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OZET

Alzheimer Hastaligi Norobiyolojisinde TRPM2 Kanalinin Roliiniin Fare
Hipokampus Kiiltiiriinde Molekiiler Teknikler ile Arastirilmasi

Alzheimer hastalig1, protein birikimi ile karakterize, unutma ve hafiza kaybi
ile bilinen bir hastalik olup, kesin tedavisi heniiz yoktur. Hastaligin etiyolojisindeki
iki 6nemli etken; 1) hipokampus da intraselliiler serbest Ca*? ([Ca*?]i) asir1 girisi ve
2) mitokondriyal oksidatif stres artsidir. Ca*? gecirgen TRPM2 katyon kanali DNA
hasar1 sonucu ADP-riboz (ADPR) ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan aktive
edilir, ancak N-(p-amilsinnamoil) antranilik asit (ACA) ve 2-aminoetoksi-difenil
borat (2-APB) gibi spesifik olmayan kimyasallar tarafindan inhibe edilir. Alzheimer
hastalig1 etiyolojisinde ve tedavisinde TRPM2 kanalinin rolii heniliz yeterince
bilinmemektedir. Bu tez ¢aligmasinda, in vitro hipokampal Alzheimer hastalig
modelinde oksidatif stres ve apoptozis degerlerindeki degisimleri iizerinde TRPM2
katyon kanalinin ve glutatyon (GSH) tedavisinin roliinii aragtirdik.

Calismada primer olarak yeni dogan farelerden izole edilen hipokampal néron
hiicreleri, kontrol, ACA, amiloid beta (Ap), AB+ACA ve AB+GSH seklinde bes
gruba ayrildi. Hipokampal néron hiicrelerinde AP ile in vitro Alzheimer hastalik
modeli olusturuldu. Kontrol ve ACA grubuna kiyasla, A grubunda apoptozis,
mitokondrial depolarizasyon, ROT, lipit peroksidasyon, PARP-1, kaspaz-3, kaspaz-
9, [Ca*?);, intraselliiler Zn*? diizeyleri ve TRPM2 katyon kanal ekspresyonun anlamli
bir sekilde arttigi belirlenirken, GSH, glutatyon peroksidiz (GSH-Px) ve hiicre
canliligi (MTT) diizeylerinin azaldig1 gozlemlendi. Bu degisiklikler TRPM2 geni
bulunmayan fare hipokampuslarinda goézlemlenmedi. Bununla birlikte, TRPM2
antagonistleri (ACA ve 2-APB) ve GSH tedavisi sonrast bu degerlerin azaldig
gbzlemlendi. Benzer olumlu etkiler PARP-1 inhibitorleri (DPQ ve PJ34) tedavisi
sonrasinda da gézlemlendi.

Sonug olarak, deneysel Alzheimer hastaligi modelinde TRPM?2 aracili [Ca*?;
artisina neden oldugu ve bu artisin girisin hipokampal noronlarda mitokondri
oksidatif stres ile apopitozis olusumuna neden oldugu goézlendi. TRPM2 kanal
inhibisyonun ve GSH tedavisinin Alzheimer hastaligi tedavisinde fayda saglayacak
goziikkmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Apoptozis, Hipokampal néron, Oksidatif
stres, TRPM2 kanal.



ABSTRACT

Investigation of TRPM2 Channel on the Neurobiology of Alzheimer's Disease in
Mouse Hippocampus Culture by Using Molecular Techniques

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the increase of hippocampal
Ca?" influx-induced apoptosis and mitochondrial reactive oxygen species (ROS).
TRPM2 as a Ca?* permeable cation channel is activated by DNA-damage induced
ADP-ribose (ADPR) and oxidative stress, although it is inhibited by non specific
blockers such as ACA (N-(p-amylcinnamoyl)anthranilic acid) and 2-APB (2-
aminoethyl diphenylborinate). The stimulation of TRPM2 channel induces apoptosis
and oxidative neurotoxicity, whereas its inhibition via the treatments of glutathione
(GSH) and ACA reduces apoptosis and neurotoxicity in several neurons. However,
the cellular and molecular effects of TRPM2 on the induction of oxidative
neurotoxicity and apoptosis in the hippocampus of AD model (amyloid beta, ApB)
remain elusive. We investigated involvement of TRPM2 channel and GSH treatment
on the neurobiology of Alzheimer's Disease in the invit ro hippocampus model.

After the isolation of the hippocampal neurons from the newborn mouse, they
were divided into five groups as control, ACA, AB, AB+ACA, and AB+GSH. The
levels of apoptosis, hippocampus death, cytosolic ROS, cytosolic Zn?*,
mitochondrial ROS, caspase-3, caspase-9, lipid peroxidation, and cytosolic Ca?*
were increased in the hippocampus of wild type mouse by the treatments of AP,
although their levels were decreased in the neurons by the treatments of GSH,
PARP-1 inhibitors (PJ34 and DPQ), and TRPM2 blockers (ACA and 2APB). The
AB-induced decreases of cell viability, cytosolic GSH, reduced GSH, and GSH
peroxidase levels were also increased in the AB+GSH and AB+GSH groups by the
treatments of GSH and ACA. However, the AB—induced changes were not observed
in the hippocampus of TRPM2 knockout mice.

In conclusion, the current data indicate that the maintaining activation of
TRPM2 is not only important for the quenching ROS and neurotoxicity in the
hippocampal neurons of mice with experimental AD but also equally critical to the
modulation of AB-induced apoptosis.

Keywords: Alzheimer’s Disease; Apoptosis; Hippocampal Neurons; Oxidative
stress; TRPM2 channel.
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, 6zellikle yash niifusta bulunan, diinya ¢apindaki
insidans1 ve bliylik Ol¢lide can kaybinin sebebi olan yaygin hastalik grubudur (1).
Norodejeneratif hastaliklar beynin yap1 ve fonksiyonunun bozulmasina sebep olan
biyokimyasal ve metabolik yolaklari aktive ederek toksik proteinlerin anormal
birikiminden dolay1 néron kaybi ile karakterize edilirler (2). Vakalarin ¢ogunda,
biligsel islev bozuklugu, davranis bozukluklari ve hafiza kaybi1 gibi semptomlar
goriliir. Bu semptomlar, hastaligin ilk zamanlarinda kendini ¢ok belli etmezler.
ancak hastaligin ilerleyen zamanlarinda kendilerini belli ederler. Klinik semptomlar,
hastalik siirecinin baglamasindan sonra neredeyse on yillar sonra bile ortaya ¢ikabilir.
Norodejeneratif hastaliklar, benzer spesifik olmayan klinik semptomlara sahip
olmalarina ragmen farklt molekiiler patolojiye, epidemiyolojiye, laboratuvar
bulgulara, néron Ozelliklerine ve degisimlerine bagli farkli bozukluklar igeren
genis bir hastalik grubudur (3, 4). Bunlardan Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig
(PH), amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington hastaligi (HH) en yaygin dort
norodejeneratif hastaliktir. Bu nérodejeneratif hastaliklar icerisinde en yaygin olanm
Alzheimer hastaligi olup demans’in en belirgin nedenidir (5). 2050 yilina
gelindiginde diinya genelinde Alzheimer hastalarinin sayisinin yaklagik olarak 110
milyon olmasi beklenmektedir (6). 50 yas ve alt1 grupta demans prevalansi 4 binde
1’den az olmakla birlikte bunlarin yaklasik olarak %30 kadarinin Alzheimer hastasi

oldugu kabul edilmektedir (7).

Alois Alzheimer tarafindan ilk defa 1907°de rapor edilen Alzheimer hastaligi,
serebral korteksin cesitli bolgelerinde disfonksiyona neden olan senil plaklarin ve
cogunlukla fibriler AP peptid ve distrofik ndritlerden olusan norofibriler yumaklarin
birikmesi ile karakterizedir (8). Ozellikle amigdala, hipokampus, frontal asosiyasyon
korteksi, temporal ve parietal loblar, Meynert’in kolinerjik bazal niikleusunda senil
plak olusumu go6zlenir. Hastaligin ilerledigi safhalarda sinaps kaybi ve nihayetinde
ndron Oliimii meydana gelir. Alzheimer hastaligi, 6zellikle demans ve progresif bir
biligsel diislis sonucu genelde hastalarda; hafiza kaybi, unutkanlik ve davranis
bozukluklar1 ile kendini gostermektedir (9, 10). Hastaligin etiyopatogenezine
bakildiginda senil plaklarin olusumu ve ndrodejenerasyon siireglerine oksidatif

stresin katki yaptig1 bilinmektedir.



Merkezi sinir sistemi, fazla miktarda doymamis yag asidi igeren yapisi ve
dokularimin yiiksek oksijen ihtiyaci nedeniyle oksidatif tirlinlerin iiretimine elverisli
ve oksidatif hasara agiktir. Fazla miktarda enerji ve O2’e ihtiya¢ duyan bu noéronal
yapilar ¢ok miktarda doymamis yag asidi igerdiginden lipid peroksidasyona
ugramaya elverislidir. Noronal antioksidan/oksidan dengesinin bozulmasi reaktif
oksijen tiirleri (ROT) iiretiminde artisa neden olur. Alzheimer hastaliginin etiyolojisi
ve patogenezinde oksidatif stresin roliinii irdeleyen ¢alismalarin sayist giin gectikce
artmaktadir. Hiicresel ROT {iretiminde artis ile Alzheimer hastaligi patogenezini
iliskilendiren ¢alismalar azimsanamayacak diizeydedir (11-13). So6zii edilen
calismalarda, AP uygulamasinin, ROT ve reaktif nitrojen tlirlerinin (RNT) artigina
sebep oldugu ifade edilmektedir.

ROT, hiicre membraninda ROT duyarli kalsiyum iyonu (Ca*?) gegirgen
kanallarin aktivasyonu ile sitozole Ca*? akisii dogrudan indiiklemektedir. Bu
nedenle, yavas yavas artan sitozolik Ca*? yogunlugunun hiicre dliimiine yol agacak
boyutlara ulastig1 diisiiniilmektedir (14). Yasl noronlarda da Ca*2 seviyelerinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (15). Hiicresel Ca*? konsantrasyonlarindaki artiginin
Alzheimer hastaliginda ndronal kayiplarda 6nemli roliiniin oldugunu belirten
calismalar da bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda, hiicresel Ca*™? seviyelerinin
diizensizliginden yola ¢ikarak ilerde Alzheimer hastaligi i¢in terapotik hedeflerin
olabilecegi 6ngoriilmektedir (16-18). Ca*? biyolojik sistemlerde dnemli rollere sahip
bir katyondur. Hiicre bdliinmesi, hiicresel apoptoziste, sinaptik transmisyonda, kas
kasilmasinda, intraselliiler sekonder haberci molekiil olmak {izere bir¢ok rolii olan
essiz bir iyondur (19, 20). intraselliiler serbest Ca*™? ([Ca*?]i) konsantrasyonu (50-100
nM), ektraseliiler Ca*? konsantrasyonuna (1-3 mM) kiyasla 10-20 bin kat daha az
oldugundan hiicre ic¢i hayati faaliyetlerin siirdiiriilmesi i¢in hassas bir denge
gozetildigi asikardir. Noronlarin kompleks yapilarinda ve ¢ok yonlii fonksiyonlarinda
Ca*?iyonlarinin farkli gorevler iistlendigi bilinmektedir. Néronal yapilarda Ca*? iyon
dengesizligi ([Ca*?]i asir1 artis1) ndrodejenarasyona yol agabilecegi ifade edilmistir
(21). Alzheimer hastaliginda ndronal apoptozis oncesi intraselliiler Ca* iyonunda

asir1 artis oldugunu belirten ¢alismalar literatiirde mevcuttur (22, 23).

Gegici Reseptor Potansiyeli (TRP) kanallari, memelilerde ifade edilen iyon

kanallarin genis bir ailesini olusturur. Memelilerde primer aminoasit yapilarina gore



alt1 alt aileye ayrilir ve 28 farkli tipte TRP kanalindan olusur ve bunlar; TRP ankyrin
(TRPA), TRP canonical (TRPC), TRP melastatin (TRPM), TRP mucolipin
(TRPML), TRP polycystin (TRPP) ve TRP vanilloid (TRPV) alt aileleridir. TRP
kanallari, insan viicudunda bulunan her hiicrede muhtemelen bir veya daha fazla alt
tipi bulunacak sekilde dokular arasinda genis bir sekilde dagilmistir. Dahasi, TRP
kanallari; iyonlar, kiiciik molekiiller, 1s1, soguk ve mekanik kuvvete kadar
degisebilen ¢esitli fiziksel ve kimyasal uyaranlarla ag¢ilma-kapanma durumu
gosterebilir. Sonug olarak, insan viicudu i¢in de TRP kanallar1 saglik ve hastalik

durumunda olduk¢a 6nemlidir (24).

TRPM alt ailesi sekiz liyeye ve bu iiyelerde kendi aralarinda 4 grupta
siiflandirilmistir (25). Bu liyelerden TRP melastatin 2 (TRPM2), hem iyon kanalina
hem de adenozin difosforiboz (ADPR) hidrolaz olarak enzimatik aktiviteye sahip bir
‘chanzyme’ olmasit nedeniyle alisilmadik bir proteindir (26). TRPM2 katyon

kanallar1 Ca*®

a gecirgen segici olmayan bir katyon kanali olup c¢esitli faktorlerle
kanal yapisinda bulunan enzimatik bdlge sayesinde sitozolik ADPR ve hidrojen
peroksit (H20>) tarafindan aktive edilir (26, 27) ve noéronal hiicrelerde aktivasyonu
sonucu ekstraseliiler ortamdan sitozole Ca*? akisimi artirarak hiicreyi apoptozise
stirtikledigi bildirilmistir (28, 29). Nasil ki bu kanal1 aktive eden faktorler oldugu gibi
kanali bloke eden kimyasallar da bulunmaktadir. Bunlar arasinda, N-(p-
Amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA), miconazole, clotrimazole (CTM) (30,31),
2- Aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) (32) ve flufenamic acid (FFA) yer
almaktadir (33). Dogrudan TRPM2 kanalin1 bloke eden ve klinikte toksik etkisi
olmadan faydalanabilecek antagonist sayisi sinirlidir. Bundan dolayr 6zellikle

norolojik hastaliklarin tedavi segeneklerinin arastirilmasinda yeni ve fizyolojik yan

etkileri daha diisiik TRPM2 katyon kanal antagonistlerine de ihtiyag¢ vardir.

Norolojik hastaliklarda sitozolik Ca*?’un asir1 artist mitokondriyal membran

depolarizasyonunun artmasina neden olarak;
1) Kaspaz aktivasyonlar1 ile apoptozisin indiiklenmesini,

2) Intraselliiler ROT iiretimi artigini,



3) Intraselliiler ROT iiretimi artis1 ile aktive olan kanallarin, mitokondriyal
oksidatif stres iirlinlerinin {iretimindeki artisla daha fazla agilmasini tetiklemektedir
(34, 35).

Noronal kiiltiirlerde, hiicrelerin oksidatif stresin deneysel modeli olan H202’ye
maruz kalmas1 durumunda [Ca*?]; artisina, mitokondriyal fonksiyon bozulmasina ve
poli adenozin difosforiboz polimeraz 1 (PARP-1) aktivasyonuna neden olarak hem
apoptozis benzeri gecikmeli néron 6limii hem de nekrozu baglattigi gosterilmistir
(36-38). ADPR, NAD’dan 3 yolla iiretilmektedir (39). Bu yolaklardan bir tanesi
¢ekirdekte DNA hasar1 sonucu PARP-1 aktivasyonudur.

Gliniimiizde norolojik hastaliklarin etiyolojisinde TRP kanalarinin rol oynadigi
bildirilmistir (40-44). Bu katyon kanal ailesi icerisinde Ozellikle oksidatif stres ile
aktive olan TRPM2 katyon kanali inflamasyon ve radikal artisina duyarliligi
sebebiyle dikkat ¢cekmektedir. TRPM2, oksidatif stres ve/veya oksidatif stres redoks
sistemleri ile gergeklesen oksidasyon iiriinleri (Or; ADPR) ile aktive olmaktadir.
Alzheimer hastalig1 etiyolojisinde de oksidatif stres iriinlerinin ve hipokampus
hasarinin rol oynadigi iyi bilinmektedir. Antioksidan madde uygulamalarinin
hastaligin belirtilerini azalttig1 bildirilmistir (41). TRPM2 katyon kanallarinin
hipokampal noronlarda yiiksek diizeyde eksprese edildigi de bildirilmistir (43, 45).

Yukarida belirtilen amaglar ve analizler sonucunda asagidaki hedeflere
ulasilmas1 amaglanmustir.

1- Oksidatif stresin Alzheimer hastalig1 tizerindeki etkileri hakkinda degisik
arastirma gruplarinca yapilmis bircok calisma vardir. Fakat oksidatif stres
baskilanmasinin tedaviye katki sagladigi yeterince arastirilmamistir. Hastaligin
etiyolojisinde oksidatif stres aracili aktive edilen TRPM2 kanallarinin rolii agiga
cikarilarak, bu yonlii calisma sonuglarinin yorumlanmasina kaynak teskil edilecektir.

2- Hastaligin etiyolojisinde TRPM2 kanal aktivasyonunun rolii aydinlatilarak,
literatiire katki saglanilacaktir.

3- Hipokampus ndronlarinin primer kiiltiirii sayesinde yapilacak bir¢ok teknik
ve goriintiileme sonuglart literatiire biiytik bir katki saglayacaktir.

4-  Alzheimer hastaligi tedavisinde yardimci tedavi maddeleri olarak
antioksidan (GSH) ve TRPM2 kanal blokelerinin etkileri ortaya ¢ikarilacaktir.



Bu tez c¢alismasinda hipokampal ndronlarda aynm1 anda AP ile Alzheimer
hastaligi olusumu indiiklenerek ve farkli arastirma metotlar1 kullanilarak analizler
gerceklestirilmistir. Sonug olarak; serbest radikal miktarinin artmasiyla, hiicre igi
mekanizmalar1 anlasilmaya calisilmistir. Alzheimer hastaliginda intraselliiler Ca*
konsantrasyon artisinin TRPM?2 katyon kanallar1 aracilig1 ile gerceklesebilecegini
konfokal goriintiileme yontemini kullanarak gosterilmistir. ADPR hiicre zarini
gecemediginden, bazi analizlerde (konfokal mikroskop), PARP-1 inhibitorleri (DPQ
ve PJ34) kullanilarak TRPM2 kanal aktivasyonundaki degisiklikler dolayl1 yoldan
test edilmistir. Yaptigimiz literatiir taramasi sonucu, primer hipokampus kiiltiirtinde
TRPM2 katyon kanalinin yukarida bahsedilen yolaklar araciligi ile Alzheimer

hastalig1 etiyolojisindeki rolii daha 6nce ¢alisilmadigindan ilk kez arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahg

Norodejenarasyon bir¢ok norodejeneratif hastaligi kapsayan bir terimdir.
Norodejeneratif hastaliklar siklikla noron kaybi, bellek, mobilite, bagimsizlik veya
iyilik halinin zamanla ortadan kalmasi ile karakterizedir. Her nodrodejeneratif
hastaligin kendine has ozellikleri olmakla birlikte genel anlamda hepsi yavas
ilerleyicidir ve erken oOliimle sonuglanir. Alzheimer hastaligi, diinya ¢apinda 25
milyondan fazla insani etkileyen kronik bir nérodejeneratif hastaliktir (46-50).
Alman bir noropsikiyatrist olan Alois Alzheimer 1907 yilinda ilk kez hastanin
semptomlarina gore hastaligin  Karakteristik 6zelliklerini tanimlamistir. Bu
semptomlarin bazilar1 hafiza kaybi, konugsma ve yazma sorunlari, kelimeleri veya
sorular1 anlama eksikligidir. Hastasinin 6liimiinden sonra, histolojik boyama
teknikleri kullanarak beyin kisimlarinda yaptigi mikroskobik inceleme sonucu
hastaligin ayirt edici 06zelligi olan amiloid plaklar ve ndrofibril yumaklar

kesfetmistir (51).

