olarak 8 kollu 1sinsal labirent diizenegi ile l¢iilen
kisa siireli bellek hatalarini gosteren WME ve uzun siireli bellek hatalarini gosteren
RME gruplarda karsilastirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan 8 kollu 1sinsal labirent
diizenegi AH icin tedavi gelistirme amaci1 gliden giincel c¢alismalarda bellek testi
olarak siklikla tercih edilmektedir [342, 343]. 2 haftalik labirent egitimi sonrasi
yapilan ilk teste kiyasla skopolamin grubunda hem WME hem de RME’de anlaml
artis saptanmistir. Bu durum skopolamin uygulamasinin ratlarda hem kisa siireli hem
de uzun siireli bellekte bozulmaya neden oldugunu gdstermektedir. Skopolamin
AH’na yonelik giincel ¢alismalar i¢in bellek bozuklugu olusturmak amaciyla siklikla

kullanildigindan bu veriler literatiir ile uyumludur [342-344].

Selenyum grubu sicanlarda ilk teste kiyasla hem c¢alisma bellegi hem de
referans bellegi hatalarinda anlamli diizeyde azalma goriilmiistir. Bu durum
selenyum uygulamasmin ratlarda hem kisa siireli hem de uzun siireli bellekte
diizelmeye neden oldugunu gostermektedir. Selenyumun antioksidan olmasi
nedeniyle oksidatif stresi azaltarak, AH ile iligskili norodejenerasyonu bu yolla
azaltarak bellek tizerine olumlu etkiler yaptigi diisliniilebilir. Selenyum
uygulamasinin bir¢ok ¢alismada biligsel fonksiyonlar1 diizelttigi gosterildiginden bu

veriler literatiir ile uyumludur.

Skopolamin+selenyum grubunda ratlara ilk test sonrast 21 giin boyunca
skopolamin uygulanmis ve bu siirenin sonunda 2. Test uygulanmistir. Bu testte ilk
teste gore hem WME hem de RME’de anlamli diizeyde artis gbzlenirken, 2. testten

sonra 2 hafta siireyle uygulanan selenyum sonrasi yapilan 3. testte 2. teste kiyasla
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hem WME hem de RME’de anlaml diizeyde azalma goriilmiistiir. Bu veriler de
yukaridaki sonuglar ile benzer sekilde skopolaminin bellek testlerinde olusturdugu
olumsuz etkilerin selenyum uygulamasi ile geriye c¢evrildigi seklinde yorumlanabilir.
Yash ratlarda skopolamin ile daha da kotiilesen bellek performansinin selenyum

sonras1 azalmasi 1lgi ¢ekici goziikkmektedir.

Selenyumun AH ile olan iligkileri, oksidatif stresi hangi yolla azalttigi,
oksidatif stresi azaltma diginda bagka etkilerinin de olup olmadigina dair birgok
calisma yapilmistir. Selenyum verilmesinin AH patogenezinde ¢ok onemli bir yeri
olan amiloid iretimini azaltarak, B-amiloid toksisitesi ve oksidatif strese karsi
koruma sagladigmna dair bir¢ok calisma yapilmistir [184, 185, 191, 345]. Bazi
calismalarda ise selenyum verilmesinin tau protein fosforilasyonunu azalttigi, NFY
olusumunu azalttig1 ve nérodejenerasyonu hafiflettigi bildirilmistir [182, 183, 346].
Farkli ¢alismalarda selenyum eksikliginin selenyum tasiyici protein olan SelP
diizeylerinde diismeye yol agtigi, bu durumun bilissel gerileme ve AH ile iligkili
olabilecegi, selenyum ihtiva eden bilesiklerin ve selenyum tasinmasinda gorev alan
SelP’nin gesitli sekillerde oksidatif stresi azaltici etki yaptigi gosterilmistir [163, 175,
347].

Oksidatif stresin diizeyini ve etkisini tespit etmenin g¢esitli yollar
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 oksidatif stresin membran lipitlerinde olusturacagi
lipit peroksidasyonunun oSlgiilmesi, indirgenmis GSH gibi hiicreyi oksidatif strese
kars1 koruyan bazi iriinlerin diizeyinin 6l¢iilmesi veya GSH-Px gibi antioksidan

enzim aktivitesinin tespit edilmesi sayilabilir.

Membranda bulunan poliansatiire yag asitlerinin, ROS tarafindan yikilmasi
sonucu olusan ve membran lipid yapisini1 degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda
bozulmaya yol agan reaksiyon lipit peroksidasyonu olarak adlandirilmaktadir [348].
Lipid peroksidasyon fenomeninin AH'nin patogenezinde onemli etkileri oldugu
bircok calismada gosterilmistir. Lipitler ROS ve onunla iligkili lipid peroksitleri,
antioksidan enzimler, senil plaklar ve NFY'lar tarafindan modifiye edilmektedir. AP
membranlarda lipid peroksidasyonunu neden olur ve lipid peroksidasyon tiriinlerinin
artisina yol acar [142]. Lipid peroksidasyonunun AH'nda membran fosfolipidlerinin

tiiketilmesinin 6nemli bir nedeni oldugunu bildirilmistir [349]. AH olan kisilerin hem
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beyin dokusunda hem de kan dolagiminda ROS aracili LPO’nu isaret eden MDA
diizeylerinin artmis oldugu bildirilmistir [350]. Hritcu ve ark sadece skopolamin ile
tedavi edilen si¢anlarin hipokampuslarinda MDA diizeyi artarken, indirgenmis GSH
diizeyi, SOD, GSH-Px ve KAT aktivitesinin azaldigimni bildirmislerdir [342]. AH nin
hiicresel ve hayvan modellerinde selenyum ve selenoproteinlerin amiloidojenez ve
lipid peroksidasyonunda azalma ile iliskili oldugu farkli ¢calismalarda gosterilmistir
[175, 180, 351]. Gutteridge ve ark. selenyumun hem lipid prekiirsorleri hem de lipid
peroksidasyonundan kaynaklanan membran bilesenlerini korumak icin antioksidan
olarak gorev aldigini bildirmislerdir [107]. Hill ve ark. tarafindan selenyum eksikligi
olan siganlara selenyum takviyesi verilen bir c¢alismada SelP lipid
peroksidasyonunun ortadan kalkmasini saglamistir [352]. Selenyum bagli bir enzim
olan GSH-Px4, ROS ve lipid peroksitlerin hiicre i¢i seviyelerinin kontrol edilmesinde
onemli bir rol oynar. Chen ve ark. artmis lipid peroksidasyonunun, transgenik
yontemle heterozigot GSH-Px4’ten yoksun birakilmis farelerde, P sekretaz-1
ifadesinin upregiilasyonu ile artmis amiloidojeneze yol actigini gostermislerdir [353].
Selenyumun GSH-Px4 araciligiyla amiloid B ve lipid peroksidasyon ile iligkili
toksisiteye karsi B sekretaz-1 ifadesinin azalmasinda ve ndroproteksiyonda gorev
aldig1 bildirilmistir [184]. Akut ylizme egzersizi ile siganlarin beyin dokusunda lipid
peroksidasyonunun artirildig1 bir caligmada, sadece akut ylizme egzersizi uygulanan
gruba kiyasla yiizme egzersizi ile birlikte selenyum takviyesi (6 mg/kg/giin sodyum
selenit) verilen grupta antioksidan aktivite artmis, serbest radikal olusumu ve lipid
peroksidasyonu azalmistir [354]. Zhang ve ark. sican beyninde T2 toksin ve diisiik
selenyum diizeyinin lipit peroksidasyonu iizerine etkisini inceledikleri bir ¢caligmada,
diisiik selenyumun sican beyninde lipid peroksidasyonunu artirdigini, GSH-PX
aktivitesini azalttigimi ve MDA seviyesini artirdigini, selenyum diisiikligi
durumlarinda T2 toksinin lipid peroksidasyon iizerine etkisinin T2 toksinin tek
basina etkisinden daha belirgin oldugunu gostermislerdir [355]. Giincel bir ¢alismada
ratlarda etanol ile indiiklenen oksidatif hasarda selenyumun organik bir formu olan
metilselenosisteinin GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini geri
cevirebildigi, GSH diizeyini artirdigimi ve MDA diizeyleri ve karbonil protein
seviyelerini azaltabildigi gosterilmis ayrica selenyumun E vitamini ile birlikte

verilmesinin tek basina verilmesinden daha etkili oldugu da gosterilmistir [356].
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Calismamizda kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda lipit
peroksidasyon degerlerinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu goézlenirken, skopolamin
grubuna kiyasla selenyum ve skopolamin+selenyum gruplarinda lipit peroksidasyon
degerlerinin anlamli diizeyde diisiik oldugu gézlenmistir. Sonuglarimiz skopolamin
uygulamasinin lipid peroksidasyon diizeyini artirdigini gostermis, skopolamin ile
olusan LPO artis1 selenyum uygulamasi ile anlamh diizeyde azalmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda selenyum verilen grupta lipid peroksidasyonu agisindan
anlamli farklilik saptanmamistir. Sonuglarimiz literatiir ile uyumlu olarak selenyum

verilmesinin LPO artisin1 hafiflettigini gdstermektedir.

