T.C.

ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FiZYOLOJi ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

KRONIK SEREBRAL HIiPOPERFUZYON OLUSTURULAN
OVEREKTOMIZE DiSi SICANLARDA
MINERALOKORTIKOID RESEPTOR ANTAGONISTININ
HiPOKAMPAL FONKSIYONLAR UZERINE ETKIiLERi

MERYEM ERGENC

DOKTORA TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. HALE SAYAN OZACMAK

ZONGULDAK
2025



T.C.

ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
FiZYOLOJi ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

KRONIK SEREBRAL HIiPOPERFUZYON OLUSTURULAN
OVEREKTOMIZE DiSi SICANLARDA
MINERALOKORTIKOID RESEPTOR ANTAGONISTININ
HiPOKAMPAL FONKSIYONLAR UZERINE ETKIiLERi

MERYEM ERGENC

DOKTORA TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. HALE SAYAN OZACMAK

Bu Tez Calismas1 Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Tarafindan Desteklenmistir (BAP No: 2020-2625-9946-02)

ZONGULDAK
2025



ONSOZ

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim Dali’nda siirdiirdiiglim doktora egitimim silirecinde ve tez projemin her
asamasinda, bilimsel desteklerinin yani1 sira anlayiglarini, sevgilerini, bilgi ve
tecriibelerini esirgemeyen sayin hocalarima; basta 6grencisi olmaktan onur duydugum
cok degerli anabilim dali bagkan1 ve tez danismanim Sayin Prof. Dr. Hale SAYAN
OZACMAK’a bilgi ve tecriibeleriyle her daim destegini esirgemeyen kiymetli
hocalarim Sayin Prof. Dr. Veysel Haktan OZACMAK’a ve Saym Dog. Dr. Inci
TURAN’a en icten tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Tez ¢alisgmamin histopatolojik degerlendirmesinde desteklerini sunan Sayin
Prof. Dr. Figen BARUT a, istatistiksel degerlendirmelerinde bana yardimci olan Sayin
Dr. Ogr. Uyesi Cagatay BUYUKUYSAL’a ve deney asamasinda desteklerini aldigim
Uzm. Dr. Nazan ELMA, Ogr. Gor. Salih ERDEM’e, Vet. Hekim Candan SAGLAM’a
ve egitimim boyunca ayni ortami paylastigim tiim asistan arkadaslarima ve dekanlik
personeline tesekkiirlerimi sunarim.

Tim bu sliregte anlayisiyla, sabriyla, sevgisiyle ve saygisiyla beni her zaman
motive eden, bana inanan, destekleyen sevgili esim Op. Dr. Ekrem ERGENC’e,
varliklarinda huzur buldugum g¢ocuklarim Eren ve Beren’e tesekkiir ederim. Iyi ki
varsiniz...

Meryem ERGENC
ZONGULDAK, 2025

v



OZET

Meryem ERGENC, Kronik Serebral Hipoperfiizyon Olusturulan Overektomize
Disi Sicanlarda Mineralokortikoid Reseptor Antagonistinin Hipokampal
Fonksiyonlar Uzerine Etkileri, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, Zonguldak, 2025.

Kronik serebral hipoperfiizyon (KSH), yaslanan niifusla birlikte insidansi giderek
artan ve 6zellikle postmenopozal kadinlar1 daha ¢ok etkileyen vaskiiler demansin esas
nedenidir ve bilissel bozukluk igin Onemli bir predispozan faktordiir. Mevcut
calismada KSH’de hipokampal fonksiyonlardaki bozulmaya farkli dozlarda uygulanan
mineralokortikoid reseptor antagonisti spironolaktonun etkisini aragtirmay1, olast etki
mekanizmalarini aciklamay1 amagladik. Calismamizda agirliklar: 130-190gr arasinda
degisen 2 aylik 48 adet disi WistarAlbino cinsi si¢an kullanildi. Siganlar viicut
agirliklar1 dikkate alinarak rastgele ve her grupta 12 sigan olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Bu gruplar 1) Kontrol, 2) KSH, 3) KSH+SPi25, 4) KSH+SPi50. Tiim
hayvanlarin cerrahi olarak bilateral over dokulari ¢ikarildi ve menopozun yerlesmesi
icin 5 hafta beklenildi. KSH modifiye bir model kullanilarak 6nce sag, bir hafta sonra
sol ortak karotis arterlerin ligasyonu ile olusturuldu. Spironolakton 25mg/kg ve
50mg/kg olacak sekilde sirastyla 3. ve 4. grup hayvanlarina oral gavaj yoluyla 21 giin
boyunca uygulandi. KSH’nin ve spironolaktonun 6grenme ve hafiza performanslari
tizerindeki etkilerini degerlendirmek icin Morris su labirenti testi kullanildi. Deney
sonunda hayvanlarin kan basinglarina ve kalp hizlarina bakildi ve feda edildi.
Hipokampal CA1 ve CA3 bolgelerindeki saglam ndron sayilart histopatolojik H&E
boyama ile uzman bir patolog tarafindan degerlendirildi. Ayrica beyin dokusundan
MDA, protein karbonilleri, katalaz, GSH diizeyleri ve hipokampal dokudan NRF2, IL-
1B, TNF-A, NLRP3, JAK2, STAT3, BDNF, CREB, CaMKII, GLT-1, AChE diizeyleri
belirlendi. Morris su labirenti testi sonucglarina bakildiginda 6grenmenin gostergesi
olan platformu bulma siiresinin KSH ile uzadig1 ve hafizanin géstergesi olan son giin
hedef kadranda gecirilen siirenin KSH ile kisaldig1 gézlendi. Spironolakton tedavisinin
KSH’nin 6grenme ve hafiza iizerindeki olumsuz etkilerini azalttigi, beyin MDA ve
protein karbonilleri diizeylerini azaltirken katalaz ve GSH diizeylerinde artisa neden
oldugu goriildii. Ayrica hipokampal NRF2, CREB, CaMKII diizeylerinde artisa GLT-
1 ve AChE diizeylerinde azalmaya neden oldugu belirlendi. IL-18, TNF-a, NLRP3,
JAK?2, STAT3, BDNF diizeylerinde verilen her iki dozun da etki etmedigi gozlendi.



Mevcut calismadan elde ettigimiz bulgulara gore spironolaktonun 6zellikle 50mg/kg
dozunun kan basincini diisiirmedeki etkisinden bagimsiz olarak oksidatif hasari,
sinaptik disfonksiyonu, norotransmisyon sistemlerdeki bozulmayi iyilestirebilecegini
gostermistir. Ayrica hem CA1l hem de CA3 bolgelerindeki saglam ndron sayilarini ve
hipokampal fonksiyonlar1 koruyarak biligsel diisiisii hafifletmede etkili olabilecegini
gostermektedir. Bu ¢aligma literatiirdeki KSH’de hipokampal fonksiyonlardaki
bozulmaya ve biligsel diisiise spironolaktonun etkilerini ve olasi mekanizmalari

inceleyen ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Kronik serebral hipoperfiizyon, Menopoz, Oksidatif hasar,
AChE, GLT-1, CREB, CaMKIl, Spironolakton, Hipokampiis
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ABSTRACT

Meryem ERGENC, The Effects of Mineralocorticoid Receptor Antagonist on
Hippocampal Functions in Ovariectomized Female Rats with Chronic Cerebral
Hypoperfusion, Zonguldak Biilent Ecevit University, Institute of Health Sciences,
Department of Physiology, PhD Thesis, Zonguldak, 2025.

Chronic cerebral hypoperfusion (CCH) is a primary cause of vascular dementia, the
incidence of which is increasing in the aging population, particularly affecting
postmenopausal women. It is considered a major predisposing factor for cognitive
impairment. The aim of the present study was to investigate the effects of the
mineralocorticoid receptor antagonist spironolactone, administered at different doses,
on hippocampal dysfunction induced by CCH, and to elucidate possible underlying
mechanisms. A total of 48 female Wistar Albino rats (2 months old, weighing 130-190
g) were used. Based on body weight, the rats were randomly divided into four groups
with 12 rats in each: (1) CONTROL, (2) CCH, (3) CCH+SPI25, and (4) CCH+SPI50.
All animals underwent bilateral ovariectomy to induce menopause, and were kept for
5 weeks post-surgery to allow menopausal state to stabilize. CCH was induced using
a modified two-step procedure by ligating the right common carotid artery followed
one week later by the left. Spironolactone was administered orally by gavage at doses
of 25 mg/kg and 50 mg/kg daily for 21 days in groups 3 and 4, respectively. To assess
the effects of CCH and spironolactone on learning and memory, the Morris water maze
test was employed. At the end of the experiment, blood pressure and heart rate
measurements were taken, and the animals were sacrificed. Neuronal density in the
CAl and CA3 regions of the hippocampus was evaluated by a pathologist using
hematoxylin and eosin (H&E) staining. Additionally, biochemical analyses were
conducted to determine levels of malondialdehyde (MDA), protein carbonyls, catalase,
and glutathione (GSH) in brain tissue, as well as hippocampal levels of NRF2, IL-1,
TNF-a, NLRP3, JAK2, STAT3, BDNF, CREB, CaMKII, GLT-1, and AChE.

Results from the Morris water maze test revealed prolonged latency to find the
platform and reduced time spent in the target quadrant in CCH animals, indicating
impaired learning and memory. Spironolactone treatment ameliorated these cognitive
deficits. It significantly reduced MDA and protein carbonyl levels, while increasing
catalase and GSH levels. Furthermore, spironolactone elevated hippocampal levels of

NRF2, CREB, and CaMKII, while decreasing GLT-1 and AChE levels. No significant

vil



changes were observed in IL-1, TNF-o, NLRP3, JAK2, STAT3, or BDNF levels with
either dose. Findings from this study suggest that especially the 50 mg/kg dose of
spironolactone may alleviate oxidative damage, synaptic dysfunction, and
impairments in neurotransmission systems independently of its blood pressure-
lowering effects. It also appears to preserve the number of viable neurons in both CA1
and CA3 regions, thereby enhancing hippocampal function and mitigating cognitive
decline. This is the first study in the literature to examine the potential effects and
mechanisms of spironolactone on hippocampal dysfunction and cognitive

deterioration in a CCH model.

Keywords: Chronic cerebral hypoperfusion, Menopause, Oxidative damage, AChE,
GLT-1, CREB, CaMKII, Spironolactone, Hippocampus
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SIMGELER VE KISALTMALAR

2VO0 2 Damar Okliizyonu

4-HNE 4-Hidroksi-2-Nonenal

8-OHdG 8-Hidroksi-2-Deoksiguanozin

AA Askorbik Asit

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz

AH Alzheimer Hastalig1

ALS Amyotrofik Lateral Skleroz

AMPA A-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-Izoksazolpropiyonik Asit
ACE Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim

AP-1 Aktivator Protein-1

ARE Antioksidan Yanit Elemani

AP Amiloid Beta

Bachl BTB Domain ve CNC Homolog 1
BCCAO Bilateral Ortak Karotis Arterlerin Okliizyonu
BDNF Beyinden Tiiretilen Norotrofik Faktor
BOS Beyin Omurilik S1visi

CA Cornu Ammonis

CaMKII Ca+2/ Kalmodulin Bagiml Protein Kinaz II
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CAT Katalaz

c-Fos Hiicresel Fos Proto-Onkojeni
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COX-2 Siklooksijenaz-2

CREB cAMP Yanit Eleman1 Baglayici Proteini
DM Diabetes Mellitus

El Ostron

E2 Ostradiol

E3 Ostriol

ERK Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz
FOXO1 Forkhead Kutusu Protein O1

FSH Folikil Stimiilan Hormon
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IFN-y
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Kronik serebral hipoperfiizyon
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Sinir Biiylime Faktorii
NOD Benzeri Reseptér Ailesi Pirin Domain igeren Protein 3
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Niikleer Faktor Eritroid 2 ile iliskili Faktor 2

Stiperoksit Anyonlari
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1. GIRIS

Kronik serebral hipoperfiizyon (KSH) yaslanma ve ateroskleroz,
hipertansiyon, obezite gibi ¢esitli risk faktorlerine bagl olarak serebral kan akiminin
kronik azalmas ile karakterize patofizyolojik bir durumdur. KSH, en yaygin 2. demans
tiirii olan vaskiiler demans (VaD)’1n baglica nedenidir. Ayrica Alzheimer hastaligi (AH)
da dahil olmak fiizere, multiple skleroz, majér depresyon, Parkinson hastaligi (PD),
sizofreni, epilepsi gibi diger merkezi sinir sistemi (MSS) hastaliklarinda bilissel ve
davranigsal bozukluklar i¢in onemli bir predispozan faktordir (1, 2). Yapilan
calismalar KSH’nin glial aktivasyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’un olusumunu,
mitokondriyal disfonksiyonu, néroinflamasyonu, beyaz cevher lezyonunu, tau
hiperfosforilasyonunu, amiloid beta (AP) birikimini artirarak nérodejenerasyona ve
sonucta da noronal hasara yol agabilecegini gostermektedir (3-9). KSH si¢anlarda her
iki ortak karotis arterin kalict okliizyonu ile taklit edilebilmekte ve kronik
serebrovaskiiler bozukluklarin patofizyolojisini arastirmak icin deneysel ¢aligmalarda
siklikla kullanilmaktadir (4, 6, 7, 10).

Dikkat ¢ekici bir sekilde diinya genelinde kadinlarda demansin daha sik
goriildiigli  bildirilmektedir (11). Serebrovaskiiler hastaliklar menopoz Oncesi
kadinlarda ¢ok gozlenmezken menopozdan sonra bu risk artar. Bu yiikselmis riskin,
Ostrojen eksikliginin vaskiiler disfonksiyonla iliskili oldugu ve bunun beyin enerji
metabolizmasinda diisiis ve hipokampal hacim kayb1 gibi hem Alzheimer hem de VaD
biyobelirtegleriyle ortiistiigli vurgulanmaktadir (12, 13). Menopoz sonrasi hormonal
degisiklikler, beyindeki yapisal ve islevsel farkliliklar kadinlar biligsel gerilemeye
yatkin hale getirebillir (14). Popiilasyonda cinsiyete dayali bu 6nemli fark goz oniine
alinarak mevcut ¢aligma disi si¢anlara uygulanmistir ve siganlarda menopoz; endojen
estradiol ve progesteron iiretimini ortadan kaldirmak icin bilateral overektomi
yapilarak taklit edilebilmektedir (15, 16).

ROS demans da dahil olmak tizere pek¢ok norodejeneratif hastaligin ve biligsel
bozuklugun patofizyolojisinde 6nemli rol oynar (17). Ciinkii antioksidan enizm
aktivitesinin diisiikliigl, oksidatif metabolik aktivte yiikselligi ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinin igerigi néronlar1 ROS hasarina kars1 oldukca duyarli hale getirir (18). Bu
nedenle iskemik durumlarda beyin dokusunun antioksidan savunma mekanizmalari,

dokuyu oksidatif hasara kars1 koruyamayabilir. KSH mitokondriyal disfonksiyona ve



protein sentezinin inhibisyonuna neden olabilir, bu da antioksidanlar ve ROS dengesini
oksidatif hasar lireten ROS birikimine dogru degistirebilir (5).

Noroinflamasyon esas olarak artan glial aktivasyon ve ardindan inflamatuar
faktorlerin salinmasiyla karakterizedir (7). KSH ile indiiklenen hasarin fizyopatolojik
baslangicinda, mikroglia ve astositlerin aktivasyonu, kemokin ve inflamatuar
mediatorlerin salinimi 6nemli rol oynar (19, 20). KSH ile indiiklenen hasarin siddeti
interlokin (IL)-1B, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii o (TNF-a) dahil olmak tlizere ¢esitli
proinflamatuar sitokinler araciligiyla artar (21, 22). Nikleotid baglayici
oligomerizasyon alant (NOD) benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3
(NLRP3) inflamazomunun kaspaz-1'in boliinmesini ve aktivasyonunu tetikledigi
sonucta IL-1p olgunlagmasina ve sekresyonuna yol ac¢tig1 bilinmektedir (23). Yakin
tarihte yapilan bir ¢aligmada KSH’ nun, mikroglial aktivasyonu ve ROS birikimini
artirarak, NLRP3 inflamazomunun aktivasyonunu ve IL-1f salinimimi artirdigini
bildirilmistir (24). Janus kinaz (JAK) ve sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii (STAT) yolu, son yillarda kesfedilen ve hiicresel apoptoz, enflamatuar
yanitlar ve oksidatif stres reaksiyonlarina katilan bir grup hiicre i¢i sinyal iletim
yollarimin 6nemli bir tiyesidir (25). JAK-STAT yolu, hedef genlerin transkripsiyonel
aktivasyonu i¢in ¢ok sayida ligand tarafindan kullanilir. Ligandlarin reseptorlerine
baglanmas1 JAK fosforilasyonunu indiikler, bu da daha sonra pro-inflamatuar
sitokinleri ve kemokinleri kodlayan hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen ve
doku hasarina katkida bulunan STAT fosforilasyonuna neden olur (21, 22). Bir
calismada serebral iskemi reperfiizyonu sonrasi JAK2/STAT3 sinyal yolaginin
inhibisyonunun proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu ve oksidatif hasar1 azalttigi
bildirilmistir (26).

Sinaptik fonksiyonlardaki bozukluk AH ve VaD gibi norodejeneratif
hastaliklarda biligsel gerilemenin en 6nemli nedenlerinden biridir. Sinapslarda sinaptik
plastisitenin diizenlenmesi ve ndrotransmiterin salinmasiyla ilgili ¢cok sayida reseptor,
kanal ve fonksiyonel protein vardir (27). Hipokampal uzun siireli potansiyasyon
(LTP), beyinde hafiza edinme, konsolidasyon ve depolamanin altinda yatan anahtar
hiicresel mekanizma olarak kabul edilir (28-30). Beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF), hipokampiiste yaygin olarak eksprese edilir ve BDNF sinaptik plastisitede,
noronal aktivitede, ndronal sagkalimda, sinaptik yeniden sekillenmede, ndrogenezde
onemli rol oynar (30). BDNF, tropomiyosin reseptdr kinaz B (TrkB) nin aktivasyonu

yoluyla serebral fizyolojik aktiviteleri diizenler ve daha sonra ekstraselliiler sinyal



diizenleyici kinaz (ERK) ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) yanit elemani
baglayici proteini (CREB) ve Ca®*/ kalmodulin bagimli protein kinaz IT (CaMKII) gibi
alt akis protein aktivasyonunu baglatir (31). CaMKII, sinaptik plastisite, 6§renme ve
hafizada yer alan ¢ok islevli bir serin / treonin kinazdir (32). Ca*/kalmodulin
kompleksi CaMKII ile birlestiginde aktive edilir ve kinaz1 yapisal olarak aktif hale
getirmek i¢in otofosforilatlanir ve CAMKII'nin fosforilasyonu (p-CAMKII), CREB’i
aktive eder (33). CREB, ndronal canlilig, prekiirsor proliferasyonu, norit biiytimesi ve
noronal farklilasmada biiyiik bir diizenleyici rol oynayan ¢ok sayida dokuda bulunan
bir transkripsiyon faktoriidiir (34). Min ve arkadaslar1 (2013) AH ve VaD deneysel
modellerinde p-CaMKII, ve p-CREB seviyelerinin azaldigin1 ve ayni sekilde Morris
su labirenti testinde hayvanlarda 6grenme ve hafiza davraniglarinda bozulma oldugunu
bildirmislerdir (35).

MSS’nin esas uyarict norotransmiteri glutamattir ve KSH ve AH'nin
patofizyolojisindeki ayirt edici mekanizmalardan biri olarak kabul edilen
eksitotoksisiteye neden olur (36). iskemik hasari takiben asir1 glutamat salinimi ve
glutamat tasiyicilarinin ciddi sekilde bozulmasi nérotoksisiteye yol agar, bu da esas
olarak iyonotropik reseptorlerin aktivasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum asir1 yliklenmesi
yoluyla zararli bir kaskadr tetikleyerek "eksitotoksik" ndronal 6liime yol agar (36-38).
Pek cok calisma, astrositlerin diisiik hiicre disi glutamat seviyelerini korumada,
beyindeki glutamati ortadan kaldirmada ve geri doniistiirmede 6nemli bir rol
oynadigini gostermistir. Astrositik glutamat tasiyici-1 (GLT-1) ve glutamat / aspartat
tastyict  (GLAST) beyindeki hiicre dist  glutamat seviyelerinin  birincil
diizenleyicileridir (38-40).

Kolinerjik noérotransmisyondaki diistis VaD’nin ve AH’nin ortak bir
patofizyolojik faktorii olarak kabul edilir. Merkezi kolinerjik noronlar, ¢ogunlukla
hipokampus, striatum ve korteks gibi serebral hipoperfiizyona duyarli bolgelerde
dagilmistir ve bu noronlarin kayb1 hipokampal fonksiyonlarda bozulma ve bilissel
islevlerde diisiise neden olur (36, 41, 42). Asetilkolinesteraz (AChE), sinaps icine
saliman asetilkolin (ACh)'i parcalayan ve bdylece ACh fonksiyonunu inhibe eden
biyolojik bir enzimdir. ACh, AChE tarafindan hizla ortamdan uzaklastirildigindan,
dogrudan tespiti olduk¢a zordur. Dolayisiyla ¢ogu ¢alisma, kolinerjik sistemin
hasarinin ve onariminin, kolin asetiltransferaz (ChAT) ve AChE'nin ekspresyonu ve

aktivitesinin saptanmastyla dolayli olarak degerlendirilebilecegini gostermistir (9).



Mineralokortikoid reseptor (MR) aktivasyonu, c¢ok cesitli hastaliklarin
patofizyolojisine katkida bulunan bir faktdrdiir. MR'nin fizyolojik aktivatorii olan
yiiksek aldosteron diizeylerinin hipertansiyonu indiikledigi, inflamasyonu ve fibrozu
degistirdigi ve kardiyovaskiiler hastaliklari siddetlendirdigi bilinmektedir (43). MR ’ler
klasik olarak, su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde rol aldiklar1 bobregin distal
toplama kanalinda eksprese edilirler. MR’i beynin niikleus tractus solitarii,
hipokampus, prefrontal korteks (PFC) ve amigdala gibi ¢esitli boliimlerinde de
bulunur (44). Spironolakton bir MR antagonistidir ve MR’lerin neden oldugu cesitli
hiicresel hasar1 inhibe eder (45). Literatiirde spironolaktonun gesitli dokularda goz
(46), bobrek (47), karaciger (48), beyin (49) MR araciligiyla indiiklenen oksidatif
hasar1 ve noroinflamasyonu azalttig1, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarini iyilestirdigi
rapor edilmistir (43, 50, 51). Bir calismada kortikosteron kaynakli LTP’deki
zayiflamanin spironolakton varliginda bloke edildigi ve hatta fosforile edilmis
CaMKII'de kortikosteron kaynakli azalma yine spironolakton varlifinda arttigi
bildirilmistir (52). Aym1 zamanda bir klinik ¢alismada plazma aldosteron
konsantrasyonu yiiksek kisilerde spironolakton tedavisinin bilissel islevi iyilestirdigini
bildirilmistir (53).