Alzheimer hastalig1 giiniimiizde en yaygin demans tiirli olarak bilinmektedir.
Alzheimer, Demans vakalarinin yaklasik %60-%70’ini olusturmaktadir. Alzheimer
hastaligi’nin spesifik belirtileri olan AP plaklar ve hiperfosforile tau iceren
norofibriler yumaklar serebral korteks ve hipokampusu etkilemektedir (52, 53).
Hastaligin anormallikleri ilk frontal ve temporal loblarda ve daha sonra da
neokorteksin bazi kisimlarinda tespit edilmistir (52). Alzheimer hastaligi, amiloid
prekiirsor proteini (APP) ve presenilin gen mutasyonlarinin ¢ok nadir neden oldugu
bir hastalik olmasina ragmen yaslanma, genetik yap1 ve yasam tarzi faktorlerinin

neden oldugu daha yaygin bir tiirdiir (53-55).

Alzheimer hastaligi’nin tanisindan sonra ortalama yasam siiresi 8-10 yil
olmasma ragmen, semptomlari uzun yillar Once ortaya cikmaktadir (53-55).
Alzheimer hastalig1 bilingsel fonksiyon kaybi ile seyreden bir nodrodejeneratif
hastaliktir. Hastaligin erken doneminde ndronal hasar ve tahrip ile hafiza kaybi gibi
bilissel problemler ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte beynin diger
boliimlerindeki noronlar da zarar goriir ve yok olur. Buna bagli depresyon,

haliisinasyonlar gibi baz1 psikiyatrik belirtiler de goriilmektedir. Nihayetinde giinliik



hareketlerin yapilmasini saglayan refleksif bellek bozularak yemek yeme, yutma,
yiiriime, giyinme gibi aktivitelerle ilgili zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (5, 55-57). Bu
gibi lokomotor bozuklar sonucu hasta zamanla yatalak hale gelmektedir. Alzheimer
hastaligi’nin tanis1 klinik olarak konmaktadir ve en 6nemli husus tedavi edilebilir
demanslardan ayrilmasidir. ilerlemis safthada radyolojik goriintiilemelerde serebral
giruslarin incelmesi, sulkus ve ventrikiillerin geniglemesi ile birlikte diffiiz atrofi
gozlenmektedir. Histolojik incelemelerde Alzheimer hastaligi serebral kortekste
yaygin noronal kayip ile iligskilendirilmistir. Noronal kayip asetilkolin
sekresyonundaki azalma ile dogru orantilidir. Alzheimer hastaligindaki giincel

tedaviler hastaligin ilerlemesini durdurmaya veya yavaslatmaya yoneliktir.

2.1.1. Alzheimer Hastahigimin Klinik Ozellikleri

Alzheimer hastalifi c¢ok sinsi ve yavas ilerleyen bir hastaliktir. Klinik
semptomlar, beyindeki patolojik degisikliklerin meydana gelmesinden yillar sonra
ortaya ¢ikmaktadir. Dejenerasyonun klinik 6zellikleri ortaya ¢ikmadan 20-30 yil
once basladigi distlintilmektedir. Hafizay1r etkileyen Alzheimer hastaligin
anlayabilmek i¢in bellege dair bazi noral devreyi de bilmek gerekir. Bellegin noral
devresi medyal temporal sistem ile medyal diensefelik sistem noronlarinca
olusturulur. Limbik sistemin 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarda 6nemli roli
vardir. Duygularin (mutluluk, memnuniyet, nese, sevgi, heycan vb.) serebral
korteksin aktivitesi sonucu diizenlendigi disa vurumlarin (giilme, durgunluk, aglama,
hiddet vb.) ise limbik sistem ve hipotalamus aracilig: ile gergeklestigi kabul edilir.
Limbik sistem igerisinde incelenen Onemli yapilar; formasyo hipokampi, area
septalis, girus singuli, girus parahipokampalis, indusium grisesum ve korpus
amigdaloidumdur. Prefrontal kortekste yerlesik olan kisa siireli bellek bilgilerinin
uzun siireli bellege doniistimii medyal temporal ve diensefalik sistemlerin birlikte
calismasi ile gergeklestirilir. Uzun siireli bellek bilgileri tiim kortekste depolanirken
oncelik uyaranin ilk algilandig1 alanlar etrafinda konugludur. Hipokampus, kisa siireli
bellek, islemsel bellek veya bellegin depolanmasinda rol oynamazken deklaratif
bellegin pekismesinde gorev alir. Tam olarak aydinlatilamamasina ragmen uzun

siireli potensiasyonun (LTP) bellek olusumunda onemli bir role sahip oldugu



diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda hipokampal noéronlarin diizenli pre-sinaptik
uyarimlara karsilik daha genis post-sinaptik cevap olusturduklart gosterilmistir (58,
59).

Dekleratif bellek hipokampusta 6zel bir yol takip eder. Bu yol girus dentatus
CA1l, CA2, CAS, subikulum ve entorinal korteksten olusmaktadir. Duyusal korteks
tarafindan algilanan bir uyarim bellek dongiistinii baslatir. Hipokampus girdisi olarak
entorinal korteks ndronlar1 tarafindan girus dentatusa ulasan uyarim burada sinaps
yaparak CA3 ve CAl’den gegerck subikuluma ulasir. Hipokampus ¢iktis1 olan
subikulum, forniks yolu ile hipotalamusa ve mamiller cisimciklere giden aksonlar
yollar. Bazi aksonlar entorinal kortekse geri doner. Entorinal korteks ise bilgiyi
duyusal kortekse geri gonderir. Bu bellek devresindeki hasar ise yeni bilginin
pekismesini engeller. Yeni edinilen bilgilerin depolanamasinda formasyo
hipokampinin rolii oldugu bilinmektedir. Hipokampusu etkileyen lezyon varliginda
hastalarda kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya dontstiiriillemedigi gozlenmistir.
Lezyon sol hipokampusta oldugu durumda sozel hafiza etkilenirken sagda oldugu
durumlarda gorsel hafiza etkilenmektedir (60, 61).

Bellek hasarma iligkin en iyi 6rnek Henry Molaison (H.M.) olgusudur.
Direngli epilepsi hastaligi nedeniyle temporal loblar ile birlikte hipokampus amig
dala entorinal ve peririnal korteksleri rezeke edilen hasta, bu tarihten itibaren higcbir
yeni bellek bilgisini uzun siireli bellek korteksinde depolayamadi. Yeni motor
beceriler edinebilmesine ragmen bunlar1 6grendigini hatirlayamiyordu. Sonug olarak
H.M. anterograd amnezi modeli oldu. Hipokampusun en yaygin hastaligit CA1’de
agir néronal hasar sonucu bellek bozuklugu ile ortaya ¢ikan Alzheimer hastaligidir.
Noronal dejenerasyon sirasinda AP plaklari ve nérofibril yumaklar bir noktada
artarak ilk klinik belirtilere yol agar. Bu evre, epizodik bellegin bozulmasinin en
yaygin Ozelligini temsil eden hafif bilissel bozukluk olarak adlandirilir (53). Ayrica,
¢oklu gérev yapma, karar verme, yonlendirme ve giliven kaybu ile ilgili zorluklar da
ortaya ¢ikmaktadir. Bilissel bozulma ilerledikge, giinliik aktivitelerle ilgili sorunlar
meydana gelir ve davranis degisiklikleri baglar. Ayrica, beyin bdliimlerinin genis
bolgelerinde AP plaklarinin dagilimi ve tau proteininin ¢ogalmasi ile iliskili olan

atrofi, afazi, apraksi ve agnozi gibi semptomlar goriilmektedir.



2.1.2. Alzheimer Hastaliginin Risk Faktorleri

Alzheimer hastaligl, ¢esitli nedenlerin birlesiminin bir sonucudur. Bu
hastaligin gelismesine yol agan ¢ok sayida faktor vardir. En 6nemli ve degistirilemez
risk faktorleri yas, Apolipoprotein E (APOE) geninin e4 formu ve aile oykiisiidiir.
Yas, aralarinda en biiyilik risk faktoriidiir. Yapilan arastirmalara gore yaslanmayla
birlikte Alzheimer hastaligina sahip kisilerin sayisi artmaktadir (55-57). Alzheimer
hastalarinin ¢ogu 65 yas ve iistiindedir. Hastaligin prevalansi 5 yilda bir 2 kat artar ve
bu, 85 yas ve iistii oldugunda % 30 - % 40’a yaklagmaktadir (62). Diger bir risk
faktorii olan APOE-e4 formu, kandaki kolesterol tasinmasinda rol alan proteini
kodlayan bir gendir. APOE geninin ii¢ formu (e2, e3 ve e4) mevcuttur. E4 formu e3
formu ile kiyaslandiginda, Alzheimer hastalifi gelistirme riskinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Bu sonuglara ragmen arastirmalar halen devam etmektedir.
Ayrica, aile dykiisii Alzheimer hastaliginin prevalansimi artirmaktadir. Ozellikle
birinci derece akrabasi Alzheimer olan kisilerde hastaligin gelisme olasiligi daha
yiiksektir. Bu noktada aile genetigi ve aile iiyeleriyle ayn1 yasam tarzlar1 énemli
olabilir (55-57). Genetik faktorler olarak Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikmasina
APP; presenilin-1 (PSEN1) ve presenilin-2 (PSEN2) proteinlerindeki mutasyonlar
katkida bulmaktadir (62).

Alzheimer hastalig1 ve demans i¢in bazi risk faktorleri davranis degisikligi ile
azaltilabilir. Yasam tarzi ile ilgili kardiyovaskiiler risk faktorleri (6r: obezite, diyabet,
hipertansiyon), sigara kullanimi, fiziksel ve zihinsel hareketsizlik, diisiik egitim
seviyesi, asosyal olma, diyet veya travmatik beyin hasar1 (kafa travmasi) gibi
faktorler degistirilebilmektedir. Uzun siireli egitim ve zihinsel faaliyetlerin sonucu
biligsel gelisime yol acgarak Alzheimer hastaligi riskini azaltmaktadir. Sinaptik
plastisite (ndrondan norona etkilesimler) kazanimini artiran davranigsal degisiklikler
patolojik siireglere direng olmaktadir. Zihinsel aktivite gerektiren isler de riski
azaltmaya yardimci olur. Egitim ayni zamanda tedaviyi, saglik hizmetlerini, dolayl
olarak beslenmeyi ve sosyoekonomik durumu da etkilemektedir. Sosyal olarak aktif
olmak biligsel rezerv i¢in ¢ok destekleyicidir. Bu olumlu etkiler her ne kadar nedeni
aciklamasa da beyinde yeni baglantilarin olusmasindan kaynaklanmaktadir (55-57).

Bazi aragtirmalar, beslenmede B12 gibi vitaminlerin, antioksidanlarin, doymamis yag



asitlerinin, meyve ve sebzelerin dnemine dikkat ¢ekmektedir. Akdeniz tipi diyet,
egzersiz ve nonsteroidal anti inflamatuar ilaglarin Alzheimer hastaligi riskini

azaltabilecegini vurgulamatadir (53, 62).

2.1.3. Alzheimer Hastaliginin Patogenezi

Alzheimer hastaliginin spesifik ayirt edici 6zellikleri, korteksin bazi kisimlari
ve temporal lob bolgesindeki senil (amiloid) plaklar ve norofibril yumaklaridir.
Ayrica sinapslarin dejenerasyonu, ndronal apoptozis, belirli ndrotransmitterlerin
yiikksek dilizeyde olmasi, noronlara anormal protein birikimi, yliksek diizeyde
inflamasyon ve oksidatif stres, Alzheimer hastaliinin diger norokimyasal ve

patolojik belirtileridir (52, 53).

Norodejenerasyona neden olan AP’nin klirensi ve asir1 iiretimi arasindaki
denge eksikligini 6zetleyen amiloid hipotezidir (63). Amiloid hipotezinde, APP’nin
B-sekretaz ve y-sekretaz enzimleriyle metabolize olmasi sonucu A peptitleri (AB-40
ve AB-42) meydana gelir. AB-42 peptidleri (AP ’nin 42 amino asit izoformlar1), Ap-
40 formundan daha fazla birikmeye meyillidir. AB peptidlerinin asir1 tretimi,
oligomerleri olusturmak i¢in peptidlerin bir araya gelmesine yol agar. Son olarak,
fibriler amiloid plaklar ve noérofibril yumaklart olustururlar (52, 53). Trizomi 21
(Down sendromu) olgularinda erken donemde Alhzeimer benzeri semptomlar
goriilmesi de AP ve APP’nin fazlaca ekspresyonuna baglanmaktadir (64,65). Zira
Alhzeimer patogenezinde basat rolii olan bu iki protein de 21. kromozom tizerinde

yer almaktadir (64,66).

Glutamat, norepinefrin ve serotonin gibi ndrotransmitterlerin birikim;
noronlarda fonksiyon bozukluguna, sinaps kaybina, noronal hasara ve inflamasyona
neden olmaktadir. APP, PSEN1 ve PSEN2 mutasyonlar1 bu patolojinin olusmasina
sebep olmaktadir (67,68). APP mutasyonu, AP’nin boliinmesi ve bir araya
gelmesinde rol oynamaktadir. PSEN1 ve PSEN2, APP islenmesini etkileyen y-
sekretazin katalizor alt birimini etkinlestirmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlar,

APP’nin islenmesinde ve daha uzun A peptidlerinin olusumunda sorunlara yol
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acmaktadir. AB-42 peptidlerin yiiksek seviyede birikmesine, APP’nin islenmesi ve
AP peptidlerin elongasyonuna sebep olmaktadir (5, 69, 70).

Tau, normal durumda eriyebilen bir mikrotiibiil proteinidir (71, 72). Ancak
patolojik durumda Alzheimer hastaliginin diger bir gostergesidir. Yapilan ¢alismalar,
Alzheimer hastalarinin beyin numunelerinde ve beyin omurilik sivisinda yiiksek
seviyede tau ve fosforile tau proteini oldugunu gdstermistir (52, 72). Norofibril
yumaklarda kiimelenmis tau proteini fosforile edilmektedir (73). Bu islem sirasinda
¢Ozlinmeyen tau formu yumak seklinde bir araya gelmekte ve zamanla ndronlarin
dejenerasyonuna sebep olmaktadir. Tau proteini ve norofibril yumaklardaki

degisiklikler, amiloid kademeli hipotezinde asirt AP tiretimi ile baglantilidir (74-76).

2.1.4. Alzheimer Hastahiginin Tedavisi

Norodejenarasyon sonucu ortaya ¢ikan nérokimyasal bozukluklar kortikal ve
hipokampal ndronlarda asetilkolin eksikligine yol agmaktadir. Buna kars1 Alzheimer
hastaligi semptomlarini degistirmeyi ve azalmig nérotransmitter seviyelerini
dengelemeyi amaclayan farmakolojik tedaviler gelistirilmistir (53). Hafif ve orta
siddette seyreden Alzheimer hastalig1 tedavisinde asetilkolinesteraz inhibitorleri (6r:
rivastigmin, galantamin, donepezil ve tacirrin) kullanilmaktadir. Asetilkolinestraz
inhibitorleri sinaptik yarikta bulunan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek
asetilkolin konsantrasyonun artmasma sebep olurlar (8). Orta ve agir siddette
seyreden Alzheimer hastaliginin tedavisinde N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
reseptOr antagonistleri (6r: memantin) kullanilmaktadir. Bu grup ilaglarin
kullanimindaki temel amac¢ ise NMDA reseptorleri aracili glutamat norotoksisitesini
azaltmaktir (55-57). Ayrica asetilkolinesteraz inhibitorleri ve memantin kombine
olarak da kullanilmaktadir. AP asilar1 gibi anti amiloid hedefli yaklagimlardan y- ve

[B-sekretaz inhibitorleri de yeni terap6tik stratejiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (62).

2.2. Transient Receptor Potential (TRP) Katyon Kanallar:

TRP kanallar1 Drosophila cinsi meyve sineklerinin goz hiicrelerinde ilk defa

1989 yilinda genetik ¢aligmalar sonucu tespit edilen (77), ¢ogunlugu Ca*? iyonuna
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secici gegirgen olmayan katyon kanallaridir (78). TRP kanallarinin yapis1 Sekil 2.2
de gosterilmistir. Ekstraseliiler Ca*? konsantrasyonu intraselliilere oranla yaklasik
olarak 20.000 kat daha fazla oldugundan, sitozoldeki Ca*? yogunlugunun artip
azalmasina bagl olarak kapanip agilan TRP kanallarindan gecen iyonlarin hiicrenin
yasamsal faaliyetlerinin siirdiiriilmesinde biiyilk 6nem arz ettigi diigiiniilmektedir.
Memelilerde TRP kanal {ist ailesi, kendi aralarinda spesifik baglanma bolgelerine
gore toplamda 28 alt tip igeren 6 alt aileye ayrilmistir (79). Bu alt ailelerden; TRPM
alt ailesi 8 alt tip, TRPC alt ailesi 7 alt tip, TRPV alt ailesi 6 alt tip, TRPP alt ailesi 3
alt tip, TRPML alt ailesi 3 alt tip, TRPA alt ailesi 1 alt tip icermektedir (Sekil 2.1).
Bu katyon kanallarin 6nemi giderek artmakta ve ¢esitli hastaliklarin fizyopatolojisine
katkida bulunduguna dair ¢ok sayida yayin bulunmakta ve kanallar ile ilgili
caligmalar giinden giine artmaktadir (80). Ornegin; agr1 modiilasyonu konusu gectigi

zaman bu kanallar arasinda en fazla ilgi odagi olan kanal TRPV1 olmustur (81-83).

TRPA }———- TRPA1
TRPVI TRPV4
TRPV }.__. TRPV2 TRPVS
TRPV3 TRPV6
(TRPM1 TRPMS
TRPM2 TRPM6
TRPM }——— | TRPM3 TRPM7
| TRPM4 TRPMS
p— }___ i1 S
TRPP3

TRPC1 TRPC4
TRPC2 TRPCS

TRPC3 TRPC6
TRPC7

[ TRPML1
TRPML - | [Ror o TREML3

Sekil 2.1. TRP iist kanal ailesi ve alt iiyeleri

[T

TRPC

Memelilerde TRP Kanallan

o

TRP kanallarinin iyon gegisini saglayan konformasyonel a¢ilma ve kapanma
durumu hiicre membraninda bulunan voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 ve kimyasal
kapili kanallardan oldukga farklidir. Ornegin kirmizi ac1 biberde (Capsicum annuum)
bolca bulunan ve bibere yakiciligi veren kapsaisin, TRPV1 katyon kanal agonistidir.
Nanede (Mentha piperita) bulunan mentol TRPM8 katyon kanal agonisti ve targinin
(Cinnamomum zeylanicum) o&ziinde bulunan sinamaldehit ise TRPA1 kanalinin

antagonistidir (84, 85). Son zamanlarda yapilan calismalarla TRP kanallarinin;
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diyabet (86), apoptozis (87), kanser (88), gibi hastaliklarin beraberinde; migren (89)

ve Alzheimer hastalig

edilmistir.