AH patogenezinde yer alan oksidatif stresi degerlendirme c¢alismalarinda
siklikla kullanilan diger bir parametre indirgenmis GSH diizeyidir. Viicut, GSH ve
ona bagimli antioksidan enzimleri (GSH-PX ve GSH-R) diizenleyerek, serbest
radikalleri nétralize etmek igin endojen mekanizmalar1 kullanmaktadir [357]. GSH-
Px'ler, hiicre ve dokulari tahrip edebilme potansiyeli olan peroksitleri ve diger
ROS’lar1 azaltmak icin antioksidan GSH’1 kullanirlar [358]. AH’nda GSH
diizeylerini inceleyen ¢aligmalarin bazilar1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulmazken [359-361] bazi ¢alismalarda ise kontrol grubuna kiyasla
anlaml diizeyde farklilik saptanmustir [123, 362, 363]. Streptozosin ile indiiklenen
AH modelinin kullanildig1 bir ¢alismada ratlarda selenyum takviyesinin GSH
diizeylerini anlamli 6lgiide artirdigi bulunmustur [181]. Farelerde streptozosin ile
olusturulan baska bir sporadik AH modelinde, p,p'-metoksil-difenil diselenit biitiin
beyinde streptozosinden kaynaklanan SOD ve glutatyon S-transferaz aktivitesindeki
artisa, ROS artigina ve GSH seviyelerinin azalmasina kars1 koruma sagladig: ortaya
koyulmustur [364]. Triple transgenik fare modeli ile AH olusturulan farelerde,
selenometyoninin  etkinliginin  arastinldigt ~ bir  ¢alismada  kontrol ile
karsilastirildiginda, selenometyonin verilen grupta GSH seviyesi artmigtir [346].
Alimiinyum klorid ile indiiklenen oksidatif stres modeli olusturulan bir ¢aligmada
selenyum GSH, KAT ve GSH-R aktivitesini artirmig, MDA aktivitesini azaltmigtir
[365].

Bizim calismamizda kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda GSH
diizeyi anlaml 6l¢iide diisiik bulunmustur. skopolamin grubuna kiyasla selenyum ve

skopolamin+selenyum gruplarinda GSH diizeylerinin anlamli olarak daha yiiksek
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oldugu bulunmustur. Bu veriler skopolaminin GSH diizeyini azalttigim
gostermektedir. Bununla birlikte skopolamin ile olusan azalma selenyum verilmesi
ile anlaml diizeyde gerilemektedir. Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda

selenyum verilen grupta GSH diizeyi agisindan anlamli farklilik saptanmamustir.

AH patogenezinde yer alan oksidatif stresi degerlendirme calismalarinda
siklikla kullanilan ve lipid peroksidasyonu ve GSH diizeyi ile yakindan iliskili olan
bir diger parametre GSH-Px aktivitesidir. GSH-Px antioksidan defans
mekanizmalarina dahil olan selenyum-bagli bir enzim olup, H202’nin hiicre ici
seviyelerini kontrol etmektedir [137]. Literatiir incelendiginde, baz1 ¢alismalarda AH
ile kontrol gruplar1 arasinda GSH-Px aktivitesi acisindan anlamli bir fark
bulunmazken [361, 366], baz1 ¢aligmalar AH’nda GSH-Px aktivitesinin azaldigini
gosterirken [155, 367] baz1 c¢alismalarda ise GSH-Px aktivitesinin arttigi
gosterilmistir [362, 368]. Selenyumdan eksik beslenmenin, GSH-Px ve selenoenzim
aktivitesini azaltarak deneysel kosullarda beynin antioksidan korumasini azalttig
bildirilmistir [369]. Xiong ve ark. farelerde travmatik beyin hasar1 sonrasi olusan
mitokondri solunum fonksiyon bozuklugunun, Ca*? girisini ve oksidatif stresi
indiikledigini ancak mitokondriyal disfonksiyonun artmis selenyum bagimli GSH-PXx
aktivitesi ile geri ¢evrildigini bildirmislerdir [370]. Viicutta 5 adet GSH-PX enzimi
bulunmakta olup, GSH-Px1 ve GSH-Px4 beyinde cesitli oksidanlari ortadan
kaldirmak i¢in ortaklasa ¢alismaktadir [152]. GSH-Px4’{in hiicre i¢i lipid diizeylerini
azaltarak oksidatif stresi hafiflettigi bildirilmistir [351]. Lu ve ark. ise GSH-Px4’iin
dogrudan fosfolipidleri ve kolesterol hidroperoksitleri azalttigini bildirmislerdir
[358]. Crack ve ark. GSH-Px1'den yoksun birakilmis (Gpx17/7) farelerin primer
kiiltiir néronlarin1 kullanarak yaptiklart bir ¢aligma sonucunda GSH-Px1'in, AH nin
sebebi ve senil plaklarin ana bileseni olan amiloid B toksisitesine kars1 ve H202 ile
indiiklenen oksidatif strese karsi koruma sagladigini gostermislerdir [371]. GSH-Px
tirlerinden biri olan GSH-Px4, ROS ve lipid peroksitlerin hiicre i¢i seviyelerinin
kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynar. Selenyum GSH-Px4 {iretimi igin gereklidir.
Chen ve ark. heterozigot GSH-Px4’ten yoksun birakilmis farelerde, artmis lipid
peroksidasyonunun, B sekretaz-1 ifadesinin upregiilasyonu ile artmis amiloidojeneze
yol actigimi gostermislerdir [353]. Noroblastoma hiicre hatlarinda hipoksi ile

apopitozis olusturulan hiicrelere selenyum takviyesinin, hipoksi kaynakli DNA
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parcalanmasini inhibe ettigi ve antioksidan diizeylerini (GSH, GSH-R, GSH-Px ve
SOD) kontrol diizeylerine geri c¢evirdigi gosterilmis, calisma sonuglar1 yazarlar
tarafindan selenyum desteginin Bcl-2 protein upregiilasyonunu tetikleyerek ve
oksidatif stresi azaltarak hipoksinin indiikledigi apopitozisten hiicreleri korudugu
seklinde yorumlanmustir [372]. Garcia ve ark. kronik aliiminyum maruziyeti ile
olusturulan bir fare AH modelinde ABPP disi transgenik fare (Tg2576) ve vahsi tip
fareleri kullanarak yaptiklar1 bir calismada, GSH-Px aktivitesinin hipokampuste
aliminyum gibi ndrotoksik ajanlar tarafindan uyarilan oksidatif strese karsi koruma
yetenegine sahip oldugunu bildirmislerdir [160]. Siganlarin tedavi 6ncesi 7 giin
selenyum tuzu olan sodyum selenit (0.1 mg / kg) ile 6n isleme tabi tutuldugu ve
takiben streptozotosin ile indiikklenen demans modeli uygulandigi bir c¢aligmada
streptozosin grubunda protein karbonil ve tiobarbitiirik asit reaktif tiirlerinde 6nemli
bir artis, hipokampuste kolin asetiltransferaz, hipokampus ve serebral kortekste ATP,
GSH, GSH-Px ve GSH-R'da 6nemli bir azalma bulunurken, selenyum takviyesi
verilen grupta GSH-Px ve GSH-R diizeylerinin anlamli 6lgiide arttigini bulunmustur
[181]. Gwon ve ark. selenyum ile zenginlestirilmis diyet ile tedavi edilmis fareleri,
normal diyet alan fareler ile karsilastirdiklart bir ¢alismada GSH-Px aktivitesinde
Oonemli bir artis oldugunu gostermislerdir [184]. Ko¢ ve ark. azalmis selenyum
konsantrasyonlarmin azalmis GSH-Px aktivitesine sebep olabilecegini ve AH
patogenezinde, ndrodejenerasyonla suclanan oksidatif stresin  olasi roliinii

destekledigini bildirmislerdir [330].

