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1. OZET

Alzheimer hastaligi (AH); néron ve sinaps kayiplari nedeni ile ortaya
cikan progresif norodejeneratif bir hastaliktir. Hastaliin etyopatogenezinde
ozellikle néronlardaki sodyum iyonlarina gegirgen bazi iyon kanallarinin 6nemli
roller oynadiklar1 belirtilmektedir.

Asit Duyarli Iyon Kanallar1 (ADIK) amilorid duyarli degenerin/ epitelyal
Na+ kanal (DEG/ENaC) gen ailesinin iiyesidir. ADIK’lerin ortak o6zelligi pH
degisimlerine duyarli olmalaridir. ADIK 1a, 2a, 2b ve 4 6zellikle beyinde eksprese
olmaktadir. Calismada amiloid beta ile indiiklenen Alzheimer fare modelinde
ADIK ’lerin ekspresyonlarmin beyin dokularinda belirlenmesi amaglanmistir.

Calisma icin Balb C ki fareler kullanildi. Fareler beta-amiloid grubu
(n=10), sham grubu (n=10), tedavi grubu (beta-amiloid +amilorid grubu; n=10)
ve kontrol grubu (n=8) olmak iizere 4 ayr1 gruba ayrildi. ADIKI, 2, 3 ve 4’iin
ekspresyonlarinin ~ belirlenmesi  i¢gin  bu  kanallara  spesifik  olarak
immiinohistokimya, western blot ve Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-
PZR) yontemleri uygulandi. Beta amiloidin indiikledigi apoptozisin tespiti i¢in
Tunel yontemi kullanild.

RT-PZR analizi sonuglarma gore kontrol grubu ile diger gruplardaki
ADIK 1,2 ve 3 gen ekspresyonlar1 karsilastirildiginda ekspresyondaki azalmanin
istatistiki olarak anlamli diizeyde olmadigi belirlendi (p>0.05). Western Blot
analizlerinde kontrol ve sham gruplar1 karsilastirldiginda ADIK1 ve ADIK2
acisindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik gézlenmezken,
ADIK4 agisindan Beta amiloid ve Beta amiloid+Amilorid gruplarinda anlamli bir

artis oldugu belirlendi.



Immiinohistokimyasal boyama sonuglarma gore, ADIKI ve ADIK2
acisindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik bulunmamasina
ragmen (p>0.05) ADiK4’{in kontrol ile karsilastirildiginda Beta amiloid grubunda
anlamli olarak arttig1 belirlendi.

Gruplarda ADIK1 ekspresyonu agisindan farklilik bulunmamasina ragmen
AH’daki pH = 6.6 degerinde ADIK1’in aktive olabilecegi gdsterilmistir. Sonug
olarak, ADIK4’iin ekspresyonundaki artis ve ADIK1’in aktive olmasiyla, hiicre
icerisindeki sodyum 1iyon diizeylerindeki artigla bu kanallarin Alzheimer
etyopatogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Asit Duyarli iyon Kanallari, Beta-

amiloid peptit (1-42)



2. ABSTRACT

The Investigation of Acid Sensing Ion Channels (ASICs) Expression in a
Model of Sporadic Dementia of Alzheimer’s Type in Mice

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease
occuring with the neuron and synapse loss. It is stated that etiopathogenesis of the
disease play the important roles of especially sodium permeable ion channels in
neurons.

Acid Sensitive Ion Channels (ASICs) are member of the amiloride-
sensitive degenerin/epithelial Na + channel (DEG / ENAC) gene family. Common
properties of ASICs are sensitive to pH changes. ASIC la, 2a, 2b and 4 are
especially expressed in the brain. In this study, we aimed to determine expression
of ASICs in brain tissues in the amiloid beta induced mice Alzheimer model.

Balb C strain mice were used for the study. Mice were separated into 4
groups: Beta-amyloid group (n = 10), sham group (n = 10), treatment group (Beta-
amyloid + amiloride group, n=10) and control group (n= 8). For the determination
of ASICI1, 2, 3 and 4 expression were performed the immunohistochemistry,
western blot and Real-time Polymerase Chain Reaction (RT- PCR) methods. For
the detection of beta-amyloid-induced apoptosis were used Tunel method.

According to results of RT-PCR analysis when compared with control
group, it is detected that decrease in ASIC 1, 2 and 3 expression of other group
didn’t significant as statistical. According to result of Western Blot analysis while
in terms of ASIC 1 and ASIC 2 wasn’t observed significant differance among
groups as statistical, it was detected a significant increase in Beta amyloid and

Beta amyloid + Amilorid groups.



The result of immunohistochemical stain showed that although there was
no significant differance as statistical ( p>0.05) between groups in terms of ASICI
and ASIC2, it was determined a significant increase of ASIC4 in Beta amyloid
group compared with control

Although there wasn’t difference in terms of expression of ASICI in
groups, it is showed that ASIC1 could be active at pH= 6.6 in AD. As aresult, it is
thought that ASICs may play a key role in AD ethiopathogenesis by increasing
level of intracellular sodium ion through the increase expression of ASIC4 and the

activation of ASICI.

Key Word: Alzheimer's Disease, Acid Sensing lon Channels, Beta-amyloid

Peptide(1-42)



3. GIRIS

Demans, giinlik yasam aktivitelerinin bozulmasma neden olan,
davranigsal bozukluklarinda eslik ettigi, birden fazla entelektiiel (kognitif) yetenek
alaninda kayip ile birlikte giden noropsikiyatrik bir antite olarak tanimlanabilir.
Ozellikle yash bireylerde sik bir durumdur, yasam siiresinin giderek uzamasi
nedeniyle yaslilikla ortaya c¢ikan hastaliklarin goriilme sikhigi da giderek
artmaktadir. Alzheimer Hastalig1 kortikal demanslarin en sik goriileni ve en sik
bilinenidir. Demans vakalarmin yarisindan ¢ogunu olusturur. Tiim demanslarin
%350-80’1 Alzheimer hastaligidir. Gelismis lilkelerde 6liim nedenleri arasinda
dordiincii sirada yer almaktadir (1).

Alzheimer hastaligi (AH); ilerleyici bellek bozuklugu ve kortikal
disfonksiyon ile karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastaliginin
major patolojik bulgular1 hiicre dis1 senil plaklar, hiicre i¢i norofibriler yumaklar
ve jeneralize serebral atrofidir. Ayrica kolinerjik sistem basta olmak {izere cesitli
norotransmiter sistemlerde kayiplar, oksidatif stres, apoptoz ve noroinflamasyon
gozlemlenmektedir. AH; kalic1 ve ilerleyici bir hastaliktir ve giincel kosullarda
kesin tedavisi yoktur (2).

Asit Duyarli Iyon Kanallar1 (ADIK) amilorid duyarli degenerin/ epitelyal
Na+ kanal (DEG/ENaC) gen ailesinin iiyesidir. En az alti ADIK alt birimini
kodlayan 4 gen klonlanmistir. Her alt birimin biiylik bir hiicre dis1 loop ve kisa
hiicre i¢i N- ve C-termini gibi 2 transmembran alani vardir. Fonksiyonel ADIK ler
bu alt birimlerin trimerik kompleksleridir ve bu alt birimlerin ¢ogu homomerik ya
da heteromerik kanallar olusturabilir. 7 alt birimin en azindan {i¢iiniin bulundugu

beyin noronlarinda ADIK’ler yogun olarak bulunur (3). ADIK 1a, 2a, 2b ve 4



ozellikle beyinde eksprese olmaktadir. ADiKla nakaft farelerde yapilan
deneylerde ADIKla'min sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizanin temelini
olusturan bazi siireclerde etkili oldugu gdosterilmistir (4). Bu siireclerde gorev alan
genlerin Alzheimer hastaligina katkida bulundugu Ongoriilmektedir. Ancak
ADIK'lerin ~ Alzheimer hastaliginda rollerinin ne oldugu tam olarak
bilinmemektedir.

Calismada Alzheimer olusturulan farelerin beyin dokularinda ADIK lerin
ekspresyonlarmin belirlenmesi ve ADIK’lerin beta amioid (1-42) indiikledigi
apoptotik siireclerdeki goOrevlerinin arastirilmasit amaglandi. Bu calisma
sonucunda elde edilecek veriler sonucunda; ADIK gen ailesinin Alzheimer'da
beta-amiloid (1-42) aracili apoptozisde gorevli olup olmadiklar1 aydinlatilacaktir.
ADIK'lerin Alzheimer hastaligmin fare modelinde ekspresyonlarmin degisip
degismedigi ve yeni terapotik bir hedef olarak bu protein inhibitorlerinin

etkinliginin belirlenmesi saglanacaktir.

3.1. Alzheimer Hastahg

Dr. Alois Alzheimer’in 1906’da Tiibingen’de yapilan 37.Giliney Bati
German Psikiyatrisler kongresinde ilk hastas1 Auguste D’yi sunup 1907 yilinda
yayinlamasmdan sonra hastaliga Alzheimer adimi klinik sefi Dr.Emil Kraepelin
vermistir (5). Alzheimer Hastaligi (AH) bellek, konusma, yiiksek serebral islevler
ve gorsel-uzaysal beceriler gibi birden ¢ok sistemi etkileyen, bilissel islevlerde
ilerleyici kayip ile seyreden ndrodejeneratif bir hastaliktir.

Alzheimer hastalii (AH) klinik ve patolojik agidan heterojen bir
hastaliktir. Bellek kaybi, davranigsal degisiklikler, kognitif bozulma, neokortikal

norofibrillar yumaklar (NFY), ekstraselliiler noritik plaklar ve noronal 6lim gibi



karakteristik Ozelliklere sahiptir. Hastalik yash niifus icinde goriilen demans
tiplerinin en yaygmn olanidir. Demansin 6nde gelen bulgularindan biri hafiza
(bellek) bozuklugudur. Yeni bilgiler edinme ve 6grenme yetenegi yakin hafizayla
ilgilidir. Yashliga bagh plaklar, sinir lifleri yumaklarmin birikimi, beynin hafiza
ve Ogrenme ile ilgili bolgesi hipokampus’tan baslar ve seneler i¢inde beynin
hareket ve duyu alanlar1 disindaki bolgelerine yayilir. Hastaligin yasli niifusun
cogunlukta oldugu toplumlara getirdigi ekonomik ve sosyal yiikiin ortaya
kondugu epidemiyolojik ¢alismalar gelecekte diinyay1 bekleyen tehlikeyi de bir

anlamda aci8a ¢ikarmaktadir (6).

3.1.1.Risk Faktorleri

3.1.1.1.Yas ve Cinsiyet

Demans ve AH riski yasla birlikte yogun bir artis gostermektedir. Bu
artista, beynin yaslanmasini etkileyen genetik ve c¢evresel faktorlerin 6nemli bir
rolii vardir. Yas ve genetik AH icin en ¢ok kabul edilen ve ispatlanmis risk
faktorleridir. AH insidansi konulu iki ¢aligmada, hastaligin kadinlarda erkeklerden
daha fazla oldugu bulunmustur ama calismalarin ¢ogunda erkekler ve kadinlar
arasinda insidansin esit oldugu gosterilmektedir. Vaskiiler demansin erkeklerde
kadinlardan daha sik oldugu gorilmistiir. Bu bulgu muhtemelen damar

hastaliklarinin erkeklerde daha fazla olusunu yansitmaktadir (7).

3.1.1.2.Down Sendromu
Down Sendromlu hastalarda AH riskinin arttig1 bilinmektedir. Down

Sendromu olan yasli insanlarin ¢ogunda AH patolojisi bulunmaktadir. Onceleri



yapilmis vaka kontrol caligmalar1 bir araya getirilip analizleri yapilirken, Down
Sendromu ile hem erken hem de ge¢ baslangicli AH’ nin ailesel birikim gdsterdigi
yoniinde onemli veriler elde edilmisti. Down Sendromunu AH i¢in ispatlanmig
risk faktorleri arasinda sayan yayinlar da mevcuttur. Toplumda AH frekansinin,
Down Sendromu frekansindan belirli derecede daha yiiksek olmasmin sebebi,
Down Sendromlu hastalarda ailesel demans Oykiisii ¢alismalari, daha yiiksek
istatistiksel giice sahiptir. Down Sendromu ve AH’daki ailesel kiimelesmenin en
yogun bi¢imde pozitif aile Oykiisii bulunanlarda goriilmesi nedeniyle genetik
faktorlerinde olayda rol alma olasiligi bulunmaktadir. Ciinkii AH patogenezinde
rol oynayan amiloid prekiirsér protein (APP) 21’inci kromozomda kodlanmistir

ve trizomi 21 ise Down Sendromundan sorumludur (8).

3.1.1.3.Aile Oykiisii
Ailede birinci derecede yakinlarinda Alzheimer hastaligi olanlarda,
olmayanlara gore hastaligin goriilme orani 2-4 kat daha fazladwr. Kalitim, 70

yasindan 6nce baglayanlarda daha 6nemlidir (5).



3.1.1.4. Kafa Travmalan
Komaya sokacak tek kafa travmasi ve multipl kafa travmalar1 hastaliga
yakalanma riskini artirir. Boksor travmalari olarak bilinen ‘punch drunk

sendromu’ 6nemli algilama (kognitif) ve kisilik degisiklikleri yapmaktadir (9).

3.1.1.5. Diisiik Egitim Diizeyi

Diistik egitim diizeyinin ileri yaslarda hastalik i¢cin bir risk faktorii oldugu
bildirilmistir. Bunun yaninda egitim diizeyinden bagimsiz olarak fazla bilissel
aktivite gerektirmeyen islerde c¢alisan diisiik algilama fonksiyonlu kisiler

Alzheimer hastalig1 riskini tagirlar (5).

3.1.1.6. Apolipoprotein E 4 aleli
Normal popiilasyonda bu allelin oram1 % 16 civarinda iken Alzheimer

hastaliginda siklig1 % 35- 50 arasinda bulunmaktadir (5).

3.1.1.7. Norotoksinler

Organik c¢ozeltiler, endistriyel boyalar ve metaller arasinda ise
aliminyumun yeri oldugunu bildiren calismalar vardwr. Aliminyumun AH
patogenezinde rolii oldugu hipotezi birbiriyle baglantili ii¢ konuya dayanmaktadir:
aliminyumun toksisitesi, AH’li hastalarin beyinlerinde aliiminyum diizeylerinin
yiiksek bulunmasi ve i¢me suyunda yiiksek aliiminyum diizeyleri olan cografi

bolgelerde AH prevalansinin daha yiiksek olmasi (10).

3.1.1.8. Tiroid Hastahklan
AH’da risk faktorleri konulu ilk arastirmalarda, hipotiroidili hastalarda

riskin arttig1 yoniinde bazi veriler bulunmustur. Ailesel AH’de otoimmiin tiroid



hastaliginin yiiksek yaygiliga sahip oldugu ve bunun her iki hastalifinda ayni
kromozoma lokalize olmasiyla (21. Kromozom) iliskili oldugu bildirilmistir (11).
Bazi1 ¢aligmalarda, ileri anne yasi, alkol kullanimi ve depresyon dykiisiiniin
de AH risk faktorleri arasinda oldugu belirtilmis olmasina ragmen, bunlarmm AH
ile iligkileri tartisilmaktadir. AH'nin olusma riskini azaltan faktorler arasinda,
ostrojen kullanim1 ve non-steroid antiinflamatuar ilaglar yer almaktadir (12,13).
Son yillara kadar sigara kullaniminin AH gelistirme riskini azalttig1 bildirilmistir
(14). Sicanlar ve tavsanlarda yapilan deneysel arastirmalarda nikotinin hafiza ve
biligsel fonksiyonlar1 gelistirebilecegi goriilmiistiir. Insanlarda nikotinik reseptor
fonksiyonlarmin blokaj1 algilama bozukluga yol acgabilir ve klinik arastirmalarda
nikotin ve nikotin tiirevlerinin AH olan kisilerde bilgi isleme ve dikkat
ozelliklerini  gelistirilebilecegi  goriilmiistiir. Fakat hafiza ve algilama

fonksiyonlarda gelismeye iligkin herhangi bir veri bulunmamaktadir (15).