KSH’nin hipokampal fonksiyonlar1 ve biligsel islevleri olumsuz etkiledigi
bilinse de altta yatan mekanimazlar tam olarak aydinlatilamamistir. VaD’da biligsel
diistisli hafifletmek i¢in mevcut tedavi stratejileri agirlikli olarak donepezil, memantin
ve pirasetam gibi ilacglarin kullanimina dayanmaktadir (54). Calismamizda, KSH’nin
hipokampal fonksiyonlar tizerine etkilerini ve olas1 mekanizmalarin neler oldugunu ve
bu durumlar tersine ¢evirebilecek bir tedavi ajani olarak o6n gordiigiimiiz
spironolaktonun etkilerini arastirmayir amagladik. Bu ¢alisma literatiirdeki KSH’de
hipokampal fonksiyonlardaki bozulmaya ve biligsel diisiise spironolaktonun etkilerini

ve olast mekanizmalari inceleyen ilk ¢calismadir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Kronik Serebral Hipoperfiizyon ve Vaskiiler Demans

Kronik serebral hipoperfiizyon ilerleyici hipokampal hasara ve bilissel
bozukluklara neden olan serebral kan akimi (SKA)’ nin kronik azalmasiyla karakterize
yaygin patolojik bir mekanizmadir (55). KSH, Alzheimer hastaligindan sonra goriilen
en yaygin ikinci demans tiirli olan vaskiiler demansin baslica nedenidir. VaD Bat1 ve
Asya tllkelerindeki tiim demans vakalarinin yaklasik %20-30'unu olusturur ve bu
rakamlarin giderek artacagi beklenmektedir (36).

Yasli niifus diinya ¢apinda dnemli saglik ve sosyoekonomik etkilerle birlikte
artmaktadir. Yaglanma {izerine yapilan klinik ve deneysel c¢alismalar beyinde
norogenezde azalma, sinaptik bozukluklar, metabolik stres ve inflamasyonda artisin
oldugunu ortaya koymustur. Bu degisiklikler bilissel gerileme ve norodavranissal
eksikliklerle iligkilidir. Yaslanma bir hastalik olmasa da islevsel kétiilesme, duygusal
bozukluk, hastaligin abartilmasi, demans ve genel hastalik duyarlilig1 i¢in 6nemli bir
risk faktoriidiir. Ayrica, zihinsel stres ve travmayla iligkili yagsam olaylar1 da yasa bagh
bozukluklar1 ve demansi hizlandirabilir (56). VaD i¢in artan yas, kadin cinsiyeti ve aile
Oykiisii degistirilemez risk faktorleridir. Yaslanma, 6zellikle hipokampiiste atrofiye,
amiloid-f {iretimi ve yikiminda dengesizlige, inflamasyona ve hafizayla ilgili
noronlarin apoptozuna neden olarak VaD gelisimine katkida bulunur. Kadinlarda
menopozdan sonra VaD yagmliginin artmasinda dstrojen hormonunun azalmasi ve
beynin yapisal farkliliklart rol oynayabilir. Ebeveynlerin demans Oykiisii, hastaliga
genetik yatkinlik ekleyebilmektedir (57). Bunlarin yani sira diyabet, hipertansiyon,
obezite, atriyal fibrilasyon, kalp yetmezligi gibi vaskiiler disfonksiyona neden olan
kronik hastaliklar da 6nemli rol oynar. Ayrica diisiik egitim seviyesi gibi demografik
faktorler ve sedanter yagam, sigara kullanim1 gibi yasam tarzlari da bilinen diger risk
faktorleridir (58).

KSH, yash hastalarda biligsel gerileme ve demansa neden olan ana
mekanizmalardan biridir. Yaslanan niifus arttik¢a, hafif bilissel bozukluk ve demanstan
olusan biligsel bozukluk, diinya ¢apinda onemli bir saglik sorunu haline gelmektedir
(2). Kiiresel olarak, demanstan etkilenen kisi sayis1 2019'da 57.4 milyon iken, bu
rakamin 2050'de 152.8 milyon vakaya c¢ikacagi tahmin edilmektedir. Vakalarda

ongoriilen artiglar, biiyiilk Olglide niifus artisina ve niifusun yaslanmasina



atfedilmektedir. Dikkat cekici bir sekilde 2019'da diinya genelinde demans: olan
kadinlarin erkeklerden daha fazla oldugu ve demansla yasayan insan sayisindaki
bliyiik artislara ragmen, yasa gore standardize edilmis her iki cinsiyetteki yayginligin
ise ayni kalacagi tahmin edilmektedir (13, 59).

VaD'nin ¢ok faktorlii etiyopatolojisi, ¢esitli klinik belirtileri ve ¢ok sayida
klinik alt tipi vardir (60). VaD, beyindeki kan damarlarina zarar veren ve SKA’n1
azaltan, sekonder fokal noOronal hasara ve doku kaybmna yol agan serebral
ateroskleroz/arter hasari, tromboz, vaskiiler stenoz veya okliizyon gibi farkli vaskiiler
etiyolojilerden kaynaklanir (61). Hipertansiyon, diabetes mellitus (DM) ve yaslanma
gibi ¢esitli vaskiiler risk faktorleri kiiciik damar degisikliklerine ve ateroskleroza
neden olur. Kiiciik damar degisikligi okliizyona ve lakiiner enfarktiise neden
olabilirken, ateroskleroz KSH’ye neden olur. KSH mikroglial/astroglial aktivasyonu,
matriks metaloproteinaz aktivasyonu, kan-beyin bariyeri hasari ve endotelyal
disfonksiyonu, noroinflamasyonu, oksidatif stresi, oligodendroglial apoptozu ve beyaz
cevher lezyonlarimi indiiklemektedir (58, 61, 62). Artan kanitlar, vaskiiler risk
faktorlerinin ndrodejenerasyona, bilissel bozulmaya ve demansa katkida bulundugunu
gostermektedir (63). KSH, periventrikiiler beyaz cevhere, bazal ganglionlara ve
ozellikle biligsel fonksiyonlarla iligkili hipokampiise ve prefrontal kortekse zarar
vererek bilissel bozukluga yol agmaktadir. Hipokampiis yiiksek bazal metabolizma
hiz1 nedeniyle serebral kan akisindaki degisikliklere, iskemi ve hipoksiye olduk¢a
duyarl bir beyin bolgesidir (64). Dolayisiyla KSH, ¢esitli hipokampal patolojileri
tetikleyen vaskiiler biligsel bozukluk (VBB)'nin baglamasi ve ilerlemesi i¢in temel
mekanizmalardan biridir. Calismalar serebrovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklarda,
hipokampal hasarin biligsel bozulmanin gelismesinde 6nemli bir rol oynadigini, dahasi
hipokampal dejenerasyon derecesinin biligsel gerileme ile pozitif iligkili oldugunu

gostermektedir (58, 64) (Sekil 1).



1-Beyaz cevher lezyonlan
: -y 2-Subkortikal enfarktiisler, lakiinler
s A 3 Kortikal enfarkiasler: Kk
! " = enfarktiisler
o’ - & + | #-Subkortikal ve kortikal mikro
> : J enfarktiisler
“ é x = 5-Mikrohemorajiler ve mikro kanamalar
o SAN =2 6] ) 6-Leptomeningeal damarlardaki SAA
N\ Y 7-Yiizeysel sideroz (gesitli nedenler).

Sekil 1: Demansla Iliskili Farkli Serebrovaskiiler Patolojiler. Bazal ganglionlar
seviyesinde koronal diizlemin sematik diyagrami. Kiicik damar hastaligi;
arterioskleroz, lipohiyalinozis, hipertansif, arteriosklerotik, amiloid veya kollajen
anjiyopatisinin tanimlarini igerir. Bu lezyonlarin her biri, hastaligin baslangicindan
itibaren olusan vaskiiler hasarin zamanlamasi ve siiresiyle iligkilidir ve bilissel
gerilemenin hem baslangicinda hem de ilerleyici dogasinda kritik rol oynamaktadir.

(SAA: serebral amiloid anjiyopati) (61).

65 yas Ustii kisilerin %1-4'linii etkileyen ve morbiditesi yasla birlikte artan (65)
VaD’da biligsel diislisii hafifletmek i¢in mevcut tedavi stratejileri agirlikli olarak
donepezil, memantin ve pirasetam gibi ilaglarin etiket dis1 kullanimina dayanmaktadar.
Ancak, bu farmakoterapdtiklerin higbiri VaD'ye 6zgii kullanim i¢in FDA onay1

almamistir (54) ve bu da terapdtik yenilige olan acil ihtiyact vurgulamaktadir.

2.2. Kronik Serebral Hipoperfiizyon ve Sican Modeli

KSH ile bilissel bozukluk arasindaki nedensel iligkilerin anlasilmasina
deneysel calismalar 6nemli Olgiide katki saglamaktadir (63). VaD ve KSH'min en
yaygin kullanilan deneysel modeli, sicanlarda kalic1 olarak bilateral ortak karotis
arterlerin okliizyonu (BCCAO)’dur. Iki damar okliizyonu (2VO) olarak da adlandirilan
bu model, vertebral arterler agik kalirken ortak karotid arterlerin okliizyonu ile
olusturulur bu da serebral kan akiminin kismi azalmasina neden olur (66). 2VO,
SKA'nin kortikal alanlarda %35-45'e ve hipokampiiste yaklasik %60'a diismesine
neden olur. Okliizyonu takip eden giinlerde kismi bir iyilesme olsa da kalict oligemi

klinik bulgularla uyumlu yapisal ve islevsel beyin degisikliklerine neden olur (10, 67).



2VO hayvanlari, arterlerin ligasyonundan iki hafta sonra tipik olarak belirgin olan
beyaz cevher lezyonlar1 gelistirir ve miyelin vakuolasyonu, aksonal hasar,
demiyelinizasyon, kan beyin bariyeri (KBB) hasar1 ve mikroglialarin aktivasyonu ve
lenfosit infiltrasyonu ile karakterize edilen lezyonlar goézlenir. 2VO hayvanlari,
insanlarda bilissel bozukluklarla benzer davranis degisiklikleri gelistirir. Davranis
degisiklikleri okliizyondan birka¢ hafta sonra saptanabilir ve SKA normal degerlere
donse bile biligsel diisiisiin zamanla ilerledigi goriiliir (63, 66-68). Dolayisiyla
noropatoloji ve biligsel disfonksiyonun ilerleyici olmasi 2VO modelini noroprotektif
tedavileri test etmek i¢in uygun kilar (60, 63). Cesitli demans gruplarinin ortak klinik
semptomu, yiksek dilizeyli bilissel islevlerin ciddi sekilde bozulmasidir.
Kemirgenlerde VBB’yi indiiklemek i¢in 2VO disinda BCCAO, orta serebral arter
okliizyonu MCAO gibi farli modeller de vardir (69). Yaygin kullanilan modeller Sekil
2’de d6zetlenmistir (66) (Sekil 2).

a Gecici Global Iskemi Models C Fokal Global Iskemi Models
& RAT (Y cEeErBL (%) mar ) Rar

BA

4-VO 2-VO(BCAO)

b Kronik Global Hinoperfiizvon Modeli l : T i
s QG <
- N Intraliminal MCAO $ %~ Embolik MCAO

BA: Basiller arter

VA: Vertebral arter

ICA: intemal karotis arter

ECA: Eksternal karotis arter

CCA: Kommon karotis arter

MCA: Orta serebral arter

4-VO: 4 damar okliizyonu

2-VO: 2 damar oklizvonu

BCAO: Bilateral karotis arter okliizyonu
BCAS: Bilateral karotis arter stenozu
MCAQ: Orta serebral arter oklizzyonu

BCAO(2-VO) BCAS

Sekil 2: Kemirgenlerde vaskiiler biligssel bozukluk modellerinin sematik diyagrami. a.
Sicanlarda ve gerbillerde gecici global serebral iskemi modelleri sirasiyla 4-VO ve 2-
VO ile olusturulan. b. Siganlarda kronik global hipoperfiizyon modelleri BCAO (2VO)
veya BCAS ile olusturulan. c. Siganlarin fokal serebral iskemi modelleri endovaskiiler
filament veya fibrin agisindan zengin allojenik emboli ile olusturulan. Ayn1 yontem
fareler icin de gegerlidir ancak farelerin serebrovaskiiler gelisimine baglhdir. Bu

nedenle, MCAO fare modeli daha az tutarlidir (66).



2.3. Kronik Serebral Hipoperfiizyon ve Patofizyoloji

Inmeye neden olan bolgesel SKA’nin ani bir sekilde bozulmasindan farkli
olarak, KSH, SKA’nin orta derecede ve kalic1 bir sekilde azalmasiyla indiiklenir.
Yiiksek enerji tiiketimi ve enerji depolarinin sinirliligi nedeniyle beyin siirekli ve iyi
diizenlenmis bir kan dolagimina ihtiya¢ duyar ve SKA'nin orta derecede bozulmasi bile
beyin fonksiyonu {izerinde onarilamaz etkiler olusturur (68). Bu tiir hipoperfiizyon
paterni, AH ve VaD gibi nérodejeneratif kognitif bozukluk hastaliklarinin gelismesine
ve ilerlemesine neden olan bir dizi patofizyolojik degisiklige yol agabilir (6, 7, 11, 29).
Hipokampal patolojik hasar ve dejenerasyon ile yakindan iliskili olan bu siiregte altta
yatan molekiiller mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis olsa da cesitli
calismalarda KSH nun; oksidatif strese (3), noroinflamasyona (24), norotransmitter
sistemlerinde bozulmaya (6, 9), sinaptik disfonksiyona (70), mitokondriyal
disfonksiyona (15), néronal apoptoza (16), lipit metabolizmasinin bozulmasina (5) ve
biiylime faktorlerinde degisikliklere (27) neden oldugu gosterilmistir. Bu biyokimyasal
degisiklikler KSH'nin neden oldugu biligsel bozuklukla karakterize edilen ndronal
hasarlarin, beyaz cevher lezyonlarinin, anormal glial aktivasyonun ve kan beyin
bariyeri (KBB) bozuklugunun gelismesine 6nemli katki saglar (58, 62, 64, 66). Bu tiir
dengesizliklerin zararli etkilerini aydinlatan deneysel calismalardan elde edilen

kanitlar, bunlarin VaD patogenezindeki kritik rollerini gostermektedir (71) (Sekil 3).
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Sekil 3: KSH kaynakli biyokimyasal degisiklikler ve VaD'deki fizyopatolojik

mekanizmalar. KSH, bir dizi patolojik degisiklige neden olur: ndronal hasar, Beyaz
cevher lezyonlari, glial aktivasyon ve KBB’nin bozulmasi. Bu patolojik degisiklikler
esas olarak oksidatif stres, inflamasyon, ndrotransmisyonda bozulma, sinaptik
disfonksiyon, mitokondriyal iglev bozuklugu, biiyiime faktorlerinin degisiklikleri ve

anormal lipid metabolizmas1 gibi hiicresel homeostaz anormalliginden kaynaklanir

(71).

2.2.1.Kronik serebral hipoperfiizyon ve oksidatif stres

Demansin vaskiiler, Alzheimer, frontotemporal ve Lewy cisimcikli demans
olmak tizere ¢esitli alt tipleri vardir ve bu farkli tipler, ROS'nin anormal derecede asir1
tiretiminin veya antioksidan mekanizmalardaki azalmanin neden oldugu dengesizlik
nedeniyle ortaya ¢ikan oksidatif stres yoluyla ortak patogenezi korurlar (72). Asiri
ROS, hiicresel islev bozukluguna ve noérodejenerasyona yol acarak temel
biyomolekiillere zarar verir. Alzheimer, Parkinson, Amyotrofik lateral skleroz (ALS),
multipl skleroz ve iskemik inme dahil olmak iizere gesitli ndrolojik bozukluklar
oksidatif stresle iligkilidir (73). Dolayisiyla sadece demans tiirlerinde degil birgok
norodejeneratif hastalifin patofizyolojisinde oksidatif stres onemli rol oynar (17).
Beyin dokusu, daha yiiksek oksijen tiiketimi, ¢oklu doymamis yag asitlerinin

iceriginin nispeten yiiksek olmasi ve antioksidan savunma mekanizmalarmin diisiik
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olmasi nedeniyle oksidatif stresten zarar gormeye daha yatkindir (18). KSH mitokondriyal
disfonksiyona ve protein sentezinin inhibisyonuna neden olabilir, bu da antioksidanlar ve
ROS dengesini oksidatif hasar iireten ROS birikimine dogru degistirebilir (5). KSH
sirasinda asiri iiretilen siiperoksit anyonlart (O2"), hidroksil radikali (-OH) ve hidrojen
peroksit (H20) gibi zararh serbest oksijen radikalleri lipidlere, proteinlere ve DNA'ya
saldirarak hiicresel hasar1 siddetlendirebilir (71).

Fizyolojik konsantrasyonda ROS, sinyal yollarinda ve sitokin sekresyonu,
bliylime, farklilasma ve gen ekspresyonlar1 ve savunma gibi ¢ok sayida hiicresel
aktivitenin diizenlenmesinde yer almaktadir. Fakat fizyolojik konsantrasyonun
tizerinde ROS ile ortaya ¢ikan oksidatif stresin ikincil yan {riinleri, lipid
peroksidasyonu, protein ve DNA oksidasyonu yoluyla zararli biyolojik hasara neden
olur (74). Genel olarak lipid hasari, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal
(4-HNE) dahil olmak iizere lipid peroksidasyon iirtinleri tarafindan (60), protein
oksidatif hasari, nitrotirozin ve protein karbonilleri dahil olmak {iizere protein
modifikasyon iiriinleri ve oksidatif DNA hasari ise 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OHJdG) diizeylerinin 6l¢iilmesi ile degerlendirilir (71). ROS, elektron tagima zinciri,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlar ve miyeloperoksidazlarin
aktivitesiyle ortaya c¢ikan bir yan iirlindiir. Bunlar viicuttan ¢esitli antioksidanlar
tarafindan ortadan kaldirilir. Yapilan g¢alismalarda KSH sirasinda enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar azaldigi da bulunmustur (3, 49). Enzimatik
antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon-S-transferaz  (GST), glutatyon rediiktaz (GSR), NAD(P)H: kinon
oksidorediiktaz 1 (NQOI1), katalaz (CAT), vb. ve enzimatik olmayan antioksidanlar
arasinda toplam hiicresel tiyoller, glutatyon (GSH), askorbik asit (AA) vb. yer alir.
Deneysel KSH'da oksidatif stres biyobelirteclerinin bir 6zeti Tablo 1'de sunulmaktadir

(71).
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Tablo 1. Deneysel KSH'da kullanilan oksidatif stres biyobelirteglerin bir 6zeti (71).

Oksidatif hasar Belirtec Kisaltma

Serbest radikaller Siiperoksit anyon O,
Hidroksil radikali -OH
Hidrojen peroksit H,0,
Reaktif oksijen tiirleri ROS

Lipit peroksidasyonu Malondialdehid MDA
4-Hidroksi-2-nonenal 4-HNE

DNA oksidatif hasari 8-Hidroksi-deoksiguanozin 8-0GdG

Protein oksidatif hasari Nitrotirozin
Protein karbonilleri

Enzimatik antioksidanlar Siiperoksit dismutaz SOD
Glutatyon peroksidaz GPx
Glutatyon-S-transferaz GST
Glutatyon rediiktaz GR
NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz 1 NQO1
Katalaz CAT

Enzimatik olmayan Toplam hiicresel tiyoller

antioksidanlar Glutatyon GSH
Askorbik asit AA

Bilissel bozukluk ve demans; Alzheimer, Parkinson, Huntington, ALS ve VaD
gibi norodejeneratif hastaliklarda yasli bireylerin yasam kalitesini ve yasam siiresini
ciddi sekilde etkiler. Bu hastaliklar; hafiza kaybi, motor bozukluklar ve hareket
yetisinin azalmasiyla karakterizedir. Oksidatif stres, bu norodejeneratif siireglerin
patofizyolojisinde merkezi bir rol oynar. MDA, GSH-Px ve protein karbonilleri gibi
oksidatif stres biyobelirtegleri ile yasa bagli bilissel gerileme arasinda anlamli
korelasyonlar saptanmistir. Oksidatif stres, stres graniilleri olusumuna katki saglayarak
noronal protein ve transkriptlerin sekestrasyonuna neden olur, bu da néronal islevin
bozulmasina yol agar. Ayrica, DNA hasari, anormal protein katlanmasi ve agregasyonu
gibi siireclerle etkileserek doku hasarmi ve hastalik progresyonunu hizlandirir.
Boylece oksidatif stres, norodejeneratif hastaliklarda hem tetikleyici hem de

predispozan temel bir patojenik unsur olarak 6ne ¢ikar (73).

2.2.1.1. Kronik serebral hipoperfiizyon ve lipid peroksidasyonu

MSS’nde lipitler hem yapisal hem de islevsel olarak temel bilesenlerdir.
Lipitler, hiicre zar1 ve hiicre i¢i yapinin yapilandirilmasina katilmanin yani sira, madde
tasinmasinda, noronal sinyallemede, oksidatif streste, noroinflamasyonda,
norodejenerasyonda, ndoroproteksiyonda, sinaptogenez ve norogenezde sinir
hiicrelerinin normal fizyolojik fonksiyonlarinin siirdiirmesine ve korumasina yardimc1

olur. Merkezi sinir sistemi ¢oklu doymamais yag asitleri bakimindan zengindir, bu da
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onu Ozellikle membranla iligkili oksidatif strese kars1 savunmasiz hale getirir. Lipid
peroksidasyonunun Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, amiyotrofik lateral
skleroz ve multipl skleroz dahil olmak {izere bir dizi nérodejeneratif hastalikta rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu nedenle beyindeki anormal lipit metabolizmasi kismen

serebral fonksiyon bozuklugunu yansitmaktadir (75, 76).

2.2.1.2. Kronik serebral hipoperfiizyon ve protein oksidasyonu

Proteinler canli organizmanin yapi taslaridir ve biyolojik fonksiyonlarin
sirdliriilmesinde rol oynarlar. Bunlar arasinda kromatin mimarisinin dinamik
modifikasyonu yoluyla genomun stabilizasyonu, mitokondriyal fonksiyonlar ve DNA
hasarin onarilmasi yer alir (74). Dokuya oksijen saglanmasinin yetersiz oldugu
durumlarda, oksidatif protein modifikasyonlarina ve doku hasarina yol agan serbest
radikal olusumu indiiklenir. ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin,
arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda ve/veya peptid yapisinda
meydana gelen hasar sonucunda protein karbonil iiriinleri olusur. Dolayisiyla
beyindeki hipoksi-iskemi hasari, yaslanmaya, yasa bagli hastaliklara ve
norodejenerasyona yol acabilecek dejeneratif protein modifikasyonlarina neden olur
(77). Oksidatif protein modifikasyonlar1 spesifik protein fonksiyonlarini azaltir ve
hiicre dliimiine neden olur. Protein oksidasyonu protein karbonillerinin olusumna

neden olur (74).