Calismamizda kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda GSH-PXx
aktivitesi anlaml dl¢iide diigiik bulunmustur. Skopolamin grubuna kiyasla selenyum
ve skopolamin+selenyum gruplarinda GSH-Px aktivitesi anlamli diizeyde yliksek
bulunmustur. Bu veriler agik bir sekilde skopolamin GSH-Px aktivitesini azalttigini
gostermektedir. Skopolamin tiim beyinde artan oksidatif stres ile iligkili oldugundan
antioksidan bir enzin olan GSH-Px aktivitesini azaltmasi literatiir ile uyumludur.
Bununla birlikte skopolamin ile olusan azalma selenyum verilmesi ile anlamli
diizeyde gerilemektedir. Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda selenyum
verilen grupta GSH-Px acisindan anlamli farklilik saptanmamigtir. Selenyum
grubunda lipit peroksidasyonu, GSH diizeyi ve GSH-Px aktivitesi acisindan kontrol

grubu ile istatistiki olarak farklilik bulunmamigtir. Bu durum ratlarin yagh olmasi,
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irreversibl asamaya gelmis olabilecekleri ya da calismada kullanilan selenyum

dozunun yetersiz gelmesi yiiziinden olugsmus olabilir.

TRPV1 ve TRPM2 kanallarmnin hiicre i¢ine asir1 miktarda Ca*? girisinden
sorumlu oldugu, hiicre igine yiiksek miktarda giren Ca*? iyonunun mitokondriyi
uyararak sitozolik Ca*? diizeyini daha da artirdigi, Ca*? iyonunun apoptozisi
indiikleyip kaspaz-3 ve kaspaz-9 diizeylerini artirdigi ve sonugta noronal Oliime
neden oldugu, bu nedenle TRPV1 ve TRPM2 kanallar1 iizerine antagonist etki eden
ve kanalin Ca*? gecirgenligini azaltan ajanlarin bu ndérodejenerasyon ile sonuclanan
stireci durdurabilecegi ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmistir. Calismamizda selenyum
verilmesinin TRPV1 ve TRPM2 kanallarinda antagonistik etki yaparak bu
ndrodejenerasyonla sonuglanan siireci 6nleyebilecegi ve boylece AH’ nin tedavisi ya

da 6nlenmesinde kullanilabilecegi sav1 lizerine kurulmustur.

Son yillarda TRPV1 kanallarinin tutulumunun sinaptik plastisite, 6§renme ve
bellek siireci ve hipokampal ¢ikti modiilasyonu ile iligkili olduguna dair yaymlar
mevcuttur [373-375]. KAP tarafindan TRPV1 aktivasyonunun oksidatif stresi
artirdig1 gosterilmistir [376]. TRPV1 kanallarinin AH i¢in 6nemine dair oldukca az
sayida c¢alisma mevcuttur. Kim ve ark. TRPV1 agonist KAP’a mezensefalik
dopaminerjik noronlarin maruz kalmasinin hiicre 6liimiinii tetikledigini, bu etkinin
TRPV1 antagonistleri KPZ ve iyodo-resiniferatoksin (RTX) tarafindan inhibe
edildigini, TRPV1'in indiikledigi nérotoksisitenin, Ca*? diizeyinde artis ve
mitokondriyal hasar ile birliktelik gosterdigini bildirmislerdir. KAP verilen
hiicrelerde  mitokondriyal  sitokrom ¢  salmiminda  artis, kaspaz 3
immiinreaktivitesinde artis ve TRPV1 aracili hiicre Oliimiinde artis gosterilerek,
TRPV1 kanallarinin aktivasyonunun Ca*? sinyalizasyonu ve mitokondriyal bozulma
yoluyla dopaminerjik noronal hasara katkida bulundugu bildirilmistir [377]. Rat
mikroglialarinda ve insan mikroglia hiicre hatlarinda TRPV1 ekspresyonunun
incelendigi bir calismada, TRPV1 agonistlerinin (KAP ve RTX) Ca*? sinyalizasyonu
ve mitokondrial disfonksiyon araciligiyla mikroglial hiicre 6liimiine neden oldugu,
bu etkinin TRPV1 antagonistleri (KPZ ve iodo-resiniferatoxin (I-RTX) ile
hafifletilebildigi gosterilmistir [378]. Yamamoto ve ark. TRPV1 kanallarinin AH ile
iliskili noroinflamatuar siireglere katkida bulunabilecegini bildirmislerdir [236].

TRPV1 kanallarinin demir iyonu ile indiiklenen ndronal oliimde tutuldugu, bu
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kanalin a-tokoferol ile negatif modiilasyonunun oksidatif strese karst kismen uzun
sireli noronal koruma sagladigi, TRPV1 antagonisti KPZ’in demir iyonu ile hiicre
igine giren ve noronal oliime yol agan Ca*? iyon konsantrasyonunu azalttigi
gosterilmistir [379]. Yapilan bir bagka deneysel ¢alismada GSH tiikenmesi ve
homosistein yiiksekliginin TRPM2 ve TRPVI1 kanallar1 araciligiyla hiicre ici
kalsiyum diizeyini artirarak hipokampal ndronlar iizerinde mitokondriyal
depolarizasyon, hiicre i¢i ROS iiretimi, apopitozis ve kaspaz 3 ve 9 aktivitesinde
artma gibi zararl etkilere yol acabilecegi, GSH tedavisinin kismen bu etkileri tersine
cevirebilecegi gosterilmistir [258]. Selenyumun TRPV1 kanallar1 iizerinden Ca*2
girisini azaltarak antioksidan rol oynadigi, selenyum ile TRPV1 kanallarmin
farmakolojik blokajinin, KAP ve KAP bagimli oksidatif strese maruz kalan
notrofiller tarafindan tetiklenen hiicre hasarini ve ROS formasyonunu azaltarak
Onleyebilecegi bildirilmistir [9]. Naziroglu ve ark. travmatik beyin hasari olusturulan
ratlara uygulanan N-asetil sistein ve selenyum tedavisinin hipokampiiste oksidatif
stres, kaspaz 3, kaspaz 9, ROS diizeyleri, apopitozis ve TRPV1 kanal aktivasyonu

+25

yoluyla Ca™’un hiicreye girisi lizerine koruyucu etkileri oldugunu, N-asetil sistein ve

selenyumun antioksidan rol oynayarak bu etkileri hafiflettigini bildirmislerdir [10].

