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OZET

TRPM2 KATYON KANALI ANTAGONISTi OLAN N—(P-AMIiLSINNAMOIL)
ANTRANILIK ASIT’IN, SICANLARDA STREPTOZOTOSIN iLE OLUSTURULAN
HAFIZA BOZUKLUGU MODELI UZERINE ETKiSiNIN ARASTIRILMASI

Mehmet GOL
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Tez Damigmani: Dog. Dr. Seniz DEMIRYUREK
Haziran 2018, 130 sayfa

Alzheimer Hastaligi (AH), demans vakalarimin biiyiikk ¢ogunlugunun sebebi olan
norodejeneratif bir hastaliktir. Gilintimiizde kullanilan ilaglar AH’nin ilerleyisini
durduracak yetkinlikte degildir. Dolayisiyla, yeni ve daha giiclii ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. N—(p—amilsinamoil) antranilik asit (ACA), secici olmayan ve Ca*?a
gecirgen bir katyon kanali olan transient reseptOr potansiyeli melastatin-2 (TRPM2)
kanal1 antagonistidir. Oksidatif stres AH patogenezi icin 6nemli bir etiyolojik etkendir.
Hiicresel stres iskemiye ve TRPM2 kanallarinin agilmasina sebep olarak hiicre i¢i Ca*?
birikimine yol agmaktadir. ACA’nin AH’ye bagli gelisen hafiza bozuklugu lizerine etkisi
bilinmemektedir. Bu ¢alismanin ana amaci, ACA’nin, streptozotosin (STZ) ile siganlarda
olusturulan deneysel uzaysal hafiza bozuklugu Uzerine etkisinin arastirilmasidir.
Calismaya dahil edilmis 60 Wistar sican, rastgele su sekilde c¢alisma gruplarina
bolinmistiir: (1) kontrol, (2) kontrol-opere, (3) intraserebroventrikiler (ICV) STZ, (4)
ICV-STZ + memantin (5 mg/kg ip), (5) ICV-STZ + ACA (25 mg/kg ip) ve (6) ICV +
memantin + ACA. Morris su tanki deneylerinde sadece memantin (5 mg/kg) terapotik
etkinlik gosterdi. Hipokampal dokularin western blot analizlerinde, 3. grupta TRPM2
protein ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldigi goriildii (p<0.001). ACA, memantin
ve memantine + ACA tedavileri, ICV-STZ grubuna kiyasla, TRPM2 protein
ekspresyonunda anlamli bir artisa sebep olmuslardir (p<0.05, p<0.01, p<0.01).
Hipokampal glikojen sentaz kinaz 3a/38 ekspresyonlarinda gruplar arasinda anlamli bir
fark gorulmedi (p>0.05). Sonug olarak, si¢canlarda ICV-STZ ile olusturulan uzaysal
hafiza bozuklugunda, TRPM2 protein ekspresyonunun azaldigi, ACA, memantine ve
ACA + memantin tedavilerini takiben ekspresyonun yeniden arttig1 calismamizda ilk defa
ortaya konulmustur. Ancak, ACA’nin uzaysal hafiza Uzerinde iyilestirici bir etkisi
gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, norodejenerasyon, TRPM2 kanallari.



ABSTRACT

INVESTIGATION THE EFFECTS OF N-(P-AMYLCINNAMOYL)
ANTHRANILIC ACID, AN ANTAGONIST OF TRPM 2 CATION CHANNEL ON
A RAT MODEL OF STREPTOZOTOCIN-INDUCED MEMORY IMPAIRMENT

Mehmet GOL
Ph.D Thesis, Department of Physiology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Seniz DEMIRYUREK
June 2018, 130 pages

Alzheimer’s disease (AD), a neurodegenerative disease, accounts for great majority of
dementias. Current drugs are not capable of halting the progression of AD. So, more
effective novel agents are urgently needed. N—(p—amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA)
is an antagonist of transient receptor potential melastatin—2 (TRPM2) which is a non—
selective, Ca?*—permeable cation channel. Oxidative stress is a substantial etiologic entity
for AD pathogenesis. Cellular stress leads to ischemia and Ca?* accumulation by
activating TRPM2. Effect of ACA on memory impairment associated with AD has not
been known. The main purpose of this study is to investigate effect of ACA on a rat model
of streptozotocin (STZ)-induced spatial memory impairment. A total of 60 Wistar rats
randomly divided into six groups; (1) control, (2) sham-operated, (3)
intracerebroventricular (ICV)-STZ, (4) ICV-STZ + memantine (5 mg/kg ip), (5) ICV-
STZ + ACA (25 mg/kg ip) and (6) ICV-STZ + ACA + memantine. Only memantine (5
mg/kg) treatment exhibited a therapeutic efficacy in Morris water maze test. Western blot
analyses in hippocampal tissues showed that TRPM2 protein expression was markedly
suppressed in 3rd group (p<0.001). ACA, memantine or memantine + ACA treatments
ameliorated that suppression in comparison to the ICV-STZ group (p<0.05, p<0.01,
p<0.01). There was no significant difference in hippocampal glycogen synthase kinase—
3a/38 protein expressions among groups (p>0.05). In conclusion, our findings showed
for the first time that TRPM2 protein expression was significantly suppressed in the rat
model of STZ-induced memory impairment while each of the ACA, memantine and
ACA + memantine treatments reversed this suppression. However, no improvement in
spatial memory following ACA treatment was observed.

Key words: Alzheimer’s disease, neurodegeneration, TRPM2 channels.



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) ¢agimizin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Ayn
zamanda ileri yaslardaki en énemli maluliyet ve 6lim sebeplerindendir. Ne yazik Ki
hastaligin ilerleyisini engelleyecek nitelikte bir medikal tedaviden giinimiizde yoksun
bulunmaktayiz. Alzheimer hastaliginda, néronal disfonksiyona ve néron kaybina yol agan
patofizyolojik siireg, biligsel fonksiyonlarda hasta ya da yakinlari tarafindan farkedilen
contterapdtik ajanlarin bulunmasi hem de hastaligin patofizyolojik mekanizmasinin tam

olarak aydinlatilmasi acil bir ihtiyag olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Alzheimer hastaliginin patolojik seyri i¢inde ortaya ¢ikan anormal ve atipik amiloid—3
(AR) peptit tretimi ve senil plak (senil plaklar ya da noritik plaklar, ekstraseltler AR peptit
birikimleri, SP) olusumunun beyin dokusunda bir g¢esit toksisiteye yol agtig
bilinmektedir. Bu AR toksisitesi, oksidatif stres hasarina [1-3], enflamasyona [1, 4-6] ve
kalsiyum (Ca*?) homeostazinda bir bozulmaya yol acarak AH patolojisini tetiklemektedir
[7-9]. Oksidatif stres ve enflamasyon AH’nin etiyolojik etkenleri olarak da karsimiza
cikmaktadir. Dahasi, bu iki 6nemli etiyolojik etkenin yasam boyu birikiminin sebep
oldugu serebrovaskiiler degisimlerin atipik AB peptit olusumuna sebep olduguna dair
bulgular da bulunmaktadir [10, 11].

Bir nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat (NAD/P*) metaboliti olan serbest adenozin
difosforiboz (ADPR), transient reseptor potansiyeli melastatin-2 (TRPM2) kanalinin
kapilama (gating) mekanizmasinin aydinlatilmasi ile yeni bir hiicre igi ikincil haberci
olarak tanimlanmis oldu [12]. Serbest ADPR etkisi sonucunda TRPM2 kanalinin agilmasi
icin eszamanli hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunun ([Ca*?]) artmasi ve TRPM2 kanallart ile
Ca*?’nin etkilesimi de gerekmektedir. TRPM?2 aktivasyonu igin gerekli olan bu hiicre igi
[Ca*?] artis1 da N—metil D—-aspartat (NMDA) reseptorlerinin (NMDAr) aktivasyonu ile
saglanmaktadir [13]. Adenozin difosforibozun, bir ikincil haberci olarak islev
gorebilmesi i¢in iiretilmesi gerekmektedir. Bilinen ADPR kaynaklari, en basta ektoenzim
farklilasma kiimesi 38 (cluster of differentiation 38, CD38) ve CD157’dir. Bu
ektoenzimler nikotinamid adenin dintikleotidi (NAD*), ADPR’ye yikarlar. Ancak, ADPR
tiretiminin oksidatif stres ve hiicre hasart ile iliskilendirildigi ve ADPR’nin hiicre iginde

retildigi patofizyolojik mekanizmalar, hiicre yasam dongiisi—TRPM2 etkilesimi



acisindan daha dikkat ¢ekicidir. Buna gore poli ADP-riboz polimeraz/poli ADP-riboz
glikohidrolaz (PARP/PARG) yolagi, DNA hasarini takiben ortaya ¢ikan énemli ADPR
kaynagidir. Mitokondri de 6nemli bir NAD* kaynagi olarak, mitokondriyel hasari takiben
NAD*’1 ve basta ADPR olmak tizere NAD* metabolitlerini sitozole salar. Hidrojen
peroksit (H202) ve diger oksidatif metabolitlerin TRPM2’yi aktive edici etkilerinin hiicre
ici ikincil haberci molekiilit ADPR’dir [14]. TRPM2 kanallari; beyinde, mikroglialarda,
striatumda, hipokampal piramidal noronlarinda, substantia nigranin dopaminerjik
noronlarinda yaygin olarak bulunmaktadir [15]. Bilindigi gibi bu kanallar, néronal hiicre

6limunden sorumlu tutulmaktadir [16].

Bu bilgiler 15181nda, calismamizin amaci, STZ ile deneysel olarak siganlarda olusturulan
ogrenme ve hafiza bozuklugu modelinde, TRPM2 kanalinin N—(p—amilsinamoil)
antranilik asit (ACA) ile farmakolojik inhibisyonunun hafiza (izerindeki etkisini ortaya

koymaktir.



2. GENEL BILGILER

“Mens” kelimesi Latince’de, Tiirk¢e’deki “biling”, “akil”, “dimag”, “zihin” gibi
kavramlarin karsihigidir. Oniine gelen “de” eki ise; bu kavramlarin sonradan yitirilmis
oldugunu anlatir. Dolayisiyla, Latince’de demans (dementia) dogrudan aklin yoksunlugu
(devoid of the mind) anlamina gelmektedir. Demans sendromu, biling kayb1 olmaksizin
ve bir biligsel gelisim bozuklugu olan mental retardasyondan tamamen ayr1 bir mahiyette,
sonradan kazanilmis olan ve ilerleyici bir seyir gosteren akil, idrdk, hafiza ve kisilik
bozuklugu durumudur. Rastgele bir zamanda, bir gelisimsel bozukluk sonucu oligofrenik
(mental olarak tam gelismemis, mental retardasyon) hale gelmis bir kisi ile demans
sendromlu bir hastanin sergiledikleri belirti ve bulgular benzesebilir ya da neredeyse
biitiiniiyle oOrtiisebilir. Ancak oligofrenik hastalar, gelisimsel bir bozukluk sebebi ile
ulagsmalar1 gereken normal mental kapasitelerine hi¢cbir zaman tam erisememisken;
demans sendromlu kisiler kendilerinde dogal olarak ve kisi i¢in yeterli diizeyde mevcut
olan mental kapasitelerinde genetik ve ¢evresel unsurlarin etkisi ile hayatlarinin sonraki

donemlerinde kayba ugramislardir.

Bulgu ve belirtilerin bir demans sendromuna isaret ettigi kanaatine varilabilmesi i¢in,
mental islevlerdeki bozulmanin kalict ve ilerleyici bir nitelikte olmasi1 gerekir.
Dejeneratif, vaskiiler, enfektif, metabolik ve travmatik pek¢ok hastalik ya da durum bu
sendroma sebep olabilmesine ragmen, 65 yas ve lizerindeki demans vakalarinin yaklagik
%60-70’inde AH’ye ait noropatolojik degisiklikler bulunur. Yani, birinci basamakta
isleyen bir hekim, hastasinda demans sendromuna isaret eden bulgu ve belirtiler tespit
ettikten sonra, bu hastanin dogrudan Alzheimer hastasi oldugunu sdylese, %60—70

thtimalle yanilmamuis olur.
2.1. Alzheimer hastahg

Alzheimer hastaligi, ilk olarak 1907°de, Alman psikiyatrist ve noropatolog Alois
Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. Tanimlayici vaka, paranoid deliisyonlar, ilerleyici
hafiza bozuklugu ve daha sonra ortaya ¢ikan afazi ile karakterize 51 yasinda bir kadin

hastadir. Giiniimiizde, diinya ¢apinda yaklasik 50 milyon insan AH ile yasamaktadir. Bu



saymin 2050’li yillarda 130 milyonu asacaglr tahmin edilmektedir. Bu hastalifin

maliyetinin de 2018 yilinda, diinyada 818 milyar dolara ulagacagi ongoriilmiistiir [17].

Alzheimer hastaligi, dejeneratif bir beyin hastaligi olup, demansin en sik goriilen
sebebidir. Demans sendromunda gorulen hafiza, konusma, problem ¢dzme ve diger
bilissel yetilerle ilgili karakteristik bozukluklar AH’nin en 6nemli belirtileridir. Ayrica
AH’de zamanla beynin farkli bolgelerinde dejenerasyon da goriildiigii igin, yiiriime ya da
yutma gibi en temel fiziksel yetilerde bozulmalar ortaya ¢ikmakta ve hastaligin son
safhasinda hastalar 24 saat araliksiz bakima ihtiya¢ duyan, yataga bagiml kisiler haline
gelmektedirler. En sonunda, AH kaginilmaz olarak son sathaya ilerler ve 6liimciildiir. Bu
sebeple AH sadece hastaliktan muzdarip olan bireylere degil, bu bireylerin yakinlari olan

kisilere hem maddi hem de manevi bir fatura ¢ikartmaktadir.

Alzheimer hastaligi, hastanin fiziki muayenesinde heniiz herhangi bir bulgu veya
belirtinin tespit edilemedigi ancak bulgu ve belirtilerin goriilmeye baslanmasindan yillar
once patolojik siirecin alttan alta baslayip devam ettigi ilk andan, hastalarin yataga
bagimli hale geldigi, yakinlari ile iletisim bile kuramadigi son sathaya kadar devam eden
¢ok uzun bir patolojik siirectir. Diinya Saglik Orgiitii’niin [18], Uluslararas1 Hastaliklar
ve llgili Saglik Sorunlarimin Simiflandirilmasi—10 kitapgiginda, AH, bilinmeyen bir
etiyolojiye sahip, karakteristik noropatolojik ve noérokimyasal degisikliklere sebep olan,
sinsi baglangicl, yillar siiren ve yavas ilerleyisli, beynin primer bir dejeneratif hastalig

olarak tanimlanmaktadir [19].
2.1.1. Epidemiyoloji

Demansin kesin olarak diinya genelindeki insidansini ya da prevalansini bilmek miimkiin
degildir. Daha ¢ok gelismis iilkelerin istatistiksel verilerine dayanarak birtakim veriler ve
otesindeki tahminler ortaya konulmaktadir. Demans sendromu aslinda diinya ¢apinda bir
epidemidir. Demans sendromlu hastalarin 2015 yilinda diinya genelinde 47.5 milyon
oldugu tahmin edilmistir. Bu rakamin 2030 yilinda 75.6 milyona, 2050 yilinda ise 135.5
milyona yiikselecegi tahmin edilmistir. Bdylece, her yirmi yilda bir demans prevalansinin
ikiye katlanacagi ongoriilmektedir. Yillik ortalama 7.7 milyon yeni demans vakasi

beklenmekte olup her 4.1 saniyede (sn) yeni bir vaka ortaya ¢ikmaktadir [20].

Demans prevalansinda 6ngoriilen bu hizli artisin esas giidiileyicisi, diinya genelinde yash

niifus oraninda meydana gelen artigtir. Yash niifus orani, giiniimiizde gelismis tilkeler i¢in
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bir dengeye gelmis ya da gelmek iizere gibi goriinmektedir. Oysa gelismemis—diisiik
gelire sahip iilkelerde ya da gelismekte olan—orta gelir diizeyindeki {ilkelerde yasl niifus
oranindaki hizli artis devam ettigi i¢in 2050°1i yillarda beklenen 135.5 milyonluk demans
sendromlu popiilasyonun 6nemli bir kismimin diisiik veya orta gelir diizeyine sahip
tilkelerde yasiyor olacagini da sdyleyebiliriz [21]. Aslinda giiniimiizde de demans
sendromlularin %63’ diisiik ve orta gelir diizeyindeki tilkelerde, %37’si ise yliksek gelir
diizeyine sahip gelismis iilkelerde yasamaktadir [20]. 2040’11 yillarda, diinya genelindeki
toplam demans hastalarinin %71 nin gelismekte olan iilkelerde yasiyor olacagi tahmin
edilmektedir [1]. Ileriki yillarda, gelismekte olan iilkelerdeki demans prevalansindaki
artis hizinin, gelismis tilkelerdekinin asagi yukar1 3—4 kat1 olmasi1 beklenmektedir. Bu
sebeple Tiirkiye’de de ileriki yillarda, demans sendromu ve AH’nin 6nemli bir halk

sagligi sorunu haline gelecegi ongoriilmektedir.

Tiirkiye’de demans prevalansi ve insidansi ile ilgili ¢alismalar yoresel sekilde yapilmis
olup sagladiklar1 insidans ve prevalans bilgileri sinirlidir. Ote yandan, Tiirkiye Alzheimer
Dernegi’nin de {iyesi oldugu Alzheimer Avrupa [22], 2012 yilinda Avrupa iilkelerinde
demans prevalanslarimi aciklamistir. Tiirkiye’de demans prevalansinin, Avrupa
ulkelerinin %21.55’lik ortalama prevalans degerinden 6nemli oranda daha diisiik olmak
kaydiyla, biitiin popiilasyon i¢in %0.44 oldugu bildirilmistir. Bu durum bizi, Tiirkiye’deki
istatistiksel caligmalarin sagladigi kayitlarin yetersiz oldugu, ayrica demans sendromlu
hastalara yeterince ulagilamadig, hatta onemli oranda tan1 konulamayan bir hasta kesimin
oldugu sonucuna ulastirmaktadir. Ciinkii, Tirkiye’de, yoresel dizeyde yapilan
istatistiksel caligmalarda ulasilan degerler, bati {ilkelerinde ulasilan degerlere yakindir.
Ancak, iilkemizde, iilke ¢apina yayilmis, es zamanli olarak birden ¢ok merkezden
yiiriitiilen, prospektif, daha giivenilir insidans ve prevalans sonucglar1 veren caligsmalar
heniz bulunmamaktadir. Yapilan kesitsel ve iki evreli bir prevalans caligmasinda,
Istanbul’da yasayan 70 yas ve iizerindeki 1019 kisi degerlendirilmistir. Demans
prevalanst %20, AH prevalansi ise %11 diizeylerinde bulunmustur [23]. Bu bulgular,
gelismis iilkelerdeki istatistiki bulgulara yakindir. Izmir’in diisiik sosyo—ekonomik
diizeydeki bir yerlesim ¢evresinde yapilan prevalans ¢alismasinda ise demans prevalansi
%22.9 olarak bulunmustur [24]. Erzurum’da yapilan bir prevalans ¢alismasinda,
Alzheimer prevalanst %6.4 olarak tespit edilmistir [25]. Su anda, Tiirkiye’de yaklasik
olarak 600.000 Alzheimer’l1 oldugu tahmin edilmektedir [26]. Bir gézlemsel ¢aligmada

ise; Tirkiye’deki Alzheimer’li hastalarin bakimlarini genellikle ¢ocuklarinin ya da



eslerinin tstlendigi ve bu hastalarin yillik bakim maliyetlerinin 1.766 ila 4.930 dolar

e

arasinda degistigi saptanmistir [27].

Alzheimer hastalig1, en sik goriilen demans sebebidir [28]. Ilk semptomlarin tahmini
baslama siiresinin ardindan ortalama beklenen yasam siiresi yaklasik 8,8 yildir [29].
Prevalans, yasla birlikte artmaktadir. Zaten Alzheimer’l1 hastalarin biiyiik cogunlugu 65
yas ve iistiindeki kisilerden olusmaktadir. Ornegin, 2011 yilinda, ABD’deki 65 yas ve
iistlinde oldugu tahmin edilen 4.7 milyon Alzheimer’linin, 0.7 milyonunun 65 ila 74
yaslar1 arasinda, 2.2 milyonunun 75 ile 84 yaslar1 arasinda ve 1.8 milyonunun 85 ve daha
ileri yaslarda bulundugu tespit edilmistir [30]. 85 yas ve daha iistiinde yas etkisi ile
Alzheimer prevalansi artisi, 65 ila 85 yaslar1 arasindaki gibi giiglii degildir. Yine,
ABD’den elde edilen istatistiksel bilgilere gore Alzheimer hastalarinin yaklasik iicte
ikisini kadinlar olusturmaktadir. Ayrica, biitlin demans cesitleri kadinlarda daha sik
gorulmektedir [31]. ABD’de, 45 yasindaki bir kadinin 6miir boyu Alzheimer tipi demansa
yakalanma olasilig1 %19.5 iken, bu olasilik bir erkek i¢in %10.5’tur [32]. ABD’den elde
edilen mortalite istatistiklerine gére de AH toplumda altinci, 65 ve istiindeki yas

grubunda ise besinci 6liim sebebidir [31].

Yiiksek gelir diizeyine sahip lilkelerde, AH prevalans ve insidansinin diisme egiliminde
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da 1990 ila
2005 yillar1 arasinda batidaki bazi1 ¢alismalarda demans insidansinda istikrarli bir diisiis
saptanmistir. Ayrica, katilimcilarin total beyin hacimlerinin 2005-2006 yillarinda, 1995—
1996 yillarina gore istatistiksel anlamli bi¢imde daha biiyiik oldugu goriilmiistiir ki bu
durum 1995-1996 yillarindaki katilimcilarda beyin atrofisi lehine bulgularin daha gii¢lii
oldugunu gostermektedir [33]. 1982 ila 1999 yillar1 arasinda siddetli bilissel bozukluk
prevalansinda anlamli bir diislis saptanmistir [34]. Bir baska ¢alismada, ardisik {i¢ on yil
icinde, demans insidansinda —vaskiiler demans insidansinda, Alzheimer tipi demansa
gore daha fazla olmak lizere— bir azalma gozlenmistir [35]. Gelismis tilkelerde goriilen
bu diisiis egiliminin ana sebebi, bu iilkelerde demans i¢in riskli olan yas grubuna ulasan
kisilerin birka¢ dekat dnce ayni yas grubunda bulunan kisilere gére daha egitimli olmasi
nedeniyle demans icin de risk faktori olarak kabul edilen, ozellikle kardiyovaskuler
hastaliklara yol a¢an kosullar ile ilgili 6nleyici tedbirler hakkindaki farkindaligin dnceki
kusaklara gore daha ylksek dizeyde olmasi olarak goriilmektedir. Ayrica

kardiyovaskiler hastaliklar i¢cin gunimizde daha etkin tedavi yoOntemlerinin



uygulanmakta ve bu kronik hastaliklarin uzun dénem iginde ortaya ¢ikan olumsuz etkileri
gorece olarak daha asgari bir seviyede tutulmaktadir. Bu giinlerde, bat1 iilkelerinde yash
niifusun 6nemli bir kismin1 olusturan kesim “baby boomer” olarak adlandirilan, ikinci
Diinya Savasi’ndan sonra dogmus ve kendisinden bir 6nceki kusaga gore daha iyi egitim
alarak yetismis insanlardan olustugu icin, yashlarda egitim diizeyinin iyilesmesinin,
demans insidans ve prevalans oranlarin1 olumlu etkiledigi ve ileriki yillarda gelismis

iilkeler agisindan bu durumun bir avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.
2.1.2. Etiyopatogenez
2.1.2.1. Kolinerjik hipotez

Alzheimer hastaligina yol agan ve seyrine etki eden pekc¢ok unsurun oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple, AH’nin etiyopatogenezini agiklayabilmek igin 6ne surulen
cesitli hipotezler bulunmaktadir. Acaba hangi noérokimyasal ya da noropatolojik
degisiklik AH i¢in en 6n plandadir sorusuna hemen cebap vermek zor olsa da akla gelen
ilk hipotez kolinerjik hipotezdir [36].

Alzheimer hastaligindaki kolinerjik disfonksiyon, neokortekse ve amigdalaya ulasan
kolinerjik uzantilart bulunan Mynert’in nucleus basalisinde, hipokampusa kolinerjik
uzantilar yollayan medial septal alanda ve Broca’nin diagonal bandinda yaygin kolinerjik
noron kaybindan kaynaklanmaktadir. Yaslanma ile beraber de kolinerjik disfonksiyon,
yaslanmanin dogal bir pargasi olarak goriilmektedir. C57BL ve BALB/c farelerde,
hayatlarinin 30. ayinda, beyinde asetilkolin (ACh) sentezinin %75 oraninda azaldigi
gozlenmistir [37]. Yuksek afiniteli kolin transportunda (ACh sentezi i¢in hiz kisitlayici
basamak degisiklikler goriilmesi, K* ile uyarilan ACh saliniminda azalma, yaslilarda,
Alzheimer hastalarinda ya da Lewy cisimcikli demans, Parkinson kaynakli demans
hastalarinda nikotinik ACh reseptorlerinde azalma (Alzheimer’da, 6zellikle a—4 ylksek
afiniteli ACh reseptorleri), Alzheimer hastalarinin bazal 6n beyin kolinerjik néronlarinda
sinir hiicresi blyume faktori (nerve growth factor-NGF) eksikligi ve Kkortikal
ndronlarinda aksonal transportta bozulmalar s6z konusudur [38]. in vivo gorintiileme
yontemleri ile, Alzheimer hastalarinin pozitron emisyon tomografisi (positron emission
tomography, PET) calismalarinda kortikal asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinde ve tek
foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (single photon emission computerized

tomography, SPECT) calismalarinda tim serebral kortekste ve hipokampusta vezikdler



ACh tasiyicisinda azalma saptanmasi bulgular1 da AH ile kolinerjik hipotezi
iliskilendirmektedir [39]. Kolinerjik hipotezin AH patogenezinde yeri oldugunu
gosterilebilmesi i¢in bu bulgularla biligsel bozukluk arasinda dogrudan iliski kurabilecek
verilerin de ortaya konulmasi gerekmektedir. Buna iliskin olarak, Zemishlany ve Thorne,
diisik doz skopolaminin (muskarinik ACh reseptorlerinin yarismali antagonisti) yash
bireylerde 6grenmeyi bozdugunu gostermislerdir [40]. Geng bireylerde, diisiik doz
skopolaminin boyle bir etkisi goriilmemistir. Bir baska c¢alismada, Alzheimer hastasi
kisilerin, diisiik doz skopolamin etkisi ile kisa psikiyatrik puanlama 6l¢eginde (Brief
Psychiatric Rating Scale, BPRS) ve bazi biligsel islevlerinde gerileme tespit edilmistir.
Alzheimer hastasi olmayan bireylerde ise skopolaminin daha yiiksek dozlarinda benzeri
bir gerileme gozlenmistir [41]. Bu durumda, antikolinerjik etkinin hem saglikli yaslilarda
biligsel islevleri gerilettigi hem de Alzheimer hastasi bireylerin antikolinerjik

miidahalenin biligsel islevler lizerindeki etkilerine daha hassas oldugu goriilmektedir.