3.1.2.Histopatolojik Ozellikler

Alzheimer hastaliginda beyin dokusunun histopatolojik degerlendirilmesi
kesin tani i¢in gerekliyse de bugiin modern radyolojik yontemlerle %90°1n
iizerinde tani konabilmektedir. Makroskopik olarak beynin agrhigi 900-1200g
arasindadir. Alzheimer hastalarinda serebral giruslarda diizlesme ve sulkuslarda
genisleme gozlenir. AH’de genel olarak temporal lob (6zellikle hipokampus) daha
az olarak da frontal ve parietal loblar etkilenir. Oksipital lob ve motor korteks
saglamdwr. Fakat bu atrofi paterni AH icin spesifik karakterde degildir. Fikse
edilmis beyinden alinan 6rneklerde kortikal ortii oldukca incelmis goriiliir. Beyaz

madde normal goriinim ve yapidadir, fakat hacim olarak azalmistr. Parankim
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kaybma sekonder olarak ventrikiiler sistemde 6zellikle de lateral ventrikiillerin

temporal boynuzlarinda genisleme goriiliir.

Sekil 1. AH’de siklikla etkilenen kortikal bolgeler (16)

Makroskopik olarak AH birka¢c morfolojik anomalinin varligiyla
karakterizedir. Fakat bunlardan hicbiri AH i¢in spesifik degildir. Gézlenen major
patolojik  degisikliklerden bir1 plak diye adlandirilan spesifik amiloid
depolanmasidir. Bu normal bir ndéronal membran proteini olan APP’den
proteolitik yikimla olusan Amiloid Peta (AB) peptid yapisinda bir amiloiddir.
Ikinci major patolojik degisiklik ndrofibriler yumak (NFTs) adi verilen
intrandronal filamentdz inkliizyonlardir. Norofibriler yumak; ciftli heliksel
filament proteini (PHF) yapisindan olusur. Bu filamentin (PHF) temel yapisi

mikrotubiil baglayic1 bir protein olan “tau’dur. Ugiincii major degisiklik ise
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distrofik neuritler ve norofil iplikcikleri (NTs) olarak adlandirilan noronal
yapilarin distorsiyonudur. Bu yapilar da ayni sekilde tau igerir. Bir diger major
degisiklik serebral kortekste dnce sinapslarin kayb1 ve daha sonraki asamalarda
ise noron kaybidir. Bircokvakada lektomenenks, serebral ve serebellar kortekste
arter ve arteriyol duvarlarinda ¢esitli derecelerde AP peptid yapisinda amiloid
birikimi ile karakterize kongofilik arteriyopati gozlenebilir (17). Serebral amiloid
anjiopatilerde AP peptid haricinde cystatin, prion proteini, transthyretin, gelsolin
de gosterebilir.

Saptanan  serebral infarktiisler veya hemorajiler genel olarak
serebrovaskiiler amiloid depozisyonu ile iligkilidir. Yapilan kontrollii ¢alismalarda
anjiopatinin, serebral iskemik enfarktiis gelisiminde risk faktorii oldugu
bulunmustur. Apolipoprotein E (ApoE)’nin rol oynadigi vaskiiler anomalilerin
demans gelisiminde 6nemli etkisi oldugu ileri siiriilmektedir. Bundan dolay1 erken
ve agresif miidahale vaskiiler etkilerin onlenme ve tedavisinde yararlidir (18).
AH’de yasa bagl gelisenden daha belirgin olmak iizere hipokampal piramidal
noronlart etkileyen graniilovakuolar dejenerasyon izlenebilir.Ayn1 goriiniim
subkortikal niikleuslarda da gorilebilir. Subisulum ve hipocampal CAl
sahasindaki noronlarda Hirano cisimcikleri (noronlarda gozlenebilin parlak
eozinofilik ¢ubuksu goriiniimde veya eliptik sitoplazmik inkliizyon cismi)
bulunabilir. Tiim néronlarda lipofussin birikiminde artis izlenebilir. Genis olarak
AP peptidin amiloid flament veya nonflament6z formundan olusan ekstraselliiler
proteindz depozitlerdir. Bunlar c¢esitli derecelerde anomaliler gosteren noronal
yapilara benzer sekilde korpora amilasea (genel olarak astrositler icinde daha

nadir olarak astrosit yapilarmm aksonlarinda gozlenebilen kiiresel inkliizyonlar)
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goriiniimiinde artig goriilebilir. AH’de goriilen yapisal degisikliklerin tamamau;
kognitif fonksiyonlar1 normal olan yasl bireylerde sinirli veya diisiik yogunlukta
gozlenebilir. Bu nedenle AH tanisi klinik olarak belirgin demansi olan hastalarda;

lezyonlarm yliksek yogunlukta ve yaygin olmasina dayanir.

3.1.2.1. Amiloid plaklar

Anormal neuritler ile birlikte neuritik plak adini alan amiloid plaklar fokal,
kiiresel, karigik goriiniimlii, glimiisle boyanan istrofik neuritlerin amiloid ¢ekirdek
yapiy1 ¢evreledigi, siklikla seffaf halojen yapilardir. Boyutlar1 20-200 pm arasinda
degisir. Cevrelerinde mikroglial hiicreler ve reaktif astrositler bulunur. Ancak
plaklar bazal ganglia, hipotalamus, orta beynin ve ponsun tegmentumu ve
subkortikal beyaz madde de bulunabilirler.

Plak yapisinin diffiiz, pirimitif, klasik ve end stage olmak iizere dort farkli
tipt vardir. Bu siniflamada genel olarak plak olusum siirecin difflizden pirimitife
klasik olarak devam ederek sonucta end-stage plak haline geldigine inanilir.
Ancak bununla ilgili direkt kanit mevcut degildir.

Cogu neuritik plaklar tau ile immiin reaktif distrofik neuritler igerirler.
Bazilar1 ise bir lens proteini olan Ubiqutin ve Kromogranin A igerirler. Ancak
bunlarda tau proteini yoktur.

Bu tip plaklar disinda immiinhistokimyasal olarak ApoE, al-
antichimotripsin, serum amiloid P proteini, biiylime faktor, heparin siilfat ve
kompleman faktorleri gibi amiloid iligkili proteinlerin de gosterilebildigi plaklar

da vardir.
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3.1.2.2. Norofibriler yamaklar (NFTs)

Noronal inkliizyonlar genis oranda hiperfosforile tau proteinlerinin
filamentdz agregatlarindan meydana gelir. Hematoksileneosin  boyali
preparatlarda intraseliiler olanlar bazofilik, ekstraselliiler olanlar ise eosinofilik
olarak gozlenir. Giimiisleme yontemleri ve thioflavin S ile boyali preperatlarda bu
yapilarin morfolojik formlar1 ve evreleri saptanabilir. Elektron mikroskopik
calismalarda; norofibriler yumaklarm maksimum 20 nm ¢apinda periyodik olarak
her 80 nm’de 10 nm’ye daralan c¢iftli heliksel flamentlerden olustugu
gosterilmistir. Detayli calismalarda bu iplik¢iklerin dens bir kor etrafinda kivrik
sa¢ goriiniimiinde olduklar1 izlenir. Bu filamentler immiinhistokimyasal olarak
fosforile tau ile gosterilebilir. Benzer sekilde ndroflament ile cross reaktivite
gosterdikleri saptanmistir. Az sayida yumak ise ubiquitin ile immiinreaktiftir.

Norofibriler yumagin gelisiminde erken donemlerde néron iglerinde tau
proteini vardwr. Bu devrede c¢ekirdek c¢evresinde tau proteininin birikimi
immiinohistokimyasal olarak gosterilebilir. Gelisim evresinde; tau proteinleri
kiiciik diiz filamentlerden olusan ciftli heliksel filamentler seklinde agregat haline
gelir. Bazi tau proteinleri ubiquitine olur ve bdylece ubiquitin ile
immiinhistokimyasal olarak gosterilebilir. Bu evrede glimiisleme yOntemi ile
klasik yumaklar gosterilebilir. Ge¢ evrede noron Oliir ve hiicre artiklari lokal
fagositlerce ortamdan uzaklastirilir. Yumak yapilar1 eosinofilik ekstraselliiler
mezar tas1 ya da hayalet yumak seklinde geride kalir. Bu yap1, zamanla tau protein
reaktivitesini kaybeder ve astroglial yapilarla infiltre olur.

Norofibriler yumaklar AH’de karakteristik olmasma ragmen spesifik

degildirler. Progressif supraniikleer palsy, postensefalitik Parkinson hastaligi ve
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Guam’in amyotrofik lateral skleroz-Parkinsonizm demans kompleksinde de

gortlebilir.

3.1.2.3. Neuritik anomaliler

Iki formda incelenebilir. Birinci formda plak iliskili distrofik neuritler
anormal dilate sinir hiicre yapilar1 boyunca AP plak depozitleri seklinde dizilirler.
Bazi neuritler artmig lizozom ile alakali dens body icerirler. Fakat bunlarda ciftli
heliksel flament yoktur. Immiinohistokimyasal olarak ubiquitin ve kromogranin A
ile boyanabilirler ve tau ile reaktivite gdstermezler. ikinci formdaki neuritler ise
ciftli heliksel flament igerir. Ayrica tau proteini ve ¢esitli derecelerde ubiquitin ile
immiinreaktivite gosterirler. Norofil iplik¢ikler ince, kivrintili ve sinir hiicre
yapilarina sarilan, thioflavin S ya da giimiis boyasiyla gosterilebilen, tau proteini
ve kismen de ubiquitin ile immiinhistokimyasal olarak boyanan yapilardir.
Elektron mikroskopik g¢alismalar1 sinir hiicresinin bu yapilarinin, diiz ve ciftli

heliksel flamentlerin karisimini igerdigini gostermistir.

3.1.2.4. Sinaps kaybi

Golgi calismalarinda dendritik spin kaybi ile birlikte kortikal néronlarin
dentritik kollarnda azalma seklinde gosterilmistir. AH’de etkilenmis kortikal
bolgelerde; sinaps bagimli proteinlerle kantitatif olarak gosterilebilen % 30-50
arasinda sinaps kaybi1 goriilebilir. Sinaptik vezikiiller ile iliskili bir glikoprotein
olan sinaptofizin sinaps kaybini gostermede faydalidir. Sinaptik kayip klinik

olarak demansin derecesi ile alakalidir (16).
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3.1.3. Alzheimer Hastaligi’nda Biyokimyasal Mekanizmalar

Alzheimer hastaliginin genetik faktorlerle iliskisi incelenmis ve hastalikla
ilgist olan dort kromozom belirlenmistir (19) (Tablol). Erken Baslangicl
AH’larinda kromozom 1, 14 ve 21; Geg Baslangicli AH’larinda Kromozom 19’un
rolii oldugu gorilmiistiir. Amiloid Prekiirsér Protein (APP) geni 21. kromozom
iizerinde Down Sendromu (Trizomi 21) bdlgesine yakin lokalizasyonda bulunur.
Bu nedenle 50’11 yaslara kadar yasayabilen Down sendromlu kisilerde AH ortaya
cikabilir. Ailesel AH’na en spesifik olarak Presenilin 1(PS1), presenilin 2(PS2) ve
APP gibi membran katedici proteinleri kodlayan genlerdeki “missense”
mutasyonlarmin sebep oldugu gorilmiistiir (20,21). Kisa bir siire Once
19.kromozom iizerinde ApoE €4 adli bir genin ileri yasta baslayan AH ile iliskili
oldugu gosterilmistir. ApoE €4 geni giiniimiizde bir¢ok arastirmaci tarafindan risk
faktorii olarak kabul edilmektedir. Genin, hastaliga olan duyarliligi arttirdigi
disiiniilmektedir (22).
Tablo 1. Alzheimer hastalig1 ile iligkisi kesinlesmis olan genler ve hastalik

patogenesine ekileri.

Gen (protein) Kromozom Kalitim sekli Patogeni Ortalama AH patogenezine etkisi
bolgesi k mutaiyon baslangi¢
sayis1 yas1 (aralik)
APP 21g21.3  Otozomal 18 51.5) yil AP 4/ AB 4o oraninda
(B-amiloid dominant (65-60) artig; mutasyonlar y-
prekorsiir sekretaz

bolgesine yakin

PS1 (presenilin 1) 14924.3  Otozomal 142 44.1 yil (24- AR/ APy oraminda
dominant 60) artig; y-sekretaz aktivitesi

icin gerekli

PS2 (presenilin 1q31-42  Otozomal 10 57.1)11.(46- AB4/ AP,y oraninda

2) dominant 71) artig; y-sekretaz
aktivitesi igin gerekli (?)

APOE 19q13.32  Kompleks (risk - Baslangig AP agregasyonunda arts;

(apolipoprotein artist) yasini Lipid/kolesterol transport

E,E4-alelli diizenliyor mekanizmastyla (?)
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Senil plak olarak bilinen plaklarin yapisinda yer alan Amiloid Peta
Proteinlerinin (ABP) hastaligin olusmasinda Onemli role sahip oldugu
diistiniilmektedir. Amiloid terimi bir¢ok farkli hastalikta bulunan hiicre dis1
protein depolar1 i¢in kullanilmaktadir. Genellikle bu proteinler nisasta da oldugu
gibi iyot ile mavi renge boyandigi i¢in amiloid ismi verilmistir.

"membran gecisi

hiicre dis1
sisteince glikolizasyon
il zengin asidik bélee (0= =0/
peptidi  PoIge bilge cTo CHO fo--° (
g "
1 289 Amylold8 O _‘3\
ABPP695 peptid O
-~ \9_ O
o*” e \_ \
- - \\ \
-: ARPP751/770
KPI OX-2 hiicre ici

Ek Ek

Sekil 2. Amiloid Beta Protein molekiilii (31)

“Amiloid Kaskat Hipotezine” gére ABP birikimi patolojik degisikliklerin
baslica nedeni iken ndrofibriler yumaklar ve vaskiiler degisiklikler sekonder
nedenlerdir. ABP nodronal hiicre 6liimiine ve sinaptik kayba sebep oldugu icin
hastaligin patogenezinden primer olarak sorumludur (23). B-Amiloid protein
birikimi inflamatuar (24,25), oksidatif (26) ve norotoksik kaskat (27)
mekanizmalarii tetikleyerek hasara neden olur. ABP’in prekiirsériic Amiloid
Prekiirsor Proteindir. APP yaklasik 770 aminoasite sahip bir transmembran
proteinidir. ABP ise APP’nin C terminal ucundan proteolitik olarak ayrilmis 39-42
aminoasitlik bir peptidtir. APP’nin yikimmdan sorumlu proteinaz enzimleri

baslica alfa(a),beta(p) ve gama(y) sekretazlar olarak lice ayrilmaktadir (28,29).
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ve y-sekretazin rol oynadigi siire¢ amiloidojenik yolak , a ve y-sekretazin rol
oynadig1 siire¢ non-amiloidojenik yolak olarak adlandirilir (Sekil 3). APP’nin a-
sekretaz ile kesimi sonucu ¢oziilebilir APP (sAPPa) ad1 verilen ekstraseliiler parca
ve membrana bagli C-teminal fragmani-o (CTF-a) meydana gelir. sAPPa’nin
noroplastisitede rol oynadigi, ndroprotektif ve norotrofik etkilerinin bulundugu
goriilmiistiir. CTF-o’nin y-sekretaz ile kesimi sonucu da p3 fragmani olusarak
hiicre digmna salinir. Geride kalan kisim tekrar y-sekretaz ile kesilir ve amiloid
hiicre ici bolge (AICD) sitoplazmaya salinir. AICD; Ca" sinyalizasyonunun
diizenlenmesinde ve gen ekspresyonunda rol oynar.

APP’nin B-sekretaz ile kesimi sonucu akson biiylimesini inhibe eden
sAPPB fragmani hiicre digmna birakilir. Membrana bagli CTF- fragmaninin y-
sekretaz ile kesimi sonucu ¢ogunlukla AB(1-40), daha az oranda da toksik form

olan AB(1-42) fragmani olusur (30).