Hiicre D11
000 00 99 99 ¢

T
N

PO POPPOB @
Hiicre Ii

N-terminal

(90) gibi norolojik rahatsizliklarla iliskili oldugu ifade

" C-terminal

Feo

Sekil 2.2. TRP kanallarinin sematik gosterimi. Bilindigi iizere, 6 transmembran
kisimdan ve hiicre icinde degisken N- ve C-terminallerinden meydana
gelmektedir. Iyon gegisleri S5 ile S6 arasinda bulunan bir kanal vasitasi
ile gerceklestirilir. Bu kanal genellikle Ca*?, Na* ve Mg*? igin bir akis
giizergahi olusturur.

2.2.1. TRPM Alt Ailesinin Yapisal ve Biyofiziksel Ozellikleri

TRPM alt ailesi, TRP iist ailesinin en biiyiik ve en ¢esitli alt ailesidir. 1998°de

TRPM alt ailesinin ilk kesfedilen ve klonlanan iiyesi TRPMI1 ilk defa melanoma

hiicrelerinde gosterilmistir. Melanoma hiicresinde kesfedildiginden dolay1 bu aileye

ait liyeler hiicrenin bas harfi olan ‘M’ ile ifade edilmektedir (91, 92). M olarak ifade

edildikten sonra aile TRPM1’den TRPM8’e sekiz alt tipte iiyeye ve bu iiyeler kendi

aralarinda 4 gruba ayrilmistir (Sekil 2.3). Bu gruplar, kanallar1 meydana getiren

aminoasit dizi benzerlikleri temeline dayanarak olusturulmustur.

TRPM alt ailesi iiyeleri, sadece fizyolojik islevlerinde degil, ayn1 zamanda

iyon iletimi ve seciciligi,

kapt mekanizmasi ve ligand tanima dahil olmak iizere

biyofiziksel 6zellikleri yoniinden gesitlidir. Ornegin, TRPM kanallarinin ¢ogu segici

13



olmayan ve Ca*? gecirgen katyon kanallaridir, sadece TRPM4 ve TRPMS5, Ca*?’a
kars1 gecirgen degildir (92).

1. Grup; TRPMI ve TRPM3’ten meydana gelir. TRPM1’in uyarani
bilinmemekle birlikte, TRPM3’iin ise Ca*? ve pregnenolon siilfat ile uyarildig
bildirilmistir (91).

2. Grup; TRPM6 ve TRPM7’den meydana gelir. TRPM6 ve TRPM7’nin

karboksi ucunda bulunan kinaz uyarilma bolgesindeki serin/treonin kalintilar1 ATP

kullanilarak uyarildigi vurgulanmistir (92).

3. Grup; TRPM4 ve TRPM5’ten meydana gelir. Bu gruptaki iiyeler Ca*?
gecirgen olmadig ancak uyarilmalariin [Ca*?]i ile diizenlendiginden bahsedilmistir

(93).

4. Grup; TRPM2 ve TRPMS8’den meydana gelir. TRPM2’nin karboksi
ucunda bulunan NUDT9-H alanmin ADPR pirofosfataz aktivitesiyle ADPR ve
deneysel ROT (H203) ile uyarildigi; mentol ve diisiik sicakliklarda ise TRPMS8’in
uyarildigi kanmitlanmustir (94, 95).

: TRPM1
] TRPM3

TRPM

Sekil 2.3. TRPM alt ailesinin filogenetigi
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2.2.1.1. TRPM2 Katyon Kanallari

TRPM2 geni 21. kromozom {izerinde yer almaktadir (96). TRPM2 katyon
kanal proteini kalsiyuma gegirgen Ve segici olmayan ozelliktedir (97). Bu katyon
kanali yapisinda voltaja duyarli sodyum kanallarindakine benzer sekilde 6
transmembran segment bulunmakta ve iyonlar 5. ile 6. segmentler arasindaki pordan
gegmektedir (98). Kanalin sitozole bakan uglari amino ve karboksil uglaridir. Bu
katyon kanalinin diger katyon kanallarindan farkli olarak karboksil ucunda ‘nudix
domain’ (NUDT9-H boélgesi) ifade edilmektedir (Sekil 2.4). Burada ADPR
pirofosfataz enzim aktivitesi gosteren NUDT9-H bolgesi bulunur. Bundan dolay1
TRPM2 kanalinda bulunan karboksil ucu ile ADPR’nin etkilesimi sirasinda ADPR
parcalanarak adenozin monofosfat ve Riboz 5-fosfat meydana gelir ve kanalin
uyarilmasi gergeklestirilir (99). Kanal inaktivasyonunun ADPR Katalizi sonucu
toplanan adenozin mono fosfat (AMP)’in negatif geribildirim mekanizmasi ile

saglandig1 disiintilmektedir (99).

Hiicre Dis1
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| | 1 1]]]
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N-terminal C-terminal

Sekil 2.4. TRPM2 katyon kanalinin yapisi

TRPM2, genel olarak beyin, kalp, akciger, karaciger, iskelet kasi, 16kositler
ve pankreasta ifade edilir (100). Hiicresel diizeylerde, néronlar (101-106), mikroglia
(107-112), astrositler (113), makrofajlar (114, 115), nétrofiller (116-118), dendritik
hiicreler (119), megakaryositler (120), vaskiiler endotelyal hiicreler (121-124),
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kardiyomiyositler (125) ve pankreas p adacik hiicreleri (126, 127) de dahil olmak
tizere birgok doku ve hiicre tipinde varligi bildirilmistir. Her ne kadar kanallar
sodyum (Na*) ve potasyum (K™) i¢in gegirgen olsa da bunlarla birlikte aslinda hiicre
icine Ca*? girisinde ¢cok miihim rol alirlar (87). Bilindigi gibi intraselliilerde serbest
Ca*2 seviyesi (50-100 nM) ekstraseliilere (1-3 mM) kiyasla 10000-20000 misli daha
azdir. Metabolik reaksiyonlarin devaminda iiretilen H2O2’nin intraselliiler ortama
girmesiyle ve TRPM2 katyon kanalin1 uyarmasiyla Ca*? iyonunun intraselliilere daha
fazla girdigi bilinmektedir. Bazi arastirmacilarin yaptigi ¢alismalar ise H2O2’nin
niikleus, mitokondri vs. gibi intraselliiler organlarda ADPR iiretimi artirdigini ve bu
ADPR’nin artiginin da TRPM2 kanalin1 agtigini gostermistir (128). Ek olarak in vitro
caligmalarda H2O2 nin TRPM2 kanallarini uyardigi gosterilmistir (129).

Intraselliiler igerisine asir1 Ca*? iyonunun girmesi apoptozise varan bir¢ok
patofizyolojik olaymn baslaticisidir. TRPM2 katyon kanallarinin inhibisyonu diger

Ca*? gecirgen kanallarda kullanilan ilaglar ile tamamen engellenememektedir (130).

Bu sebepten dolayr intraselliiler ortama Ca*? iyonu girisinden sorumlu
TRPM2 katyon kanallarini uyaran ve inhibe eden mekanizmalarin arastirilarak
intraselliiler Ca*2 iyonu artis1 ile ilgili diyabet, kanser, kalp hastaliklarin1 ve 6zellikle
Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinin anlasiimasi oldukca

onemlidir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, 2-APB ve ACA’nimn, TRPM2 kanal
uyarilma mekanizmasinin diizenlemesinde ¢ok dnemli roller olabilecegi belirtilmistir
(131). ACA’nin etkisinin fosfolipaz A2’yi baskilayarak ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir (132).

2.2.1.1.1. Alzheimer Hastahg1 Etiyolojisinde TRPM2 Katyon Kanalinin
Rolii

Son zamanda yapilan ¢alismalar; apoptoz, kalsiyum sinyali, oksidatif stres ve
mitokondriyal ~ fonksiyonun nérodejenerasyonda hiicresel  diizeylerde rolii
olabilecegine ifade edilmistir (133-135). Bunun da Gtesinde ndrodejenerasyon

olgularinin yaklasik %10 unun genetik faktorlerle baglantili olabilecegi de goz 6niine
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koymustur (136-138). Cogu norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin uyardigi
apoptoz mekanizmalar1 yer almaktadir. Yag asitleri agisindan zengin, oksijen
tilketimi fazla, néromelanin pigmenti ve demir bakimindan fazla olan beyin dokusu,
noronlart  oksidatif hasara karsti hassas bir yap1 kilmaktadir (139).
Norodejenerasyonun bir diger nedeni de protein fonksiyon kaybi ve fazla agregasyon
olarak kabul edilmektedir. Noronal bazi proteinlerin yanlis liretimi, baz1 enzimlerin
protein islemede hatalari, genetik yapidaki kalici bozukluklar, mutant proteinlerin
meydana gelmesi ve birikesine neden olmakta ve bu mutant proteinler de néronlara
hasar vermektedir. Ekstraselliiler AP birikmesi ve intraselliiler tau protein
fosforilasyonunun Alzheimer hastaliginin hiicre alti1 diizeydeki patolojik temellerini
olusturdugu kabul edilmektedir (140, 141)

Oksidatif stres, ROT’un hiicrenin biyokimyasal bilesenlerinden proteinler,
lipidler ve niikleik asitler iizerinde meydana getirdigi tahribati belirtmektedir.
Hiicrede oksidatif strese sebep olan ROT’un temeli olarak baslica mitokondriler
onlimiize ¢ikmaktadir. Mitokondri fonksiyonlarindan en 6nemlisi elektron tagima
zincirinin hatasiz siirdiiriilmesiyle meydana gelen biyokimyasal enerji olan ATP
tiretimidir. ROT {iretimi; elektron tasima zincirinin isleyisi sirasinda en son elektron
alicis1 olan molekiiliin oksijene elektron iletmesiyle meydana gelmektedir. Normal
sartlarda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar araciligiyla nétralize
edilebilen ROT, patolojik durumlarda antioksidan sistemin zayiflamasiyla bir araya
gelen ve oksidatif strese sebep olmaktadir. Normal kosullarda indirgeyici
molekiillerin (NADH veya FADH?) dahil edilmesiyle elektron aktarimi esnasinda
meydana c¢ikan protonlar da ic membrana karst elektrokimyasal gradiyent
olusturmakta ve membranlar arasi alana taginmaktadir. Proton yogunlugunun artmasi
sonucu transmembran potansiyel ise protonlarin ATP sentazinin aktif olmasi ile igeri
alinirken aym siire ATP sentezine imkan saglar (142). [Ca*?]i normal fizyolojik
smirlarin iistiine ¢iktiginda mitokondri membranlarinin Ca*? gegirgenligi fazlalastig
mitokondriyal depolarizasyon meydana getirmekte ve fonksiyonlarini yapmada
tehdit olusturmaktadir. Buna bagli olarak ROT iiretimi fazlalagmasi ayni1 zamanda
hiicresel apoptoz siireclerinin kaspaz enzimleri vasitasiyla uyarilmaktadir. Sonug
olarak hiicreyi apoptoza gotiiren bu yolakta Ca*? geciren iyon kanallarinin 6nciil rolii

bulunur. Kalsiyum geg¢iren iyon kanallarinin patolojik sartlarda farkli agilma-
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kapanma davranisi gosterdigi kabul edilmektedir. Sonugta hiicresel kalsiyum
sinyallerinin bozuklu, mitokondriyal membran depolarizasyonu ve ROT sentezi ile
apoptoz arasindaki geri besleme mekanizmasi antioksidan savunmasinin eksik
kaldigi zamanda patolojik sartlar hizlandirmaktadir. Bu pozitif geri bildirim
mekanizmalar1 ile noronal hiicreler zaman igerisinde apoptozise Yyenik
diismektedirler. Alzheimer hastaliginin patolojisinde APP yanlis kesimi ardindan
biriken AP proteinin membranda hiicreye kalsiyum girisini uyardigini ve buna bagl

olarak uyara bildiginide etkileyebilecegini gosterilmistir (143).

Alzheimer hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarda en ¢ok ¢alisilan yapi1 olan
hipokampus, temporal lobun medial kisminin i¢ kisminda goriilen uzunca bir yapidir.
Davranig norofizyolojisinin temelini olusturan hipokampus 1957 yilinda yapilan ilk
incelemelerin ardindan rapor edilmistir (144). Alzheimer hastaliginin ilk evrelerinde
hipokampusun CAl alaninda AP oligomerlerin ¢oziilmeye basladiginin tespit
edilmesi ile mitokondriyal disfoksiyon, endozomal gelisim, dendritik yap1, sinapslar
arast iletimin aksamasi gibi yapilarin bozulmasina sebep oldugu gosterilmistir (145).
TRPM2 katyon kanalinin noérodejeneratif hastaliklardaki katkisi uzunca anlatan
yayinlara (120) burada kisaca deginilecektir. TRPM2 katyon kanallarinin gesitli
hiicre tiplerinde var oldugu bildirilmistir (146). Hipokampal CA1 ara ndronlarinin da
icerisine dahil oldugu hipokampus piramidal ndronlarinda, TRPM2 katyon
kanallarinin fonksiyonel olarak ¢ok fazla var oldugu bildirilmistir (147). Iskemi
durumunda hipokampal noronlarda meydana gelen noéronal Oliimlerink TRPM2
katyon kanaliyla oldugu, yabanil (wild type) ve genetigi baskilanmis (knock-out)
farelerden izole edilen noronlar in vitro olarak elektrofizyolojik sonuglarla
gosterilmistir. Noronlarda fazla PARP-1 enziminin iiretilmesinin noronal hiicre
Olimiine sebep oldugu bilinmesine ragmen bu mekanizmanin nasil c¢alistig
konusunda agik olmayan bildirimler mevcuttur (148). Bu hususta yapilan bir
calismada PARP-1 enziminin asir1 iretimi N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine
(MNNG, 100uM ve 5 dakika inkiibasyon) ile tetiklenmis ve TRPM2 katyon

kanalinin hipokampal néron 6liimii lizerine etkisinin olmadigini bildirmistir (148).

18



3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Tip Fakiiltesi Biyofizik
Ana Bilim Dali ile BSN SAGLIK ANALIZ ARGE DANISM. ORGANiZ. TARIM
SAN. VE TIC. LTD STI (Géller Bolgesi Teknokenti, Isparta) laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul (MAKU HADYEK) Baskanligi’ndan 18.12.2019 tarihinde ve 594 sayili

karari ile etik kurul izni alinmuistir.

3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
> Buz yapma makinesi: ITV IQ P5C (ABD)
> CO2 inkiibator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)
> (Calkalamali su banyosu cihazi: Biosan (Tiirkiye)
> Derin dondurucu (-80°C): Wisd Persnal Digital (Giiney Kore)
> Distile ve ultradistile su cihazi: ELGA Purelab option DU25 (ABD)
> Falkon tiipleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
> Floresan spektroflorometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya)
> Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvicre)
> Hiicre sayim cihazi: Casy TT, Roche, (Almanya)
> Inverted mikroskop: Zeiss, Primo Vert, (Almanya)
> Jel goriintiileme cihazi: Syngene G-Box, (Ingiltere)
> Konfokal mikroskop: Zeiss LSM-800 (Almanya)
> Kiiltiir flasklari: Cell Star, Greiner Bio-One (Almanya)

> Laminar Flow Kabini: Jouan B4l (Fransa)
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> Manyetik karistirict: Niive (Tirkiye)

> Orbital Shaker: Biosan PSU-101 (Tiirkiye)

> pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

> Plate Reader, Infinite M200 Pro, Tecan, (Avusturya)

> Sogutmali santrflij: Kubota (Japonya)

> Spektrofotometre, UV 1800, Shimadzu (Japonya)

> Sarjl1 pipet uglart: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (italya)
> Sarjl pipet: Witeg (Almanya)

> Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

> Western Blot Yiiriitme Tank1: Biorad (ABD)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
> 2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB)
> 5,5’-dithio-bis 2-nitrobenzoic acid (DTNB), Sigma Aldrich (ABD)

> 5'6,6'tetrachlorol,1’,3,3"tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine iodide, Sigma
Aldrich (ABD)

> N-(p-amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)
> APOPercentage Apoptosis Kit, Biocolor (Ingiltere)

> Bovine insiilin (Sigma)

> Cleaved caspase 3 Antibody, Proteintech (ABD)

> Cleaved caspase 9 Antibody, Proteintech (ABD)

> Cumene hydroperoxide, Sigma Aldrich (ABD)
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> Deoksiriboniikleaz I (DNasel), Roche (Basel, Isvigre)

> Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Sigma Aldrich (ABD)

> Dimethyl sulphoxide (DMSQO), Hybri-Max, Sigma Aldrich (ABD)
> Donor Horse serum (DHS), Biowest S0900 (ABD)

> Dulbecco’s modified eagle low glucose medium (DMEM), Sigma Aldrich (ABD)
> Dulbecco’s phosphate buffer saline (10X), Biochrom (ABD)

> Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), Sigma Aldrich (ABD)

> Fetal Bovine Serum (FBS), Life Technologies (ABD)

> Fluo-3-AM (Calbiochem, Almanya)

> FluoZin-3-AM, Invitrogen (Tiirkiye)

> Fura-2-AM, Invitrogen (ABD)

> HEPES, Sigma Aldrich (ABD)

> Hidrojen peroksit, (%37) Sigma Aldrich (ABD)

> 5',6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3"-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide, Life
Technologies (ABD)

> Kalsiyum klortir, Sigma Aldrich (ABD)

> Kaspaz-3 substrat (AC-DEVD-AMC), Bachem, (Isvigre)

> Kaspaz-9 (AC-LEHD-AMC) substrat, Bachem, (Isvigre)

> L-glutamic asit Sigma Aldrich (ABD)

> MitoTracker Red CM-H2ros boyasi firmanin Thermo Fischer (ABD)
> PARP-1 antibody, Proteintech (ABD)

> Potasyum kloriir Sigma Aldrich (ABD)
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> Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Héen (Almanya)

> ThiolTracker Violet Glutathione Detection Reagent (Invitrogen, Tiirkiye)
> Tripsin-EDTA soliisyonu (%2,5), Sigma Aldrich (ABD)

> Beta aktin Polyclonal Antibody, Abcam (Ingiltere)

> Bax Polyclonal Antibody, Proteintech (ABD)

> Bcl2 Polyclonal Antibody, Proteintech (ABD)

> Anti TRPM2 Antibody, Abcam (Ingiltere)

> Western HRP Substrate, Millipore (ABD)

> Neurobasal-A (NBA) Thermo Fischer (ABD)
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3.2. Yontem
3.2.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda C57BL/6J neonatal (1-3 giinliik yeni dogan) irki siyah fareler
kullanildi. Tezden ¢ikan makalede Japonya (Prof. Dr. Makoto Tominaga, NIPS,
Okazaki)’dan getirelen TRPM2 knockout C57BL/6J siyah fare yavrulardan edilen
sonuglar da kullanildi. Bu fare ki SDU Deney Hayvanlari ve Tip Arastirmalart
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde mevcut bulunmadigindan Isparta ¢evresine en
yakin olan MAKU Hayvan Deneyleri HADYEK Arastirma Merkezi’nden temin
edilmistir. Bu nedenlerden, ¢aligma etik kurul onayt MAKU Hayvan Deneyleri Etik
Kurul Bagkanligi araciligiyla “18.12.2019 tarihli ve 594 sayili” karar ile

onaylanmastir.
3.2.2. Hipokampus izolasyonu

Bu calismaya bagslamadan Once litaratiir taramasinda hipokampal ndron
hiicreleri hakkinda zorluklar ve elestiriler goz Oniine alinarak en uygun yontem
secildi ve degisiklikler yapilarak tercih edildi (149, 150). Daha sonraki

arastirmacilarin faydalana bilecegi bir sekilde fotograflanarak aciklandi.