Merkezi sinir sistemindeki (MSS) bir kolinerjik yetersizlik hem yasla gorulen ve normal
kabul edilen biligsel gerilemeye hem de AH ile iligkili biligsel gerilemeye zemin
hazirlamaktadir. ileri yaslarda ve AH’de goriilen biligsel gerilmenin ACh bulunduran
ndronlarin disfonksiyonundan kaynaklandigini ileri siiren kolinerjik hipotez, glinlimiizde
AH tedavisi i¢in kolinerjik ajanlarin kullanimini, tedavi stratejisinin ana 6gesi haline
getirmistir. Ayrica kolinerjik etkili tedavi, depresyon, ajitasyon, psikoz, saldirgan
davraniglar gibi AH’nin biligsel olmayan davranissal bulgu ve belirtilerinde de iyilesme

saglamaktadir.
2.1.2.2. Enflamasyon

Antikorlar da dahil pek ¢ok molekiiliin ge¢isine izin vermeyen kan—beyin bariyerinin
varlig1 sebebi ile MSS immunolojik etkilesimlerden korunmus olarak kabul edilmekteydi.
Her ne kadar kan—beyin bariyerinin islevi hakkinda bilinenler degismemis olsa da
MSS’nin periferik immun siireclerden etkilenmedigi goriisii bastan asagi degismis gibi
goriinmektedir. Son yillarda, 128 Alzheimer hastasi ve 135 saglikli kisi ile yapilan bir
calismada, sitomegaloviriis ve herpes simpleks virus tip—1 gibi viral enfeksiyonlarin ve
borrelia burgdorferi, klamidofila pneumoniae ve helikobakter pilori gibi bakteriyel
enfeksiyonlarin, AH riskini arttirdigi gosterilmistir [2, 42]. Ateroskleroz, diyabet,
periodontit, depresyon ve obezite gibi durumlarin yani sira Kkronik enflamatuar

hastaliklarin da AH riskini arttirdii, pek cok epidemiyolojik ¢alisma ile ortaya
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konulmustur [43-45]. Ayrica, yaslanmanin da kendi basina bagimsiz bir etken olarak,
dogal immun cevab zayiflatan bir unsur oldugu bilinmektedir [42]. Ote yandan, c-reaktif
protein (CRP) ve IL-6 gibi akut faz reaktan1 ya da pro—enflamatuvar sitokinlerin plazma
seviyelerinin, Alzheimer hastalarinda klinik olarak demans semptomlar1 gériilmeden bes
yil kadar once, ayn1 yas grubundaki kisilere gore daha yiiksek oldugu goriilmistiir [4].
Ayrica, AH hastalig1 ile iliskili noredejenerasyona, MSS kaynakli enflamatuvar
slireglerin de katkis1 s6z konusudur. ARi-a2 protofibrillerinin —protofibriller, toparlak
(spherical) AB oligomerlerinin boncuk dizileri gibi birlesmesi ile olusmaktadir—
mikroglia hicrelerinde TNF—a {iretimini arttirarak enflamatuvar cevabin olusumunu
tetikledigi gosterilmistir [46]. IL-1B, TNF—a ve IL-6 gibi sitokinlerin, hem beyin
omurilik sivisinda (BOS) hem de periferik dolasimda, AH seyri boyunca duzenli olarak
yikseldigi gozlenmektedir [1, 5]. Yaygin ve kronik bir enflamatuvar yanit gosteren
romatoid artiritli hastalarda, daha az siklikta AH’ye rastlanilmasinin, uzun siireli non—
steroidal olmayan anti-enflamatuar ilag kullanimina bagli olabilecegi diigiiniilmektedir [1,
2]. Giderek artan sayida arastirma, sistemik bir enflamatuvar uyaranin bile sitokinler,
serbest radikaller ve lipit metabolitler gibi pro—enflamatuar mediyatorlerin salinimin
gerceklestiren mikroglialar araciligi ile MSS’de bir enflamatuvar olay: tetikleyebildigi
yoniinde bulgular ortaya koymaktadir [6, 42]. Buna gore; perifer kaynakli IL-13, TNF—
a, IL-6 gibi pro—enflamatuar sitokinler ve lipopolisakkaritler gibi patojen iliskili
molekiler desenler (pathogen associated molecular pattern, PAMP) kan-beyin
bariyerinden parenkime sizarak ya da bu periferik mediyatorler araciligi ile vagus siniri
gibi afferent yollar uyarilarak, enflamatuvar yanit MSS’ye tasinmaktadir [47]. Bu
sebeple, anti—enflamatuar etkinligi oldugu bilinen ajanlarin, AH’de terapétik degerinin

olabilecegi diisliniilmektedir.
2.1.2.3. Oksidatif stres

Yaslanmanin, oksidatif stresi arttirdigi bilinmektedir. Son yillarda biriken veriler,
Alzheimer hastalarinin, MSS’de artmis oksidatif stres yiikii altinda oldugunu
gostermektedir. Beyin dokusu, oksidatif strese karst olduk¢a direngsizdir. Ciinkii
antioksidan molekdiller agisindan yetersizdir [48, 49]. Yaslanma kismen de olsa; reaktif
oksijen drlnlerinin (Reactive oxygen species, ROS; Reactive nitrogen species, RNS)
birikiminden ve hiicrenin veya dokunun bu iiriinleri ortadan kaldirma ya da bu triinlerin

zararli etkilerini Onleme yetisinin azalmis olmasindan kaynaklanan bir siirectir.
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Alzheimer hastaliginda, en erken evrelerinden baslayarak, beyin dokusunun oksidatif
stresin etkisinde kaldigi bilinmektedir [50]. Amiloid—3 peptitler, bir defa olusunca;
oOzellikle ARi-a2 peptitler, dimer, trimer, oligomer, protofibriller ve buyik ¢6ziinmeyen
fibriller halinde bir araya gelmeye baslarlar [10]. Amiloid—3 peptitlerin oksidatif stresi
tetikledigine iligkin mekanizmalardan bahsedilmekle beraber, oksidatif stresin de AR
peptit liretimini arttirdigina dair bulgular bulunmaktadir [51, 52].

Alzheimer hastaliginda oksidatif stres yiikiiniin arttigmmi gosteren giiglii kanitlar
bulunmaktadir. Bu kanitlar, Alzheimer hastalarinin beyninde, Fe, Al, Hg gibi serbest
radikal olusumunu tetikleyebilecek metallerin artmasi [53], lipit peroksidasyonunun
artmasi, ¢oklu—doymamis yag asitlerinin azalmasi, ventrikiiler sivida lipit peroksidasyon
urdnd bir aldehit bilesigi olan 4-hidroksi—nonenal (HNE)’in artmasi, protein ve DNA
oksidasyonunun artmasi, azalmis enerji metabolizmasi, azalmis sitokrom—C oksidaz
duzeyi, ileri glikasyon son drtnlerinin (advanced glycation end products, AGEPS),
malondialdehit (MDA), karboniller, peroksinitrit, hem oksigenaz—-1 (HO-1), stiperoksit
dismutaz-1 (SOD-1) gibi molekillerin ve enzimlerin norofibriller yumaklarda
(neurofibrillary tangles, NFT) tespit edilmesi ve SP’de HO-1 ve SOD-1 enzimleri ile
AGEP’in bulunmus olmasi olarak siralanabilir [3, 54, 55].

Bunlarin yani sira, AR peptidin kendisi de serbest radikal iiretebilecek etkilesimlere
girebilir. Alzheimer hastaliginin, oksidatif stres hipotezine gore, AR1-42, ¢ift katli lipit zar
yapilara girerek ve bir ¢esit reaktif oksijen kaynagi gibi etki gostererek, lipit
peroksidasyonunu baglatmakta ve hiicre i¢i oksidatif stres olusumunu tetiklemektedir
[10]. Calismalar, oksidatif stresin amiloid Onculll protein seviyelerini [56] [57] ya da 3
veya y—sekretaz enzimlerinin aktivitesini arttirarak [58, 59] amiloid 6nculi proteinin [56]
amiloidojenik yol ile daha ¢ok islenmesine yol a¢tigini ortaya koymustur. Peroksinitritten
kaynaklanan nitrozatif stresin tirozin modifikasyonlarina neden olmasindan dolay1 AH
patogenezinde y-sekretazin herhangi bir modifikasyona ugrayip ugramadigi konusu
onem kazanmaktadir. Ciinkii, peroksinitrit iligkili nitrotirozinasyon, AH’de
gorilmektedir [60, 61]. Ozellikle nitrozatif stresle gerceklesen y-sekretaz
modifikasyonunun, yaslanma siirecinde sporadik AH’ye zemin hazirladig1 sonucuna
ulagilmistir. Nitrozatif stres ile AB—42/AR—40 oraninin, kontrol grubuna gore neredeyse
iki kat arttig1 gosterilmistir [62].
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Alzheimer hastaliginda oksidatif stres siirecinin, patolojik stirecin en erken evrelerinde
ortaya c¢iktig1 diistinlilmektedir. Hafif biligsel bozuklukta (HBB, mild cognitive
impairment-MCI), protein oksidasyonunun veya nitrasyonunun oksidatif stres belirteci
olan protein Kkarboniller, beyinde artmis olarak karsimiza ¢ikmaktadir [63]. Buna ek
olarak, HBB’de, nikleik asit oksidasyonunun biyobelirteci 8-hidroksi—2’—
deoksiguanozin (8-OHdG), 8-hidroksiguanin (8-OHG), 5-hidroksisitozin, 2,6—
diamino—4-hidroksi-5—formamidoprimidin ~ ve  4,6-diamino-5-formamidoprimidin
seviyelerinin hem mitokondriyal hem de niikleer DNA igin arttigi goriilmistiir [64].
Saglikli kisilerle kiyaslandiginda, AH veya HBB gelismis bireylerde, proteine bagl ve
serbest HNE, tiobarbtirik asit reaktif drtnlerinin (TBARS), izoprostan ve MDA
seviyeleri kanda, idrarda ve BOS’da yiikselmis olarak goriilmektedir [10, 65]. Geg
baslangicli AH (Late onset form of Alzheimer’s disease) grubunda, yani genetik bir
zemini olmayan ve genellikle 65 yas iizerinde goriilen Alzheimer’da, lipit peroksidasyon
yan urund olan hidroperoksitlerin kandaki seviyeleri, kontrol gruplarina gore, B12 ve
folat eksikligi, ileri derecede kalp yetmezligi, ileri derece bobrek veya karaciger hastaligi,
kronik obstriiktif akciger hastaligi, kanser, steroid kullanimi, NSAII veya antibiyotik

kullanimi gibi eslik eden durumlardan bagimsiz olarak yiiksek bulunmustur [66].

Ayrica, AH kliniginin tam anlamiyla belirmesinden 6nce ortaya ¢ikan, heniiz SP’nin veya
NFT’nin belirgin bir sekilde saptanamadigi, Alzheimer’a dogru gegici bir siire¢ oldugu
diistiniilen HBB tanis1 almis kisilerde, BOS’da, plazmada ve idrarda, 6zellikle esansiyel
yag asitlerinin peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan izoprostan seviyelerinin, ayni yas
grubundaki kisilere gore anlamli derecede artmis oldugu gozlenmistir. Izoprostan
seviyelerinin biligsel bozulmanin siddeti ile iligkili oldugu da ortaya konulmustur. Hafif
bilissel bozuklugu olan kisilerde hipokampusta, {ist ve orta temporal giruslarda genel
olarak protein peroksidasyon iiriinlerinin artmis oldugu goriilmiistiir [67, 68]. Bu durum,
oksidatif stres etkisi ile beyinde meydana gelen degisikliklerin, AH’nin klinik tablosuna

onciiliik ettigini diisiindliirmektedir.

Antioksidan savunma duizeneklerinden kurtulan ROS’un hiicre yasam dongiisii ve sinir
hicrelerinde sinaptik plastisite ile ilgili sinyal yolaklarin1 etkiledigi bilinmektedir. Hiicre
icinde acgiga ¢ikan ROS, mitokondriyel gecirgenlik gegis gozenegi (mitochondrial
permeability transition pore, mPTP), sarkoplazmik retikulum Ca*>~ATPaz (SERCA),
inozitol-1,4,5-trifosfat reseptorleri (IPs—Rs) ve ryanodin reseptorlerinin kinetigini
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etkileyerek Ca*?> homeostazinin mitokondri ve endoplazmik retikulumda (ER)
bozulmasina yol agmaktadirlar. Yaslanma siirecinde, insanlarda da primatlarda da HNE,
karbonillenmis proteinler ve 8—OHG gibi ROS etkisiyle modifiye olmus son tiriinler hem
beyinde hem de diger dokularda birikmektedir [69]. Yaslanmay1 aerobik metabolizmanin
sonucu olarak yillar i¢inde biriken oksidatif stres hasarmin bir sonucu olarak goren
yaslanmanin serbest radikal hipotezi [53], AH i¢in de birikmis bir oksidatif stres hasari
ile hastalik patogenezini agiklamayi hedefleyen goriislere Onciiliik etmistir. Oksidatif
stres birikiminin tetikledigi enerji metabolizmasi bozuklugu, hiicrede Ca*? homeostazinin
devam ettirilmesini de zorlastirir. Ornegin; 6zellikle zardaki lipitlerin peroksidasyonu,
hiicre ici Ca*™? dengesini bozucu sonuglar dogurur. Stiperoksit radikali (O2) ve H20z,
hidroksi radikal olusumu ile lipitlerin peroksidasyonuna sebep olur. Hidroksi radikaller,
zar lipitlerindeki ¢ift baglar1 hedef alarak bir dizi aldehit olusumuna yol acar. Bu
aldehitlerden, 6zellikle lipit peroksidasyonuna has olan HNE, protein zinciri Uzerindeki
sistein, lizin ve histidin kalintilarmin kovalent modifikasyonuna neden olarak, Ca*?
homeostazi i¢in 6nemli olan Na*/K* ATPaz, hiicre zar1 Ca*>~ATPaz (PMCA), noronal
glukoz tastyicis1 3 (GLUTS3), voltaj bagimli Ca*? kanallar1 (VBKK, voltage gated calcium
channels) ve astrositlerdeki glutamat tasiyicisinin (EAAT?) islevini bozar [70].

Sinir hicresi mitokondrisinde, strekli bir dizi fisyon ve flizyon sirecleri devam
etmektedir. Bu siireglerde gorevli bazi proteinlerin, Alzheimer’da ya da oksidatif stres
durumlarinda ekspresyonlar1 degisir. Ornegin; mitokondriyel fisyon proteinlerinden
dinamin benzeri protein—1 (dynamine like protein—1, DLP-1), Alzheimer’li beyinde
artmig olarak bulunmaktadir. Dinamin benzeri protein—1’in S-nitrozilasyonu (oksidatif—
nitrozatif stres sebebi ile), mitokondriye translokasyonunu kolaylastirir. Bu durumun, AH
veya herhangi bir sebeple artmis oksidatif stres hallerinde, sinir hiicresi mitokondrilerinin
fisyon—flizyon dengesini kuramamasina ve mitokondrilerin fisyona meyilli bir hale
gelmesine sebep olmaktadir. Mitokondri par¢alanmasi ile elektron transport zincirinin de
islevsiz hale gelmesi, ROS olusumunu arttirarak bir kisir dongiiye yol acar. Boylece,

mitokondrinin Ca*2 tamponlama 6zelligi de kaybedilmis olur [68].
Bu sebeplerle, 6zellikle yaslanma ve eslik eden kronik hastaliklar ile perifer veya MSS

kaynakl1 veya oksidatif stres yiikiiniin azaltilmasinin, AH’de terapdtik degerinin olacagi

bilinmektedir.
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2.1.2.4. Alzheimer hastaligi ve Ca*?> homeostazi

Kalsiyum iyonlarinin, kalp atimi, kas kasilmasi, T hiicreleri ile antijen sunan hiicreler
arasindaki etkilesim, sitotoksik T hiicrelerinde goriilen ekzositoz, hormon sekresyonu,
apoptoz, gen yazilimi (transcription), uyarilabilir hiicrelerde elektriksel uyarimlar, sinir
hlcrelerinde sinaptik plastisite, hiicre zarinin uyarilabilirlik 6zelliginin en elverisli
diizeyde devam ettirilmesi, ¢evresel uyaranlarin algilanmasi, islenmesi ile uygun cevabin
ortaya cikarilmasi ve biligsel islevlerin gerceklesmesi i¢in nérotransmitter salinimi gibi
fizyolojik sureclerde hayati 6neme sahip bir yeri oldugu bilinmektedir [71]. Kalsiyum
iyonunun bu genis yelpazede siralanan biitiin islevleri diisiiniildiigiinde, Ca*?

homeostazindaki sapmalarin, sinir hicresi fizyolojisini etkilemesi beklenir.

Kalsiyum, sahip oldugu pekgok islevinin yanisira biitiin 6karyotik hiicrelerde, hiicre
iginde gorevli evrensel bir uyarim elementidir. Kalsiyum iyonunun Oteden beri hiicre
olimi sureclerinde hayati rollere sahip oldugu da bilinmektedir. Ornegin; doku veya
hicrede enflamasyon, 1s1, radyasyon, travma, toksinler vb. disaridan ulagan unsurlar ile
ortaya ¢ikan ve hiicre zarinin haraplanmasi, kromatin sindirimi, DNA hidrolizi ve sonugta
hicre lizisi strecleri ile kendini gosteren nekroz igin esas patofizyolojik diizenegin,
mitokondriyel enerji metabolizmasinin ¢okiisii ve dramatik olarak azalan ATP seviyeleri
ile hiicre icinde artan [Ca*?] sonucunda fosfolipazlar, endontikleazlar ve protezlar gibi

pek cok katabolik enzimin aktif hale gelmesiyle meydana geldigi bilinmektedir [72].

Hiicre ici Ca*? iyonunun noronal sinyal yolaklarindaki merkezi énemi, Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar ile Ca*? homeostazi arasinda bir iliski olabilecegini
diistindiirmektedir. Olduk¢a genis bir yelpazede ¢esitlendiriliyor ve degerlendiriliyor
olmalarina ragmen; norodejeneratif hastaliklar patofizyolojilerinde garpici benzerlikler
barindirmaktadirlar. Kalsiyum homeostazinda ve ilgili sinyal yolaklarinda bozukluklar,
hemen biitiin norodejeneratif hastaliklarda karsimiza ¢ikmaktadir [73]. Son birkag on
yilda, yaslanma siirecini de Ca*? homeostazindaki sapmalar ile iliskilendirebilecek
bulgulara ulagilmistir. Ulasilan bulgular, ndron hiicresindeki Ca*? sinyal yolaklarindaki
bozulmalarin hem normal yaslanma siirecinin bir pargasi oldugunu hem de AH (Sekil
2.1.), Parkinson hastalig1 (PH), amyotrofik lateral skleroz (ALS), Huntington hastaligi
(HH), spinoserebellar ataksiler (SSA) gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde

yer aldigini ortaya koymaktadir. Yaglanma ile hiicrenin Ca*2 homeostazini devam ettirme
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yeteneginde bir azalma oldugu bilinmektedir [7]. Periferik sinir hiicrelerinde, SERCA’nin

etkinliginin yaglanmayla azaldigi ortaya konmustur [8].

Kalsiyum sinyalleri, sinir hlicresine ait uzantilarin gelisimi (neurite outgrowth), sinaptik
plastisite, sinaps olusmu (synaptogenesis) ve apoptoz gibi fizyolojik devamlilikla ya da
hiicre yasam dongisii ile ilgili birgok hayati islevin devam ettirilmesinde veya
aktiflenmesinde yer alir. Ca*?, bir ikincil haberci olarak da islev goriir. Hatta,
depolarizasyon durumunu ve sinaps hareketlerini, sinir hiicresinin biyokimyasal igerigi
ile iliskilendiren esas hiicre ici ikincil haberci Ca*?’dir. Hiicre, oldukga hassas bir sekilde
hiicre i¢i [Ca*?]’y1 ayarlar ve bu konsantrasyon, oldukga dar bir fizyolojik aralikta tutulur.
Kalsiyum iyonu konsantrasyonu ekstraseliiler alanda yaklasik olarak 1.2 mM iken ER
icinde 0.5 mM, hiicre iginde ise 100 nM kadardir. Boylece hiicre disinda Ca*? iyonu,
hiicre igine gore yaklasik olarak 10.000 kat daha fazla bulunur. Bu durum, Ca*2 iyonunun,
Na* veya K*’ya gore ¢ok daha hassas bir dengesinin oldugunu ortaya koymaktadir.
Kalsiyum, sinir hicresi sitozoline VBKK araciligiyla, reseptorle dizenlenen Ca*?
kanallar1 (ROCC, receptor—operated calcium channels, ROCC ile ya da Ca*? birikimi ile
dizenlenen Ca*? kanallar (store-operated calcium channels, SOCC) ile girer. Voltaj
bagiml kalsiyum kanallari, Ca*? kanallarinin L-tip alt ailesine ait, yaslanma ve
Alzheimer’da rolii oldugu bilinen kanallardir. Endoplazmik retikulum zarinda bulunan
IP3 ve ryanodin reseptorlerinin uyarilmasi ile ER’deki depolardan sitozole Ca*? salinmasi
gerceklesir [9]. Hiicre zarinda, fizyolojik kosullarda Ca*? iyonunun hiicre disina akisini
saglayan Na*— Ca*? degistiricisinin (Na*— Ca*2 exchanger, NCX) de —ki bu degistirici, bir
defada Gic Na* iyonunu hiicre igine almasina karsilik bir Ca*? iyonunu disar1 atar, hiicre
icine alman Na* iyonlar1 daha sonra Na*— K™ ATPaz ile hiicre disina ¢ikarilacagi igin
aslinda ATP bagiml bir degisim hareketidir— Ca*? homeostazinin saglanmasinda 6nemli
bir islev goriir. Bunlarin yam sira SERCA, PMCA, mitokondriyel zar Ca*?> ATPaz
(MMCA), mitokondriyel zar H*—Ca*? degistiricisi (mH*—Ca*? exchanger, mHCX) ve
mitokondriyel Ca*? tasiyicis1 (calcium uniporter, MCU) [Ca*?]’nin fizyolojik aralikta
devam ettirilmesine yardimci olmaktadir [74]. Eger hiicre i¢i Ca*? diizeyi iskemi,
oksidatif stres, inflamatuvar olaylar, radyasyon, travma vb. sebeplerle olmasi gerekenin
ustiindeki konsantrasyonlara ¢ikarsa, bu durum enzim yikimina, asirt ROS Uretimine ve
sonu¢ olarak hiicrede mitokondriyel islevlerin ve biyoenerji dongusinin sekteye

ugramasina yol acar [75].
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Kalsiyum iyonu, sinir hicresideki dendritlerin norotransmitterlere cevaben ortaya
cikardiklart yapisal ya da islevsel olarak hiicre ¢ekirdegine gen yazilimini diizenleyen
sinyallerin ulasmasi ve norotransmitter saliniminin baslatilmasi gibi ¢ok ¢esitli karmasik
siirece de aracilik eder. Hicrede zar potansiyeli blyik 6lcide Na* ve K* iyonlarina
bagimlidir. Kalsiyum ise, zar potansiyeline yanit olarak hiicresel islevlerde gerekli
degisikliklerin ortaya ¢ikmasina aracilik eden bir hiicre i¢i ikincil habercigérevindedir.
Kalsiyum homestazinda meydana gelen bozulmalar ise hiicrenin fizyolojik islerligine ket
vurmasinin yanisira hiicrenin en nihai islevlerini etkileyecek molekiiler degisikliklere
sebep olabilir. Bu degisiklikler, lokal olarak ndron htcresi dendritlerinde dentritik
budanma (dentritic prunning) bigiminde ortaya ¢ikabilecegi gibi, sinaps kaybi (synapse
loss), sinaptik gegirgenligin ve plastisite disfonksiyonu, hiicre iskeleti (cytoskeletal)
patolojileri, AR (amyloidogenesis) veya hiperfosforile tau proteini Uretimi, mitokondriyel
disfonksiyon, oksidatif stres ve enflamasyona yol agarak bir néronu ya da néronal agi
batunayle etkileyebilir. Kalsiyum homeostazindaki bu sapmalar sebebiyle en sonunda
MSS’de mikroglial aktivasyonu ve enflamatuvar siireglerini iceren dogal immun yanit
tetiklenmektedir. Ancak yine de Ca*?> homeostazindaki bozulmanin hem yaslanma hem
de AH ile arasindaki mekanistik iliskinin, AH igin etkin bir terapdtik mudahalenin
kesfedilmesini saglayacak en Oonemli unsurlari hala gizemini korumaktadir [76]. Bu
durumda Ca*?’a gegirgen katyon kanallari muhtemel birer terapotik etkinlik alani olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak hangi katyon kanalinin ne 6l¢iide ve ne sekilde yaglanma
ve AH ile iligkili oldugu konusunda katedilecek ¢ok yol oldugu anlasilmaktadir. Ayrica,
s6zii edilen katyon kanallarinin her birinin hiicre i¢i [Ca*?]’na ne 6lgiide etki ettigi, bu
etkinin sitoplazmada lokal bir alanda m1 yoksa biitiin sitozoldeki Ca*? etkileyerek mi
ortaya ¢iktig1 da onem tagimaktadir. Yine de Ca*? kanallar1 ile AH arasinda, patolojik
stireci biitiiniiyle agiklamasa da goz Oniine serilen Onemli bazi mekanistik iliskiler
mevcuttur. Ornegin; multimerik, kompleks yapida olan ve fonksiyonel bir iyon kanal
olugturan, iyon secici bolgesi NMDAr ile benzerlikler tasiyan Ca*? homeostaz
modulatori—1 (CALHM1) kanalindan hiicre igine kalsiyum akisi AR peptit Gretimini
azaltmakta ve ¢6zinebilir amiloid 6ncllu protein—o (sAPPa) iiretimini ise arttirmaktadir
[77]. Ote yandan, presenilinde meydana gelen ailevi AH ile iliskili mutasyonlarin ise
ER’den IP3 aracili Ca*? arttirirken, SOCC’dan kalsiyum akigini azalttigi gorilmiistiir
[78].
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Hicre ici ve dist [Ca*?]’nin hassas dengesi devam ettirilereck bu karmasik hiicresel
islevlerin yerine getirilmesinin, elbette sinir hiicresi i¢in bir kiilfeti olacaktir. Zar
potansiyelinde meydana gelen bir degisiklikten sonra, sinyal yolaklarini harekete gegiren
artan hiicre ici [Ca*?]’nin eski diizeylerine dondiiriilmesi i¢in ATP’ye bagimli bir sekilde
Ca*?iyonunun hiicre disina ya da hiicre i¢i Ca*? depolarina tasinmasi gerekir. Yaslanma
veya kimi norodejeneratif hastaliklarla beraber, sinir hiicresi uyarilmasi, zar
potansiyelinin degismesi, hiicre i¢i Ca*? yogunlugundaki degisikler ve bu degisikliklerin
eski duzeylerine dondirtlmesi ile ilgili strecleri ylritme kapasitesinde gerilemeler

gorulmektedir.

Kalsiyum homeostazi saglayan kalsiyuma gegirgen katyon kanallarimin yaninda bu
dengenin devam ettirilmesi ile ilgili organeller de bulunmaktadir. Mitokondri, Ca*?
homeostaz1 saglamakla gorevli en Onemli organellerden biridir. Mitokondri hem
trikarboksilik asit dongisu [79] [79] ve oksidatif fosforilasyon ile yuksek enerjili NADH
ve ATP gibi ara iiriinler saglar hem de hiicre i¢inde 6nemli bir Ca*? deposu ve ROS
kaynagi olarak gorev yapar. Mitokondrideki proton pompasi, negatif bir zar i¢i ortam
olusturdugu i¢in, mitokondri matriksi Ca*? birikimi icin elverisli bir hale gelmektedir.
Hiicre ici artan [Ca*?], MCU’yu aktive etmekte, mitokondri matriksinde artan [Ca*?],
TCA’nin piriivat dehidrogenaz, izositrat dehidrogenaz ve o—ketoglutarat dehidrogenaz
enzimlerinin ve dolayistyla FiFo—ATPaz’in etkinlik dizeyini arttirmakta ve boylece ATP
ve NADH gibi yiiksek enerjili ara irtinlerin tiretimi artmaktadir. Boylece mitokondri bir
cesit hiicre ici Ca*? tamponu olarak islev goriir. Ayrica Ca*2, hiicrenin enerji
metabolizmasinda rol oynayan 6nemli bir ikincil haberci olarak karsimiza ¢ikmaktadir
[10]. Bu sebeple, mitokondrinin Ca*? tamponlama kapasitesi hem hticre i¢i Ca*? dengesini
devam ettirmekte hem de O tiketiminin ve ortaya g¢ikan ROS’un miktarini
belirlemektedir. Hiicre sitozoline girmis bir Ca*? iyonunun, hiicre zarindaki Ca*’-
ATPaz, SERCA veya hiicre zarindaki dolayl olarak enerji bagimli NCX ile sitozolden
uzaklastirilmasi, elektron tasiyici zincirle 3 proton pompalanmasina yani 1 ATP’ye maél
olmaktadir. Oysaki, Ca*?’un mitokondri matriksine alinmas igin 2 proton pompalanmasi
yani 0.67 ATP harcanmasi gerekmekte, boylece daha az oksijen harcanmakta ve daha az
miktarda ROS agiga ¢ikmaktadir. Bu sebeple, mitokondrinin Ca*? tamponlama 6zelligi,
ozellikle sinir hiicresi gibi uyarilabilir hiicrelerde daha da 6nemli bir hale gelmektedir

[69]. Bu durum, mitokondriyal disfonksiyonun ve enerji metabolizmas: ile ilgili
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bozukluklarin, Ca*? dishomeostazina ve hiicre harabiyetine nasil yol agabilecegini de

goOstermektedir.

H“‘*Q—aunluitl olicomerler
Elektron Transport Zinciri

BACE <T—sekretaz

H.O, -——___.—-"

- -
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Amiloid Onciilii Protein

Azalmis Sitokrom Oksidaz Aktivitesi
DNA ve Protein Oksidasyonu

Lipit Peroksidasvonu

ATP Aci1s

Sekil 2.1. Serbest radikaller ile amiloidojenik yolun uyarilmasi. Serbest radikaller, 3—sekretaz aktivitesini
arttirarak, amiloidojenik yolun galigmasina ve bu yol ile amiloidojenik olmayan yola gore ¢cok daha fazla
AR peptit Uretilmesine sebep olur. Amiloidojenik yol ile olusan AR peptitler presipite olarak SP
olugturmaya daha meyillidirler. AB peptitler, ayrica, mitokondriyel etkiler de gosterirler. Sonugta, elektron
transport zincirinin islevi bozulur ve mitokondriyel kaynakli serbest radikal iiretimi artar. Bu durumda,
mitokondrinin Ca*? tamponlama islevi de bozulur. Kaynak [80] den uyarlanmgtir.

Kalsiyum homeostazi ile ilgili olan bir diger hiicre i¢i organel de ER’dir. Kalsiyum
depolanmasi, sentezlenen proteinlerin katlanmasi (folding), modifikasyonu ve kimi
ozelliklerine gore siniflandirilmasi (sorting) gibi islemler ER’nin gorevlerindendir. Bu
islevlerin bir kisminin veya tamaminin yerine getirilememesi halinde, ER stresi ortaya
cikar. Amiloid—3 (1-40) peptit etkisine birakilan, kaspaz—12 nakavt ve dogal fenotipteki
farelerin kortikal noéronlart goézlendiginde, kaspaz—12 nakavt farelerin Kkortikal
noronlarinda, dogal fenotipli olanlara gére, anlamli miktarda daha diisiik oranda apoptoz
goriilmiistiir. Kaspaz—12’nin, yalnizca ER stresine yol agan unsurlar ortaya ¢iktiginda

apoptotik yolaklarin aktive olmasini sagladigi, ER stresinden baska hiicre igindeki
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apoptotik yolaklarin cesitli etkenlerle aktiflesmesinin kaspaz—12 aracili apoptotik
yolaklar iizerinde belirleyici olmadigi goriilmiistir. Bu sebeple, interlokin—113
doniistiiriicii (converting) enzim alt ailesinin (subfamily) bir Gyesi olan ve aktivite diizeyi
blyik 6lctde ER ile ilgi parametrelerden etkilenen kaspaz—12’nin, AR aracili apoptozu
yonlendirdigi ortaya konmustur [81]. Alzheimer hastaligi etiyolojsinde, presenilin
mutasyonlart genetik unsurlardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Geng, erigkin veya
yasli olup da mutant presenilin—1 (PS-1) Ureten farelerde —ki, bu fareler, 3 haftaliktan 2
yasin lizerinde olanlar olmak tizere degisik yaslardadir— ER ile ilgili sinyal
bozukluklarinin oldugu ve PS-1 mutasyonunun farelerin sinir hiicrelerinde Ca*?
homeostazinda sapmalara yol a¢tig1 gosterilmistir [9]. Bir transmembran proteini olan
PS-1 proteinine ait gen mutasyonunun, Ca*?> homeostazinda bozulmalara sebep oldugu
gibi AB tretimini arttirdigi da bilinmektedir [82].