APPsp APPsa

a—sekretaz

O®

APP
intraseltler ve =
ekstraseltler Af-
monomer,oligomer ve
fibriller
I p-sekretaz /
g

-
TE

—_—
Y /ekretaz -~y @ y—s sekretaz Membran

AICD c99 c83 AICD
Amiloidojenik Yolak Non-amiloidojenik Yolak

Sekil 3. Amiloid 6nciil proteinin metabolik yollar1 (30).
Baz1 Alzheimer vakalarinda APP’nin C-terminal kisminda mutasyonlar

tespit edilmistir (Tablo 2). (6rnegin; kalitimsal-erken baglangicli Alzheimer



hastalarinda kodon 693 deki mutasyonlar veya ailesel tipteki kodon 717
mutasyonlar1 gibi). Bu mutasyonlarin ABP igeren fragmantlarin olugsmasinda rol
oynarken, ABP’nin proteolitik yikimdan korunmasini da saglayarak yiiksek bir
olasilikla ABP birikimini arttirdig1 gosterilmektedir.

Tablo 2. ABP geninin yanlis anlamli mutasyonlar1 (32)

Kodon Mutasyon Fenotip
665 Gln— Asp Geg baglangicli AH-segregasyon yok
670\671  Lys—>Met—>Asn—Leu  Ailesel AH; A iiretiminde artma
673 Ala—Thr Herhangi bir hastalik fenotipi yok
692 Ala—>Gly Ailesel AH+ beyin kanamasi; AB’da artis
693 Glu—>Gly Geg baglangicli AH-segregasyon yok
Glu—Gln HCHWA-D
713 Ala—Val Sizofreni-segregasyon
AlasT HR AH-segregasyonu yok
716 lle—>Val Ailesel AH
Val—Ile Ailesel AH; uzun A izoformlarmnda artis
Val—>Phe Ailesel AH
Val>Gly Ailesel AH

Amiloid-kaskat hipotezine gére APP veya APP kapsayan fragmantin
kendisi direkt veya dolayli yollardan norotoksik etki gostermektedir. ABP aracil
norotoksisite mekanizmasinda; oksidatif stres, serbest radikal olusumu, Ca'™
homeostazinin bozulmasi, apoptozisin indiiklenmesi, yapisal hasar, kronik
inflamasyon ve ndronlarda amiloid por olusumu faktérlerinin tiimiinde rol
oynadigini savunan goriisler vardir (33). Ozellikle néronlarda Ca™ homeostazinin
bozulmast nérodejenerasyonda baslica roli oynar (34). Artmig Ca™
konsantrasyonlarmin Tau’nun fosforilasyonunda gorevli protein kinazlarin

aktivasyonu araciligla tau’nun hiperfosforilasyonuna neden olarak ndorofibriler
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yumaklarin yapisindaki ¢ift sarmalli flamanin olusumuna sebep olurlar.
Norofibriler lezyonlar1 olusturan ndrofibriler yumaklar ve noropil iplikler ndron
boyunca heterojen tarzda dagilmis olmalarina karsin, primer olarak ¢ift sarmalli
flamanlardan ve daha az oranda diizgiin flamanlardan olusmaktadir. Cift sarmall1
flamanla olusumunda gorev alan tau proteini merkezi ve periferik sinir sistemi
boyunca agirlikli olarak sinir hiicrelerinin aksonlarinda mevcuttur. Polimerize
formda mikrotiibiillere (MT) baglandigi ve onlar1 stabilize ettiginden
dolay1,”mikrotiibiil asosiye proteinler” (MAP) olarak bilinen bir protein ailesine
aittir. In vitro ¢alismalar, Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK), Glikojen
sentetaz kinaz 3 (GSK 3), ve Siklin-bagimli kinaz 5’in (cdk 5) serin/treonini-

prolin amino asitleri araciligla tau’yu fosforile ettiklerini goriilmiistiir (35,36).

2~

Kinaz
—_—
-
Fosfatazlar
Pl
\ &
> m ;
‘ Sinaps
./
Aksonal transport MT nin tau ile Hiperfosfonile tau'oun Cift sammal filaman

stabtlizasyomu MT len depolimernizasyonu

Sekil 4. Tau Metabolizmas1 (37)
Hiperfosforile haldeki tau, mikrotiibiillerde depolimerizasyona sebep
olarak tiibiillerin stabilizasyonlarmin bozulmasma ve hiicre iskeleti yapisinda

morfolojik dejenerasyona neden olur.
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Sekil 5. Alzheimer hastaligindaki patolojik siirecler (38).

3.1.4. Alzheimer Hastaliginda Klinik Tam

Ik belirtiler sinsi olarak baslar, hastahigin baslama zamanimni kesin olarak
bilmek miimkiin degildir. Belirtiler silik ve belirsiz olup, baslamadan progresif
yikim senelerce siirer. Ik belirtiler ilgisizlik, isteksizlik ve unutkanliktir.
Alzheimer hastalig1 hafif, orta ve siddetli olmak {izere ii¢ evreye ayrilir.

Hastaligin baslangic evreleri de gz Oniine alinirsa bu evreleri altiya
¢ikarmak miimkiindiir.

1- Presemptomatik donem

2- Preklinik donem

3- Cok erken (olas1) Alzheimer hastaligi
4- Hafif donem

5- Orta donem

6- Siddetli donem
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Presemptomatik, donemde patolojik bulgular baslamistir. Klinik bulgu
yoktur. Ayrintili ndropsikolojik testlerde de bir bozukluk saptanmaz.
Preklinik, donemde ise ancak noropsikolojik testlerle ortaya konulan

bellek basta olmak tizere diger kognitif testlerde bir bozulma vardir.

3.1.4.1. Hafif Alzheimer Hastahg:

Hastaligin semptomlar1 belirginlesir. Yakin ge¢miste olan olaylar ve
konusulanlar hatirlanmaz. Hafif evredeki hastalar ¢ok 6nemli giinliik olaylar1 hava
durumunu, ev adreslerini dogrulukla hatirlarlar. Kognitif bozukluklarina ragmen
sosyal iligkilerini bagimsiz olarak siirdiiriirler. Hesaplama, alet kullanma, para
islemleri, aligveris gibi islevlerde bozukluk gdosterirler. Kelime bulmada zorluk,
duraklayarak konusma, bulunamayan kelimenin yerine baskasmi sdyleme gibi
lisan bozuklugu ortaya cikar. Esyalar1 kaybetme, yerini bulmada zorluk olabilir.

Ev hanimlar1 ev islerinde zorluk ¢ekerler.

3.1.4.2. Orta Evre Alzheimer Hastahg:

Orta evrede hastalar toplum i¢inde giinliik yasam islevlerini yerine
getirmek icin baskalarmin yardimmna ihtiya¢c duyarlar. Belirgin ruhsal
reaksiyonlar1 kizginlik ve siipheciliktir. Bellekte de defisitler ortaya cikar ve
oryantasyon etkilenir. Basit hesaplamalar bile yapilamaz olurken yakin ge¢miste
olan olaylar hatirlanmaz ve yanls hatirlamalar olabilir. Uzak bellek bozulmustur.

Giinliik yasamda temel aktiviteler bozulurken bakimlarini siirdiirmekte zorlanirlar.
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3.1.4.3. Siddetli Alzheimer Hastahg:

Siddetli evredeki hastalar yasamlar1 boyunca devamli bakima ve yardima
gereksinim duyarlar. Bakicilarini tantyamaz kendilerini besleyemez ve yardimsiz
yiliriyemez diinyadan habersiz duruma gelirler. Konusmalar1 kisitlanir, birkag
kelimeden ibaret hale gelir. Bu durum mutizmle sonlanir. Konusmanin
kayboldugu devrede hastanin bagimsiz hareketide kaybolur. En sonunda yataga

mahk(m hale gelir (5).

3.1.5. Alzheimer Hastahginda Tedavi

Alzheimer hastaliginin ancak semptomatik tedavisi giliniimiizde
miimkiindiir. Ik olarak kolinerjik sistemle ilgili tedavilerden bahsedecek olursak
Alzheimer hastaliginda beyindeki asetilkolin (Ach) miktar1 azalmistir. Beyindeki
asetilkolin miktarmi1 artirmaya yonelik tedavi stratejileri; asetilkolinesteraz

inhibitorleri (AchE) ve kolinerjik agonistler olarak iki ana gruba ayrilabilir.

3.1.5.1. Asetilkolinesteraz (AchE) inhibitérleri

Alzheimer hastalig1 i¢cin spesifik endikasyonla onaylanmis bir tek ilag
grubudur. Kognitif fonksiyonlar, giinliik yasam aktiviteleri ve davranigsal
semptomlar da olumlu etkilere sahiptir. Bugiin kullanilan AchE inhitorleri takrin,
rivastigmin, donepezil ve galantamindir. Bu ilaglar yalnizca Alzheimer hastaligi
icin kullanilir ve diger grup demanslarda gegerliligi yoktur. Ileri evre hastalarda

etkin degildirler.

3.1.5.2. Donepezil
Tiirkiye’de ilk ruhsatlandirilan preparattir. Reversibl asetilkolinesteraz

inhibitoriidiir, noron i¢in spesifiktirler ve karacigerde metabolize olurlar. Oral
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yararlanimi%100’e yakindir ve yarillanma Omrii 70 saattir. Gilinde tek doz

kullanilabilir.

3.1.5.3. Rivastigmin

Ulkemizde ruhsatlandirilan ikinci preparatdir. Psddoirreversibl AchE
inhibitoriidiir ve butirilkolintransferazi da bir miktar inhibe eder. Bobrek yolu ile
atilir. Kolinerjik agonistler etkiler ve yan etkiler bakimindan heniiz deneysel

asamadadirlar (39) .

3.2. Iyon Kanallan

Iyon kanallari, membranin lipid ¢ift tabakasmi kesen ve bu tabaka boyunca
iyonlarm hareketini kolaylastiran makromolekiiler protein komplekslerdir.
Membranda 3-5A° ¢apta delikler olusturarak iyonlar hareketini bu delikler
sayesinde gerceklestirirler. Her biri farkli bir gen tarafindan kodlanan farkl alt
birimlerden olusan iyon kanallarinin ligand (norotransmiter) kapili ve voltaj kapili

olmak tizere iki ana alt sinifi vardir.

3.2.1. Ligand Kapih iyon Kanallan

3.2.1.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptorii (nAChR) Kanah

Omurgalilarda bulunan nAChR’ler, kas hiicrelerinin postsinaptik
kanallaridir. Dogrudan norotransmiterlerle agilirlar. Kasi destekleyen sinirin
elektriksel olarak uyarilmasi fazla sayida nAChR ile birlesmeye yetecek kadar
asetilkolin salinmasmna neden olur. Kanallarin agilmasi sodyum ve potasyum
iyonlarmin akiginda degisiklige neden olur ve depolarizasyon meydana gelir.
Sonugta voltaj-kapili kanallar agilir ve kas kasilir. Bu kanallara nikotinik

denmesinin sebebi nikotini de baglanma 06zelliginde olmalaridir. nAChR’ler
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pentamerik proteinlerdir. Alt iiniteleri a (2 adet), B, vy ve o zincirleri igerir.

ACh’nin baglanma boélgeleri a zincirlerde lokalizedir.

3.2.1.2. Gamma-aminobutirik Asit (GABA) ve Glisin Reseptor
Kanallan
Memeli merkezi sinir sisteminde hizli inhibitor iletim, GABA veya glisin

reseptorlerindeki klora duyarli kanallari agilmasini gerektirir.

3.2.1.3. Glutamat Reseptor Kanallan
Glutamaterjik iletim, 6grenme ve bellek olusumlarinda rol oynayan uzun

stireli degisikliklerde gorevlidir.

3.2.2. Voltaj-Kapih Iyon Kanallar

Voltaj-kapili iyon kanallar1 biiyiik, genis bir gen ailesinin iiyeleridir. Bu
ailedeki bircok iyon kanali membran depolarizasyonunacevap olarak agilir ve
yiiksek derecede voltaja bagimlilik gosterir. Bu smiftaki iyon kanallar1 Voltaj-
kapili Nat+ ve K+ kanallaridir. Voltaj-kapili katyon kanallar1 ayni yapisal
ozelliklere sahiptirler. Voltaja bagimli hizli inaktivasyon mekanizmasi, N-

terminal halka yapisinda bulunur.

3.2.2.1. Voltaj Kapih Sodyum Kanah

Voltaj kapili sodyum kanallar1 instrinsik néron ve kas uyarilabilirliginin
kilit aracilaridir. Sigan beynindeki sodyum kanallar1 temel biiyiik bir a alt birim ve
iki kiicik yardimcit alt birime (f1—p4) sahiptirler. Epilepsi, migren,
norodejeneratif hastaliklar ve noropatik agri gibi nodrolojik hastalikta sinirsel

uyarila bilirlikte bozulmalar mevcuttur. Bu hastaliklarda voltaj-kapili sodyum
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kanallarinin etkili olabilecegine dair kanitlar vardir ve sayilar1 gittikce

artmaktadir.

3.2.2.2. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanah

Kalsiyum kanallar1 bircok omurgasiz kaslar1 ve omurgalilarin diiz
kaslarinda voltaj kapili depolarizasyonun tamamindan sorumludur ve
omurgalilarin  kalp kasinda aksiyon potansiyelinin plato fazi boyunca
depolarizasyonu saglamakla gorevlidir. Bircok kas ve salgi hiicresinde ve sinir
uclarinda kalsiyum iyonu derisimini kontrol etmekte kritik Onemleri vardir.
Ayrica, ikincil haberci olduklari i¢in, kalsiyum iyonlarinin membran potansiyelini
etkileyebilecek baska hiicre i¢i kontrol mekanizmalarm1 da kontrol etme

ozelligine sahiptirler (40) .

3.3. Asit Duyarh fyon Kanallan

Ik Asit duyarli iyon kanallar1 (ADIiK) 90’11 yillarda klonlanmis ve Michel
Lazdunski grubu tarafindan proton kapili kanallar olarak tanimlanmstir.
ADIK ler amilorid duyarli degenerin/ epitelyal sodyum (Na" ) kanal (DEG/ENaC)
siiper ailesinin iiyesidir. ADIK iiyeleri ¢’X-NaC’’ seklinde isimlendirilir. Ornegin;
ENaC, FaNaC, dGNaC, BLINaC ve hINaC

“C’ kisaltmas1 ‘kanal’ anlaminda, “’X’’ kisaltmas1 proteinlerin temel bir
ozelligiyle (DEG, degenerin protein) ilgili oldugu anlamina gelir.

« ENaC; epitel Na" kanali,

« FaNaC; FMRF amide(Phe-Met-Arg-Phe-NH2) kapil1 Na* kanali

+ dGNaC; Drosophila gonadlarda bulunan Na" kanali

« hINaC; insan bagirsagindaki Na" kanali
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« BLINaC; beyin, karaciger ve bagirsaklarda bulunan Na" kanali

Iyon segicilik dizisinde Na' kanallar1 farklilik gosterdiginden dolayi
ADIK’lerin isimlendirilmesi hala kesin degildir. ADIK’ler simdiye kadar
omurgalilar iginde tespit edilmistir. Tek bir ADIK geni, Chordate phylum en alt
dali olan Urochordate, Ciona intestinalis genomunda bulunmustur. Ayrica
ADIK’ler ¢enesiz omurgalilar (bofa balig1), kikirdakli baliklar (kopekbaligr),
kemikli baliklar (kurbaga ve zebra baligi), tavuk ve farkli memelilerden
klonlanmistir (41) .

Kemirgenlerde 4 farkli gen tarafindan kodlanan (ACCN1-4) en az 6 ADIK
alt birimleri (ADiKla, ADiKlb, ADiK2a, ADIK2b, ADIK3, ADIiK4) tarif
edilmistir. Her ADIK alt birimleri, biiyiik bir ekstraseliiler loop ve kisa
intraseliiler N- ve C-termini gibi iki hidrofobik transmembran bolgeye (TMI1
veTM2) sahiptir. Sekil’de ADIK’lerin tipik yapist ve membran yerlesimi

gosterilmistir (42).