Calisma esnasinda kullanilan biiylitme medyumunda bulunan ek takviyeler
Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) hiicre kiiltiirii sivisi igerisine %10 FBS (inaktif),
%35°1ik (%20’1ik) glikoz soliisyonu, %1 lik antibiyotik (penisilin/steptomisin), insiilin
konsantrasyonu %0,2 olacak bi¢imde hazirlandi1 ve Neurobasal-A, %1 glutamine, %1

antibiyotik (penisilin/steptomisin) , %2 B27 suplement i¢eren besi yeri hazirlandi.

Hipokampal néron izolasyonu i¢in ilk basta steril teknige uygun bir bi¢imde
tim alet ve ortam sterilizasyonu saglandi. Steril edilmis aletler ve kimyasallar
laminer flow igerisine alinip diseksiyon islemi bitene kadar aletler laminer flow
icerisinde kullanildi ve aletlerin sterilizasyonu agik alev kullanilarak devam edildi

(Resim 3.1).

23



Resim 3.1. Hipokampus izolasyonu i¢in kullanilan streil malzemeler ve laminer flow

Sterilizasyonun ardindan c¢alismanin ilk asamasi olan buz makinasinda daha
once ayarlanmig buzlar hazneli bir kaba alinarak iizerine steril aliiminyum folyo
jelatini ortiildi. Calismaya baglamadan Once laboratuvar ortamindan getirilen
neonatal hayvanlar diseksiyon iglemi i¢in anestezik etki saglamak tizere steril kapl
buz kabinin {izerine birakildi ve anestezik etki olusuncaya kadar bekletildi. Anestezi
isleminden sonra neonatal fareler 50 ml falkon igerisinde bulunan %70’lik etil alkol
igerine sterilizasyon amagh batirilip ¢ikarildiktan sonra laminer flow igerisine alindi.
Pens ve makas yardimiyla fareler dekapite edildi. Dekapite edilen hayvanlarin
kafalar1 %70 lik 10 ml etanol kaba koyularak yikama islemi gergeklestirildi.
Ardindan yikanan kafalar 1xPBS iceren 4 kaptan (kaplar buz kiitlesi iizerinde) birine
alindi ve hipokampus dokusunu c¢ikarilma asamasinda diger temiz petri kabina
aktarildi. Alinan beyin dokusu iki hemisfere ayrilarak hipokampusun daha net bir
sekilde goriintiilenip ¢ikarilmast i¢in ayrilan hemisferlerden meninksler alinarak
hipokampusun ortaya ¢ikmasi saglandi ve pens yardimi ile ¢ikarildi. Cikarilan
hipokampuslar 6nceden ayarlanmis medyum ile doldurulmus petri kabina alindi.

Tim yavrular i¢cin yukarida bahsedilen asamalar tekrar edildi. Bundan sonraki

24



adimda sterilizasyona dikkat edilerek hizli bir sekilde ¢alismaya devam edildi. Tiim

cikarilan hipokampusler 15 ml falkon tiiplerine aktarildi.

Cikarilan hipokampus dokulari mekanik pargalamak iizere cam pastor pipet
ile pipetaj yapildi. Doku tamamen kremsi yap1 alincaya kadar mekanik pargcalamaya
devam edildi, kremsi yapiya gelen doku iizerine son konsantrasyon %1 olacak
sekilde tizerine %2,5°1ik tripsin EDTA eklendi. Daha sonra 6nce 37 °C’ye ayarlanmis
calkalamali su banyosunda 8 dakika bekletildi. Siire sonunda 15 ml falkon tiipiine
son konsatrasyon 1 mg/ml olacak sekilde Deoksiriboniikleaz I (DNasel) eklendi ve
hemen ardindan falkon tiiptiniin son hacmi 10 ml olacak seklinde tizerine Donor
Horse Serum (DHS) ilave edildikten sonra hizli bir sekilde santrifiij (100 g, 5 dakika)
edildi. Santrifiijin ardindan silipernatant kismi1 wuzaklastirildi ve iizerine taze
medyumdan 10 ml eklenip cam pastor pipet ile pipetaj edildi ve kontaminasyon
olasiligin1 azaltmak iizere gozenek cap1 100 um’lik filtreden steril 50 ml’lik falkon

tiiptine filtre edildi (Resim 3.2).

Son asamada ekim yapilacak flasklar (75 cm?, 250 ml’lik) iizerine hiicrenin
adi ve ekildigi tarih yazildi. Filtre edilen hiicreler hassas bir sekilde falkondan
alinarak (6-8 fare hipokampusu icin bir 75 cm?lik flask olacak bigimde) flaska
ekildi. Ekim yapildiktan sonra 10-15 giinliik siire ile inkiibator (37 °C ve %5 CO2)
icerisinde hiicre kiiltiiriine birakildi. inkiibatérde kalma siire zarfinda hiicrelerin besi

yerleri giin asir1 olarak ihtiyaca gore degistirildi.

25



Resim 3.2. Neonatal farelerden hipokampusun alinmasi ve in vitro kosullarina
hazirlanmasi (a; buz {izerinde anestezi uygulamasi, b; %70 etil alkol
icerisine alinmasi, ¢; neonatal farelerin dekapite edilmesi, d; fare
kafalarindan beynin ¢ikarilmasi, e; beyin, f; beynin iki hemisfere
ayrilmasi g; hipokampus h; CO; inkiibatorii)

Resim 3.3. Hipokampal néron hiicrelerinin mikroskopta goriintiileri (a; 2-4 giinlik
goriintlisii b; 8-10 giinliik goriintiisii ¢; 4-8 giinliik goriintiisi d; 12-14
giinliik goriintiisii)
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OZETLE

1-3 giinliik neonatal fereler alind1

!
Bugz iizerinde tutuldu
!
%70’lik etil alkole daldirilir ve farenin kafas1 kesildi
!
Kafa derisi ve kafatasi alinarak beyin par¢alanmadan ¢ikarildi
!
Cikarilan beyinler medyuma alindi
d
Mikroskop altinda beyin iki hemisfere ayrildi
!
Hemisfer meninksi kaldirilir ve pens yardimi ile hipokampus ¢ikarildi
!
Hipokampusler falkona aktarildi
!
Cam pipetle tiim hipokampusler pipetaj yapildi
l
Uzerine %2,5 tripsin EDTA eklendi
!
37 °C su banyosunda 8 dakika bekletildi
!
Uzerine DNasel ve DHS ilave edildi
!
100 g 5 dakika santrifiij edildi
!
Siipernatant kismi uzaklastirilip iizerine taze medyum eklendi
!

Hiicreler 75 cm?’lik flaska ekildi
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Hipokampal noron izolasyonu i¢in Onerilen siire zarfi (10-15 giin) boyunca
invert mikroskopta flasklar incelendi. Hiicreler 10-15 giinliikk siire sonunda olgun
hale gelmis ve calismaya hazir oldugu goriildiikten sonra yapilacak ¢alismalar
dogrultusunda werstern blot, kuyucuk okuyucu ve Ca*? analizleri igin 75 cm? flasklar
icerisinde inkiibasyon yapildi ve hiicreler hiicre kaldirma prosediiriine gore hassas bir
sekilde kaldirildi ve sonrasinda calismalar yapildi. Fakat konfakal mikroskop
analizleri icin 75 cm? flasklarda bulunan hipokampal néronlar hiicre kaldirma
prosediiriine uygun hassas bir sekilde kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 15 ml falkon
tiipiine alinarak 100 g 5 dakika boyunca santriifiij edildi. Ardindan silipernatant kismi
uzaklastirilarak taze medyum ilave edildikten sonra pipetaj yapildi. Daha sonra ortasi

cam steril petri kaplarina ekimi yapild1 ve inkiibatore birakildi.

3.2.3. Calisma Gruplari

Calismamizda hipokampal noron hiicreleri bes ana gruba boliindii;

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hipokampal néron hiicreleri higbir tedavi
almadi. Fakat 24 saat siire ile hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C, %5 CO? ve %95 hava)
inkiibatorde bekletildi.

2. ACA grubu: Bu gruptaki hipokampal noron hiicrelerine 25 uM ACA

inkiibasyon sonrasi bir saat hiicre kiiltiirii ortaminda inkiibatorde bekletildi (31, 151).

3. AB grubu: Bu gruptaki hipokampal noron hiicrelerine 24 saat siire ile 20
uM AP 1-42 inkiibasyonu yapildi (152).

4. AB+ACA grubu: Bu gruptaki hipokampal néron hiicrelerine 24 saat siire
ile 20 uM AP 1-42 ile inkiibasyon yapildi. Daha sonra 1 saat siire ile ACA (25 uM)
inkiibasyonu yapild: (31, 152).

5. AB+GSH grubu: Bu gruptaki hipokampal ndron hiicrelerine 24 saat Siire
ile 20 uM AP 1-42 inkiibasyon yapildi. Daha sonra 2 saat siire ile 10 mM GSH ile
inkiibasyonu yapild1 (152, 153).
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3.2.4. intraselliiler Ca*™2 Analizi

Primer kiiltiire alinan hipokampal néronlarin her grubunu inkiibasyonlar
tamamlandiktan sonra rutin kaldirma islemi yapildi ve hiicreler santrifiij edilerek
siipernatant atildi. Ardindan taze medyum igerisine almarak 4 pM Fura-2-
asetoksimetil ester (Fura-2-AM) (Life Technologies, ABD) ile 37 °C’de 45 dk su
banyosunda inkiibasyona birakilarak hiicreler boyandi. Boyama islemi bittikten sonra
hipokampal néronlar 3500 RPM’de 5 dk siire ile santrifiij edildi. Siipernatantlar
uzaklastirilarak Ca* iceren tampon soliisyonuna [Na*-HEPES [(mM cinsinden);
NaCl, 140; KCl, 4,7; CaCly, 1,2; MgCl», 1,1; Glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)]
alman hipokampal ndronlar manyetik karistirict miknatis iceren floresan
spektroflorometre (Varian Cary Eclipse, Sydney, Avustralya) kiivetlerinde hiicre
konsantrasyonu 2x10%/ml olacak sekilde kiivet haznesine yerlestirildi. Fura-2-AM
boyast i¢in eksitasyon 340 ile 380 nm iken emisyon dalga boyu 505 nm olarak
ayarlandi. TRPM2 kanalinin stimiilasyonu i¢in Cumene hydroperoxide (CpX) (1
mM) kullanild1 ve kayit siiresince bu uyarim kayit altina alindi. Alinan kayitlarda

intraselliiler Ca*? diizeyini hesaplamak igin Grynkiewicz ve arkadaslari tarafindan

gelistirilmis metottan faydalanildi. (154).

Resim 3.4. Kalsiyum sinyali analizinde kullanilan floresans spektroflorometre cihazi
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3.2.5. Apoptozis Analizi

I ml 1X PBS ile diliie edilmis izole hipokampal néronlardan apoptozis analizi
igin 150 pl alind1. Sonra alinan hipokampal ndron siispansiyonu 3 farkli eppendorfa
50’ser ul olacak bolindii ve son hacim 1 ml olacak sekilde iizerine 1X PBS
koyularak giizel bir sekilde karigmasi icin pipetaj yapildi. Karigimin iizerine 5 pl
apoptozis boyasindan (APOPercentage, Biocolor, ingiltere) eklendi ve 37 °C’de 30
dk boyunca ¢alkalama cihazinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bittikten sonra
4000 RPM’de 5 dk santrifiij edildi ve sonra silipernatant kismi atildi. Daha sonra fazla
kalmis boyay1 uzaklastirmak i¢in 1X PBS ile yikama yaptiktan sonra tizerine 200 pl
APOpercentage Dye Release eklendi. Pipetaj ve santrifiij islemi tekrar yapildiktan
sonra silipernatant kismi alindi ve numuneler kuyucuklara aktarilip Plate Reader
cihazinda 550 nm dalga boyunda okundu. Elde etmis oldugumuz degerler
ornek/kontrol seklinde hesaplandi ve sonuglar daha 6nceki bir ¢alismada belirtildigi

gibi kontrole kiyasla misli arti olarak verildi (155).

3.2.6. Hiicre Canlihig1 (MTT) Testi

1X PBS ile diliie edilmis hipokampal noronlardan 150 pl alinarak ti¢ farkli
eppendorfa 50 pl olacak sekilde boliindii ve sonra son hacmi 1000 pl olacak sekilde
tizerine 1X PBS aktarildi. Sonra ayrilan li¢ ependorfun her birine 13-15 pul MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) boyasi eklendi. MTT
boyasi eklendikten sonra ependorflarin hepsi 10-12 defa yavas bir sekilde ¢alkalanip,
37°C de 1,5 saat siireyle su banyosunda yavas bir bigcimde ¢alkalamaya birakildi.
Siire bittikten sonra ependorflar 4000 RPM de 5 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij
bittikten sonra siipernatant kismi atildi. Ug ependorfun iizerine 450’ser ul DMSO
ilave edildi ve pelet kismi DMSO ile giizel bir bigimde pipetaj yapildi. Daha sonra
numunelerden 150 pl kuyucuklara ilave edildikten sonra Plate Reader cihazinda 490
nm ve 650 nm dalga boylarinda okundu ve iki dalga boyundan elde ettigimiz
degerler birbirinden ¢ikarilarak MTT analiz sonuglari elde edildi. (Abs 490 nm — Abs
650 nm: x) (155).
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3.2.7. Kaspaz-3 ve -9 Aktivitesi Analizleri

Substrat tamponunu hazirlamak igin kaspaz-3 ve -9 ham soliisyonlarindan 2,5
ml aliip 15 ml’lik falkonlara ilave edildi. 100 mM HEPES, pH 7.25, %10 sakaroz,
%0.1 CHAPS, 5 mM DTT, %0.001 NP-40'tan olusan standart bir reaksiyon
tamponunda uygun peptit substrati hazirlandi. 40 uM kaspaz-3 substrati (AC-DEVD-
AMC) veya 0,1 uM kaspaz-9 substrati ( AC-LEHD-AMC) eklendi. Her falkonun
tizerine 2,5 ul NP-40 kimyasali eklenerek vortekslendi ve sonradan tizerine floresan
dithiothreitol boyasindan 12,5 ul ilave dilip tekrardan vorteks ile karigtirildi. 1 ml 1X
PBS i¢inde diliie edilmis hiicrelerden kaspaz-3 ve -9 analizleri i¢in 150 pl ayrildi.
Alinan 150 pl hiicre slispansiyonu 10 kuyucuga esit olacak sekilde ayrildi ve iizerine
daha 6nce hazirladigimiz kaspaz-3 ve -9 tamponundan kuyucuklara 50 pl ilave edildi
ve ortaya ¢ikan enzim aktivitesini Plate Reader cihazinda eksitasyon ve emisyon
sirastyla 360 nm ve 460 nm dalga boylarinda okunarak kaspaz-3 ve -9 enzim
aktiviteleri analiz edildi. Elde ettigimiz verileri kontrole oranlanarak grafiklendirildi
(155).

3.2.8. Intraselliiler ROT Uretim Tayini

1X PBS ile sulandirilmis hipokampal néronlardan 150 pl alinarak 3 farkls
ependorfa 50’°ser ul olacak bigimde boliindii ve ROT iiretim tayini analizi yapmak
tizere son hacim 1000 pl olacak sekilde ependorflarin iizerine 1X PBS koyuldu.
Ardindan homojen bir karisim elde etmek icin 10-12 defa pipetaj yapildi. Homojen
karisim saglandiktan sonra ROT analizi i¢in 1 pl Dihydrorhodamine 123 (DHR-123,
Sigma Aldrich, ABD) boyasindan ilave edildi ve boyanin homojen karigmasi i¢in
tekrar 10-12 defa pipetaj yapildi. Bu islemlerin ardindan ependorflar 30 dk boyunca
37 °C’lik karistirict su banyosu i¢inde inkiibe edildi. 30 dk bittikten sonra 4000
RPM’de 5 dakika siire ile santrifiij yapildi. Ardindan siipernatant kismi1 alinip atilarak
ependorflarin iizerine 300 pl 1X PBS ilave edildi ve homojen karigimi saglamak
lizere pipetaj yapildi. Plate kuyucuklart 100 pl numune olacak sekilde boliindii.

Sonra Plate Reader cihazinda eksitasyon (488 nm) ve emisyon (530 nm ve 590 nm)
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dalga boylar1 ayarlanip okundu ve elde edilen veriler arasindaki fark deger olarak

belirlendi (156).

3.2.9. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Analizi

1X PBS ile diliie edilmis hipokampal noéronlardan 150 ul alinarak 3 farkli
ependorfa 50’ser ul olacak bigimde bdlindii ve mitokondriyal membran
depolarizasyon analizi yapmak {izere son hacim 1000 pl olacak sekilde ependorflarin
tizerine 1X PBS koyuldu. Ardindan homojen bir karigim elde etmek igin 10-12 defa
pipetaj yapildi. Ependorflara | ul 5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life Technologies, ABD)
boyasindan ilave edildi ve boyanin homojen karigmasi igin tekrar 10-12 defa pipetaj
yapildi. Bu islemlerin ardindan ependorflar 30 dk boyunca 37 °C’lik karistirict su
banyosu i¢inde inkiibe edildi. 30 dk bittikten sonra 4000 RPM’de 5 dakika siire ile
santrifiij yapildi. Ardindan silipernatant kismi alinip atilarak ependorflarin iizerine
300 pl 1X PBS ilave edildi ve homojen karisimi saglamak tizere pipetaj yapildi. Plate
kuyucuklart 100 pl numune olacak sekilde bdliindii. Eksitasyon 488 nm; JC-1
kiimelesmesini okumak i¢in emisyon dalga boyu 590 nm ve JC-1 monomerleri
okumak i¢in emisyon dalga 525 nm’dir. Bu dalga boylar1 Plate Reader cihazindan

ayarlanip kuyucuklar okundu ve elde ettigimiz veriler iki emisyon dalga boyu (590

nm/525 nm) oraniyla hesaplandi. Veriler kontrol grubuna oranlanarak grafiklendirildi

(157).
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Resim 3.5. Floresans analizler igin kullanilan kuyucuk okuyucu (plate reader) cihazi

3.2.10. Western Blot Analizleri

Analizler standart protokol izlenerek yapildi. Hiicreler rutin kaldirma metodu
kullanilarak kaldirildi ve santrifiij edilerek silipernatant kismi atildi. Hiicreler
Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA buffer) tamponu icerisinde
parcalandi. 1300 RPM’de 18 dk siire ile sanrtifiij edildikten sonra siipernatat kismi
hipokampal noéronlardan uzaklastirildi. Bradford yontemiyle total protein miktari
belirlendi. Immiinoblotlama yapmak igin %6 ile %13 arasinda degiskenlik gdsteren
konsantrasyonlarda Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel (SDS-Page) jel
hazirlandi ve jellere ayni miktarda protein (her numuneden ~ 25 pg) yiiklemesi
yapildi. Yiiriitme islemin ardindan jellerde bulunan proteinler nitroseliilloz membrana
transfer edildi. Tris Buffered Saline (TBS) igerisinde %1 Tween 20, %5 yagsiz siit
tozu (Pnar, Tiirkiye) veya %3-5 sigir serum albiimin (BSA) eklenerek 1 saat 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan nitroselilloz membran
TBST bufferla 5’er dk 4 defa yikanip sonrasinda membran primer antikor (Kaspaz -
9/p35/p10 Polyclonal Antibody; Anti TRPM2 Antibody; Beta aktin Polyclonal
Antibody; Kaspaz -3/p17-specific Polyclonal Antibody; Bax Polyclonal Antibody;
Bcl2 Polyclonal Antibody; PARP-1 Polyclonal Antibody) ile bir gece boyunca
inkiibasyon yapildi. Daha sonra 4 defa 5’er dk yikandiktan sonra membran sekonder
antikor (Amersham ECL Rabbit 1gG, HRP-linked whole Ab, Ingiltere) ile inkiibe
edildi. Sonrasinda Immobilon Forte Western HRP substrat membranin iizerine
aktarilir. Bax, aktif (bolinmiis) kaspaz-3, Bcl2, beta aktin, PARP-1, aktif (boliinmiis)
kaspaz-9 ve TRPM2 kanal proteinlerine ait ekspresyon calismalarinda elde etmis
oldugumuz bantlar, hassas jel goriintileme cihaz1 (Syngene G:Box, Ingiltere)

kullanilarak goriintiilendi (158).
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Resim 3.6. Western Blot analizinde kullanilan malzemeler

Resim 3.7. Jel goriintiileme cihazi
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3.2.11. Hiicre Canlihk Orammm (Hoechst/Propidyum Iyodiir) Lazer

Konfokal Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

Canli ve olii hiicreler lazer konfokal mikroskop altinda floresan renkleri ile
ayirt edilir. PI, 6lii hiicreleri ve hasarli hiicrelerin hiicre zarindan geger ve niikleik
asitlerle etkilesime girerek kirmizi renk yayar. Ancak Hoechst 33342 ise niikleik
asitlere ulasamadigindan hipokampal ndron hiicrelerinin sitozolunda mavi renk
yayar. Izole edilmis hipokampal noronlar Konfokal mikroskobu (LSM 800, Zeiss,
Almanya) icin hiicreler orta kismi cam petrilere ekildi ve hiicre canliligr oranim
goriintiilemek i¢in Hoescht/Propidyum Iyodiir (PI) boyalar1 kullanilarak goriintiileme
saglandi. Hipokampal noronlar1 ektigimiz, ortast cam petri kaplarma inverted
mikroskop altinda bakildiktan sonra hangi petrilerde hiicre oran1 yogunsa o petriler
secildi ve secilen petriler lizerine PI boyasindan 1 pM ve Hoechst 33342 boyasindan
ise 2 uM eklenerek 30 dk karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
bittikten sonra petrilerdeki medyum alinarak 1X PBS ile yikandi ve goriintii almak
icin lazer konfokal mikroskobunun 20X’lik objektifi kullanilarak goriintiiler elde
edildi. Elde edilen sonuglar kontrole kiyasla yiizde olarak verildi (159).