2.2.1.3. Kronik serebral hipoperfiizyon ve antioksidan sistem

Beyin, toplam viicut oksijen tiiketiminin yaklasik %20'sini tutar. Noronlarin
neredeyse hi¢ enerji rezervi olmadigindan, enerji iiretiminin temel bilesenleri oksijen
ve glikozdur. 2VO tarafindan indiiklenen serebral hipoperfiizyon, ATP (adenozin
trifosfat) tiikenmesine neden olarak mitokondriyal fonksiyon bozukluguna, protein
sentezi inhibisyonuna ve iyonik pompa bozukluguna yol agabilir (78). Protein sentezi
hiicresel iskemik hasara kars1 ¢ok duyarlidir ve ayni1 zamanda antioksidanlarin iiretimi
azalir. Daha Onceden yapilan c¢aligmalarda 2VO modeli uygulanan gruplarin
hipokampiislerinde SOD ve katalaz aktivitelerinin (79) ve GSH diizeylerinin azaldigi
bildirilmistir (3). Bir kromoprotein olan katalaz, SOD tarafindan {iretilen hidrojen

peroksitin, solunumla ilgili oksidazlarin, yag asitlerinin B-oksidasyonunun ve piirin
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katabolizmasinin ayrigsmasinda rol oynar. Katalazin spesifik etkisi iki adimi igerir:
H>0», hem'i bir oksiferril bilesigine oksitler. Bir porfirin radikal katyonu olusur,
ardindan ikinci bir H2O> molekiilii enzimi baslangi¢ durumuna indirgeyerek su ve
molekiiler oksijen saglar (76). Katalaz, substratlar1 hidrojen peroksitin zararl
aktivitesinden korur, dolayistyla hiicrelerin adaptif tepkisinin yani sira oksidatif strese
kars1 tolerans kazanmada da 6nemli bir rol oynar (80, 81). Glutatyon sistemi beyindeki
ROS’un ortadan kaldirilmasi i¢in birincil savunma mekanizmasi olarak rol oynar. GSH
hiicre i¢indeki en bol antioksidan molekiildiir ve H.O2 ve lipid peroksit gibi oksidanlar1

notralize eder. Ayrica GPX gibi enzimlerin kofaktoriidiir (76, 77) (Sekil 4).

NADP* + H" NADPH
k‘ GR _F__..a-/l
S et 50D
o H“‘\ 207 +2H° s OrtH0:
2G3SH
G588G CAT
\ GPX A 2 H:0: > Oz7#2 H;0
Hz0: — ——> H0
veya organik H:0z veya alkoller

Sekil 4: Antioksidan enzimlerin izledigi mekanizma. GR (glutatyon rediiktaz); GPX
(glutatyon peroksidaz); SOD (sliperoksit dismutaz); CAT (katalaz) (77).

2.2.1.4. Kronik serebral hipoperfiizyon ve Nrf2

Reaktif oksijen tiirleri nedeni ile ortaya ¢ikan hiicresel oksidatif stresin
etkilerini ortadan kaldirmada etkili bir diger mekanizma ise bir trankripsiyon faktorii
olan niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2)’dir. Beyin dahil bir¢ok organda
bulunan Nrf2 16sin bazli bir yapida olup oksidatif stres altinda hiicre c¢ekirdegine
serbestlestirilerek antioksidan faktorlerin trankripsiyonunda gorev alir (82). ROS
artis1, Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1 (Keap1)-Nrf2 kompleksinin ayrigmasina
neden olur. Nrf2 niikleusa taginir ve antioksidan yanit eleman1 (ARE)'e baglanarak
HO-1 transkripsiyonunu aktive eder. Boylece Nrf2/HO-1 yolu, hiicreyi oksidatif strese
kars1 koruyan en kritik antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir. Ayrica Pro-
oksidan uyarim Nrf2/HO-1 sinyal yolunu aktive eder, bdylece Nrf2, HMOX-1

transkripsiyonunu uyarir ve HO-1 seviyelerini artirir, bu da hem kaynakli karbon
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monoksit (CO) ve bilirubini pargalayarak mitokondriyal islev bozuklugunu

baskilayarak ve H>O; seviyelerini azaltarak apoptozu engeller (82-84) (Sekil 5).

GSH,SOD,NQO!1 |
TNF-o,IL-6, b
IL-1B,INOS
ROS MPO,MDA ?
NADPH NADP
/~—_Heme
Keapl doos e Billverdin < BVR ~ Bilirubin
<Nrf2 O X Antioksidatif Antioksidatif .
P : ) ] Antienflamatuvar
i Heme — HO-1 Labile Iron — > Ferritin
Nra D Pro-oksidatif E e Antioksidatif
: NADPH NADP* W Antienflamatavar
Nockews b Carbon Monoxide
PNM2 ) Antoksidatif
A\ \/\// Antienflamatavar
o ARE o e
Anti apopftotik

Sekil 5: Nrf2 sinyal yolagi (84).

Yapilan aragtirmalar norodejenetratif hastaliklarin, beyindeki azalmis Nrf2
seviyeleri ile baglantili olabilecegini gostermektedir (82). AP ile indiiklenen
Alzheimer modelinde si¢canlarin hipokampiis ve PFC dokularinda oksidatif belirtegler
artarken Nrf2 diizeylerinin azaldig1 bildirilmistir (49). Yaslanma ve cevresel faktorler
ile artan oksidatif stres, norodejeneratif hastaliklarin etyopatogenezinde Onemli
olmakla birlikte (85) Nrf2 aktivasyon kaybi (6rnek olarak stoplazmadan ¢ekirdege
alinmasinin engellemesi) veya beyin hiicrelerindeki seviyelerinin azalmasi, beyinde
AP birikimine yol agmaktadir. AB birikimi ise mikroglial aktivasyon ile IL-1f, IL-6,
TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinmasina yol acar. Boylece néronal hasar,
sinaptik fonksiyon kaybi ile sonuglanan néroinflamatuar siirece neden olur (82, 84).
Dolayisiyla Nrf2 antiinflamatuar etkiler gostererek norodejeneratif hastaliklar
karsisinda koruyucu etkiye sahiptir. Nrf2 geninin silindigi APP/PS1 transgenik fareler
(Alzheimer hastaligt modeli)’in biligsel islevlerin bozuldugu, AP diizeylerinde,
interferon gama (IFN-y) ve mikroglial aktivasyonda artis gdzlemlenmistir (86). Sonug
olarak Nrf2 oksidatif hasara ve ndroinflamasyona kars1 koruyucu etkiler gosteren
onemli bir transkripsiyon faktoriidiir ve eksikliginde hem biyokimyasal hem de

davranigsal diizeyde norodejeneratif hastaliklar1 siddetlendirir (47, 84).

15



2.2.2.Kronik serebral hipoperfiizyon ve noroinflamasyon

Noroinflamasyon, demans gibi kronik ndrodejeneratif hastaliklarin hem
baslangicinda hem de ilerleyici klinik seyrinde merkezi bir rol oynamaktadir.
Hipoperfiizyona bagli olarak aktive olan mikroglial hiicreler, basta IL-1p, TNF-a ve
interlokin-6 (IL-6) olmak {izere ¢esitli proinflamatuar sitokinleri salarak ndronal hasari
derinlestirebilir (87). Ayrica KBB ge¢irgenligindeki artis, periferik immiin hiicrelerin
beyin parankimine ge¢isini kolaylastirarak inflamatuar silirecin daha da
kroniklesmesine zemin hazirlar. KSH ile indiiklenen bu inflamatuar ortam,
hipokampiis basta olmak iizere limbik sistem yapilarinda sinaptik plastisiteyi bozarak
O0grenme, hafiza ve davranig fonksiyonlarinda gerilemeye yol agabilir (66, 67). Ayni
zamanda, noronal hasarin artmasiyla birlikte astrosit ve mikroglia aktivasyonu,
NLRP3 inflamazom kompleksi, niikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolaklar1 gibi
molekiiler diizenekler de inflamasyonun hem baslaticis1 hem siirdiiriiciisii haline gelir
(21).

Noroinflamasyon, merkezi sinir sisteminde kronik hipoperfiizyon ile ortaya
¢ikan doku hasarina karsi olusan bagisiklik yanitidir. Mikroglial aktivasyon, sitokin ve
kemokin diizeylerinde artig, periferik bagisiklik hiicrelerinin bolgeye toplanmasi ve
lokal doku hasar1 6ne ¢ikan temel ndroinflamatuar mekanizmalardir (19). Mikroglial
aktivasyon proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p, TNF-a, IL 6) ve ROS olusmasina neden
olur (20). Cesitli nedenlerle olusan ROS seviyelerindeki artis, NF-kB yoluyla pro-
inflamatuar sitokin yapimini uyararak ndroinflamatuar cevabi artirir. Bu arada, pro-
inflamatuar molekiiller ayrica IkappaB kinaz/NF-kB kompleksini uyararak NF-«kB
aktivasyonuna neden olur. Ek olarak, ROS, NLRP3 indiikleyerek IL-18 ve IL-18
seviyelerini artirir (84). Uzun siireli ve kalic1 hale gelen noroinflamasyon, beyaz
cevherin yapisal biitiinliiglinii bozarak sinir hiicrelerinde geriye doniisii olmayan
dejeneratif degisimlere yol agabilir. Bu durum, 6zellikle 6grenme, bellek olusturma ve
bilgiyi isleme gibi temel biligsel slireclerde bozulmalara neden olur. (88).
Noroinflamasyon siirecine katilan proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler

Ozetlenerek tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2: Pro inflamatuar ve anti inflamatuar sitokinler (89).

Pro-inflamatuar Kaynak / Temel Bilgi Anti-inflamatuar Kaynak / Temel Bilgi
Sitokinler (Pro) Sitokinler ve (Anti)
Inhibitorler
IL-1a, IL-1B Makrofaj/monosit kaynagi, | IL-1Ra (reseptor IL-1 aktivitesini engeller
IL-6 iiretimini tetikler antagonist)
IL-6 Hem pro-inflamatuar, hem | IL-4 Th2 kaynakli; IL-1,
anti-inflamatuardir; IL-1 TNF-a’y1 baskilar
ve TNF-a’y1 baskilar
TNF-o Klasik ates ve inflamasyon | IL-10 Giiclii anti-inflamatuar;
uyaricist makrofajlardan TNF-a,
IL-6, IL-1 iiretimini
baskilar
IL-12 Thl yanitlarini destekler IL-11 IL-4 ailesinden;
inflamasyonu baskilar
1IL-17A/E/F Th17 hiicrelerinden; 1L-13 Th2 kaynakli; hem
otoimmiin inflamasyona alerjik hem anti-
yol acar inflamatuar etkiler
gosterir
IL-18 IL-12 ile birlikte IFN-y TGF-3 Makrofaj, Treg
iretimini artirarak aracilifiyla inflamasyonu
inflamasyonu tetikler baskilar, doku onarimina
katk1 saglar
IFN-y Thl aracilikli bagisiklikta | IFN-a Bazi durumlarda anti-
merkezi; makrofaj aktive inflamatuardir
eder

KSH ortaminda mikroglia, astrositler ve endotelyal hiicreler erken donemde
aktive olarak TNF-a ve IL-1B, gibi proinflamatuar sitokinleri hizla iiretir. TNF-a,
noroinflamasyonun merkezi aracilarindan biri olarak One c¢ikar. Mikroglialar,
astrositler ve endotelyal hiicreler tarafindan salgilanan TNF-a, KSH'ye bagli olarak
KBB gecirgenligini artirir, oksidatif stres yanitlarinmi tetikler ve apoptotik sinyalleri
giiclendirerek noéronal kaybi hizlandirir (19). TNF-o'min etkisi hem dogrudan
norotoksik hem de sekonder glial aktivasyonu ve IL-1fB, IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin uyarilmasi uyarilmasi yoluyla gerceklesir (89). NLRP3 inflamasomu basta
olmak iizere, ¢esitli inflamasom komplekslerinin, beyindeki mikroglialar tarafindan
algilanan hiicresel stres yanitlarina kars1 aktive oldugu bilinmektedir. Bu aktivasyon,
pro-kaspaz-1’in aktif kaspaz-1’e doniismesiyle sonuglanir ve kaspaz-1 pro IL-18’y1
aktif IL-1p formuna cevirerek giiclii bir proinflamatuar yanit baglatir. IL-1p, bu siirecte
KBB’nin gecirgenligini artirir ve endotelyal hiicre fonksiyonlarini bozulmasina neden
olur (90). TNF-a ve IL-1B hipokampal sinaptik fonksiyonu etkileyerek islevsel ve
yapisal bozulmaya yol acar (89). Deneysel KSH modellerinde TNF-a ve IL-1f
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diizeylerinin hizla arttig1, bu artisla birlikte hipokampal bolgede mikrogliosis, sinaptik
protein kaybt ve davramigsal diizeyde hafiza bozukluklarinin ortaya c¢iktigi

gosterilmistir (91, 92).

2.2.2.1. Kronik serebral hipoperfiizyon ve NLRP3

Merkezi Sinir Sistemi'nde mikroglia ve astrositler araciligiyla diizenlenen
noroinflamasyon, hiicresel stres ve zararli uyaranlara kars1 bagisiklik yanitin1 temsil
eder. Bu siiregte en iyi tanimlanmis yapilardan biri, NLRP3 inflamazomudur; bu
kompleks, NLRP3, apoptozla iliskili spek benzeri protein (ASC) ve prokaspaz-1
bilesenlerinden olusur. Cesitli hiicresel stres faktorleri NLRP3 aktivasyonunu
tetikleyerek inflammazom olusumuna, ardindan IL-1p ve IL-18 gibi proinflamatuar
sitokinlerin olgunlagsmasina ve salinimina yol agar. NLRP3 inflamazomunun asir1 ve
kontrolstiz aktivasyonu, o6zellikle Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi yasa bagh
norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde merkezi bir rol oynar (93). NLRP3
inflamasomu, merkezi sinir sistemindeki en iyi tanimlanmis enflamatuvar yolaklardan
biridir. KSH gibi diisik diizeyli, uzun siireli hipoksik stres kosullarinda, NLRP3
inflamasomu 6zellikle mikroglialar tarafindan aktive edilir. Bu aktivasyon, noronal
hasarin ve biligsel bozulmanin temelini olusturan néroinflamatuar yanit1 baglatir. KSH
ortaminda hiicresel stres, ROS artig1, ATP salinimi, iyon dengesizlikleri ve lizozomal
disfonksiyon gibi tehlike sinyalleri NLRP3’i aktive eder (94). Bu aktivasyon
sonucunda kaspaz-1 aktif hale gelir ve prolL-18 ile prolL-18’1 olgun ve aktif
formlarina doniistiirerek giiclii bir ndroinflamatuar yanit baslatir (90). Deneysel 2VO
modellerinde, KSH’ye maruz birakilan hayvanlarda hipokampus ve korpus kallozum
gibi bolgelerde NLRP3, IL-1B ve IL-18 ekspresyonunun anlamli Olciide arttig
gosterilmistir. Bu durum, 6zellikle beyaz madde hasari, sinaptik disfonksiyon ve glial
aktivasyonla yakindan iligkilidir (24). Aktive olmus inflamazomlar, noronlarda
apoptoza ve inflamasyonla iliskili hiicre 6liimii tiirii olan piraptoza neden olur. Ayrica
NLRP3 aktivasyonu, KBB bozulmasi ve mikroglial asir1 duyarlilik yoluyla
inflamasyonun yayilmasini hizlandirir. Tiim bu siiregler 6grenme ve hafiza islevlerinde

belirgin gerilemelere yol acar (95) (Sekil 6).
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Sinyal 1 (Hazirlik) Sinyal 2 (Aktivasyon)
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Sekil 6: Kanonik NLRP3 inflammazom aktivasyonu, iki asamali bir modelle agiklanir:
Sinyal 1 (Hazirlik): Toll benzeri reseptorler (TLR’ler), TNF reseptorii (TNFR) ve IL-
1 reseptorii (IL-1R1) gibi bagisiklik reseptorlerinin; lipopolisakkarit (LPS), TNF-a,
IL-1B gibi PAMP’ler, DAMP’ler ve sitokinlerle uyarilmasi sonucunda NF-xB
sinyallemesi aktive olur. Bu da inflammazom komponentleri olan NLRP3, pro-IL-13
ve pro-IL-18’in transkripsiyonel diizeyde yukari regiilasyonunu saglar. Sinyal 2
(Aktivasyon): Hiicre ici stres veya cesitli uyaranlarla (ekstraseliiler ATP, ROS, K*
effluksu, Ca*" mobilizasyonu, mitokondriyal disfonksiyon, lizozomal hasar, AP
agregatlar, monosodyum {irat kristalleri gibi) saglanir. Bu sinyaller, NLRP3
oligomerizasyonunu, ASC (CARD igeren apoptozla iliskili spek benzeri protein)
aracilifiyla prokaspaz-1’in bir inflamazom kompleksinde toplanmasini ve ardindan
aktif kaspaz-1 olusumunu tetikler. Aktif kaspaz-1, iki temel etkinligi yiiriitiir: pro-IL-
1B ve pro-IL-18’1 olgun sitokinlere doniistiirerek inflamatuar yaniti baslatir.
Gasdermin D (GSDMD)’yi N-terminalinden keserek plazma membraninda gézenek
olusumuna neden olur. Bu siire¢ piroptozis olarak bilinen inflamatuar hiicre 6liimiinii
baglatir. Bu mekanizma, enfeksiyonlara karsi bagisiklik yanitini diizenlemenin yam
sira, norodejeneratif hastaliklar gibi inflamasyonla iligkili patolojilerin gelisiminde de

kritik rol oynar (93).
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2.2.2.2. Kronik serebral hipoperfiizyon ve JAK/STAT yolag:

Janus kinaz ve STAT yolu, sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin hiicre i¢i etkilerini
ileten, hiicresel apoptoz, inflamatuar yanitlar ve oksidatif stres reaksiyonlarina katilan
kritik bir sinyal iletim yoludur. (96). JAK/STAT yolu, hedef genlerin transkripsiyonel
aktivasyonu i¢in ¢ok sayida ligand tarafindan aktive edilebilir. Ligandlarin reseptdrlerine
baglanmas1 JAK fosforilasyonunu neden olur. Fosforile JAK pro-inflamatuar sitokinleri
ve kemokinleri kodlayan hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen ve doku hasarina
katkida bulunan STAT fosforilasyonuna indiikler (21, 22). JAK, JAKI, JAK2, JAK3 ve
JAK4 olmak iizere dort aile tiyesinden olusur ve hepsi bir tirozin kinazdir; JAK1 ve JAK2
cesitli dokularda ve hiicrelerde yaygin olarak dagilmistir. Ayrica STAT1, STAT2, STAT4,
STATS5a, STATSb ve STAT6 gibi STAT3 ailesinin alt1 farkli tiyesi vardir (97). STAT3
aktivasyonu, astrositlerde GFAP ekspresyonunu artirarak reaktif gliozis olusturur.
Mikroglialarda ise M1 fenotipine doniistimiinii saglayan TNF a ve IL-1f {iretimini tetikler.
Uzun vadede STAT3 aktivasyonu, 6grenme ve hafiza islevlerinin zayiflamasina yol agan
yapisal ve islevsel beyin degisikliklerine neden olur. Ozellikle JAK2/STAT3 ekseni,
merkezi sinir sisteminde inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde ve astrosit/mikroglia
aktivasyonunda belirgin rol oynar (98). KSH gibi durumlarda bu yolun anormal
aktivasyonu, inflamasyonun devamliligin1 saglayarak bilissel bozulmay1 hizlandirabilir.
KSH ortaminda artan IL-6 diizeyleri, bu yolu aktif hale getirerek mikroglia ve astrositlerin
proinflamatuar fenotipe gegmesini destekler (6) (Sekil 7).

Sitokinler, IL-6, IL-1B, l Nicoal aocides |..
TNF-a, NF-kB, VEGF, iN

Norodejeneratif
> hastaliklar
Noroinflamasyon

Sekil 7: JAK2/STATS3 sinyal yolu, sitokinlerin reseptorlerine baglanmasiyla tetiklenir.
Bu etkilesim, JAK2 nin aktivasyonu ve STAT3{in tirozin fosforilasyonuna yol acar.
Fosforile STAT3 (p-STAT3), homodimer veya heterodimer olusturarak c¢ekirdege

taginir ve sitokine duyarli genlerin transkripsiyonunu baslatir (97).
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2.2.3.KSH ve sinaptik disfonksiyon

KSH, demans ve diger norodejeneratif hastaliklarda biligsel gerileme ve
dejeneratif siireglerin altinda yatan yaygin bir patofizyolojik mekanizmadir. KSH sirasinda
diisiik serebral kan akisi, hemodinamik ve enerji metabolizmasinin homeostazinda
bozukluklara yol acar ve bu da oksidatif strese, astrositlerin asir1 aktivasyonuna ve sinaptik
protein yapimminda azalmaya neden olur (99). Bu olaylar KSH'den sonra sinaptik
plastisiteye ve biligsel islev bozukluguna katkida bulunur. KSH mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres, glial aktivasyon ve noéroinflamasyon gibi olaylar zinciri,
ndronal hasar ve sinaptik kayip ile sonuglanir (71).

Sinaptik disfonksiyon, ndronlar arasi iletisimin yapisal veya islevsel diizeyde
bozulmast olarak tanimlanir ve birgok ndrodejeneratif hastaligin erken evresinde ortaya
cikan kritik bir patolojik stirectir. KSH ile iliskili biligsel bozulmalarin, sadece noronal
kayiplarla degil, daha erken evrede gelisen sinaptik disfonksiyon ve mikro damarsal
dejenerasyon ile basladigina dair giderek artan kanitlar mevcuttur (28, 29). KSH altinda,
sinaptik yapilar oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuar yamitlarin
etkisiyle zarar goriir. Bu siirecte glutamaterjik sistemdeki bozulmalar, glutamatin geri
aliminin yetersizligi ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin asirt aktivasyonu
sinaptik toksisiteye yol agar. Ayrica, sinaptik plastisite i¢in gerekli olan ndrotrofik
faktorlerde —6zellikle BDNF ve sinir biiylime faktorii (NGF) belirgin bir azalma gozlenir
(27).