PNS CNS
ASIC1a ASIC1a
ASIC1b ASIC2a
ASIC2a ASIC2b
ASIC2b

ASIC3 b juz

S

Sekil 6. A. ADIK alt {initelerinin sematik gdsterimi B.ADIK kanalin trimerik

yapisi (42)
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ADIK’ler baskin bigimde sinir dokusunda ekspre olurlar. Cesitli
memelilerin beyinlerin ayni anda birden fazla yerde ekspresyonu olmasina ragmen
glia hiicrelerinde ekspresyonu goriilmez. ADIK’ler tiim duyu gangliyonlarinda
bulunur, otonom sinir sistemleri tarafindan farkli organlar1 diizenler. ENaC/DEG,
epitel ve sinir sisteminin her yerinde vardir. Memelilerde merkezi sinir sistemi ve
periferal sinir sistemi arasinda ADIK alt tiplerinin dagilimi vardir; ADIiKla,
ADIK2a ve ADIK2b periferal sinir sistemi ve merkezi sinir sistemi ekspresyonu
vardrr fakat ADIK1b ve ADIK3 duyusal ndronlarda ekspresyonu goriiliir. Insan
ve rat ADIK ’leri homologtur (4).

ADIK ’lerin elektrofizyolojik 6zellikleri heterolog sentezleme sistemleriyle
ve korteks, hipokampus, striatum, serebellum, retinal ganglion, omurilik gibi

farkli beyin bolgelerinin néronlarinda arastirilmistir (Sekil 7) (3) .

ASICla ASIC1b ASIC2a ASIC3
PH 6.0 rH 6.0 pPH 5.0 pH 4.0
————— ——————

e

g | - | e [ - |

ot | = = =

= — o —

=
3 sec 3 sec 3 sec 3 sec

Sekil 7. CHO hiicrelerinden eksprese olan ADIK 1a, 1b, 2a ve 3 kanallarin tipik
ADIK akimlar1 gdsterilmistir (3) .

3.3.1. Asit Duyarh Iyon Kanah 1

Asit duyarli iyon kanali 1 (ADIK1), insanda kromozom 12’°de lokalizedir.
12 ekzona sahiptir ve 574 amino asit kodlar. ACCN2, ADIK, BNaC2 gibi
alternatif adlarda kullanilir. Farede ise kromozom 15°te lokalizedir. 12 ekzona
sahiptir ve 526 amino asit kodlar. Accn2, ADIK, BNaC2, A1843610, ADIKIa,

B53000N02Rik gibi alternatif adlarda kullanilir.
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ADIK1 memeli merkezi sinir sisteminde en fazla bulunan ADIK alt
birimidir. Buna ek olarak hidrojen affinitesi en yiiksek olan ADIK’tir. ADIK1
geninin ADiKla ve ADIKI1b olmak iizere iki varyant1 vardir. ADiK1b insan
genomunda mevcuttur ancak insanlarda ADIKIb icin acik  kamit
bulunmamaktadir. ADIK 1b transkript varyantidir ve dorsal kok ganglionlarinda
baskin olarak eksprese olur. Duyusal trandiiksiyonda rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Tiim ADIK’ler arasinda kalsiyum gecirgenligi nedeniyle
homomerik ADIKla kanali dzellikle ilgingtir. Oysaki diger homomerik veya
heteromerik ADIK’ler kalsiyuma karsi biiyiik oranda gegirgen degildir. Ca*"
gecirgenliginden dolay1 néron dliimiinde rol oynar (41, 43). Sekilde ADIK la’nin
Ca’" gecirgenligi gosterilmistir.

o Na*fe Ca*tt o Nat

Sekil 8. ADIK 1a’nin Ca2+ gegirgenligi(43)

Aci duyusunu saglayan ADIKla, merkezi sinir sisteminde sinaptik
plastisitede, Ogrenme/hafiza, korku durumunda, retinal fizyolojide Onemlidir.
Aktivasyonu voltaj kapili kalsiyum kanallari, glutamat reseptorleri ve intraseliiler
kalsiyum ile olur. Homomerik ADIiKla kanallar1 yari-maksimal aktivasyon

(pH50) i¢in 6.2 ile 6.8 arasinda bir pH degerine sahiptir (44,45,46). Her ne kadar
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ndronlardaki tam ADIK konfigiirasyonu belirsiz olsa da, homomerik ADiK1a ve
heteromerik ADIK1a/2 kanallar1 beyin néronlarindaki baslica komponentlerdir
(47, 48, 49).

Kemirgenlerde ADIiKla’yt ADIK1b’den aywran ozellikler asagidaki
gibidir:
1. ADIKla ve ADIK1b proteinlerin yaklagik 2/3’niin amino asit dizileri ayn1
olmasina ragmen N-terminalinin (yaklasik 172 amino asit) 1/3’i dnemli farklilik
gosterir. Bu diziler; intraseliiler N-terminali, birinci transmembran alan1 (TM1) ve
dis bolgenin proksimal kismini igerir(50, 51).
2. ADIiKla merkezi sinir sisteminde ekspre olurken, ADIKI1b ekspresyonu
periferal duyu noronlariyla smirhdir.
3. Kemirgenlerde ADIKla kanallari 6nemli Ca2+ gecirgenligine sahipken
ADIK1b’de Ca2+ gegirgenligi yoktur. Son zamanlarda yapilan g¢aligmalarda
insanlarda ADIK1b kanallarinin Ca2+ gecirgenlige sahip oldugu gdsterilmistir
(52).
4. ADIK1b akim aktivasyonu igin esik degeri yaklasik 6.5 iken ADIKla’nin
7.0°dir. ADIK1b’nin pH50 degeri de ADIK1a’da 5.9 dur.
5. Psalmopoeus cambridgei Toxin 1 (PcTx1) ADIK1a igin spesifik bir inhibitor

iken ADIK1b’de aktivatordiir.

3.3.2. Asit Duyarh Iyon Kanah 2
Asit duyarli iyon kanali 2 (ADIK?2), insanda kromozom 17°de lokalizedir.
10 ekzona sahiptir ve 563 amino asit kodlar. ACCN,ACNNI, ADIK 2a, BNCI,

MDEG, hBNaCl, BNaCl gibi alternatif adlarda kullanilir. Farede ise kromozom
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11°de lokalize olup 10 ekzona sahiptir ve 563 amino asit kodlar. Accnl, ACIC2,
BNaCl1, BNCI, RP23-397J5.1, BNaCla, Mdeg gibi alternatif adlarda kullanilir.
Iki tane ADIK 2 baglant1 varyanti1 tanimlanmustir; ADIK 2a ve ADIK
2b’dir. ADIK2b subunitlerin pre-TM1 bdlgesindeki 9 amino asit iyon segiciligi ve
gecirgenliginin  diizenlenmesinde gorevlidir. ADIK2a subunitlerin pre-TM2
bolgesi pH duyarlilifi ve gecitleme i¢in gereklidir. Baglant1 varyantlar1 NH2-
terminal sekansinda farklilik gosterirken ekstraseliiler alan ve COOH terminal
bolgelerini ortak paylasirlar. ADIK2a ve ADIK2b beyin, eksi tat reseptdrleri ve
dorsal kok ganglionlar1 gibi benzer dokularda siklikla lokalize bulunurlar.
ADIK?2a, retina biitiinliigiiniin onarmmi, baroreseptér duyarlihigi ve kiiresel
iskemideki ndronlarm hayatta kalmasi igin gereklidir. Homomerik ADIiK2a
kanallar1 4.4’lik pH50’ye sahip protonlara nispeten duyarsizdir (53, 54, 55).
Ancak ADIK?2a alt birimleri ADIK1a ile birleserek beyinde heteromerik kanallar
olustururlar (47, 48, 49, 56). Homomerik ADIK2b alt birimleri kendi kendilerine
fonksiyonel kanallar olusturmazlar fakat heteromiiltimerik kanallar olusturmak
icin diger ADIK alt birimleriyle birlesebilirler (55, 57, 58). Ornegin ADIK2b
fonksiyonel kanallar olusturmak i¢in ADIiKla ile birleserek asidoz kaynakli
ndronal hasarlanmalara katkida bulunur. ADIK2b diger ADIK’lerle beraber

heteromerik kanallar1 diizenleyerek proton tutmaya katkida bulunur (57).

3.3.3. Asit Duyarh iyon Kanah 3
Asit duyarl iyon kanali 3 (ADIK3), insanda kromozom 7’de lokalizedir.
10 ekzona sahiptir ve 543 amino asit kodlar. ACCN3, DRADIK,

TNaC1,SLNACI gibi alternatif adlara sahiptir. Farede kromozom 5’te lokalize
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olup 11 ekzona sahiptir ve 530 amino asit kodlar. Accn3, DRADIK, TNaCl,
AW742291, SLNACI gibi alternatif adlarda kullanilir.

ADIK3’de ADIK1b gibi periferal duyu ndronlarmda eksprese olurlar (59,
60, 61, 62). ADIK3’iin pre-TM1 bdlgesindeki 9 amino asit iyon segicilii ve
gecirgenliginin diizenlenmesinde gorev almaktadir. ADIK3’{in hidrojen affinitesi
yiiksektir ancak bu periferik sinir sitemi ile smirlidir. Diger ADIK alt birimlerinin
aksine, homomerik ADIK3 kanallar1 gecici inaktif akim ile ekstraseliiler pH
diisiisiine cevap verebilir (59, 63). Gegici akimlar, protona son derece duyarhdir
(58). ADIK3 alt birimleri duyu néronlarmda homomerik ve heteromerik kanallar
olarak fonksiyon gosterir (62, 64, 65). ADIK3 alt birimleri deri temasi, agri
algilama, inflamasyon ve iskemi gibi fizyolojik ve/veya patolojik siirecler
esnasinda ekstraseliiler asidifikasyonu algilayabilir (66, 67, 68, 69, 70). Ornegin
ADIK3 kanallar1 kalp duyu noronlarinda eksprese olurlar ve miyokardiyal
iskemiye cevap verebilir. Ayrica deri duyu noronlar1 orta asidoz ile uyarildiginda
ADIK3 gibi akimlar gdstermektedir. Sonug olarak ADIK3 iskemi ve duyusal
noronlarda inflamatuar agri sirasinda orta asidozlu bir sensor olarak gorev

yapmaktadir (61).

3.3.4. Asit Duyarh Iyon Kanah 4

Asit duyarl1 iyon kanali 4 (ADIK4), insanda kromozom 2’de lokalizedir. 9
ekzona sahiptir ve 647 amino asit kodlar. ACCN4, BNaC4 gibi alternatif adlarda
kullanilir. Farede kromozom 1’de lokalize olan kanal 10 ekzona sahiptir ve 539
amino asit kodlar. Accn4, BNaC4 gibi alternatif adlarda kullanilir.

ADIK4 alt birimleri hipofiz bezinden eksprese olur.ADIK2b gibi

homomerik kanallarda fonksiyon gormezler (71). Ancak heterolojik ADIK4,
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ADIK1 ve ADIK3’iin down-regiilasyonuyla iliskilidir. ADIK4’iin fonksiyonu
bilinmemektedir ve yapilan son g¢alismalarda hidrojene duyarli olmadig1r 6ne
siirtilmiistiir.

3.3.5. Asit Duyarh Iyon Kanalarinin Farmakolojisi

ADIK farmakolojisi, voltaj-bagimli sodyum (NaV) kanallariyla
karsilastirildiginda nispeten zayiftir (72). ADIK inhibitdrleri, non-spesifik ve ayirt
edilemeyen molekiiller olarak spesifik natiirel peptit toksinleri hayvan
zehirlerinden izole edilir (73).

Ayrica ADIK’ler sicaklikla modiile edilirler. Diisiik sicakliklar,
duyarsizlasma oranin1 diisiirerek asitle aktiflestirilen kanallar1 gii¢clendirir.
Sicaklikla duyu noronlarindaki proton kapili akimlarin duyarsizlastirma oranini
yavaglatarak ya da hizlandwrarak modiilasyonu saglanir. Cesitli fizyolojik ve
patofizyolojik kosullarda duyusal uyarinin transdiiksiyonu diizenleyerek yaparlar
(74). ADIK protein kinaz C (PKC) tarafindan modiile edilir. ADIK3 channel
interacting protein (CIPP) ile etkilesir, kanal tarafindan iiretilen akim

yogunlugunu arttirir.

3.3.5.1. Noropeptitler

ADIK’ler omurgasizlardaki FMRF (Phe-Met-Arg-Phe) amid kapili Na+
kanallariyla (FaNaC) ayni kanal ailesine aittir ve bu kanallar arasindaki yapisal
benzerlikler FMRF amide ve yapisal olarak iliskili oldugu peptitlerin ADIK’lerin
agonistleri olabilecegi varsayimma sebep olmustur (55,74). FMRF amid,
noropeptit FF (NPFF, FLFQPQRF amid) ve noropeptit SF (NPSF, SLAAPQFR
amid) ADIK leri dogrudan aktiflestirmez, ancak rekombinant ADIK1a ve ADIK3

kanallarinin akimlarini gii¢lendirir (74, 75, 76) .
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FMRF amid ve iliskili peptitler dogrudan ADIK3 kanallar1 iizerine, pik
akimini artiran ve esas olarak inaktivasyon oranini diisiiren etki gostermektedir ki
bu da asidifikasyon esnasinda bariz devamli bir evreye neden olur (74, 75). FMRF
amid yanlizca omurgasizlarda bulunurken, NPFF ve NPSF c¢ogunlukla
memelilerin merkezi sinir sisteminde Ozellikle de omurilikte eksprese edilir.
NPFF ayn1 zamanda kiigiik ve orta boyutlu dorsal kok gangliyonu noronlarinda
tespit edilmistir (77). NPFF ve ADIK alt birimlerinin ekspresyon seviyeleri
inflamatuar durumlarda artmistir. ADIK3 aracili pozitif modiilasyon, NPFF
tarafindan yapilan depolarizasyonu siirdiiriir, bu nedenle de inflamatuar kosullar
altinda nosiseptor uyarila bilirligini diizenlemede 6nemli bir rol oynayabilir (78).

Kanal aktivitesini artirmak i¢in endojen opioid ndropeptit olan Dinorfin A
ve biiyiik dinorfinin ADIK1a’ya sabit durum duyarsizligini1 énleyerek dogrudan

baglandig1 gosterilmistir (79).

3.3.5.2. Hayvan Zehirinden Peptit Toksinler

Psalmopoeus cambridgei Toxin 1 (PcTx1) ve Anthopleura elegantissima
Toxin 2 (APETx2) sirasiyla oriimcek Psalmopoeus cambridgei (80) ve deniz
anemonu Anthopleura elegantissima zehirlerinden izole edilmistir. Bunlarin
ozellikle ADIK1a ve ADIK3 kanallarini inhibe edildigi goriilmiistiir (81). PcTx1,
40 amino asit iceren bir peptittir. Homomerik ADIK1a kanalin1 bloke eder (80).
Kemirgenlerde Intratekal (i.t) veya intraserebroventrikiiler (i.c.v) olarak enjekte
edildiginde kuvvetli agr1 kesici 6zelligi gosterir. APETx2, 42 amino asit igerir.
ADIK3 ve ADIK3 iceren heteromerik kanallar1 inhibe eder. Heteromerik
kanallarm alt birim (ADIK3, ADIK3/la, ADiK3/1b, ADIK3/2b) bilesimlerine

bagl olarak 2uM ve 63nM arasinda degisen bir afinitesi vardr (81). APETx2,
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periferik olarak uygulandiginda analjezik 6zelligine sahiptir (82). ADiK1a iizerine
PcTx1’in etki mekanizmasi iyi bir sekilde tanimlanmis olsa da, ADIK3 iizerine
APETx2’nin  baglama  bolgeleri ve inhibisyon mekanizmast heniiz

kanitlanmamustir.