3.2.12. intraselliler GSH’min Lazer Konfokal Mikroskobu ile

Goriintiillenmesi

Izole edilmis hipokampal noronlar Konfokal mikroskobu (LSM 800, Zeiss,
Almanya) analizleri igin orta kismi cam petrilere ekildi ve petri icerisinde 72 saat
inkiibator ortaminda (37 °C ve %5 CO2) bekletildi. Bu islem tiim konfokal ¢alismasi
igin aym sekilde tekrarlandi. Intraselliler GSH’min gruplar arasinda farklilig:
gostermek igin Thioltracker Violet Glutathione Detection Reagent (Invitrogen,
Tirkiye) kiti kullanildi. Sitozol GSH analizlerinde eksitasyon ve emisyon dalga
boylar1 sirasiyla 404 nm ve 526 nm’de tutuldu. Lazer uyarimi 405 nm’de
gerceklestirildi. Goriintiiler lazer mikroskop cihazi ile 40X floresan yagl biiyiitme
objektif yardimi ile alindi. Her grupta sitozolik GSH’nin floresan yogunlugu ZEN
2.3 Blue edition (Zeiss) kullamilarak 6l¢iildii ve alinan kayitlar da 15 pm? alan baz
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aliarak tiim hiicre sitozolleri i¢indeki yogunluk kaydedildi. ‘Arbitrary unit’ olarak

sonuglar verildi (160).

3.2.13. [Ca*?]i Lazer Konfokal Mikroskop ile Goriintiilenmesi

AB 1-42 ile hipokampal noéronlarda indiiklenen TRPM2 katyon kanal
aktivasyon yoluyla sitozolde artan Ca*? miktarin1 belirleme islemi daha &nceden
yapilmis ¢aligmalarda tarif edildigi gibi yapildi (161,162). Her grupta kanal
aktivasyonlar1 konfokal mikroskopta analiz edilmek iizere daha Once hiicreleri
ektigimiz ortasit cam petri kabina analiz yapmadan once hiicreler 1 saat boyunca
karanlik ortamda 1 uM Fluo-3-AM (Calbiochem, Darmstadt, Germany) floresan
boyasinda inkiibasyona birakildi (161). Hiicreler Fluo-3-AM ile boyandiktan sonra
lazer konfokal mikroskopta 488 nm dalga boyuna ayarlandi ve okumalar yapildi.
Calismamizdaki gruplar arasinda TRPM2 kanalinin ne kadar aktive ve inhibe
oldugunu anlamak i¢in TRPM2 kanal agonisti (1 mM H20,) (163,164) ve antagonisti
(2-APB) kullanild: (165).

Hiicrelerden lazer konfokal mikroskopla goriintii kayd: alinmadan once
TRPM2 katyon kanal blokiirii olarak ACA (25 uM) ve PARP-1 inhibitérii (1 uM
PJ34 ve 30 mM DPQ) kimyasallarla 30 dk inkiibasyon yapildi (160). Daha sonra
TRPM2 aktivatorii olan H20> ile uyarimlar yapildi ve gruplar arasinda TRPM2
katyon kanal aktivasyonu incelendi. Lazer konfokal mikroskopta goriintiiler 515 nm
dalga boyunda ve 40X floresan yagl biiylitme objektifinde kayitlar alindi. Fluo-3-
AM boya yogunlugu ZEN 2.3 Blue edition (Zeiss) programi ile ayn1 objektifte alinan
kayitlar 15 um? alan baz alinarak tiim hiicre sitozolleri icindeki yogunluk kaydedildi.

‘Arbitrary unit’ olarak sonuglar verildi.

3.2.14. intraselliiler ROT’un (DHR123) Lazer Konfokal Mikroskobu ile

Goriintiillenmesi

TRPM2 katyon kanal araciligi ile [Ca*?]i artmasi mitokondriyal membran

depolarizasyonuna sebep olarak ROT {iretiminin artmasint tetikler. Bu artisin
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goriintiilenmesi i¢in lazer konfokal mikroskop icin hiicreler ortasi cam petrilere
ekildi ve petriler 72 saat besi yeri iginde (37 °C, %5’lik CO3) inkiibatorde bekletildi.
Analiz i¢in her gruptaki petrilere 1 ml taze medyum igerisine 1 uM DHR-123 boyasi
ilave edilerek karanlik ortamda 30 dk boyunca inkiibasyonu gergeklestirildi (166).
Sonra petriler 1X PBS ile yikandi ve lazer konfokal mikroskobunda sisteme kayitli
DHR-123 boyasi secilerek goriintilleme yapildi. ZEN 2.3 Blue edition (Zeiss)
programi ile DHR-123 boyasinin yogunlugu ayni objektifte (40X floresan yaglh
biiyiitme) alman kayitlar da 15 pm? alan baz alinarak tiim hiicre sitozolleri i¢indeki

yogunluk kaydedildi. ‘Arbitrary unit’ olarak sonuglar verildi (160).

3.2.15. Mitokondriyal ROT’un Lazer Konfokal Mikroskobu ile

Goriintiillenmesi

TRPM2 araciign  ile [Ca™]i artmasi mitokondriyal —membran
depolarizasyonuna sebep olarak ROT {iretiminin artmasini tetikler ve mitokondriyal
ROT analizi yapmak iizere lazer konfokal mikroskop ig¢in hiicreler ortasi cam
petrilere ekildi ve petriler 72 saat besi yeri i¢inde (37 °C, %5’lik CO») inkiibatorde
bekletildi. Analiz i¢in her gruptaki petrilere 1 ml medyum igerisine 200 nM
MitoTracker Red CM-H2XRos ilave edilerek karanlik ortamda 30 dk boyunca
inkiibasyonu gergeklestirildi (167). Sonra petriler 1X PBS ile yikandi ve sonrasinda
lazer konfokal mikroskobu kullanilarak MitoTracker Red CM-H2XRos (Thermo
Fisher: katalog No: M7513) firmanin O6nerdigi protokol izlenerek goriintiileme
yapildi. Alinan kayitlarda hiicrelerde kirmizilik azalirsa mitokondri fonksiyonlarinin
bozuldugu ve mitokondriyal ROT iiretiminin arttig1 gosterilmektedir. ZEN 2.3 Blue
edition (Zeiss) programi ile MitoTracker Red CM-H2XRos yogunlugu aym
objektifte (40X floresan yagh biiyiitme) kayitlar alindi. Bu kayitlar 15 pm? alan baz
alind1 ve sitozoll icindeki yogunluk kaydedildi. ‘Arbitrary unit’ olarak sonuglar

verildi.
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3.2.16. intrseliiler Zn*2 Lazer Konfokal Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

Izole edilmis hipokampal néronlarda Zn*? lazer konfokal mikroskobu ile
goriintiilemek i¢in hiicreler orta kismi1 cam petrilere ekildi ve petriler 72 saat taze besi
yeri i¢inde (37 °C-%S5’lik CO2) inkiibatérde bekletildi. Bu islem tiim konfokal
calismasi igin ayni sekilde tekrarlandi. Gruplar arasindaki intraselliiler Zn*2
goriintillemek i¢in FlouZin kit (RhodZin3-AM, Invitrogen, Tirkiye) kullanilarak
analiz edildi. Elde ettigimiz veriler ayn1 objektifte (40X floresan yagli biiylitme)
alinan kayitlar da 15 pm? alan baz alinarak sitozoll i¢indeki yogunluk kaydedildi.

‘Arbitrary unit’ olarak sonuglar verildi (160).

Resim 3.8. Lazer konfokal mikroskop cihazi, LSM800.

3.2.17. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve rGSH Analizleri

Hipokampal ndronlarda rGSH analizi literatiiriin belirttigi protokole gore
spektrofotometrik olarak yapildi (168, 169). rGSH analizi igin %10 triklorikasetik
asit (TCA) soliisyonu olan tris tamponu (0.4 M pH:8.9); 48.46 gram tris-
hydroxymethil-aminomethan’in ve hidroklorik asit (HCI) 1 litre igerisinde ¢oziildii
ve pH 8.9 olacak sekilde hazirlandi. 0.4 ml TCA soliisyonu ile 0.1 ml 6rnek
karistirildi. 20 sn boyunca vortekslendi ve 3500 RPM de 5 dk siireyle santrifiij edildi.
Stipernatant kismindan 0.1 ml alinip bir tiip i¢ine aktarildi ve ilizerine 2 ml tris

tamponu, 0.9 ml distile su ve 0.1 ml 5,5-ditiyo-bis [2-nitrobenzoik asit] sulfidril
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gruplar1 eklendi. Bu ekleme ile birlikte reaksiyon olustu ve reaksiyon sonucunda sari
renkli bir kompleks meydana geldi. Meydana gelen renk degisimi 412 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. GSH-Px enzim aktivite diizeyi Lawrence ve ark’in
belirttigi ptorokole gore spektrofotometrik olarak yapildi (168, 170). Aldigimiz
absorbans degerler hesaplanarak sonuglar IU/g protein olarak tanimlandi. GSH-PX,
CpX GSH oksidasyona ugrattt ve renk ajani olarak bilinen 5,5- ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit; DTNB) soliisyonu hem kor ve hem de numunelerle muamele edildi
ve sar1 renkte bir kompleks olustu ve bu olusan renk spektrofotometrede 412 nm’de
okundu. Orneklerdeki toplam protein konsantrasyonlart Lowry yontemi kullanilarak

analiz edildi.

Resim 3.9. GSH, GSH-Px, ve MDA analizlerin yapildig1 spektrofotometre cihazi,
Shimadzu, UV-1800, (Japonya).

3.2.18. Lipit Peroksidasyon (MDA) Analizi

Placer ve arkadaslarinin bildirdigi protokole gore hipokampal ndéronlarin lipit
peroksidasyon seviyeleri tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonuyla birlikte dikkatli
bir sekilde spektrofotometre cihazinda (Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapildi
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(171). Prensibi; tiim hiicre gruplar1 1/9 (2,25 ml) oraninda olacak bigimde TBARS
soliisyonu ile sulandirildi. 2.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda TBARS
soliisyonun karistmi kor olarak kullanildi. Numuneler ve kor, 100 °C’lik kaynar su
banyosunda 20 dk boyunca bekletildi ve 20 dk’nin ardindan numuneler ¢esme suyu
altinda sogutulduktan sonra 2500 RPM’de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Pembemsi
bir silipernatant kismi olustu. Siipernatant kismindan hassas bir sekilde, 1s18in
gecisine sahip 1 cm’lik kiivete aktarilip 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
kore kars1 okundu. Standart olarak ise 1, 1, 3, 3 tetraethoxy propane soliisyonu ayni
oranlarda kullanildi. Elde etmis oldugumuz degerler ise nmol/gr protein olarak
belirlendi.

3.3. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [meantstandard deviation (STD)]
olarak verildi. Hipokampal noron hiicrelerinde ¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik
ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisansli paket
bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel 6nem varligit Mann-Whitney U testi ve ANOVA ile degerlendirildi. Tiim
istatistiki karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. intraselliiler Ca*2 Diizeyi Analiz Sonuclar

AP ile olusturulan in vitro Alzheimer hastaligi modelinde ACA ve GSH

tedavisi sonrasinda, hipokampal ndronlarda TRPM2 katyon kanal aktivasyon

aracilig ile intraselliiler Ca*? degisimi, Sekil 4.1°de (A) ¢izgi (zamana bagli) ve (B)

stitun grafigi olarak gosterildi.
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Sekil 4.1. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde, ACA ve GSH tedavisinin [Ca*?]i degisimi
iizerindeki etkilerinin ¢izgi (A) ve siitun (B) grafigi olarak gosterimi.
(OrtalamatSTD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina
kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. °p<0,05 ve AB+ACA grubuna
kiyasla. 9p<0,05 ve AB+GSH grubuna kiyasla). (CpX 1mM ve ACA
25uM)

4.2. Apoptozis ve Hiicre Canliligi (MTT) Sonuclar:

Apoptozis, programli hiicre 6liimii olarak tanimlanir ve 3 yolagin (1- intrinsik
yol, 2- ekstrinsik yol, 3- Ca*?’a bagimli yol) varlig: literatiirde deginilmistir (172).
AP ile indiiklenen hipokampal néronlarda [Ca*?]i iizerine TRPM2 katyon kanal
aktivasyonu degerlendirildikten sonra, [Ca*?]i artisna oranla gruplar arasinda
apoptozis diizeyleri incelendi ve elde edilen sonuglar kontrol grubuna kiyasla verildi.
Apoptozis diizeyleri APOPercentage apoptozis Kiti ile incelendi. Hiicre canlilik
diizeyleri ise her grupta, hiicre canliigt MTT testi ile analiiz edildi ve sonuglar

kontrol grubuna kiyasla degerlendirildi.
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Sekil 4.2. Hipokampal néronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastahigi modelinde apoptozis diizeyleri iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (OrtalamatSTD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile
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ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. °p<0,05 ve
AB+ACA grubuna kiyasla).

Tiim gruplarin apoptozis diizeyleri (Sekil 4.2), kontrol grubuna kiyasla misli
artis  seklinde verilmistir. Protein  diizeyleri Bradford yoOntemine gore
spektrofotometre cihazi (Shimadzu, UV-1800) ile yapildi. Kontrol ve ACA
gruplarina kiyasla AP ile olusturulan Alzheimer hastalik grubunda apoptozis
degerinin 6nemli seviyede arttigi gézlemlendi (p<0,05). Buna ilaveten Ap grubuna
kiyasla AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda apoptozis degerinin 6nemli Seviyede
azaldigi gozlemlendi (p<0,05). Bunun ile birlikte ACA ve GSH ile tedavi
gruplarinda apoptozis degerlerinin istatiksel olarak anlamli bir diizeyde (p<0,05)
azaldig1 gozlemlenirken, AB+ACA grubuna kiyasa AB+GSH grubunun apopotozis

degerlerinde istatiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (p<0,05).
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Sekil 4.3. Hipokampal néronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde hiicre canlihig seviyeleri (MTT) iizerinde, ACA
ve GSH tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). %p<0,05 ve
kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. ®p<0,05 ve AP grubuna kiyasla.
°p<0,05 ve AB+ACA grubuna kiyasla).

Hipokampal ndronlarda hiicre canliligi seviyeleri (Sekil 4.3) incelendiginde,

AP grubundaki hiicrelerde MTT diizeyinin Kontol ve ACA, AB+ACA ve AB+GSH

43



gruplarina gore istatiksel olarak anlamli bir diizeyde azaldigi goriildi (p<0,05).
AB+ACA ve AP+GSH gruplart AP grubuyla kiyaslandiginda MTT diizeyinin
istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu gdzlemlendi (p<0,05). Ilaveten
AB+ACA grubuna kiyasla AB+GSH grubunda MTT diizeyinde istatiksel olarak
anlamli bir artis gortildii (p<0,05).

4.3. Kaspaz-3 ve -9 Aktivitesi Analiz Sonuc¢lari

Apoptotik yolaklarda (ekstrinsik ve intrinsik yol), hiicre O6liimiiniin
tetiklemesi kaspaz enzim aktivasyonu ile yakin iliski igindedir. Apopotosiz
belirtecleri arasinda en onemli olanlar kaspaz-3 ve -9 aktivitesi oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir (159). Tiim gruplarin kaspaz-3 ve -9 aktivite degerleri
pleate reader cihazinda optik yogunluk absorbans degerleri analiz edildi ve sonuglar
Sekil 4.4 ve 4.5’te gosterildi. Bu sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina
kiyasla, AP grubunda kaspaz-3 ve -9 enzim aktivite diizeylerinin istatiksel belirgin
diizeyde arttig1 gozlemlenirken, bu degerlerin ACA ve GSH tedavisi sonrasi
AB+ACA ve AP+GSH gruplarinda 6nemli diizeyde azaldigi goézlemlendi (p<0,05).
Bu azalma AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH grubunda daha fazla oldugu goriildii
(p<0,05).
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Sekil 4.4. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde kaspaz-3 aktiviteleri iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). (°p<0,05 ve kontrol ile
ACA gruplarma kiyasla. ®p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. ®p<0,05 ve
AB+ACA grubuna kiyasla).
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Sekil 4.5. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde kaspaz-9 aktiviteleri iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile
ACA gruplarma kiyasla. ®p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. °p<0,05 ve
AB+ACA grubuna kiyasla).

4.4. Intraselliler ROT Uretim Tayini ve Mitokondriyal Membran

Depolarizasyonu Analiz Sonuglari

Apoptozis ve MTT diizeylerindeki degisiklik oksidatif stres degisiklikleri ile
de olusabilir. Bu nedenle, hiicre ROS diizeyini belirlemeyi amagladik. Floresan
olmayan fakat hiicre i¢ci ROT {iretimi gostergesi olarak kullanilan Dihydrorhodamine
123 (DHR-123)’tin hiicre i¢ine alinmasiyla birlikte serbest oksijen radikalleri
oksitlenerek floresans rodamin 123’e doniisiir. Bu tez ¢alismasinda hiicre i¢i ROT
tiretimi analizinde kullanilan iki boyadan bir tanesi DHR-123 kullanildi ve sonuglar
Sekil 4.6’da gosterildi. Bu sonuglar incelendiginde, AP grubunda intraselliiler ROT
tiretiminin kontrol ve ACA gruplarina kiyasla neredeyse ii¢ kat arttig1 gézlemlendi
(p<0,05). Bu degerlerin ACA ve GSH tedavisi sonrast AP grubuna kiyasla AB+ACA

ve AP+GSH gruplarinda istatiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi gozlemlendi
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(p<0,05). Bu intraselliler ROT iiretimindeki azalma APB+ACA grubuna kiyasla
APB+GSH grubunda daha fazla oldugu gozlemlendi (p<0,05).
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Sekil 4.6. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliller ROT iiretim diizeyleri iizerinde,
ACA ve GSH tedavisinin etkileri. (OrtalamatSTD ve n=6). (*p<0,05
ve kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. ®p<0,05 ve AP grubuna kiyasla.
p<0,05 ve AB+ACA grubuna kiyasla).