KSH sinaptik protein kayb1 ve yapisal degisiklikler ile iligkilidir (5). KSH’ye
maruz kalan hayvan modellerinde, postsinaptik yogunluk proteinlerinden (PSD-95),
sinaptik vezikiil proteini sinaptofizin ve yapisal sinaps proteinlerinde anlaml diizeyde
azalma tespit edilmistir (30). Bu proteinlerin kaybi, sinapsin hem iletim kapasitesini hem
de yapisal biitiinliigiinii zayiflatmakta ve sinaptik baglanti sayisinin azalmasina neden
olmaktadir. KSH’de en sik etkilenen bolgeler hipokampiisiin cornu ammonis CA1 ve CA3
alanlari ile PFC’dir (69). Bu alanlar, hafiza ve yiiriitiicii islevlerde kritik rol oynadigindan,
sinaptik disfonksiyon biligsel bozulmalarin en erken habercisi olabilir. Sinaptik plastisite,
O0grenme ve hafiza gibi yiiksek biligsel islevlerin temelini olusturur (99). Bu siirecinin
onemli bir gostergesi olan LTP, noronal devrelerin fonksiyonel adaptasyonuna olanak
saglar ve ozellikle 6grenme ve bellek konsolidasyonunda kritik rol oynar (100). Ancak
KSH ya da iskemi kosullarinda LTP mekanizmalarinda belirgin bozulmalar

gozlenmektedir. LTP'nin olusumu ve siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan CREB, uzun siireli
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bellegin molekiiler diizeydeki anahtar diizenleyicilerindendir. KSH gibi stres
durumlarinda CREB'in fosforilasyonu ve transkripsiyonel aktivitesi inhibe edilebilmekte,
bu da sinaptik plastisiteyi ve hafiza olusumunu olumsuz etkileyebilmektedir. Sinaptik
yapilar, serebral iskemiye karst ozellikle duyarlidir. iskemik hasari takiben dendritik
yapilarda ve sinaptik yogunlukta belirgin azalmalar olur. Bu yapisal bozulmalar, néronlar
arast iletisimin zayiflamasina ve biligsel fonksiyonlarda gézlemlenen gerilemeye katkida
bulunur (99). Yapisal plastisitenin 6nemli biyobelirteclerinden olan mikrotiibiil ile iliskili
protein 2 (MAP-2) ve sinaptofizin, sinaptik biitiinliigiin korunmasinda kritik rol oynar.
Yapilan c¢aligmalarda, KSH sonrasinda hem MAP-2 hem de sinaptofizin ekspresyon
diizeylerinde anlamli azalmalar tespit edilmistir. Bu durum, sinaptik dejenerasyonun
ilerledigini ve yapisal plastisitenin geri dondiiriilemez sekilde bozuldugunu
diisiindiirmektedir (101). Aym1 zamanda, BDNF/TtkB ve Akt/CREB yollarinin da
baskilanmasi, sinaptik disfonksiyonu daha da derinlestirmektedir (27).

2.2.3.1. Kronik serebral hipoperfiizyon ve BDNF

BDNF, noronal gelisim, sagkalim, farklilasma ve sinaptik plastisiteyi destekleyen,
merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunan bir ndrotrofindir. BDNF, baslica
hipokampiis, PFC ve serebral kortekste sentezlenir ve etkilerini, yiiksek afiniteli reseptorii
olan TrkB’ye baglanarak gosterir. BDNF/TrkB sinyal yolaklari; sinaptik giliclenme, LTP
ve hafiza konsolidasyonu gibi biligsel islevlerde hayati rol oynar (30). KSH’ye bagh
hipoksi ve enerji eksikligi, noronal aktiviteye duyarli transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonunu engeller ve bu da BDNF gen ekspresyonunun baskilanmasina neden olur
(27, 102). KSH kosullarinda, BDNF mRNA hem de protein diizeylerinde azalma
bildirilmis; bu azalma sinaptik proteinlerde diigiis, LTP inhibisyonu ve biligsel
performansta gerileme ile iliskilendirilmistir (103). BDNF diizeylerinin azalmasi ayni
zamanda Akt/CREB ve fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K)/Akt gibi sinyal yollarinin da
zayiflamasina neden olur, bu da sinaptik kayb1 derinlestirir (27, 30).

BDNF/TrkB sinyal yolu, yalnizca sinaptik plastisiteyi degil; ayn1 zamanda hiicre
sagkalimi, vaskiiler biitiinliik ve inflamasyonun diizenlenmesini de etkileyen ¢ok yonlii
bir molekiiler agin pargasidir. BDNF, TrkB’ye baglanarak PI3K/Akt sinyal yolunu aktive
eder. Bu aktivasyon, anti-apoptotik genlerin uyarilmasma ve hiicre sagkalimmin
desteklenmesine yol agar. Akt sinyali ayn1 zamanda hiicresel Fos proto-onkojeni/hiicresel

Jun proto-onkojeni (c-Fos/Jun) transkripsiyon komplekslerini modiile eder; bu sayede
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matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) sekresyonu azalir ve vaskiiler gecirgenlik baskilanir.
Bu mekanizma hem serebral vaskiiler bariyerin korunmasima hem de iskemik stres sonrast
beyin dokusunun yapisal stabilitesine katki saglar. BDNF aym zamanda ERK
fosforilasyonunu da uyarir. Bu yolak {izerinden forkhead kutusu protein O1 (FOXO1) ve
CREB transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi artar. CREB araciligiyla sinaptik plastisiteyle
iligkili genlerin transkripsiyonu artarken, FOXO1 yoluyla oksidatif stres yanit1 diizenlenir.
BDNF/TrkB sinyalizasyonu ayrica pro-BDNF iiretimini artirarak pozitif geri besleme
mekanizmasi olusturur. BDNF/TrkB sinyallemesi, p38 mitojen-aktive protein kinazi
(MAPK) fosforilasyonunu, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2
(COX-2) ekspresyonunu inhibe eder. Bu yolla nitrik oksit (NO) {iretimi sinirlanir ve IL
1B, TNF-a, IL-6 ve IL-18 transkripsiyonu baskilanir. Bu etkiler birlikte vaskiiler

inflamasyonun ve ndroinflamasyonun hafifletilmesine katki saglar (30, 36) (Sekil 8).
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Sekil 8: BDNF/TrkB sinyal yolagi. (BDNF, beyinden tiiretilen norotrofik faktor; TrkB,
tropomiyozinle iliskili kinaz B; PI3K, fosfoinozitid 3-kinazlar;, MMP9, matris
metallopeptidaz 9; ERK, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz; FOXO1, Forkhead kutusu
O1; CREB, cAMP-tepki elementi baglayici protein; iNOS, uyarilabilir nitrik oksit sentaz;
COX2, siklooksijenaz-2; NO, nitrik oksit; IL, interlokin; TNF, tiimor nekroz faktorii) (36).
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2.2.3.2. Kronik serebral hipoperfiizyon ve CREB

CREB (CREBI1), CRE modiilatorii (CREM), aktive edici transkripsiyon
faktorii-1 (ATF-1) olmak {iizere ii¢ ana iiyeden olusur. CREB1 geni, bilinen tiim
izoformlarin transkripsiyonundan sorumludur. En yaygin olani CREB-a izoformudur;
ancak 3 ve A formlar1 da eksprese edilir. CREBa ve A izoformlarindan yoksun farelerin
kisa siireli bellegi etkilenmemis olsa da uzun siireli bellekte belirgin bozulmalar
gorilmiistir. Bu durum, CREB’in 6zellikle uzun siireli hafiza olusumundaki temel
roliinii desteklemektedir (104, 105). CREB glutamat, BDNF, dopamin, serotonin,
insiilin benzeri biiylime faktorii 1 (IGF-1), Ostrojen gibi g¢esitli ndrotransmitterler,
biliylime faktorleri ve hormonlarla aktive olur. Bu ligandlar genellikle cAMP/PKA,
Ca*/CaMKIl, PI3K/Akt, ve MAPK/ERK vyollar1 iizerinden CREB’in Serl33
fosforilasyonunu saglayarak transkripsiyonel etkinligini baglatir (106). Noronal
aktiviteye yanit olarak fosforile olan CREB, noronal sagkalim ve hiicresel adaptasyon
i¢in gerekli olan bir¢ok genin transkripsiyonunu diizenler. Ancak KSH gibi uzun siireli
iskemik kosullar altinda CREB'in ekspresyonu ve aktivitesi anlaml sekilde azalir.
2VO modelinde biligsel diistisle birlikte hayvanlarin hipokampiislerinde CREB
fosforilasyonunun azaldigi, buna paralel olarak sinaptofizin, sinaptotagmin-I, sinapsin
I, PSD-95, p-NMDAZ2B ve p-CaMKII-a dahil olmak iizere sinaptik plastisite ile iligkili
proteinlerin de azaldig: bildirilmistir (27). BDNF, glutamat, dopamin, serotonin, IGF-
1, 6strojen gibi ¢esitli ndrotransmitterler, biiylime faktorleri ve hormonlarla aktive olur.
Bu ligandlar genellikle cAMP/PKA, Ca*/CaMKII, PI3K/Akt, ve MAPK/ERK yollar1
tizerinden CREB’in Ser133 fosforilasyonunu saglayarak transkripsiyonel etkinligini

baslatir (106).

2.2.3.3. Kronik serebral hipoperfiizyon ve CaMKII

CaMKII hiicre i¢i kalsiyum sinyallerine duyarli serin/treonin kinaz ailesine ait
bir enzimdir. Hem periferik organlarda hem de MSS ¢esitli hiicresel sinyal yollarinda
kritik rol oynar. CaMKII, RNA eklenmesi, ROS iiretimi, hiicre iskeletinin
diizenlenmesi ve protein-protein etkilesimleri gibi mekanizmalar aracilifiyla ¢ok
yonlii islevler iistlenir. MSS’de ise 6zellikle vaskiiler tonusun diizenlenmesi, néronal
aglarin biitliinliigli, LTP, norotransmisyon, sinaptik plastisite, amiloid beta aracili

norotoksisite, lipid metabolizmast ve mitokondriyal islevler iizerinde belirleyici rol
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oynar (32). En ¢ok calisilan izoformu CaMKlIla’dir ve 6zellikle beyin, kalp ve iskelet
kas1 dokularinda bol bulunur (107). CaMKII, 12-14 alt birimden olusan holoenzim
yapisina sahiptir. Aktivasyonu, Ca*'/kalmodulin kompleksine baglanma ile baslar.
Ardindan CaMKIla veya CaMKIIB bolgesinde otofosforilasyon meydana gelir. Bu
fosforilasyon, enzimin Ca?* olmadan da aktif kalmasini saglar ve buna "Ca?" bagimsiz
aktivite" denir. CaMKII, o6zellikle hipokampilis ve PFC gibi bolgelerde LTP
siireclerinin merkezindedir. NMDA reseptorleri araciligiyla hiicreye giren Ca?",
CaMKII’yi aktive eder ve bu da a-Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik
asit (AMPA) reseptorlerinin fosforilasyoninu, sinaptik giiclenmeyi ve yeni sinaps
olusumu saglar (32, 33, 108). CaMKII'nin otonom olarak aktive olmasini saglayan
CaMKlIla otofosforilasyonu, glutamaterjik sinyalizasyonun Ogrenme ve hafiza
stireclerine adaptif yanitlar verebilmesini saglar (107). KSH olusturulmus si¢anlarda
p-CaMKII, ve p-CREB seviyelerinin azaldig1 ve ayn1 sekilde bilissel fonksiyonlarinda
bozulma oldugunu bildirilmistir (35). CaMKII, ndrotransmitter iletiminde ve sinaptik
plastisitenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar dolayisityla CaMKII seviyelerindeki
diisiis bilissel bozuklukla iliskili olabilmektedir (33). KSH, oksidatif stres, glutamat
eksitotoksisitesi ve inflamasyon gibi birgok ve kompleks bir patofizyolojiyi indiikler.
Son bilimsel veriler; KSH’ ta CaMKII'nin diizenlenmesinin noéronal Oliim,
noroinflamasyon ve endotel bariyerinin bozulmasi gibi siireclerde néroprotektif bir rol

oynadigini igaret etmektedir (27, 102, 108) (Sekil 9).
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Sekil 9: CaMKII ve NMDAR bagimli bilissel islevlere katkisi. CaMKII, kalmodulin'e
(CaM) baglanir ve N-metil-D-aspartat reseptorii (NMDAR) araciligiyla Ca**

sinyallemesinin neden oldugu a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
reseptorii (AMPAR) ekspresyonunu artirir. Daha sonra, CaMKII, NMDAR-AMPAR
bagimli PSDO95 ekspresyonu aracilifiyla uzun siireli potansiyasyon (LTP)
indiiksiyonunu hizlandirir ve bu da gelismis hafiza fonksiyonuna yol agar. Ayrica,
CaMKII, cAMP yanit elementi baglayici proteinin (CREB) fosforilasyonunu aktive
ederek sinaptik plastisite ve dentritik dallarin olgunlagmasinda iyilesmeye yol agabilir

(32).

2.2.4.Kronik serebral hipoperfiizyon ve glutamaterjik sistem

MSS’de en fazla bulunan non esansiyel aminoasit olan glutamat beyinde en
onemli eksitator norotransmitter olarak bilinmektedir ve glutaminden sentezlenir.
MSS’deki ndronlarin  %90°1 sinaptik iletide glutamat salgilar. Astrositler ve
ndronlardaki glutamat metabolizmasinin fizyolojik sinirlar i¢cinde devam etmesi, beyin
fonksiyonlarmin siirdiiriilebilmesi i¢in zorunludur. Glutamat 6grenme, hafiza gibi
biligsel fonksiyonlar i¢in 6nemlidir. Dolayisiyla glutamaterjik sistemdeki bozukluk
epilepsi, norodejeneratif hastaliklar, iskemi gibi bir¢ok patoloji ile iligkilidir. Noron ve

astrositlerde mitokondriyal glutaminaz araciligi ile glutaminden sentezlenir. Glutamat
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ayrica trikarboksilik asit (TCA) siklusunda bir ara iiriin olan a-ketoglutaratin, glutamat
dehidrojenaz enzim aracilig1 ile de sentezlenmektedir (109).

Glutamat vezikiilleri presinaptik membran ylizeyine baglanarak glutamati
sinaptik araliga bosaltir. Glutamat daha sonra postsinaptik néronlardaki reseptorleri
olan NMDA reseptorlerini aktive eder. Glutamat’in NMDA reseptorleri disinda iyon
kanal1 6zelligine sahip AMPA ve kainat reseptorleri bulunur. Ayrica glutamat G
proteinine bagli metabotropik glutamat reseptorleri olarak bilinen reseptorleri araciligi
ile de etki gosterir (27). Istirahat sirasinda 0.6 pM olan glutamat diizeyleri reseptorlerin
aktive olmasi esnasinda yaklasik 10 pM a ulasir. Sinaptik araliktaki glutamat
konsantrasyonlarinin  hizli  bir sekilde disiiriilmesi asir1  uyarilmanin = ve
norotoksisitenin engellenmesi i¢in son derece onemlidir. (109-112). Astrositlerin ve
noronlarin plazma zarlarinda yer alan glutamat tastyicilar1 vasitasiyla glutamat hizla
uzaklagtirilmig olur. Bu tagiyicilar hiicre i¢i glutamat tasiyicilar: ve plazma membran
tastyicilart olmak tizere iki sinifa ayrilabilir. Hiicre ici glutamat tasiyicilar1 vezikiiler
glutamat tastyicilart (VGLUT), plazma membrani uyarict aminoasit tasiyicilari
(EAAT) ve glutamat-sistein doniistiiriicii bir grup glutamat tasiyici iiyesinde olusan bir
aileyi olusturur. Plazma membran tasiyicilart ise yiiksek afiniteli glutamat tasiyicilar
ve Na-Cl birlestirilmis tastyicilardir. MSS’de glutamat taginmasi biiyiik ¢ogunlukla
yiiksek afiniteli sodyuma bagimli EAAT ler aracilif ile gerceklesir. EAAT lerin bes
farli alt tipi vardir. Tiim glutamat tasiyicilar1 arasina EAAT-2/GLT-1 hipokampiis ve
korteksteki glutamat tastyicilarinin %80’ini olusturur ve basta astrositlerde eksprese
edilebilmektedir (36). Azalmis glutamat tasiyici proteinleri ile ndrodejeneratif
hastaliklar arasindaki baglant1 bircok calismada gdsterilmistir. Ornek olarak GLT-
1/EAAT-2 seviyelerinin yas ile azalmasi, GLT-1 oksidasyonun artasiyla inaktive
edilmesi, noronlarda bu tagiyicilarin anormal ekspresyonu glutamat norotoksisitesi ile
sonuglanir ve nérodejeneratif hastaliklarin olusumuna katki sunar. Bu nedenle bir¢ok
farmakolojik calisma Glutamat tasiyicilarinin ekspresyonun veya aktivasyonlarinin

yeniden arttirilmasini hedeflemektedir (40, 109) (Sekil 10).
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Sekil 10: Glutamat-glutamin dongiisii. Glutamat-glutamin dongiisii, néronlar ve
astrositler arasinda gerceklesen ve sinaptik glutamatin geri doniisiimiinii saglayan
temel bir siirecti. Bu dongiide glutamat, glukozdan sentezlenir ve enerji
metabolizmasiyla (6zellikle TCA dongiisii) yakindan iliskilidir. Astrositler, piriivat
karboksilaz (PC) enzimi ile piriivati oksaloasetata ¢evirerek glutamat sentezi igin
gerekli anaplerotik destegi saglar. Glutamat, presinaptik néronlardan sinaptik araliga
salinir ve postsinaptik noronlarda uyarici sinyal iletimini saglar. Glutamatin sinaptik
araliktan temizlenmesi agirlikli olarak astrositler tarafindan GLT-1 ve GLAST
tastyicilar araciligiyla, daha az oranda ise néronal GLT-1 ile ger¢eklesir. Astrositlerde
glutamat, yalnizca bu hiicrelerde bulunan glutamin sentaz (GS) enzimi ile glutamine
doniistiiriiliir. Glutamin, astrositlerden SNAT3/5 tasiyicilariyla salinir ve ndronlara
SNAT1/7/8 araciligiyla alinir. Norona giren glutamin, glutaminaz (PAG) tarafindan
glutamata ¢evrilerek dongli tamamlanir. Glutamat ayrica hem noéron hem de
astrositlerde aspartat aminotransferaz (AAT) ve glutamat dehidrogenaz (GDH) ile
TCA dongiisiinde oksidatif olarak metabolize edilebilir. Bu dongii, glutamaterjik
ndrotransmisyonun devamliligi ve beyin enerji dengesinin saglanmasi agisindan kritik

Ooneme sahiptir (109).
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Sinaptik araliktaki glutamat konsantrasyonunun yiikselmesi agiri uyarilma
sonucu noronal toksisite ile sonuclanir ve buna eksisitotoksisite adi verilir. Yapilan
bircok calismada eksisitotoksisitenin ndronal hiicre dliimiine yol agarak
norodejeneratif hastaliklarin etyopatogenezinde rol aldigir gosterilmistir (40, 71).
llerleyen yas ile eksisitotoksisite, astrositlerin glutamat tasimasinda bozukluklar,
glutamat seviyelerinde azalma, néron yogunlugu ve boyutlarinda azalma, dentritik
dallanmalarda ve aksonal baglantilarda azalma meydana gelir (113). ileri yasla beraber
daha sik goriilemeye baslayan inme, serebral iskemi ve hipoperflizyon gibi durumlarda
glutamat eksisitotoksisite ile ndrodejeneratif hastaliklarin diger bir nedeni olarak kabul
gormektedir. Gerek 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni olan serebrovaskiiler
hadiselerde gerekse hayvan ¢aligmalarinda olusturulan kronik serebral hipoperfiizyon
modellemelerinde azalan ATP ve oksijen seviyelerine kars1 vezikiillerden sinaptik
araliga yogun bir glutamat saliniminin oldugu ve glutamat tagiyicilarinin seviyelerinde
azalma oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Bu durum néronal hiicre 6limii ile
sonuclanmaktadir. Serabral iskemi ve enfarktiis sonrasi beyin omurilik sivisi (BOS)
glutamat seviyelerinin yiliksek olmast bu durumu desteklemektedir. GLT-1 gibi
glutamat tasiyicilarinin.  glutamat seviyelerini azaltarak iskemi sonrasinda

noroprotektif bir etki olusturdugu kabul edilmektedir (111, 112).
2.2.5.Kronik serebral hipoperfiizyon ve kolinerjik sistem

Kolinerjik sistem hafiza ve 6grenmede rol oynar ve kolinerjik néronlarin kaybi
bilissel islevin bozulmas ile iligkilidir ve AH etiyolojisinde en erken olay olarak kabul

edilir. Buna karsilik, glutamaterjik néronlar MSS’de en bol bulunanlardir ve bunlarin

kayb1 beyin atrofisinde en biiyiik pay1 olusturur (56) (Sekil 11).
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Sekil 11: Insan beynindeki ana glutamaterjik, kolinerjik ve dopaminerjik
norodevrelerin semasi ve bunlarin birlesmesi. (AMG, amigdala; hDB, Broca'nin
diyagonal bandmin yatay kolu; HIP, hipokampiis; LDT, laterodorsal tegmental
cekirdek; MS, medial septum; NAc, nucleus accumbens; NBM, Maynert'in nucleus
basalis'i; PPT, pedunkiilopontin tegmental ¢ekirdek; SN, substantia nigra; ST, striatum;
TH, talamus; vDB, Broca'nin diyagonal bandinin dikey kolu; VTA, ventral tegmental
alan) (56).

Merkezi kolinerjik sistem disfonksiyonu AH ve VaD’li hastalarin
patogenezinde ortak noktadir. Ozelikle hipokampus ve neokortekste yogun sekilde
bulunun kolinerjik noronlarin kaybt ve Ogrenme ve hafiza gibi norobiligsel
faaliyetlerde gerilemeye neden olmaktadir (36, 114). Gilinlimiizde, kolinesteraz
inhibitorleri AH i¢in uygulanan birinci basamak ilaglardir. Donepezil, rivastigmin ve
galantamin klinik olarak kullanilan {i¢ ana kolinesteraz inhibitoriidiir. Bir¢cok calisma,
demans hastalarinda artan asetilkolin tedarikinin biligsel gerilemeyi azaltmaya
yardimci oldugunu ortaya koymustur (115).