3.3.5.3. Organik Bilesikler

Amilorid, potasyum koruyucu diiiretiktir ve ADIK lerin ilk blokeridir (54).
Ancak zayif ve sec¢ici olmayan bir ADIK inhibitdriidiir. Amilorid, ADIK lerde
ayrimc1 olmayan gozenek blokerleri gibi davranir (83, 84). Konsantrasyon araligi
mikromolardir (IC50, 5 ve 100 uM arasinda degisir). Amilorid tiirevleri benzamil
ve 5 - (N-Etil-N-izopropil) amilorid (EIPA), zayif-segici geri doniisiimlii ADIK
blokerleridir.

A-317567 bilesigi daha secici fakat ayirt edici olmayan, amilorid olmayan
dogal ve rekombinat ADIK inhibitdriidiir (IC50, 2 ve 30 uM arasinda
degiskendir). ADIK blokerleri, rat modellerinde operasyon sonrasi ve inflamatuar
agrilarda amiloridin olduk¢a giiclii analjezik etkisi vardir (85). A-317567
molekiiliiniin pargasi olan amidin ADIK3 akimmi inhibe edilmesinde 6nemlidir
(86). Son zamanlarda, 4-anti-protozoal diarylamidin (4 ',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), diminazene, hydroxystilbamidine (HSB) ve pentamidin) hipokampal
noronlarda (afinite aralig1 300 nM ve 38 uM olan) ADIK akimlarini inhibe ettigi
rapor edilmistir (76). Non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIDs), ADiK1a ve
ADIK3 kanallarinm aktivitesini inhibe eder. ADiK1a’y1 flurbiprofen ve ibuprofen
inhibe ederken, ADIK3 akimmi solosilik asit, aspirin ve diklofenak bloke eder

(87).
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3.3.5.4. iki ve U¢ Degerlikli Katyonlar

ADIK ler cesitli agir metal iyonlari (gadolinyum (Gd®"), kursun (Pb*"),
nikel (Ni*) , kadmiyum (Cd*"), bakir (Cu®")) ve iki degerlikli katyonlar (kalsiyum
(Ca®™), magnezyum (Mg”>" ) ve ¢inko (Zn*")) tarafindan inhibe edilir (88, 89, 90,
91, 92) . Hiicre disinda Ca®" seviyesinin artmasiyla tek kanalli ADIiKla ve
ADIiK2a’nm iletkenligi azalir (93). Zn*", ADIK iizerinde iki etkiye sahiptir;
mikromolar konsantrasyonda kuvvetlendirici etki nanomolar konsantrasyonda
inhibe edici 6zelligi vardir (91, 94). Diisiik afiniteli kuvvetlendirici etki ADIK2a
iceren kanallari, yiiksek afiniteli inhibitor etki homomerik ADIKla ve
heteromerik ADIK1a/2a kanallarini etkiler. Yiiksek konsantrasyonlu Zn*", ADiK3

akimuni inhibe eder (95). ADiK2a/3 heteromerik kanallar Gd** duyarhdirlar.
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3.3.6. Norodejeneratif Hastaliklarda Asit Duyarh Iyon Kanallar

3.3.6.1. ADiK1a Kanallar1 ve Multipl Skleroz

Multipl skleroz aksonal dejenerasyonla baglantili olan ndroinflamatuvar
bir hastaliktir. Inflamasyon ve demiyelinizasyon merkezi sinir sistemi
lezyonlarmin baslica 6zellikleridir. Inflamatuvar yaranin ndronal mitokondriyal
bozukluga, enerji yetmezligine ve iyon defisim mekanizmalarinin degisimine
neden olarak, aksiyonal dejenerasyona yol a¢tig1 dne siiriilmiistiir (96). Na™ ve
Ca®" iyonlarmnin agir1 birikimi aksonal dejenerasyonla baglantili oldugu i¢in (97);
Friese ve ark. Na® ve Ca’" iyonlarmin birikimine neden olan ADiKla
aktivasyonun merkezi sinir sistemi inflamatuvar lezyonlarinda bu siirecte katkida
bulunup bulunmadigmi arastrrmiglardr  (98).  Arastiricilar, otoimmun-
ensefalomiyelit (EAE) deney modellerinde, ADIK1 null farelerle wild-tip fareleri
karsilagtirdiklarinda; null farelerde aksonal dejenerasyonun oOnemli 6lgiide
azaldigimi gostermislerdir. Ayrica EAE farelerin omuriliklerinde yapilan pH
olciimleri; asidoz dokularm ADIiKla kanallarmi agmak icin yeterli oldugunu
gostermistir. In vitro da sinir eksplantlarmda ADIK1 genlerinin bozulmasmimn
koruyucu etkisi oldugu bulunmustur. ADIK blokeri olan amilorid, EAE ve sinir
eksplantlarinda esit derecede ndroprotektiftir. Bu yiizden ADIK1a ¢oklu skleroz

ile baglantili akson dejenerasyonu i¢in potansiyel bir hedef olabilir (99).

3.3.6.2. ADIK’ler ve Parkinson Hastalig
Parkinson hastaligt (PH), Substantia Nigra’daki (SNc) dopaminerjik
noronlarin kaybi ve motor bozukluklarla karakterizedir (100). Ancak noronal

yaralanma mekanizmas1 tamamen belli degildir. Daha once yapilan ¢aligmalarda,
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bu bolgedeki savunmasiz ndronlar ADIKla ekspre etmislerdir (101, 102). PH
iskemi gibi serebral laktik asidozla iligkilidir. Arias ve arkadaslari; 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile indiiklenen PH fare modelinde ADIK’in
blokaj etkisini test etmislerdir (103). Beklenildigi gibi amiloid SNc¢ noronlarini
MPTP ile indiiklenen dejenerasyondan korudugu bulunmustur. Bu bulgular

ADIK lerin PH’ da 6nemli bir potansiyeli oldugunu gdstermistir.

3.3.6.3. ADIK’ler ve Huntington Hastahg1

Huntington hastaligi (HH), &liimciil ndrodejeneratif bir hastaliktir. In vitro
ve in vivo HH modellerinde ve HH hastalarinin beyinlerinde enerji metabolizma
eksikligi ve asidoz gozlenmistir. HH patolojisinde ADIK potansiyel katilimi
incelemek amaciyla Wong ve ark, in vivo ve in vitroda amilorid tiirevi benzamilin
etkisini test etmislerdir (104). Benzamilin, uyarilabilir hiicre sisteminde
huntingtin-poliglutamin  (httpolyQ) agregasyonunu azalttigi  goriilmiistiir.
Benzamil ubikitin-proteazom sistemi (UPS) aktivitesini azalttig1 bagka deneylerle
de gosterilmistir. Boylece ADIK1a, HH ve diger polyQ ile iliskili bozukluklarla

savasmada alternatif bir yol olabilir.

3.3.6.4. ADIK’ler ve Alzheimer Hastahg1

Ogrenme/hafiza ve sinaptik plastisite ADIKla kanallarina bagli bir
calismada ADIiKla kanallarmin fonksiyonlar1 azaldiginda, AH’ye neden
olabilecegi One siiriilmiistiir (105). Bu calismada Maysami ve arkadaslar1 asit
aktiviteli farelerin kortikal ve CHA hiicrelerinde bulunan ADIKla’larin
nanomolar amiloid beta peptid konsantrasyonda inhibe edildigi agiga ¢ikarilmistir.

Buna ek olarak amiloid beta peptid miktarinin azalmasiyla kanallarin aktivasyonu
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yavaglamustir. ADIK1a kanallarin fonksiyonlarmnin azalmas1 AH’de 6grenme ve

hafiza eksikligine neden oldugu gozlenmistir.

3.3.6.5. ADIK’lerin ve Depresyon

Depresyon, genel popiilasyonda daha ¢ok geng bireylerde goriilen bir
rahatsizliktir ve bu hastaliga neden olan metabolik yollar hakkindaki bilgiler
yetersizdir. Coryell ve ark. depresyonla ilgili davramislarda ADIK fonksiyonun rol
oynadigmni bulmuslardir (106). Arastiricilar genetik olarak bozulmus ADIK1a’nin
farelerde zorunlu yilizme testi, kuyruk asma testi ve beklenmedik stres altinda
antidepresan benzeri etkiler ortaya g¢ikardigimi gostermislerdir. Hipokampusta
beyin tiirevli norotropik faktér (BDNF) azalarak stresi etkiler buda ADIK1a nin
bozulmasina ve inhibisyonuna neden olur. Bu nedenle ADiKla kanallarinin

antagonistleri, kisinin depresyonu atlatmasinda potansiyel bir etki gdsterebilir.

3.3.6.6. ADIK’ler ve Anksiyete Hastaliklar

Anksiyete hastaliklari, noropsikiyatrik hastaligin  zayiflamig halidir.
Anksiyete hastaliklar1 icin mevcut tedaviler benzodiazepinler ve selektif seratonin
inhibitorleri gibi farmakolojik ajanlar icerir. Bu ajanlar cogu hastada etkili
olurken, bircok yan etkiye de neden olabilir. Bu yiizden etkili ve daha tolere
edilmis ajanlarin gelistirilmesi gereklidir. Dwyer ve ark. ADIK1a inhibitdrlerinin
kemirgen modellerinde anksiyete parametrelerinde otonom ve davranissal etkiye
sahip oldugunu bulmuslardir (107). Stres kaynakli hipertemi modelinde, ADIK
inhibitorlerinden PcTx1, A-317567 ve amilorid stres kaynakli viicut sicakligmin
artisn1 engellemislerdir. Son ¢alismalarda da ADIK3’iin anksiyete benzeri

davranislarda etkili oldugu gosterilirmistir (108).
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Cahismanmin  amaci; Amiloid beta (1-42) intraserabroventrikiiler
enjeksiyonu ile olusturulan fare Alzheimer modelinde beyin dokularinda
ADIK lerin ekspresyonlarmin belirlenmesi, ADIK’lerin amiloid beta (1-42)
indiikledigi apoptotik siireglerdeki gdrevlerinin arastirilmasi ve bir ADIK blokeri
olan amiloridin AH’deki oOgrenme {izerine olas1 etkilerinin arastirilmasi

amaclanmastir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Cahsma Gruplarimin Tanim

Tez galismasinda kullanilan fareler Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edildi. Yetiskin 34-37 gram agirhiginda Balb C ki
toplam 38 adet disi fare kullanildi. Tiim hayvanlar standart 1s1k 12 saat aydinlik/
12 saat karanlik ve 25°C 1sida, yeteri kadar su ve yem verilerek standart plastik
kafeslerde ¢alismanin sonuna kadar bekletildi. Calisma gruplar1 ve hayvan sayilari
asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan hayvan sayis1 ve gruplar.

Calisma Gruplari Hayvan Sayisi(n)
1. Beta-amiloid grubu 10

2. Sham Grubu 10

3. Beta-amiloid +Amilorid Grubu 10

4 Kontrol Grubu 8

Toplam 38

4.1.1. Beta-amiloid Grubu

Alzheimer hastalifinin farelerde olusturulmasi i¢in stereotaksik aparat
yardimiyla intraserabroventrikiiler (i.s.v) olarak Amiloid beta 1-42 (400 nmol)
enjeksiyonu yapildi. 4514.04 gr/mol molekiil agirhigindaki AB (1-42)’ya 1.2 pl
Dimetilstilfat (DMSO) ve 161 pul %0.9 izotonik eklenerek coziildi. AP (1-42)
cozeltisi 37°C sicaklikta etiivde 5 giin inkiibe edilerek fibrile olmasi saglanarak
kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. Farelere anestezi olarak 0.1ml %2
Basilazin ve 0.4 ml Ketamin insiilin enjektoriine cekilerek her fareye 0.12 ml
olacak sekilde intramuskiiler (1.m) verildi. Anestezi uygulandiktan sonra farelerin
gozlerine % 0.9 izotonikten bir damla damlatildi. Fare stereotaksik aparata

yerlestirilerek Bregma noktasi belirlendi. Bregma noktasina gore stereotaksik alet
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ile [Aaterior Posterior (yatay); - 0.8 mm, Medial Lateral (iistten); +1.0 mm, Dorsal
ventral (derinlik); -3.0 mm] 30 sn igerisinde sag ventrikiile AP (1-42) (400 nmol/
3ul) enjekte edildi. Diflizyonu saglamak icin igne 1 dk gecikmeli olarak ¢ikarildi.
Dis ¢imentosu ve s1vi yapistirict karistirilarak farenin kafatasinda agilan kisimlar
kapatildi. Deri cerrahi dikis ipligiyle dikildi. I.s.v enjeksiyon yapildiktan sonra
farelere 5 giin boyunca giinde 1 defa i.m antibiyotik (0.17 ml anestezi /1ml

izotonik) uygulandi.

4.1.2. Sham Grubu
Beta-amiloid grubu ile ayni islemlere tabi tutuldu. Fakat AP (1-42) yerine

1.s.v olarak 3l izotonik uyguland.

4.1.3. Beta-amiloid + Amilorid Grubu
Intraserabroventrikiiler olarak AP(1-42) enjeksiyonundan sonra amilorid
7.glinden baglanarak 15 giin boyunca giinde 1 defa intraperitonel (i.p) olarak 5

mg/kg dozda verildi. Amilorid izotonikte ¢dziilerek hazirlandi.

4.1.4. Kontrol Grubu

Bu gruptaki farelere herhangi bir islem uygulanmadi. 6 giinliik 6grenme
testler1 yapildiktan sonra dekapite edildi. Kontrol grubu disinda kalan tiim
gruplara AB(1-42) enjeksiyonundan 15 giin sonra Morris’in su tanki olarak bilinen
ogrenme testi uygulandi. Calismamizda; beta-amiloid ve sham gruplarina Amiloid
beta (1-42) enjeksiyonu yapildiktan 21 giin sonra dekapite edildi. Beta-amiloid +
Amilorid grubu ise 28 giin sonra dekapite edildi.

Calisma igin; Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanligina

basvuru yapilarak, ilgili etik kurulun 31.12.2012 tarihli, 12/15 sayili ve 128 karar
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numarasiyla etik kurallara uygun olduguna dair izin alinmistir. Tez ¢caligmasi i¢in
maddi destek Firat Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Koordinasyon

birimince desteklenen TF.13.24 no’lu projeden saglanmistir.

4.2. Morris Yiizme Testi (Morris Water Maze)

Laboratuvar hayvanlarinda O68renme ve hafizanin arastirilmasinda
kullanilmak tzere, ilk defa 1980°li yillarda Richard Morris tarafindan
tanimlanmistir.  Giiniimiizde en sik kullanilan O6grenme testidir. Test

kemirgenlerde norokognitif bozukluklarm test edilmesinde kullanilmaktadir

(110).

b

Sekil 9. Morris ylizdiirme testi (109)

Ogrenme testleri AP (1-42)’in dgrenme iizerindeki olumsuz etkilerinin
ortaya konmasi i¢in yapild. Ogrenme testleri olarak; Morris water maze testi
(Morris’in su tanki testi) ve probe test uygulandi. Morris’in su tanki sirkiiler bir
tank olup 120 cm capinda galvanizli ve 50 cm yiiksekligindedir. Su tanki 25 cm
kadar su ile dolduruldu ve suyun 2 cm altina birakilan 10x10 cm lik platform

brrakildi. Suyun 1s1s1 2442°C’de sabit tutuldu. Tankin yerlestirildigi konum ve
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platform yeri deney siiresince sabit tutuldu. Deneklerin bulundugu yerin uzaysal
konumunu algilayabilmeleri icin gorsel bir isaret tank disina konuldu. Platform
sanal olarak 4 esit parcaya ayrilan tankin bir ¢eyreginin ortasina birakildi. Fare
diger 4 oranindaki alanlardan birine birakilarak yiizerek platformu bulmasi icin
60 sn zaman verildi.