TRPM2 vasitastyla fazla miktarda Ca*® hiicreye girisi mitokondrinin
depolarize olmasint ve membran potansiyelinin artmasin1  saglamaktadir.
Mitokondriyal membran depolarizasyonun fazla olmasi ise intraselliiler ROT
iretiminin artmasma sebep olmaktadir. Bundan dolayt ROT ve mitokondriyal
depolarizasyon parametreleri genellikle biitiin olarak degerlendirilmektedir. Elde
ettigimiz sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir. Bu degerler incelendiginde, kontrol ve
ACA gruplarma kiyasla mitokondriyal membran depolarizasyonu AP grubunda
neredeyse ii¢ kat arttigi gozlemlenirken, ACA ve GSH tedavi sonrast AB+ACA ve
APB+GSH gruplarinda mitokondriyal membran depolarizasyonunun istatiksel olarak

anlamhi diizeyde azaldigi gozlemlendi (p<0,05). Bu mitokondriyal membran
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depolarizasyonunda azalma AB+ACA grubuna kiyasla AB+GSH grubunda daha fazla
oldugu gozlemlendi (p<0,05).
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Sekil 4.7. Hipokampal noéronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde JC-1 diizeyleri iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). (°p<0,05 ve kontrol ile
ACA gruplarina kiyasla. ®°p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. p<0,05 ve
AB+ACA grubuna kiyasla).

4.5. Western Blot Analiz Sonuclar

AB ile olusturulan in vitro Alhzeimer hastalik modeli hipokampal néronlarda
AP inkiibasyonu sonunda, ACA ve GSH tedavisi uygulanan gruplar arasinda Bax,
Bcl2, kaspaz-3 ve -9, PARP-1 ve TRPM2 katyon kanal ekspreyon seviyeleri Western
blot yontemi ile analiz edildi. Asagidaki sonuglar elde edildi.
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4.5.1. TRPM2 Katyon Kanal Protein Bandi Ekspresyon Sonuglari

TRPM2 sl o W e e 170 kDa

PARP-1 — “-—— A s e 90 kDa
Beta Aktin —— e d — E—— — 42 kDa

Kontrol ACA Ap AB+ACA AB+GSH

Resim 4.1. Hipokampal noéronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde, TRPM2 ve PARP-1 ekspresyon diizeyleri,
ACA ve GSH tedavisinin etkileri sonrasi bant goriintiileri.

TRPM2 katyon kanal ekspresyon diizeyleri Sekil 4.8 ve bant goriintiileri
Resim 4.1°de gosterilmistir. Bu sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina
kiyasla, AB grubunda TRPM2 katyon kanalinin ekspresyon diizeyinde istatiksel
olarak belirgin bir bigimde artis gézlemlenirken (p<0,05), bu degerlerde ACA ve
GSH tedavisi sonrast (AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda) 6nemli diizeyde azalma
gozlemlendi. Ayrica, bu degerler, GSH tedavisi sonras1 daha da azalmistir. Diger bir
ifade ile TRPM2 kanal ekspresyon diizeyinin, AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH
grubunda daha da az oldugu goézlemlendi (p<0,05).
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Kontrol  ACA AP AB+ACA AB+GSH

Sekil 4.8. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde TRPM2 katyon kanal ekspresyon diizeyi
iizerinde, ACA ve GSH tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=3).
(®p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna
kiyasla. “p<0,05 ve AB+ACA grubuna kiyasla).

4.5.2. PARP-1 Enzimi Protein Ekspresyon Sonuclari

Intraselliiler nukleus DNA’smin zincir kiriklarinin onarimida ve ADPR’nin
polimerizasyonunda, PARP-1 enziminin 6nemli rolii oldugu iyi bilinmektedir.
PARP-1 enzimi, ADPR’yi polimerlestirerek nukleus DNA’sinin kirtk bolgesinin
onarilmasindan ve DNA ligaz gibi ayn1 enzimlere 6nciiliik edip onarilacak DNA’nin
belirlenmesinden sorumludur. Diger bir ifade ile, PARP-1 enzim seviyesindeki artig
ne kadar fazla olursa onarilacak DNA miktarinin da o kadar fazla oldugu anlamina
gelmektedir. PARP-1 enzim seviyeleri Sekil 4.9 ve bant goriintiileri Resim 4.1’de
gosterilmistir. Bu sonuclar incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina kiyasla, AP
grubunda PARP-1 enzim aktivite diizeyi istatiksel olarak anlamli bir bi¢imde arttig1
gozlemlenirken, bu degerlerin ACA ve GSH tedavisi sonras1 (AB+ACA ve AB+GSH
gruplarinda) 6nemli diizeyde azaldigi gézlemlendi (p<0,05). Bu azalmaya ilaveten
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AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH grubunda ekspresyon diizeyi daha fazla oldugu

gozlemlendi (p<0,05).

2 -

1,5 -

PARP-1

(Kontrole Kiyasla Nisbi Artis)

ab.c
I

Kontrol ACA

Ap

APp+ACA AP+GSH

Sekil 4.9. Hipokampal néronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde PARP-1 ekspresyon diizeyi iizerinde, ACA ve
GSH tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=3). (*p<0,05 ve kontrol
ile ACA gruplarma kiyasla. ®p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. °p<0,05 ve

AB+ACA grubuna kiyasla).

4.5.3. Kaspaz-3 ve -9 Aktivasyon Analiz Sonuclar:

Kaspal-9 = ——————— — —

ossss wmswm 30kDa

Kaspaz-3 ___ e - e == 10 kDa

Beta Aktin e— e rv— — — 45 L T)a

Kontrol ACA

AB+ACA AB+GSH

Resim 4.2. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastalii modelinde kaspaz-3 ve -9 ekspresyon diizeyi iizerinde,
ACA ve GSH tedavisinin etkileri sonrasi bant goriintiileri.
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Hiicrenin apoptozise hazirlandiginin en belirgin gostergeleri kaspaz-3 ve -9
reaksiyonlaridir. Bu enzimlerin reaksiyonunun baslamasi icin intraselliiler ve
ekstraselliller arasindaki iyon iletimi (Or; iyon kanallari, ROT agonist vb.)
sorumludur. Kaspaz-3 ve -9 ekspresyon diizeyleri sirasiyla Sekil 4.10 ve 4.11, bant
goriintiileri Resim 4.2°de gosterildi. Bu elde edilen sonuglar incelendiginde, kontrol
ve ACA gruplarina kiyasla, AB grubunda kaspaz-3 ve -9 ekspresyon diizeyleri
istatiksel olarak anlamli bir diizeyde arttig1 gozlemlenirken, bu elde edilen degerlerin
ACA ve GSH tedavi sonrasinda AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda 6nemli diizeyde
azaldig1 gézlemlendi (p<0,05). Bu degerlerdeki azalma AB+ACA grubuna kiyasla,
APB+GSH grubunda daha fazla oldugu goriildi (p<0,05). Kontrol ve ACA gruplari ve
AP+GSH grubu arasinda kaspaz-9 ekspresyon diizeyleri arasinda istatiksel olarak bir

fark goriilmedi.
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Sekil 4.10. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde kaspaz-3 ekspresyon diizeyi iizerinde, ACA ve
GSH tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=3). (®p<0,05 ve
kontrol ile ACA gruplarmna kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla.
°p<0,05 ve AB+ACA grubuna kiyasla).
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Sekil 4.11. Hipokampal noéronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde kaspaz-9 ekspresyon diizeyi iizerinde, ACA ve
GSH tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=3). (®p<0,05 ve
kontrol ile ACA gruplarma kiyasla. °p<0,05 ve AB grubuna kiyasla.
p<0,05).

4.5.4. Bax ve Bcl2 Enzim Aktivasyon Analiz Sonuclari

Bcl2 o — . — — p— 27 kDa

Bax  f—— . —— 20

Beta Aktin =— — — — 43 1D)a

Kontrol ACA Ap AB+ACA AB+GSH

Resim 4.3. Hipokampal néronlarda Af ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde Bax ve Bcl2 ekspresyon diizeyi iizerinde, ACA
ve GSH tedavisinin etkileri sonrasi bant goriintiileri.

Gruplarin Bax ekspresyon seviyeleri Sekil 4.12 ve bant goriintiileri Resim
4.3’te gosterildi. Sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina kiyasla, Ap

grubunda Bax ekspresyon diizeyi anlamli diizeyde arttig1 gézlemlenirken, elde edilen
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bu degerlerin ACA ve GSH tedavi sonrasinda, AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda
onemli diizeyde azaldigi gozlemlendi (p<0,05). Bu elde edilen azalmanin AB+ACA
grubuna kiyasla, AB+GSH grubunda daha fazla oldugu goriildii (p<0,05).
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Sekil 4.12. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde Bax ekspresyon diizeyi iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=3). (*p<0,05 ve kontrol ile
ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. p<0,05 ve
AB+ACA grubuna kiyasla).

Gruplarin Bcl2 ekspresyon seviyeleri Sekil 4.13 ve bant goriintiileri Resim
4.3 te gosterildi. Sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina kiyasla, AP
grubunda Bcl2 ekspresyon seviyelerinde istatiksel anlamda belirgin diizeyde azaldigi
gozlemlenirken, bu degerlerin ACA ve GSH tedavisi sonrast AB+ACA ve AB+GSH
gruplarinda 6nemli diizeyde arttigi gézlemlendi (p<0,05). Bu degerlerdeki artis
AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH grubunda daha fazla oldugu tespit edildi
(p<0,05).
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Sekil 4.13. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde Bcl2 ekspresyon diizeyi iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=3). (*p<0,05 ve kontrol ile
ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. p<0,05 ve
APB+ACA grubuna kiyasla).

4.6. Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Analiz Sonuglari

AP inkiibasyonu yapilan hipokampal noronlarda rGSH diizeyleri Sekil 4.14’te
gosterildi. Bu sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA grubuna kiyasla, AP
grubunda rGSH diizeyinin istatiksel olarak belirgin bir sekilde distigi
gozlemlenirken, bu elde edilen degerler ACA ve GSH tedavisi sonrast AB+ACA ve
AB+GSH gruplarinda 6nemli diizeyde yiikseldigi gozlemlendi (p<0,05). Ancak
kontrol ve ACA gruplarmma kiyasla, AB+ACA ve AB+GSH gruplar1 arasinda
istatiksel olarak bir fark goriilmedi. AB+ACA ve AB+GSH gruplarn arasinda da
anlamli bir fark olmadigi gézlemlendi (p>0,05).
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Sekil 4.14. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde rGSH diizeyi iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile
ACA grubuna kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla).

AP inkiibasyonu yapilan hipokampal néronlarda GSH-Px diizeyleri Sekil 4.15
te gosterildi. Verilen degerler incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina kiyasla, AP
grubunda GSH-Px diizeylerinde azalma oldugu gozlemlenirken, bu degerlerde ACA
ve GSH tedavisi sonrast AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda istatiksel anlamda bir
artis oldugu gozlemlendi (p<0,05). Ilaveten kontrol ve ACA grubuna kiyasla,
AB+ACA ve AP+GSH gruplan arasinda istatiksel olarak bir fark goriilmedi.
AB+ACA ile AB+GSH gruplari arasinda da anlamli bir fark olmadigi gozlemlendi
(p>0.05).
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Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde GSH-Px diizeyi iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile
ACA grubuna kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla).

4.7. Lipit Peroksidasyon Analiz Sonug¢lari

AP inkiibasyonu yapilan hipokampal noronlarda MDA diizeyleri Sekil

4.16’da gosterildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA gruplarina

kiyasla, AP grubunda MDA sevilerinde yiikselme oldugu goézlemlenirken, bu
degerlerde ACA ve GSH tedavisi sonrast AB+ACA ve AP+GSH gruplarinda
istatiksel anlamda bir azalma oldugu gézlemlendi (p<0,05). ilaveten kontrol ve ACA

gruplarina kiyasla, AB+GSH grubu arasinda istatiksel olarak bir fark goriilmedi
(p>0.05). Bu azalma AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH grubunda daha fazla
gortldi (p<0,05).

57



16 1

14 - a

A
=

=
3

MDA
(umol/gr Protein)
o

s
ez EEES
ﬁ-‘lIl’ [ :.l-.l-.l.
Y Y B
S N E:-’::-‘.“:- B e 3-".“:-'.*:-.
L Sret FEE S
g ] ry e Lk
gt Lt S e
L e Iy Sy
e e i S
L P . A
6 - R L - S
St R B
e EE B
S IR guns
R i g
4 4 R E S
e LrL Ly g
T IR 35
S ER FER
SR ERE
2 - s PRt
S S
b g L Ly
L P
e, i
by Ak
FAChaCy CL L
T NINT
i

=
N

Kontrol ACA

Ap+ACA AP+GSH

Sekil 4.16. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligt modelinde MDA diizeyi iizerinde, ACA ve GSH
tedavisinin etkileri. (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile
ACA grubuna kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla).

4.8. Lazer Konfokal Mikroskop Sonuclari

4.8.1. Hiicre Canhlik Orammmin (Hoechst/Propidyum Iyodiir) Lazer
Konfokal Mikroskop Analiz Sonug¢lar:

Tim gruplarin hiicre 6liim oranlar1 PI/Hoechst boyalar1 kullanilarak lazer
konfokal mikroskopta analiz edildi ve elde edilen sonuglar PI pozitif hiicre sayisina

gore % olarak verildi.
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Resim 4.4. Hipokampal néronlarda Ap ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde, Hoechst/PI floresen boyalarla inkiibasyon
ardindan konfokal mikroskop analizlerinde ACA ve GSH
uygulamasinin etkilerinin goriintiileri

PI pozitif hiicre sonuglarinin, gruplar arasindaki farki Resim 4.4 ve Sekil
4.17°de gosterildi. Sonuglar incelendiginde, hipokampal hiicrelerinde kontrol ve
ACA gruplarina kiyasla, AR grubunda hiicre 6liim oran1 diizeyinde istatiksel anlamda
artiy gozlemlenirken, bu degerlerde ACA ve GSH tedavisi ardinda AB+ACA ve
AB+GSH gruplarinda hiicre canlilik orani diizeyinde azalma gézlemlendi (p<0,05).
Bu artmalar AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH grubunda PI pozitif hiicre 6liim

orani diizeyinde daha fazla azalma gozlemlendi (p<0,05).



60

e
P
E—-’ S0+
-
— 40
ot
=
I-,q 30 4
% 20 4
=)
(=T
[—
=™

ACA

AB+ACA AB+GSH

Sekil 4.17. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligt modelinde, Hoechst/PI floresen boyalarla inkiibasyon
ardindan konfokal mikroskop analizlerinde ACA ve GSH
uygulamasimin etkileri PI pozitif hiicre seviyeleri %100 olarak
gosterildi (Ortalama+STD ve n=6). (°p<0,05 ve kontrol ile ACA
gruplarma kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla. °p<0,05 ve
AB+ACA grubuna kiyasla).

4.8.2. Intraselliiler GSH’nin Lazer Konfokal Mikroskop Analiz Sonuclar

Intraselliler GSH yogunlugu, intraselliilerde serbest gezen tiyollerin biiyiik
kismin1 ifade etmektedir. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro
Alzheimer hastalik modelinde ACA ve GSH tedavi sonrasi, intraselliler GSH
diizeyleri tiholtrackertm violet tiyol probu kullanilarak lazer mikroskobu ile

incelendi.
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Resim 4.5. Hipokampal néronlarda Ap ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliler GSH diizeyi iizerinde ACA ve
GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskoptaki etkilerin goriintiileri
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Sekil 4.18. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliler GSH diizeyi iizerinde ACA ve
GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskoptaki etkilerinin floresan
yogunlugunun belirlenmesi. (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve
kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla.
p<0,05 ve AB+ACA grubuna kiyasla).

Gruplarda intraselliiler GSH yogunluk diizey sonuglar1 Resim 4.5 ve Sekil
4.18°de gosterildi. Bu sonuglar incelendiginde, kontrol ve ACA grubuna kiyasla, Af
grubunda intraselliller GSH floresan yogunlugu istatiksel anlamda belirgin bir
azalttig1 gozlemlenirken, bu degerler ACA ve GSH tedavisi sonrasinda AB+ACA ve
AB+GSH gruplarinda GSH floresan yogunlugunda belirgin bir artis oldugu
gozlemlendi (p<0,05). Bu artmaya ilaveten AB+ACA grubuna kiyasla, AB+GSH
grubunda GSH diizeyi daha fazla oldugu gézlemlendi (p<0,05).
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4.8.3. [Ca*?]i Lazer Konfokal Mikroskop Analiz Sonuclar:

Hipokampal noéronlarda Af ile olusturulan in vitro Alzheimer hastalik
modelinde ACA ve GSH tedavi sonrasi gruplar arasindaki [Ca*?]i yogunlugunun
belirlemesinde Flou-3-AM boyas: kullanildi ve lazer konfokal mikroskobu ile

incelendi.
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Resim 4.6. Hipokampal néronlarda Ap ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliller Ca*? diizeyi iizerinde ACA ve
GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskopta etkilerinin goriintiileri
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Sekil 4.19. Hipokampal néronlarda Af ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliller Ca*? diizeyi iizerinde ACA ve
GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskopta etkilerinin floresan

65



yogunlugunun belirtilmesi (A-B). (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve
kontrol ile ACA gruplarina kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla.
®p<0,05 ve AB+ACA grubuna kiyasla).

H20; ile TRPM2 stimiilasyonu yapilmadan 6nceki durumlarina kiyasla H>O>
uyarimi yapilmasi sonucu Fluo-3-AM ile yapilan floresan yogunlugu degerlerinin
belirgin bir sekilde arttigi gozlemlendi (Resim 4.6 ve Sekil 4.19A). Bununla birlikte
intraselliiler Ca*? diizeylerinin, ACA inhibisyonu sonras1 belirgin bir sekilde azaldig1
gozlemlendi (p<0,05) (Resim 4.6 ve 4.19B). Bununla birlikte bu degisikliklerin Ap
grubunda daha fazla oldugu gozlemlendi (p<0,05). Diger bir ifade ile intraselliiler
Ca*? diizeylerinin kontrol ve ACA grubuna kiyasla, AR grubunda daha yiiksek
oldugu gozlemlendi (p<0,05). Intraselliiler Ca*? diizeylerinin AP grubuna kiyasla,
AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda 6nemli diizeyde az oldugu goézlemlendi (p<0,05).