Beyinde 6zelikle hafiza, dikkat, algi, 6grenme gibi faaliyetlerin yiiriitiilmesinde
sorumlu kolinerjik ndronlar 6n beyinde yogunlas bir sekilde bulunmaktadir.
Hipokampiiste CA1-CA4 ve dental girusta bulunan kolinerjik noronlar

septohipokampal yol olarak adlandirilir ve uzamsal 6grenmede rol alirlar (116).
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Yapilan c¢aligmalarda septohipokampal bdlgeye verilen hasar sonucu T-labirent
testinde uzamsal 6grenmenin kayboldugu ya da gecikmeye yol agtig1 bildirilmistir
(117). Asetilkolin kolinerjik néronlarin sitoplazmasinda ChAT enzimi tarafindan asetil
CoA ve kolinden sentezlenir. Asetil CoA mitokondride sentezlenir. Kolinin ¢ogu ise
diyetle karsilanir. Vezikiiler asetilkolin tastyicilariyla asetilkolin vezikiillerinde
depolanir. Presinaptik depolarizasyon ile vezikiillerdeki asetilkolin sinaptik araliga
gecer ve postsinaptik muskarinik ve nikotinik reseptorler ile etkilesim baglar.
Glutamat/glutamin siklusuna benzer sekilde sinaptik aralikta artan kolin seviyeleri ile
AChE enzimi aktive olur ve asetilkolin’i kolin ve asetat’a ayirir. Ozellesmis kolin
tagiyicilart araciliga ile kolin presinaptik noronlara tasinir ve tekrardan asetilkolin
sentezlenmek iizere kolin havuzuna dahil edilir (118). ACh, AChE tarafindan hizla
ortamdan uzaklastirildigindan, kolinerjik sistemin hasarmmin  ve onarimini
degerlendirebilmek i¢in ¢aligmalarda, ChAT ve AChE'nin ekspresyonu ve aktivitesinin

saptanmastyla dolayli olarak degerlendirilebilecegini gostermistir (9) (Sekil 12).
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Sekil 12: Asetilkolin norotransmisyonunu igeren biyolojik yonlerin sematik gdsterimi
(118).
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Ilerleyen yasla beraber kolinerjik ndrotransmisyon sistemdeki fonksiyonel
kayiplar azalmis asetilkolin, kolin, kolin asetiltransferaz gibi biyobelirteglerin
diizeylerinde farklilagsma ile agiklanmaktadir. Beyin 6n bolgesinde Meynert bazal
cekirdegi, hipokampiis, neokortekste azalan kolinerjik sistem aktivitesi 0grenme
hafiza gibi biligsel fonksiyonlarda gerilemeye yol agmaktadir. (119). Norodejeneratif
hastaliklarda ve 6zellikle Alzheimer’da, fonksiyonel olarak ilk bozulmaya baslayan
bolgelerin hipokampiis ve meynert bazal ¢ekirdeginde oldugu diisiiniilmektedir (120).

MSS de bulunan kolinerjik néronlar aktivasyon ya da inhibisyondan ziyade
modiilator islevleri ile faaliyet gostermekte olup periferik ndronlarin aksine Ca®*
aracili iyon kanlarin1 kullanmaktadir. Bu farklilik MSS’deki asetilkolin reseptorlerine
modiilator fonksiyonlarinin kazandirilmasini saglamaktadir. Asetilkolin salinimi ile
presinaptik bdlgede Ca** artis1 saglar. Bu da diger nérotransmiterler olan glutamat,
gama aminobiitirik asit (GABA), dopamin, seratonin gibi farkli ndrotransmiterlerin
regiilasyonlarina katki saglamaktadirlar. Ogrenme ve hafiza gibi bilissel fonksiyonlar
bu ndrotransmisyon regiilasyonu ve etkilesimi ile saglamaktadir (118) (Sekil 11).

Serebral iskemi hipokampus, korteks, striatum gibi hipoperfiizyona duyarh
bolgelerde bulunan kolinerjik ndronlarin hasarmma neden olur. Kolinerjik
norotransmisyon sistemde bozulma, ndroinflamasyon, oksidatif stres, biriken ROS
nedeni ile biligsel fonksiyonlarda bozulma meydana gelir (9). Yapilan caligmalarda
kronik serebral hipoperfiizyon olusturulmus sicanlarda beyinde asetilkolin ve
muskarinik reseptdr seviyelerinin azaldigir gosterilmistir (121). Ayrica KSH ve
Alzheimer sican modellerinde hipokampal dokuda AChE aktivitesinin arttigr ve
biligsel diisiis oldugu bildirilmistir (9, 122). Hipokampal kolinerjik sistem medial
septumdaki ve brokodiyogonal banttaki ndronlar tarafindan iletilir. Bu iletim dikkat,

ogrenme, hafiza fonksiyonlart ile iliskilidir (119).

2.3. Hipokampiisiin Anatomik Yapisi ve Fonksiyonel Baglantilar

Hipokampiis anatomik olarak beynin gri cevher tabakasinda lokalize lateral
ventrikiiliin temporal hornunda, temporal lobun medialinde uzanim gdsteren bir
yapidir. Aslinda temporal lobun medial kismi1 limbik sistemi olusturan amigdala,
dentat girus, parahipokampal girus ve hipokampiisii barindirir ve bu yapilar i¢ ice
gecmis sekilde biitiinliik gosteren yapilardir. Hipokampiis dentat girus (DG), Cornu

ammonis ve subikulum (Sub) olmak {izere ii¢ boliimden olusmaktadir. CA ve dentat
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girus C seklinde bir formasyonla birlesir ve Cornu ammonis, dentat girusu CA1-CA2-
CA3-CA4 alanlari ile ¢evreler. CA1 ile entorinal korteks arasinda yer alan subikulum,

hipokampusun entorinal kortekse acilan ¢ikis bolgesidir (123, 124) (Sekil 13).
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Sekil 13: Hipokampiis ve 68renme ve bellekte yer alan beyin bolgelerinin baslica
anatomisi. (Ant, anterior talamik cekirdekler; CA, cornu ammonis; MB, mamiller

cisimler; Med, medial talamik ¢ekirdekler; MTT, mamillotalamik yol) (123).

Hipokampiis, alt1 katmanli neokorteksin aksine, belirgin ti¢ katmanli laminalar1
nedeniyle klasik olarak arsikorteks olarak adlandirilir. Hipokampiiste, trisinaptik
dongii olarak adlandirilan temel baglanti sistemi: Entorinal korteksten dentat girusa
uzanan perforant yollar, dentat girustan CA3’e giden mossy lifleri, CA3’ten CAl’e
ulasan Schaffer kollaterallerini igerir. Son asamada, CAl'den entorinal kortekse geri
doénen projeksiyonlarla dongii tamamlanir. Subikulum ve CA alanlarindan entorinal
kortekse yonelen geri bildirici baglantilar, hipokampiisiin yalnizca bilgi alan degil,
ayn1 zamanda bilgiyi geri ileten cift yonlii bir merkez oldugunu gosterir (123, 125)
(Sekil 14).

33



1-Alveus

2-Stratum Oriens

3- Stratum Piramidalis
4- Stratum Radiatum

5- Stratum Lakinozum
6,7- Stratum Molekulare
8- Stratum Granulosum
9- Polimorfik Tabaka
10-Fimbria

Mossy (yosunsu) Lifler
Endofolial Yol
Schaffer Kollateralleri
Perforant Yol

CA1 w=pSub.

Sub = ETC

Sekil 14: Hipokampiise ait tabakalar ve bilginin islenmesinde rol oynayan trisinaptik

yol (125).

Entorinal korteksten gelen veriler dentat girus araciligiyla hipokampal CA alt
bogelere dagilir ve buradan da bircok kortikal ve subkortikal yapiya iletilir. CA3
aksonlar tarafindan CAl’e gonderilen sinaptik iletilerin yan1 sira CA3’teki diger
ndronlarla olan baglantilar1 CA3 bdlgesini disosiyatif hafiza yetenegi konusunda daha
benzersiz kilmaktadir (126). Hipokampal bolgeler kortikal ve subkortikal baglanti
bolgelerine sahiptir. Entorinal korteksten giren kortikal veriler dentat girus tarafindan
alinir ve Cornu ammonisin farkl alt birimlerine dagilir. Bu sayede birgok kortikal ve
subkortikal beyin yapilarina yayilir (125). Ancak son zamlarda yapilan daha detayl
anatomik incelemerde hipokampiisiin, bu baglantilardan fakli olarak enine kesitlerde
ve capraz aksta farkli baglantilarin oldugu daha karmasik bir sistemi barindirdig
diistiniilmektedir. Entorinal korteksten dentat girus disinda direkt olarak CA1 ve CA3
bolgelerine dagilimlarin olmast buna bir 6rnek olarak gosterilebilir. Yine CA3 ten
dentat girusa olan geri bildirimler sistemin tek tarafli olmadig: fikrinin olugmasin
saglamistir (127).

Kemirgenlerde hipokampus medial temporal lobun ventralinde yer almaktadir.
Sicanlarda hipokampiis medial ve lateral entorinal korteksten kortikal veriler alir. Bu
iki bolge profontal korteks ve koku bolgelerinden ileti alir. Entorinal korteksin yaninda

perirhinal ve postrihinal koteksten de veri alan hipokampus medial septum, lokus
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seruleus, amigdala, nukleus reunniens gibi subkortikal alanlardan da veri almaktadir.
Uzaysal hafiza ile ilgili en belirleyici girdiler medial entorinal korteksten dorsal
hipokampiise gerceklesir. Ventral hipokampiis amigdala ve prefrontal koteksten veri
almaktadir. (127, 128). Hipokampiis tek bir yap1 gibi goriinse de hipokampiisiin dorsal
ve ventral kisimlarinin islevsel olarak farkli olduguna dair 6nemli kanitlar vardir.
Dorsal hipokampiis mekansal bellek siirecini, ventral hipokampiis stres, heyecan ve
duygularin etkilerini diizenler (100).

Uzamsal o6grenme, hafiza, yon bulma, duygulanim gibi norobilissel
faaliyetlerin hipokampiis tarafindan kontrol edildigi 1957 yilinda ilk olarak saptandi
ve sonrasinda bir¢ok arastirmaya konu oldu. Hafiza, hatirlama, verilerin depolanmasi
ve geri c¢agrilmasi gibi faaliyetlerin siirdiiriilmesi hipokampal formasyon,
parahipokampiis, medial temporal lob, subkortikal ¢ekirdekler, neokortikal bilesim
bolgelerinin kontrolii altindadir. Hipokampiiste 6zellikle dentat girus ve hipokampal
graniil hiicrelerinde yasam boyu devam eden nérogenezis sayesinde ortaya ¢ikan yeni
noronlar 0grenme, hafiza, duygu durum gibi biligsel ve emosyonel durumlardan
sorumludur (124). Ayn1 zamanda amigdala, hipotalamus, singulat girus ile limbik
sistemin bir liyesi olan hipokampiis, yon ve mekansal konumlanma gibi fonksiyonlarin
stirdliriilmesinde gorev almaktadir (128). Bilissel fonksiyonlarin ger¢eklesmesi igin
gereken sinaptik baglantilarin giiclendirilmesi LTP ile saglanmakta ve bu ayni
zamanda norogenezisi tetiklemektedir. Olusan yeni ndronlar sayesinde LTP, daha
yiiksek amplitiid ile olugsmaktadir. Bu durum 6grenme, bellek, yon bulma, gibi
faaliyetler i¢in gereken sinaptik baglant1 aginin olgunlagsmasini kolaylastirmaktadir

(100).

2.3.1.KSH ve hipokampal fonksiyonlar

Hipokampiis kan akimi posterior serebral arter ve anterior koroidal arter
tarafindan saglanmaktadir. Hipokampiis yogun bir vaskiiler ag yapisina sahip olmasi
nedeni ile iskemik nedenli ndrodejenerasyona agik bir bolgedir (128). Hipoperfiizyon,
hipoksi ve iskemi gibi durumlara kars1 son derece hassas bir yapidir. Iskeminin erken
donemlerinde hipokampal CA1’deki noronlar dentat girus, CA3 ve diger kortikal
noronlara gore daha az direncli oldugu kabul edilmektedir (42). Ayrica yogun
mikroglial iceriginden dolay1 néroinflamasyona neden olan iskemik durumlardan da

etkilenmektedir.  Noroinflamasyona olan duyarlilk ile artan  glutamat
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eksisitotoksisitesi hipokampal noronlarda daha belirgin olumsuz sonuglara yol
acabilmektedir. Bu néroinflmatauar siirecler AH da ortaya ¢ikmaktadir. Mikroglia ve
astrositlerin proliferasyonu, T hiicre ve sitokin aktivasyonlari, ROS ve prostoglandinin
etkileri gibi néroinflamasyon elemanlarin1i kapsayan genis bir fizyopatolojik
mekanizmayi icermektedir (129).

KBB, sistemik dolagimdaki faktorlerle hassas beyin ortami arasindaki
karmasik bir arayiizdiir. KBB, noéronal homeostazin korunmasinda kritik bir rol oynar
ve bozulmasi, insan bilissel islev bozuklugunun erken bir biyobelirteci olarak kabul
edilir Daha da Onemlisi, hipokampiisteki KBB, diger beyin boélgelerine gore
bozulmaya daha yatkindir ve bu da biligsel islevler {izerindeki etkiyi artirir (128).
Dolayisiyla KSH hipokampal néronal ve oksidatif hasara, anormal glial aktivasyona
ve KBB bozukluguna neden olarak biligsel bozukluga katki saglar (71).

Yeni noronal hiicrelerin olusumunu ifade eden ndrogenezis hipokampiiste
noronal plastisitenin fakl1 bir formasyonudur. Ogrenme ve hafizanin temelini olusturan
bu mekanizma Alzheimer gibi nérodejenerif ve ndrobiligsel hastaliklarda ilk etkilenen
bolgelerden biridir. Yapilan arastirmalar Alzheimer’da hipokampal noérogenezisin
baskilandigint ortaya koymustur (124). Entorinal korteks Alzheimer hastaliginda
amiloid plaklarin ilk 6nce olustugu bolgelerden birisidir (127). Alzheimer’in erken
donemlerinde goriilen néronal kayip, amiloid birikimi, inflamasyon gibi bulgulardan
once hipokampal nodrogeneziste bozulma olabilecegi yapilan bircok c¢alismada
gosterilmistir (100, 124). Amiloid beta ve pTau birikiminin hipokampal nérogenezisi
olumsuz etkiledigi bildirilmektedir. Degisen kan akiminin ve vaskiiler patolojilerin de
bu patogeneze katki sundugu bildirilmistir (130).

Hipokampiis fonksiyonlarini, hacmini, hipokampal nérogenezisi etkileyen bir
diger faktdor de menopozdur ve bircok arastirmaya konu olmustur. Postmenopozal
kadinlarda, premenapozdaki kadinlara gore hipokampiis hacminin daha kii¢iik oldugu
gosterilmistir (131). Benzer sekilde Tian ve arkadaslar1 (2023) sicanlarda overektomi
sonras1 hipokampiis hacimlerinin kontrol gurubuna kiyasla belirgin olarak azaldigini,
ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinin ise geriledigini bildirmislerdir (132). Ug yillik
beyin goriintiileme ¢alismasinda ise menopoz ve perimenopoz déoneminde kadinlarin
hipokampal hacimlerinde ve beyin glikoz metabolizmasinda erkeklere gére 6nemli bir
diisme gozlendigi bildirilmistir (13). 17-B Ostradiol ve progesteron hipokampiisteki
sinaptik fonksiyonlari, ndrogenezisi ve ndronal baglantilara ait organizasyonlari, CA

piramidal noron yogunlugunu etkilemektedir. Menopoz sonrasi azalan steroid hormon
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diizeylerinin hipokampiisteki olumsuz etkilerinden birisi de oOstradioliin amiloid
birikimini 6nleyici etkilerinin ortadan kalkmasidir (133).

Hipokampiisteki 6grenme ve hafiza faaliyetlerini olumsuz etkileyen bir diger
mekanizma ise hipokampal noroplastisitenin yaslanma siireclerinden olumsuz
etkilenmesidir. Noron sayisi, dentriditik dallanmalarda azalma belirgin olmasa da
dentat girusa olan entororinal kortikal girdilerde sinaptik kayiplar olusmaktadir. Ayrica
dentat girusta norogenezis yaslanmayla birlikte azalmaktadir (134). Yaslanmayla
birlikte Ca™ homeostazi, LTP'nin indiiksiyonu ve sinaptik plastisite degisir. Dolays1yla
yaglanma sirasinda biligsel degisiklikler hipokampilis noral dinamiklerindeki

degisikliklere atfedilebilir (123).

2.4. Menopoz

Kadinlarda embriyonel donemde oogoniumla baglayan ve prepubertal
dénemde primer oosit olusumu ile tamamlanan germ hiicre farklilagsmasi, pubertal
donemde iireme kabileyetine sahip primer folikiil gelisimi ile devam eder. Menopoz
donemine kadar her ay ortalama bir primer folikiil olusumu ile tamamlanan ovulatuvar
sikluslar, kadinlar i¢in fertil donemi ifade etmektedir. Ortalama 400 folikitil disinda
kalan primer oositler fakli mekanizmalar ile atreziye ugramaktadir (135).
Perimenopozal donemde folikiiler atrezi hizi dramatik bir sekilde artar ve her bir
ovaryumda ortalama 100’ e kadar diiser (136). Sonu¢ olarak zayiflayan yumurtalik
fonksiyonlari, sona eren ovulasyon sikluslar1 kadinlarda menstiirel sikluslarin da sona
ermesine neden olur. Ureme faaliyetlerinin son buldugu bu dénem kadinlarda
menopoz olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak kadinlarda en az 12 ay boyunca
menstiirel sikluslarin goriilmemesi menopoz olarak kabul edilir. Menopozdan 6nce
baslayan ve menopozdan bir yil sonrasina kadar devam eden siire¢ ise perimenopoz
olarak adlandirilmaktadir. Hormonal degisikler, klinik semptomlar, fizyolojik ve
biyolojik degisiklikler bu siirecte baglamaktadir (137). Diinya genelinde menopoz yas1
yaklasik olarak 51°dir. Ancak iilkeler ve toplumlar arasinda farklilik géstermektedir.
Yapilan aragtirmalarda kadinlarin %95°1 45-55 yaslar1 arasinda menopoza girmektedir
(138). Bunun yan1 sira menopoz yasi etnik koken, viicut yag orani, sigara ve alkol
kullanimu, ailesel faktorler, yasam kosullari, toplumsal inanislar ve degerler, beslenme

gibi faktorlerden etkilenir (139).
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2.4.1. Menopoz fizyolojisi

Geg fertil donem, erken perimenopozal ve ge¢ perimenopozal donemi takiben
ortaya c¢ikan menopoz, gecis doneminde adet diizenlerinde bozulma, klinik
semptomlarin goriilmesi, folikiil stimiilan hormon (FSH) seviyelerinde yiikselme ile
karakterize olsa da endokrinolojik olarak karmasik bir siire¢ sonrasinda tamamlanir
(140). Menopoz siirecindeki hipotalomus-hipofiz-ovaryan akstaki feedback
mekanizmalarinda degisikligin  bircok nedeni olsa da en Onemli unsur
folikiilogenezdeki bozulma, primordial folikiil sayisinda ve graniiloza hiicrelerindeki
azalma, folikiiler atrezidir. Hipotalomo-hipofizer sistem gonadal seks steroidleri ve

inhibin tarafindan negatif feedback ile baskilanmaktadir (141) (Sekil 15).
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Sekil 15: Hipotalamo-pituiter-ovaryan aksinin sematik gosterimi (141).

Premenopozal erken donemde, artan FSH diizeyleri E2 diizeylerinin gecici
olarak korunmasina yol agar. Bu siirecte inhibin B’nin baskilanmasi ve
gonadotropinlerin artig1 folikiiler atrezinin hizlanmasina ve anovulatuvar sikluslarin
goriilmesine neden olur. Menstriiel donglide 7 giinii asan sapmalar bu dénemin ilk
gostergelerindendir. Ayrica folikiiler aktivitenin azalmasi ve serum anti miilleryen

hormon (AMH) diizeylerinin diismesi de premenopozal gegisin biyokimyasal
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bulgularidir (142). Erken ge¢is doneminde, FSH artis1 daha kisa siirede ve daha az
sayida folikiiliin daha erken ovulasyona ugramasina neden olur. Diisen folikiil
rezervine karsilik olarak, daha biiylik folikiiller gelisir ve bu, artan FSH diizeyleriyle
iliskilidir. Bu hizli folikiiler gelisim, folikiiler fazin kisalmasimma ve menstriiel
dongiilerin siklasmasina neden olur. Premenopozal donemin ilerleyen evrelerinde
korpus luteumdan salgilanan progesteron ve inhibin A diizeyleri azalir. Bu durum
luteal faz yetmezligine ve FSH diizeylerinin siklusun erken donemlerinde dahi yiiksek
seyretmesine neden olur. Sonug olarak, ovulasyon daha erken gergeklesir ve sikluslar
siklagir. Serum Ostradiol diizeyleri bu donemde artig gosterebilir. Ge¢ perimenopozal
donemde ise kompansatuvar mekanizmalar yetersiz kalir, anovulatuvar sikluslar artar,
Ostradiol ve progesteron diizeyleri diiser, sikluslarda gecikmeler goriiliir (136).
Hipotalamo-hipofizer aksin duyarlilifinda azalma nedeniyle LH seviyelerinde
dalgalanma ortadan kalkar ve degerler bazal seviyenin hafif iizerine ¢ikar. Bu
donemden yaklasik 1-2 yil sonra FSH seviyeleri artmaya, Ostradiol diizeyleri ise
azalmaya devam eder. Folikiil rezervinin tiikenmesiyle birlikte 12 ay siiren amenore
menopoz olarak tanimlanir (141, 143).

Menopoz, kadmlarin yaklagik %85’inde farkli sistemleri etkileyen cesitli
semptomlarla seyreden fizyolojik bir ge¢is donemidir. En sik bildirilen semptomlar
arasinda sicak basmasi, terleme gibi vazomotor belirtiler; depresyon, anksiyete ve
uyku bozukluklar1 gibi noropsikiyatrik bulgular; vajinal kuruluk, disparoni ve libido
kayb1 gibi {iirogenital ve cinsel fonksiyon bozukluklar1 yer almaktadir. Bu
semptomlarin ¢ogunun temelinde, Ostradiol diizeylerindeki diisiis rol oynamaktadir
(144). Ancak ozellikle vazomotor semptomlarin olusum mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamistir.  Yapilan ¢alismalar, Ostrojen eksikligi ile hipotalamik
termoregiilatuar merkezlerde beta-endorfin diizeylerinde azalma, noradrenerjik ve
kolinerjik sistemlerde dengesizlik gibi ndéroendokrin degisiklikler arasinda iliski
kurmustur. Hipotalamusun infundibular ¢ekirdeginde yer alan kispeptin, dinorfin ve
norotoksin B iceren ndronlar, Ostrojen reseptorleri aracilifiyla gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH) ndronlarim1 ve ayni zamanda termoregiilasyonla
iligkili sinir aglarin etkilemektedir (12, 143). Genital atrofi, vajinal kuruluk ve cinsel
fonksiyon bozukluklari ise dstradiol ve testosteron diizeylerindeki diistis ile iliskilidir.
Urogenital sistemdeki mukozal degisiklikler genellikle atrofiye, cinsel iliski sirasinda
agriya (disparoni) ve libido kaybina neden olur (144). Ostrojen reseptorlerinin beyin

genelinde yaygin dagilimi da bu semptomlarin ¢esitliligini agiklamaktadir. Alfa
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Ostrojen reseptorleri hipotalamus ve amigdala bolgelerinde yogunlasirken, beta
Ostrojen reseptorleri ise hipokampus basta olmak {izere frontal korteks, talamus,
serebellum ve beyin sap1 ¢ekirdeklerinde bulunmaktadir. Hipotalamus ve amigdalada
alfa Ostrojen reseptorleri hakimken, hipokampiiste B reseptorler hakimdir. Talamus ve

serebellumda ise her iki reseptor yaklasik olarak ayni seviyelerde bulunmaktadir (28,

143, 145) (Sekil 16).
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Sekil 16: Beyin bolgelerinde dstrojen ve progesteron reseptorlerin dagilimi (145).