Amiloid-R peptitlerin dogrudan Ca*? homeostazina etkileri de bulunmaktadir. Amiloid—
B peptit oligomerleri, hiicre zarina glikozil fosfatidilinozitol (GPI anchor) ile ¢engellenen
ve AR peptit reseptorii olarak da islev goren hiicresel prion proteini (PrPC) ile birlikte,
NMDAr gibi iyon kanallarindan hiicre igine dogru Ca*? girisini yol agmakta ya da AR
peptit oligomerleri, dogrudan hiicre zarinda Ca*?> akisimi saglayan kanallar
olusturmaktadirlar [83]. Bununla beraber, NFT olusumu ile de Ca*? dishomeostazi
arasinda bir etkilegsim ortaya konulmaktadir. Norofibriler yumaklar bulunduran sinir
hiicre sitozollerinde, hem protein bagimli hem de protein bagimsiz Ca*? miktarinin, NFT
bulundurmayan sinir hiicrelerine gore daha fazla oldugu gorilmistiir [82]. Amiloid—3
peptitler, Ca*? duyarl reseptorlerle etkileserek hiicre i¢i IPs seviyesinin ylikselmesine de
sebep olabilirler. Inozitol trifosfat reseptorleri aktivasyonu ile ER’den hiicre icine Ca*?
iyonlarmin salinmasi saglanmaktadir. Amiloid—R3 peptit oligomerlerin etkisi sonucunda,
aktive olan hiicre i¢i IP3—Ca*? sinyal yolaklari, aslinda, saglikli bireylerde uyku—uyaniklik
dongiisiinlin uyku siiresince yavaslar, bu sekilde uykuda yeni 6grenilen bilgilerin hatizaya
kaydu stireci gergeklesir. Bu bulgularin irdelenmesiyle ve yeni katkilarla, Alzheimer’daki
uyku—uyaniklik dongiisti ile ilgili sikayetlerin ve en son Ogrenilenlerden baslayarak
zamanla daha eski 6grenilmis bilgilerin de unutulmaya devam ettigi ilerleyici hafiza
kaybinin patogenezini agiklamak mumkun olabilir [84]. Amiloid—3 peptitler ayrica, sinir
hiicre zarindaki Ca*>~ATPaz’1n ve NCX’in fizyolojik isleyisi i¢in elektrokimyasal bir
gradyan saglayan Na*— K*—~ATPaz’1 inhibe ederek de dinlenim halindeki sinir hiicresinde,

hiicre i¢i Ca*? yogunlugunun artmasina sebep olurlar [85]. Sinir hiicrelerinde Ca*?2
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tamponu olarak kabul edilen kalbindin—-D28k’nin Alzheimer’da azaldig1 bilinmektedir.
AR peptit oligomerlerin, Ca*> homeostazina olan bu etkilerinin, Ca*? ile ilgili bitiin
yolaklarda degisikliklere sebep olacagi agiktir. Kisacasi, hiicre dis1 ortamda birikmeye
baslayan AR peptit oligomerleri, cesitli mekanizmalar ile sinir hiicresi i¢inde [Ca*?]’nin
artmasina sebep olmaktadirlar ve boylece AH’de ortaya ¢ikan ¢ogu semptomlar dogrudan

Ca*? homeostazi ile iliskilendirilebilmektedir.

Hem norodejeneratif hastaliklarin  patofizyolojisinde hem de yaslanma siirecinin
zemininde var oldugu goriilen Ca*?> homeostazi bozukluklari, karsimiza &zellikle
yaslanma ve AH’yi aciklayan Onemli hipotezlerden biri olan Ca*? hipotezini
cikarmaktadir. Bu durum, Ca*? sinyal yolaklarindaki herhangi bir asamayi
etkileyebilecek veya artan hicre ici [Ca*?]’da optimizasyon saglayabilecek terapotik
ajanlarin kullanilmasinin, basta AH olmak tizere, norodejeneratif hastaliklar agisindan

terapotik degerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.1.3. Risk unsurlar

Alzheimer hastalig1 ya da baska bir sebeple ortaya ¢ikan demans sendronu igin ne gibi
risk unsurlarinin oldugunu tespit edebilmek onemlidir. Clinkli AH, klinik olarak hastada
tipik bulgular ortaya ¢ikmadan yillar éncesinde baslayan bir ndrodejeneratif siirectir. Iste
tam da bu sebeple, AH’ye bakis agis1 uzun yillar sonunda, bu hastalig1 yasliligin dogal
bir sonucu ya da bir yaglilik hastaligi olarak kabul eden goriisten, yasam boyu risk teskil
eden pek ¢ok faktorlin birlesmesi sebebiyle beyinde biriken hasar sonucunda ve kisinin
bilissel rezerv kapasitesinin diizeyine gore, siklikla yaslilik doneminde ortaya ¢ikan bir

hastalik oldugunu kabul eden baska bir goriise donlismiistiir.

Risk unsurlarimi ortadan kaldiracak ya da etkilerini hafifletecek tedbirlerin hayata
gecirilmesinin demans insidans ve prevalansini azaltacagi ongoriilmektedir. Ayrica,
biitlin diinyada ortalama insan hayatinin uzuyor olmasi da ileri yasla birlikte insidans ve
prevalanslarinda artis goriillen AH gibi ndrodejeneratif hastaliklar1 giin gegtikce daha
biiyiik bir halk saglig1 sorununu doniistiirmektedir. Alzheimer hastaliginin multifaktoryel
bir etiyolojiye sahip oldugu ve hastaligi geriletecek hatta ilerleyisini durduracak bir
medikal tedaviden giiniimiizde yoksun oldugumuz disiiniildiiginde, hastalik i¢in

belirlenen risk unsurlarindan kaginmak ve bu risk unsurlari hakkinda toplumu
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bilgilendirerek gerekli halk sagligi ¢alismalarin1 gerceklestirmek, su anda AH ile

miicadele edebilmek i¢in en makil segenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Alzheimer hastaliginin olusumu igin tetikleyici ya da risk unsuru olan pek cok genetik ve
cevresel etmen bulunmaktadir. AH i¢in en oOnemli risk unsurunun yas oldugu
goriilmektedir. 40’1 ve 50°1i yaslarinda erken baslangich AH (Early—onset form of
Alzheimer’s Disease) tanisi alan bireyler olsa da hastalarin biiyiik gogunlugu (%95’ten
fazlasi) 65 yas ve Ustlndeki bireylerdir. 65 yasindan sonra, AH’ye yakalanma olasilig1 85
yasina kadar her bes yilda bir ikiye katlanarak artmaktadir. Alzheimer hastaligi kaynakl
demans prevalansi 60 ila 85 yaslar1 arasinda 15 kat kadar artmaktadir [86]. Yash niifus
oraninin diinyada giderek artiyor olmasi ile demans insidans ve prevalansinin da ileriki

yillarda yukar1 yonlii bir seyir izlemesi dogal olarak beklenmektedir.

Cogu prevalans calismasinda kadinlar arasindaki prevalansin daha yiiksek oldugu
sonucuna ulasilmigtir. No6rotrofik faktor gibi de islev gorebilen 6Ostrojen, MSS’de
mitokondrileri A} peptitlerin oksidatif etkisine karsi koruyucu etki gostermekte ve ROS
diizeyini diisirmektedir. Post-menopozal donemde kadinlar, dstrojenin bu koruyucu
etkisinden mahrum kalmis olurlar. Nitekim; epidemiyoloji calismalarinda, post—
menopozal dénemlerinde 6strojen replasman tedavisi alan kadinlar arasinda daha diisiik
demans prevalanslari ile yiizlesilmektedir [87]. Bununla beraber, demansa yakalanma
olasilig1 agisindan cinsiyette bir fark bulunmadigini gésteren ¢aligmalar da mevcuttur
[88].

Serebrovaskuler hastaliklar, AH i¢in en dnemli risk faktdrlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Aslinda AH i¢in 6ne stiriilen vaskiiler risk unsurlari, kardiyovaskiiler ya da
serebrovaskiiler hastaliklar igin belirlenmis risk unsurlarin1  eksiksiz igerir.
Serebrovaskuler hastaliklar, zaman ig¢inde demans benzeri klinik durumlara sebep
olabilir. Serebrovaskiiler hastaliklar sebebi ile ileriki yillarda vaskiler demans gorulebilir.
Serebrovakiiler hastaliklara, ileriki yillarda siklikla AH’ye 6zgii bulgular da eslik edebilir.
Zaten, AH patogenezi de 6nemli vaskiiler bilesenler icermektedir. Bir inme dykisunan,
kisinin inme Oncesindeki bilissel islev diizeyinden bagimsiz olarak, ileriki yillarda
demans sendromuna yakalanma olasiligin1 ikiye katladigi ortaya konulmustur. Inme
sonrasinda demans sendromuna yakalanan bireylerin biiyiik cogunlugunda ya vaskiiler

demans ya da AH teshis edilmistir [89].
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Kisi, hayatinin orta yaslh yillarmi siirerken, bir veya birden ¢ok kardiyovaskiiler risk
unsuru ile birlikte yasamasi, ileriki yillarda demans sendromuna yakalanma olasiligin
yas, 1k, cinsiyet ve egitim diizeyinden bagimsiz olarak arttirmaktadir. Ileri yaslarda,
ornegin 60’11 yaslardan sonra ortaya ¢ikan hipertansiyondan daha énemlisi; kisinin orta
yaglarda hayatin1 hipertansif olarak devam ettirip ettirmedigidir. Orta yaslardaki
hipertansiyon demans igin bir risk faktorl olarak belirlenmistir. Demans patolojisinin
gelismesiyle ileri yaslarda kan basincinda bir diisme egilimi ortaya ¢ikmaktadir. Orta
yaslarinda, kisinin yiiksek diastolik kan basinci sergilemesi, ileriki yaslarinda azalmis
plazma AR diizeyi ile artmig AH riskine sebep olmaktadir. Azalmis plazma AR diizeyinin
artmis kortikal birikim sebebi ile otaya ¢iktigi belirlenmistir [90]. Hipertansiyon, yiksek
kolesterol, diyabetes mellitus ve sigara gibi kardiyovaskiiler risk unsurlarinin her biri
kendi basina ileriki yaslarda demans sendromuna yakalanma olasiligin1 %20 ila %40
diizeyinde arttirmaktadir [88]. Pek¢ok calismada, AH ile iliskili bulunan baslica vaskuler
risk unsurlari; diyabetes mellitus, hipertansiyon, sigara, hiperkolestrolemi, aterosklerozis,
yuksek fibrinojen konsantrasyonu, yiiksek serum homosistein diizeyi, alkolizm ve atrial

fibrilasyondur [1].

Alzheimer hastaliginin kisinin biligsel rezervi ile iligkisi basli bagina bir hipotez
olusturmustur. Bilindigi gibi, AH’ye ait belirti ve bulgular, patogenezi olusturan beyin
hasar1 basladiktan yillar sonra gézlenmekte, bu sebeple hastaligin ilerledigi ancak kisinin
normal oldugu bir zaman dilimi ortaya ¢ikmis olmaktadir. Bu sebeple Alzheimer, kisinin
hayatinin 6nemli bir béliimiinde, sinsi baslangich ve kesintisiz devam eden bir patolojiye
normal diizeyde eslik eden bir biligsel kapasitenin goriildiigii demans tipi olarak da
tanimlanmaktadir. Bilissel rezerv, hayat boyu maruz kalinan, AH igin risk olusturan baglh
olarak beyinde ortaya c¢ikan patolojiler karsisinda, beynin biligsel gerilemeyi
engelleyecek norofizyolojik stratejiler liretme ve biligsel kapasite diizeyini destekleyecek
yeni kaynaklar bulma yeteginidir. Dogal olarak bu yetenek kisiden kisiye degisiklik
gostermektedir. Kisinin bilissel rezerv diizeyi, dogustan gelen 6zellikleriyle sedanter
hayat tarzi ya da diizenli egzersiz arasindaki se¢imi, beslenme aligkanliklari, sosyal
aktivite dulzeyi, sigara—alkol tiiketimi, yasam tarzina bagli olarak gelisen veya ortaya
cikan hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabetes mellitus, akut koroner sendromlar ve
inmeler gibi ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek¢ok unsura baglh etkilerin
yasam boyu birikimiyle belirlenir [91]. Yiiksek egitim diizeyi de biligsel rezervi

guclendirici bir faktordur. Egitim diizeyinin yiikseldik¢e, Alzheimer hastalarimin,
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hastaligin ilk teshisindeki mini—mental durum olgegi (MMSE) puanlart da
yukselmektedir [92]. Norofizyolojik olarak daha fazla noronal islerlik ve yetkinlik
sagladig1 ve bilissel rezervi arttirarak Alzheimer patolojisinin klinik semptomlar ortaya
cikarabilmesi icin gereken beyindeki hasar esigini yiikselttigi goriisii sebebi ile diisiik

egitim seviyesi AH’de bir diger 6nemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir.

Travmatik beyin hasarinin (TBH) dykiisii olan kisilerde biitiin demanslarin gériilme, TBH
Oykisl bulunmayanlara goére takipte 1.24 tehlike orani (hazard ratio), spesifik olarak AH
goriilme orani ise 1.16 tehlike oraniyla yiiksek bulunmustur [93]. Siddetli bir kafa
travmasi takiben, kisilerin ticte birinde AR birikimleri oldugu gériilmistiir. Travmatik
beyin hasar1 sonrasinda AR birikimleri bulunan kisilerde Apolipoprotein E (APO-E) &4
aleli siklig1 AH ¢alismalarindakinden bile daha yiiksekken, TBH sonrasinda AR birikimi
gozlenmeyenlerde bu siklik Alzheimer hastaligi bulunmayan kontrol gruplarindaki
duzeylerdedir. Boylece APO-E &4 alelinin, AH icin bir risk unsuru olan TBH etkisini
giiclendirdigi gortiilmektedir [94].

2.1.4.Genetik unsurlar

Apolipoprotein E €4 aleli tasiyiciligi hem ateroskleroz i¢in orta diizeyde hem de genel
populasyonda AH igin bilinen en dnemli genetik risk faktoridir. Bu tasiyicilik, AH
olusmasi i¢in kesin olarak gerekli ya da tek basina yeterli bir durum olmasa da 19.
kromozom Uzerinde bir lokasyona sahip olan APO—E geni, geg baslangigli AH ile iligkisi
acisindan en ¢ok arastirilan gendir. Apolipoprotein E, hiicre kulttrlerinde makrofajlardan
kolesteroliin ¢ikigini azaltarak kopiik makrofajlar olusmasina yol agmaktadir. Periferde
karaciger kaynakli, beyinde ise astrositler tarafindan iiretilen APO-E, huicreden kolesterol
¢ikisini azaltici etkisi ile noronlarda muhtemel bir A3 tiretimindeki artis1 tetiklemektedir
[44]. Kanda lipitleri tastyict bir molekiil olarak islev géren APO-E insanlarda tip 2, tip 3
ve tip 4 seklinde ti¢ degisik tipte bulunmaktadir. APO-E proteini, trigliserit ve kolesterol
metabolizmasinda merkezi bir role sahiptir. Gendeki polimorfizm AH’ye yakalanma
riskini ve beyinde biriken AR peptit miktarini etkilemektedir. Kafkas toplumlarinda,
APO-E &4 alelinin bir kopyasini tagiyanlarda ge¢ baslangicli AH’ye yakalanma riskinin
uc kat ve APO-E &4 alelini homozigot olarak bulunduranlarda sekiz arttigi goriilmiistiir.
Ote yandan, APO-E &2 aleli tasiyanlarda, tasimayanlara gore AH agisindan hem daha
diisiik bir risk hem de eger AH gelisirse hastalik i¢in daha ge¢ bir baslangi¢ yas1 s0z
konusudur. APO-E polimorfizminin AH ile iligkisi toplumdan topluma farkliliklar da
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gostermektedir. Amiloid onculti protein, PS-1 ve Presenilin-2 (PS-2) genindeki
mutasyonlarin da erken baslangicli AH’ye sebep oldugu bilinmektedir. Bunlarin
haricinde, dokuzuncu kromozom Uzerindeki ubikuilin—1 geni, 10. kromozom (zerindeki
kolesterol 25-hidroksilaz, insiilin yikici enzim (insulin degrading enzyme, IDE), alfa T
katenin, kolin asetil transferaz, glutatyon S-transferaz ve (Urokinaz plazminojen
aktivatori genleri ile 12. kromozom Uzerindeki alfa—2 makroglobulin ve diisiik
yogunluklu lipoprotein reseptorii iliskili protein genleri, birbirinden farkli mekanizmalar
araciligiyla, AH ile muhtemel iliskisi olan genler olarak gériilmektedir [95]. Ornegin,
IDE, AR peptitleri yikan bir metalloproteinazdir. Bu enzimi kodlayan gende meydana
gelen bir mutasyon, sliphesiz AR peptitlerin ortamdan temizlenmesini sekteye

ugratacaktir.
2.1.5. Demans benzeri tablolar

Unutkanlik ile ilgili her turlu belirti ve bulgu AH’ye veya demansa mi isaret eder?
Unutulmamalidir ki ileri yaslarda unutkanlik siklikla karsilasilan bir sikayettir. ileri
yaslarinda, hayatina devam eden bir insan, en ¢ok kullandig1 esyalarini, 6rnegin kol
saatini, nisan yiiziigiinli, evinin anahtarlarini vb. nereye biraktigini unutabilir, en
yakinlarmin bile bir anligma ismini hatirlayamayabilir. Birkag gin 6nce okuyup c¢ok
etkisinde kaldig1 bir kitap hakkinda bir arkadas1 ile konusurken kitabin ismini bir tiirli
cikaramayabilir, markete girdiginde, markete ne almak icin geldigini unutabilir, yolda
gordiigii yabanci birine, 6rnegin valilik binasini tarif ederken, o kisiye sehrin ¢ok bilinen,
biricik biiylik binasimi gordiigiinde saga donmesi gerektigini sOyleyecekken o binanin
ismini unuttugunun farkina varabilir. Bu isimlerin, adlandirmalarin dilinin ucunda
oldugu hissini yasayabilir ama ama bir tirll soyleyemez. Buna benzer durumlar zaman
zaman orta yash kisilerde de goriilebilir. Yas ilerledik¢e bu tiir durumlar siklagabilir ve
daha da can sikici, hatta kisi i¢in tirkiitiicii bir hal alabilir. Ciinkii kisiler, uzun yillar i¢inde
devam eden bu sikayetlerle yiiz yiize kaldiklarinda, ister istemez kendilerinde demans ile

iligkili bozukluklarin olup olmadig1 konusunda diisiinmeye baslarlar.

Yagsla beraber biligsel islevlerde bir gerilemenin gézlenmesi dogaldir. Ancak demansa
atfedilecek belirtiler ile yasa bagli olarak ortaya ¢ikan degisiklikler arasinda onemli
farkliliklar bulunmaktadir. Yasa bagli olarak ortaya ¢ikan hafiza ve bilisteki gerilemeler
kisinin giinliik performansini ¢ok az etkilerken yapmak istediklerine engel olmaz. Ancak

demansta, dil, hafiza, problem ¢6zme, soyut diislince, sdzel kavrama, muhakeme gibi
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entellektiiel yetilerden en az ikisinde giinlik yasami etkileyecek sekilde bir bozulma
bulunur [96]. Yukarida verilen unutkanlik 6rnekleri ya da hafiza basta olmak iizere
entellektiiel yetilerle ilgili bozulmalar, kisinin giinliik hayatini, is hayatini, ailesi ve
arkadaslari ile iliskilerini etkiler. Bilisteki bu gerilemeler kisinin, eglenmek i¢in hayatinda
yer verdigi kisisel ugrasilarin1 veya sosyal etkinliklerini devam ettirmekte zorlanmasina
sebep olabilir, hatta bu gerilmeler ileri dizeylerde ise kendisini meslegini ve mesaisini
takip edemez hale getirebilir. Bu durum kisinin kendisinin veya bir yakininin dikkatini
cekiyorsa, demans agisindan sorgulanmasi i¢in bir saglik kurulusuna basvurulmalidir. Bir
saglik kurusuna basvurulmasini gerektirecek bu hal, aslinda objektif degerlendirmenin
sonucunda degil, kisinin kendi kendine ya da akraba ve yakinlar ile kararlastirarak
atacag1 bir adimdir. Kisi demans tanist aldiginda, erken tani ve miidahale ileriki yillardaki
hayatini kolaylastiracaktir. Norodejeneratif bir hastaligin baglangici —erken evresi— olarak
ortaya ¢ikan hafiza ile ilgili yetilerde gerileme durumu ile yasa bagl olarak gézlemlenen
hafizadaki zayiflamay1 ayirt etmek ¢ok giictiir. Epizodik (benlik hafizasi) ile ilgili
gerilemeler saglikli yaslilarda da tespit edilebilmektedir [97]. Oysaki, epizodik hafiza ile

ilgili bulgular ayn1 zamanda AH’nin ilk belirti ve bulgularini olusturmaktadir.

Demansta ya da AH’de goriilen biligsel gerileme zamana yayilmis sekilde oldukca yavas
seyirli ve sinsidir. Ileri evredeki bir Alzheimer hastasmin, yaslilikla ilgili hafizada
gerileme hali bulunan bir kisiden ayirdedilmesi olduk¢a kolaydir. Ancak, erken evre AH
ile yasa bagl bilissel yavaslamaya ait bulgu ve belirtiler kolaylikla birbirleri ile
ortiigebilir. Demanstan ayri bir klinik igerik olan yashlikla ilgili unutkanhigin (age
associated memory impairment—MI) taninmasi1 gerekir. Yaslilikla ilgili unutkanlik tanisi,
50 veya iistii yaslarinda olan, kendilerinde daha gen¢ yaslarinda sahip olduklar1 hafiza
yetilerine gore bir gerileme hisseden, depresyonda olmayan, demans sendromu tani
kriterlerine uymayan, geng eriskinler i¢in hafiza testinde ortalamanin en az bir standart
sapma kadar altinda bir performans sergileyen ve su anda hafiza ile ilgili olarak
hissettikleri zayiflamaya katki sunacak ya da zemin hazirlayacak bir ek medikal veya
psikiyatrik hastaligi bulunmayan kisilere konulur [98]. Unutkanlik sikayetleri olan kisi
degerlendirildikten sonra, sikayetlerinin yaglilikla ilgili biligsel bir gerilemeye bagl
olarak meydana geldiginin anlasilmasi, onun hayati boyunca demansa yakalanmayacagi
anlamima gelmemektedir. Yasllikla ilgili unutkanlik kavrami ile agiklanabilen durumda
olan kisilerden de hayatlarinin ileriki yillarinda demans sendromuna yakalananlar

olmaktadir. [87]. Bunun yaninda, son yillarda oldukca sik kullanilan bir HBB’dir. Hafif
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biligsel bozukluk, AH hastalig1 agisindan da son derece 6nemli bir tanimlamadir. Hafif
bilissel bozuklukta da kisinin kendisinin ya da yakimlarmin fark ettigi bilis ile ilgili
degisiklikler meydana gelir ancak bu degisiklikler kisinin giinlilk hayatini olumsuz
etkileyecek ya da bir birey olarak hayatin1 yardim gérmeye ihtiya¢ duymaksizin bagimsiz
bir bigimde devam ettirmesini engelleyecek diizeyde degildir. Hafif biligssel bozukluk,
kisiyi, AAMI ile demansin erken evresi arasinda bir yerde bulundugunu gosterdigi kabul
edildigi igin ayrica onemli bir tamimlamadir. Demans sendromundan ayri tutulan bu
tanimlamalarda kisinin eskiye nazaran bilissel iglev ve yetilerinde bir gerileme vardir.
Ancak, bulgu ve belirtilerin demans olarak tanimlanabilmesi i¢in bilissel gerilemenin
yaninda kisinin giinlik yasamin1 kendi basina ve bagimsizca bir olgilide yliriitemiyor
olmasi gerekir. Hem AAMI hem de HBB tanisi alan kisilerin durumu zaman i¢inde tam
bir demans sendromuna doniisebilecegi gibi, zamanla bilis ve hafizada bir diizelme de
gozlemlenebilir (Sekil 2.2.). Hafif bilissel bozuklugun 6nemi, normal yaslanma siireci
icinde bir kisiye gore, HBB tanist almis bir kiginin durumunun demans sendromuna
dontigsme olasiliginin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.3.). Amerikan
toplumunda, yillik demans sendromu insidansi %1-2 iken, HBB tanist almislar arasinda
yillik insidans %5 ila %10 arasindadir [99]. Amnestik hafif bilissel bozukluk, HBB’nin
siklikla AH’na ilerledigi diistiniilen thridir (Sekil 2.2.). Amnestik hafif bilissel
bozuklukta, amaca yonelik davranisin gergeklestirilmesi, dikkat, planlama gibi yiiriitiicii
islevler, dilin kullanimi, gorsel-uzaysal yetenekler korunmus olarak goriiliir. Ancak
eskiye nazaran artmig unutkanlik hali dikkati ¢eker. Amnestik olmayan HBB’de ise
unutkanlik sorununa rastlanmaz, bagka bilissel yetiler ile ilgili sorunlar s6z konusudur.
Klinik ¢alismalarda, Amnestik tip HBB’nin, %90’lara varan diizeylerde AH tipi demansa
dontstiigiine dair bulgulara ulasilmistir [100] (Sekil 2.2.). Bu durum, AH ile ilgili
patolojinin, AH’nin Sebep oldugu biligsel bozulmalar teshis edilebilir sekilde ortaya
¢ikmadan ¢ok Onceleri bagladigi goriisiinii desteklemektedir. Glnlimizde ise AH igin
medikal tedavi, hastalik patogenezi basladiktan ve ancak biligsel bozulma klinikte teshis

edilebilir hale geldikten sonra baglamaktadir.

Bu sebeple, hastaligin patogenezini en erken seviyelerde aydinlatacak calismalara ve
daha etkili ve spesifik, hastaligin prodromal donemini hedef alacak terapétik

farmakolojik ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bilizselbozulmanmn hasta veya yakinlarn
tarafindan bildirilmesi

Degerlendirme:

Normal smirlarda degil, demans tammina uymuyor,
hiligsel gerileme meveut, islevsel yetenekler (banyo
yapmak, givinmek, tras olmak, ahsveris yapmak, evi
temizlemek vs.) korunmus durumda.

Hafizada gerileme

Hafizadan baska bir bilissel alanda

Yalmizea hafizada gerileme
gerileme

Hafiza ve diger bam bilissel alanlarda gerileme
(isimlendirme, tammlama, anlama, uygulama, cizimleme,
degerlendirme, olusturma vs.

/ Hafizadan hbaska birden fazla hilissel

alanda gerileme

Amnestik olmayan HBB

Sekil 2.2. Amnestik ve amnestik olmayan hafif biligsel bozulmanin tanisal algoritmasi. HBB; hafif bilissel
bozukluk. Kaynak [99]’ten uyarlanmustir. Hafizada gerileme sikayeti titizlikle degerlendirilmelidir.
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Sekil 2.3. Yasa, genetige ve cevreye baglh etkenler, serebrovaskiler ve kardiyovaskiiler risk etkenleri ve
bunlara baglh olarak yillarca devam eden beyinde AR peptit birikimi, NFT olusumu, glial aktivasyon,
sinaptik disfonksiyon ve sinaps ve néron kayb1 neticesinde, kiginin biligsel rezerv giicine de bagl olarak
demans ortaya ¢ikmaktadir. Risk etkenlerinden kaginmis bir kisi, biligsel rezervi de yeterli ise normal bir
yaslanma ya da normal bir yaglanma ile uyumlu olarak bilissel yetilerinde gerileme gosterir (HBB: Hafif
Bilissel Bozukluk) [101].

2.1.6. Patolojik sire¢
2.1.6.1. Makroskopik degisiklikler

Alzheimer hastaliginin kesin tamist ig¢in henliz bir biyolojik belirtece sahip
olunmadigindan dolayi, hastaligin kesin tani kriterleri biitiiniiyle postmortem otopsi
caligmalarindan elde edilmis verilere dayanmaktadir. Otopsi ¢aligmalarinda, Alzheimer
hastalarinin beyninde makroskopik olarak kortikal bir atrofinin ve frontal, temporal ve
parietal loblarda serebral oluklarda genislemenin meydana geldigi goriilmiistiir. Bu
makroskopik kortikal atrofi, Alzheimer hastalarinda tipik olarak primer motor, duyu ve
gorme alanlarini igermez. Biitiin bunlara ragmen, 6zellikle ileri yastaki yaslilarda yapilan

otopsi serilerinde, Alzheimer hastasi olan ve saglikli bireyler arasinda, beyin atrofi ve
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kortikal tabakada incelme bulgularinin birbirine benzer 6l¢iide bulundugu gézlenmistir
[102]. Bu sebeple, sadece beyinde atrofi bulgular1 Alzheimer hastalarinda makroskopik
olarak gorilebilen ve dikkat ¢ekici bir ayirdedici 6zellik olmasina ragmen, tek basina

Alzheimer tanisi i¢in yeterli goriilemez.