Platformu bulunca 30 sn platform ilizerinde dinlenmesine izin verildi ve
sonra alinip ayr1 bir kafeste 30 sn bekletildi. Tekrar su tankina birakilarak ayni
islem her hayvan i¢in 4 kez tekrarlanip platformu bulma siireleri kaydedildi. 60 sn
icinde platformu bulamayan fare alinip platforma birakildi ve 30 sn platform
iizerinde kalmas1 saglandi. Her hayvan i¢in 5 giin siireyle ayn1 denemeler yapilip
deneklerin 6grenme yetenegi zaman olarak (sn) kaydedildi.

Bellegin pekistirilme islemini test etmek i¢cin 5 giinliik testten 24 saat sonra
probe testi yapildi. Bu testte platform tanktan alindi ve denekler yiizdiiriildii.
Denekler dogal olarak platformun 6nceden bulunduklari tankin dortte birlik
kismimnda daha c¢ok arama yaparlar. Bu siire bellegin pekistirilmesini Olger.
Deneklerin eski platformun bulundugu dortte birlik alanda yiizdiikleri siire
kaydedildi.

6 giin siiren 6grenme testinden sonra hayvanlar dekapite edildi. Western
Blot ve Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemleri icin
hipokampus, beyincik ve total beyin olarak ayrilarak hizli bir sekilde sivi azotta
donduruldu ve deney giiniine kadar -80°C’de saklandi. Immiinohistokimya ve
Tunel yontemleri i¢in her gruptan 2 adet hayvanin beyin dokusunun yarisi

almarak falkon tiipii icindeki %10 formaldehite birakildi.
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4.3. Kullanilan Aletler

-20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

-80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya

Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri flige Tube, Meksika
Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
ABD

Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GBO5-RNA 0.5mm Dia, RNase-
Free Glass Beads, ABD

Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825,Switzerland, Isvicre

PZR ve Qubit tiipleri (0.6ml): Neptune, Katalog: 3737.S.X,Biotix
Laboratory Media, Ingiltere

Plate Yapistirict: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive
Film, ABD

Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction
Plate With Barcode (0.1 mL), Singapur

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Biometra, Almanya

Qubit® 2.0 Fluormeter: Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya

Real Time- PZR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

Santrifiij: Sigma, Almanya

Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye
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4.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-Merkaptoethanol: C,;HsOS, Biotechnology Grade, AMRESCO, Katalog
No:36/37/39.15, Ohio

Amiloride hydrochloride hydrate: CcHgCIN;O.HCl.xH,0, Sigma, Katalog
No:101250776, Molekiil Agirli1:266.09,ABD

Amyloid B Protein Fragment 1-42: C,03H311N55060S, Sigma, Katalog
No:107761-42-2, Molekiil Agirlig1:4514.04, ABD

Antibiyotik: Genta® 40 mg, 1.E. Ulagay Ila¢ Sanayii Tiirk A.S, Istanbul,
Tirkiye.

Basilazin %2: baVet, Senden- Bosensel, Almanya

cDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse
Trancription Kits, Part No:437522 REVB, Foster City, CA

Dis Cimentosu: Adhesor® Carbofine Zinc polycarboxylate cement,
80G.PLV. 2054809, Jicin, Cek Cumhuriyeti

Ketalar: Pfizer, Istanbul, Tiirkiye

Qubit RNA Buffer: Invitrogen/Molecular Probes, ABD

Qubit RNA Reagent: Invitrogen/Molecular Probes, ABD

Qubit® RNA Kiti: Invitrogen/Molecular Probes, Qubit® RNA Assay Kit
For Use With The Qubit® 2.0 Fluorometer, ABD

RNA Kiti: Invitrogen, Ambion by life technologies™ , PureLink™ RNA
Mini Kit, Katalog No: 12183018A, ABD

TagMan® Gene Expression Master Mix: AB Applied Biosystems, Katalog

No0:4369016, ABD
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e Temizleme Soliisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent (500 mL),
Kanada
e Yapistirict: Adhesor® Carbofine Zinc polycarboxylate cement, 40G.LIQ

2025858, Jicin, Cek Cumhuriyeti

4.5. Kulllanilan Yontemler

4.5.1.Total RNA izolasyonu

Kullanilan Cozeltiler:

Lizis buffer: Kullanima hazir sekilde kitin i¢cinde bulunuyor.

Wash I: Kullanima hazir sekilde kitin i¢ginde bulunuyor.

Wash II: Kullanima hazir sekilde kitin i¢cinde bulunuyor.

%70’lik etanol

Deneyin Yapihsi: Hipokampiis dokularindan RNA izolasyonu ig¢in
PureLink™ RNA Mini Kiti kullanildi. Calisma prosediirii asagidaki gibidir:

Kit icerisindeki lizis buffer’den Iml ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pl falkon
tiiptine alinip karistirilarak Lizis tampon c¢ozeltisi elde edildi. Hipokampus
dokusu, doku ile esit miktarda homojenizatér boncugu ve hazirladigimiz
cozeltiden 600 ul alinarak kilitli eppendorf tiiplere birakildi. Homojenizatorde 3
dakika (dk) 8. hizda parcalama islemi yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda
sicakliginda santrifiij edildi. RNA iceren sivi fazin hepsi yeni bir ependorfa
alinarak iizerine 500 ul %70’lik etanol eklendi ve vortekslendi. Orneklerden 700
ul almarak kit icerisindeki kolonlara aktarildi ve 12.000xg’de 15 saniye(sn) oda
sicakliginda santriftij edildi. Kalan orneklerde kolonlara aktarilarak ayni sekilde

santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiiniin altinda biriken sivi bosaltildi.
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Yikama islemleri kitin icindeki Wash I ve Wash 1II ile yapildi. Orneklere 700 pl
Wash I eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi. Toplam tiipii degistirildi.
Orneklere 500 pl Wash II eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi ve bu islem
iki defa tekrarlandi. Tiipiin altindaki sivi bosaltilarak higbir sey eklenmeden
12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni ependorf tiiplere
birakild1 ve istiine 30 ul RNase icermeyen su eklenerek oda sicakligimda 1 dk
bekletildi ve 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Ependorf tiipiin
dibindeki sivi kisim bu asamadan sonra RNA icermektedir. RNA Ornekleri

kullanilincaya kadar -80°C’de saklandu.

4.5.2. Spektrofotometrik RNA Olciimii

RNA 6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi.

RNA miktar1 pg/ml olarak 6l¢iildii. cDNA sentezi i¢in RN A miktarlarinin
esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi. Komplementer
DNA sentezi (cDNA) i¢in her bir gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi ve
1.grup: kontrol, 2.grup: Beta-amiloid, 3.grup: amilorid+ Beta-amiloid ve 4.grup:

sham olmak iizere toplam dort RNA havuzu elde edildi.

4.5.3. Komplementer DNA Sentezi

Kullamlan Cozeltiler: High- Capacity cDNA Reverse Trancription Kiti:
Kit i¢inde 10XRT Buffer, 25XdNTP mix, 10XRT Random Primers,
MultiScribe™Reverse Transcriptase hazir halde bulunmaktadir.

Deneyin Yapihisi: cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA orneklerinden

10 pl kullanildi. cDNA sentezi toplam 20ul hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢in
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10ul RNA o6rnegi, 2 pl 10XRT random primer, 2 pl 10XRT buffer, 0.8 pl
25XdNTP mix, 4.2 ul niikleaz igermeyen su ve en son olarak 1l
MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi kullanildi. Ornekler termal ddngii
cthazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de oo
olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

Tablo 4. cDNA karigim miktari

Bilesik Hacim (ul) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karisimi (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H20 4.2

Reaksiyon toplami1 10.0

Tablo 5. cDNA sentezi i¢cin uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 00

4.5.4. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA
Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), ACCNI,ACCN2 ve ACCN3
genlerinin belirlenmesi i¢in asagidaki tabloda verilen primerler kullanildi. RT-
PZR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2°

AT etodu kullanilda,
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Tablo 6. RT-PZR’ da kullanilan primerler

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250ul

Primer Katalog Numarasi
Gapdh Mm99999915-91
Acenl MmO00475691-ml
Accen2 Mm01305997-ml
Accn3 Mm00805460-ml

Real Time-PZR 1ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PZR plate
hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 2ul kondu. Buz {izerinde her
bir 6rnek icin Sul TagMan Master Mix, 2.5 pl niikleaz icermeyen su ve 0.5 pl
primer hibridizasyon probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen
miktarlar1 ependorflara birakildi ve vortekslendi. Plate’deki cDNA o6rneklerinin
iizerine 8l hazirlanan karisimdan birakilarak plate’in lizeri optik yapistiric: filmle
kapatildi. Plate orneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok
edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 7. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(ul)X Ornek Sayisi
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz icermeyen H20 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR
sistemi ile Olcilildii. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak
kullanildi. Is1 kosullar1 50°C°de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 sikliis, 95°C’de

15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi.
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Tablo 8. Uygulanan RT-PZR programi

RT-PZR X 40 dongii

1. Adim 2.Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

4.5.5. Immiinohistokimya

Dekapitasyonun ardindan farelerin beyin dokular1 hizla cikarilip %10
formaldehitle tespit edilip, rutin histolojik takip serilerinden gecirildikten sonra
parafin bloklara gomiildii.

Boyama yontemi asagidaki Tablo 9°da ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 9. immiinohistokimyasal boyama yontemi

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol 11 10 dakika

3 Xylol 10 dakika

4 % 100 Alkol 10 dakika

5 % 96 Alkol 10 dakika

6 % 80 Alkol 10 dakika

7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin ALP (Alkalen fosfataz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red 5 dakika

21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ~ .eeereee
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Parafin bloklardan 5-6 mm kalinliginda kesilen kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 12
dakika kaynatildi. Zemin boyasmi engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB,
Lab Vision Corporation, ABD) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer
antikorlar (mouse monoclonal ADIK4 antibody, sc-377063, Santa Cruz
Biotechnology, ABD, Rabbit polyclonal Anti-ACCN1 antibody, ab77384,
Abcam, Cambridge, UK, Rabbit polyclonal Anti-ACCN2 antibody, ab87514,
Abcam, Cambridge, UK) ile 60 dakika inkiibe edildi. Dokular, primer antikor
uygulanmasindan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent
(anti-mouse/rabbit IgG), TP—125-BN, Lab Vision Corporation, ABD) ile 30
dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase (TS-060-AP, Lab
Vision Corporation, ABD) ile 30 dakika nemli ortamda oda isisinda inkiibe
edildikten sonra distile su icerisine alindi. Dokulara Fast Red Substrate System
(TA-125-AF, Lab Vision Corporation, ABD) solusyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintli sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular distile
sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-
125-UG, Lab Vision Corporation, ABD) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Olympus BX 50 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde boyanmanin

siddeti ve yaygmlig1 esas alindi. Immiin boyanmanin siddeti ve yayginligi 0’dan

+3’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 6).
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Tablo 10. Immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginin derecesi

Derece Anlamm
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

4.5.6. Tunel Yontemi

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesilen kesitler polilizinli lamlara

alindi. ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat

no: S7101, ABD) kullanilarak apoptoza giden hiicreler belirlendi. Boyama

yontemi agagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 7).
Tablo 11. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5  Kesitlerin gevreleri smirlayict kalem ile ¢izili L
6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ..
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Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris
Hematoksilen ile maviye boyanmis c¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer
boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yaygmligi esas
almdi. TUNEL boyamanin yaygmlig1 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-kantitatif
olarak skorland1 (Tablo 8).

Tablo 12. TUNEL boyama yaygmliginin derecesi

Derece Anlami
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

4.5.7. Western Blot Analizi ile Protein Miktarmin Olgiimii
Kullanilan Cozeltiler

Hipotonik Tampon:

e 2-[4-(2-Hidroksietil)-1-piperazin] etansiilfonik asit [HEPES (pH 7.8)] 10
mM

e Potasyum kloriir (KCI) 10mM

e Magnezyum kloriir (MgCL) 2mM

e Dithiothreitol (DTT) 1mM

e Etilendiamin-tetraasetik-asit (EDTA) 0.1mM

e Fenilmetilsiilfonil florid (PMSF) 0.1mM
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Tampon Cozeltisi:

v KCI 50mM

v Sodyum kloriir (NaCl) 300mM
v HEPES (pH 7.8) 50mM

v' EDTA 0.ImM
v DTT ImM

v PMSF 0.1lmM

v % 20 Gliserol

Beyin dokusu 1:10 (w/v)‘ luk soguk hipotonik tampon c¢o6zeltisinde
homojenize edildi. % 10’luk Nonidet P-40 (NP-40) cozeltisinden 90 ul doku
homojenatlarma ilave edilerek karisim 15.000 g'de 3 dakika santrifiij edildi. Daha
sonra silipernatanlar yeni tiiplere alindi. Pellet, %10°luk NP-40 50 pl ilaveli soguk
hipotonik tampon ¢ozeltisinin 500 pl'si ile bir kere yikandi. 200 pl tampon
cozeltisiyle siispanse edildi ve 15.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatant yeni tiiplere birakildi. Protein konsantrasyonu Lowry prosediiriine
uygun bir sekilde protein Ol¢iim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO, ABD)
Olciim yapildi. Sonra slipernatanlara, % 2’lik B-merkaptoetanol igeren sodyum
dodecyl siilfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforezi tamponu ilave edildi.
Elektroforez i¢cin SDS-PAGE jel i¢inde esit miktarlarda (55 pg) protein kullanildi.
Ardindan nitroselliiloz membranlara (Schleicher and Schuell Inc, Keene, NH,
ABD) aktarildi. Fosfat tampon tuzu (PBS) i¢inde nitroselliiloz membranlar 5
dakika siireyle 4 kez yikandi. Primer antikor uygulamasindan once % 1’lik sigir
serum alblimini igerisinde yarim saat bekletildi. Primer antikor (mouse

monoclonal ADIK4 antibody, sc-377063, Santa Cruz Biotechnology, ABD,
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Rabbit polyclonal Anti-ACCN1 antibody, ab77384, Abcam, Cambridge, UK,
Rabbit polyclonal Anti-ACCN2 antibody, ab87514, Abcam, Cambridge, UK) %
0.05 Tween-20 iceren ayni tampon i¢inde 1:1000 oraninda seyretildi.
Nitroselliiloz membran bir gece 4°C’de primer antikorlariyla inkiibe edildi. Daha
sonra blotlar yikandi1 ve sekonder antikorla [horseradish peroksidaz-conjugated
goat anti mouse IgG (Abcam, Cambridge, UK)] inkiibe edildi. Spesifik baglanma,
H,0, ve diaminobenzidin alt birimleri kullanilarak tespit edildi. Protein yiikleme
B-aktin antikoruna (A5316; Sigma) kars1 monoklonal mouse antikoru kullanilarak
kontrol iglemi yapildi. Protein diizeyleri goriintii analiz sistemiyle (Image J;

National Institute of Health, Bethesda, ABD) dansitometrik olarak analiz edildi.

4.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez ¢alismasinda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansli
(193.255.124.131) IBM SPSS 21.0 paket program kullanilarak yapilmistir.
Istatiksel degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
Gruplar arasindaki ekpresyon diizeyleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
Student’s t testi kullanilmistir. Uzaysal 6grenme verileri tekrarlayan ol¢timler
icin 1ki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi ve Tukey testi ile
Post Hoc analizi yapilmistir. Proteinlerin dansimetrik diizeylerindeki farklar ve

probe test Mann-Whitney U testi ile belirlenmistir.
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S. BULGULAR

5.1. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Sonuclari

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi sonuglarina goére kontrol
grubu ile diger gruplardaki ADIK1,2 ve 3 gen ekspresyonlar1 karsilastirildiginda

ekspresyondaki azalmanin istatistiki olarak anlamli diizeyde olmadigi belirlendi

(p>0.05) (Sekil 10).