Oksidatif stres ile aktive olan TRPM2 katyon kanal aktivasyon yolunda etkili
olan PARP-1 enzim aktivitesini western blot ile gruplar arasinda PARP-1 ekspresyon
diizeyleri gosterildi (Sekil 4.9). PARP-1 inhibitorii olan DPQ ve PJ34 ile inkiibasyon
yapildiktan sonra TRPM2 katyon kanal aktivasyonun diizenlenmesinin nasil
degistigini gormek i¢in kontrol ve AP gruplart DPQ ve PJ34 ile inkiibe edildi. Daha
sonra TRPM2 katyon kanal aktivasyonundaki degisikligi incelemek iizere bu
gruplara agonist ve antagonisti (H20. ve 2-APB) verilerek kontrol ve AP gruplar
arasindaki TRPM2 katyon kanal aktivasyonu araciligi ile [Ca*?]i yogunlugundaki
degisiklik Sekil 4.20’de incelendi. Elde ettigimiz sonuglarda, kontrol ile Ap gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goériilmedi (p>0.05). AR grubunda beklenen
[Ca*?]i yogunlugunda artist olmamasi PARP-1 inhibitorlerinin (DPQ ve PJ34)
kullanilmasindan kaynaklandigi ve bu da TRPM2 kanal aktivasyonu ile PARP-1

enzim arasindaki iliskiyi bizlere bir daha kanitlamis oldu.
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Sekil 4.20. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde PARP-1 inhibitorii olan PJ34 ve DPQ diizeyleri
iizerinde ACA ve GSH tedavi sonrasi intraselliiller Ca*? floresan
yogunlugunu konfokal mikroskopta etkilerinin goriintiillenmesi.
Sirasiyla PJ34 (A ve C), DPQ (B ve D)

4.8.4. Intraselliler ROT ve Mitokondriyal Depolarizasyon Lazer
Konfokal Mikroskop Analiz Sonug¢lari

Mitokondriyal depolarizasyon ve intraselliiler ROT yogunlugunu incelemek
tizere gruplara JC-1 ve ROT (DCFH-DA) boyalari uygulanarak lazer konfokal

mikroskop ile incelendi.
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JC-1 DCFH-DA MERGE 2,5D

Kontrol

ACA

AB+ACA

AB+GSH

Resim 4.7. Hipokampal noéronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliller JC-1 ve DCFH-DA diizeyleri
iizerinde ACA ve GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskopta
etkilerinin goriintiileri
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Sekil 4.21. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliiler JC-1 ve DCFH-DA diizeyleri
izerinde ACA ve GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskopta
etkilerinin floresan yogunlugunun belirlenmesi. (OrtalamatSTD ve
n=6). (3p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarma kiyasla. °p<0,05 ve AP
grubuna kiyasla).

Gruplar arasit DCFH-DA ve JC-1 floresan yogunlugunun sonuglari Resim 4.7
ve Sekil 4.21°de gosterildi. Bu sonuglar analiz edildiginde, kontrol ve ACA
gruplarina kiyasla, AB grubunda DCFH-DA ve JC-1 floresan yogunluklarinin
istatiksel olarak onemli anlamda arttig1 gozlemlenirken, bu degerlerin ACA ve GSH
tedavisi ardindan AP+ACA ve AB+GSH gruplarinda istatiksel anlamda Onemli
diizeyde distiigii gézlemlendi (p<0,05). DCFH-DA ve JC-1 floresan yogunlugunun
AB+ACA ile AB+GSH gruplart arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlemlendi
(p>0.05).
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4.8.5. Intraselliiler ROT ve Mitokondriyal ROT Yogunlugunun Lazer
Konfokal Mikroskop Analiz sonuclar:

Mitokondriyal ROT ve intraselliler ROT yogunlugunu incelemek iizere
gruplara MitoTracker Red CM-H2ros ve ROT (DHR-123) boyalar1 uygulanarak
lazer konfokal mikroskopta incelendi.
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MitoTracker DHR-123 MERGE 25D

ACA

Resim 4.8. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer hastaligi
modelinde intraselliiler MitoTracker ve DHR-123 diizeyleri iizerinde
ACA ve GSH tedavi sonrasi konfokal mikroskopta etkilerinin
goriintiileri

AB+ACA

AB+GSH
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Sekil 4.22.

g MitoTracker W DHR-123

Kontrol  ACA AP AP+ACA AP+GSH

Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligt modelinde intraselliller MitoTracker ve DHR-123
diizeyleri tizerinde ACA ve GSH tedavi sonrasi konfokal
mikroskopta etkilerinin  floresan  yogunlugunun  belirtilmesi.
(OrtalamatSTD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina
kiyasla. °p<0,05 ve AP grubuna kiyasla).

Gruplar arasi intraselliiler MitoTracker ve DHR-123 floresan yogunlugunun

sonuglart Resim 4.8 ve Sekil 4.22°de gosterildi. Bu sonuglar analiz edildiginde,

kontrol ve ACA gruplaria kiyasla, Ap grubunda floresan yogunluklar istatiksel

olarak 6nemli anlamda arttig1 miisahede edilirken, bu degerler ACA ve GSH tedavisi

ardindan AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda istatiksel anlamda onemli diizeyde

distiigii gozlemlendi (p<0,05). MitoTracker ve DHR-123 floresan yogunlugundaki

azalma AB+ACA ile AP+GSH gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig:
gozlemlendi (p>0.05).
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4.8.6. Intraselliiler Zn*? Yogunlugunun Lazer Konfokal Mikroskop

Analiz Sonuglari

Intraselliiler Zn*? yogunlugunu o6lgmek iizere FlouZin indikatér boyasi

uygulanarak gruplar arasi farki lazer mikroskobu ile incelendi.
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Resim 4.9. Hipokampal néronlarda Af ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliller Zn*?> diizeyi iizerinde ACA ve GSH
tedavi sonrasi konfokal mikroskopta etkilerinin goriintiileri
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Sekil 4.23. Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro Alzheimer
hastaligi modelinde intraselliller Zn*? diizeyi iizerinde ACA ve GSH
tedavi sonras1 konfokal mikroskopta etkilerinin floresan yogunlugunin
belirtilmesi. (Ortalama+STD ve n=6). (*p<0,05 ve kontrol ile ACA gruplarina
kiyasla. p<0,05 ve AP grubuna kiyasla).

Gruplar arasi intraselliiler Flouzin floresan yogunlugunun sonuglart Resim
4.9 ve Sekil 4.23’te gosterildi. Bu sonuglar analiz edildiginde, kontrol ve ACA
gruplarina kiyasla, A grubunda intraselliiler Zn*? yogunluk diizeyi istatiksel olarak
onemli anlamda bir artis oldugu gozlemlenirken, bu elde edilen degerler ACA ve
GSH tedavisi sonrast AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda istatiksel anlamda 6nemli
diizeyde azalma gozlemlendi (p<0,05). Bu intraselliler Zn*? floresan
yogunlugundaki azalma AB+ACA ile AB+GSH gruplar1 arasinda 6nemli anlamda bir
fark gézlemlenmedi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Alzheimer Hastaligi 1907 yilinda ilk olarak Alois Alzheimer tarafindan
kesfedildi. Yillardir siiren c¢alismalar Alzheimer hastalifinin = 6zelliklerini,
semptomlarini ve molekiiler belirtilerini tanimlamis olmasina ragmen, hala kesin bir
tan1 yontemi ve tedavisi yoktur. Ayrica Alzheimer hastaliginin ilerlemesine ve
gelismesine neden olan semptomlarin kesin nedenleri hala bir neticeye ulagsmamustir.
Alzheimer hastaligi ile iliskili biyobelirtecler’in saptanmasi i¢in beyin omurilik
stvisi, diger viicut sivilarinda yapilan tani1 ve PET goriintiileri ile saptanmaktadir.
Farmakolojik ilaglar, sadece hastaligin ilerlemesini yavaslatmak ve semptomlari
bastirmakla sinirhidir (173). Ancak hastanin iyilesmesini saglamaz. Alzheimer
hastaliginin  patolojisinde senil plaklar, AP peptid ve norofibriler yumaklarin
birikmesiyle karakterizedir (54). Alzheimer hastaligi, demans ve progresif bir biligsel
diisiis hafiza kaybi, unutkanlik ve davranig bozukluklari ile ortaya ¢ikmaktadir (174,
175). Alzheimer hastaliginda oksidatif stresin senil plaklarin olusumu ve

norodejenerasyon stireglerine katki yaptigi iyi bilinmektedir.

Merkezi sinir sistemi, doymamis yag asidini fazla miktarda kullanmasi ve
dokularda fazla miktarda oksijen ihtiyaci sebebiyle oksidatif iiriinlerin artisina ve
dolayisiyla hasara aciktir. Noronlarin enerji ve oksijene fazla miktarda ihtiyag
duymasi lipid peroksidasyona ugramaya elverislidir. Antioksidan/oksidan dengesinin
degismesi fazla miktarda ROT {iretimine sebep olur. Bilindigi gibi oksidatif stresin
Alzheimer hastaliginin etiyolojisi ve patogenezindeki roliinii arastiran ¢alismalar son
zamanlarda git gide artmaktadir. Hiicresel ROT iiretimindeki artis ile Alzheimer
hastaliginin patogenezi arasindaki iliskiyi belirten calismalar oldukca az diizeydedir
(11, 176, 177). Calismalarda, AP uygulamasinin, ROT ve RNT yiikselmesine neden
oldugu belirtilmistir.

Ca*? gegirgen kanallarm ROT’a duyarli aktivasyonu ile hiicre membranindan
sitozole Ca*? akisim direkt tetiklemektedir. Bu sebeple, sitozolik Ca*? yogunlugunun
artmasinin hiicreyi apoptotik yolaga siiriikledigi diisiiniilmektedir (122). En fazla
Ca*? seviyelerinin yasli noronlarda oldugu bildirilmistir (180). Alzheimer
hastaliginda hiicresel Ca*? konsatrasyonun artmasinin, ndronal kayiptan sorumlu

oldugunu ifade eden calismalar da bulunmaktadir. Bu galismalarda, Alzheimer
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hastalig1 icin hiicresel Ca*? diizensizliginden yola c¢ikarak gelecekte terapdtik
hedeflerin olabilecegi ongoriilmektedir (16, 181, 182). Biyolojik olarak Ca*
metabolik olarak birgok sistemde (6rne§in; Hiicre boliinmesi, fertilizasyonda
yumurtanin  yiizey yapisinin  degisiminde, hiicresel apoptozise, sinaptik
transmisyonda, kas kasilmasinda, intraselliiler sekonder haberci molekiil) bir¢ok rolii
olan énemli bir katyondur (19, 183). Intraselliiler Ca*? konsantrasyonu ([Ca*?];, 50-
100 nM), ekstraselliiler Ca*? konsantrasyonuna ([Ca*?]e, 1-3 mM) gore yaklasik 10-
20 bin kat daha az oldugundan dolay: intraselliiler faaliyetlerin siirdiiriilmesi i¢in bir
denge gozetildigi apagik ortadadir. Noronlarin kompleks yapilarinda ve ¢ok yonlii
fonksiyonlarinda Ca*? iyonlarinin farkli gorevler iistlendigi bilinmektedir. Noronal
yapilarda Ca*? iyon dengesizliginin (intraselliiler Ca*? konsantrasyonun asiri artist)
norodejenarasyona yol agabilecegi hakkindaki kayitlar ¢ok eskilere dayanmaktadir
(184). Intraselliler Ca' iyonun artmasi Alzheimer hastaliginda néronlarin

apoptozise dogru yol aldigini belirten ¢alisma literatiirde mevcuttur (185).

Sekiz alt liyeye sahip olan TRPM alt ailesinin bir tiyesi TRPM2 kanalidir (25).
TRPM2 kanali ADPR pirofosfataz enzimi aktivasyonu sonucu acilmaktadir. ADP
pirofosfataz enzimi ADPR ve/veya oksidatif stres ile uyarilmaktadir (185). Bunu
yant sira NAD+ ve nitrik oksit gibi baska TRPM2 kanal aktivatorleri de vardir (27,
186). Noronal hiicrelerde TRPM2 aktivasyonunun ekstraselliiler ortamdan sitozole
Ca'? akisim artirarak hiicrenin apoptozisine neden oldugu bildirilmistir (187).
TRPM2 katyon kanalin1 aktive eden kimyasallar oldugu gibi inhibe eden ACA ve 2-
APB (188) kimyasallar da bulunur. Dogrudan TRPM2 kanalin1 bloke eden ve
Klinikte toksik etkisi olmadan yararlanabilecek bloker sayist sinirlidir.

Yukarida da bahsedildigi gibi, Ca*? iyonun miktar1 ekstraselliiler intraselliiler
oranla 10-20 bin (hiicre gesidine bagl olarak) daha fazladir. Intraselliiler ortama Ca*2
iyonu kimyasal kapilar ve voltaja duyarli Ca* kanallar1 aracih@ ile girmektedir.
Yukarida saydigimiz katyon kanallar haricinde son 15-20 yil igerisinde TRP
kanallar1 ortaya c¢ikmistir. TRP katyon kanallarinin aktivasyon ve inhibisyon
mekanizmalar1 diger katyon kanallarindan oldukga farklidir. Diger bir deyisle TRP
katyon kanallarin biiyilk ¢ogunun aktivasyonu ndrotransmitterle olur, bu
aktivasyonda kimyasal ve voltaj degisiklikleri etkisizdir. Mesela aci biberde ¢okca

bulunan kapsaisin TRPV1 kanalini, hardal o6ziitii TRPA1 kanalini, mentol ise
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TRPMS katyon kanalin1 aktive etmektedir. Son zamanlarda mevcut bulunan
kimyasal ve voltaja duyarli Ca*? katyon kanal blokerlerinin hicbiri TRP Kkatyon
kanalin1 bloke edememektedir. Bu, giiniimiizdeki birgok Alzheimer ilacinin

Alzheimer hastaligina tedavi sunamamasinin bir nedeni olabilir.

Son zamanlarda TRP kanalinin noérolojik hastaliklarin etiyolojisinde rol
oynadig diisiiniilmektedir (189, 190, 191). Ozellikle bunlar icerisinde oksidatif stres
ile aktive olusu, inflamasyon ve radikal artisina duyarliligi sebebiyle TRPM2 katyon
kanallar1 dikkat ¢ekmektedir. Bu kanallar, oksidatif stres ve/veya oksidatif stres
redoks sistemlerinde meydana gelen oksidasyon iiriinleri (Or; ADPR) ile aktive
olmaktadir. Oksidatif stres tiriinlerinin yaninda hipokampus hasarinin da Alzheimer
hastaligin etiyolojisinde rol oynadigi iyi bilinmektedir. Daha o6nceki g¢alismada
hastaligin belirtilerinin azaltilabilecegi gosterilmistir (41). Beyinde oldugu gibi
hipokampal néronda da TRPM2 katyon kanallarinin eksprese edildigi bilinmektedir
(45, 101, 192).

Bu tez calismasinda hipokampal noronlarda AP ile olusturulan in vitro
Alzheimer hastaligt modelinde farkli arastirma metotlar1 kullanilarak analizler
gerceklestirilmistir. Serbest radikal miktarinin artamasi sonucu, intraselliiler
mekanizmalarii anlamaya calisilmistir. Alzheimer hastaliginda intraselliiler Ca*2
konsantrasyon artisinin TRPM2 katyon kanallar1 araciligr ile gergeklesebilecegini
konfokal goriintiileme yontemini kullanarak gosterilmistir. ADPR hiicre zarimni
gecemediginden, bazi analizlerde (konfokal mikroskop), PARP-1 inhibitérleri (DPQ
ve PJ34) kullanilarak TRPM?2 kanal aktivasyonundaki degisiklikler dolayli yoldan
test edilmistir. Literatiir taramasida, TRPM2 katyon kanallinin Alzheimer hastalig

etiyolojisindeki rolii primer hipokampus kiiltiiriinde ilk kez arastirildi.

Mitokondri;  proteini, karbonhidratt ve yaglar1 hiicre igerisinde
degerlendirerek ATP iiretilmesinde rolii olduk¢a 6nemli intraselliiler bir organeldir.
Ornegin; Aragtaki hareket igin gereken enerji benzin, mazot veya gazin kullanimi
sonucu elde dilmekte ve bu iiretim sonucu atik iirlinler olusmakta ve bu atik egzoz
yoluyla atilmaktaysa, mitokondride de benzer bigimde ATP {iretimi esnasinda atiklar
meydana gelmektedir. Bu atiklardan bir tanesi intraselliiler ROT tur. [Ca*?];i diizeyi

asirt oldugu zaman, mitokondriyal membran oldugundan fazla depolarize olmaktadir.
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Bunun sonucunda daha fazla intraselliiler ROT iiretimi gdzlenmektedir. ilaveten,
Alzheimer hastaliginda sitozolik Ca*? artisina bagl olarak mitokondriyal membran
depolarizasyon olusumunda yiikselme oldugu da bildirilmistir (170, 194). Ancak bu
depolarizasyonun TRPM?2 katyon kanal vasitasi ile gerceklesip gerceklesmedigi
konusunda bilgi yoktur. Bu sebeple tez c¢alismamiz, mitokondriyal membran
depolarizasyon analizi yapilip bu halkadaki zinciri tamamlayarak molekiiler
mekanizmalarin giin yiizliine ¢ikmasina katki saglayacaktir. Mitokondriyal membran
depolarizasyonu ve intraselliiler ROT iiretiminin tayininde kullanilan en miihim
Kimyasallar floresan boyalardir. Mitokondriyal membran depolarizasyonun
kiimelesmesini gosteren boya JC-1 boyasidir. Intraselliiler ROT iiretimini ise en
giizel sekilde gosteren floresan boya DHR-123’tlir. Alzheimer hastaliginda
intraselliiler serbest [Ca*?]i artisgii  godzlemleyerek, mitokondriyal membran
depolarizasyonunu ve intraselliiler ROT iiretimini aragtirmay1 amagladik.

Calismamizin sonucunda, AP inkiibe edilen grupta kontrol grubuna kiyasla
intraselliiler ROT firetimi ve mitokondriyal membran depolarizasyon diizeylerinin
olduk¢a yiiksek oldugunu gozlemlendi. Bununla birlikte, ACA ve GSH tedavisi
sonrast bu degerlerin, AB+ACA ve APB+GSH gruplarinda, bariz bir bigimde
azaldigmi gézlemlendi. TRPM2 katyon kanal veya diger Ca* katyon kanalarmin
engellenmesi ile intraselliiler Ca*? girisinin azalmasi sonucu intraselliiler ROT
tiretimi ve mitokondriyal membran depolarizasyon seviyelerini azaldigi gayet iyi
bilinmektedir. ACA ve GSH tedavisi sonucu intraselliler ROT iiretimi ve
mitokondriyal membran depolarizasyon diizeylerin azalmasi, intraselliiler Ca*
girisinin  azalmasma baglanmistir. Bu sonucun Alzheimer disinda diger
norodejenaratif hastaliklarda yapilan ¢aligmalar ile uyumlu oldugu bildirilmistir (195,
196, 197)

Bilindigi gibi daha onceki calismalarda hiicre membranin iizerinde bulunan
Ca*? kanalarimin aktivasyonun normal diizeyin iizerine ¢ikmasi ile mitokondriyal
membran depolarizasyonun artmasi sonucu oksidatif stres tiretimini ve apoptotik
yolagi aktive ettigi vurgulanmistir (198). Zhao ve ark., yaptiklar1 ¢alismada AP
indiiklenmesi ile noéronlarin sinaptik yapi ve fonksiyonlarinda mitokondriyal
disfonksiyonunun 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir (199). Zafeer ve ark., SH-

SY5Y hiicre hattinda AP indiikklenmesinin ardindan yaptiklar1 analizlerde
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mitokondriyal disfonksiyonun meydana geldigini, hiicrelere zarar verdigini ifade
etmiglerdir (200). SH-SYS5Y hiicre hattiyla yapilan bir bagka ¢alismada, SH-SY5Y
hiicrelerine AP indiiklenmesinin ardindan intraselliiler Ca*?> ve ROT seviyesinin
arttigin1 vurgulanmisgtir (201). Calismamiza baktigimizda gruplar arasinda apoptozis
ve MTT seviyelerinde (Sekil 4.2 ve 4.3), A grubunun apoptozis diizeylerinde
(kontrol ve ACA grubuna kiyasla) anlamli bir sekilde artis gozlemlendi. Buna
ilaveten AP grubunda diger 4 gruba kiyasla en diisik MTT diizeyi oldugu
gozlemlendi. AB+ACA ve AB+GSH gruplarinda ise AB grubu ile kiyaslandiginda
apoptozis diizeyin anlamli bir seviyede azaldigi, MTT diizeyin ise anlamli diizeyde

yiikseldigi gozlemlendi.