Alzheimer hastalarinda beyin dokusunun kaybina, lateral ventrikiillerdeki gorece
makroskopik bir biiytime (hydrocephalus ex vacuo) eslik eder. Ancak, bu durum da ileri
yastaki saglikli yaslilar ile Alzheimer tanisi almis olanlar arasinda kesin bir ayrim
yapilabilmesini saglamaz. Yine de hipokampal atrofi ile beraber ozellikle lateral
ventrikiillerin temporal boynuzlarinda bir genislemenin tespit edilmesi, bir ndropatologa
Alzheimer’in mikroskobik kanitlarina da erisme olasiliginin yiiksek oldugunun isaretini

sunan en 6nemli makroskopik bulgudur [103].

2.1.6.2. Norodejenerasyon

2.1.6.2.1. Amiloid 6ncull proteinin islenmesi

Beyin atrofisinin yanisira bolgesel sinir hiicreleri ve sinaptik baglantilarin kaybi, AR
peptit bulunduran SP ve NFT, AH’nin birincil derecede patolojik karakteristikleridir.
Alzheimer hastaliginda, amiloid proteini igeren plak olusumu hastadan hastaya degisen

miktarlarda serebrovaskuler damar geperlerinde de karakteristik olarak gordlir [104].

Senil plaklardan izole edilen s6z konusu AR peptit, 39 ila 43 aminoasit (aa) arasinda
degisen uzunluklarda goriilen bir oligopeptittir, cogunlukla en sik goriilen izoformlar
olan 40 veya 42 aa’lik bir uzunlukta (AR—40, AR—42), APP’nin [56] enzimatik olarak
yikilmasiyla meydana gelir (Sekil 2.4.). Amiloid 6ncilu protein, tek bir transmembran
bolim (domain) iceren, reseptor olarak da islev gorebilen ve hem sinir dokusunda hem
de diger dokularda bulunan bir hiicre yiizeyi proteinidir. Amiloid 6ncull protein geni, 21.
kromozomun uzun kolunda bulunup, mutasyonlar1 otozomal dominant erken baslangigl
AH ile iliskili bulunmustur. Al bolgesi, hiicre dis1 kisitmdan transmembran boliime dogru
uzanir. AR proteini hayat boyu ¢o6ziinebilir formunda salinir ve MSS’de yuksek
konsantrasyonlarda bulunur. Amiloid Onculu proteinin islenmesi 6nce ekstraselliler,
sonra da transmembran kisimlarinin enzimatik kesilmesi ile gerg¢eklesir (Sekil 2.4.). Bu
islenme, ilk enzimatik etkiyi gerceklestiren enzime gore iki farkli yolla olabilir. Eger ilk
kesilme, o—sekretaz enzimi araciligiyla APP’nin hiicre disi kismindaki AR bdlgesi

iginden gergeklesirse; APP amiloidojenik olmayan (Sekil 2.5.) yol ile islenmis olur (non—
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amyloidogenic pathway). Amiloid 6ncill protein [3—sekretaz’dan daha ¢ok a—sekretaz
enziminin etkisine maruz kalir. Bu kesilmeden sonra ¢6ziinebilir sAPPa peptit fragmani
ortaya ¢ikar ve hiicre zarinda 83 aa kalintili olan, ikinci olarak y—sekretaz enziminin etki
edecegi C83 olusur. y—sekretaz etkisinden sonra da APP hiicre i¢i kisim (AICD) meydana
gelir. Bu kisim, muhtemelen transkripsiyonel sinyal yolaklarinda islev gormektedir.
CGozlnebilir sAPPa’nin izoformlari serin proteaz inhibitorleri gibi islev goren bir Kunitz
proteaz inhbitorii bolgesi igerir ve ekstraseliiler olarak koagiilasyon kaskadinin
inhibisyonunda goérev alir [105]. Eger ilk kesilme, [3—sekretaz enzimi (Sekil 2.6.) ile
proteinin N terminal tarafina daha yakin bir noktadan olursa; bu da proteinin
amiloidojenik yol ile islenmesine sebep olur (amyloidogenic pathway) [106, 107]. 3—
sekretaz enzimi etkisi ile kesilen proteinin karboksi terminali tarafinda kalan kism1 C99
olarak isimlendirilen kismuidir. Protein, a—sekretaz veya R—sekretaz enzimlerinin etkisi ile
kesildikten sonra, C terminal tarafina daha yakin bir noktadan, yapisinda PS-1 ve PS-2

proteinlerini de barindiran y—sekretaz enzim kompleksi tarafindan kesilir [108].

Amiloid-B proteini (Sekil 2.4.) aslinda intraselltler bir proteindir. Alzheimer hastaliginin
patolojik seyri icinde, intraselluler birikimleri gorilen tau proteinleri gibi, normal

olmayan sekilde, ¢oziinmeyen fibriler yapilar olusturmaya baglarlar.
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B-sekretaz bolgesi

o—sekretaz bolgesi stmelﬁlerAlan
y—sekretaz bolges
Sitoplazma

COOH

Sekil 2.4. Bir transmembran zar proteini olan APP’nin hiicre zarinda konumlanig1 ve 3—sekretaz, a—sekretaz
ve y—sekretaz enzimlerinin, hiicre zarinin ¢ift katli lipit zar1 iginde konumlanmig APP lzerinde etki ettikleri
bolgelerin temsili gosterimi. R—sekretaz ve o—sekretaz enzimi etki bolgesi y—sekretaz enziminin etki
bolgesine gore proteinin N terminali tarafinda bulunmaktadir. Protein 6nce R-sekretaz ya da a—sekretaz
etkisine, sonra da y—sekretaz etkisine maruz kalir.
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Sekil 2.5. a—sekretaz ve y—sekretaz enzimlerinin etkisi ile ger¢eklesen, APP’ nin amiloidojenik olmayan yol
ile islenme yolaginin temsili gosterimi. Bu yolakta, a—sekretaz, APP’yi, AR peptit dizisinin bulundurdugu
bolgenin iginden keser. Dolayisiyla, bu yolakta, A3 peptite ait aminoasit dizisinin devamliligi bozulmus
olur. Bu sebeple, bu yolakta, a—sekretazin etkisinden sonra, A peptit olugsma sansi kalmamigtir. a—sekretaz
etkisinden sonra, proteinin N terminalinde bir ¢6ziinebilir polipeptit kistm olan sAPPa meydana gelir. AR
peptit dizisinin bir kismu bu ¢6ziinebilir parca iginde kalmustir.
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Sekil 2.6. ARy_s0 Ve AlRy1_sp Uretimi icin APP’nin N terminali tarafinda B—sekretaz, daha sonra C terminali
tarafinda y—sekretaz etkinlik gostermelidir. Ozellikle R—sekretaz, enzimi etkinliginin ve etki bolgesinin
hedef alinmasi, AR peptit iiretimini azaltacag diisiiniildiigii i¢in, AH tedavisinde olasi terapdtik miidahale
alanlarindan biridir [108].

2.1.6.2.2. Norofibriller yumaklar

Norofibriller yumaklar, ilk olarak Alois Alzheimer tarafindan piramidal néronlarin
perikaryal sitoplazmalar1 i¢inde fibroz inkliizyonlar olarak tanimlanmislardir [109]. Bu
yumak goriniimli intraseliiler birikimler, mikrotiibiil assosiye protein Tau’nun
hiperfosforile varyantinin kiimelesmesi ile olusmaktadir. Yapilan c¢alismalar, NFT
Alzheimer hastalarindaki yaygmligmin ve her bir yumagin yogunlugunun, hastaligin

siddeti ve siiresi ile arttigin1 gostermektedir.

Alzheimer hastaliginin karakteristik patolojik bulgularindan biri de NFT dir.
Norofibriller yumaklar, hiperfosforalize tau (tubulin associated unit) proteininin
olusturdugu ikili helikal yapidaki filamanlarin néron i¢inde olusturdugu inkliizyonlardir.
Akson ve dendritlerde, bu inklizyonlara, ndropil iplikgikler (neuropile threads, NTs)

denir. Tau proteininin, mikrotiibiil bagimli aksonal transportta dnemli bir roliiniin oldugu

34



diistiniilmektedir. Tau proteininin hiperfosforilasyonu, hiicre iginde tau proteini
birikimlerine sebep oldugu gibi tau proteininin mikrotiibiillere baglanma yetegini de

azaltmakta ve hiicre iskeletinin yapisin1 bozmaktadir [110].

Tau proteini ile ilgili biitiin genetik mutasyonlarin dominant oldugu goriilmiistiir. Bu
durum mutasyonlarin tau proteinine toksik bir islev kazandirdigini diisiindiirmektedir.
Tau proteini c¢okeltileri, ailesel olarak mikrotubul assosiye protein tau (MAPT) gen
mutasyonlarinin  goriildiigii frontotemporal demansta oldugu gibi AR patolojisi
olmaksizin da ortaya c¢ikabilirler. Ancak, AH’de, tau patolojisinin AR tarafindan
tetiklendigine dair kanitlar, frontotemporal demans (FTD) mutant P301L tau transjenik
farelerde, intraserebral Al enjeksiyonunu takiben, tau proteini hiperfosforilasyonunun ve
NFT olusumunun arttiginin gézlemlendigi calismalara dayanmaktadir. AR fibillerin,
P301L tau transjenik farelere enjeksiyonu sonrasi, farelerde NFT olusumunun
g6zlenmesi, AH’de, amiloid beta olusumunun, NFT olusumuna 6nciiliik ettigini ve hem
ekstraselliler amiloid betanin NFT olusumunu tetikledigini hem de NFT igin gerekli
oldugunu diisiindiirmektedir [111]. Baska bir ¢alismada ise, 3 aylik P301S transjenik
farelerde, mikroglial aktivasyonun ve sinaptik bozulmanin, NFT olusumuna sebep oldugu
goriilmistiir. FK506 (takrolimus) ile immdin supresyon sonrasi, mikroglial aktivasyonun
baskilanmasi ile tau patolojisinin ilerleyisini zayifladigi ve tau agregasyonunun azaldigi
goriilmistiir. Transjenik farelere, toll-like reseptor 4(TLR4) ligand1 olan lipopolisakkarid
uygulanmasi ile, MSS’de meydana gelen enflamasyonu takiben, APP’nin islenmesinin
etkilenmemesine ragmen, siklin bagimli kinaz—5 (cdkS5) aracihi@ ile tau
hiperfosforilasyonunun arttig1 gozlenmistir. Ayrica, cdk5’in selektif ve giiclii bir
inhibitori  olan roskovitinin, hipokampusta lipopolisakkarit ile uyarilmis tau

hiperfosforilasyonunu engelledigi goriilmustiir [112, 113].

Alzheimer hastaligi patogenezinde, enflamasyonun Onemli bir yeri oldugu
distiniilmektedir. Alzheimer Hastaligi’nda; plazmada, beyin dokusunda ve BOS’ta, IL—
1, IL-6 ve TNF-a gibi baz1 proenflamatuvar sitokinlerin seviyesi artarken, anti—
enflamatuvar sitokinlerin seviyesi azalmaktadir. Alzheimer’da gozlenen enflamasyonda,
IL-1 sinyal yolaginin merkezi bir roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Buna gore; IL-113
sinyal yolaginin inhibisyonu, cdk/p25, GSK-3[3 ve p38—-MAPK gibi baz1 tau kinazlarin

aktivitesini azaltmaktadir. Boylece IL-1R inhibisyonunun, fosforile tau seviyelerinin
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azalmasina sebep oldugu gosterilmis ve AH i¢in terapotik etkinliginin olup olamayacagi

konusu glindeme gelmistir.

2.1.7. Tedavi

Gunumuzde Alzheimer tedavisi, geleneksellesmis olan ve ancak sadece bulgularin
niteliginde bir diizelmeye yol acabildigi bilinen farmakolojik tedavinin yan1 sira hastalik
seyrinde olumlu etki olacagi umulan yaklasimlardan olusmaktadir. Alzheimer’in
patolojik seyrini durduracak, noron kaybini kesin olarak onleyecek bir tedavi yaklasimi

ise hentiz bulunmamaktadir.

Alzheimer’a 6zgiil farmakolojik tedaviye ait ilaglarin en basinda, beyinde azalan ACh
miktarimi arttirmak amaci ile kullanilan, 6zellikle hafif veya orta siddetli Alzheimer’da
etkinligi gosterilmis asetilkolinesteraz inhibitdrleri (KE-1, ChE-1) gelmektedir. Bu ilaglar,
sinaptik aralikta, asetilkolinesteraz ve daha az oranda islev goren biitirilkolinesteraz
enzimlerini inhibe ederler. Boylece, ACh’nin sinaptik aralikta kalis ve etki siiresi uzamis
olur. Bu grupta kullanilan ilaclar; digerlerine gore periferik asetilkolinesteraz inhibe edici
etkinligi oldukca zayif olan ve oldukca iyi tolere edilebilen donepezil (5-10 mg,
ARICEPT), rivastigmin (3-12 mg, EXCELON) ve galantamindir (4-24 mg,
RAZADYNE). Bu ilaglarin her ii¢iiniin de Alzheimer’in klinik semptomlar1 Uzerinde,
randomize kontrollii caligsmalarda etkinliklerinin gériilmiis olmasina ragmen, hastalarda,
Alzheimer patolojisi yine de yavasca ilerlemekte ve beynin farkl: yerlerine yayilmaya
devam etmektedir. Takrin (COGNEX), kullanan hastalarin yaklasik {igte birinde karin
bolgesinde kramplar, bulanti—kusma, ishal gibi yan etkilerin, yaklasik yarisinda da serum
transaminazlarinda yiikselme goriilmesinden 6tiirii yaygin sekilde tercih edilmeyen bir
kolinesteraz inhibitoriidiir. Ayrica, takrin ile gézlenen hepatotoksik yan etki, donepezil,
rivastigmin ve galantamin ile ortaya ¢tkmamaktadir. ikinci simf ilag, voltaja bagiml,
yarismali etkinligi olmayan selektif ve orta derecede afiniteli glutamat NMDAr
antagonisti memantindir. Orta siddette veya siddetli Alzheimer’da, memantinin, klinik
bozulmayr yavaslattigt ortaya konulmustur. Tek basma donepezilin, bulgularin
niteliginde diizelme saglayamadigi, ilerlemis Alzheimer’da, donepezil+memantin

birlesik tedavisi kullanilmaktadir [114].
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E vitamini gibi antioksidan ajanlar da hastalik seyrinde olumlu bir etki yapacagi umulan
molekdllerden olmakla birlikte yapilan galismalar birbirinden farkli sonuglar ortaya
cikartmistir. Hafif veya orta siddette Alzheimer hastasi olan 613 kiside yapilan ¢alismada,
4 y1l boyunca giinde 2000 IU E vitamini alan bireylerin, takiplerinde, plasebo alan gruba
gore, biligsel bir diizelme gézlenmis ve hasta bakici roliinii iistlenenlerin hastalarla ilgili
yiikiinlin ve sorumluluklarinin hafifledigi ortaya konulmustur. Ancak, yalnizca memantin
ve memantin ile o—tokoferol kullanan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
g6zlenmemistir [115]. Bir baska calismada, E vitamininin hastaligi ortaya cikisini
engellemedigi, bilissel diizelme saglayamadigi ancak demansa ait biligsel bulgularin

ilerleyisini yavaslattigi goriilmiistiir [116].

Klinik oncesi calismalarda, Ostrojenin serebral kan akimini iyilestirdigi, kolinerjik
noronlarin atrofisini Onledigi, oksidatif stresi azalttigi ve sinir dokusunda biiyiime
faktorleri Uzerinde dizenleyici etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur. Ancak,
Alzheimer’da, dstrojen replasman tedavisinin (ORT) yararli oldugu yoniinde herhangi bir

bulguya ulagilamamistir.

Statinler ve anti-enflamatuvar ilaglar ile yapilan klinik 6ncesi ¢alismalarda, bu ilaglarin
tedavi edici degerinin olabilecegini ortaya koyan bulgular olsa da klinik ¢aligmalarda s6z

konusu bulgulari yeteri kadar destekler nitelikte degildir.
2.2. Hafiza

Hafiza, kisinin siirekli yeniden diizenleyip sekillendirdigi, MSS’nin sadece bir bolgesine
lokalize olmayan norofizyolojik bir yapilanma siirecidir. Zaman zaman bir bilgisayarin
bilgi isletim sistemine benzer. Hafizay1 bir bilgisayarin isletim sistemine benzetecek
olursak; bu modelleme iginde hafizay1 olusturan, birbiri ile esgiidiim halinde isleyen bazi
ana sistemler ve ¢ok sayida farkli alt sistem bulundugunu belirtmemiz gerekir. Bu
modellemedeki ana sistemlerin ve farkli alt sistemlerin karsilig1 olarak, beyinde hafiza ile
ilgili makroskopik agidan yalnizca bir boltm ya da bir néroanatomik ag bulunmaz, bunun
yerine bu belirli alt sistemlerin bazilarini igeren hafiza ile ilgili birden ¢ok bdlge ve farkl

farkli néroanatomik aglar mevcut bulunmaktadir.

Hafiza dedigimiz bu bilgi isletim sistemini iki ana hafiza sistemi olusturur. Bunlar;
gercekler, olaylar, kisiler, mekanlar ve nesneler i¢in dekleratif hafiza (bildirimsel hafiza,

declarative memory—explicit memory ve algilar, motor yetenekler icin non dekleratif
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hafiza (refleksif hafiza, non—declarative memory—implicit memory) olarak adlandirilir.
Dekleratif hafiza islevlerinin yiiriitiildiigii beyin bolgeleri, frontal loblar, medial temporal
loblar ve hipokampustur. Alzheimer hastalarinda veya bilateral medial temporal lob
lezyonlarinda oldugu gibi hipokampusun hasarlandigi durumlarda uzun sureli dekleratif
hafiza (long-term declarative memory) zarar gorir. Bu kisiler diin gordiikleri,
konustuklar1 birini bugiin hatirlayamazlar. Hipokampus, uzun sireli epizodik hafiza (long

term episodic memory) ve uzaysal hafizanin (spatial memory) olustugu yerdir [117].

Dekleratif hafiza ile ilgili yetilerin, yasla beraber bir miktar gerilemesi dogaldir. Eski bir
arkadagimizin adin1 hatirladigimizda, bakkaldan alacaklarimizi sirasiyla aklimiza
getirdigimizde, sinava girdigimizde ihtiya¢ duydugumuz bilgileri hatirladigimizda, bir
telefon numarasini 6grenip kisa bir siire i¢in ezberlemede ya da banka kartimizin sifresini

hatirladigimizda dekleratif hafiza ile ilgili néroanatomik aglar islev gérmiis olurlar.

Dekleratif hafiza da epizodik hafiza/benlik hafizas1 (episodic memory) ya da olaylar
hafizasi ve semantik hafiza (semantic memory) ya da anlamsal hafiza/gergekler hafizasi
olarak iki baslikta siniflandirilabilir. Kisinin “Ben iki glin 6nce bahar senliklerinde idim.”
gibi bir bildirimi epizodik hafizanin tezahdrtdir. Yani bu hafiza kiginin yasamina ait
0zgiin olaylar1 ya da zaman dilimlerini uzun siireli olarak saklayan ve bilingli bir sekilde
olusmus olan hafizadir. Daha baska oOrnekler su sekilde siralanabilir; gegen ay
seyrettiginiz bir filme ait konu igerigi, birka¢ hafta once katildigimiz yakin bir
arkadasinizin diigliniine ait bazi anilar, diin aksam yediginiz yemek vs. Epizodik hafiza
ile ilgili bozukluklara ait belirtiler, AH’de de ilk goriilen bilissel bozulmalardandir [118].
Alzheimer hastalarinda, FTD hastalarina gore epizodik hafiza ile ilgili test sonuglari
(recall memory test) anlamli sekilde diisiik bulunmustur [119]. Epizodik hafiza ile ilgili
bozukluklar, AH igin ayirt edicidir. Ote yandan “Hipokampusun hafiza ile ilgili gorevleri
vardir.” gibi bir bildirim, kelime hazinemiz, 2x2’nin dort ettigi veya Ankara’nin
tilkemizin bagkenti olmasi gibi bir bilgi ise semantik hafiza ile ilgilidir. Semantik hafiza

genel geger bilgileri saklamamizi saglar.

Non dekleratif hafiza bir diger ana sistemdir. Yasla birlikte, non dekleratif hafizada bir
bozulma beklenmez. Bu hafiza, biling ve farkindalik olmaksizin, gayret ve niyet edilmesi
gerekmeksizin anlik olarak algilarimizi ve davraniglarimizi etkiler. Yani bu hafizada,
dekleratif hafizadaki gibi bilingli bir sekilde hatirlamak, tanimak, bilmek, soylemek s6z

konusu degildir. Kortikal alanlar, serebellum ve bazal gangliyonlar bu hafizanin olustugu
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yerlerdir. Non dekleratif hafizanin alt sistemlerinden biri, hazir hale getirme (priming)
islemidir. Bu, bilingsiz bir sekilde gecmis bir tecriibeye dayanarak, halihazirda verilecek
yeni cevabin hizin1 ve etkinligini en uygun hale getiren hafizadir. Ornegin, birkag dk 6nce
bir dizi kelimenin sessiz harflerini yazmaniz istendiyse ve bu kelimelerden biri “zorunlu”
kelimesi ise, birka¢ dk sonra, eksik harfleri tamamlayarak kelimeler bulmaniz igin size
bir liste verildiginde “...unlu” seklindeki bir harf dizisini “zorunlu” olarak tam bir

(13

kelimeye hizlica doniistiirtirsiinliz. Oysa, “...eyli” seklindeki harf dizisini “diizeyli”
sekline tamamlamaniz daha uzun bir zaman alir. Non dekleratif hafizanin diger alt

sistemleri motor hafiza (procedural memory) ve klasik kosullanmadir.

Buraya kadar bahsettiklerimiz uzun sureli hafizanin bilesenleridir. Uzun siireli hafiza
disinda iki diger 6nemli kavram; kisa siireli hafiza (short-term memory) veya isleyen
hafizadir (working memory). Hissedilenler veya algilananlar, siirekli hafizada saklanmaz
ya da her defasinda uzun siireli saklanmaz. Aslinda hafizada bir anda kalan bilgi, hemen
yakin zamanda alinan biitiin duyusal girdilerin (sensory inputs) sadece kii¢lik bir kismidir.
Dolayisiyla beyin, deposunda her girdige yer agmaz, bunun yerine beyin duyusal
girdilerin en dénemlilerini farkeden makul bir secicilik gosterir (a judicious selectivity).
Elbette, kisinin hemen birkag sn ya da dk i¢inde ihtiya¢ duyacagi baz1 bilgiler de olabilir.
Bu bilgileri, giinlerce aylarca ya da yillarca saklamasina gerek yoktur. Yani, bazi 6nemli
duyusal girdilerin tasidig: bilgileri, gegici olarak, birka¢ dk i¢inde ihtiya¢ duydugunda
kolayca erisebilecegi bir alanda depolamasi gerekir. Bir bilgiyi kisa siireli olarak
zihnimizde tutuyor ve de bu bilgiyi isliyorsak (manipulation); burada isleyen hafizadan
s0z etmek gerekir. Isleyen hafizamn kapsam, kisinin 6zellikli bir anda aklindan gecen
her seydir. Isleyen hafizanm gorevini agiklamak icin siklikla kullanilan en iyi érnek
zihinsel aritmetiktir. Ornegin; siz 36 ile 49’u zihninizden garpiyorsaniz, en basta bu iki
say1y1 ve ¢arpma isleminin kurallarin1 zihninizde tutmaniz gerekir, sonrasinda da ¢arpma
isleminin kurallar1 geregi adim adim ilerlerken ulastiginiz ara sonuglart yine zihninizde
tutmaniz, en sonunda da ulasilan sonuclari yine ¢arpma isleminin sonuglar1 geregi
toplayarak sonucu ulasmaniz gerekir. Bundan bagka, lokantada yedigi yemegin iicretinin
lizerine uygun gordiigii bahsisi ekleyip hesab1 6demek, telefon defterinden bir numaraya
bakip ezberledikten sonra ahizeyi kaldirip rakamlar1 hatirlayarak tuslara basmak isleyen
hafiza aracilifi ile gergeklestirilen zihinsel siireglerdir. Aksam haberlerini dinlerken yeni
bilgilerin 6grenilmesi ise anlik olarak bilginin islenmesidir. Bir 6grencinin, dersi

dinlerken 6grendigi bilgilerin gegici olarak islenmesinde ve yeni bir sey 6grenmek icin o
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derste dinlenip islenilen bilgilere ihtiya¢ duyuldugunda ulagsmasini saglayan da yine
isleyen hafizadir. Isleyen hafiza, aslinda anlik olarak smirli miktarda bir bilgiyi

islememizi ve saklamamizi saglayan, bilingli bir kisa stireli hafiza olusumu saglar.

Isleyen hafiza ile kisa siireli hafiza sik sik birbirinin yerine kullanilan kavramlardir. Her
ne kadar birbirlerinin yerlerine kullanilan isimlendirmeler olsalar da teorik olarak, isleyen
hafiza dedigimizde, yukarida agiklandig1 gibi, bilginin hem depolanmasindan hem de
yonetilmesinden bahsederken, kisa siireli hafiza kavrami, beyin tarafindan se¢ilmis bir
bilginin kisa siireligine saklanmasi islevinin isimlendirilmesidir. Boylece, kisa siireli
hafiza, isleyen hafizanmn bir alt birimi durumundadir. isleyen ve kisa siireli hafiza
kavramlarinin pek ¢ok hipotetik modellemesi bulunmaktadir. Noropsikolojide kisa siireli
hafiza kavrami, isleyen hafiza kavramindan daha eski olmasina ragmen, en ¢ok kabul
goren hipotetik modellemelerden biri, kisa siireli hafizanin, isleyen hafiza icin depo
gorevi goren bir bilesen olarak konumlandirildigi modeldir (Sekil 2.7.). Isleyen hafiza ile
kisa siireli hafiza arasinda bir néroanatomik ya da ndrofizyolojik ayrismadan da s6z
edilebilir.

Isleyen hafiza bilesenleri bilgiyi sadece isleyen, depolayan ve gerektiginde hatirlanmasini
saglayan olusumlar degildir. Bunlar ayn1 zamanda, muhakeme, hesaplama veya dil gibi
yiiksek diizeydeki biligsel islevleri de desteklerler. Isitsel hafiza halkasi1 ve seslendirme
halkas1 sozel bilginin, gorsel-uzaysal hafiza ise gorsel bilginin kisa siireli olarak
islenmesinden ve depolanmasindan sorumludur. Bu iki bilesen, kisa siireli hafizay1
olusturmaktadir. Yonetici merkez ile etkilesim halinde goriilen isitsel hafiza halkasi,
seslendirme halkasi, gorsel-uzaysal hafiza ve dil ile ilgili beyin bolgeleri ve noronal aglar,
isleyen hafizanin motor komponentini olusturmaktadir. Isleyen hafizay: ve kisa siireli
hafizay1 agiklayan ve iliskilendiren daha baska modeller ve bu modellerden bazilar1 bu
iki kavrami birbiri ile etkilesimi olan bagimsiz iki sistem gibi kabul ediyor olsa da isleyen
hafizayi, kisa siireli hafizanin bir bileseni ya da alt birimi olarak kabul eden bir model
bulunmamaktadir. Tam tersine daha ¢ok kabul edilen goriise gore; kisa stireli hafiza,
isleyen hafizanin bir bilesenidir [120]. Bu modele gore, kisa siireli hafizaya ait bilgiyi
saklama ve muhafaza etme yetenegi, bilgiyi isleyebilen ve kullanabilen merkezi yonetici

noral ag ile etkilesim i¢indeyken isleyen hafiza islev gormiis olur (Sekil 2.7.).
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(Central executive)
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(Articulatory loop)
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Sekil 2.7. Isleyen hafizanin bilesenleri goriilmektedir. Isleyen hafiza, bilgisayarlardaki RAM’a (Random
Access Memory) benzetilebilir.

Yukarida, zihinsel aritmetik 6rneginde oldugu gibi, isleyen hafiza, karmasik zihinsel
stireclerde (complex span), her defasinda bir kisa siireli hafiza bilesenini kullanmaktadir.
Zihnimizden ¢arpma islemini yiiriitiirken, carpma igleminin kurallarini aklimizda tutuyor,
buna ek olarak ¢arpma isleminin her basamaginda ulastiZimiz sonucu gegici olarak

hafizamiza kaydederek ilerliyoruz.

Iste bu ihtiyag icin bir kisa siireli hafiza olmalidir. Bu hafiza tirii 6zellikle zihinsel
hesaplamalarla veya anlik olarak algilanan, farkedilen bilgileri ya da hissedilenleri isleme
ile ilgilidir.

2.2.1.Hafiza nasil olusur?

Yeni bir bilgiyi nasil 6grendigimiz sorusunu cevaplayabilmek i¢in hala yeterli bir bilgi
birikimine sahip degiliz. Yeni bir ders konusu okudugumuzda, beynimiz okudugumuz
bilgileri depolamak icin yeni sinir hucreleri Uretmez. Bunun yerine Ogrenmenin

gergeklesmesi igin noronlar arasindaki sinaptik baglantilar giiglenir. Bu gugclenme,

sinaptik ileti kuvvetinin degisebilmesi anlamina gelen sinaptik plastisiteye bir 6rnek olan
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uzun streli potansiyalizasyon (long-term potentiation, LTP) ile saglanir. Ogrenme ve
hafiza igin en bilinen ve kabul goéren fizyolojik mekanizma olan LTP, ¢ok biylk
cogunlukla hipokampusta ve hipokampusun CA3 ve CAl bdlgeleri arasinda uzanan
Schaffer kolleterallerinde (CA3 bolgesindeki sinir hiicrelerinin, CA1 bdlgesindeki sinir

hiicreleri ile sinaps yapan aksonlar1) ¢alisilmistir.