Calismamizda TRPV1 ile iliskili hiicre i¢i kalsiyum iyon konsantrasyonu,
kontrol grubuna kiyasla Kontrol+KPZ grubunda anlamli diizeyde azalmas,
skopolamin grubunda ve skopolamin+KPZ grubunda ise anlamli diizeyde artmustir.
Skopolamin verilen gruplarda artan Ca*? iyon konsantrasyonu, skopolaminin TRPV1
kanalinin agikligini artirarak bu gegisi artirdigi seklinde yorumlanabilir. Skopolamin
grubuna kiyasla selenyum ve KPZ wverilen gruplarda kalsiyum iyon
konsantrasyonunda anlamli diizeyde azalmistir. Selenyum ve KPZ gruplarinda
skopolamin grubuna kiyasla hem Ca* iyon konsantrasyonu daha diisiik bulunmus
hem de skopolaminin meydana getirmis olabilecegi kanal agikligini geri gevirerek
Ca*? diizeyinde azalma saglanmistir. Bu bulgu selenyum [9, 10] ve KPZ’nin [378,
379] Ca*?iyon diizeyini azalttigin gosteren literatiir verileri ile tutarhidir. Selenyum
grubuna kiyasla selenyum+KPZ grubunda anlamh diizeyde azalma saptandi.
Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamint+selenyum+KPZ grubunda

anlamli diizeyde azalma oldugu tespit edildi. Bu sonu¢ KPZ verilmesinin
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selenyumun kanal {izerindeki antagonistik etkiyi potansiyelize ettigi seklinde

yorumlanabilir.

Ayrica caligmamizda sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve
skopolamin uygulamasinin TRPV1 kanal aktivitesi araciligiyla Apopitozis ve MTT
seviyeleri lzerine etkiler1 arastirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla skopolamin
grubunda Apopitozis anlamli diizeyde artarken hiicre canliigimi gosteren MTT
anlamli diizeyde azalmistir. Bu bulgu skopolaminin MTT diizeyini azalttigim
gosteren [380] ve noronal apopitozisi artirdigini gosteren [381] literatiir calismalari
ile uyumludur ve deneysel AH modeli olusturma amaci ile kullanimini destekler bir
sonugtur. Skopolamin grubuna kiyasla KPZ ve selenyum verilen gruplarda
Apopitozis diizeylerinde anlamli azalma ve MTT diizeylerinde anlamli artis
goriilmiistiir. Bu sonu¢ KPZ uygulanmasinin TRPV1 kanali aracilif ile tetiklenen
apopitozisi azalttig1 ve MTT diizeyini artirdig1 seklinde yorumlanabilir ve literatiir ile
uyumludur. Skopolamin grubuna kiyasla selenyum uygulanan gruplarda apopitozis
degerleri daha diisiik saptandigi gibi daha once skopolamin verilmesi ile meydana
gelen apoptozis artist ve MTT azalmasi selenyum uygulamasi sonucu gerilemistir.
Bu bulgu selenyumun apopitozisi gerilettigini gosteren literatiir bulgular1 [10] ile
tutarlidir.  Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamintselenyum+KPZ
grubunda, apopitozis anlamli diizeyde azalirken, MTT anlamli diizeyde artmistir. Bu
sonu¢ KPZ verilmesinin selenyumun hiicre canliligi iizerine olumlu etkilerini

potansiyelize ettigi seklinde yorumlanabilir.

Sicanlarin hipokampal ndéronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPV1 kanal aktivitesi araciligiyla kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesi lizerine etkileri
arastirildiginda, kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda hem kaspaz-3 hem de
kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde artis goriildii. Skopolamin verilen ratlarda
kaspazlarin artmis olmasi apopitozisi artirdigini iddia eden literatiir verileri ile
tutarlidir. Skopolamin grubuna kiyasla KPZ ve selenyum verilen gruplarda hem
kaspaz-3 hem de kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma goriiliirken
skopolamin kaynakli artis da hafifletilmistir. Bu sonu¢ hem KPZ hem de selenyumun
apopitoziste  gorevli  kaspazlari  azaltarak  antiapoptotik etki  yaptigim
diistindiirmektedir ve literatiir verileri ile tutarlidir [10]. Skopolamin+selenyum

grubuna kiyasla skopolamint+selenyum+KPZ grubunda hem kaspaz-3 hem de



86

kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptandi. Bu sonug¢ KPZ verilmesinin
selenyumun kaspazlar1 azaltma fonksiyonunu potansiyelize ettigi seklinde

yorumlanabilir.

TRPV1 kanali aktivasyonuna bagli hiicre igerisinde asir1 kalsiyum iyon artist
mitokondri zar depolarizasyonuna neden olmakta ve iki yolagi uyarmaktadir. Bu iki
yolak ile asir1 ROS iiretimi ve apoptotik yol tetiklenmektedir. Calismamizda
apopitotik degerlere ilave olarak siganlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve
skopolamin uygulamasinin TRPV1 kanal aktivitesi aracilifiyla mitokondriyal
membran depolarizasyonu (JC-1) ve hiicre i¢i ROS iiretim seviyeleri lizerine etkileri
arastirildi, kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda hem JC-1 hem de ROS
diizeylerinde anlamli diizeyde artis saptandi. Skopolamin tiim beyinde ratna oksidatif
stres ile iligkili oldugundan ROS ve JC-1 artis1 bu islevi ile uyumludur. Skopolamin
grubuna kiyasla selenyum ve KPZ gruplarinda anlamli diizeyde azalma oldugu
goriildii. Bu sonu¢ hem KPZ hem de selenyumun ROS ve JC-1 diizeyini azaltarak
antioksidan rol aldiklar1 seklinde yorumlanabilir ve literatiir bulgular1 ile uyumludur
[9, 10]. Skopolamintselenyum grubuna kiyasla skopolamintselenyum+KPZ
grubunda anlamli diizeyde azalma oldugu saptandi. Bu sonu¢ KPZ verilmesinin

selenyumun antioksidan fonksiyonunu potansiyelize ettigi seklinde yorumlanabilir.

Literatlirde yer alan bazi ¢aligmalar bizim sonuglarimizdan farkli sekilde
TRPV1 kanallarinin bellek {izerine yararli etkiler gosterdigini savunmaktadir. Bir
calismada KAP tarafindan hipokampal TRPV1 reseptorlerinin aktivasyonunun
juvenil ratlarda stresin, uzun siireli potansiyalizasyon, uzun siireli depresyon ve
uzamsal bellek lizerine negatif etkilerini onleyebildigi tanimlanmstir [382]. Genro
ve ark. secici TRPV1 antagonisti KPZ’in intrahipokampal inflizyonunun baglamsal
korku belleginin konsolidasyonunu bozdugunu bildirmistir [383]. Ayrica baska bir
calisma, TRPV1 ifadesi azaltilmig farelerde hipokampal uzun siireli
potansiyalizasyon ve korku hafizasmin her ikisinin de bozuldugunu gostermistir
[250]. TRPV1 antagonisti SB366791 araciligiyla TRPV1 sinyalizasyonunun
zayiflamasi, dopamin 3 reseptdriinden yoksun birakilmis [D3R)] farelerin bellekle
ilgili pasif sakinma testi gibi retansiyon testlerindeki yiiksek performanslarini geri
cevirmistir [384]. Bir baska ¢alismada TRPV1 agonisti KAP’in, ratlarda soguk su

stresi ile olusturulan uzaysal bellek bozuklugunu ve perforant yol-dentat girusun
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uzun siireli potansiyalizasyonundaki baskilanmay1 belirgin sekilde azalttigini,
dendritik regresyonu ortadan kaldirdigini, azalmis sinapsin I ve PSD93 gibi bazi
bellekle iligkili proteinleri artirdigini, protein fosfataz 2A'nin inhibisyonunu ortadan
kaldirarak tau hiperfosforizasyonunu engelledigini ¢alismalarinda bulmus ve TRPV1
aktivasyonunun, soguk su stresi kaynakli AH-benzeri néropatolojik degisiklikleri ve
kognitif bozuklugu azaltabilecegi seklinde yorumlamiglardir [385]. Gupta ve ark.
kronik serebral hipoperfiizyon ile vaskiiler demans modeli uyguladiklar1 bir fare
modelinde TRPV1 selektif agonisti atomoksetin verilmesinin serebral hipoperfiizyon
ile indiiklenen bozulmus lokomotor aktiviteyi, motor koordinasyonu, 6grenme ve
bellegi, beyin hasarini, beyinde artmis oksidatif stresi ve yiiksek AChE aktivitesini
hafiflettigini bildirmislerdir [386].