Aslinda kadinlarda 3 farkli 6strojen formu bulunmaktadir. Bunlar 6stron (E1),
ostradiol (E2) ve ostriol (E3)’den olusmaktadir. Etkinligi en yliksek olan Gstrojen
formu E2°dir (146). Streoid hormon gurubun da yer alan 6stradiol bilindigi gibi santral
sinir sisteminde KBB’yi gecerek reseptdr etkilesimlerini gerceklestirir. Ostrojenler
hem hiicre membraninda yer alan G proteini iligkili membran Ostrojen proteini
GPR30/GPERI1 ile hem de hiicre i¢inde yer alan ERa ve ER[ reseptorlerine yiiksek
afinite gostermekledir (55). ERa kadinlarda hipofiz, hipotalamus, amigdala uterus,
bobrek ve bobrek iistii bezde tespit edilmistir. ERP reseptorleri ise overde, beyinde
hipokampal bolgede daha yaygin bulunur. Ostrojenler membrana bagl reseptorleri ya
da hiicre i¢in alfa ve beta reseptorleri ile direkt ya da indirekt olarak genomik

sinyalizasyonu ve transkripsiyonu, dolaystyla hiicre proliferasyonunu indiikler. Bunun
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yaninda reseptor etkilesimlerinden bagimsiz bir seklide antioksidan ve sitoprotektif

etkiler gosterir (145-148).

2.4.2.Kronik serebral hipoperfiizyon ve menopoz

Ostrojenler ndronal proliferasyon, noranal diferansiyasyon, hiicresel
metabolizmanin diizenlenmesi, kolesterol metabolizmasinin indiiklenmesi, sinaptik
plastisitenin  regiilasyonu gibi olaylara aracilik eder. Ayrica antioksidan,
antiinflamatuar, sitoprotektif silireclere katki sunar. (146-148). Beyin iizerinde bu
koruyucu etkinin, iireme donemi disindaki kadinlarda, erkeklere kiyasla daha fazla
inme ve iskemik beyin hasar1 gibi olumsuz serebrovaskiiler olaylarin goriilmesi ile
bagdastirilmaktadir (59).

Menopozun hem insanlarda kilo alim1 ve visseral yag birikimi de dahil olmak
tizere metabolik degisikliklere neden oldugu (149) hem de farelerde kilo alimini,
glikoz intoleransini ve visseral adipoziteyi artirdifi ve menopoz sonrasi bilissel
epizodik ve mekansal hafizada bozulmaya neden oldugu bildirilmistir (55). Kilo alimu,
artmig visseral ve subkutandz yaglanma ve bozulmus glikoz toleransi dahil olmak
tizere metabolik islev bozuklugunun menopozdan sonra ortaya g¢ikabilecegini,
dolayisiyla kadinlarda vaskiiler biligsel bozukluk ve demans i¢in 6nemli risk faktorii
olabilecegini gostermektedir (55).

Kadin cinsiyeti, AH gelistirmede 6nemli bir risk faktoriidiir, AH kadinlara 6zgii
olmasa da diinya capinda AH-demansla yasayan hastalarin iigte ikisini kadinlar
olusturmaktadir. Bu bulgular, kadinlarin erkeklere gore daha uzun 6mdirlii olmasindan
biiyiik 6lciide bagimsizdir. Oyle ki erkekler, postmenopozal ve birkag yil sonrasi
kadinlardan biraz daha yliksek kiiresel biligsel gerileme oranlar1 gosterdigi
bildirilmistir (13). Bu oranin tersine donmesindeki etken menopoz sonrasi hormonal
degisiklikler ve beyindeki yapisal ve islevsel farkliliklar kadinlar biligsel gerilemeye
yatkin hale getirmesiyle agiklanmaktadir (14). Ayrica beyin AH biyobelirteg
anormallikleri (AP birikimi gibi) ile AH klinik semptomlarinin baglangici arasindaki
bilinen iligkiler g6z oniine alindiginda, menopozla birlikte beyin biyoenerjetiginin
bozulmasmin, kismen, kadinlarda AH riskinin artmasini aciklayabilecegini
gostermektedir. Kronolojik olarak, menopoz yasi, klinik tanidan 15-20 yil Once

baslayan AH'nin prodromal fazinin baslangici ile eslendigi bildirilmektedir. Bu
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nedenle menopoz degisiklikleri, ortalama menopoz yasi (50'li yaslarin ortasi) ile
ortalama AH tanis1 yas1 (70'li yaslarin ortasi) arasindaki zaman araligiyla ortiisiir (13).

Beyaz cevher hasari, hipoperfiizyondan kaynaklanan hasara karsi 6zellikle
hassas oldugu i¢in VaD’nin bir 6zelligidir. Insan verileri, beyaz cevherin menopozdan
sonra daha fazla risk altinda oldugunu gostermektedir. Menopoz sonrasi kadinlarda,
erkeklerden veya menopoz dncesi kadinlardan daha fazla beyaz cevher hiperintensitesi
oldugu bildirilmistir (150). Ayrica uzun siireli hipoperfiizyonun ve menopozun
farelerin beyaz cevher boélgelerindeki miyelin olusum belirteglerini etkileyip
etkilemedigini inceleyen bir ¢aligmada tek basina KSH’den ziyade menopozun korpus
kallozumda miyelin bazik proteini (MBP) ekspresyonunu azalttigi bulunmus. Dahas1
KSH’nin premenopoz ve postmenopoz gruplarinda mekansal hatizanin bozulmasina
neden oldugu fakat postmenopoz grubunda hem epizodik benzeri hafizanin hem de
giinliik yagam aktivitelerinin (yuva yapimi gibi) de ekstra bozuldugu bildirilmis (55).
Bu bulgular menopozun KSH ile iligkili hem beyin yapisini hem de biligsel eksiklikleri
daha da kdétiilestirdigini gostermektedir.

Orta yas kadin beyninde iki yaslanma programi rol oynar: kronolojik ve
endokrinolojik (perimenopozal gegis); Kronolojik yaslanma programi, erken
(menopoz oOncesi) ve ge¢ (menopoz sonrasi) olmak iizere ikiye ayrilir ve
endokrinolojik yaslanma programi bunlarin arasinda yer alir. Perimenopozal gegis,
tiremeyle iligkili olanlarin Gtesinde, hipotalamik islevlerden yonetici isleve, duyusal
biitiinlesmeye, 6grenme ve bellege, duygu ve motivasyona, serotonerjik sisteme ve
adrenerjik sisteme kadar bir¢ok sinir devresini etkiler. Ayrica, postmenopozda da
devam edebilen ates basmasi, uykusuzluk, depresyon ve bilissel islevlerde diisiis gibi

birden fazla nérolojik semptomla da iligkilidir (12).

2.5. Aldosteron ve Mineralokortikoid Reseptorleri

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS), sivi-elektrolit dengesi ve kan
basincinin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan, ayni zamanda ndrolojik ve
metabolik siirecleri de etkileyen karmasik bir hormonal sistemdir. Renal afferent
arteriyollerin jukstaglomeriiler hiicrelerinden salinan renin, anjiyotensinojenin
anjiyotensin I'e doniismesini baslatir. Anjiyotensin I ise ¢ogunlukla akcigerlerin
endotel hiicrelerinde lokalize olan anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) araciligiyla

anjiyotensin II'ye cevrilir. Anjiyotensin II, adrenal korteksteki zona glomeruloza
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hiicrelerini uyararak aldosteron sentezini indiikler. Aldosteron, klasik olarak
bobreklerde sodyum geri emilimi ve potasyum atilimini diizenleyerek su tutulmasina
ve kan basincinda artisa neden olur. Ancak son yillarda yapilan caligsmalar,
aldosteronun MR araciligiyla kardiyovaskiiler sistem, bobrek, beyin ve retina gibi
hedef dokularda proinflamatuar, prooksidan ve fibrotik etkiler olusturdugunu
gostermektedir (43,46,151,152).

Aldosteron, bir steroid hormon sinifi olan mineralokortikoiddir. Kan basincini
yiikseltir ve viicuttaki su ve mineral dengesini diizenler. Adrenal korteksin zona
glomerulosa bdlgesinde, sitokrom P450 ailesine ait olan aldosteron sentaz tarafindan
retilir  Aldosteron  sentezi  ekstraselliler potasyum  konsantrasyonlari,
adrenokortikotropik hormon ve renin-anjiyotensin sistemi tarafindan uyarilir.
Sitokrom P450scc kolesterolii pregnenolona doniistiiriir, bu da endoplazmik
retikuluma taginir ve 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz ve 21-hidroksilaz tarafindan 11-
deoksikortikosterona (11DCS) doniistiiriiliir. 11DCS, mitokondride aldosteron sentaz
tarafindan 11-, 18-hidroksilasyon ve 18-oksidasyon reaksiyonlar1 ile aldosterona
doniistir. Steroid yapist sayesinde hiicre zarmmi kolayca geger, sitoplazmada
mineralokortikoid reseptor (MR)’ye baglanir ve reseptdriin niikkleusa taginmasini ve
transkripsiyon faktorii olarak gen ekspresyonunu baslatmasini saglar. Bu siire¢, SGK-
1 gibi proteinlerin sentezini artirarak, baslica toplayici tiip hiicrelerinde bulunan ENaC
tizerinden sodyum ve su geri emilimini diizenler (151).

Birincil islevi bobreklerde olmasina ragmen, artan kanitlar aldosteronun
beyinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Yiksek aldosteron
seviyeleri, karmagsik norobiyolojik mekanizmalar yoluyla hafizay1 potansiyel olarak
bozabilir. Aldosteron, inflamasyon, oksidatif stres, endotel disfonksiyonu, fibrozis ve
hipertrofik yeniden sekillenme yoluyla dogrudan vaskiiler sistemi etkiler (152, 153).
Yapilan ¢aligsmalarda aldosteronun, artmis kan basinci ve endotel hasarindan bagimsiz
bir sekilde beyinde proinflamatuar sitokilerin diizeylerinde artisa neden olarak
noroinflamasyona, lipid peroksidasyonuna ve oksidatif hasara neden oldugu
bildirilmistir (154, 155). Aldosteron, glikoz-6-fosfat dehidrogenazin (G6PD) endotel
ekspresyonunu azaltir. G6DP, oksitlenmis NADPH'yi NADPH'ye indirgeyerek ROS
seviyelerini sinirlamak icin indirgeyici bir esdeger olarak kullanilir. Bu nedenle,
aldosteron uyarimi, G6DP seviyelerinin azalmasina bagli olarak ROS birikimine yol
acarak NADPH konsantrasyonlarinin azalmasina neden olur (155). Ayrica aldosteron

makrofaj infiltrasyonunu uyarir. Bu durum, proinflamatuar transkripsiyon faktorleri
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olan aktivatdr protein-1 (AP-1) ve NF-kB'nin aktivasyonunu tetikler ve sonug olarak
adezyon molekiilleri ile kemokinlerin ekspresyonunu indiikler. Infiltre olan
makrofajlar, okside diisiik yogunluklu lipoproteinlere (ox-LDL) etki ederek
aterosklerotik plak olusumuna katkida bulunur (153) (Sekil 17).

NGAL
IL1g Col | OPN IFN-y L6

oRE MCP4  TGFf  TNFa

Sekil 17: Aldosteron ve inflamatuar mediatorlerin liretimi (Aldo, aldosteron; AP-1,
aktivator protein-1; ATP, adenozin trifosfat; Ca2+, kalsiyum; Col I, Kolajen tip I;
COX-2, siklooksijenaz-2; CRP, C-reaktif protein; DAMP'ler, hasarla iligkili molekiiler
desenler; ERK, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz; IFN, interferon; IL, interlokin;
K+, potasyum; kBRE, niikleer faktor-xB (NF-kB) yanit elemani; MCP-1, makrofaj
kemotaktik protein-1; MRE, MR yanit elemani; NADPH, indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat; NF-kB, niikleer faktor-kB; NGAL, notrofil jelatinaz iligkili
lipokalin; NLRP3, NOD benzeri reseptor pirin-domain igeren protein 3; OPN,
osteopontin; P2RX7, P2X purinoseptorii 7; PI3K, fosfoinozitid 3-kinaz; ROS, reaktif
oksijen tiirleri; TGF, doniistiirticii biiyiime faktorii; TLR, Toll benzeri reseptor; TNF,
tiimor nekroz faktorii; TRE, 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat yanit elementi (AP-1

yanit elementi); VCAM-1, vaskiiler hiicre yapisma molekiilii-1) (153).
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Mineralokortikoid reseptorler (MR), yalnizca sodyum ve su retansiyonu ile
stvi-elektrolit hemostazi ve kardiyovaskiiler etkilerden sorumlu reseptorler degil, ayni
zamanda inflamatuvar ve oksidatif stres siireclerini de igeren, ¢ok sayida organ ve
sistemde yer alan kompleks bir reseptdr sistemini temsil etmektedir. MR
ekspresyonunun; adipoz doku, kalp, beyin, endotel hiicreleri, renal nefron ve tiibiiller,
diiz kas hiicreleri, miyeloid doku ve makrofajlar gibi ¢esitli immiin sistem hiicrelerinde
bulundugu gosterilmistir (156, 157). Ozellikle MSS’de; hipokampiis, amigdala ile
lateral ve medial septum bolgelerinde yer alan noéronlarda MR ekspresyonunun yogun
oldugu bilinmektedir (44). MR aracili etkilesimler, hedef gen ekspresyonu iizerinden
inflamasyon, oksidatif stres ve fibrozis gelisimine katki saglar (43). Bu tepkiler

antioksidanlar ve MR antagonistleri tarafindan zayiflatilir (45, 49).

2.6. Spironolakton

Spironolakton bir aldosteron reseptdr antagonisti olup potasyum tutucu
ditiretiktir. 7a-tiyometil-spironolakton ve kanrenon spironolaktonun iki aktif
metabolitleridir ve MR’e baglanarak etki gosterebilirler. Kullanima sunulan ilk
aldesteron reseptOr antagonisiti olan spironolakton MR’lerinin yani sira androjen,
progesteron ve az bir diizeyde Ostrojen reseptorlerine baglanabilir. MR antagonisti
simifinda yer alan spironolakton farkli endikasyonlar ile klinik kullanimi olan bir
farmakolojik ajandir. Kalp yetmezligi, hiperaldosteronizm, hirsutizm, polikistik over
sendromu, periferik 6dem, portal hipertansiyon, nefrotik sendrom, asit gibi durumlar
klinik endikasyon alanlaridir (158).

Gilinlimiizde mineralokortikoid reseptdr antagonisti olarak kullanilan iki
steroidal formu mevuttur. Bunlar spironolakton ve eplerenon’dur. Bu ajanlar temelde
aldosteron reseptor antagonizmasi ile ditiretik etkinlik gostermektedir. Spironolakton
progesteron hormonu ile benzer yapida olup 17.karbon halkasina lakton halkasi
eklenmek sureti ile olusturulmustur. Biyoyararlanim1 %80-90 olup biiyiik oranda
plazma proteinlerine (¢cogunlukla albiimine) baglhh olarak tagmir ve aktif
metabolitlerinin yarilanma 6mrii daha uzundur (45).

Sitokrom P450 enzim indiiksiyonuna neden olan spironolakton, karacigerde
hepatik deasetilasyon ve detiolasyon yoluyla metabolize edilir. Mineralokortikoid
reseptor antagonistleri bobrek epitel hiicrelerinde MR ’leri bloke ederek etki gosterir

ve potasyum tutucu diiiretikler olarak bilinirler. Aldesteron reseptorlerinin yani sira
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farkli  dlizeylerde androjen, progesteron ve glukokortikoid reseptdrlerini
etkileyebilmektedir (45). MR’ ne spesifik olmamasi nedeni ile erkelerde jinekomasti,
kadinlarda adet diizensizligi yapabilmektedir.

Aldosteron hormonu etkilerini temel olarak mineralokorikiod reseptorleri
tizerinden gostermektedir ve spironolaktonun bu etkileri antagonist etkiler ile bloke
etmektedir. Literatiirde spironolaktonun antihipertansif etkisinden bagimsiz cesitli
dokularda goz (46), bobrek (47), karaciger (48), beyin (49) oksidatif stresi ve
noroinflamasyonu azalttigin1 bildiren ¢ok sayida ¢alisma vardir (50, 51). MR aracili
aldosteronun beyin dokusu tizerindeki olumsuz etkilerini antagonize ederek 6grenme
ve hafiza gibi biligsel fonksiyonlar1 iyilestirdigi de rapor edilmistir. Klinik olarak
MR’lerin blokaji vaskiiler perfiizyonu iyilestirerek, nérohormonal aktivasyonu ve
sistemik inflamasyonu azaltarak kardiyovaskiiler, HPA ve norovaskiiler kaynakli
mekanizmalart etkileyerek bilissel fonksiyonu etkiledigi 6ne siirtilmektedir (50, 51,
53). Ayrica Alzheimer (49, 159), sizofreni (160), akut stres (161), postoperatif biligsel
bozukluk (162) ve korku modelinde (163), spontan hipertansif ve (164) obez siganlar
(165) gibi preklinik calismalarda da MR blokajinin hipokampal fonksiyonlari
etkileyerek aldosteronun zararli etkilerinin hafifletilerek o6grenme ve hafizay
tyilestirdigi gosterilmistir.

Aldosteronun beyin dokusu iizerindeki olumsuz etkilerini, MR’i aracilig ile
ortaya ¢ikardigi, spironolakton ile bu etkilerin antagonize edildigi saptanmustir (154).
Serebral iskemi modeli olusturulan farelerde iskemi ile MR seviyelerinde artis oldugu
ve bununda oksitadif stresi arttirdigt kabul edilmektedir. Noron hiicreleri ve
astrositlerde tespit edilen MR nin spirinolakton ile bloke edilmesi, beyin dokusunun
onarilmasina ve rejenerasyonuna katki sagladigi diisiiniilmektedir. Beyin dokusundaki
enfarktiis diizeylerini azalttig1, iyilesme siirecini hizlandirdig1 ortaya koyulmustur.
Spirinolaktonun bu olumlu etkilerini beyinde anjiogenezisi arttirarak ve reperfiizyonu
indiikleyerek, ROS iiretimini azaltarak, fibroblast biiylime faktorii ve vaskiiler
endoltelyal growth faktor araciligi ile iskemiyi azaltarak, ndronal hiicre kaybini
Onleyerek yaptigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bir aldosteron reseptor antagonisti olan
spironolakton, isemik beyin olaylarinda bir néroptrotektif ajan olarak dikkat ¢cekmistir
(166). Ozellikle astrositler tarafindan sentezlenen norotrofik faktdrler iskemi sonrasi
beyin dokusunun onarilmasinda rol oynar. Hem spironolakton hem de epleronon
uygulanan baska bir calismada ise hipokampiis ve PFC’de BDNF ve Nrf2

seviyelerinin her iki farmakolojik ajan tarafindan da artirildigr bildirilmistir. Ayrica
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bilissel fonksiyonlar1 etkileyerek ndrodejeneratif hastaliklardan biri olan Alzheimer’1
tyilestirdigi bildirilmistir (49).

Beyinde kortikosteroid homonlar hem MR’ler hem de GR’ler {izerinden etki
eder. Glikokortikoidler (kortizol) ve minerolokortikodler (aldostereon) MR
reseptorlerine afinite gostermektedir. Beyinde kortizol hormonu aldosteron
hormonuna goére daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir ve kortizol
metabolizmasinda gorev alan 17-f hidroksisteroid dehidrogeneaz tip 2 enzimi beyin
dokusunda nucleus tractus solitarius disinda son derece diisiik seviyede bulunmaktadir.
Bu da tercih edilen ligand1 kortizol lehine diizenler. Beyinde MR’lerin afinitesi,
GR’lerin afinitesine gore daha fazladir (44). Yapilan arastirmalar stres aninda artan
kortizol seviyeleri ile aktive olan MR’lerin ndrodejeneratif hastaliklarin kotii
prognozuna katki sagladigini goéstermistir (45, 159, 167). Her iki kortkikosteroid
reseptorii ortaya koyduklar: genomik faaliyetler ile biligsel ve duygusal fonksiyonlari

diizenler (44).
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3. GEREC VE YONTEM

Biilent Ecevit Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim
dalinda 2021-2022 tarihleri arasinda gergeklestirilen ¢alismamiza Oncesinde Biilent
Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Etik kurul no:2020-
28-01/10) onay almmistir (Ek-1). Ayrica bu calisma Biilent Ecevit Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmektedir (BAP

No: 2020-2625-9946-02).

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Labaratuari’ndan temin edilen 2 aylik 160+30gram agirliginda 48 adet disi Wistar-
Albino cinsi sigan kullanilmistir. Tiim siganlar, ayn1 bakim kosullarinda giinliik
degistirilen taze musluk suyu ve standart pelet yem ile beslenmeleri saglanmistir. Tiim
sicanlar rahat hareket edebilecekleri biiyiikliikte tistii tel ile kapali pleksiglas kafeslerde
gruplar halinde barindirilmistir. Ayrica 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirkadiyen
ritimde, sicakligin 20-25°C ve nemin %50-60 oldugu ayni ortamda tutulmustur. Tiim
sicanlarin bakimlari, Tibbi Arastirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bigimlendirilen
“Deney Hayvanlarimin Bakim Prensipleri” ne ve Laboratuar Hayvami Kaynaklari
Enstitiisii tarafindan diizenlenen “Laboratuar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimai i¢in

Kilavuz” una uygun olarak yapilmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deney basinda hayvanlar her grupta 12 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba
ayrildi: (1) Kontrol, (2) KSH, (3) KSH+SPI25, (4) KSH+SPi50. Deneysel menopoz
olusturmak i¢in tiim hayvanlar overektomi (OVX) edildi. OVX’den 5 hafta sonra
KSH, KSH+SPi25, KSH+SPi50 gruplarina deneysel KSH modeli olusturuldu.
Kontrol grubu hayvanlarina ise sahte KSH islemi uygulandi. SPI distile su icerisinde
¢oziildii ve KSH+SPI25, KSH+SPI50 grup hayvanlarma KSH’dan 3 giin énce ve
islemden sonra 21 giin boyunca giinde bir kez sirasiyla 25mg/kg ve 50mg/kg olacak
sekilde spironolakton (Spylacton, Adeka ilag, Tiirkiye) uygulandi. Kontrol, KSH grup

hayvanlarina ise ayn giin ve siireyle distile su uygulandi.
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Kontrol: Hayvanlar 6nce OVX edildi. Menopozun yerlesmesi i¢in 5 hafta
beklenildi. 5 hafta sonra sahte KSH operasyonu uygulandi. KSH’den 3 giin once ve
islemden sonra 21 giin boyunca her giin ayni saatte olacak sekilde giinde bir kez distile
su (p.o) uygulandi (n=12).