Sinaptik gecirgenlik kuvvetinde degisme, fizyolojik mekanizmalar LTP’dekine benzer
olsa da farkli sekillerde karsimiza ¢ikar. Kisa donemli sinaptik plastisitenin fizyolojik
mekanizmalari, noromiiskiiler kavsakta pek c¢ok calismada ortaya konulmustur.
Presinaptik terminale, birbirine ¢ok yakin zamanda ulasan birka¢ aksiyon potansiyeli
sinaptik fasilitasyona (sinaptic facilitation) yol acar. Boylece, bir aksiyon potansiyeli
sonucunda presinaptik terminalde biriken Ca*? miktarina gore daha fazla Ca*? iyonunun
presinaptik terminalde birikmesi ve daha fazla miktarda nérotransmitterin sinaptik araliga
salinmas1 saglanir. Birka¢ aksiyon potansiyelinden daha fazla, tetanus diizeyine varacak
sekilde ¢ok sayida aksiyon potansiyelinin presinaptik terminale ulagsmasi ise bir diger
sinaptik plastisiteye, post tetanik potansiyalizasyona (post-tetanic potentiation, PTP) yol
acar. Tetanusa sebep olan aksiyon potansiyeli dizisi sonlandiktan sonra bile, PTP
norotransmitter salimmminin birkag dk boyunca devam etmesini saglayabilir. Sinaptik
fasilitasyon ya da PTP ile birbiri ardina presinaptik terminale ulasan aksiyon
potansiyelleri de presinaptik terminaldeki nérotransmitter barindiran sinaptik vezikiillerin
tikenmesine, tekrar eden uyarimlar da presinaptik terminalin post sinaptik terminali
uyarma kuvvetinde azalmaya ve sinaptik depresyona (sinaptic depression) sebep olur.
Boylece, yakin zamanda sinaptik gegcis hikayesine gore, post sinaptik hiicrenin uyarilma
giicii degiskenlik gosterir. Yakin zamandaki bu sinaptik gecis hikayesi, iki hiicre arasinda,
bir tecriibe olarak miiteakip etkilesimleri sekillendirir. Norofizyolojik ve yapisal

degsiklikler meydana getiren bu tecriibe hafizay: olusturur.

Merkezi sinir sisteminde LTP ve LTD (long—term depression, LTD)’yi agiklayabilmek
icin, cogunlukla MSS’de ve CA3 ve CAIl bolgeleri arasinda uzanan Schaffer
kolleterallerinde, yapilmis ¢aligsmalara géz atmakta fayda vardir. Bilindigi gibi sinaptik
plastisite, noronlar arasindaki baglantinin kuvvetlenmesi ya da zayiflamasi anlamina
gelmektedir. S6ziinii ettigimiz gibi, giiclii bir uyarim potansiyalizasyona, zay1f bir uyarim
ise depresyona yol acar. Bu uyarimlar, dakikalarca ya da saatlerce devam ederse, o zaman

LTP veya LTD ortaya ¢ikar. NOrotransmitter salimiminin sikligi, miktari, suresi, post
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sinaptik alanda etki ettigi bolge, o bolgede bulunan reseptorlerin ¢esidi ve karakteri,
reseptorlerin bulundugu bolgedeki etki ettikleri hiicre i¢i ikincil haberci, reseptorlerin
bulundugu hiicre i¢i mikrogevredeki ikincil habercilerin ve hicre ici iyonlarin
konsantrasyonlar1 sinaptik baglantida meydana gelen degisim {lizerinde belirleyici
unsurlardir. Ayrica, LTP ve LTD’nin olusmasi ig¢in; proteinlerin sentezlenme
diizeylerinde meydana gelecek degisimleri saglayacak transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu ya da inhibisyonu, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlari,
dendritik veya sinaptik uzantilarin uzaysal olarak pozisyonlarinin degismesini saglayan
hiicre adezyon molekiillerinin sentezlenme miktarindaki degisimler, sinaptik

baglantilarda uzun siireli degisikliklerin meydana gelebilmesi i¢in gereklidir.
2.2.2.08renme ve hafiza

Diistinerek, hissederek, gorerek, koklayarak, duyarak, temas ederek ya da kas—iskelet
sistemimizi kullanarak vb. yasadigimiz her tecriibe, es zamanli olarak bir sinir agini
olusturan sinir hiicrelerinin aktivasyonuna sebep olur. O 0zgiin tecriibbe her
tekrarlanisinda, sinir agini olusturan sinir hiicreleri arasindaki baglantilar kuvvetlenir.
Boylece 6grenme gergeklesir. Yani 6grenme; edinilen tecriibe ile davranislarda meydana
getirdigi degisikliklerdir. Ogrenme; tecriibeden elde edilen bilginin kazanilmasi, hafiza

ise bu bilginin alikonulmasi ve depolanmasi siirecidir.

Ogrenmenin gerceklesmesi, teorik olarak sinir hiicreleri arasindaki baglantilarin
kuvvetlenmesine ya da degismesine, yani sinaptik plastisiteye baghdir. Sinaptik
plastisite; sinapsin yapisinda ya da biyokimyasal oOzelliklerinde meydana gelen

degisiklikler neticesinde, sinapsin postsinaptik noron iizerindeki etkisinin degismesidir.

2.2.3.Deney hayvanlarinda hafiza olusumunun degerlendirilmesinde Kullanilan

davrams deneyleri

Ogrenme ve hafizayr degerlendiren deneysel galismalar, giiniimiizde siklikla fare ya da
siganlarla yapilmaktadir. Deney hayvanini, bir deneysel 6grenme prosediiriine tabi
tuttuktan sonra, hayvanin gergekten 6grenip 6grenmedigini, yine bir test prosedirii icinde
O0grenmis olmasi gereken bilgiyi kullanmasimi tesvik ederek, bilginin davranislarini
yonlendirip ydnlendirmedigini gézlemleyerek ortaya cikarabiliriz. Ornek olarak; Morris
su tank1 (MWM) deneylerinin prop (irdeleme) denemelerinde, deney hayvaninin yerinde

kaldirilmig platformu arama davranisini verebiliriz. Daha 6nceki denemelerde platformun
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yerini O0grenmis deney hayvaninda, platformu havuzdan kaldirdigimizda, hayvanin
platformun olmasi gereken yeri hatirlayarak ve ilgili yerlerde yizerek platformu bulmaya
calistigini veya aradigimi gdérmemiz gerekir. Ogrenme ve hafiza olusumunun tek kaniti,

bilginin hatirlaniyor olmasidir.
2.2.3.1. Agik alan habituasyonu testi

Acik alan habituasyonu (AAH), deney hayvaninin, 6diillendirici ya da uzaklastirici bir
uyaranit bulunmayan agik bir alana konmasi1 ve belirlenmis bir siire i¢inde, bu alani
kesfetmeye isleyen hayvanin gozlemlenmesidir. A¢ik alan habituasyonunda kullanilan bu
alan simetrik bir geometrik sekil, bir dairesel alan ya da bir dértgen olabilir. Ogrenme ve
hafizayin degerlendirilebilmesi i¢in Ogrenme (acqusition) ve test (testing) seansi
bulunmalidir. Ogrenme ve test seanslari, baslica iki parametre agisindan kiyaslanr.
Birincisi arka ayaklar1 {istlinde yiikselme haraketi (rearing), ikincisi ise alaninin
zemininin boliindiigii varsayilan kii¢iik alanciklar arasindaki gegis (crossing) sayisidir.
Arka ayaklan tstiinde yiikselme hareketi; sican ve fare gibi kiigiik kemirgenlerde,
dogustan gelen, yeni bir ortam1 kesfetme hareketidir. Kiigiik alanciklar arasinda gegis
hareketi de yine bir kesfetme ¢abasinin sonucudur. Hafizay1 degerlendirmek icin genelde,
bir 6grenme seansindan 24 saat kadar sonra test seansi gerceklestirilir. Test seansinda,
arka ayaklar tistiinde yiikselme ve kii¢lik alanciklar arasinda yer degistirme hareketinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olmasi, normal bir hafiza olusumu
anlamina gelir. Terapdtik bir girisimden sonra, test seansinin arka ayaklar Ustiinde
yiikselme ve alanciklar arasinda yer degistirme hareketleri bakimindan 6grenme
seansindan farklilik olmadig1 goriiliirse, bu tedavi “amnestik” olarak degerlendirilir. Test
seansinda, s0z konusu hareketler isatistiksel olarak anlamli bir bigimde azalmissa,

uygulanan tedavi “etkin” ya da “kolaylastiric1” (facilitatory) diye nitelendirilir [121].
2.2.3.1.1. Acik alan habituasyonu testi ile degerlendirilen diger deneysel degiskenler

Acik alan habituasyonu ile 6zellikle uygulanan tedavinin I6komotor aktiviteye ve deney
hayvanin genel performansina etkisi, davranis deneyleri igeren ¢alismalarda siklikla

degerlendirilir. Bu amagla kullanildiginda, tek bir seans yeterli olur.

Deneysel hayvanlarda kayg1 (anxiety) diizeyinin ortaya ¢ikarilmasi da biitiin fizyolojik
ve farmakolojik ¢alismalar i¢cin dnemlidir. A¢ik alan habituasyonu testi, ylkseltilmis T

labirenti testi (elevated plus maze test) gibi ¢esitli deneylerde, ayni sartlardaki deney
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hayvanlar1 farkli kaygi diizeyleri sergileyebilirler. Buna ragmen bu deneyler deney
hayvanlarinda kaygi durumunun goézlemlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Acik alan
habituasyonu, 16komotor aktivitenin degerlendirilmesinin yaninda, kaygi durumunun
degerlendirilmesi i¢in de siklikla basvurulan bir deney metodudur. Kaygi diizeyinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan test seansindan dnce bir ortama aligsma (acclimatisation)
olabilir. Kaygi diizeyi yiiksek olan hayvanlar, acik alanin merkezindeki kismindan
kaginirken, duvara yakin sekilde alan i¢inde (thigmotaxis) hareket ederler. Donma
davraniginin  sikligt da (freezing behaviour) kaygi diizeyinin yiiksekligi lehine

degerlendirilir [122].
2.2.3.2. Morris su tanki testi

Dogada, sicanlar ve fareler zamanlarinin biiylik kismini1 giivenli bir yuva kuracaklar
yerleri arayarak ve buralarda bulunarak, gida arayarak ayni zamanda tehlikeden,
avcilardan kacarak gegirirler. Dolayisiyla, bu hayvanlar, uzaysal 6grenme ve hafiza
deneyleri i¢in iyi bir segenektirler. Sicanlar ve fareler dogustan iyi yiiziicii olmalarina
ragmen, yine dogalar1 geregi sudan hoslanmaz ve su tankinda yiizerken sudan kagmaya
caligirlar. Hayvanlar, rengi matlastirtlmis su ile dolu bir tank iginde yizdurtlurler.
Kullanilan deney hayvani agik renkli tiiylere sahipse; siyah renkli bir su tanki ve suyun
rengini hem koyulastirmak hem de matlastirmak i¢in ¢esitli koyu renkli kimyasal boyalar
ya da koyu renkli gida boyalar1 kullanilabilir. Eger hayvan koyu renkli ise, bu defa suyun
rengini hem beyazlatmak hem de matlastirmak igin agik—beyaz renkli kimyasallar ya da
gida boyalar1 kullanilabilir. Deneyde sican m1 fare mi kullaniliyor olduguna gore cesitli
boyutlarda su tanki kullanilabilir. Tankin cap1r genelde 120 cm ila 220 cm arasinda
degismektedir. Arastirmaci, hayvanin birka¢ defa bulmay1 basardig1 ya da arastirmact
tarafindan yonlendirildigi sudan kagmak i¢in lizerine ¢iktigi platformu, tankin iginde
herhangi bir yere, su seviyesinin birkag cm altinda kalacak sekilde yerlestirir. Deney
hayvaninin, platformun konumunu uzaysal olarak iliskilendirecegi gorsel ipuglarini da su
tankinin etrafina ya da tanki su seviyesi ilizerinde kalan duvarma yerlestirebilir. Su
tankinin bulundugu odanin duvarindaki poster niteligindeki resim veya sekiller gorsel
ipuclari olabilecegi gibi, oda penceresinin konumu da gorsel ipuglarindan biridir. Tankin
duvarina genelde kuzey, giiney, dogu ve bat1 yonlerinde yapistirilmis kagit tizerindeki
kare, daire, y1ldiz gibi sekiller de gorsel ipuglarina dahildir. Birkag giinliik denemelerden

sonra, deney hayvani, gorsel ipuglarindan da faydalanarak tankin i¢indeki platformun
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konumunu 6grenir (Resim 2.1.). Denemeler devam ettik¢e, hayvan platformun konumunu
daha iyi kavramaya ve son denemelerinde, platforma ulagsmak i¢in havuz i¢inde yiizerek
aldig1 mesafeyi en kisa hale getirmeye baglar (Resim 2.2.) [123]. Uzaysal hafizayin
olusup olusmadigini, arastirmaci, deney prosediiriiniin sonunda platformu kaldirdiktan
sonra hayvani yiizdiiriip, hayvanin su tankinin en ¢ok hangi kisminda ylizdigiini
gozlemleyerek degerlendirir [122]. Sekil 2.8.’de MWM deneylerine ait bir bir 6rnek yer
almaktadir. Calisma video—kamera sisteminin bagli oldugu bir bilgisayar programi
tarafindan kayit altina alinmaktadir. Ustte, kontrol grubu igin, dgrenme deneylerinin
birinci gliniinde, deney hayvani ¢ogunlukla tankin ¢eperinde, tankin duvarina temas
ederek (thigmotaxis) ytizmektedir (Sekil 2.8. B). Platform, su tankinin kuzeybatisindaki
dortte birlik alan igerisindedir. Su tankinin kuzey—giiney ve dogu—bati yonleri, deneylere
baslamadan 6nce belirlenir. Belirlenen yonler, gercek yonler olabilecegi gibi, calismaci
bu yonleri rastgele de belirleyebilir. Calismaci, bu se¢imi rastgele yaptiginda, genelde,
tankin kendisine bakan tarafini, giiney tarafi olarak belirleyebilir. Ortadaki sekilde
goriildiigii gibi, 6grenme deneylerinin son giinlinde, deney hayvani kisa bir yiizme
mesafesinden sonra platforma ulagsmaktadir. Altta, 6grenme denemeleri bittikten 24 saat
sonra, platform havuzdan kaldirilarak yapilan prop denemesinde de deney hayvaninin,
cogunlukla platformun bulundugu alanda yilizdigi gorilmektedir (Sekil 2.8. B).
Streptozotosin ile olusturulan deneysel Alzheimer modelinde hem 6grenme deneylerinin
son glininde hem de prop denemesinin yapildigi giinde, hayvanin yiizerken takip ettigi
yolun, ¢ogunlukla ilk giinde ortaya ¢ikan haritaya benzemesi beklenir. Yizulen mesafe,
platforma ulagsma siiresi ve yiizme hiz1 gibi degiskenler, deney sonunda genelde alinan
video kayitlar1 tizerinde calisilir. Platformun yerini 6grenmis olan hayvan, platform
kaldirildiktan sonra, o civarda onu arayarak yiizecektir. Bu son degerlendirme
denemesine prop denemesi denir. Irdeleme denemesi ile hayvanin, ne kadar 6grendigi ve
ogrendigi bilgiyi ne dl¢lide kullanabildigi ortaya konur (Resim 2.1.). Kayitlarla deney
hayvanina ait 1s1 haritalar1 da elde edilebilir. Bu haritalar, hayvanin arama davranisi
hakkinda bilgi verir. Resim 2.2. A’daki 1s1 haritasi, calismamizda, STZ ile deneysel olarak
Alzheimer hastalig1 olusturulmus grupta bulunan bir wistar albino si¢ana aittir. Glinde 9
deneme iceren ve ardisik olarak 4 giin devam eden 6grenme (acquisition) denemelerinden
sonra 5. giinde yapilan prop denemesinde biligsel bozukluk olugsmus wistar sicanin daha
cok havuzun ceperinde ylizdiigii goriilmektedir. Resim 2.2. B’deki 1s1 haritas ise; STZ
ile deneysel olarak Alzheimer hastaligi olusturulduktan sonra 13 giin boyunca giinde 5

mg/kg intraperitoneal (ip) memantin almis bir wistar sicanindir. Arama davranisi
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platformun bulundugu bolgede yogunlagsmaktadir. Bu sebeple iyilesmis olarak
degerlendirilmektedir. Resim 2.2. C’deki goriiniim, STZ yerine, bilateral ve ICV olarak
%0.9’luk NaCl (her bir ventrikiile 67 pL serum fizyolojik) almis olan, kontrol-opere
(sham—operated) grubundan bir wistar sigana ait olan 1s1 haritasidir. B ve C’deki 1s1
haritalarinda, wistar siganlarin ylizerken bulunmayi tercih ettikleri bolgelerin platformun
konumu ile iligkili oldugu gozlenmektedir. Platform, fotograflardaki havuzun st ve sol
kadranina, suyun 2 cm altina yerlestirilmistir. A’da, siganin yiiziis bolgeleri biitiin havuza
yayilmig, belli bir bolgeye yigilmamis ve platformun konumu ile iliskisiz olarak

gorinmektedir.
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Sekil 2.8. A) Morris su tankinin, tank igindeki platformun, gorsel ipuglarinin, aydinlatmanin ve video—
kamera kayit sisteminin temsili konumlanig1 goriillmektedir. B) Deney hayvaninin, su tankinda, ii¢ farklt
giinde yiizerken takip ettigi yol temsili olarak haritalanmistir (track mapping).
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Resim 2.1. Bizim ¢alismamizda, STZ ile olusturulmus deneysel Alzheimer grubuna ait wistar siganlardan
birinin ilk giin 6grenme denemelerinden biri goriliyor. Su tankinin dort yaninda gorsel ipuglart yer
almaktadir.
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Resim 2.2. Calismamizdaki ii¢ farkli gruptan ii¢ adet Wistar tiiri
yiiziiglerinin ardindan ortaya ¢ikarilan 1s1 haritalar1 (heat map).

siganin, prop denemelerindeki
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Morris su tanki deneyi, uzun siireli potansiyalizasyon, NMDATr fonksiyonlar ile ve
dolayisiyla hipokampal devre ile iliskilendirilir. NMDA antagonizmasinin uzaysal
ogrenmeyi bozdugu gézlenmistir [124, 125].

2.2.3.3.Pasif sakinma testi

Pasif sakinma testi, deney hayvaninin, belirlenmis bir i¢erikle (a particular context) itici
bir olay1 (an aversive event) iligkilendirdigi sartlandirma paradigmasidir (conditioning
paradigm). Bu itici olay, siklikla hayvanin iizerinde gezindigi platformdan uygulanan
disiik amperli bir eletriksel soktur. Pasif sakinma testinde, deney hayvaninin
sartlandirilmamis uyarinin (unconditioned stimulus—US) meydana gelmemesi igin,
icgudusel olarak kendisinde var olan karanlik kisma gegme istegini ve bu yondeki
hareketini baskiladigi goriiliirse, yani deney hayvani bir kaginma hareketi sergilerse,
ogrenme gerceklesmis demektir. Aktif sakinmada ise 6grenmenin gergeklestigine, deney
hayvaninin sartlandirilmis uyartya (conditioned stimulus—CS, neutral stimulus) cevaben
US’den kaginmak igin, hayvanin dogasi geregi ger¢eklesmesi diisiik ihtimalli olan bir
harekette bulunursa karar verilir. Pasif sakinma testi de uzaysal hafiza ile ilgili bir bilesen
de icerir. Ancak, deneysel olarak hipokampal disfonksiyon gelistirildiginde de pasif

sakinma testinde 6grenme gozlenebilir [126].
2.3. Alzheimer hastahg ve hafiza
2.3.1. Alzheimer hastahginda hafiza kaybina iliskin belirtiler

Alzheimer hastaliginin hafiza ve bilis ile ilgili ayirdedici baz1 belirtileri bulunmaktadir.
Ozellikle en son &grenilenlerin unutuldugu hafiza kaybi, Alzheimer hastaliginin en ¢ok
bilinen belirtisidir. Bunun yan1 sira 6nemli bir tarih veya olayin unutulmasi, ayni seyin
tekrar tekrar sorulmasi, unutulmamast igin bilgilerin not alinmasi ya da telefona—tablete
kaydedilmesi gibi yontemlere bagvurulmaya baslanmasi veya Onceden kendi basina
yapilabilen seyler i¢in diger aile bireylerinden yardim alinmaya ihtiya¢ duyulmasi
hastaliktaki hafiza kaybi ile ilgili diger O6nemli belirtilerindendir. Hastalar, aylik
faturalarini takip edemeyebilir, daha dnceleri kolaylikla yaptiklar1 bazi islere konsantre
olmakta zorluk ¢ekip, bu igleri yapmakta eskisine gore ¢ok daha uzun zaman harcar hale
gelebilir. Tanidik bir yere gitmekte, bilindik bir cihaz1 kullanmakta (telefon, televizyon,
mikrodalga firin vb.) veya her zaman oynadigi bir oyunun kurallarini hatirlamakta giicliik

cekebilir. Zaman ve mekan ile ilgili alg1 ve degerlendirmelerinde bozulmalar olabilir,
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Ornegin; tarihi, mevsimi unutabilir, nerede olduklarin1 ve oraya ne igin geldiklerini
hatirlayamayabilirler. Gorme ve okuma problemleri, 6zellikle ara¢ kullanirken biiyiik bir
zorluk meydana getirecek sekilde, mesafeyi degerlendirmede ve renkleri veya renkler
arasindaki ton farkliliklarini algilamada giicliikler yasayabilirler. Hastalar, bir sohbete
katilmada ve sohbeti devam ettirmede zorlanabilirler, Mesela, sohbetin i¢inde bir yerde
aniden durabilir, nasil devam edecegini bilemeyebilir, devam edecek bir s6z
bulamayabilir ve kendini veya daha Once soyledigini tekrar etmeye baslayabilir. Her
zaman kullandiklar1 esyalari, kullandiktan sonra normalde birakmadiklar yerlere koyup,
tekrar ihtiyag duyuldugunda o esya bulunamadigi zaman yakinlarindan bazilarin
hirsizlikla suglayabilirler. Hastaligin daha ileri evrelerinde, genel olarak hemen her
konuda degerlendirmede ve karara vermede zorluk cektikleri i¢in, aligveriste Slgiiyii
kacirabilir, telefon veya televizyon araciligi ile biiyiik miktarlarda para harcayabilirler.
Hobilerini (diizenli olarak hafta sonlarinda arkadaslari ile goriismek, yemek yapmak,
fotografcilik, el sanatlar1 ile ugrasmak, spor yapmak, tuttuklar: takimin maglarini takip
etmek vb.) devam ettirmekte giigliik ¢ekebilirler. Duygu durumlarinda dalgalanmalar ve
hatta kisilik degisimleri gozlenebilir, akli karigik, siipheli, kaygili—korkulu, depresif
olabilirler. Kirilgan olabilir, kendilerini rahat hissettikleri ortamda, ¢evrede, kisilerdeki

bir degisiklikte tedirgin veya iizgiin bir hal alabilirler.
2.3.2.Mediyal temporal lob

Hafiza ile ilgili en 6nemli bilgilere aslinda yalnizca bir kisi sayesinde ulagilmistir. 1953
yilinda, epilepsi hastalig1 sebebi ile radikal bir beyin ameliyati gegiren, 2008 yilinda vefat
etmis Henry Molaison adli hastadan edinilen tecriibe ve gézlemler, bugiin hafiza ile ilgili
olan bilgilerimizin biiyiik cogunlugunu teskil etmektedir. 27 yasinda bu radikal ameliyati
geciren gen¢ adamin epilepsi ndbetlerinin sikligi, artik hayatinin gidisati {izerindeki
olumsuz tesiri yok denecek kadar azalmisti. Ameliyatta mediyal temporal loblar,
hipokampusunun biilyiik kismimi kapsayacak sekilde ¢ikarilmistt [127]. Ancak bu genc
adam, ameliyattan onceki yasantisi ile ilgili seyleri hatirlayabiliyor olmasina ragmen,
ameliyattan sonra karsilastig1 yeni bir yiizii ya da olay1 dakikalar i¢inde unutuyordu. Bir
bagka deyisle, giinliik olaylar1 (everyday occasions) hatirlayamiyordu. Bu hastadaki
hafiza kaybi, Alzheimer hastalarinda goriilen hafizayla ilgili belirti ve bulgulara oldukca
benzemektedir.
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2.4. Memantin

Memantin (1-amino-3,5-dimetiladamantan hidroklorit), bir glutamat reseptori alt tipi
olan NMDA (N-metil-D-aspartat, glutamat reseptorii ve voltaj bagimli katyon kanali)
reseptdr antagonistidir. Alzheimer’da veya baska norodejeneratif durumlarda (hafif ve
orta derecede siddetli Alzheimer hastaliginda, hafif ve orta derecede siddetli vaskiiler
demansta, hafif bilissel bozuklukta, kronik agrilarda), toksisiteyi azaltmak, belirti ve
bulgularda iyilesme saglamak i¢in kullanilmaktadir. Alzheimer’da, memantinin
NMDAr’y1 antagonize etmesiyle, glutamaterjik sistemin asir1 aktivasyonu ve

norotoksisite engellenmis olmaktadir.

N—metil-D—aspartat reseptorleri, en azindan kismen de olsa 6grenme, hafiza ve beyin
hasarinin yol agtigi noron hasarindan/kaybindan sorumludur. NMDAr’nin, ndron
hiicrelerinin islevi ve akibetine olan etkisi, reseptoriin iki onemli siradisi ozelligi
sayesinde s0z konusu olmaktadir. Birincisi, resptoriin acilabilmesi ve iyon akisini
saglamasi i¢in iki olayin es giidiim iginde gerceklesmesi gerekir (associativity). Bu iki
olay; reseptore glutamatin baglanmasi ve hiicre zarmin depolarize olmasidir. Reseptorti,
istirahat zar potansiyelinde, Mg*2 iyonlar1 kanali bloke etmektedirler. ikincisi, NMDATr
kanal1 hiicre i¢ine bir Ca*? akis1 saglar. Artan hiicre ici Ca*?, noronun Ozelliklerini

degistiren pekcok hiicre i¢i mekanizmay1 harekete gegirir.

Memantinin, AH’de kullanilan kolinerjik ajanlardan en 6nemli farki ndroprotektif olarak
kabul edilmesidir. Glutamat, beyinde bilinen en 6nemli eksitatér norotransmitterdir.
Glutamatin NMDAr ile etkilesimi, fizyolojik olarak 6grenme ve hafiza olusumu i¢in
gereklidir. Bununla birlikte, NMDAr’nin asir1 uyarimi, ndron hasarina ve kaybina yol
acmaktadir. Memantin, diisiik afiniteli, yarigmasiz (uncompetitive), ekstrasinaptik ve agik

durumdaki NMDAr’nin antagonistidir [128].
2.5. Streptozotosin

Streptozotosin, 6zellikle pankreasin insiilin sentezleyen B hiicrelerine toksik etki gosteren
bir glukozamin—nitroziire bilesigidir. Deneysel tip ¢alismalarinda, si¢anlara ya da farelere
ICV uygulanmasi ile sporadik AH modeli olusturulmaktadir. ICV STZ uygulamasi,
beyinde oksidatif strese yol agmaktadir [129].
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2.6. TRPM2 kanallar:

Transiyent reseptor potansiyeli melastatin—2 kanallari, non selektif bir katyon kanali
olarak islev goriirler. Bu kanallar “channenzyme” (channel+enzyme=channenzyme)
sinifi iyon kanali olarak da adlandirilirlar. Clinkii iyon kanal1 olarak islev gérmelerinden
bagka aa dizileri igcinde enzimatik aktiviteye sahip bir bolge icerirler [130]. Bu bdlge
karboksi terminallerinde (C terminal) bulundurduklar1 adenozin difosfat riboz (ADPR)
pirofosfataz homologu olan bdlgedir. Melastatin ile iligkili gecici reseptér potansiyeli
kanallar1 2 (TRPM2); voltaj bagimsiz, oksidan molekiillere duyarli ve segici olmayan bir
tek degerli—cift degerli (monovalent—divalent) katyon kanalidir. Klasik olarak bu
kanallarin, enflamatuvar yaniti tesvik ederek ve hiicre i¢i Ca*? agir1 birikimine sebep
olarak hiicre hasarma ya da hiicre 6liimiine sebep oldugu bilinmektedir. TRPM2’nin
icinde bulundugu TRP kanallar1 Ust ailesi, alti alt aileden ve toplam 28 iiyeden
olusmaktadir. Bu alt aileler aminoasit sekans analizlerine gore; kanonik (canonical-C),
vaniloid (vanilloid—V), melastatin (melastatin—M), polisistin (polycystin—P), mukolipin

(mucolipin—-ML) ve ankirindir (ankyrin—A).