Bizim ¢alismamizin sonuglart bu ¢alismalardan farkli sekilde TRPVI
inaktivasyonunun bellek ve noronal hayatta kalim i¢in olumlu etkiler sagladigim

gostermistir.

TRPM2, farkli beyin bolgelerinde ifade edilen, hiicre i¢i ADP, 1s1, H202 ve
ROS tarafindan aktive edilen kalsiyum gecirgen bir kanaldir [220]. TRPM2,
arasidonik asit ve hiicre i¢i Ca*? ile pozitif olarak modiile edilmaktedir ve
aktivasyonu, heterolog ve dogal hiicre hatlarinda hiicre Gliimiine yol a¢gmaktadir
[223]. Ca'®nin TRPM2 aktivasyonu icin &nemli oldugu birgok yayinda
bildirilmektedir [387, 388]. Ancak TRPM2 kanallar1 vasitasiyla Ca*? girisinin hangi
mekanizma ile noronal 6liime yol agtig1 kesin olarak bilinmemektedir. Noronlarda
iretilen ADPR’nin ayrintili mekanizmasi bilinmemekle birlikte, Yu ve ark. ADPR
ile TRPM2 kanallarinin aktivasyonunun, geri doniisli olmayan bir depolarizasyona
ve ndronal 6liime yol acan diizensiz Ca*? girisine yol a¢tigii bildirmislerdir [389].
PARP inhibitorleri ise, TRPM2 kanallar tizerinde ADPR'nin dogrudan aktivitesini
etkilemeksizin H20: ile indiiklenen TRPM2 kanallarinin agilmasini onlemektedir
[390]. Milton ve ark. Mitokondride H202 molekiillerinin agir1 tiretiminin, AH gibi
birgok norodejeneratif hastaligin patogenezine katkida bulundugunu ve AH tedavisi
icin potansiyel bir hedef haline geldigini bildirmislerdir [391]. Rat kortikal
noronlarinda redoks-duyarli Ca*? gegirgen kanal olarak ifade edilen TRPM2

rol oynadigi bildirilmistir [392]. Fonfria ve ark. AR ve H202’nin endojen TRPM2
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ifade eden sican striatal hiicre kiiltiirlerinde o©limi indiikledigini, TRPM2
inhibisyonunun, AR ve H202 kaynakli Ca*? ve toksisite artiglarini azaltilabilecegini,
TRPM2 aktivitesinin ROS'un {iretildigi patofizyolojik kosullarda ndronal hiicre
Olimiine katkida bulunabilecegini, TRPM2 aktivitesinin azalmasinin koruyucu
olabilecegini bildirmislerdir [393]. ROS’un, TRPM2 gibi bazi Ca*? kanallarim
etkinlestirerek hiicresel Ca*? homeostazisinde aksamalara neden oldugu, AH’nda
varolan bir Ca*? kanalmin AP ile dolayli modiilasyonu ya da dogrudan AP ile
uyarilmast sonucu hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artisinin en yaygin degisiklik oldugu
bildirilmistir [394]. TRPM2 néronlarda ifade edilmekte olup hiicre-igi Ca*? dengesi
gibi noronal canliligin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. TRPM2, hiicre
gbvdelerinin yani sira akson uzamasinda da ifade edildiginden, hiicresel redoks
durumlarma bagli Ca*? ve Na* girisini diizenleyerek sinaptik iletim ya da akson
uzama sinyallerinde fizyolojik rollere sahip olabilir. H202 proteinler, lipidler ve
DNA iizerinde diger dogrudan eylemlerine ek olarak, patolojik kosullar altinda, asir1
iiretildiginde, TRPM2 aracili Ca*? asir1 girisine sebep olabilir. TRPM2 aracili Ca*?
asir1 yiiklenmesi, H202 kaynakli néron 6liimiiniin 6nemli bir belirleyicisidir. Bdylece
TRPM2 kanallar1 iizerinden Ca*? girisinin dnlenmesi, in vivo olarak, oksidatif
stresten noronlarin korunmasinda etkili olabilir [392]. Kaneko ve ark. TRPM2'nin
tutulumunun hiicre Sliimiiyle iliskili oldugunu, AP ile aktive edilen mikroglialardan
salman TNFo’nin, AH'nda TRPM2 aktivasyonu yoluyla néronal hiicre o6liimiinii
tetikledigini, sigan kortikal néronlarinda eksprese edilen TRPM2’nin, ndéronal hiicre
olimiine neden olan H202'nin indiikledigi Ca*? girisine neden oldugunu
gostermislerdir [392]. Astrositler beyindeki mikroglia ve noéronlara GSH'!n ana
saglayicisidir [395]. Hiicre i¢i GSH sentezinin inhibisyonunun, insan mikroglia ve
astrositlerinde TRPM2 kanallar1 aracilig1 ile hiicre igine Ca*? girisi ile iliskili bir
noroenflamatuar yanmiti indiikledigi, yaslanma ve norolojik hastaliklarda
norodejenerasyon sirasinda GSH''n azalmasimin hem mikroglia ve astrositlerin
kendilerini aktive etmelerine hem de noronlarin hiicre Oliimlerine karsi
hassaslagsmasina neden oldugunu, glial hiicrelerde GSH seviyelerinin arttirilmasinin,
baskin bir ndroinflamatuar bilesene sahip olan AH gibi norodejeneratif hastaliklarda,
noronal koruma saglayabilecegi bildirilmistir [396]. Lee ve ark. aymi g¢alismada

SiRNA ile TRPM2 ifadesinin inhibisyonu ile ya da belirli bir kanal blokorii olarak
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klotrimazoliin kullanimi ile kanallarin bloke edilmesinin, Ca*? girisini inhibe ettigini
ve inflamatuar yaniti azalttigini gostermislerdir [396]. TRPM2 kanallarinin
acilmasiyla hiicre i¢inde artan kalsiyum ile iligkili hiicresel disfonksiyon ve bir dizi
olay yoluyla olusan amiloid B’nin, beyin endotel hiicrelerini direk bozabilecegi,
vaskiiler endoteldeki bu bozulmanin yeterli kan akisini engelleyerek ve nodronal
canlilik ilizerinde olumsuz sonuglar dogurarak AH patogenezinde rol oynayabilecegi
bildirilmistir [238]. Braun ve ark. serebral arterlerde Amiloid  kaynakli oksidatif
stresin ve TRPM2 kanal aktivitesinin baskilanmasinin AH patogenezi ile miicadele

edebilecegini bildirmislerdir [239].