KSH: Hayvanlar 6nce OVX edildi. Menopozun yerlesmesi i¢in 5 hafta
beklenildi. 5 hafta sonra KSH uygulandi. KSH’den 3 giin 6nce ve islemden sonra 21
giin boyunca her giin ayni saatte olacak sekilde giinde bir kez distile su (p.o) uygulandi.
Deney siirecinde 2 tane hayvan 2VO isleminden hemen sonra 61dii (n=10).

KSH+SPi25: Hayvanlar 6nce OVX edildi. Menopozun yerlesmesi icin 5 hafta
beklenildi. 5 hafta sonra KSH uygulandi. KSH’den 3 giin 6nce ve islemden sonra 21
giin boyunca her giin ayn1 saatte olacak sekilde gilinde bir kez spironolakton 25mg/kg
(p.o) uyguland1. Deney siirecinde 1 tane hayvan KSH’den sonra 61dii (n=11).

KSH+SPi50: Hayvanlar 6nce OVX edildi. Menopozun yerlesmesi igin 5 hafta
beklenildi. 5 hafta sonra KSH uygulandi. KSH’den 3 giin 6nce ve islemden sonra 21
giin boyunca her giin ayn1 saatte olacak sekilde giinde bir kez spironolakton 50mg/kg
(p-o) uyguland1. Deney siirecinde 1 tane hayvan KSH’den sonra 6ldii (n=11).

Deney prosediirii sekil 18’de 6zetlenmistir (Sekil 18).

‘ 3 Hafta Spironolakton Uygulamasi l

{p-0)
Il i
—+ KAN BASINCI
EKG
5 Hafta 1 Hafta
owX Sag Ortak Karotis SoiOr‘tgk Karotis Marris Su Labirenti Testi
Arter Ligasyonu Arter Ligasyonu
Histopatolojik CAL CA3 --..
Néronal inceleme . ! }0
Hipokamptis NRF2, IL-1B, TNF-a, NLRP3, —
JAK2, STAT3, BDNF, CREB, CaMKII, GLT-1 =
[ I )
Beyin MDA, Protein ™

Karbonilleri, Katalaz, GSH =2
Hipokampiis AChE

Sekil 18: Deney prosediirii sekilsel 6zeti.
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3.2.1.Cerrahi girisim

3.2.1.1. Cerrahi menopoz modelinin olusturulmasi

Endojen estradiol ve progesteron iiretimini ortadan kaldirmak i¢in tiim hayvanlar
OVX edildi. Anesteziden 12 saat dnce yeme ulagmalan kisitlandi ancak su igmelerine
herhangi bir kisitlama getirilmedi. Hayvanlar ketamin (70mg/kg, i.p.) (Ketamin
hidroklortir, Pfizer, Tiirkiye) ve ksilazin (10mg/kg, i.p) (Xylazinbio, Bioxell Pharm,
Tiirkiye) anestezi altinda dorsal cerrahi yaklasimi kullanilarak bilateral olarak overektomi
yapildi.

Hayvanlarin 6nce cerrahi girisimin yapilacag: sirt bolgeleri tiras edildi ve cerrahi
ortii ile ortiildii. Povidon iyodiir ile cilt temizlendi. Once sag taraf cilde bistiiri ile yaklagik
lem’lik kesi atildi. Sonra kas tabakasi kiint diseksiyon ile gecildi. 3/0 ipek ile tuba
uterinalar ve ligamentler baglandi ve sonra over dokusu kesilerek ¢ikarildi (Sekil 19). Kas
dokusu ve cilt 3/0 ipek ile primer olarak kapatildi. Sonra ayni islem sol tarafa da uygulandi.
Islemden sonra hayvanlarin pansumani yapild ve agrilarini hafifletmek igin devalgin (30
mg/kg) (Devaljin, Adeka ilag, Tiirkiye) uygulandi. Cerrahi islem sirasinda 1sitma
battaniyesi yardimiyla rektal sicaklik 37 © C'de tutuldu. Ayrica hayvanlar anesteziden
uyanana kadar tekli kafeslerde sicak ortamda barmdirild1 ve tiim hayvanlar uyandiktan

sonra tekrar gruplar halinde kafeslerine alindi (15,16).

Sekil 19: Over dokusunun ¢ikarilmasi.
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3.2.1.2. KSH olusturulmasi

Siganlara KSH, modifiye edilmis bir cerrahi modelle, ortak karotid arterlerin
iki tarafli ligasyonu ile olusturuldu. Anesteziden 12 saat once yeme ulagmalari
kisitland1 ancak su igmelerine herhangi bir kisitlama getirilmedi. Cerrahi prosediir
sirasinda ketamin (70 mg / kg) ve ksilazin (10 mg / kg) i.p. karisimi uygulandi.
Anesteziden sonra hayvanlarin once cerrahi girisim yapilacagi boyun bolgeleri tiras
edildi. Povidon iyodiir ile cilt temizlendi ve cerrahi ortii ile ortiildii. Sonra yaklasik
2cm bir orta hat servikal kesisi atildi. Forceps kullanilarak submandibular bez yavasca
kenara ¢ekildi ve ortaya ¢ikan sternokleidomastoid kasi ve sternohyoid kasi arasindan
sag ortak karotis arter agiga c¢ikarildi. Karotis arter vagus sinirinden nazikge izole
edildi ve arter 5/0 ipek siitiir ile bagland1 (Sekil 20). Okliizyon olusturulduktan sonra
cerrahi hat 3/0 ipek siitiir ile kapatildi. islemden sonra hayvanlarin pansumani yapild:
ve agrilarin1 hafifletmek icin devalgin 30 mg/kg uygulandi. Deney sirasinda
gelisebilecek hipotermiyi Onlemek amaciyla, 1sitma battaniyesi yardimiyla rektal
sicaklik 37°C'de tutuldu. Ayrica hayvanlar anesteziden uyanana kadar solunum
destegine ihtiya¢ duymadan tekli kafeslerde sicak ortamda barindirildi ve tiim
hayvanlar uyandiktan sonra tekrar gruplar halinde kafeslerine alindi. islemden 1 hafta
sonra ayni prosediir ile bu sefer sol ortak karotis arter okliizyonu yapildi. Sol karotis
arter ligasyonundan 3 giin 6nce giinde bir kez spironolakton uygulandi. Sahte ameliyat
edilen kontrol grubu hayvanlari ise ligasyon yapilmadan ayni operasyona tabi tutuldu
(3.,5).

Kronik serebral hipoperfiizyon modeli KSH, KSH+SPi25 ve KSH+SPI50
olmak iizere 3 gruba toplamda 36 hayvana uygulandi. islem sirasinda veya hemen

sonrasinda toplam 4 hayvan 6ldii ve bu durumda 6liim oran1 %11 olarak tespit edildi.
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Sekil 20: Sol karotis arterin ligasyonu.

3.3. Viicut Agirhiklarimin Olciilmesi

Biitiin sigcanlarin viicut agirliklart OVX’den hemen once tartildi ve haftalik
agirlik takibi yapildi. Dolayistyla 1., 7., 14., 21., 28., 35., 42., 49., 54., 63. giinlerde
viicut agirliklar dlgiilerek kaydedildi.

3.4. Morris Su Labirenti

Sicanlarin  bilissel islev performanst Morris su labirenti kullanilarak
degerlendirildi. 150 cm ¢apinda ve 60 cm derinliginde dairesel bir havuzdan olusan
labirent 45 cm derinlige kadar 26+1°C su ile doldurulmustur. Labirentin merkezine bir
kamera yerlestirildi ve goriintiiler kaydedildi. Havuz kuzey (K), dogu (D), giiney (G)
ve bati1 (B) olarak adlandirilan dort ¢ceyrege boliindii ve bir kagis platformu yerlestirildi.
[lk giin platform su yiizeyinin 2 cm iistiinde kalacak sekilde aligtirma testi uygulandu.
Sonraki 4 giin platform su yiizeyinin 2 cm altina kalacak sekilde yerlestirildi. Platform
siganlar tarafindan goriilmemesi i¢in havuzdaki su siit tozu ile karistirilarak opak hale
getirildi. Platformun yerlestirildigi ¢eyregin ¢evresine ¢esitli renklerde yonlendirici
sekiller asildi. Ogrenme asamasinda, her bir sicana giinde dort deneme testi yapildi.
Sicanlar her denemede labirentin duvarina bakacak sekilde farkl bir kadrandan havuza

nazikge birakildi. Siganlarin suya girmesinden gizli platformu bulmasina kadar gegen
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stire 60 saniyeden az ise kaydedildi; sicanlar 60 s i¢inde platformu bulamazlarsa latans
stiresi 60 s olarak kaydedildi. Tiim si¢anlar, her denemeden sonra 20 saniye boyunca
cevrelerini gdzlemlemeleri igin platforma yerlestirildi. Ogrenme testinden 24 saat
sonra hafiza performansini yansitan probe trail testi uygulandi. Platform kaldirildi ve
sican platformun karsisindaki kadrandan labirentin duvarina bakacak sekilde havuza
birakildi. Hedef kadranda (platformun yerlestirildigi yer) gegirdikleri siire kaydedildi.
Her test bitiminden sonra sicanlar kurulanarak kafeslerine yerlestirildi. Tiim 6§renme
ve test asamasi davranig ¢alismalari, sabit aydinlatma ve sicaklik kontrollii bir ortamda

sabah 9 ile aksam 4 arasinda yapild1 (Sekil 21).

Sekil 21: a: Ilk 5 giin 6grenme asamasinda labirentin goriiniimii. b: Son giin test

asamasinda labirentin goriiniimdi.

3.5. Kalp Hiz1 ve Ortalama Arteriyel Kan Basinc Olciimii

Deneyin son giinii tiim gruplardaki siganlar feda edilmeden once ketamin (70
mg / kg) ve ksilazin (10 mg / kg) 1.p. karigimu ile anestezi edildi. Anesteziden sonra
daha once tarif edildigi sekilde sag ortak karotis arter agiga ¢ikarildi. Sag karotis arter
vagus sinirinden nazikge izole edildi ve i¢inde heparin (100 IU/mL) bulunan polietilen
tiip ile kaniile edildi. In-vivo kan basinci 8l¢iimii igin kullanilan transduser (kan basinci
6l¢iim cihazi, SS 13 L, Biopac Sistemleri, Kaliforniya, ABD) yardimi ile 10 dakika

boyunca ortalama arteriyel kan basinci monitorize edildi ve sonuclar kaydedildi.
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Ayrica deri altina elektrodlar yerlestirilerek ayni siire igerisinde kalp hiz1 6lgiilerek
kaydedildi.

3.6. Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim si¢anlar davranis testinin bitiminden sonra kalp hiz1 ve ortalama arteriyel
kan basinci dl¢iimii degerlendirilmek iizere ketamin (70 mg / kg) ve ksilazin (10 mg /
kg) ile i.p. anestezi edildi. Olg¢iimden hemen sonra kardiyak kan alinarak hayvanlar
feda edildi.

Beyin dokular1 buz iistiinde hizlica ¢ikarildi ve biyokimyasal olglimlerin
yapilacagi giine kadar aliminyum folyolara sarilarak -80 °C de saklandi. Ayrica
histopatolojik calismalar i¢in beyin dokusu hemen formaldehit i¢ine konularak Biilent

Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gonderildi (n=4).

3.7. Degerlendirilen Parametreler

3.7.1. NRF2, NLRP3, IL-1p, TNF-a, JAK2, STAT3, CREB, CaMKII, GLI-1, ve

BDNF diizeylerinin belirlenmesi

Hipokampiis; Nrf2 diizeyleri, Rat Nfe212 ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog
no: ER0666), NLRP3 diizeyleri, Rat NLRP3 ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no:
ER1965), IL-1p diizeyleri, Rat IL-18 ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER1094),
TNF-a diizeyleri, Rat TNF-a ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER1393), Jak2
diizeyleri, Rat Jak2 ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER6703), Stat3 diizeyleri,
Rat Stat3 ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER0163), CREB diizeyleri, Rat
CREB ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER0865), CaMKII diizeyleri, Rat
CaMKII ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER1969), GLT-1 diizeyleri, Rat GLT-
1 ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER1968) ve BDNF diizeyleri, Rat BDNF
ELISA kiti (Fine Test, Cin, katalog no: ER0008) kullanilarak 6lciildii. Olgiim kitin
kullanim klavuzuna uygun olacak sekilde protokol basamaklari sirasiyla izlendi ve bu

basamaklar su sekildedir:
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1) Fosfat tampon soliisyonunun (PBS) hazirland:

2) Doku homojenatlar1 hazirlandi

3) Kullanilan kite uygun olacak sekilde standartlar ve blank hazirland

4) 30ml konsantre yikama tamponu 750ml (25 kat) distile su ile seyreltilir ve iyice
karigtirild

5) 20 dakika oda sicakliginda bekletilmis bos plate 2 kez yikama tamponu ile yikand1

6) Blank, standartlar ve 6rneklerden 100pl plate’e eklenir ve tizeri kapatilip 37°C’de
90dk inkiibe edildi

7) inkiibasyonun ardindan plate 2 kez yikama tamponu ile yikandi

8) Her kuyucuga 100ul antikor eklenir ve tizeri kapatilip 37°C’de 30dk inkiibe edildi

9) inkiibasyonun ardindan plate 3 kez yikama tamponu ile yikandi

10) Her kuyucuga HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) 100ul eklenir ve 37°C’de 90dk
inkiibe edildi

11) inkiibasyonun ardindan plate 5 kez ytkama tamponu ile yikandi

12) Her kuyucuga 90pul TMB substrati eklenir ve plate aliiminyum folyo ile kapatilir
ve 37°C'de karanlikta 10-20 dk inkiibe edildi

13) Tim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklenir ve plate 450nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu ELISA cihazinda (Awareness, Chromate 4300, USA) okundu
(Sekil 22).

Sekil 22: Stop soliisyonu eklerken anlik gerceklesen renk degisimi.
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3.7.2.0.01M, pH=7.4 fosfat tampon soliisyonunun (PBS) hazirlanmasi

0.8 g NaCl (Merck KGaA, 106404 Darmstadt, Germany), 0.02 g KCI (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA, P9541), 0.144 g Na,HPO4 (Merck KGaA, 106580
Darmstadt, Germany) ve 0.024 g KH>POs (Merck KGaA, 10487, Darmstadt,
Germany) tartilip 100ml’ye distile su ile tamamlandi. Hazirlanan PBS tamponunun
igerisine tiim kitlerin kullanim kilavuzunda ortak olarak belirtilen proteaz inhibitorii

(Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany) eklendi.

3.7.3.Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Deneyin yapilacagi giin hipokampiis dokular1 -80°C dondurucudan ¢ikarildi ve
buz Ustiinde ¢ézlinmeleri saglandi. Dokular tartildiktan sonra plastik tiiplere alindi ve
tizerlerine agirligimin 19 kati olacak sekilde PBS eklendi. Mekanik homojenizatorde
pargalanarak homojenize edildi. Dokularin homojenizasyonu sonrast 3000xg’de 10dk
santrifiij edildi. Kilavuzda belirtilen protein konsantrasyonunun mililitrede 0.3mg’1
geememesi gerektigi uyarisi dikkate alinarak drneklerde total protein konsantrasyonu
belirlendi. Total protein konsantrasyonu Bradfort Yontemi ile belirlendi (168) ve islem
basamaklari su sekildeydi:

1) 5ml Brilliant Blue G (BR) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; B0770)
tizerine 20ml distile su eklenip ve iyice karistirild

2) Standart hazirlamak i¢in 10mg Bumin Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA; A7030) 10ml distile suda ¢ozdiiriilerek stok soliisyonu
hazirlandi

3) Hazirlanan 1mg/ml BSA c¢ozeltisinden alinan belirli hacimler distile su ile
seyreltilerek ml’de 50, 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 pg protein tagiyan
standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi

4) PBS ile hazirlanmis 6rnekler ayr1 ayr ependorflarda 2, 5, 10 ve 20 kat olacak
sekilde Sample Dilution Buffer ile seyreltilerek hazirland1

5) Hazirlanan standartlardan ve Orneklerden 20ul alinip tzerlerine 1ml
sulandirilmig boyadan eklendi ve 595nm dalga boyunda spektrofotometrik

(UVminil240 spectrophotometer, Shimadzu Co., Kyoto, Japan) olarak

okundu.

6) Kor olarak distile su kullanild1 ve her 6rnek i¢in 2 kez 6l¢iim yapildi.
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Absorbans degeri ve protein konsantrasyonu arasindaki iliskiyi gdsteren

standart grafik su sekildedir (Sekil 23):
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Sekil 23: Protein miktar tayini i¢in standart egri.

Ornekler, elde edilen verilere gore kilavuzun igerisinden ¢ikan Sample Dilution

Buffer ile 10 kat seyreltme ile hazir hale getirildi.

3.7.4.Lipid peroksidasyonunun, protein karbonil gruplarinin ve katalaz enzim

aktivitesinin belirlenmesi

Beyin dokusu ornekleri tartildi ve agirhginin 9 kati olacak sekilde 4°C’de
140mM KCI'li 20 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile homojenize edildi. 4°C’de
1200xg’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatantlar ayrildi. Elde edilen
siipernatantlar MDA seviyeleri, protein karbonil gruplari tayini ve katalaz enzim

aktivitesi tayini i¢in kullanildi.

3.7.4.1. icerisinde 140mM KCI bulunan 20mM, pH=7.4 PBS hazirlanmasi

15.6 g NaH,PO4.2H>0 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; S9638) tartilip
distile suyla 100ml’ye tamamlanarak 1 M NaH,PO4.2H>0 ¢ozeltisi hazirlandi. 26.81g
Na;HPO4.7H20 tartilip distile suyla 100ml’ye tamamlanarak 1 M Na2HPO4.7H20
¢oOzeltisi hazirlandi. 22.6ml NaH,PO4.2H20 ve 77.4ml Na2HPO4.7H20 c¢ozeltileri
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karistirilarak pH’1 7.4 olan ve 1 M PBS elde edildi. 1 M PBS’den 2 ml alinip tizeri
100mI’ye distile su ile tamamlanarak 20 mM PBS hazirlandi. 20 mM PBS igerisinde
1.043g KCI ¢ozdiiriilerek igerisinde 140mM KCI bulunan 20mM ve pH’s1 7.4 olan
PBS elde edildi.

3.7.4.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Beyin dokusu total protein konsantrasyonunun tayini Lowry yontemi ile

gerceklestirildi (169) ve islem basamaklari su sekildeydi:

1) 0.4g NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; S8045) tartilip distile su ile
100mIl’ye tamamlanarak 0.1 N sodtum hidroksit ¢ozeltisi hazirlandi

2) 2g Na2CO3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; S2127) tartilip 100ml 0.1 N
NaOH iginde ¢ozdiiriilerek %2’lik sodyum karbonat ¢6zeltisi hazirlandi

3) %2’lik sodyum potasyum tartarat (Merck, Darmstadt, Germany; 108380) ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 2g sodyum potasyum tartarat tartilip 100ml’ye distile su ile
tamamlandi

4) %1’lik bakir siilfat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1g CuSO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA; Katalog No: C7631) tartilip distile su ile 100ml’ye tamamland1

5) 100 ml %2°1lik NaxCOs ¢ozeltisine 1 ml %2’lik sodyum potasyum tartarat ve 1 ml
%1°1lik CuSOg4 ¢ozeltileri eklenerek taze alkali bakir ¢ozeltisi hazirlandi

6) 1ml folin-ciocalteu fenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; F9252) 1ml distile
su ile seyreltilerek 1:1 oraninda folin-ciocalteu fenol ¢6zeltisi hazirlandi

7) Standart ¢ozeltiler hazirlamak i¢in 10mg BSA 10ml distile suda ¢ozdiiriilerek stok
soliisyonu hazirlandi

8) Hazirlanan 1mg/ml BSA c¢o6zeltisinden alman belirli hacimler distile su ile
seyreltilerek ml’de 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 pg protein tagiyan
standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirland1

9) Siipernatantlar 10 kat distile su ile seyreltildi

10) Kor i¢in distile su kullanildi

11) Kor, standart ve drneklerden 40ul mikro plakaya konuldu ve iizerlerine 200 pl taze
alkali bakir ¢ozeltisi eklenip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi

12)Her bir kuyucugun iizerine 20 ul folin-ciocalteu ¢ozeltisi eklenerek oda

sicakliginda 1 saat bekletildi
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13) Olusan mavi renk kore kars1 750nm dalga boyunda mikro plaka okuyucuda okundu
ve her 6l¢tim 2 kez tekrarland1
14) Beyin dokusu 6rneklerinin protein miktarlar standart egri yardimiyla hesaplandi

ve protein konsantrasyonu mg/ml cinsinden verildi.

3.7.4.3. MDA diizeyinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak MDA seviyesinin
belirlenmesinde Draper ve Hadley’in (170) yontemi kullanildi ve islem basamaklari
su sekildeydi:

1) %10’luk trikloroasetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10g TCA (Sigma-Chemical,
St. Louis, MO, USA, T6399) tartilip 100ml’ye distile su ile tamamlandi.

2) %067’1ik tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.67g TBA tartilip 100ml’ye
distile su ile tamamlandi.