Transiyent reseptor potansiyeli melastatin—2 kanallar1, viicuttaki butiin dokularda, hem
uyarilabilir (excitable) hem de uyarilamayan (non—excitable) hicrelerde bulunurlar. Bu
kanallar beyinde de yaygin olarak eksprese edilirler. Beyinde baslica mikroglialarda [131,
132], astrositlerde [133], hipokampusta [134, 135], kortekste [136], striatal néronlarda
[137] ve dopaminerjik ndronlarda [138] eksprese edilmektedir. Merkezi sinir sistemi
disindaki dokularda da kalpte, dalakta, kemik iliginde, plasentada, endometriyumda,
gastrointestinal traktusta ve pankreatik 3 hiicreleri, tukrik bezleri, endotel hicreleri ve
immun sistem hcreleri (nétrofiller, makrofajlar, megakaryositler, monositler, T ve B

lenfositleri, mast hiicreleri) gibi ¢esitli hiicre tiplerinde varligi gosterilmistir [139].
2.6.1. TRPM2 kanallarinin yapisi

Transient reseptor potansiyeli melastatin—2 kanallarinin homotetramer yapisini olusturan
dort protein zincirinden her biri hem amino terminali (N terminali) hem de karboksi
terminali (C terminali) hicre iginde bulunan, alti adet transmembran bdlgeden
olusmaktadir (Sekil 2.11.). islevsel TRPM2 kanal1 sekil 2.11.’de gériilen yapmin dort
tanesinin bir homotetramer olusturmasi ile ortaya ¢ikar. Transient reseptor potansiyeli

melastatin ailesine ait kanallari olusturan bu dort polipeptit zincirinin her birinin 600-700
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aa’lik N terminali kisimlarinda dort alt alan bulunur. Bu alanlar TRPM kanal ailesinin
diger iiyelerinde de bulunan, korunmus bolgelerdir. Kanal olusturan aa dizisi ise, S5 ve

S6 transmembran bolgeleri arasinda uzanir.

Yy Y
Na*, Ca*?, K*
1Q benzeri Ca* - kalmodulin baglayict desen

N temminali C terminali

Sekil 2.9. TRPM2 kanalmin hiicre zarindaki konumlanigina ait topolojik model. TRPM2 kanali alt1
transmembran kisimdan olugmaktadir (S1-S6). Katyonlarin gegisini saglayan kanali olusturan protein
dizisi halkasi, S5 ile S6 arasinda bulunmaktadir. Sekilde goriilen TRPM2 kanalina ait topolojik model,
fonksiyonel TRPM2’nin bir monomeridir. Fonksiyonel bir TRPM2 kanalinin olusmasi i¢in, dort adet
monomerin bir araya gelmesi ve dort adet protein dizisi halkasinin birleserek katyon kanalini olusturmasi
gerekir. Bir monomerin N terminali dort adet TRPM alt ailesi homoloji kismi igerir (Melastatin Homolgy
Domain-MHD). 2. MHD’de Ca*’>-kalmodulin baglayict 1Q benzeri motif bulunur (1Q like motif). C
terminalinde, bir TRP kutucugu, bir ¢ift kivrilmig alan ve ADPR pirofosfataz (NUDIX) alam bulunur.
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2.6.2. TRPM2 kanallarimin aktivasyonu ve islevleri

Transient reseptor potansiyeli melastatin—2 kanallarinin; oksidatif strese duyarli oldugu
ve hiicre icine blyik miktarda Ca*? girisine sebep olarak hiicre dliimiine yol actig1 ve
enflamatuvar cevabi alevlendirdigi bilinmektedir. Her ne kadar TRPM2 kanallar1 aktive
olduklarinda hem monovalen hem de divalen katyonlarin gegigini saglasalar da
apoptozise ya da hiicre oliimiine yol acic1 etkileri, [Ca*?]i artis1 sebebi ile ortaya
¢ikmaktadir [140]. Aslinda TRMP2 kanallari, aktivasyonlarinin ardindan hiicre 6liimiine
yol agmalar1 ya da enflamatuvar cevabi tesvik etmeleri gibi goriilen en son etkilerini,
hiicrenin redoks durumu ile hiicre ici Ca*? homeostazi arasindaki fizyolojik ya da
patofizyolojik iligskiyi kurarak gergeklestirmektedir. Reaktif oksijen ve nitrojen uriinleri
dizeyindeki sapmalar ile hiicre ici Ca*? diizeyindeki degismeler ve takibeden hiicre hasar:
birbirleri ile iliskilidir. Bu ylizden hem oksidatif stres hem de Ca*? dishomeostazi AH gibi

norodejeneratif hastaliklar i¢in de potansiyel birer terapdtik hedeftir.

TRMP2 regulasyonunda esas gorevli hicre ici haberci ve kanalin aktivasyonuna sebep
olan NAD*—metaboliti ADP-riboz (ADPR) molekuli, hiicresel stresin bir sonucudur. Bu
sebeple, TRPM2 kanallar1 oksidatif ve metabolik stresi algilayip, hiicre i¢i Ca*?

homeostazini ve zar potansiyelini etkileyecek iyon akimlarini saglayarak islev gortir.

Adenozin difosfat riboz, TRPM2’nin esas regilatoridir. ADPR, TRPM2 proteininin C
terminalindeki ADPR pirofosfataz alanina yiiksek bir spesifisite ile baglanarak, riboz 5—
fosfata ve adenozin monofosfata (AMP) doniisiir. ADPR’nin TRPM2 proteinine
baglanmasi ile hem kanal aktive olur hem de ADPR riboz 5—fosfata ve AMP’ye hidroliz
olur. Aktivasyonu sonucunda, hiicre icine Na*, K* ve Ca*?katyonlarmin farkl gecirgenlik
diizeylerinde gegisi saglanir. ADPR’den baska NAD, halkasal ADP-riboz (cyclic ADP—
ribose, CADPR), NADP ve 2’-okso-asetile ADPR (2’-0x0-acetylated ADPR) TRPM2
agonisti olarak etki gosterdigi belirtilen diger hiicre i¢i habercilerdir [141].

Huicre ici Ca*? regiilasyonu hem hiicrenin normal isleyisi hem de patolojik mekanizmalar
agisindan onem tasimaktadir. Ozellikle ani hipoksik—iskemik hasarlarindan sonra,
nekroz, apoptoz veya sagkalim (survival) gibi segeneklerden hangisi ile htcrenin
kaderinin belirlenecegi, hiicre i¢i [Ca*’]’min belli (set-point) bir esige gelip
gelmeyecegine baghdir. Bu esik degeri hiicreden hiicreye ya da hasarin ¢esidine veya

siddetine gore degisebilir. Baz1 g¢aligsmalarda, hiicre i¢in oldiiriicti etkisi olmayan
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konsantrasyonlarda H202’in hiicre i¢ine Ca*? girigini arttirdig1 gézlemlenmistir. Ancak,
TRPM2 kanallan ile hiicre igine tasinan esas iyon Na* iyonudur. Hiicre dis1 Ca*? ve
arasidonik asit (AA) de TRPM2 kanallarinin en bilinen regiilatérlerindendir. Arasidonik
asit varliginda, hiicre i¢i depolardan sitozole salinan Ca*?, hiicre dis1 Ca*? etkinligine
ihtiya¢ duyulmaksizin TRPM2 kanallarinin aktive olmasini saglar. Ancak, TRPM2
kanallar lizerinde pozitif diizenleyici etki gosteren Ca*? iyonu, hiicre dis1 kompartmanda
bulunan Ca*? iyonudur. Diisiik ve hiicre igin 6liimciil olmayan konsantrasyonlarda H202
uygulamasini takiben, hlcre ici NAD™* diizeylerinde bir artis tespit edilmistir. Hiicre ici
artan NAD™ yogunlugu ve NAD(P)*/ NAD(P)H orani, H202 etkisine ikincil olarak ortaya
cikmaktadir [16]. BOylece oksidatif stres, hiicre ici NAD* yogunlugunu degistirmekte,
NAD* da TRPM2’yle etkilesime girerek kanalin agilmasini saglamaktadir. Sican
instilinoma RIN-5F hicrelerinde, TRPM2 kanali ekspresyonunun bir antisens
oligoniikleotit (antisense oligonucleotide) dizisi ile baskilanmasindan sonra H202 etkisi
ile meydana gelen hiicre igine dogru Ca*? akiminin (inward Ca?* current) ve oksidatif

stres aracili hiicre 6liimiiniin engellendigi gortlmistiir [142].

Amiloid-8 peptitlerin nérodejenerasyona neden olan etkilerine de oksidatif stres aracilik
etmektedir [10]. Alzheimer hastaliginda hem sinir dokusunda hiicre dist alanda hem de
orta ve kiiciik ¢apl arter ¢eperlerinde AB birikimi, hastalig1 patolojik seyrinin en 6nemli
karakteristiklerinden biridir. Striatal hicre kdltirinde hem H202 hem de AR
uygulamasinda sonra [Ca*?]i, ROS ve hiicre 6liimii artmaktadir. TRPM2 nin fonksiyonel
inhibisyonu ile hiicre icine Ca*? akisinda, ROS yogunlugunda ve hiicre 6liimiinde azalma
gozlenmistir. Bu durum, AB toksisitesine oksidatif stres mekanizmalarinin eslik ettigine
dair 6nemli bir bulgu oldugu gibi, ylksek duzeyde TRPM2 protein ekspresyonu
sergileyen striatumda AB ile iliskili oksidatif stres ve hiicresel toksisite kaskadinda

TRPM2 kanallarinin da belirleyici oldugunu gostermektedir [143].

Kronik serebral hipoperfuzyon (KSH), hem noérodejeneratif hem mental bozukluklar
olmak (zere MSS hastaliklarinin etiyolojisinde siklikla Kkarsilasilan ve bilissel
bozulmalara sebep olan patolojik bir sirectir. Ozellikle leptomeningeal ve kortikal
arteriyollerde amiloid yapili proteinlerin birikimi olarak tanimlanan serebral amiloid
anjiopati (cerebral amyloid angiopathy, CAA) de AH patogenezi icin karakteristiktir.
Serebral amiloid anjiopati, kronik serebral hipoperfiizyon sebeplerinden biridir. ilerleyen

yasla beraber, MSS’nin kanlanmasinda yetersizlikler olugmakta, bu yetersizlikle basta
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Alzheimer tipi olmak tizere demansa yol agmaktadir. Aslinda, biitiin kardiyovaskiiler risk
faktorleri ya da obezite, ateroskleroz, hipertansiyon gibi kardiyovaskiler ve metabolik
hastaliklar ileri yaslarda KSH’e zemin hazirlamaktadir. Kronik serebral hipoperflizyonun
beyin dokusunda sebep oldugu enflamatuvar cevaba da TRPM2 kanallar1 aracilik
etmektedir. Kronik serebral hipoperflizyon patogenezine TRPM2 kanallarinin katkisi
yine ROS araciligi ile olmaktadir. Kronik serebral hipoperfizyon beyinde ROS
duzeylerini arttirmaktadir. Reaktif oksijen urtinleri, TRPMZ2 icin endojen bir agonisttir
[16]. Artmis ROS sebebi ile aktiflenen mikroglialardaki TRPM2 kanallar1 sitokin
liretimini arttiran yolaklar tetiklemekte ve en sonunda beyaz cevher hasari (white matter
injury) ortaya c¢ikmaktadir. Mikroglialardaki TRPM2 kanal aktivitesi, MSS’nin

enflamatuvar hastaliklar1 i¢in potansiyel bir terapétik hedef olarak gortlmelidir [132].
2.6.3.N—(p—amilsinamoil) Antranilik Asit (ACA)

N—(p—amilsinamoil) antranilik asit, ilk olarak, I6kotrien C4 (LC4) ve I6kotrien D4 (LD4)
bagimli bronkokonstriksyonu engellemek i¢in, LCs—LD4 antagonisti olarak kullanilmistir
[144]. Daha sonralari, ACA ile fosfolipaz A2 (PLA2) inhibisyonunun, AA birikimini
engelleyerek glukoza cevaben meydana gelen insiilin salinimin1 ortadan kaldirdigi
gozlenmistir. Burada AA, glukoza cevaben ortaya ¢ikan insiilin salinimi i¢in bir hiicre i¢i
haberci gorevi gormektedir [145]. Baska bir calismada, sican mezengial hiicre

klltiriinde, endotelin—1 aracili prostoglandin Eztiretimini inhibe ettigi goriilmistiir [146].

Sonralart ACA’nin hiicre i¢i etkilerine TRPM2 kanal inhibisyonunun yol ag¢tigina dair
bulgulara da ulasilmistir. Insan TRPM2 geni ile enfekte edilmis HEK293 hiicrelerinde,
ekstraselliler 20 um ACA uygulanmasi ile, ADPR ile uyarilan bltin hiicre akimlarinin
ve H202 ile tetiklenen Ca*? akimimin —~ADPR ve H20zile uyarilan TRPM2 aktivitesinin—
tamamen engellendigi tiim hiicre yama kenetleme (whole cell patch clamp technique)
teknigi ile gdzlemlenmistir. P-bromofenasil bromit ve arasidonil triflurometil keton gibi

diger PLA2 inhibitorleri ayni etkiyi ortaya ¢ikarmamistir [147].

Notrofil ve makrofajlarin iskemik hasar sonrasinda beyin dokusuna go¢ etmeleri, TRPM2
kanal aktivasyonu ile saglanir. Hayvanlarda serebral inme modellerinde, TRPM2
nakavthginm (TRPM27) néroprotektif etki gosterdigi goriilmiistiir. Benzer sekilde
TRPM2’nin ACA ile fonksiyonel inhibisyonu da inme modelinde noroprotektif bir
etkinlik gostermistir [148].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Streptozotosin ile olusturulan bilissel bozukluk modeli (deneysel olarak

sicanlarda streptozotosin ile olusturulan Alzheimer hastahigi)

3.1.1.Streptozotosin uygulanmasiyla diyabetes mellitus ve AR olusumuna dair

kanitlar

Bir deney hayvaninda, Alzheimer modeli olusturularak yeni terapéotik etkinligi olabilecek
ajanlarin denenebilmesi i¢in, kullanilan yontemin deney hayvanlarinda, insandaki AH
patolojisini iyi taklit etmesi ve insanda, AH ile ortaya ¢ikan bilissel ve davranigsal
bozukluklar yeterli bir 6l¢iide tiretebilmesi gerekmektedir. Transjenik deney hayvanlari,
ailesel Alzheimer hastaliginda bulunan AR ile iliskili mutasyonlar1 barindirdiklari igin,
bu hayvanlarla yapilan ¢aligmalar, biligsel gerilemeye ait molekiiler mekanizmalarla ilgili
onemli bilgilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Ancak ailesel Alzheimer, biitiin
vakalarin yaklasik %5’ini olugturmaktadir. Bu sebeple, transjenik deney hayvanlarinin,

sporadik AH i¢in iyi bir model olamayacagina dair goriisler bulunmaktadir [149].

Streptozotosin, esas olarak anti-kanser olarak tanimlanmis bir glukozamin-nitrozire
bilesigidir. Intraperitonyal enjeksiyonu sonrasi, pankreatik B hiicreleri (izerine sitotoksik
etki gosterir ve insiilin eksikligine sebep olur. Streptozotosinin, deney hayvanlarinda,
ICV veya ip enjeksiyonunun, bilissel yetileri gerilettigi [150], AR ve RB-sekretaz
seviyelerini ylikselttigi, ICV enjeksiyon sonrasi siganlarda A3 yikici islev goren endotelin
dontistiiriict enzim-1 (endothelin converting enzyme-1, ECE-1) ve insiilin yikici enzim
(insulin degrading enzyme, IDE) seviyelerini azalttigi [151-153] ortaya konulmustur.
Deneysel DM | ve DM Il modellerinde; olugsmasi beklenen insiilin eksikliginin veya
insiillin ~ rezistansinin, AH’deki AR patolojisini  tetikledigi ~ gbzlenmistir.
Intraserebroventrikiiler STZ enjeksiyonunun da beyin dokusunda insiilin rezistansi
olusturarak, AH’deki noral patolojinin zeminini hazirladigi disiiniilmektedir [150].
Ayrica, subdiyabetojenik dozlarda ICV STZ enjeksiyonunun, 6zellikle frontal ve parietal
loblarda glukoz kullanimimi, ATP/FK (ATP/fosfokreatin) ve ATP/ADP oranlarini

azalttig1 gosterilmistir [154-156]. Alzheimer’da, beyinde, insiilin reseptor diizeylerinin
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azaldigi gorilmustiir [157]. Diyabetes mellitus tip 2’li hastalarin postmortem
incelemelerinde, AB’nin Alzheimer’da oldugu gibi, beynin ayn1 bolgelerinde biriktigi
gbzlemlenmistir [150]. Alzheimer’in erken evrelerinde, ilerleyen yasa baglh bir patoloji
oldugu diisiiniilen hiicre i¢i genislemis endozomal birikimlerin varligi, APP ile B-
sekretazin hiicre i¢inde endozomlarla tagindigi, APP’den AB olusumunun kismen
endozomlar icinde gerceklestigi ve DM II’nin yasa bagimli endozomal patolojiyi
tetikledigi gosterilmistir [153, 158, 159]. Bu sebeplerle DM ile iligkili bozulmus insiilin
sinyal yolaklarinin AH’nin erken evrelerinde genislemis endozomal birikimlere yol a¢tig:
gorulmektedir. Bu bulgulara ek olarak, insulinin veya insilin benzeri buytime faktérinin
(instlin like growth factor, ILGF), IPs—kinaz/Akt sinyal yolagi araciligi ile, tau
fosforilasyonunda gorev alan glikojen sentaz 33 kinazin (GSK-3R) fosforillenmesine
(serin-9 veya serin-21) ve inaktif hale gelmesine yol agtigi goriilmiistiir [153, 160].
Insiilin eksikligi ya da direnci sebebi ile inaktif hale gelemeyen GSK-3R tau
hiperfosforilasyonuna sebep olmaktadir. Ayrica Alzheimer modeli olusturulmus
farelerde insiilin tedavisinin, Alzheimer patolojisini gerilettigi goriilmiistiir [161]. Sonug
olarak, DM sebebi ile insiilin bagimli sinyal mekanizmalarinin bozulmasi sonucunda Af3
yikici enzim seviyelerinin azaldigs, [3 ve y sekretaz aktivitelerinin, AR birikiminin ve tau

fosforilasyonunun arttig1 diistiniilmektedir.
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3.2. Calisma gruplari
Calisma gruplar1 su sekilde olusturulmustur (Tablo 3.1.):

Tablo 3.1. Calisma gruplar1

Uygulama suresi

Grup basina

hayvan

adedi
Kontrol 14 gin 10
Kontrol-opere 14 gun 10
ICV +STZ 14 gun 10
ICV STZ + memantin (5
) 14 gln 10

mag/kg ip.).
ICV STZ + N—(p-A
milsinamoil) antranilik asit | 14 gin 10
(25mg/kg ip.).
ICV STZ + memantin (5
mg/k ip) + N-(p-

g. g p.) (p 14 gln 10
amilsinamoil)  antranilik
asit (25mg/kg ip.).
Arastirmada kullanilacak toplam hayvan sayisi 60
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3.3. Calisma takvimi ve farmakolojik girisimler

Calismaya toplam 60 adet Wistar tiirii sigan dahil edilmistir. Calisma takvimi sekil 12°de
gosterilmistir. 0. giinde tek doz ICV 3 mg/kg STZ enjeksiyonunu [162, 163] takiben, 14
gun boyunca ACA ve memantin + ACA grubuna ip olarak N—(p—amilsinamoil) antranilik
asit enjeksiyonu yapilmistir (Sekil 3.1.) [148]. Memantin; memantin ve memantin+ACA
grubuna 14 giin boyunca, standart bir doz olarak kabul edildigi dozda, 5 mg/kg ip olarak
enjekte edilmistir [164]. Kontrol-opere gruba, ICV’lere (her iki tarafa da), bilateral, 0.
gunde toplam 10 uL/300 g izotonik NaCl verilmistir. Ayrica kontrol-opere gruba gunlik
olarak, ip yol ile N-(p-Amilsinamoil) antranilik asit (ACA)’nin ¢oziiciisii olan dimetil
stlfoksit (DMSO) fosfat tamponu soliisyonu (PBS) i¢inde ¢oziilmiis olarak 500 pL (400
puL PBS+100 uL. DMSO) uygulanmistir. Memantin alan gruplarda memantin; izotonik
NaCl soliisyonunda, ayni hacimde (500 pL) ¢oziilerek ip verilmistir. Kontrol grubuna
herhangi bir girisim uygulanmamis ya da bu grupta terapotik amagli herhangi bir
farmakolojik ajan kullanilmamistir (Sekil 3.1.).

Yiikseltilmis
T labirenti
testi

/»

|
)

Morris su
tanki

14 ginlik Memantin ve ACA

tedavileri (i.p.) deneyleri Sakrifikasyon

Sekil 3.1. Calisma takvimi
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3.4. Intarserebroventrikiiler streptozotosin uygulamasi

Siganlara, ketamin hidrokloriir (100 mg/kg, ip) ve ksilazin hidroklorir (5 mg/kg, ip)
kullanilarak anestezi uygulanmistir (40-50 dk anestezi etkisinde kalmislar, bu siireden
sonra si¢anlar kendiliginde uyanmislardir). Anestezi islemi sonrasinda stereotaksik
cihaza yerlestirilen si¢anlarin kafa derileri ioyodin soliisyonu ile temizlendikten sonra,
orta hatta sagittal, diiz, yaklasik 1.5 cm kadar bir kesi yapilmis ve kemik mikro delici
sistem araciligi ile kulanilabilen dril (drill) ile enjeksiyonun yapilacag:i belirlenen
noktalara bilateral iki delik acilmistir (burr—hole). Calismaya baslamadan 6nce 6n
calismamizda, acilan bu deliklerden sol taraftakine metilen mavisi verilmis, sol taraf
lateral ventrikiile ulasip ulasamadigimiz test edilmistir (Resim 3.1.). Deliklerin
acilmasinda, kemik mikrodelici sisteme takilan, u¢larinda 0,3 mm ¢apinda haraplayici bir
topuzu bulunan driller kullanilmigtir. Paxinos and Watson atlasina [165] gore ICV STZ
uygulanan koordinatlar; bregmadan posteriora 0.8 mm, sagittal stiturdan laterale 1.5 mm,
beyin yiizeyinden asagiya 3.6 mm’dir [129] (Resim 3.2., Resim 3.3. ve Resim 3.4.).

Resim 3.1. Belirtilen koordinatlardan, Hamilton giringasi ile metilen mavisi verildigi bolgede, soldaki
resimde, kortekste, metilen mavisinden kaynaklanan mavimsi renklenme ve sag serebral ventrikiile metilen
mavisi enjekte edildikten sonra ventrikiil iginde ve ¢eperinde biriken boyanin sebep oldugu renklenme.
Sagdaki resimde, yine sag serebral ventrikllin posteriordan, doku Bouin sollsyonu ile fikse edildikten
sonraki goriiniimii. Soldaki kesitin kalinlig1 0.5 mm’dir.
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Resim 3.2. Anestezi altindaki siganin, stereotaksik cihazda pozisyonu.
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Bregma

Sagittal Siitur

Resim 3.3. Bregma referans noktasi kabul edilerek, sagittal suturun her iki tarafindan serebral ventrikillere
ulagmak i¢in agilan delikler.
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Resim 3.4. Sigana, ICV STZ enjeksiyonu yapilirken. Orta hatta sagittal stitur gorilmektedir. Sagittal
slturun sag tarafindaki kemik mikro delici sistem ile kafatasi alt yiizeyinden 3.6 mm Hamilton siringasi ile
inilerek STZ enjekte edilmistir. Hemen ardindan, sagittal stiturun sol tarafinda goriilen delikten de sol
serebral ventrikille STZ enjeksiyonu yapilacaktir.

Deneysel Alzheimer modeli olusturulacak hayvanlara, %0.9’luk NaCl iginde ¢oziilmiis
olan STZ, Hamilton siringa ile 0. giinde, tek doz, bilateral, ICV 3 mg/kg dozunda
uygulanmistir [166]. Enjeksiyon, sagittal stiturun hem sag tarafina (300 g agirligindaki
sican igin 0.45 mg STZ/5 pL) hem de sol tarafina (0.45 mg STZ/5 pL) yapilmistir.

3.5. Morris su tanki deneyleri

Yar tesadifi olarak (semi—randomly), MWM’deki ylizme denemeleri ve son gundeki

prop denemesi i¢in her bir hayvanin baslangic noktalar1 asagida gosterilen tablodaki

gibidir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. Morris su tanki deneylerinde, deney hayvanlarinin yiizme denemelerine

baslangi¢ noktalari.
Gun 1. Deneme 2. Deneme 3. Deneme 4. Deneme
1. Kuzey Dogu Glineydogu Kuzeybati
2. Giineydogu Kuzey Kuzeybati Dogu
3. Kuzeybat1 Giineydogu Dogu Kuzey
4, Dogu Kuzeybati Kuzey Gilineydogu
5. Kuzeydogu Prop denemesi

Belirtilen konumlardan, yari rastlantisal olarak baslayan testlerde, her siganin platformu
bulabilmesi igin en fazla 60 sn beklenmesi, platformu bulamayan siganlarin platforma
tagiarak platform Uzerinde 5 sn kalmalarinin saglanmasi ve denemeler arasinda, her
sican i¢in 20 sn’lik bir bekleme siresi belirlenmistir. Her denemede, siganin platformu
bulma stiresi kaydedilerek, ardisik denemelerde platforma ulagma surelerinde anlaml

azalma gozlenmesi; basarili bir grenme olarak kabul edilmistir.
3.6. Yiikseltilmis T labirenti testi (Elevated plus maze test)

Caligmanin 19. giinlinde, tiim gruplara yiikseltilmis T labirenti testi yapilmistir. Test
stiresi 5 dk olarak belirlenmistir. Art1 seklinde, deney hayvaninin lzerinde yurimesine
izin veren dort kollu, yerden yiiksekligi 90 cm olan bir deney diizenegi kullanilmistir.
Kollardan ikisinin etrafi kapali, ikisininki ise agiktir (Resim 3.5.). Deney hayvaninin agik
kollarda m1 yoksa kapali kollar da m1 daha ¢ok kaldig1 ya da her bir grubun agik kollarda

veya kapal1 kollarda ortalama kalis siiresine gore terapotik ajanin anksiyete tizerindeki
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etkisi degerlendirilir. Baz1 modifikasyonlar1 ile 6grenme ve hafiza deneylerinde de
kullanilmaktadir. Caligmamizda, gruplarin platformun orta noktasina ortalama uzakliklar

ve gruplarin acik kollarda gecirdikleri toplam zaman degerlendirilmistir.

Resim 3.5. Deney hayvaninin yiikseltilmis T labirenti test platformundaki pozisyonu. Dort koldan ikisinin
etrafi kapalidir. Deney hayvanlari, dogalar1 geregi kapali kollarda kalmaya daha yatkindirlar.

3.7. Acik alan habituasyon testi (Open—field test)

Calismanin 20. giiniinde, tum gruplara AAH testi uygulanmustir. Test siiresi 5 dk olarak
belirlenmistir. Deney hayvanlarinin 16komotor aktiviteleri, AAH ile degerlendirilmistir.
Bu deney i¢in etrafi deney hayvaninin asip ¢ikamayacagi yiikseklikte ahsap korunakla
cevrili, 90 cm x 90 cm alaninda bir platform kullanilmistir [167].
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3.8. Immunohistokimyasal cahsma

Sicanlarin hipokampus bolgesi ¢ikartildiktan hemen sonra sivi azotla dondurularak kriyo
tiplere konuldu ve analiz icin —80 °C’de saklandi. Doku lizatlarini1 hazirlamak i¢in taze
olarak HEPES Buffer [B-gliserofosfat (20 mM), sodyum pirofosfat (20 mM), benzamidin
(10 mM), ditiyotreitol (1 mM), HEPES (pH 7.5) (20 mM), NazVO4 (0.2 mM), NaF (20
mM), EDTA (2 mM), leupeptin (20 pg/ml), aprotinin (10 pg/ml)] hazirlandi. Dokular
HEPES buffer ile homojenize edildi (TissueLyser LT, Qiagen, Germany) ve analiz icin -
80°C saklandi. Doku lizatlarindaki protein konsantrasyonu BCA (Bikinkoninik asit)
yontemi ile 562 nm’de microplate reader ile Olglildi (Epoch Microplate
Spectrophotometer, Biotek, USA). Protein 6lglimii yapildiktan sonra, her kuyucukta esit
protein olacak sekilde hesaplamalar yapildi. 1 mm kalinliginda 10 kuyucuklu %10’luk jel
hazirlandi (Tablo 3.3.). Hazirlanan 6rnekler protein denatiirasyonu igin 95°C’de 5 dk.
1sitildi. Jeldeki kuyucuklara hazirlanan 6rnekler ve protein marker (10-260 kDa, cat. no:
26634, Thermo Fischer, USA) yuklendi. Elektroforez tankina yerlestirilen jele, running
buffer ile 1 saat 50 V ve 2 saat 80 V’da elektroforez islemi yapildi. Jel boyutunda kesilen
PVDF membran metanol ile 1 dk. aktiflestirildikten sonra Transfer Buffer ile yikand1 ve
sonra siyah filtre-1slak beyaz watman kagidi-jel-membran- 1slak beyaz watman kagidi—
siyah filtre olacak sekilde kasete yerlestirildi. Jelden membrana proteinlerin ge¢gmesini
istedigimizden jel negatif uca (katot), membran pozitif uca (anot) yerlestirildi. Tank
transfer buffer ile dolduruldu ve +4°C’de 25 V’da gece boyu 1slak transfer islemi yapildi.
Transfer islemi ponceau boyamasi ile kontrol edildi. Ponceau kirmizisindan kurtulmak
icin membran 3 kez 10 dk. TBST (Tris Buffer Saline %0.05 Tween) ile yikandi. Renk
kaybolduktan sonra membran %5 NFDM/TBST ile 1 saat oda sicakliginda bloklandi.
Bloklama isleminden sonra membran 3 kez 10 dk. TBST ile yikandi. GSK 30/ primer
antikor (sc-7291, Santa-Cruz, USA) %3 BSA igeren TBST ile 1/500 oraninda diliie edildi
ve membran +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. TRPM2 (TRPM2—-L, full-length TRPM2
isoform) primer antikor (NB110-81601, Novus Biologicals, USA) %2 BSA iceren TBST
ile 1/1000 oraninda diliie edildi ve membran +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Loading
kontrol olarak da TBST ile 1/1000 oraninda diliie edilen beta-aktin kullanildi (sc—47778,
Santa-Cruz, USA). Sabah oda sicakliginda 3 kez 5 dk. TBST ile yikandi. Sekonder
antikor (mouse anti-rabbit HRP, sc-2357, Santa-Cruz, USA) %2 BSA iceren TBST ile
1/1000 oraninda diliie edildi; sekonder antikor (m-IgGk BP-HRP, sc-516102, Santa-Cruz,
USA) %3 BSA igeren TBST ile 1/1000 oraninda diliie edildi; sekonder antikor (m-IgGk
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BP-HRP, sc-516102, Santa-Cruz, USA) 1/1000 oraninda TBST ile diliie edildi ve
sirastyla TRPM2, GSK 30/B ve B -aktin membranlari ile oda sicakliginda 1.5 saat inkiibe
edildi. 3 kez 10 dk TBST ile yikandi. ECL prime (cat. n0.34080, Thermo Fischer, USA)
ile kemiliminesans olarak bantlar goérunttlendi (ImageLab, Bio-Rad, USA) ve beta aktine

gore normalize edilerek dansitometrik analizi yapildi.