Calismamizda, TRPM2 katyon kanalinin, AP ile indiiklenen hipokampal
noron hiicrelerinde ROT iiretimi ve intraselliiler serbest Zn*2 birikimi incelendi. GSH
harcamasmma bagli olarak artan ROT vasitasiyla hipokampal néron hiicrelerinde
[Ca*?]i akisinin oksidatif zarara sebep oldugu ve TRPM2 katyon kanalinin patolojik
bir rol oynadigi teyit edildi. Yapilan bir ¢alismada AP tarafindan NADPH oksidazin
aktivasyonu yoluyla fazla miktarda ROT fiiretildiginden bahsedilmistir (202).
Yukarida bahsedilen bilgiye ilave olarak TRPM2 katyon kanal aktivasyonu yoluyla
fazla miktarda [Ca*?]i artmasi ile noronlarin mitokondrilerinde asir1 miktarda ROT
iiretimiyle sonuglanabilecegini ifade edilmistir (203). Baska bir calismada,
Alzheimer hastaliginda noronal hiicrelerde GSH yoksunlugunda yukardaki
bahsetigimiz sekilde bir diizenleyici olarak gézlemlenmistir (204). Oksidatif stresin
verdigi hasarin artmasina ilave olarak ROT, ayrica apoptozis ve noron Slimii i¢in
onemli olan TRPM2 katyon kanallarin1 aktive ederek ikincil bir haberci roliinii
tistlendigi belirtilmis (205, 206). Ayn1 bigimde yapilan ¢aligmalarda, GSH tedavisi
sonrasi si¢anlarin hipokampal néronlar ve dorsal kok gangliyonlarinda CASP/3,
CASP/9, JC-1, ROT ve apoptozis diizeylerinde ACA tedavisine bagli, diizeylerindeki
artiglarin azaldigi bildirilmistir (207, 208). Bizim ¢alisma sonuglarimiz bu bilgiyi
destekler boyuttadir.

Bilindigi gibi oksidatif stresin artimasina bagli olarak TRPM2 katyon
kanalinin hiicre membraninda aktivasyonu ve ekspresyonunun artmaktadir (150). Bu

katyon kanal aktivasyonunda biiyiik dnem sahibi olan g¢ekirdekteki DNA hasar1 ve
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PARP-1 enzim aktivasyonu yoluyla iiretilen ADPR sahiplenir. ADPR ise TRPM2
katyon kanalin yapisinda bulunan enzimatik nudix alanina baglanarak kanal acilir ve
[Ca*?)i yogunlugunda artis gozlenir (13, 41, 209, 210). ADPR etkisinin anlamak i¢in
yapilan calismalarda TRPM2 katyon kanallinin aktivasyonu iizerinde etkisi kanal
blokeri olan (ACA ve 2-APB) kullanilarak kanitlanmistir (32, 132, 211). Voltaja
duyarl kalsiyum kanali ve diger kanallarm rolii, hipokampus de [Ca*?]; akisinin
sebep oldugu belirtilmistir (212). Buna ek olarak, TRPM2 katyon kanal kaynakli
hipokampal noronlarda Ca*? girisinin sebep oldugu apoptozis mekanizmalari
tizerinde arastirmalar siirmekle beraber, fazla miktarda TRPM2 katyon kanal
aktivasyonuna bagl olarak [Ca*?]i yogunlugundaki artis1 hipokampus de apoptozise
sebep oldugunu sdyleyen ¢alismalarda literatiirde vardir (212, 213).

Calismamizda; [Ca*?]; analizleri sonuclarinda AP inkiibasyonun hipokampal
ndron hiicrelerinde TRPM2 katyon kanali vasitasiyla [Ca*?]i diizeylerinin nasil
degistigi arastirildi. Gruplarin her birinde Fura-2-AM kullanarak [Ca*?)i diizeylerin
nasil degistigini baktigimizda (Sekil 4.1), Mitokondriyal kompleks | inhibitori olan
ve Alzheimer hastaligindan meydana gelen AP inkiibasyonun ardinda
olusturdugumuz gruplar arasinda anlamli bir fark meydana geldigi gozlemlendi.
flaveten intraselliiler GSH eksikliginin [Ca*?]i yogunlugunun artmasina ekstradan
destek oldugu tespit edildi. [Ca*?]i yogunlugunu 6lgmek icin kullandigimiz kalsiyum
sinyali cihazinda TRPM2 katyon kanal agonisti (CpX) ve blokiirii (ACA) kullanarak
kanalm aktivasyonu ile birlikte [Ca*?]i yogunlugunun artis1 ve azalisindaki TRPM2
katyon kanalmin &neminin ne kadar oldugu gosterildi. Ilaveten lazer konfokal
mikroskobunda hipokampal néron hiicrelerinde [Ca*?]i yogunlugun fotograflandi
(Sekil 4.19). Ca* gostergeci olan Fluo-3-AM ile hipokampal néron hiicrelerinde
yapilan goriintiileme sonuglari, Plate reader cihazinda elde ettigimiz sonug¢larimizi
dogrulamistir. Bununla beraber c¢alismamizda sitozol de TRPM2 katyon kanalinin
acilmasimna sebep olan ADPR nasil artifini1 goriintiilemek i¢in ADPR iiretim
yolaginda 6nemli oldugu bilinen PARP-1 enzimi i¢in; hiicrelerde bulunan PARP-1
enzim inhibitorii olarak bilinen DPQ ve PJ34 kullanildi. TRPM2 katyon kanal
aktivasyonun  ayarlamasmin  neticesinde  [Ca*?]i  yogunlugundaki  artis1

ayarlanabilecegi gosterildi (Sekil 4.20). Bu sonuglarimiz; AP inkiibasyonun sonucu
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hipokampal néron hiicrelerinde [Ca*?]i yogunlugunun artiginda TRPM?2 katyon kanal
aktivasyonunun rol oynadigi kanitlandu.

Calismamizda AP inkiibasyon yapilan hipokampal noéron hiicrelerinde
apoptozis diizeylerinde bir artis gozlemlemenin ardinda TRPM2 ve PARP-1 western
blot yontemi ile kanal ekspresyon diizeylerini inceledik. Western blot analizlerinde
elde ettigimiz veriler AP inkiibasyon edilen gruplarda TRPM2 katyon kanal
aktivasyonu aracilig ile [Ca*?]i yogunlugundaki, TRPM2 katyon kanal ve PARP-1
ekspresyon diizeylerinde artisin oldugunu gozlemledik. Ca*? gostergeci olan Fluo-3-
AM ve Fura-2-AM kullanilarak ¢alismamizin sonuglarinda gruplarda TRPM2 katyon
kanal antagonisti (ACA ve 2-APB) ve PARP-1 blokeleri (DPQ ve PJ34) kullanildi ve
[Ca™?]i yogunlugunu diisiirdiigiinii gordiik. Bu sebepten dolayr yapilan ii¢c analiz
sonuglar1, hipokampal néronlarda [Ca*?]i yogunlugundaki artisinda TRPM2 katyon

+25

kanal roliiniin oldugunu onaylad. ilaveten Zn*?>’nun bazi antioksidan enzimlerin bir

*2°nin JC-1 aktivasyonu aracilig1 ile oksidan

bilesenidir, fakat artan intraselliiller Zn
roliiniin oldugu literatiirde ifade edilmistir (12, 214). Intraselliiler Zn*? yogunlugu ile
noronal apoptozis ve 6liimdeki TRPM2 katyon kanal potansiyeli arasinda dogru bir

orant1 vardir. Intraselliiler Zn*™

araciligr ile tetiklenen oksidatif stresin birtakim
hiicrelerde GSH tedavisi ile azaldig: ifade edilmistir (215). Calismamizda; Kontrol
grubu ve ACA ve GSH eklenen gruplar disinda diger gruplarin intraselliiler FluoZin
floresan yogunlugunda bariz bir artisin oldugu gozlendi (Sekil 4.23B). Ilaveten AP
grubu &teki gruplara kiyaslandiginda intraselliiler Zn*? floresan yogunluk diizeyi en
yiiksek oldugu gozlemlenir iken ACA ve GSH ile inkiibe edilen gruplarda ise A
grubuna kiyasla onemli seviyede intraselliller FluoZin floresan yogunlugunun
distiigli gozlemlendi. Yapilan bir c¢alismada, hipokampal noron hiicrelerinde
intraselliiler Zn*? yogunlugunun artmasiyla intraselliiler PKC araciligt MEK/ERK
yolaklarini indiikleyerek intraselliler ROT artis1 ile birlikte g¢ekirdekte ADPR
tiretiminin arttig1 ve artan ADPR da TRPM2 katyon kanal aktivasyonunu artirarak
[Ca*?]i yogunlugunu artirdig1 ve boylece hipokampal néron hiicrelerinde apoptozise
sebep oldugu ifade edilmistir (216).

Calismamizda AP ile indiiklenen hipokampal noéron hiicrelerinde
mitokondriyal depolarizasyon, ROT, intraselliiler Ca*? ve Zn*? birikmesi ve netice

olarak hipokampal ndron hiicrelerinin apoptozise gitmesine sebep TRPM2 katyon
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kanalinin ciddi bir rolii oynadig: goriildii. Bir de gruplarda PARP-1 inhibitorii (PJ34
ve DPQ) ve TRPM2 katyon kanal antagonisti (ACA ve 2-APB) kullanilmasi
hipokampal noron hiicrelerinde ROT, mitokondriyal membran depolarizasyonu ve
intraselliiler Ca*? konsantrasyonunu normal degerlere getirerek hiicreleri iizerinde
koruyucu oldugu goézlemlendi. Bu bulgular Alzheimer hastaligin patolojisinde ve
GSH eksikligine bagli olarak hipokampal noron hiicrelerinde olusa bilecek oksidatif
toksisitede TRPM2 katyon kanalinin ¢ok ciddi bir roliiniin oldugunu gosterdi.
Apoptozis, organizmada dokularin dengesi ve normal sekilde gelisimi icin
kaygi veren 6neme sahip ve hiicre 6liimiinde rol alan genlerin diizenlendigi olgudur.
Genelde iki apoptotik yolak bilinirken son zamanlarda bu iki yola ek olarak bagka bir
apoptotik yolaktan bahsedilmektedir. Bu yolaklar 1- Hiicre yiizeyinde bulunan 6liim
reseptorli (Ekstrinsik yol), 2- mitokondri ile iligkili hiicre 6liimii (intrinsik yol) 3-
endoplazmik retikulum iizerinde ¢alisan yolak tespit edilmistir (217). Bu 3’cii yolak
temeli sitozol de azalan serbest Ca*? konsantrasyonunun endoplazmik retikulumu
tetikleyici etkisi ile gerceklestigi seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (218). Apoptotik
yolagin en biliylik Ogeleri, kaspazlar olarak isimlendirilen ve ¢ok sayida protein
substratlarin1  yikim yetenegine sahip protein ailesidir. Hiicrenin yapisi ve
fonksiyonun bozulmasi kaspaz aktivitesi ile iligkili ve kaspaz aktivitesi sonucu hiicre
olimii meydana gelmektedir (219). Apoptozis zamaninda indiikleyici olarak kaspaz
8, 9 ve 10 rol alan kaspaz aile iiyeleri olarak bilinirken, siirecin devam etmesinde
sorumlu kaspaz tiyeleri ise kaspaz 3, 6 ve 7 enzimlerdir (220). Hiicre yapisinin
bozulmasinda sorumlu kaspaz 3, hiicrenin bazi temel proteinlerinin par¢alanmasina
ve DNA zincirindeki hasarin olugsmasina sebep olmaktadir (221). Oksidatif stresin
olugmasina sebep olan asir1 ROT iiretimi, hiicre hasar1 ve apoptozisin baslatilmasinda
etkin bir faktordiir (222). Yukarida da bahsedildigi gibi ndrodejenaratif hastaliklarda
sitozole asir1 Ca*? artis1 mitokondriyal membran depolarizasyonun artisina sebep
olarak ii¢ yolag1 uyarmaktadir. Bu yolaklar; 1) Kaspaz aktivitesi ile olusan apoptozis,
2) intraselliiler ROT {iretiminin artis1 3) Mitokondride asir1 meydana gelen oksidatif
stres Uriinleri ile aktive olan kanallarin ¢ok fazla agilmasi. Stabil molekiil olan H2O-
hiicrelerde iiretilen ROT ’un hiicre zarindan gegebilen bir seklidir. Bu sebeple
oksidatif stres modellemesinde H20. maruziyeti kanal agict olarak uygulanabilir
(163, 223, 224). Norodejeneratif hastaliklar ile H20; iiretimi arasinda etiyolojik ait
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sayida ¢aligma bulunmaktadir (225, 226). Oksidatif stres ve H>O» maruz kalan kiiltiir
noronlarinda [Ca*?];i artis;, mitokondriyal disfonksiyonu ve PARP-1 enzim
aktivasyonuna sebep olarak, apopitozis gibi gecikmeli noron Sliimii ve nekrozu
baslattigi bildirilmistir (227, 228). Bu c¢alismamizda da ayni sekilde Alzheimer
hastalikli hipokampal noronlarda oksidatif stres artmasina baglh olarak kaspaz-3 ve
kaspaz-9 ekspresyon diizeyinde artigsin oldugu goézlemlendi. Aymi sekilde kuyucuk
okuyucu cihazinda yapilan analizde kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde de
artis oldugu gézlemlendi. Elde edilen bu sonuglar, kontrol ve ACA grubuna kiyasla,
AP grubunda kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim aktivasyonlar1 arttigi gézlemlenirken
(p<0,05), bu degerler ACA ve GSH tedavisi sonrasi AB+ACA ve AB+GSH
gruplarinda azaldigi gézlemlendi (p<0,05). Bu elde edilen sonuglar, intraselliiler
mitokondriyal ROT iiretimi azalmasi ve apoptotik yolaklarin baskilanmasina sebep

olmustur.
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6. SONUC ve ONERILER
Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde,
giris boliimiindeki amag¢ dogrultusunda yukarida belirtilen hedefler, yapilan analizler

neticesinde asagidaki sonuglara ulagilmistir.

> AP ile olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde [Ca*?]i asir1 miktarda
artirmaktadir. Bu artan [Ca*?]i miktarindaki degisikligi gruplar arasi farklilig:
incelemek i¢cin TRPM2 katyon kanal agonist/antagonisti kullanildi. Elde edilen
sonuglar incelendiginde, hipokampal noronlarda [Ca*?]; artmasinda TRPM2 katyon

kanalinin 6nemli bir rol oynadig: belirledi.

> Hipokampal noronlarda [Ca*?]i ve intraselliler Zn'? asir1 artmasi
mitokondriyal membran depolarizasyonu, kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim
aktivasyonuna sebep oldugunu goriildii. Bundan dolay1 hipokampal ndronlarda A
ile olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde apoptozis diizeylerinin arttirdigi ve

hiicre canlilik oranini azalttig1 goriildii.

> AP ile olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde intraselliler GSH
miktarin1 azalttigima neden oldugu bilinmekle birlikte, calismamizda oksidan ve
antioksidan analizlerinde elde ettigimiz sonuclar hipokampal ndron hiicrelerinin AP
maruziyetin ardindan oksidatif stres diizeylerini arttirirken, antioksidan diizeyini

diistiigii goriildil.

> Hipokampal noronlarda AP ile olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde
noron hiicre membranindaki TRPM2 katyon kanal ekspresyonunun atmasi oncii
olmakla birlikte TRPM2 aktivasyonunda dnemli olan ADPR’in 6nde gelen birlesigi
PARP-1 ekspresyon diizeyi de artig1 goriildii.

> AP uygulanmasi ile GSH eksikliginde olusan hasarin azaltmak i¢in GSH
kullanim1 oksidan/antioksidan dengesinin ayarlanmasi veya TRPM2 katyon kanal
antagonistleri  kullanarak hipokampal ndron hiicrelerinde hasar1 azalttig

gozlemlendi.

Sonug olarak, Alzheimer hastaligin1 olusumunda oksidatif stresin zararl

etkilerinin TRPM2 katyon kanal aktivasyonu ve ekspresyon diizeylerini artirirken,
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elde edilen degerler iizerinde TRPM2 katyon kanal antagonistleri ve GSH
uygulamasini olumlu sonuglarit TRPM2 katyon kanal diizenlemesin yan1 sira TRPM2
katyon kanal asir1 miktarda aktivasyonu ile sitozole asir1 Ca*? girmesini engelleyerek
bu hiicrelerin apoptozis diizeylerini azaltmada ciddi rol oynayabilecegi gosterildi.
Alzheimer hastaliginda TRPM2 kanalinin rolii, bu katyon kanal inhibisyonu ve GSH
tedavisi Alzheimer hastaliginda tedavi olarak kullanilabilirligi konusunda litaretiirde
deneysel bir ¢alismanin olmamasi tez ¢alisma sonug¢larimiz bu konudaki boslugu
doldurmustur. Elde etmis oldugumuz sonuglarimiz TRPM?2 aktivasyonu ile gelisen
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde TRPM2 kanal blokerleri ve antioksidanlar
(GSH) potansiyel ilag olarak kullanilabilecegini gergegini de meydana getirmistir.
Bu elde edilen sonuglar insan klinik caligmalar ile dogrulanmasi, TRPM2 katyon
kanal inhibisyonunun Alzheimer hastaligi ve benzer hastaliklarin tedavisinde

kullanmak {izere 6nemli kaynak olusturulacaktir.

ACA '\B
2-APB Ca?* \ Alzheimer’s

GSH — 1 — Diedse
ﬁﬁfﬁf?ﬂff’ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁf? WWFFWFWWWW‘FFF??FF
’Lsh Eaﬁkhehbhhaehmhhh 100 DUUUUULL DUDOUULOUULULLURULL!

TRPM2
C Terminus

Dementia

Ca?t

.......

Apoptosis

-

Sekil 6.1. Hipokampal noron hiicrelerinde A ile olusturulan alzheimer hastalik
modelinde, oksidatif stres ve apoptozis yolaklar iizerindeki TRPM2 katyon
kanal antagonistlerinin muhtemel koruyucu etkisi. ACA, 2-APB ve GSH
tedavilerinin TRPM2 katyon kanal aktivasyonunu inhibe ederken, H2O> ve
DNA hasar1 sonucu olusan PARP-1'in aktivasyonun sebep oldugu ADPR
TRPM2 katyon kanalin1 uyarmaktadir. TRPM2 katyon kanal stimulasyonu ile
artan  sitozolik serbest Ca'™ miktar;, mitokondriyal ~membran
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depolarizasyonunun artmasina Sebep olur. Buna cevap olarak, membran
depolarizasyonunun artimasi, sitozolik ROT ve mitokondriyal ROT’la birlikte
oksidatif stres daha fazla ve sitozolik GSH ve GSH-Px diizeylerinin
azalmasina sebep olur. AR ve TRPM2 katyon kanal aktivasyonun aracilik
ettigi daha fazla Ca*? akisi, hipokampal néronlarinda kaspaz yolaklarinin
aktiveleri ile apoptozise ve hiicre Olimiine sebep olur. AP, oksidan ve
apoptotik yolka tizerine etkileri, TRPM2 antagonistlerinin (ACA ve 2-APB),
PARP-1 inhibitorleri (PJ34 ve DPQ) ve GSH tedavileri ile bu sonuglar
degistirip diizeltilebilir.
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