14

12

mRNA Kat Artisi

Real-Time PCR

038

06

04

02 1

KONTROL

SHAM B-AMILOID AMILORID

BASIC1

BASIC2

BASIC3

Sekil 10. Kontrol, sham, beta amiloid, beta amiloid+amilorid gruplarmmda ADIKI,
ADIK2 ve ADIK3 iyon kanallarmin mRNA kat artis1 grafigi. Real time PZR
sonuclart ADIK1, 2 ve ADIK 3 acisindan gruplar arasmnda anlamli farklilik
olmadigin1 gosterdi. Her bir RT-PZR 3 tekrarli olarak calisildi. Sonuglar her bir
grupta 7-8 hayvan i¢in ortalama+ SD olarak ifade edildi. Genlerin ekspresyon
diizeyleri GAPDH’e gore normalize edildi. Hata barlar1 standart sapmalari

gostermektedir.
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5.2. Western Blot Sonuclar

Western Blot analizleri sonucunda ADIK1 ve ADIK2 agisindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gozlenmezken, ADiK4’iin kontrol ve sham
gruplariyla karsilastirildiginda beta amiloid ve beta amiloid+Amilorid gruplarinda

istatistiki olarak anlamli oranda arttig1 belirlendi.
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Kontrol Sham B-Amiloid B-Amiloid+Amilorid

Sekil 11. Kontrol, sham, beta amiloid, beta amiloid+amilorid gruplarmin beyin
homojen, zatlarindaki ADIKI1, ADIK2 ve ADIiK4 iyon kanallarmin protein
yogunlugu. Western blotlar ve dansitometrik analizler ADIK1 ve ADIK2
acisindan tiim gruplarda farklilik olmadig1 gosterildi ancak ADIK4’iin kontrol ve
sham gruplartyla karsilastirildiginda beta amiloid ve beta amiloid+amilorid
gruplarinda anlamli olarak arttig1 belirlendi. Tim siitunlara protein
homojenizatindan esit miktarda (55 pg) yiklendi. Tim proteinlerin bant
yogunluklar1 Lab Works programi kullanilarak dogrulandi. Sonuglar her bir grupta
8-10 hayvanimn ortalama+ SD olarak ifade edildi. Hata barlar1 standart sapmalar1
gostermektedir.
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5.3.Immiinohistokimya Sonuclar

ADIK1 ve ADIK2’nin noéronal ve glial hiicrelerin = dzellikle
sitoplazmalarin1 boyadigi gozlendi. ADIK4’{in immiinreaktivitesinin vaskiiler
aralikta (redarrow) ve noroglial hiicrelerin niikleuslarinda oldugu gozlendi.
Western blot sonuglariyla uyumlu olacak sekilde ADiK4’{in boyanmasmin siddet
ve yaygmligiin kontrol ve sham gruplariyla karsilastirildiginda beta amiloid ve

beta amiloid+Amilorid gruplarinda arttig1 belirlendi.
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Sekil 12. immiinohistokimyasal boyama sonuglar1

Immiinohistokimyasal boyamalar sonucu ADIK4 immiinreaktivitesi
kontrol ve sham grubunda ADIK4 immiinreaktivitesi vaskiiler aralikta +1
siddetinde ve yayginliginda gdzlenmekle beraber (redarrow) nérogliyal hiicrelerin
niikleuslarinda da (blackarrow) +1 siddetinde izlendi (sekil 12: 3a ve 3b). Kontrol
ve sham gruplar1 ile karsilastirildiginda beta amiloid ve beta amiloid +amilorid

grubunda grubun da ADIK4 immiinreaktivitesinde vaskiiler aralikta (redarrow) ve
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noroglial hiicrelerin niikleuslarinda (blackarrow) belirgin bir artis vardr ve +2
siddetinde degerlendirildi (sekil 12: 3c ve 3d).

ADIK2 immiinreaktivitesi kontrol ve sham gruplarinda ndronal
periniikleer lokalizasyonda (redarrow) +1 siddetinde ve yayginliginda gozlendi
(sekil 12: 3e ve 3f). Kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda ise ADIK2
immiinreaktivitesinde beta amiloid ve beta amiloid +Amilorid grubunda ndronal
periniikleer lokalizasyonda (redarrow) belirgin bir degisim gézlenmedi ve +1
siddetinde ve yayginlhiginda degerlendirildi (sekil 12: 3g ve 3h).

ADIK 1 immiinreaktivitesi kontrol ve sham grubunda ndronalperiniikleer
lokalizasyonda (redarrow) +1 siddetinde (sekil 12: 3i ve 3j). Kontrol ve sham
gruplar1 ile Kkarsilastirildiginda ADIKI immiinreaktivitesinde beta amiloid
grubunda noronalperiniikleer lokalizasyonda (redarrow) belirgin bir degisim

gozlenmedi ve +1 siddetinde ve yayginlhiginda degerlendirildi (sekil 12: 3k ve 31).

5.4. Tunel Sonuclarn

Tunel deneylerinde kontrol ve sham gruplariyla karsilastirildiginda beta
amiloid ve beta amiloid+Amilorid gruplarinda apoptotik hiicrelerin sayismnin
arttigt  belirlendi. Beta amiloid ve beta amiloid+Amilorid gruplari
karsilastirildiginda ise beta amiloid+Amilorid grubunda apoptotik hiicre sayisinin

sadece beta amiloid verilen gruba gore azaldigi belirlendi.
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Sekil 13. Kontrol, sham, beta amiloid, beta amiloid+amilorid gruplarmin beyin
kesitlerinde yapilan TUNEL boyama. Kontrol grubunda apoptotik hiicrelerin
yayillimi +1 (4a), sham grubundaki yayilim +1 (4b), beta amiloid grubundaki
yayilim +3 (4c) ve beta amiloid+amilorid grubundaki apaptotik hiicrelerin
yayilim1 +2 (4d) olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak meme dokular1 (4e)
kullanild1. Negatif kontrol (4f). Skala bar: 50pm.

5.5. Ogrenme Deneyi Sonugclar

Bu deneyin sonuglar1 platform varliginda ardisik dort giinlin sonuglari ve
platform olmaksizin yapilan besinci giiniin sonuglar1 seklinde ortalama + standart
sapma olarak sunulmustur.

1.Giin: kontrol grubunda tiim yonlerin birinci giin ortalamasi 44,03+15,54,
sham grubunun 43,47£13,74, beta amiloid grubunun 43,10£15,87 ve beta
amiloid+Amilorid grubununda 50,50+10,7 dir.

2.Gln: kontrol grubunda tiim yOnlerin ikinci giin ortalamasi 39,81+13,18,
sham grubunun 46,82+13,30, beta amiloid grubunun 43,03+12,42 ve beta

amiloid+Amilorid grubununda 38,84+13,56 d1r.
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3.giin: kontrol grubunda tiim y6nlerin tigiincii giin ortalamas1 34,37+17,80,
sham grubunun 35,80+9,42, beta amiloid grubunun 37,55+ 14,15 ve beta
amiloid+Amilorid grubununda 38,81+£14,12 dir.

4.giin:  kontrol grubunda tiim yoOnlerin dordiincii giin ortalamasi
30,15+9,01, sham grubunun 30,97+6,20, beta amiloid grubunun 43,26+11,23 ve
beta amiloid+Amilorid grubununda 41,96+ 15,03 tiir.

5.gtin: kontrol grubunda tiim yonlerin besinci giin ortalamasi 26,91+10,97,
sham grubunun 27,36+7,41 beta amiloid grubunun 51,95+6,29 ve beta
amiloid+Amilorid grubununda 47,09+5,88 dir (sekil 14).
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60 -
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40 - ——Kontrol
-=Sham
30 - p-Amiloid

——pB-Amiloid+Amilorid
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10 -

Kagam Ppatformunu bulma siiresi (sn)
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l.gln 2.gun 3.gun 4glin 5.gln

Sekil 14. Gruplarin Morris su tanki performanslari. Baslama noktasindan
goriinmez platformu bulana kadar gecen siirenin (platformu bulma siiresi) giinliikk
degisimi. -4. giin kontrol, sham gruplariyla p—amiloid grup karsilastirmasz. * 5 giin
kontrol, sham gruplariyla B-amiloid ve B-amiloid+Amilorid grup karsilastirmasi.
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20 #
H Probe test

18 4
16 +
14 4

12 +

10 4

Hedef kadranda kalma siiresi (%)

Kontrol Sham B-Amiloid B-Amiloid+Amilorid

Sekil 15. Probe test; MWM 60 saniyelik siire boyunca hedef kadranda harcadigi
zaman orant. =Kontrol ve sham gruplariyla B—amiloid grup karsilastirmasi.
*Kontrol ve sham gruplariyla p-amiloid+Amilorid grup karsilastirmasi.

Morris ylizme testi 6grenme deneyinde kontrol grubuyla sham grubu
kargilagtirildiginda tiim giinlerde p>0,05 oldugundan farklhilik bulunmadi.
Hatirlama deneyi olan 6. giin deneyinde (probe trial) p> 0,05 oldugundan anlamli
kabul edilmedi.

Kontrol grubuyla B-amiloid grubu karsilastirildiginda birinci, ikinci ve
ticlincii giinlerde platformu bulma siireleri agisinda p> 0,05 oldugundan farklilik
bulunmadi, fakat dordiincii ve besinci giinlerde platformu bulma siireleri agisinda
farklilik bulundu.( 4.giinde p=0,011 ve 5.gilinde de p=0,000 )

Kontrol grubuyla B-amiloid+Amilorid grubu karsilastirildiginda birinci,
ikinci, tliclincli ve dordiincii gilinlerde platformu bulma siireleri agisinda p>0,05
oldugundan farklilik bulunmadi, fakat besinci giinde platformu bulma siireleri
acisinda farklilik bulundu ( 5.giinde p=0,000) Hatirlama deneyi olan 6. giin

deneyinde (probe trial) p< 0,05 oldugundan anlamli kabul edildi.
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Sham grubuyla B-amiloid+Amilorid grubu karsilastirildiginda birinci,
ikinci ve tiglincii giinlerde platformu bulma siireleri agisinda p> 0,05 oldugundan
farklilik bulunmadi, fakat dordiincii ve besinci giinlerde platformu bulma siireleri
acisinda farklilik bulundu.( 4.giinde p=0,05 ve 5.glinde de p=0,000 ) Hatirlama
deneyi olan 6. giin deneyinde (probe trial) p<0,05 oldugundan anlamli kabul
edildi.

B-amiloid grubuyla B-amiloid+ Amilorid grubu karsilastirildiginda tiim
giinlerde p>0,05 oldugundan farklilik bulunmadi. Hatirlama deneyi olan 6. giin
deneyinde (probe trial) p> 0,05 oldugundan anlamli kabul edilmedi.

Sham grubuyla B-amiloid grubu karsilastirildiginda birinci, ikinci ve
ticlincli giinlerde platformu bulma stireleri acisinda p> 0,05 oldugundan farklilik
bulunmadi fakat dordiincii ve besinci giinlerde platformu bulma siireleri acgisinda
farklilik bulundu.( 4.giinde p=0,005 ve 5.giinde de p=0,000 ) Hatirlama deneyi
olan 6.giin deneyinde (probe trial) p<0,05 oldugundan anlamli kabul edildi.

Sonug olarak kontrol ve deney grubu farelerin platformu bulma siireleri ve
platformlu yar1 alanda gecirdikleri siirelerin toplam siirenin yilizdesi cinsinden
degerleri i¢in gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada anlamli fark bulundu.

Ancak amiloridin yer bulma 6grenmesini etkilemedigi bulunmustur.
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6. TARTISMA

Bu c¢aligmada deney hayvanlarinda Beta-amiloid (1-42) enjeksiyonu ile
indiiklenmis Alzheimer modelinde bozulmus kognitif fonksiyonlar iizerine ADIK
gen ekspresyonlarmin ve bir ADIK blokeri olan amiloridin olas1 etkisi
aragtirilmustir.  Ozellikle sodyum iyon kanallarmin AH etyopatogenezindeki
roliiniin ortaya konmasi i¢in yaptigimiz ¢aliysmamizda 2 adet ana bulgu elde
edilmistir. Ilk olarak degerlendirdigimiz sodyum kanallarindan ADIK 1,2 ve 3
acisindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik bulunmamasina
ragmen ADIK 4’iin kontrol ile karsilastirildiginda Beta amiloid grubunda anlaml
olarak arttig1 belirlendi. Ikinci olarak Tunel deneyinde ADIK blokeri olarak
amilorid verilen grupta beta amiloid grubuna gére apoptotik hiicre sayisinin daha
fazla oldugu tespit edilmistir.

Senil demanslari ¢ogunlugundan sorumlu olan AH yavas ilerler ve beyin
noronlarmi etkiler. Su ana kadar hastaligin ilerlemesiyle iligkili beyinde birikim
gosteren ve fonksiyon bozukluklarma neden olan iki ana protein tanimlanmastir.
Birincisi, asir1 norotoksisiteye neden olan ve senil plaklarin biiytik bir boliimiint
olusturan beta amiloid (AB) 40-42 peptitlerdir. Bu peptitler amiloid 6ncii proteinin
B ve y sekretazlar tarafindan kesilmesiyle olusurlar (111). Ikincisi ise tau proteini
olup Tau’nun hiperfosforilasyonuyla proteoliz dire¢li norofibril yumaklar olusur.
AB40, AP42 ve NFT noronlar igin toksiktir ve hiicre 6liimiinti kolaylastirir (112).
AH patogenezinde AB40, AB42 ve NFT nin iliskisi tam olarak anlasilamamstir.
Ancak néronlarm sitoplazmalarindaki Ca*” miktarindaki artism AB42 birikimiyle

iligkili oldugu goriilmiistiir. Son zamanlarda AP oligomerlerinin néron plazma
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membraninda Ca2" gecirgen kanallar olarak rol oynadig1 ve bu nedenle hiicre
icindeki Ca2" konsantrasyonunu dogrudan etkiledigi belirlenmistir (113).
Alzhemier hastaliginda bu bilinen ana mekanizmalarin disinda kalsiyum
iyon kanallary, voltaj kapili sodyum kanallar1 ve potasyum kanallarinin da
hastaligin etyopatogenezi ile iligkili olabilecegi belirtilmektedir (114, 115, 116).
AH etyopatogenezinde sodyum ve sodyuma gec¢irgen iyon kanallarinin
rolleri tartisilmadan 6nce genel olarak potasyum ve kalsiyum iyonlarmin ve bu
iyonlara gecirgen bazi iyon kanallarinin AH etyopatogenezindeki rollerinin genel
olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. AH’mnin periferik dokularinda ve
noronlarinda potasyum kanal anomalilerinin oldugu rapor edilmistir. Hiicre
uyarilabilirliginde 6nemli bir belirleyici olan potasyum kanallari noronlar, glia ve
lenfositler gibi cesitli hiicrelerde hiicresel aktiviteyi diizenlerler. Memelilerde
potasyum kanal aktivitesini etkileyen in vivo mutasyonlarin hafiza ve 6grenmeyle
iliskili olarak biligsel siireci diizenledigi bildirilmistir. In vivo AH modellerinde
AB1-40 tarafindan Kv4.2 ve Kv 4.3 ve AB1-42 tarafindan Kv3.4 potasyum iyon
kanal ekpresyonunda artis oldugu belirlenmistir (117, 118, 119, 120, 121).
Kalsiyum kanallar1 ve hiicre 1i¢i kalsiyum sinyalizasyonundaki
degisikliklerin AH etyopatogenezinde Onemli roller oynadigi bilinmektedir.
Noéronlar, hiicre igi Ca®~ konsantrasyonlarda ki herhangi bir degisiklige karsi
oldukca hassastir. Yetersiz hiicre ici Ca’" miktar1 néronlarm anormal
fonksiyonlarma yol agarken, fazlasi da hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu
nedenle Ca®* miktarindaki kiigiik dalgalanmalar noronlarn uzun yasamlar
iizerinde ¢ok zararl etkiler ortaya cikarabilmektedir. Sinir sisteminin en 6nemli

ikinci habercisi olan Ca®" kaynakli sinyal iletimi ¢ogalma, salgilama, gen
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ekspresyonu, ATP iiretimi ve hafiza olusumu gibi ndronal fonksiyonlar1
diizenleyerek hiicre 6liimii ve yasami arasindaki dengenin siirdiiriilmesini saglar.
Noronal Ca*" girisi farkli Ca*" gegirgen kanallar tarafindan saglanir. Bu kanallara
6rnek olarak plazma membranmindaki voltaj kapili Ca®" kanallari, N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorleri, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropiyonik asit (AMAA) reseptorii, nikotinik reseptorii ve depo
kontrollii Ca®" kanallar1 verilebilir. Bu kanallarm ayn1 zamanda AH
etyopatogenezinde de baz1 fonksiyonlara sahip olduklar1 gosterilmistir (113).