TRPM2 kanallar1 {izerinde yapilan bu c¢alismalar bu kanallarin AH
olusumunda etkili olduguna dair gii¢lii veriler sunmaktadir. TRPM2’nin AH iizerine
bu etkisi ¢ogu calismada hiicre i¢i Ca*? diizeyinde artis nedeniyle olusmaktadir. Yine
bu calismalarda TRPM2 kanal uyaricilarin Ca*? girisinde artisa sekonder noronal
6liime neden oldugunu bunun tersi olarak kanal {izerine inhibitor etkili ajanlarin Ca*?
girigini azaltarak inflamatuar tepkiyi ve noronal 6liimii azaltarak AH i¢in koruyucu
rol alabilecegi gosterilmistir. TRPM2 kanallar1 araciligi ile hiicre iginde artig
gosteren Ca*?, mitokondriyal Ca*? homeostazisinde diizensizlige, mitokondriyal
disfonksiyona yol agarak apoptozisi tetikleyici bir rol oynamaktadir. Jeo ve ark.
farelerde travmatik beyin hasar1 ile indiiklenen deneysel modelde ndronlarda
selenyumun, ROS {iiretimi ve sitokrom ¢ saliniminin azaltilmasi, kaspaz-3 ve kaspaz-
9 aktivasyonunun inhibisyonu ve apoptotik hiicre 6liimiiniin bloke edilmesi yoluyla
koruyucu rol iistlendigini raporlamiglardir [397]. Her ne kadar apopitotik siireg,
kaspaz-3-8-9 gibi tim kaspaz faaliyetlerini icerse de Shang ve ark. selenyumdan
zengin Ganoderma lucidum’dan elde edilen SeGLP-2B-1’in kaspaz-3 ve kaspaz-9'un
koruyucu etkilerini uyarirken kaspaz-8 aktivitesini uyarmadigin1 gostermislerdir
[398]. Sistein, kaspazlarin aktivitesini modiile edebilen serbest radikallerin
modifikasyonuna duyarli olan tiol grubunun reaktivitesi nedeniyle oksidatif bir
hedeftir bu da oksidasyon bazli diizenleme i¢in kaspaz-3 ve -9 hedef yapmaktadir
[399]. Kayan ve ark. over hiicrelerinde TRPM2 kanaliyla Ca*? girisi iizerine
selenyumun koruyucu bir rol oynadigini géstermislerdir [400]. Farkli iki ¢aligmada
da biitiin hiicre patch clamp teknigi ile selenyumun TRPM2 akimlarini inhibe ederek
antioksidan rol oynadigi gosterilmistir [240, 241]. Wang ve ark. TRPM2-ifadesi
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azaltilmis hiicrelerde, antioksidan kapasite ve Bcl-2/Bax oraninda azalma, kaspaz-8
aktivitesinin  artis  gibi  apopitozis ile ilgili  Ozellikler  goOstermislerdir.
Metilselenosisteinin  TRPM2-ifadesindeki azalmanin neden oldugu antioksidan
kapasitesindaki degisiklikleri, Bcl 2/Bax oranmi ve kaspaz-8 aktivitesini geri
dondiirebilecegi gosterilmistir. Uygun miktarda selenyum takviyesinin TRPM?2
ifadesinde azalma ile uyarilan apopitozisi inhibe edebilecegi, hiicre canliligim
stirdiirecegini gostermistir. Bu ¢aligma selenyum ve TRPM2’in noroprotektif etki
yaptigini diisiindiirmektedir [345]. Ostapchenko ve ark. AH’nda toksik bir peptid
olan oligomerik amiloid B’nin, TRPM2 kanal aktivasyonunu kolaylastirdigim
bildirdiler. AH modeli olusturduklar1 yashi farelerde, TRPM2'nin genetik
eliminasyonunun, sinaptik markirlardaki defisitleri normalize ettigini, TRPM2
yoklugunun Alzheimer farelerde gézlenen yasa bagl uzamsal bellek defisitlerini geri
cevirdigini, noronal toksisite ve bellek bozukluklart i¢cin TRPM2'nin 6nemli
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu sonu¢lar TRPM2’nin demans tedavisinde etkili
terapdtik ajanlarin gelistirilmesi i¢in hedef olabilecegi seklinde yorumlanmigtir

[401].

Calismamizda TRPM2 aracih hiicre i¢i Ca*™ iyon konsantrasyonu
Olctilmiistiir. Hipokampal hiicre i¢i kalsiyum iyon konsantrasyonu, kontrol grubuna
kiyasla Kontrol + ACA grubunda anlamli diizeyde azalmis, skopolamin grubunda ise
anlamli  diizeyde artmistir. Skopolamin verilen gruplarda artan Ca*? iyon
konsantrasyonu, skopolaminin TRPM2 kanalinin ac¢ikligin1 artirarak bu gecisi
artirdigi seklinde yorumlanabilir. Selenyum ve ACA gruplarinda skopolamin
grubuna kiyasla hem Ca*? iyon konsantrasyonu daha diisiik bulunmus hem de
skopolaminin neden oldugu hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu artis1 hafifletilmistir.
ACA TRPM2 antagonisti oldugundan hiicre icine giren Ca*? miktarin1 azaltmak
suretiyle hiicre i¢i Ca*? diizeyini azaltmaktadir benzer bir mekanizmayla selenyumun
da hiicre igine giren Ca*? miktari1 TRPM2 araciligi ile azalttigi diisiiniilebilir.

Selenyumun bu etkisi literatiir verileri [240, 241, 400] ile uyumludur.

Calismamizda sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve skopolamin
uygulamasinin TRPM2 kanal aktivitesi araciligiyla apopitozis ve MTT seviyeleri
tizerine etkileri de incelenmistir. Kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda

apopitozis degerleri artarken, hiicre canliligini gosteren MTT azalmistir. Bu bulgu
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skopolaminin MTT diizeyini azalttigin1 gosteren [380] ve noéronal apopitozisi
artirdigini gosteren [381] literatiir ¢alismalari ile uyumludur ve deneysel AH modeli
olusturma amaci ile kullanimin1 destekler bir sonugtur. Skopolamin grubuna kiyasla
selenyum ve ACA verilen gruplarda apopitozis anlamli diizeyde azalmis, MTT
anlamli diizeyde artmistir. Bu sonu¢ ACA uygulanmasinin TRPM?2 kanal1 aracilig
ile tetiklenen apopitozisi azalttigi ve MTT diizeyini artirdig1 seklinde yorumlanabilir.
Selenyum verilmesinin TRPM2 aracilig ile apoptotik hiicre 6liimiinii azalttig1 ve
hiicre canliligini  artirdigin1 ~ bildiren ve literatiir verilerini  [345, 397]
desteklemektedir. Skopolamin grubuna kiyasla selenyum uygulanan gruplarda
apopitozis degerleri daha diisiik saptandig1 gibi daha 6nce skopolamin verilmesi ile
meydana gelen apoptozis artisi ve MTT azalmasi selenyum uygulamasi sonucu
gerilemistir. Bununla birlikte selenyum verilen grupta kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu sonuclar selenyum ve ACA’nin hiicre canlilig

tizerine olumlu etkiler sagladigi seklinde yorumlanabilir.

Sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPM2 kanal aktivitesi araciligiyla kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyeleri iizerine etkileri
arastirtlmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda skopolamin grubunda hem
Kaspaz-3 hem de Kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde artis saptandi. Skopolamin
verilen ratlarda kaspazlarin artmig olmas1 apopitozisi artirdigini iddia eden literatiir
verileri ile tutarlidir. Skopolamin grubuna kiyasla selenyum ve ACA verilen
gruplarda hem Kaspaz-3 hem de Kaspaz-9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma
saptandi. Bu sonu¢ hem ACA hem de selenyumun apopitoziste gorevli kaspazlari
azaltarak antiapoptotik etki yaptiginmi diisiindiirmektedir. Bu bulgu litaratiir bulgular
ile  uyumludur [345, 397]. Skopolamintselenyum  grubuna  kiyasla
skopolamin+selenyum+ACA grubunda hem Kaspaz-3 hem de Kaspaz-9
aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptandi. Bu sonu¢ ACA verilmesinin
selenyumun kaspazlar1 azaltma fonksiyonunu potansiyelize ettigi seklinde

yorumlanabilir.

Sicanlarin hipokampal ndronlarinda, selenyum ve skopolamin uygulamasinin
TRPM2 kanal aktivitesi araciligiyla mitokondriyal membran depolarizasyonu (JC-1)
ve hiicre i¢i ROS {iretim seviyeleri iizerine etkileri arastirtlmistir. Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda skopolamin grubunda hem JC-1 hem de ROS diizeylerinde
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anlaml diizeyde artis saptandi. Skopolamin tiim beyinde artan oksidatif stres ile
iliskili oldugundan ROS ve JC-1 artis1 bu islevi ile uyumludur. Skopolamin grubuna
kiyasla selenyum ve ACA verilen gruplarda hem JC-1 hem de ROS diizeylerinde
anlaml diizeyde azalma goriildii. Bu sonu¢ hem ACA hem de selenyumun ROS ve
JC-1 diizeyini azaltarak antioksidan rol aldiklar1 seklinde yorumlanabilir. Litaratiirde
selenyum verilmesinin ROS diizeyini azalttigin1 gosteren [397] ¢alisma sonuglari ile
tutarlidir. Skopolamin+selenyum grubuna kiyasla skopolamin+selenyum+ACA
grubunda hem JC-1 hem de ROS diizeylerinde anlamli diizeyde azalma goriildii. Bu
sonu¢ ACA verilmesinin selenyumun antioksidan fonksiyonunu potansiyelize ettigi

seklinde yorumlanabilir.