Tablo 3.3. %10’luk iki (2) jel igin gerekli kimyasallar ve miktarlari

%10'luk 2 jel icin Stack (ml) | Resolving (ml)
Acrylamide/Bis (%30) 0,85 3,325
Tris-HCI (1M, ph:6.8) 0,625
Tris-HCI (1.5M, ph:8.8) 2,5
SDS (%10) 0,05 0,1
Distile su 3,4 3,975
Amonyum persulfat
(9%10) 0,05 0,1
TEMED 0,005 0,004
Total Hacim 5 10

3.8.1.Western blot deneyinde kullanilan soliisyonlar

HEPES (2x, ph 7.5)

HEPES asit 0.12¢g
NaCl 0.16¢g
NazHPO4 0.0021 g

Hacim dH20O ile 10 ml’ye ayarlanir.

NasVOq (0.2 M, pH 10.0, activated)

Na;VO,  1.84g
H.0 50 ml

Not: Cozelti rengi saridan beyaz olana kadar kaynatilir ve pH 10°da stabilize olana kadar

islem tekrar edilir.
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Sample Buffer

1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.4 ml

SDS 08¢
Bromfenol mavisi 40 mg
dH20 3.1mil
Gliserol 4 ml

Kullanilacak miktarin %5 kadar p—merkaptoetanol eklenmelidir.

Running Buffer (pH 8.3) 1x

Tris-Base 25 mM 3.03¢g
Glisin 192 mM 144 ¢
SDS %0.1 1g

Hacim dH20 ile 1 L’ye ayarlanir.

Transfer Buffer (Towbin) (pH 8.3) 1x

Tris 25 mM 3.03¢g
Glisin 195 mM 14.63 g
Metanol 200 ml

Hacim dH20 ile 1 L’ye ayarlanur.

Ponceau Boyasi

Asetik asit 25 mi
Ponceau kirmzisi 059
dH20 500 ml
TBS (pH 7.4) 10x
Tris (25 mM) 30
NaCl (137 mM) 8¢
KCI (27 mM) 29

Hacim dH20 ile 100 ml’ye ayarlanir.
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TBST (pH 7.4)

TBS (10x) 01L
dH-0 08L
Tween 20 (%0.05) 0.5ml

Hacim dH20 ile 1 L’ye ayarlanir.

Blocking Buffer (%5 NFDM)

Non-Fat-Dry Milk 50
TBST 100 ml
3.9. Elisa

Sicanlarin serumlarinda TNF—a dizeyleri, sigan TNF—a elisa kiti ile tespit edilmistir
(Katalog no: KRC3011; Thermo Fisher Scientific, USA). Bu elisa kiti; kat1 bazli1 sandvi¢
elisa teknigi (solid—phase sandwich enzyme-linked immunosorbent assay) prensibine
dayanan bir Kittir. Serumlar hazirlanirken siganlardan alinan kan numuneleri, 30 dk
boyunca oda 1sisinda (18-26 °C) birakilmis ve pihtilasmalar1 beklenmistir. Daha sonra
numuneler +4 °C’de ve 2000 rpm’de (revolutions/min), sogutmali bir santrifiij cihazinda
10 dk santrifuj edilmistir. Ortaya ¢ikan siipernatant serum numunesi olarak kullanilmak
Uzere pastor pipeti ile polipropilen tiiplere alinmigtir. Hemolizli ve lipemik serum
numuneleri ¢aligmadan ¢ikarilmistir. Serum numuneleri hemen kullanilmayacaklari i¢in
0.5 ml’lik hacimlerde, saklanmak icin polipropilen tlplere konulmustur. Serumlarin
donma—¢oziilme sikluslar1 gegirmesinden kagmilmis, elde edildikten sonraki bir gin
icinde —20 °C’de, daha sonra kullanilacaklari zamana kadar —80 °C’de muhafaza

edilmistir.

Analiz i¢in alt1 kuyucuk seridi belirlenmistir. Kullanilmayacak olan kuyucuklarin ya da
kuyucuk seritlerinin ileriki kullanimlar i¢in 2-8 °C’de muhafaza edilerek saklanmasi
planlanmistir. Serum numuneleri, inkiibasyon tamponu ile 1/2 oraninda seyreltilmistir.
Calismaya baslarken, biitiin standartlar, kontroller ve serumlar laboratuvar getirilerek oda
1s1sina ulagmalari i¢in bekletilmistir. Elisa Kitiyle birlikte temin edilmis olan yikama
tamponu konsantresi, eger gerekirse (wash buffer concentrate) distile su ile 25 defa

seyreltildi (6r: 50 ml 1.25 litreye veya 100 ml 2.5 litreye). Yikamalar, manuel olarak
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yapilmustir. Yikamalar i¢in, bir aspirasyon pipeti kullanilmigtir. Pipetin kuyucuga temas
etmemesine 6zen gosterilmistir. Aspirasyondan sonra en az 0.4 mL yikama tamponu her
aspire edilen kuyucuga eklenerek, en az 30 sn kuyucukta bekletilmistir. Sonra, yeniden
aspire edilmistir. Standart TNF—a sollsyonu (2.000 pg/ml) standart seyreltici tampon
(standard diluent buffer) ile bir dizi seyreltme islemine tabi tutulmustur. Buna gore; 225
uL Standart TNF-e solsyonu, 375 uL standart seyreltici tampon bulunan tupe
aktarildiginda ve yavasga karigtirlldiginda 750 pg/mL’lik standart sigan TNF-a
soliisyonu elde edilmistir. Geri kalan yedi tpln her birine 300 puL’lik standart seyreltici
tampon eklenerek sirsiyla 375, 187.5, 93.8, 46.9, 23.4, 11.7, and 0 pg/mL’lik standart
sican TNF-a solisyonu elde edilmistir. Seri sekilde seyreltilmis TNF—a soliisyonlari,

hemen bir saat i¢cinde kullanilmistir.

Biitiin bu hazirliklar tamamlandiktan sonra elisa prosediiriine gegilmistir. Standart
solisyonlarin  bir saat icinde kullanilmas1 saglanacak sekilde dillisyonlarmin
hazirlanmasina dikkat edilmistir. 100 uL’lik standart, kontrol ve bilinmeyen serum
numuneleri kuyucuklara eklenmistir. Oda sicakliginda, iki saat inkiibasyona birakilmistir.
Iki saat sonunda kuyucuklar aspire edilmis ve seyreltilmemis yikama soliisyonu ile dort
defa yikanmustir. Sonra, 100 pL’lik sigan TNF—a biyotin konjugat soliisyonu (detection
antibody) kor kuyucuklar haricindeki her kuyucuga eklenmistir. Bir saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, yine kuyucuklar aspire edilmis ve seyreltilmemis
yikama soliisyonu ile dort defa yikanmgtir. Ugiincii asamada, 100 pL’lik seyreltilmemis
%50 gliserol ¢Ozeltisi halinde bulunan streptavidin-HRP (enzim) solusyonu, kor
kuyucuklar haricindeki her kuyucuga eklenmistir. 30 dk inkiibasyon sonrasinda
seyreltilmemis yikama soliisyonu ile dort defa yikanmistir. Bagli bulunan enzimin etki
edecegi 100 pL’lik stabilize kromogen substrat soliisyonu, kor kuyucuklar da dahil olmak

tizere her kuyucuga eklenmistir. Karanlikta, 30 dk inkiibasyona birakilmigtir.

Son olarak durduma soliisyonu da eklendikten sonra, 450 nm dalga boyundaki abzorbans
degerleri tespit edilmistir. Kor kuyucuklara ait abzorbans degerleri, diger kuyucuklara ait
biitiin degerlerden ¢ikarilmistir. Standart degerlerleri kullanilarak standart egrisi elde
edilmistir. Bilinmeyen numunelerin degerleri, bu egriye goére pg/ml cinsinden tespit

edilmistir.
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Serumlarda, MDA diizeyleri, MDA elisa kiti ile tespit edilmistir (Katalog no: 201-11—
0157; Sunred Biological Technology, Shangai). Ayni prensiple isleyen bu kit ile de MDA

duzeyleri nmol/ml cinsinden tespit edilmistir.

3.10. istatistiksel analiz

Calismamizda gruplarin normal dagilip dagilmadigi ortaya konulduktan sonra, ikili
kiyaslamalar, her ikisi de normal dagilan gruplar icin T testi ile, en az biri normal
dagilmayan gruplar i¢in Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Her biri normal dagilan
ikiden fazla grubun birbiri ile kiyaslamast ANOVA testi ile, en az bir grubun normal
dagilim gostermedigi coklu kiyaslamalar ise Kruskal Wallis testi ile yapilmistir. Normal
dagilim gostermeyen en az bir grubun bulundugu ¢oklu kiyaslamalara ait ileri diizey
degerlendirmeler Pairwise ¢oklu kiyaslama testleri ile yapilmistir. Hesaplamalar igin
SPSS 24 yazilim programi kullanilmistir. Normal dagilan gruplarin tanimlayict
istatistikleri ortalama * standart hata, normal dagilmayan gruplart medyan (%25-%75
persentil degerleri) seklinde ifade edilmistir. Kullanilan testlerde anlamlilik diizeyi i¢in

p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Morris su tanki sonuglari

N—(p—amilsinnamoil) antranilik asitin, STZ ile olusturulmus deneysel Ogrenme ve
uzaysal hafiza bozuklugu modelinde, MWM deneylerinde, uzaysal hafizada bir diizelme
saglayamadigi goriilmiistiir. Daha Onceki ¢alismalarda, APP/PS1 farelerde TRPM2
nakavt halin (TRPM™), uzaysal hafizada bir diizelmeye sebep oldugu goriilmiistiir [168].
Calismamizda uzaysal hafizada iyilesme sadece memantin grubunda gézlenmistir (Sekil
4.1. ve 4.2)). Memantin + ACA kombinasyon tedavisi, 6grenme denemelerinde
(acquisition trials) bir miktar iyilesme saglasa da prob denemesinde kombinasyon tedavisi
alan grup ICV-STZ grubu ile istatistiksel olarak benzerdir (Sekil 4.3). Prob
denemesindeki gruplarin ortalama yiizme hizlar1 arasinda istatistiksel anlamli bir fark

yoktur (Sekil 4.4.).
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ICV-STZ+

ACA + Memantin A, % 1A, 4
fevste 4, %%, 4, 84 *, 4, %, A0
ICV-STZ+ 4, A, *, 4, A,
Memantin

ICV-STZ v, 0%, A0 *, #, o9, #, AA
Kontrol-opere A, #=, #ih, AA A, ==, 3, AA
Kontrol A, i A, == 45 AA
0 20 40 60 0 20 40 60
1. Giinde platforma ulasma zamam (sn) 2. Giinde platforma ulasma zamam (sn)
ICV.STZ+
ACA + Memantin £ A, 4 A, e
ICV-STZ+
ACA =, f, %%, AA *, 3, #2, AA
ICV-STZ+ A, 4 A, g4
Memantin
ICV-STZ * 4 A4 *, 4,25, AA
Kontrol-opere A, A, 2, AA
Kontrol A, i, AA A, #, AA
0 20 40 60 0 20 40 60
3. Giinde platforma ulasma zamamni (sn) 4. Giinde platforma ulasma zamam (sn)

Sekil 4.1. Memantin, ACA ve ACA + memantine kombinasyonu tedavisinin, ICV-STZ uygulamasi
sonrasinda, siganlarda, MWM deneylerinde 4 (dort) giin boyunca, platforma ulagsma zamanlari iizerine olan
etkilerinin kutu-biyik (box—whisker) grafiginde gosterimi. Gruplarin platformu bulma zamanlari normal
dagilim gostermemektedir. Tamimlayicr istatistik degeri olan platformu bulma zamani, medyan (Q1 — Q3)
olarak ifade edilmistir. Her giin igin gruplarin kiyaslamas1 Kruskal Wallis testini takiben, Pairwise ¢oklu
kiyaslama testleri ile yapilmistir. ICV-STZ intraserebroventrikiller streptozotosin, ACA N—(p—

amilcinnamoil) antranilik asit, Q1 — Qs alt ¢eyrek — Ust geyrek.

#* p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda

# p<0.05 kontrol-opere grubu ile kiyaslandiginda

A p<0.05 ICV-STZ grubu ile kiyaslandiginda

#% 0<0.05 ICV-STZ + memantin (5 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda

## p<0.05 ICV-STZ + ACA (25 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda

AA p<0.05 ICV-STZ + ACA (25 mg/kg) + memantin (5 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda
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10 s+ ICV-STZ+ACA+Memantin
0

1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin

Sekil 4.2. Gruplarin platformu bulma zamanlarinin, giinlere gore gelisiminin ¢izgi grafikle gosterimi.
Normal dagilim gostermeyen (sekil 4.1.) degiskenlere ait tanimlayici istatistik degeri, gruplarin giinler
icindeki geligimini ve performanslarinin birbirlerine gore degisimini ¢izgi grafik ile gosterebilmek i¢in, her
grup ve giin icin, ortalama + standart hata (X % Sx) seklinde ifade edilmistir. Kontrol grubu, 1. Giin 45.88
sn+1.98, 2. Giin 30.87 sn + 2.18, 3. Glin 16.65 sn + 1.18, 4. Giin 12.36 sn £ 0.46. Kontrol-opere grubu, 1.
Gun 44.5 sn * 2.16, 2. Giin 30.27 sn * 2.21, 3. Giin 20.61 sn * 1.43, 4. Gin 11.8 sn + 0.75. ICV + STZ
grubu, 1. Gun 58 sn £ 0.73, 2. Glin 50.2 sn £ 1.63, 3. Glin 45.12 sn = 1.94, 4. Giin 42.14 sn + 2.08. ICV +
STZ + Memantin (5 mg/kg) grubu, 1. Glin 49.41 sn + 2.02, 2. Giin 40.34 sn + 2.25, 3. Giin 23.24 sn £ 1.96,
4. Gun 14.3 sn = 0.81. ICV + STZ + ACA (25 mg/kg) grubu, 1. Giin 58.34 sn = 0.84, 2. Giin 56.64 sn +
1.29,3.Giin49.95sn £1.97,4. Gin 46.32 sn £ 2.12. ICV + STZ + ACA (25 mg/kg) + Memantin (5 mg/kg)
grubu, 1. Gin 50.07 sn + 1.99, 2. giin 37.95 sn £ 2.31, 3. Giin 27.23 sn £ 2.31, 4. Giin 23.8 sn + 2.33.

Platforma varig zamanlar1 acisindan, kontrol grubu ile kontrol-opere grup arasinda,
birinci glinde anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05) (Sekil 4.2.). Kontrol grubunun
birinci glndeki platforma varig zamanlart ICV-STZ grubuna goére anlamli sekilde
diistiktiir (p<0.001). Birinci giin ortalamalar1 agisindan memantin grubu, kontrol-opere,
ICV-STZ ve ICV-STZ + ACA gruplarinin her birinden istatistiksel olarak anlamli
sekilde farklidir (p<0.05). Sadece ACA tedavisi alan grubun birinci glin degerleri hem
kontrol hem de kontrol — opere gruptan anlamli sekilde yiiksektir (p<0.001). ikinci giinde
performansi hem kontrol hem de kontrol — opere grubunun gerisinde kalarak istatistiksel
olarak anlamli sekilde farkli olan memantin grubunun iigiincii ve dordiincii gilinlerde,
MWM deneylerinde sergiledigi performans ile kontrol ve kontrol — opere gruplarinin
liclincli ve dordiincli glin performanslart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (p>0.05). Intraserebroventrikiiler STZ uygulamasini takiben memantin

77



+ ACA kombinasyon tedavisi alan grubun MWM deneylerindeki performansi, dordiincii
giine gelindiginde hem kontrol hem de kontrol — opere grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha kotiiydii (p<0.05). Ancak bu grubun dordiincii giin performanst hem
ICV-STZ grubundan hem de hem de ICV-STZ + ACA grubundan istatistiksel olarak
daha iyiydi (p<0.05). Bu bulgumuza gore; memantin + ACA kombinasyon tedavisinde
ACA, mematinin iyilestirici etkisini zayiflatmis olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii,
yalnizca memantin alan grubun dordiincii giin performansi ile kontrol ve kontrol — opere
gruplarinin  bu performanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). Memantin + ACA grubu, dort giinliik 6grenme deneyleri
stiresince ICV — STZ grubuna gore daha iyi bir performans sergilemis olsa da 6grenme
denemelerinin son giiniinde (dordiincii giinde) memantin tedavisi ile basarildigi gibi
kontrol gruplari ile ayn1 diizeyde bir performans saglayamamustir (Sekil 4.1., Sekil 4.2.).
Prob denemesinde ise memantin + ACA grubu memantin tedavisi grubundan ve kontrol
gruplarindan istatistiksel olarak farklidir (Sekil 4.3.). Biitiin bunlara ek olarak, yalnizca
ACA tedavisi alan grubunun, MWM deneylerindeki performansi, istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark olmasa da tanimlayici istatistik degerleri dordiincii giinde ICV — STZ
grubunun gerisindedir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).

Prob denemesinde; ICV — STZ, ACA ve memantin + ACA gruplarinin su tankinda
yizerlerken platformun konumlandigi alanin merkez noktasina ortalama uzakliklari,
kontrol—-opere, kontrol ve memantin gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bigimde
fazladir (Sekil 4.3.).

Prob denemesinde gruplarin yiizme hizlar arasinda anlamli bir fark gériilmemistir (Sekil

4.4.).
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ICV-STZ + ACA + Memantin ._M 1o e
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Kontrol |—%_| A, 4, AA
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Platformun orta noktasina prob denem esi siiresince ortalama uzakhk (cm)

Sekil 4.3. Memantin, ACA ve memantin + ACA kombinasyon tedavisinin, MWM deneylerinin prob
denemesi siiresince, gruplarin platformun orta noktasina olan ortalama uzakliklari iizerine etkisinin kutu—
biyik (box—whisker) grafigi ile gosterimi. Her grup i¢in degerler normal dagilim gostermedigi igin
tanimlayici istatistik degerleri medyan (Q1 — Qs) olarak ifade edilerek kiyaslanmistir. Gruplarin platformun
orta noktasina olan uzakliklarinin medyan (Q1 — Qs) degerleri su sekildedir: 1) kontrol grubu 19.53 cm
(17.22-22.24), 2) kontrol-opere grubu 21.20 cm (23.82-16.92), 3) ICV-STZ grubu 58.06 cm (36.34—
61.53), 4) ICV-STZ + memantin (5 mg/kg) grubu 20.06 cm (22.98-15.68), 5) ICV-STZ + ACA (25 mg/kg)
grubu 54.82 cm (49-61.23) ve 6) ICV-STZ + ACA + memantin grubu 32.59 cm (28.58-45.08). ICV-STZ,
ICV-STZ + ACA and ICV-STZ + ACA + memantin gruplarinin platforma olan uzaklik degerleri, kontrol,
kontrol-opera ve ICV-STZ + memantin gruplarimin degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde
fazlaydi (p<0.05). Gruplarin kiyaslamasi Kruskal Wallis testini takiben, Pairwise ¢oklu kiyaslama testleri
ile yapilmigtir. ICV-STZ intraserebroventrikiler streptozotosin, ACA N—(p—amilcinnamoil) antranilik asit,
Q1 — Qs alt ceyrek — Ust ceyrek.

* p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda

# p<0.05 kontrol-opere grubu ile kiyaslandiginda

A p<0.05 ICV-STZ grubu ile kiyaslandiginda

*% p<0.05 ICV-STZ + memantin (5 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda

## p<0.05 ICV-STZ + ACA (25 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda

AA p<0.05 ICV-STZ + ACA (25 mg/kg) + memantin (5 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda
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ICV-STZ + ACA + Memantin
ICVSTZ + ACA §

ICV-STZ + Memantin
ICV-STZ

kontrol - opere

kontrol
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Prob denemesi siiresince gruplarin yviizme hizi (cm/sn)

Sekil 4.4. Prob denemesi siiresince gruplarin ortalama yiizme hizlari. Normal dagilim goésteren degerler;
ortalama + standart hata (X = Sx) olarak ifade edilecek olursa, her grup icin su sekildedir: 1) kontrol grubu
19.36 cm/sn + 1.35, 2) kontrol — opere grubu 20.41 cm/sn + 1.17, 3) ICV-STZ grubu 23.59 cm/sn + 1.46,
4) ICV-STZ + memantin grubu 19.84 cm/sn + 1.42, 5) ICV-STZ + ACA grubu 22.58 cm/sn + 1.18 ve 6)
ICV-STZ + ACA + memantin grubu 20.26 cm/sn + 1.98. Tek yonliit ANOVA analizi ile gruplar1 yiizme
hizlar1 arasinda anlamli bir fark ortaya konulamamustir (p>0.05). ICV-STZ intraserebroventrikiler
streptozotosin, ACA N—(p—amilcinnamoil) antranilik asit.

4.2. Yiikseltilmis T labirenti testi sonug¢lari

Gruplarin, agik kollarda ve kapali kollarda ortalama kalis siireleri degerlendirilerek
uygulanan tedavinin deney hayvanlarinin anksiyete diizeyi iizerine olan etkisi ortaya

konulmustur (Sekil 4.5.) (p>0.05) [169].
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Sekil 4.5. Yiikseltilmis T labirenti testi sirasinda, gruplarin agik ve kapali kollarda gecirdikleri kiimiilatif
zamanin gosterimi. Gruplarin i¢inde normal dagilim gostermeyen degiskenlerin her grup i¢in medyan (Q1
— Q3) degerleri su sekildedir: Agik kollardaki kiimiilatif zamanlar, 1) kontrol grubu 1.88 sn (0.36 — 9.72),
2) kontrol — opere grubu 6.66 sn (0.63 — 169.56), 3) ICV-STZ grubu 7.48 sn (0.4 — 95.6) 4) ICV-STZ +
Memantin grubu 2.2 sn (0 — 20.74), 5) ICV-STZ + ACA grubu 8.52 sn (0.9 — 48) ve 6) ICV-STZ + ACA
+ Memantin grubu; 3.32 sn (0.52 — 10.46). Kapali kollardaki kiimiilatif zamanlar, 1) kontrol grubu 281.72
sn (244.84 — 292.36), 2) kontrol — opere grubu 266.8 sn (4.02 — 288.64) 3) ICV-STZ grubu 252.72 sn
(116.44 — 282.9) 4) ICV-STZ + Memantin grubu 255.72 sn (187.1 — 281.16), 5) ICV-STZ + ACA grubu
252.6 sn (216.84 — 274.62) ve 6) ICV-STZ + ACA + Memantin grubu 274.44 sn (218.14 — 288.64).
Gruplarin hem ag¢ik hem de kapali kollarda harcadigi kiimiilatif zamanlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). ICV-STZ intraserebroventrikuler streptozotosin, ACA N—(p-
amilcinnamoil) antranilik asit, Q; — Qs alt ceyrek — list geyrek.

4.3. Acik alan habituasyon testi sonuclar:

Agik alan testi sonuglarina gore gruplar arasinda I6komotor aktivite (katedilen ortalama
toplam mesafe) ve alanin merkezinde harcanan kiimiilatif zaman ag¢isindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4.6., Sekil 4.7.) (p>0.05) [167].
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Sekil 4.6. Gruplarin AAH’de katettikleri ortalama mesafe agisindan [170], aralarinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamamustir (p>0.05). Gruplar i¢inde normal dagilan degiskenler i¢in tamimlayici
istatistik degerleri ortalama + standard hata (X £ Sx) olarak su sekildedir: 1) kontrol grubu 1188.11 cm +
202.99, 2) kontrol-opere 1369.3 cm + 287.05, 3) ICV-STZ grubu 1190.12 cm + 159.64, 4) ICV-STZ +
Memantin grubu 1398.17 cm + 241.54, 5) ICV-STZ + ACA grubu 1861.02 cm + 459.52 ve 6) ICV-STZ
+ ACA + Memantin grubu 1405.49 cm + 230.64. ICV-STZ intraserebroventrikiler streptozotosin, ACA
N—(p—amilcinnamoil) antranilik asit.
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Sekil 4.7. Acik alan testinde, belirlenen merkezi bolgede her grubun harcadig kiimiilatif zamanlara ait
ortalama * standart hata (X £ Sx) seklinde ifade edilen tanimlayic istatistik degerleri su sekildedir: 1)
kontrol grubu 3.03 sn + 1.44, 2) kontrol — opere grubu 2.46 sn £ 1.29, 3) ICV-STZ grubu 3.79 sn + 1.46,
4) ICV-STZ + Memantin grubu 1.37 sn £ 1.05, 5) ICV-STZ + ACA grubu 3.73 sn £ 1.14 and 6) ICV-STZ
+ ACA + Memantin grubu 1.66 sn + 1.22. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamugtir (p>0.05). ICV-STZ intraserebroventrikiler streptozotosin, ACA N—(p—amilcinnamoil)
antranilik asit.

4.4, immunohistokimyasal sonuglar

Immunohistokimyasal calismada, western blot immunohistokimyasal yontem ile
hipokampusta TRPM2 kanal proteini ile glikojen sentaz 3a ve 3R proteinlerinin (GSK-

30/B) ekspresyonlari incelenmistir.

Bu ¢alismada, STZ ile deneysel olarak siganlarda olusturulan 6grenme ve uzaysal hafiza
bozuklugu modelinde, ilk defa TRPM2 kanal protein ekspresyonu kantitatif olarak
degerlendirilmistir. Diabetojenik dozlarin ¢ok altindaki dozlarda, ¢alismamizda oldugu
gibi 3 mg/kg dozunda ICV-STZ, siganlarda ya da farelerde 6grenme ve uzaysal hafiza
bozuklugu modeli olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Streptozotosinin ICV uygulanmasi
ile olusturdugu toksik etkileri arasinda Ca*?> homeostazisine olan onemli etkileri de
mevcuttur. Streptozotosinin ICV uygulanmasindan sonra, hiicre i¢i asir1 Ca*? yukine

sebep oldugu bilinmektedir. Intraserebroventrikiiler STZ uygulanmasindan sonra,
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hiicrede glutamat ekzitotoksistesinde goriilen ultrastriiktiirel degisimler, hiicre i¢i asiri

Ca*? birikimi ve mitokondriyel disfonksiyon olarak ortaya ¢ikmaktadir [171].

Streptozotosin etkisi ile TRPM2 kanal proteini ekspresyonlarinin azaldigi goriillmektedir
(Sekil 4.8.). Kontrol-opere grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). intraserebroventrkiiler STZ grubunda TRPM2 kanal proteini
ekspresyonu, kontrol ve kontrol-opere gruplara gore anlamli sekilde azalmistir (p<0.01).
Diger U¢ gruptaki TRPM2 kanal proteinlerinde ICV-STZ grubuna gore olan artislar
istatistiksel olarak anlamlidir (ICV-STZ + ACA, ICV-STZ + memantin ve ICV-STZ +
ACA + memantin gruplarmin herbiri i¢in p<0.01). Intraserebroventrkiiler STZ grubunda,
TRPM2 kanal proteini ekspresyonundaki kontrol—opere grubuna goére azalis istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.01). Glikojen sentaz kinaz—3a ve 313 (fosforile ve non fosforile
hallerinin toplam kantifikasyonu) ekspresyonlar1 agisindan ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemektedir (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.).