Alzheimer hayvan modellerinde endoplazmik retikulumdan serbest
birakilan Ca*" iyonlarindaki artisin hafiza kaybma neden oldugu ve AH bagh
hiicresel patolojilerin olusumunu kolaylastirdigi gosterilmistir. Noronlarda L tipi
voltaj duyarli Ca®" kanallari artis;, yash siganlarda hafiza bozukluguna ve
hipokampal plastisite degisikligine sebep olmaktadir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda ise AH patogenezinde depo kontrollii Ca*” kanallarmmn da énemli
olabilecegi goriilmiistiir (122, 123) .

Alzheimer hastalarin etyopatogenezinde onemli rolii oldugu belirlenen
diger bir grup iyon kanali ise sodyuma geg¢irgen iyon kanallaridir. Sodyum
iyonunun AH’deki rolii ile ilgili olarak elde edilen en 6nemli bulgu AH
hastalarinin beyin néronlarindaki hiicre i¢i sodyum miktarlarinda artiglarin tespit
edilmesidir. Victor ve ark Alzheimer’li hastalar ve saglikli kontrol gruplarmin
belirli beyin bolgelerindeki sodyum ve potasyum iyon miktarlarmi
karsilastirdiklarinda Na"’nin frontal (%25) ve parietal kortekste (%20), K’nin
serebeller de (%15) istatistiksel olarak onemli derecede arttigmi bulmuslardi

(124). Mellon ve ark Alzheimer hastalarinin beyinlerinde yapilan manyetik
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rezonans sodyum goriintiilleme ¢alismalar1 sonucunda, Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde hiicre i¢i sodyumun kontrolle karsilastirildiginda %10 daha fazla
oldugunu belirlemislerdir (125). Hiicre i¢ci sodyum miktarindaki artisin temel
nedeninin hiicre i¢i sodyumun hiicre digina ve potasyumun hiicre i¢ine girmesini
saglayan Na'/K'-ATPaz enziminin bozulmasi sonucu hiicre igine fazla Na™ girisi
olabilecegini ileri stirmiislerdir. Bu bulguyu destekleyecek sekilde Dickey ve ark.
Alzheimer’m bir modeli olan APP+Presenilin 1 transgenik farelerin
hipokampuslarinda Na'/K"-ATPaz aktivitesinin ve protein seviyesinin diistiigiinii
bulmuslardir (126). Benzer sekilde Amiloid beta-protein fragment 25-35 (AP 22-
35)’in intraserebroventrikiiler enjeksiyonunu takiben 12 giin sonra yapilan
mikroarray ~ analizleri  sonucunda  ozellikle Na'/K'-ATPase  geninin
ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir (127).

Alzheimer hastalarindaki hiicre i¢in sodyum artisindaki nedenlerden
birinin de hiicre i¢ine sodyum girisini saglayan iyon kanal ekpresyonlarindaki
artiglar veya aktivitelerindeki degisimler olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu gortisi
destekleyen en 6nemli bulgu beta sekretaz olarak bilinen BACE1 (B-site APP
cleaving enzyme 1) in kortikal bolgelerde voltaj kapili sodyum kanallarinin B2 alt
iinitesinin (NavP2) kesimidir (128). Membran bagl bir aspartik proteaz olan
BACEI1 beyinde olduk¢a fazla miktarda eksprese olmaktadir. Ayni zamanda
AH’de amiloid peptitlerin olugmasi i¢cin amiloid Oncii proteinleri kesen hiz
kisitlayict enzim olarakta gorev yapmaktadir. BACE1 diizeyleri AH hastalarinda
ve APP farelerde artmistir. Artmis BACEI diizeyleri ve aktivitesi AH hastalarinda
NavB2 kesimi ile beraberlik gostermektedir (128). BACE1 null farelerin

noronlarmin elektro fizyolojik 6zellikleri degigmistir ve bu fareler spontan ataklar
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gecirirler. Bu farelerde sodyum kanallarindaki eksikliklerden dolay1 voltaj bagimli
sodyum akim inaktivasyonunda pozitif bir kayma gosterirler. Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde artmis BACE]1 diizeyleriyle paralel olarak Nav 1.1 a alt
birimin ve Nav B2 C terminal faragmentininde arttig1 belirlenmistir (129). Bu
bulgular Alzheimer hastalarinda degismis sodyum iyon diizenlenmesinin
oldugunun ve siirece en Onemli katkinin BACEl ve Nav 1.1 o tarafindan
yapildigini gostermesine ragmen diger sodyum iyon kanallarinin bu yolak disinda
asidoz ya da pH degisimleriyle katkida bulunup bulunamayacagi bilinmemektedir.
Calismamizda degerlendirilen ADIK iyon kanalar1 6zellikle pH duyarli olarak
aktive olan sodyum kanalar1 olup Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki pH
degisimleriyle aktive olabilecekleri diistiniilmektedir.

Alzheimer hastalarin etyopatogenezinde rol alabilecegi ileri siiriilen
sodyum kanallar1 igerisinde ADIK’ler en dnemli adaylardandir. ADIK lerin gesitli
norolojik hastaliklardaki rolleri halen tam olarak bilinmemektedir ve bu alandaki
calismalar hizli bir sekilde devam etmektedir. Dort farkli alt birimi olan
ADIK’lerin cesitli norolojik hastaliklarla iliskili olduklar1 gosterilmistir.
Sinapslarda lokalize olan ADIK 1a kanalinin sinaptik plastisitede dgrenme ve
hafiza katkida bulundugu belirlenmistir. Ozellikle ADIK1a kanallarmin multipl
skleroz, huntington epilepsi ve depresyon gibi norolojik hastaliklarda kritik roller
oynadig1 gosterilmistir. Bu nedenle bu kanallarin aktivasyonlarinin kontroliiniin
asidoz iligskili merkezi sinir sistemi bozukluklarinda bir tedavi yaklagimi
olabilecegi diisliniilmektedir (45).

Asidoz, serebral iskemi reperflizyon hasar1 sonrasinda beyin hasari

ozelligidir. Asit baz dengesinin viicut sivisinda fazla asit dogrultusunda bozulmasi
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sonucu olusan patolojik bir durumdur. Asidozun iki tipi vardir; metabolik asidoz
ve solunumsal asidoz. Solunumsal asidoz, hipoventilasyona bagl olarak kandaki
karbondioksitin artmasi sonucudur. Hidrojen iyon Kkonsantrasyonu artar.
Metabolik asidoz, bobrekler yoluyla atilmasi gereken asit iyonlarmin birikmesi ve
asir1  bikarbonat iyonun kaybedilmesi durumudur (130). Metabolik asidoz
genellikle norodejeneratif hastaliklarda ortaya ¢ikar. Rat hipokampal noron hiicre
kiiltlirlerinde, amiloid betanin hiicre ekspresyon seviyelerinin asidozla arttigi
rapor edilmistir (131). Alzheimer hastaliginin bir kemirgen modelinde, asidozun
amiloid beta birikiminde katkida bulundugunu gorilmistiir (132, 133). Bu
calismalar asidozun, amiloid beta ve plak birikiminin bozulmasina sebep olarak
Alzheimer hastalarinda noéronal fonksiyon bozukluguna yol acabilecegini
gostermektedir (134). Doku inflamasyonu, iskemik yaralanma, travmatik beyin
hasar1 ve epileptik nobetler gibi patolojik sartlar ve artan anaerobik glikoz
metabolizmasi nedeniyle biriken laktik asit ve ATP hidrolizinden aciga ¢ikan
protonlar doku pH’smmin azalmasiyla sonug¢lanan asidoz durumunu meydana
getirir. Asidoz, periferal duyu ve merkezi néronlarda yogun olarak eksprese olan
asit duyarli iyon kanallarin1 aktive edebilir. Asidoz aracili noronal yaralanmada
ADIKla aktivasyonu énemli bir rol oynar. ADIKla gibi ADIK2’ ninde, asidoz
kaynakli néron 6liimiinde de rol oynadig1 gosterilmistir (57,79, 135).

Asidoz aym zamanda bu fonksiyonuna ek olarak AH’de ADIK’lerin
aktivitesini degistirerek katkida bulunabilir. Bu kanallarin ortak ozelligi pH
degisimlerine duyarli olmalaridir. Stabil pH normal hiicresel fonksiyonlar igin
kritiktir. Fizyolojik durumlarda hiicre dis1 pH = 7.3 ve hiicre i¢i pH = 7.0’ dir

(136). Bu stabil pH degerleri g¢esitli H' transport mekanizmalariyla
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korunmaktadir. Doku inflamasyonu beyin iskemisi, ndrotravma ve epileptik nobet
gibi patolojik durumlar artmig anaerobik glikoz metabolizmasindan dolay1 laktik
asidin birikimine ve ATP hidrolizi sonucu H' salinimi doku pH’sinda belirgin
azalmaya neden olur. Bu durum asidoz olarak bilinmektedir. Ciddi iskemik
hasarlarda beyindeki pH’smin 6.0’1n altma diistiigii gosterilmistir (137). pH’daki
degisimler ndronlarin fizyolojisi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir ve patolojik
durumlarda noronal hasarm gidisatin1 etkiler. Orta derecedeki asidozun
NMDA’da kanallarinin proton inhibisyonuna neden olarak noéronlarin uyarici
hasarin azalttig1 rapor edilmistir. Diger taraftan ciddi asidoz ndronal hasari
indiiklemektedir. Bu pH degisimleri tarafindan aktive edilen ADIK lerin ndrolojik
hastaliklar i¢in yeni farmakolojik hedefler olabilecekleri Ongoriilmektedir.
Merkezi sinir sistemi hastaliklariyla iligkili olan patolojik asidozun iskemide pH =
6.5-6.0, ataklarda pH = 6.8, AH’daki pH = 6.6 deger araliklarinda ADiKla
kanallarin1 aktive edebilecegi gosterilmistir (138, 139). Calismamizda sodyum ve
kalsiyuma gegirgen olan ADIK1a kanallarmm ekspresyonlarmda gruplar arasinda
farkliliklar bulunmamasina ragmen bu durum kanalin aktivitesindeki artigin ya da
azalmanin gostergesi olmadigi agiktir. Bu kanalin Alzheimer hastalarinin
beyinlerindeki pH degisimleriyle aktive olarak hiicre i¢i sodyum iyonlarinin
artisina katkida bulunduklar1 muhtemeldir. Ozellikle bu kanalarmn fare Alzheimer
modellerinde Patch Clamp calismalariyla arastirilarak pH degisimleriyle veya
amiloid peptid gibi AH’de birikim gdsteren proteinlerle aktivitelerinin degisip
degismediginin gosterilmesi gerekmektedir. Calismamizda elde ettigimiz diger bir
bulgu olan sadece sodyuma gegirgen ADIK2 ve ADIK3 kanallarinin

ekspresyonlarinda degisim tespit edilmemistir. ADIK2 iyon kanali pH = 5.0 da
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aktive olurken ADIK3 iyon kanali pH = 4.0 da aktive olmaktadir (45). Her iki
kanalinda AH’lilarin beyinlerindeki pH = 6.6 degerlerinde aktive olmalar1
miimkiin goriinmektedir. Bu bulgu her iki kanalinda Alzheimer hastalarin
etyopatogenezinde Onemli roller iistlenmeyebilecegini gostermektedir. Ancak
Maysami ve ark. farelerde AP1-42 (100nM) uygulamasmin ADIK’lerin
aktivasyonunu yavaglattigin1 ve genligini inhibe ettigini gérmiislerdir. Bu bulgu
ekspresyon ve pH degisimlerinden bagimsiz olarak ADIK’lerin AH beyinlerinde
birikim gosteren cesitli peptidlerce aktive edilebilecegini gostermektedir (105).

ADIK4 DEG/ENaC iyon akanla ailesinin bir iiyesi olup diger ADIK’ler
gibi hiicre dis1 pH’daki diismelerle aktive olmaz. Bu 06zelligiyle diger
ADIK ’lerden ayrilmaktadir. Son zamanlarda yapilan ve ADIK4’{in hiicre igindeki
lokalizasyonunu  belirlemeye yonelik bir ¢alismada ADIK4’iin plazma
membranindan ziyade hiicre i¢i organeller de ozellikle endozomal lizozomal
yolaklarda bir rolii olabilecegini ileri siirmektedir (140). ADIK4’{in diger
ADIK’lerin plazma membranindaki fonksiyonel lokalizasyonunu azalttig
belirlenmistir  (141). Calismamizda tespit etmis oldugumuz ADIK4’iin
miktarindaki artisin beta amiloid grubunda diger ADIK lerin miktarlarindaki artis1
azaltarak normale edebilecegi ve bu sekilde beta amiloidin neden oldugu néronal
oliime kars1 koruyucu bir fonksiyon gdsterebilecegi diistiniilmektedir.

Amilorid epitelyal sodyum kanalinin seg¢ici olmayan antagonistidir.
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan potasyum koruyucu diiiretiktir. iskemik felg,
beyin travmasi ve epilepsi tedavisinde norolojik korunmada farmakolojik hedefler
olarak kabul edilir. Amilorid ve analoglar1 voltaj kapili kalsiyum kanali, GABA

reseptdrleri, mechanosensitive kanallar1 etkiler. Amilorid ayn1 zamanda Na'-H"
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degistirici izoformlarini inhibe eder (142). Calismamizda kullanilan amiloridin
ogrenme lzerinde ciddi etkilerinin olmadigi belirlenmistir. Ancak amiloridin
diger gruplarla karsilastirildiginda TUNEL deneylerinde apoptotik hiicre sayisini
artirdig1  belirlenmistir. Calismamizda ilk olarak kullanilan 10mg/kg/giin
(143,144) dozunda hayvanlarm bir kismi ilk birkag¢ giin i¢inde kaybedilmistir. Bu
nedenle doz S5mg/kg/giin olarak tekrar uygulanmistir. Bu nedenle amilorid
kullanilarak yapilacak hayvan deneyi c¢aligmalarda kullanmis oldugumuz
Smg/kg/giin ve 10mg/kg/giin dozlarmmdan daha diisiik dozlarinda etkinliginin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Calismamizda her ne kadar bu doz degerleri
literatlir verilerine gore belirlenmis olsada literatiirde bu konuda in vivo
deneylerin oldukg¢a yetersiz oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, 6zellikle ADIK4’{in immiin lokalizasyonundaki artislar,
ADIK lerin hiicre igerisindeki sodyum iyon diizeylerini etkileyerek Alzheimer
etyopatogenezinde Onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Verilerimiz
fare Amiloid beta Alzheimer modelinde ADIK1,2,3 ekspresyonlarinmn
degismedigini gostermistir. ADIK ailesine ait bu ii¢ iiyenin AH’deki
fonksiyonlarmi1 ekspresyon degisikliklerinden o6te AH’de tespit edilen pH
degisiklikleriyle saglamalar1 muhtemeldir. AH beyin hiicre iyon dengesindeki bir
bozulmanin beyin hiicrelerindeki ADIK 4’iin aktivitesini ve ekspresyonunu
etkileyebilecegini gdstermektedir. Cagimizin onemli saglik sorunlari arasinda
yerini almaya baglayan bellek sorunlarina iligkin yeni tedavi yaklasimlarinin
saglanabilmesi konunun norobiyolojisinin daha 1yi anlagilmasi ile miimkiin
olabilecektir. Bu nedenle ADIK’lerin etki mekanizmasmi daha iyi anlamaya

yonelik ¢aligmalarm yapilmasina ihtiyaci vardir.
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