Kaspazlar hiicrede inaktif (zimojen) olarak prokaspaz formunda bulunur.
Apopitoz sinyalinin alinmasiyla inaktif prokaspaz enzimler aktifleserek diger inaktif
kaspazlar1 aspartik birimlerinden keserek aktiflestirirler [402]. Hasarlanmig sitokrom
¢ mitokondriden sitozole salinmakta ve prokaspaz 9'a baglanarak pro kisminin
ayrilmasin1 ve aktiflesmesini saglamaktadir [403]. Aktive edilmis kaspaz 9,
prokaspaz 3 ve 6'nin aktivasyonuna aracilik edebilir [404]. Yousuf ve ark.
selenyumun iskemi ile indiiklenen serebral hasarda rat hipokampiisiinde kaspaz 3
diizeyini belirgin sekilde baskiladigmi bildirmislerdir [405]. Insan néronal hiicre
hatlarinda sodyum selenit, sodyum selenat ve seleno-metyonin (sirastyla 0.1, 0.5 ve
0.5 uM) verilmesi sonucu her 3 grupta da apopitozisi gosteren kaspaz 3 diizeyinin
kontrol grubuna gore arttig1 gosterilmistir [406]. Noroblastoma hiicrelerinde hipoksi
ile indiiklenen prokaspaz-3 aktive kaspaz-3 aktivitesinin tedavi Oncesi selenyum
verilen hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde azaldigi gosterilmistir
[372]. Huang ve ark. diyetteki selenyum eksikliginin kas dokusunda apoptotik p53,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesini artirirken, proapoptotik prokaspaz 3 ve prokaspaz 9

aktivitesini azalttigini bildirmislerdir [407].

Calismamizda kontrol grubuna kiyasla selenyum grubunda hem prokaspaz 3
hem de prokaspaz 9 aktivitesinde anlamli diizeyde azalma saptanmistir. Skopolamin
grubuna kiyasla selenyum grubunda hem prokaspaz 3 hem de prokaspaz 9 diizeyinde
anlamli diizeyde azalma saptanmustir. Selenyumun bu etkisi litaratiir verileri ile [372]

uyumludur. Bu bulgular selenyumun pro-apoptotik enzimlerin aktivitesini azaltarak
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daha apopitotik siire¢ aktive olmadan bile bu siireci baskilayabildigi seklinde

yorumlanabilir.

PARP esas olarak DNA onarimi ve programlanmis hiicre 6liimii ile ilgili bir
dizi hiicresel siiregte yer alan bir protein ailesidir. PARP stres ve/veya DNA hasari
ile karsilasan hiicrelerde aktif hale getirilebilir. Yogun oksidatif stres altinda asiri
PARP aktivasyonu hasarli DNA'nin tamiri i¢in hiicrenin ATP’sini tiiketen bir
girisimde bulunabilir ve bu durum liziz ve hiicre 6liimiine (nekroz) yol acar. PARP,
mitokondriden apopitozis indiikleyici faktor salinimini uyaran PAR diretimi ile
kaspaz bagimsiz programlanmis hiicre 6liimiinii indiikleme yetenegine de sahiptir
[408]. ROS birikimi ile indiiklenen PARP-1 asir1 aktivasyonunun enerji eksikligi ve
siklikla néronal oliim ile sonuglanan glikoliz inhibisyonu ve NAD tiikenmesine
neden oldugu gosterilmistir [409, 410]. AH olan 20 hastanin otopsi materyalleri ile
yaslar1 eslestirilmis kontrol otopsi materyallerinin karsilastirildigi bir calismada
AH’na sahip hastalarin beyinlerinde PARP-1 aktivasyonunun arttigi gdosterilmis,
oksidatif stres ve PARP-1 aktivasyonunun AH patogenezinde dnemli erken olaylar
oldugu bildirilmistir [411]. Strosznajder ve ark. AP peptidin norotoksik pargasinin
yetiskin  siganlarin  hipokampusiinde PARP-1'in aktivitesini belirgin sekilde
giiclendirdigini gostermislerdir [412]. PARP-1 gen poliformizminin AH ile iligkili
oldugu da bildirilmistir [413]. Abeti ve ark. AH hastalarinin periferal hiicrelerinde ve
beyinlerinde ayrica bir transgenik AH modeli olusturdular1 farelerin néron ve
astrositlerinde PAR polimer birikimi ve artmig PARP-1 aktivitesini goriildiiglinti ve
bunun AP plak olusumu ile es zamanli olarak meydana geldigini gostermislerdir
[414, 415]. PARP iizerine selenyumun etkisini inceleyen az sayida ¢alisma mevcut
olup AH’nda PARP iizerine selenyumun etkisini arastiran bir ¢alisma bizim
bildigimiz kadariyla bulunmamaktadir. Park ve ark. selenyumun in vivo kaspaz 3
benzeri proteazlari inhibe ederek PARP boliinmesini baskilayabilecegini bildirmistir
[416]. Selenitin, beyinden tiiretilmis noral progenitdr hiicre kiiltiiriinde ve travmatik
beyin hasar1 olusturulmus farelerde H20z2 ile indiiklenen apopitozisi inhibe ettigi, bu
invivo koruyucu fonksiyonun H20z ile indiiklenen ROS iiretimi, sitokrom ¢ salinimi,
kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunun inhibisyonu ile iliskili oldugu, kontrol grubu
karsilagtirildiginda total PARP diizeyinde ve apoptotik Bax proteininde azalma

oldugu ancak bir anti apoptotik protein olan Bcl-2 diizeyinin arttigi gosterilmigtir
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[397]. Yeo ve ark. deneysel rat spinal kord yaralanmasi modelinde selenitin sitozolde
sitokrom-c¢ salinimi, kaspaz aktivasyonu, PARP aktivasyonu ve ROS birikiminin
onlenmesi yoluyla apoptotik hiicre oliimiinii zayiflattigin1 gostermislerdir [417]. Bir
selenosistein tiirevi olan 3,3'-diselenodipropionik asid tedavisi yiiksek glikoz
kaynakli PARP béliinmesini ve kaspaz aktivasyonunu anlamli diizeyde baskilamistir

[418].

Calismamizda kontrol grubuna kiyasla skopolamin grubunda PARP
aktivitesinde anlamli diizeyde artis goriildii. Bu bulgu skopolaminin daha 6nce
bahsedildigi gibi oksidatif stres ve apopitozis diizeylerinde yaptig1 artis ile paralellik
gostermektedir. Skopolamin grubuna kiyasla skopolamintselenyum ve selenyum
gruplarinda anlamli azalma go6zlendi. skopolamintselenyum grubuna kiyasla
selenyum grubunda anlamli diizeyde azalma saptanmistir. Bu bulgular skopolaminin
PARP aktivitesini artirdigini, selenyum verilmesinin ise skopolamin grubunda ortaya
cikan artig1 anlamli diizeyde azalttigin1 gostermektedir. Selenyumun PARP diizeyini

azaltmasi1 daha once AH dis1 ¢alismalarda gosterilen ve yukarida belirtilen ¢alisma

sonuglart [397, 416-418] ile tutarhdir.