Bu sonuglara gore; STZ etkisi ile kanal proteini ekspresyonunun azaldigi sdylenebilir.
Memantin tedavisi sonucunda, TRPM2 ekspresyonunda kontrol — opere gruba gore asiri
bir artis (overexpression) goriilmektedir. Yalnizca ACA tedavisi ise TRPM2 kanal
proteini ekspresyonunu, STZ uygulamasi sonrasinda, kontrol ve kontrol — opere gruplari
ile istatistiksel olarak benzer diizeylere dondiirmiis olsa da yalnizca memantin tedavisi
kadar biiyliik bir artis saglamamistir (Sekil 4.8.). Memantin + ACA kombinasyon
tedavisinde ACA, MWM deneylerinde oldugu gibi memantinin etkisini azaltmis olarak
gorulmektedir. Ancak, MWM deneylerindekinin aksine, ACA’nin memantinin etkisini
azaltict etkisi, TRPM2 protein ekspresyonu agisindan ICV-STZ + ACA ve ICV-STZ +
memantin + ACA gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli yol agmamustir. Ancak
yalnizca memantin alan grupla kontrol — opere grubu arasindaki istatistiksel olarak
anlamli fark, kombinasyon tedavisi alan grupla kontrol — opere grubu arasinda

bulunamamastir.
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Sekil 4.8. Hipokampusta, gruplara gére TRPM2-L kanal proteini ekspresyonlari. ICV-STZ uygulamasinin
TRPM2-L kanal proteini ekspresyonunu baskiladigi goriilmektedir. ACA tedavisi ile kanal proteini
ekspresyonu kontrol gruplari ile benzer diizeylere donmekte, memantin tedavisi ile ise daha yiiksek
diizeylere (overexpression) ¢ikmaktadir. Kruskal Wallis testini takiben Pairwise ¢oklu kiyaslama testleri
ile istatiksel analiz yapilmistir. 1CV-STZ intraserebroventrikiiler streptozotosin, ACA N—(p—
amilcinnamoil) antranilik asit, TRPM2-L full-length TRPM2 isoform ve AU arbitrary units.

* p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
# p<0.05 kontrol-opere grubu ile kiyaslandiginda

A p<0.05 ICV-STZ grubu ile kiyaslandiginda

*% p<0.05 ICV-STZ + memantin (5 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda

## p<0.05 ICV-STZ + ACA (25 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda

AA p<0.05 ICV-STZ + ACA (25 mg/kg) + memantin (5 mg/kg) grubu ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.9. Hipokampusta, gruplara gére GSK-3a sitoplazmik proteininin ekspresyonlari. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). ICV-STZ
streptozotosin, ACA N—(p—amilcinnamoil) antranilik asit ve AU arbitrary units.
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Sekil 4.10. Hipokampusta, gruplara gére GSK-3R sitoplazmik proteininin ekspresyonlari. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). ICV-STZ
streptozotosin, ACA N—(p—amilcinnamoil) antranilik asit ve AU arbitrary units.
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4.5. Elisa sonuclar

Hem TNF—a hem de MDA serum seviyeleri acisindan gruplarlar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).

500

400

300

Serum TNF-a (pg/ml)

Kontrol Kontrol- ICV-STZ ICV-STZ+ ICV-STZ+ ICV-STZ+
opere Memantin ACA ACA + Memantin

Sekil 4.11. Serumda gruplara gére TNF-a (pg/ml) diizeyleri arasinda anlamh bir fark goriilmemis
(p>0.05). ICV-STZ intraserebroventrikdler streptozotosin ve ACA N—(p—amilsinnamoil) antranilik asit.

tir
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Sekil 4.12. Serumda, gruplara gére MDA (nmol/L) diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0.05). ICV-STZ intraserebroventrikiler streptozotosin ve ACA N—(p—amilsinnamoil) antranilik asit.

5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, ACA (25 mg/kg) ve ACA (25 mg/kg) + Memantin (5 mg/kg) kombinasyon
tedavisinin, ICV-STZ uygulamasini takiben siganlarda olusturulan uzaysal hafiza
bozuklugu iizerine olan etkileri gozlemlenmistir. Sonuglar su sekildedir: 1) ICV-STZ
uygulamasini takiben parenteral ACA tedavisi, Morris su tanki deneylerinden elde edilen
verilere gore uzaysal 6grenme ve hafiza lizerinde iyilestirici bir etki géstermemistir, 2)
ACA (25 mg/kg) tedavisi, memantin (5 mg/kg) tedavisi ile combine edildiginde, sadece
memantin tedavisinin uzaysal hafiza iizerinde, tek bagina memantin tedavisinin gosterdigi
iyilestirici etki goriilmemistir, 3) ICV-STZ uygulamasi, hipokampusta TRPM2-L kanal
proteini ekspresyonunu baskilamistir ve 4) Memantin ve ACA tedavileriyle STZ’nin
hipokampustaki TRPM2-L kanal proteini Uzerindeki baskilayici etkisi tersine

cevrilmistir.

Morris su tanki deneylerinde, beklendigi gibi memantin, STZ ile olusturulan uzaysal
hafiza bozuklugunda bir diizelme saglamistir. Serbest oksijen radikallerinin artis1 ile
aktivasyonu gerceklestigi bilinen TRPM2 kanallarinin ACA ile farmakolojik olarak
antagonize edilmesi, uzaysal hafizada herhangi bir diizelme saglamamistir. Uzaysal
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hafizada, diizelme tek basmma ACA tedavisinin kullanildigi grupta goriilmedigi gibi,
memantin + ACA tedavisi de alan grupta da prob denemesinde agik¢a ortaya konuldugu
lizere bir iyilesme saglamamistir. Morris su tanki deneylerinin aksine, yiikseltilmis T
labirenti ve AAH testlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir. Yiikseltilmis T labirenti testinde, gruplarin anksiyete davranislari, agik
ve kapali kollarda kalig zamanlarmin birbirleri ile kiyaslanmasiyla yapilmistir. A¢ik alan
habituasyon testinde ise gruplarin lokomotor aktviteleri arasinda herhangi bir fark
gbzlenmemistir. Streptozotosin enjeksiyonu sonrasinda, TRPM2-L kanal proteinlerine
ait protein ekspresyonu, kontrol ve kontrol-opere gruplara goére anlamli sekilde
azalmistir. TRPM2 kanalinin protein ekspresyonu ACA etkisi ile kontrol gruplar ile
benzer seviyelere, memantin etkisi ile ise kontrol — opere grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha yiksek seviyelere (overexpression) gelmistir. GSK-3a ve GSK—
38°’nin protein ekspresyonlart agisindan ise gruplar arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir.

Onceleri TRPC7 ya da LTRPC2 olarak da isimlendirilen [16, 71]. TRPM2 kanallar1,
ADPR ile hem C terminalinde etkilesen bir kisim i¢eren (nudix box) hem de aktive olan
ve Ca*? iyonuna gegirgen, segici olmayan bir katyon kanalidir. TRPM2 kanallar1 beyinde
yaygin olarak bulunmaktadirlar [16, 172]. Merkezi sinir sistemi iginde, TRPM2
ekspresyonu, mikroglialarda, astrositlerde, hipokampal néronlarda, substantia nigrada,
kortekste, striatumda ve dorsal kok ganglionunda tespit edilmistir. Hipokampusta
TRPM2 mRNA’s1 piramidal hiicre tabakasinda 6zellikle ekstrasinaptik bdlgelerde yogun
sekilde goriilmiistiir. Reaktif oksijen ve nitrojen drunlerinin etkisi veya intraselluler
ADPR yogunlugunun artmasi ile sonucunda VDKK veya NMDAr’den hiicre igine akan
Ca*?, TRPM2 kanal akimina sebep olmaktadir [173].

TRPM2 kanallarinin, MSS’de yaygin olarak bulunmasi sebebi ile dnemli gorevleri
oldugu diisiinlilmiis ve buna iliskin ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu kanallarin
hipokampusta CA3—-CA 1°deki sinapslarda sinaptik gegise katki sunmasi, mikroglialarda
yogun olarak bulunarak, mikroglialarn ROS ve lipopolisakkarit ile iligkili
aktivasyonlarinda rol almalari, sitokin salinimi uyarici gibi fizyolojik gorevlerinin
enflamasyonu alevlendirici ve ROS’a cevaben noronal hiuicre 6limiine sebep olan
yolaklar tetikleyici etkileri de bulunmaktadir [139]. Alzhemer hastaliginda, TRPM2

kanallarin1 rollerini arastiran c¢alismalar mevcuttur. Bu kanallarin spesifik bir
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blokorlerinin olmamasi, hiicrenin redoks statlistini ve hiicre ici Ca*? homeostazini
etkileyen pek ¢ok unsurun bulunmasi ve TRPM2 kanallarina baglanan ekstraselltler bir
ligandin yoklugu bu kanallarin aktivitelerinin farmakolojik ajanlarla dizenlenmesini
oldukca zorlastirmaktadir. Flufenamik asit, klotrimazol, ekonazol veya 2-APB gibi
TRPM2 blokorlerinin ya da antagonistlerinin kanala spesifisiteleri kisithidir. Ciinkii,
TRPM2 kanallar1 Gzerindeki etkilerinde baska hiicre i¢i farkli fizyolojik svaryatregler
icinde de yer almaktadirlar. Bu sebeple, bu kanallarin AH patogenezinde muhtemel bir
rollinii ortaya koymay1 amaglayan calismalar ya hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan ya da
TRPM27 deney hayvanlari ile yapilan galismalardan olusmaktadir. Primer striatal hiicre
kultirlerinde, monomerik AB maruziyeti sonrasinda artan hiicre ici [Ca*?] ve hiicre 6limii
orani, bir dominant kisim negatif varyantin (a dominant negative blocker splice variant,
TRPM2-S) etkisi ile azaltilmistir [143]. TRPM2 genetik delesyonunun, deney farelerinde

uzaysal hafiza iizerinde iyilestirici etkisinin oldugu goériilmistiir [168].

5.1. Intraserebroventrikiiler streptozotosin indiiksiyonu TRPM2 kanal proteini

ekspresyonunu azaltiyor

Calismamizda, TRPM2 kanal proteini ekspresyonunun STZ’ye cevaben azalmasi, ACA
ve memantin tedavisine cevaben ekspresyon miktarinin artmasi seklinde elde ettigimiz
bulgular literatiirde ilk defa bizim ¢alismamizda goriilmistiir. Oksidatif stresin TRPM2
kanal proteini ekspresyonunda degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir [148, 174]. Her
ne kadar, TRPM2 reseptorlerinin hiicre i¢i bir oksidatif stres algilayicisi (oxidative stress
sensor) oldugu bilinse de 6grenme ve uzaysal hafiza bozuklugu modelinde, ICV-STZ
grubunda TRPM2 protein ekspresyonunun azalisi, STZ ile indiiklenen asirt ROS/RNS
birikimi ve hasar1 neticesinde TRPM2 protein ekspresyonunu diizenleyici olarak ortaya
cikan fizyolojik bir negatif geri-besleme (negative feed—back regulation)
mekanizmasindan kaynaklanmig olabilir (135). Ayrica azalan TRPM2 ekspresyonu,
TRPM?2 ilgili hiicre i¢1 yolaklarin tamamen ya da biiyiik oranda islevsizlestigi anlami da
tasimamaktadir. Bir caligmada, STZ etkisi ile TRPM2’ye ait fonksiyonel varyant kantitaif
olarak azalmis olmasina ragmen ileri derecede aktive olmus mevcut TRPM2 kanallari
sebebi ile pulmoner kapiller filtrasyon katsayisinin artmis oldugu goriilmiistir. Bu
kanallarin inhibisyonu ise kronik hiperglisemiye yol agmis ve oksidatif stres sonucunda
artan pulmoner kapiller filtrasyon katsayisimi diisiirtici etki gostermistir [175].

Dolayisiyla TRPM2 kaynakli patofizyolojik cevabin, hiicrenin redoks statlistine bagl
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olarak gelisen kanal proteini ekspresyonundaki ve kanal gegirgenligindeki degisikliklerin
bir kombinasyonu olarak sekillendigini diisiinmekteyiz. Bagka bir ¢alismada, oksidatif
stresi arttirdigi  bilinen TBH’den sonra, TRPM2 mRNA ve kanal proteini
ekspresyonlarinin arttigi gozlenmistir. Ancak protein ekspresyonundaki anlamli artis,
post—travmatik ti¢lincii giine kadar ortaya ¢ikmamistir [176]. Bir diger ¢alismada ise,
TRPM2 kanal proteini ekspresyonunda, oksidatif stresorler olan rotenon ve paraquatin
akut ve kronik etkisine karsi farkli degisiklikler ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Ornegin
rotenonun, akut ve diisiik doz maruziyetine karsi TRPM2 mRNA transkripsiyonu
artarken, akut ve yliksek doz tesirinde ayni artis gozlenmemistir. Bununla beraber,
rotenonun dort gunlik kronik maruziyetinde, TRPM2 mRNA transkripsiyonu istatistiksel
olarak anlamli sekilde artmistir. Kronik rotenon maruziyetiyle mRNA transkripsiyonunda
goriilen artisin aksine, kanal proteini ekspresyonunda anlamli bir artig meydana
gelmemistir. Parakuatin diisiik dozunun akut veya kronik maruziyette, TRPM2 mRNA
transkripsiyonunda anlamli artis meydana gelmistir. Rotenon maruziyetinden sonra hiicre
kiltiri, TRPM2 kanalinin direkt aktivatorlerinden biri olan H202’ye maruz
birakildiginda ise TRPM2 mRNA ve kanal proteinleri ekspresyonlarinda herhangi
anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Rotenon ve parakuat etkisiyle mMRNA
transkripsiyonundaki artisin diisiikk doz maruziyeti ile gergceklesmis olusu dikkat ¢ekicidir
[177]. Bu bulgular hem TRPM2 mRNA transkripsiyonundaki degisikliklerin hem de
kanal proteini ekspresyonunda ortaya ¢ikan degisikliklerin de oksidatif stresoriin
cesidine, yogunluguna ve maruziyetin siiresine gore farklilik gosterdigine isaret
etmektedir [135]. Ayrica, TRPM2 kanal proteini ekspresyonunun, hiicre igi Ca*?
homeostazin1 saglamayr amaclayan fizyolojik geri-besleme mekanizmalarinin etkisi
altinda oldugunu da diisiindiirmektedir. Bltin bunlara ilaveten ¢alismamizda, STZ ile
TRPM2 protein ekspresyonunun azalmasi, ekspresyonun ACA tedavisi ile yeniden
kontrol ve kontrol — opere gruplariyla benzer diizeylere donmesi ve memantin tedavisi ile
istatistiksel olarak anlamli sekilde kontrol-opere ve ACA tedavisi gruplarina gére daha
yiksek seviyelere gelmesi; STZ uygulamasinin ve ACA tedavisinin, hipokampusta
TRPM2 kanallarinin ekspresyonunda degisikliklere sebep oldugunu gosterdigi gibi,
memantin tedavisi sonucu ortaya ¢ikan asir1 ekspresyon, aydinlatilmay1 bekleyen TRPM2

kanallar1 ile NMDAr arasinda olas1 bir patofizyolojik mekanizma 6nermektedir [15].
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5.2. ACA farkh hucre ici yolaklar etkilemektedir

Transient reseptOr potansiyeli—2’in biligsek islevler {izerine etkilerini ortaya koyan
calismalar, hicre Kkiltirlerinde, TRPM2’ye ait genin fiziksel olarak genomdan
cikarilmasi veya baskilayicilarla ¢alismasinin engellenmesi ile etkisinin gdriilmemesi
(knock—out) yoluyla veya TRPM2 kanalin1 oldukg¢a yiiksek spesifisite ile bloke eden
TRPM2 kanal proteininin ¢esitli varyantlarinin ekspresyonu saglanarak (co — expression)
gerceklestirilmektedir [143, 168, 174]. Dolayisiyla bu ¢alismalar, bir farmakolojik ajanin
kullanilmasiyla farkli patofizyolojik yollarin etkilenmesi sonucunda, kullanilan medikal
ajanin beklenen etkisine ulagilamamasi ve daha farkli bazi sonuglarin goériilmesi gibi

risklerden gorece olarak muaftir.

Cogu norodejeneratif hastalik oksidatif stres ile iliskilendirilmektedir. Alzheimer
hastalign da bunlardan biridir [3, 10, 53]. Ozellikle hiicre ici H202 artiginin
norodejenerasyona yol agtigina dair gii¢lii kanitlar bulunmaktadir [178]. Reaktif oksijen
urinleri aslinda fizyolojik devamlilik igin gereklidir. Oksijen radikalleri, hiicresel
solunumda, mitokondriyel elektron transport zinciri reaksiyonlarinin bir yan iiriinii olarak
stirekli ortaya ¢ikmaktadir. Oksijen radikalleri fizyolojik mekanizmalarin iginde islevsel
olarak yer aldiklar1 ici ROS/RNS diizeyi hiicre i¢inde kararli bir durumda (steady — state
level) ikame ettirilir [179]. Buna ragmen, hiicrenin redoks statiisiinde ROS/RNS birikimi
sonucunda oksidatif stres lehine bir kayma olugsmasi ve TRPM2 kanallarini aktive eden
Ozellkle H202’nin birikimi, MSS néronlarinda apoptotik mekanizmalar araciligi ile hiicre
oliimiine sebep olmaktadir [180]. Hidrojen peroksit uygulamasini takiben, agaroz jelde
hiicre kiiltiirinden elde edilen DNA’nin katmanlanmasi (DNA laddering) gorulmekte,
niikleer ve kromatin yapisinda apoptoz ile uyumlu morfolojik degisiklikler meydana
gelmektedir. Ayrica, H202 uygulamasindan sonra, hiicre i¢i [Ca*?] dramatik bir artis
gozlenmistir. Bu bulgular, hiicrenin H202 maruziyeti ile apoptotik mekanizmalar arasinda
bulunan giiclii bir bagi gozler oniine sermektedir [181]. Hidrojen peroksit, mitokondriyel
disfonksiyona, hiicre i¢i ATP yogunlugunun azalmasina ve PARP aktivasyonuna sebep
olarak da diisiik konsantrasyonlarindaki maruziyetiyle nekroza ve ylksek
konsantrasyonlarinda ise apoptoza sebep olmaktadir [182]. Hidrojen peroksidin, toksik

*2>un yoklugunda ortadan kalkmaktadir. Bu durum hiicre igine Ca*?

etkisi hiicre dis1 Ca
girisinin, H202 maruziyeti ardindan ger¢eklesen noronal hiicre 6limiiniin hiicre igi

[Ca*’]’da artiga bagli olarak gergeklestigini gostermektedir. Kortikal noron hiicre
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kiiltiirlerinde, gen sessizlestirme (gene silencing) ile TRPM?2 geni hedef alindiktan sonra,
H20: ile uyarilan [Ca*?]i’ min baskilandig1 gdzlenmistir. Bu bulgular, oksidatif stres
kaynakli nekroz ve apoptoz siireclerine H202 ve TRPM2 kanallarinin aracilik ettigine

isaret etmektedir [136].

N—(p—amilsinamoil) antranilik asit; etkinligi sekretuar (SPLA2), Ca*?>’dan bagimsiz
(iPLA2) ya da Ca*?bagimli (cPLA:) gibi fosfolipaz A2 (PLA2) nin farkl: alt tiplerine has
olmayan genis spektrumlu bir fosfolipaz A2 (PLA2) inhibitériidir [183]. Her ne kadar
ACA bilinen en gicli TRPM2 antagonizmasini saglasa da [147] PLAz ile ilgili hiicre ici
yolaklar1 da etkilemektedir. TRPM2 kanallari, hiicre i¢i bir oksidatif stres algilayicisi ve
oksidatif stres kaynakli néronal hiicre 6liminin sebebi olarak gorilmektedir. Ancak,
ACA’nin sistemik olarak uygulanmasi ile sadece TRPM2 antagonizmasina bagl etkilerin
ortaya ¢ikmasindan bahsetmek miimkiin degildir. Arasidonik asit, PLA>’nin enzimatik
etkinligi ile fosfolipitlerden ayrigan hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 bir mediyatordiir.
Arasidonik asit metabolizmasi ile hafiza islevlerini iligkilendiren c¢aligmalar
bulunmaktadir. Wistar tiirii siganlar ile yapilan bu ¢alismalardan birinde, AA saliniminm
azaltan nordihidroguaiaretik asidin (NDGA) Morris su tanki deneylerinde uzaysal
hafizay1 bozucu etkisi gosterilmistir [184]. Fujita ve ark. [185] hipokampusta iPLA2 nin
yiiksek yogunluklarda bulunmasi sebebiyle kullandiklart iPLA2 inhibitdri bromoenol

laktonun, uzaysal hafiza {izerinde olumsuz etkilerinin oldugunu gostermislerdir.
5.3. TRPM2 katyon kanalindan iyon akisi fizyolojik olarak onemlidir

En basta kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar olmak tizere, TRPM?2 kanallarinin
pek cok patolojik siireg ile iliskilendiren ¢alismalarin [186] sik¢a karsimiza g¢ikmasi
sebebi ile bu kanallarin fizyolojik islevleri zaman zaman goz ard: edilmektedir. Ornegin,
bilindigi gibi, nétrofiller gibi grantlositler ve makrofajlar gibi monositik serinin hiicreleri,
cesitli patojenlerle karsilastiklarinda aktive olup ROS iiretebilirler. Immun sistemin
onemli bir komponenti olan bu olaya oksidatif patlama (respiratory burst) denir. Transient
reseptor potansiyeli melastatin—2 kanallari, artan ROS yiikiinii ve [Ca*?]i 1 takiben bir
pozitif geri—besleme mekanizmasi ile oksidatif patlama siirecinde yer almaktadirlar.
Hidrojen peroksit ya da TNF—a maruziyeti karsisinda TRPM2 kanallarinda siirekli ve
yogun iyon akis1 ve artmis [Ca*?]i apoptozise ve hiicre 6limine yol acarken, [Ca*?]i ‘da
gecici yukselmeler ERK1/2 ve Bcl-2 genlerinin transkripsiyonunu arttirarak hiicreyi

apoptozisten korumaktadir [140]. Hiicreler tarafindan, evrensel bir ikincil haberci olan
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[Ca*?]i ‘nm ¢ok hassas bir dengede devam ettirilmektedir. Hiicre icinde [Ca*?] artisi
apoptotik mekanizmalarin aktivasyonunu sagladig gibi, [Ca*?]i ‘nin yetersizligi de baz1
patolojilere yol agmaktadir. Bir prolin — 16sin yer degistirme mutasyonuna (substitution
mutation) ugramis CALHM1 (Ca*?’a gegirgen bir katyon kanalr) azalmis [Ca*?]i *a sebep
olarak AR birikimini arttirmaktadir [77]. Bu defa TRPM2 kanal proteininde yine bir
prolin —16sin yer degistirme mutasyonunun, farkli kinetik 6zelliklerde bir TRPM2 kanali
meydana ¢ikmasina yol agarak hem ALS hem de PH patolojisine katkisi olabilecegi
farkedilmistir [187]. Burada da dikkat cekici bulgu; bu TRPM2 mutasyonu ALS ve PH
patogenezi ile ilgkilendirilirken, mutasyonun, TRPM2 kanalinin kinetik ozellikleri
tzerindeki etkisi sebebiyle hiicrede bir [Ca*?]i artis1 degil, azalisina yol agmasidir. Yani,
[Ca*?]i artis1 apoptotik mekanizmalar: aktive ettigi gibi, [Ca*?]i’ da bir azalis da gesitli
patolojilere zemin hazirlamaktadir. Transient reseptér potansiyeli melastatin—2
kanallariin fizyolojik isleyise sagladig katkiya bir diger drnek ise; mikroglialarin ve
diger fagositik hiicrelerin anti—enflamatuvar cevap olusturma ve ortamdan uzaklastirma
(clearence) islevlerinin gergeklestrilebilmesi igin TRPM2 kaynakli Ca*2 akiminin gerekli
olmasidir [131, 188]. Soziini ettigimiz TRPM2 mutasyonu ile PH ve ALS patolojisi
arasindaki iligki aydinlatilmaya muhtagtir. Ancak, TRPM2 kanallarinin aktivasyonu ile
meydana gelen apoptotik hiicre 6luminid yegéne terapotik hedef olarak gorilmesi,
TRPM2 kanalinin muhtemel fiyolojik islevlerinin hakettigi ilgiden yoksun kalmasi
anlamma gelmektedir. Oyle goriiniiyor ki TRPM2 kanallar1 hiicreyi oksdatif stres
maruziyeti sonucunda apoptoza gotiiren patofizyolojik siireci fitilini atesliyor olsa da
hiicre ici hassas Ca*? dengesinin korunmasi ile ilgili mekanizmalarda da 6nemli roller

ustlenmektedir [135].

5.4. NMDA-TRPM2 etkilesimi

TRPM2 kanallarinin kaybi, NMDAr aracilig1 ile ortaya c¢ikan sinaptik plastistede,
ozellikle uzun siireli depresyonda degisikliklere sebep olmaktadir. TRPM2 kanallarinin
normal igleyisi GSK-3R kinaz aracili LTD sureci igin dnemlidir. TRPM2 kanallarinin
yoklugunda, AMPA reseptorlerinin CA1 bolgesindeki sinaptik gegise katkisinin ve

LTD’nin olusumunun azaldigi goriilmistir [13]. LTD olusumundaki yetersizligin
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uzaysal hafiza olusumunu engelledigi de daha Once tespit edilmistir. Memantin ile

uygulanan terap6tik girisim uzaysal hafizada iyilesme saglamaktadir [189].

Morris su tanki deneylerinde elde ettigimiz bulgular literatiir ile uyumlu goriinmektedir.
ACA aracili TRPM2 antagonizmasi uzaysal hafizada bir diizelme saglamamistir. Bu
bulgu ile uyumlu olarak, PLA2 inhibisyonu ile uzaysal hafizanin bozulduguna dair

kuvvetli deliller sunan, literatiirde cesitli kaynaklar da bulunmaktadir [184, 185].
5.5. GSK-30/38

Ozellikle GSK-3R enzim izofromu MSS ile iliskilidir. Alzheimer hastaliginda GSK-3
enzimlerinin tutarli bir sekilde artmasi s6z konusu degilidir. Ancak bu enzim
diizeylerinin, STZ ile olusturulan deneysel Alzheimer modelinde nasil degistigini daha
detayli bir sekilde ortaya koyabilmek i¢in, hem GSK-3a hem de GSK-3R enzimlerinin
aktif ve inaktif formlarina ait diizeylerin ayr1 ayr1 tespit edilmesi gerekir [190]. Glikojen
sentetaz kinaz 3 enziminin inhibisyonu ya da aktivitesinin azaltilmasi hem SP hem de
NFT’nin olusumunu 6nleyecegi i¢cin, GSK-3 enzim etkinligi bir terapotik miidahale alan1
olarak gorulmektedir [190]. Bizim ¢alismamizda, total GSK—3a/B diizeyleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamais olsa da daha 6nceki ¢calismalarda TRPM2
kanali aktivasyonunun fosforile GSK-3a/B diizeylerini diistirdiigi [191], TRPM2
nakavthiginin hiicre kiiltiirii calismalarinda NMDA bagimli LTD’yi baskiladigi ortaya
cikmistir. Ayrica, TRPM27 hiicrelerde sinaptik aralikta bulunan AMPA reseptérlerinin
sayisinda bir azalis da s6z konusudur. Transient reseptor potansiyeli nakavt hiicrelerde
LTD’nin baskilanisina aracilik eden hiicre i¢i mekanizmalarin GSK enzimleri ile

yiiriitiilliiyor olmasi giiglii bir olasiliktir [13].

Bu calisma, her ne kadar TRPM2 kanallar1 oksidatif stres algilayicisi ve hiicre i¢i nekrotik
ya da apoptotik siiregleri tetikleyerek ndrodejeneratif hastaliklarla iligkilendiriliyor olsa
da bu patofizyolojik islevlerinin yamisira, hiicre i¢ci Ca*?> homeostazini diizenleyici ve
hafiza olusumuna katki sunucu etkinlik gosterdiklerine dair bulgulara, Onceki

caligmalarla uyumlu olarak isaret etmektedir.

TRPM2 kanal1 igin yiksek sensitivite ve spesifisiteye sahip farmakolojik ajanlara sahip
olmadigimizdan dolay1, bu kanallarin, 6zellikle hafiza olusumu ve NMDAr ile muhtemel
iliskisini daha detayli bir sekilde ortaya koyacak hiicresel diizeyde ¢alismalara ihtiyac

bulunmaktadir.
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5.6. Calismanin limitasyonlari

Calismamizda, total GSK-3a/ sitozolik proteinlerinin immunohistokimyasal olarak
kantitatif degerlendirmesi yapilmistir. Oysa, GSK-30/8 proteinlerinin fonksiyonel ya da
non fonksiyonel hallerinin kantifikasyonu, ACA’nin MWM deneyleri ile 6§renme ve
hafizaya olan etkisi i¢in daha agiklayici bir mekanistik yaklagim ortaya koymamizi
saglayabilir. Ciinkii GSK-3 sitozolik proteinlerinin disregulasyonu, tau proteini
hiperfosforilasyonu ve AH da dahil olmak iizere cesitli MSS patolojileri ile
iliskilendirilmektedir [190, 192]. Intraserebroventrikiiler STZ uygulamasinin da GSK—
3B’nin fonksiyonel formunda kantitatif olarak artisa sebep oldugu bilinmektedir [193].
Hipokampal dokuya ELISA kitlerinin uygulanamamasi sebebiyle, oksidatif stres ile ilgili

parametrelere sadece serumda bakilabilmis olmasi bir diger limitasyondur.
5.7. Sonug

Calismamizda, tek basina ACA tedavisinin, MWM deneylerinden elde edilen bulgulara
gOre; memantinin iyilestirici etkisini azalttigini1 ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmasa da yalnizca ACA tedavisi alan grubun ICV-STZ grubuna gore daha kotu bir
performans sergiledigi ortaya konulmustur. Bu sebeple, ACA tedavisi ICV-STZ ile
olusturulan 6grenme ve uzaysal hafiza bozuklugu modelinde, hafiza tizerinde iyilestirici
bir etkisi olmadigi gibi deney grubundaki 6grenme ve hafiza giigliigiinii ilerletmistir. Hem
STZ uygulamast hem de memantin ve ACA tedavileri TRPM2 kanal proteini
ekspresyonlarinda degisikliklere sebep olmustur. NMDAr kanallart ile TRPM2
kanallarinin 6grenme ve hafiza yolaklart muhtemel etkilesimlerinin yeni caligmalara

aciklanmaya ihtiya¢ vardir.
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