Sonu¢ olarak yasl ratlarin skopolamin ile indiiklenen demans modelinde,
TRPV1 ve TRPM2 kanallarmin hipokampal ndronlarda Ca*? ile indiiklenen noronal
Olim ile iligskili oldugu, selenyum tedavisi ile bu kanallarin aktivitesinin
azaltilmasinin noronlar iizerinde koruyucu etki saglayabilecegi gosterilmistir.
Selenyum tedavisi apopitozis ve ROS diizeyi ile Kaspaz 3-9, prokaspaz 3-9, PARP
aktivitesini azaltirken MTT diizeyini artirmistir. Selenyum tedavisi ayrica kisa ve
uzun bellek hatalarii azaltmis, hipokampal noronlarda lipid peroksidasyonunu
azaltirken GSH diizeyi ve GSH-Px aktivitesini artirmistir. Calismamiz skopolaminin
neden oldugu noéronal Slimiin ve selenyumun bellek iizerine olumlu etkilerinin
endojen oksidatif stres yolaklar: ile olabilecegini gostermistir. TRPV1 ve TRPM2
kanallar1, oksidatif hipokampal hasarin indiikledigi demansin tedavisinde énemli bir

farmakolojik hedef olarak goriinmektedir.
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OZET

Ratlarda Skopolamin ile indiiklenen Demans Modelinde Selenyumun Apopitoz,
Oksidatif Stres ve Kalsiyum Iyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

Amag¢: Demans, yaslanan niifus ile birlikte diinya c¢apinda giderek
yayginlagsmaktadir. Alzheimer Hastaligi (AH) demansin en sik sebebidir. AH nin
etyolojisinde oksidatif stresin 6dnemli bir rol oynadig: bildirilmektedir. AH’nda artan
oksidatif stres ile ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri, néronlarda dejenerasyona
sebep olmaktadir. Eser element olan selenyumun, antioksidan sistemin bir bileseni
olarak bu dejenerasyonu azalttigi distiniilmektedir. Ancak, selenyumun hangi
mekanizma ile biligsel fonksiyonlar {izerinde olumlu etkileri oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Bu calismada skopolamin uygulamasiyla olusturulan demans
modelinde selenyumun bellek, apopitozis, oksidatif stres, kalsiyum iyon diizeyleri,
TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallar1 iizerine etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi
amaclanmustir.

Materyal metod: Calismada Wistar albino cinsi disi ratlar, kontrol,
skopolamin, selenyum ve skopolamin+selenyum olmak iizere 4 gruba ayrildi. Tim
ratlara 2 hafta boyunca 8 kollu labirentte egitim verildi ve 15. giin baslangi¢ bellek
kayitlar1 alindi. Kontrol grubuna 2 hafta intraperitoneal serum fizyolojik (1 mg/kg)
uygulandi, 30.giin bellek kayitlar1 alinarak dekapite edildi. Selenyum grubuna 2 hafta
boyunca giin asir1 intraperitoneal selenyum (1,5 mg/kg) uygulandi, 30.giin bellek
kayitlar1 alinarak dekapite edildi. Alzheimer modeli olusturmak amaciyla skopolamin
grubuna 3 hafta boyunca giinliik skopolamin (1 mg/kg) intraperitoneal uygulandi, 37.
giin bellek kayitlar1 alinarak dekapite edildi. Skopolamin+selenyum grubu ratlara 3
hafta boyunca skopolamin (1 mg/kg) intraperitoneal uygulandi, 37. giin bellek
kayitlar1 alindi, takiben 2 hafta boyunca giin asir1 intraperitoneal selenyum (1,5
mg/kg) uygulandi ve calismanin 52. giiniinde bellek kayitlar1 alinarak dekapite
edildi. Dekapite edilen ratlarda bellek, apopitozis, oksidatif stres, kalsiyum iyon
diizeyleri, TRPM2 ve TRPV1 katyon kanallar1 iizerine selenyum ve skopolaminin
etkileri arastirildi.

Bulgular: Skopolamin uygulanan ratlarda kontrole gore, 8 kollu 1sinsal
labirent testinde kisa ve uzun siireli bellek hatalarinin arttigi, selenyum uygulanan
ratlarda kisa ve uzun silireli bellek hatalarinin  azaldigt  bulundu.
Skopolamin+selenyum grubunda skopolamin ile olusan bellek bozuklugunun
selenyum uygulanmasi ile geriledigi goriilmiistiir. Laboratuvar incelemelerinde
skopolamin uygulanan ratlarda lipid peroksidasyonu artarken, GSH diizeyi ve GSH-
Px aktivitesinin azaldigi, TRPV1 ve TRPM2 kanallar1 araciligiyla hiicre igine daha
fazla kalsiyum girdigi bu nedenle MTT diizeyinin azaldigi, apopitozis, kaspaz 3-9,
ROS, JC-1, prokaspaz 3-9 ve PARP aktivitesinin arttigi bulunmustur. Selenyum
uygulamasi, skopolamin uygulamasinin neden oldugu bu olumsuz etkileri
azaltmistir.

Sonug¢: Skopolamin ile olusturulan demans modelinde selenyum tedavisinin
bellek hatalari1 anlamli Ol¢lide azalttigt bulunmustur. Ek olarak, selenyum
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tedavisinin oksidatif parametreleri, TRPV1 ve TRPM2 kanallar1 araciligi ile hiicre
icine giren kalsiyum diizeyini ve ndronal 6limii azalttig1 gosterilmistir. TRPV1 ve
TRPM2 kanallari, oksidatif hipokampal hasarin indiikledigi demansin tedavisinde
onemli bir farmakolojik hedef olarak gériinmektedir.

Anahtar sozciikler: Selenyum, alzheimer, demans, skopolamin, oksidatif stres,
TRPV1, TRPM2, bellek hatasi.
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SUMMARY

Purpose: Dementia is becoming increasingly common around the world with
an aging population. Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of
dementia. It is reported that oxidative stress plays an important role in the etiology of
AD. Oxygen free radicals associated with increased oxidative stress in AD, leads to
the degeneration of neurons. Trace element selenium, as a component of the
antioxidant system is thought to be reducing this degeneration. However, mechanism
of this positive effect on cognitive function facilitated by selenium is not known
exactly. In this study, in the dementia model created with scopolamine, it is intended
to elucidate the effects of selenium on memory, apoptosis, oxidative stress, calcium
ion levels, and TRPV1, TRPM2 cation channels.

Materials and Methods: Wistar female rats in the study were divided into 4
groups; which were control, scopolamine, scopolamine+selenium and selenium. All
rats were trained in the 8-arm maze for 2 weeks and in the 15th day initial memory
records were taken. Intraperitoneal saline (1 mg / kg) was administered for two
weeks to the control group, in the 30th day memory records were obtained and the
rats were decapitated. Selenium (1.5 mg / kg) was administered intraperitoneally
every other day for 2 weeks to the selenium group, in the 30th day memory records
were obtained and the rats were decapitated. To create a model of Alzheimer's,
scopolamine (1 mg / kg) was administered intraperitoneally every day for 3 weeks to
scopolamine group, in the 37th day memory records were obtained and the rats were
decapitated. Scopolamine (1 mg/kg) was administered intraperitoneally every day for
3 weeks to scopolamine+selenium group, in the 37th day memory records were
obtained, then selenium (1.5 mg / kg) was administered intraperitoneally every other
day for 2 weeks and in the 52th day of trial, memory records were obtained and the
rats were decapitated. In rats which were decapitated, the effects of selenium and
scopolamine on memory, apoptosis, oxidative stress, calcium ion levels, TRPV1 and
TRPMZ2 cation channels were investigated.

Results: It was determined that in the radial-arm maze test on the
scopolamine administered rats, there were more short and long term memory errors;
and on the selenium administered rats, there were less short and long term memory
errors compared to control. In the scopolamine + selenium group, it has been shown
that the memory impairment caused by scopolamine administration was regressed by
administering selenium. In the laboratory examinations on the scopolamine-treated
rats, it was found that lipid peroxidation increased, GSH levels and GSH-Px activity
decreased and more calcium entered the cells via TRPV1 and TRPM2 channels;
therefore levels of MTT decreased, apoptosis, caspase 3-9, ROS, JC-1, procaspase 3-
9 and PARP activity increased. Selenium application has reduced the negative effects
caused by administration of scopolamine.

Conclusion: In dementia model induced by scopolamine, treatment of
selenium has been found to be significantly reducing memory errors. In addition,
selenium administration has been shown to be reducing oxidative parameters, the
level of calcium entering the cell via TRPV1 and TRPM2 channels and neuronal
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death. It seems that TRPM2 and TRPV1 channels may become important

pharmacological targets in the treatment of memory impairment induced by
oxidative hippocampal injury.

Keywords: Selenium, alzheimer, dementia, scopolamine, oxidative stress, TRPV1,
TRPM2, WME, RME.
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