3) 50 nmol/ml stok TMP ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1 ml 1, 1, 3, 3-tetrametoksipropan
(Merck, Darmstadt, Germany; 108383) alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
ve bu ¢ozeltiden 823.4ul alip ve distile su ile 1 L’ye tamamlandi

4) Stok TMP c¢ozeltisinden alinan belirli hacimler, distile su ile seyreltilerek 1, 2, 3,
4,5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 nmol/ml MDA tasiyan standartlar hazirland

5) Kor i¢in distile su kullanildi

6) Kor, standartlar ve orneklerden 200ul cam tiiplere alindi ve iizerlerine Iml
%10’luk TCA eklendi

7) 95°C’de 15 dakika bekletildi ve siire sonunda sogumalari i¢in ¢esme suyunda
bekletildi

8) +4°C’de 1.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar ayrildi

9) Elde edilen siipernatantlarin iizerine miktarinin iki kat1 olacak sekilde %67’lik
TBA eklendi

10)95°C’de 15 dakika bekletildi ve silire sonunda sogumalari i¢in ¢esme suyunda
bekletildi

11) Olusan pembe renk kore karst 532nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
okundu ve her 6l¢iim 2 kez tekrarlandi

12) Beyin dokusu 6rneklerinin MDA seviyeleri standart egri yardimiyla hesaplandi ve

sonu¢ nmol/mg protein cinsinden verildi
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3.7.4.4. Protein karbonil gruplarimin belirlenmesi

Beyin dokusu protein karbonil gruplarinin tayini Levine ve arkadaglarinin

metodu kullanilarak gergeklestirildi (171) ve islem basamaklar1 su sekildeydi:

1) 2.5 N hidroklorik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 55.175ml %35’lik HC1 (Merck,
Darmstadt, Germany; 100317) distile su ile 250ml’ye tamamland1

2) 10 mM dinitrofenilhidrazin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.099g DNPH (Sigma-
Chemical, St. Louis, MO, USA, D199303) tartilip 2.5 N HCI asit ile 50ml’ye
tamamlandi

3) %?20’lik trikloroasetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 20g TCA tartilip distile su ile
100mI’ye tamamlandi

4) 6 M Guanidin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 28.659g guanidin hidrokloriir (Sigma-
Chemical, St. Louis, MO, USA, G4505) tartilip 20 mM PBS ile 50 ml’ye
tamamlandi

5) %50’lik etanol-etilasetat ¢dzeltisi hazirlamak igin esit hacimde olacak sekilde
etanol (Isolab Chemicals IST 64-17-5) ve etilasetatin (Isolab Chemicals IST 141-
78-6) karistirilarak hazirlandi

6) Siipernatantlar 10 kat distile su ile seyreltildi

7) 200ul seyreltilmis stipernatantlar 400ul 10 mM DNPH c¢ozeltisi ile karistirilarak
ornekler hazirlandi

8) 200ul seyreltilmis siipernatantlar 400ul 2.5 N HCI ¢ozeltisi ile karistirilarak 6rnek
korleri hazirlandi

9) Hazirlanan 6rnek ve 6rnek korleri 1 saat karanlikta, oda sicakliginda ve 15 dakika
arayla vortekslenerek bekletildi

10) Bekleme siiresinin sonunda 6rnek ve 6rnek korlerinin tizerine 600ul %20°lik TCA
eklenip 10 dakika buz iizerinde bekletildi

11) 5 dakika 10.000xg’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar atildi ve peletlerin
tizerine 1 ml etanol-etilasetat ¢ozeltisi eklendi

12) Tekrar 10.000xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatantlar atildi

13) Peletlerin tlizerine 800ul 6 M guanidin ¢ozeltisi eklendi

14) Once pipet ucuyla karistirarak sonra 60°C’de 15 dakika inkiibe ederek peletlerin
¢oziinmesi saglandi

15)3 dakika 10.000xg’de 3 santrifiij edildikten sonra siipernatantlar 6l¢iim igin
kullanildi.
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16) Ornek ve ornek korlerinin siipernatantlarindan 220 pl’lik hacimler halinde
mikroplakaya alindi ve 370 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okundu. Her
Olciim 2 kez tekrarland1

17) Beyin dokusu protein karbonil diizeyleri (AAbsorbans/Ekstinksiyon Katsayisi) x
Seyreltme Faktorii olarak hesaplandi ve nmol karbonil/mg protein olarak verildi
(AAbsorbans=Absorbansgsmek-Absorbanssmek ki)  (Ekstinksiyon — Katsayisi
0.011uM"! olarak hesaplandi)

3.7.4.5. Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Beyin dokusu katalaz enzim aktivitesinin tayini Goth’un amonyum molibdat
ile stabil bir kompleks olusturan H>O;’in spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi
metodu kullanilarak gergeklestirildi (172) ve islem basamaklari su sekildeydi:

1) 60 mM, pH=7 PBS hazirlamak i¢in 6ml 1 M fosfat tamponundan alinip 100ml’ye
distile su ile tamamlandi.

2) 50 ul’sinde 6.5 umol H20: igeren 130 Mm hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlamak
icin 1.327ml %30’luk H>O» (Sigma-Chemical, St. Louis, MO, USA, H1009)
¢ozeltisi aliip 100 ml’ye 60 mM fosfat tamponuyla tamamlandi

3) 32.4 mM amonyum molibdat ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 4.004 g amonyum molibdat
(Sigma-Chemical, St. Louis, MO, USA, A7302) tartilip 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi

4) Ornekleri hazirlamak igin siipernatantlar 10 kat distile su ile seyreltildi

5) 50 pl stipernatant 50pul 130 mM H2O: ile 37°C’de 60 saniye inkiibe edildi

6) Inkiibasyonun ardindan 100ul 32.4 mM amonyum molibdat ¢zeltisinin eklenmesi
ile reaksiyon durduruldu (Absorbans 1).

7) 1. Ornek kériinii hazirlamak icin 50ul 130 mM H>O; ¢ozeltisi 100ul 32.4 mM
amonyum molibdat ¢ozeltisi ile karistirilip iizerine 50ul silipernatant eklendi
(Absorbans 2)

8) 2. Ornek kériinii hazirlamak igin 50ul 130 mM H>O, ¢dzeltisi 100ul 32.4 mM
amonyum molibdat c¢ozeltisi ile karigtirtlip tlizerine 60 mM PBS eklendi
(Absorbans 3: 6.5 pmol H202’in 405 nm’de verdigi absorbans degeridir)

9) Ornek ve &rnek korlerinin siipernatantlar1 mikroplakaya alindi ve 405 nm dalga

boyunda mikroplaka okuyucuda okundu. Her 6l¢iim 2 kez tekrarlandi
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10) Beyin dokusu katalaz enzim aktivitesi (umol H2O»/dk) = (AAbsorbans x 6.5 x 1000
x Seyreltme Faktorii) / (Absorbans 3 x 50) olarak hesaplandi ve pumol H>O»/dk /mg
protein olarak verildi (A Absorbans=Absorbans 2-Absorbans 1)

3.7.5. GSH diizeyinin belirlenmesi

Major endojen antioksidanlardan biri olan GSH diizeyini belirlemek i¢in Aykac
ve ark.’nin metodu kullanildi (173) ve islem basamaklar su sekildeydi:

1) %10’luk trikloroasetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10g TCA tartilip 100ml’ye
distile su ile tamamlandi.
2) 0.3 M NaHPOg4 c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2H>O’lu Na;HPO4 10.65g tartilip

200ml’ye distile su ile tamamlandi

3) %/I’lik 5-5 Na-sitrat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1.38g 5-5 Na-sitrat (Sigma-
Chemical, St. Louis, MO, USA, S4641) tartilip 100ml’ye distile su ile tamamland1

4) Ditiobisnitrobenzoat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 40mg DTNB tartilip %1°lik 5-5 Na-
sitrat (Sigma-Chemical, St. Louis, MO, USA, D8130) cozeltisi ile 100ml’ye
tamamlandi

5) Beyin dokular tartildi ve agirhigmin 9 kati olacak sekilde %10’luk TCA ile
homojenize edildi

6) Elde edilen homojenatlar 3000xg’de 18-20°C’de 15 dakika santrifiij edildi

7) 250ul siipernatanta 1 ml 0.3 M NaxHPO4 ¢ozeltisi eklendi

8) 125ul DTNB ¢ozeltisi eklendi

9) Oda sicakliginda (25°C) 10 dakika bekletildi

10) Kor olarak distile su kullanildi

11) Ornekler 412 nm’de spektrofotometrik olarak absorbans degerleri okundu. Her
Olgiim 2 kez tekrarland1

12) Beyin dokusu GSH seviyeleri (Absorbans degeri x 4.23) / doku agirlig1 olarak

hesaplandi ve pmol/gram doku cinsinden verildi

3.7.6. AChE enzim aktivitesinin belirlenmesi

Kolinerjik sistemin 6nemli bir gostergesi olan AChE diizeyini belirlemek i¢in

Ellman ve ark.’nin metodu kullanildi (174) ve islem basamaklar1 su sekildeydi:
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1) 1 M K;HPO4 hazirlamak i¢in 17.418g KoHPO4 (Sigma-Chemical, St. Louis, MO,
USA, P3786) tartilip 100ml’ye distile su ile tamamland1

2) 1 M KH>PO4 hazirlamak i¢in 13.609g KHoPOg tartilip 100ml’ye distile su ile
tamamlandi
3) 0.1 M, pH=7.0 PBS hazirlamak i¢in 61.5 ml 1 M KoHPO4 ile 38.5 ml 1 M KH>PO4

karigtirild

4) 0.1 M, pH=8.0 PBS hazirlamak i¢in 94ml 1 M K,HPOj4 ile 6ml 1 M KH>PO4
karistirildi

5) Substrat olarak 0.075 M asetiltiyokolin iyodiir hazirlamak i¢in 216.80mg
asetiltiyokolin iyodiir (Sigma-Chemical, St. Louis, MO, USA, A5751) 10ml’ye
distile su ile tamamland1

6) Reaktif olarak 39.6mg DTNB 10ml 0.1 M, pH=7.0 PBS ile ¢6zdiiriiliip ¢6zeltinin
icine 15mg NaHCOs eklendi

7) 20mg doku basina 1ml 0.1 M, pH=8.0 PBS olacak sekilde dokular homojenize
edildi

8) 5000xg’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi

9) Elde edilen siipernatantlardan 0.2ml alinip 1.3ml 0.1 M, pH=8.0 PBS igeren tiipe
eklendi

10) DTNB reaktifinden 50ul eklendi ve oda sicakliginda (25°C) 20 dakika bekletildi

11) Absorbans degeri 412 nm’de 6l¢iildii absorbans degerindeki artis durdugunda bu
deger kor olarak kullanildi

12) 10ul asetiltiyokolin iyodiir substratindan tiipe eklendi ve 0. ve 5. dakikalardaki
absorbans degerleri kaydedildi

13) Hipokampiis dokusu AChE enzim aktivitesi diizeyi [A Absorbans/t(zaman)] x
[toplam hacim/6rnek hacmi] x 13.6 denkleminden hesaplandi ve U/mg protein
cinsinden verildi (A Absorbans=Absorbans 5dk-Absorbans 0.dk)

14) Hipokampiis dokusu protein konsantrasyonunun tayini yukarida belirtildigi tizere

Lowry yontemi ile gerceklestirildi
3.8. Histopatolojik inceleme
Histopatolojik inceleme icin her gruptan 4 hayvan olacak sekilde toplam 16

beyin dokusu kullanildi. Her ratdan alinan beyin dokusu, %10'luk tamponlu nétral

formalin soliisyonunda fikse edildi. Beyin dokularindan frontal kutuptan baglayarak
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oksipital kutup boyunca 2-3 mm kalinliginda seri koronal doku kesitleri alind1 ve bu
doku kesitleri kasetlenerek doku takip islemi yapildi. Doku takip isleminden sonra
beyin dokular1 parafin bloklara gomiildii. Parafine gémiilii beyin doku 6rneklerinden
mikrotom cihazi ile lamlara 3-4pum kalinliginda ince kesitler alindi. Lamlar iizerindeki
doku kesitleri daha sonra deparafinize edildi ve hematoksilen-eozin (H&E) boyasi ile
boyandi. Hipokampal hasar, histopatolojik olarak CA1 ve CA3 alt bolgelerindeki
stratum piramidaldeki saglam noronlarin sayisi, 151k mikroskopunda en biiyiik
bliyiitme alaninda (Leica DM2500 1s1k mikroskop, x10 okiiler lens, x40 objektif lens;
BBA= 0.55 mm?, Almanya) sayilarak tespit edildi. Sadece normal gériiniimdeki
niikleusa sahip noronlar sayildi. Her calisma grubunun her iki hemisferi igin
hipokampal béliimlerdeki CA1 ve CA3 alt bolgelerindeki (0.55 mm? deki) ortalama
ndron sayist hesaplandi. Her ¢alisma grubundan histopatolojik goriintiiler (Zeiss

Mikroskop, Axio Imager.A2m, ABD) elde edildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 paket programi kullanilarak yapildi. Dort
grubun sayisal degiskenler bakimindan karsilastirilmasinda one-way ANOVA testi
kullanildi. one-way ANOVA testi anlamli bulundugunda alt gruplarin ikiserli
karsilagtirilmast ise post-hoc Bonferroni testi ile yapildi. Tekrarli Ol¢limlerin
degerlendirilmesinde Friedman testinden faydalanildi. Iki sayisal degisken arasindaki
iliski Spearman korelasyon analizi ile incelendi. Ek olarak, haftalik viicut agirliklarinin
yiizde degisimlerinin (yd1, yd2, yd3, gibi) gruplar aras1 karsilagtirilmasi i¢in Kruskal-
Wallis H Testi kullanilmis; ancak bu degiskenlerde anlamli farklilik saptanmamigtir
(p>0.05). Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edilmistir.
Sonuglar ortalama =+ standart hata, ortanca, minimum ve maksimum degerler seklinde

Ozetlenmis; tablo ve grafiklerle desteklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhig1 Sonuclari

Deneyin ilk giinii ve deney siiresi boyunca haftalik olacak sekilde viicut
agirliklar takibi yapildiginda;

Kontrol grubundaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklarinda artis oldugu
gorildii (p<0.001). Buna gore yapilan haftalik ikili karsilastirmalarda 4. hafta
(p=0.013), 5. hafta (p=0.001), 6. hafta (p=0.004), 7. hafta (p<0.001), 8. hafta (p<0.001)
ve 9. hafta (p<0.001) agirliklarinda ilk gilin agirliklarina gére anlamli bir sekilde arttig1
goriildi. 5. hafta (p=0.015), 6. hafta (p=0.042), 7.hafta (p=0.001), 8. hafta (p<0.001)
ve 9. hafta (p<0.001) agirliklar1 1. hafta agirliklar: ile kiyaslandiginda anlamli bir
sekilde arttig1 goriildii. 8. hafta (p=0.001) ve 9. hafta (p=0.001) agirliklarinda 2. hafta
agirliklan ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttigi goriildii. Ayrica 8. hafta
(p=0.029) ve 9. hafta (p=0.042) agirliklarinin 3. hafta agirliklar ile kiyaslandiginda
anlamli bir sekilde arttig1 goriildii.

KSH grubundaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklarinda artis oldugu goriildii
(p<0.001). Buna gore yapilan haftalik ikili karsilastirmalarda 4. hafta (p=0.001), 5.
hafta (p<0.001), 6. hafta (p<0.001), 7. hafta (p=0.012), 8. hafta (p<0.001) ve 9. hafta
(p<0.001) agirliklarinda ilk giin agirliklarina gére anlamh bir sekilde arttig1 goriildi.
4. hafta (p=0.018), 5. hafta (p=0.005), 6. hafta (p=0.007), 8. hafta (p<0.001) ve 9. hafta
(p<0.001) agirliklar1 1. hafta agirliklar ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttig
goriildii. 8. hafta (p=0.020) ve 9. hafta (p=0.023) agirliklarinda 2. hafta agirliklari ile
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii.

KSH+SPI25 grubundaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklarinda artis oldugu
gorildii (p<0.001). Buna gore yapilan haftalik ikili karsilagtirmalarda 4. hafta
(p=0.003), 5. hafta (p<0.001), 6. hafta (p=0.010), 7. hafta (p=0.010), 8. hafta (p<0.001)
ve 9. hafta (p<0.001) agirliklarinda ilk giin agirliklarina gére anlamli bir sekilde arttig1
goriildii. 4. hafta (p=0.019), 5. hafta (p=0.001), 8. hafta (p<0.001) ve 9. hafta (p<0.001)
agirliklar 1. hafta agirliklar ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii. 8.
hafta (p=0.042) ve 9. hafta (p=0.017) agirliklarinda 2. hafta agirliklar ile
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii.

KSH+SPI50 grubundaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklarinda artis oldugu
gorildii (p<0.001). Buna gore yapilan haftalik ikili karsilagtirmalarda 4. hafta
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(p<0.001), 5. hafta (p=0.003), 6. hafta (p<0.001), 7. hafta (p=0.005), 8. hafta (p<0.001)
ve 9. hafta (p<0.001) agirliklarinda ilk giin agirliklarina gére anlamli bir sekilde arttig1
gorildii. 4. hafta (p=0.010), 6. hafta (p=0.010), 8. hafta (p<0.001) ve 9. hafta (p<0.001)
agirliklar: 1. hafta agirliklar ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttigr goriildii. 8.
hafta (p=0.010) ve 9. hafta (p=0.001) agirliklarinda 2. hafta agirliklart ile
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (Tablo 3) (Sekil 24).

Tablo 3: Haftalik viicut agirliklarinin grup ici karsilagtirmalari

Agirlik (g) Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50

1. GUN 163 (140-191) 169 (140-182) 156 (132-179) 152 (134-191)
1.HAFTA 184 (156-206) 188 (159-202) 160 (137-196) 174 (154-216)
2.HAFTA 204 (178-225) 210.5 (172-237) 193 (167-232) 206 (183-248)
3.HAFTA 230 (197-258) 222.5 (205-261) 219 (188-270) 231 (204-272)

4. HAFTA 240 (200-278)*  250.5(210-273) 238 (200-285)*" 248 (215-288)*"

5.HAFTA 257 (216-295)*" 252 (223-286)*° 244 (200-280)* 240 (218-295)*

6. HAFTA 257 (212-301) 251 (225-281)*® 237 (193-275)° 236 (210-296)* b

7.HAFTA 273 (216-315)*° 246.5 (193-290)* 233 (193-267)* 234 (204-293)*

8. HAFTA 277 (221-321)*>¢d 252 (197-300)%¢ 250 (218-278)*>¢ 242 (213-302)> >

9. HAFTA 279 (224-319)*%>4 260 (200-303)>¢ 246 (210-286)>>¢ 248 (225-305)* "¢

p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir. *1.giine, °1.haftaya, °2. haftaya, 3. haftaya gore anlaml

farki gostermektedir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

66



HAFTALIK VUCUT AGIRLIGI DEGISIMI
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Sekil 24: Tim gruplarin haftalik viicut agirliklarindaki degisimin grup ici
karsilastirmalari. Sonuglar Ortalama + Standart Sapma olarak gosterilmistir. *1. giine
gore, °1.haftaya gore, 2. haftaya gore, 93. haftaya gore istatistiksel anlaml1 farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
Gruplar arasindaki haftalik viicut agirligi degisiminin ytizdelik degerleri (yd)
hesaplandi. Gruplar arasindaki haftalik viicut agirligi degisiminin yd’nde istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir p<0.05 (Tablo 4) (Sekil 25).

Tablo 4: Viicut agirliklarinin haftalik ylizde degisimleri

yd Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
1. HAFTA 2.07(1.94-2.41)  2.10(1.95-2.40)  2.09 (1.85-2.34)  2.07 (1.96-2.61)  0.930
2.HAFTA 220 (2.03-2.54) 227 (2.02-2.51) 228 (2.06-2.62) 2.29(1.99-2.71) 0.674
3.HAFTA 2.37(2.03-2.58) 2.40(2.24-2.56)  2.39(2.20-2.85)  2.50 (2.16-2.67) 0.684
4. HAFTA 244 (2.14-2.71)  255(2.31-2.75)  2.52(2.12-2.82)  2.55(2.21-3.01) 0.715
5.HAFTA 252(2.13-3.01) 2.59(2.34-3.01) 2.56 (2.27-2.96)  2.57 (2.16-2.90)  0.991
6. HAFTA 257 (2.33-2.84) 2.53(2.30-2.83)  2.53(2.17-3.00)  2.53(2.23-3.21) 0.949
7.HAFTA 2.67(2.35-2.90) 2.55(2.07-2.78)  2.51(2.21-3.02)  2.49(2.23-2.19)  0.294
8. HAFTA 2.67(2.38-2.98) 2.61(2.09-2.85)  2.60(2.30-3.07)  2.54(2.29-3.25)  0.537
9. HAFTA 2.68 (2.40-2.97) 2.64 (2.11-2.88)  2.63 (2.25-3.12)  2.62(2.26-3.20) 0.807

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05).
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VUCUT AGIRLIGIYUZDE DEGISIMI
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Sekil 25: Tiim gruplarin haftalik viicut agirliklarindaki yiizde degisimin gruplar arasi
karsilastirmalari. Sonuglar Ortalama + Standart Sapma olarak gosterilmistir. Gruplar

arasinda anlaml fark bulunmamaktadir (p>0.05).
4.2. Beyin/Viicut Agirhg Orani Sonuclari

Gruplardaki  hayvanlarin  beyin/viicut agirligit  oran1  gruplar arasi
karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmedi (p=0.073). Gruplarin beyin/viicut
agirhigr yiizde oranlari Tablo 5 ve Sekil 26 verilmistir. Gruplar arast ikili

karsilastirmalarda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 5: Beyin/Viicut Agirlig: yiizde oranlar

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPI50 p

Beyin/Viicut
Agirhgi (%)

0.50+0.01 0.53+0.01 0.56+0.01 0.53+0.01 0.073

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0.05).
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BEYIN/ VUCUT AGIRLIGI ORANI
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Sekil 26: Tiim gruplarin beyin agirliklarinin viicut agirliklarina ylizde oranlarinin
kargilastirmalari. Degerler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Gruplarin

arasinda anlaml fark bulunmamaktadir (p>0.05).
4.3. Kan Basinci ve Kalp Hiz1 Sonuclar

Deneyin son giinii hayvanlar feda edilmeden Once anestezi altinda 6l¢iilen
direkt arteryel kan basinct (p=0.294) ve kalp hizlar1 (p=0.476) arasinda gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Tlim gruplarin kan basinci ve kalp

hiz1 /sonuglar1 Tablo 6 ve Sekil 27, Sekil 28’de verilmistir.

Tablo 6: Tiim gruplarin kan basinci ve kalp hizi degerleri

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
Kan
Basinci 101.63+8.15 115.848.31 99.7+8.01 103.27£25.47  0.294
(mmHg)
Kalp Hiz
(bpm) 276.09+13.10 268.10+30.12 270.34+24.99 310.84+22.22  0.476

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0.05).
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Sekil 27: Kan basinglarinin gruplar arasi karsilastirmalari. Degerler ortalama +
standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0.05).
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Sekil 28: Kalp hizinin gruplar arasi karsilagtirmalari. Degerler ortalama =+ standart hata

olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05).
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4.4. Morris Su Labirent Testi Sonuglari

4.4.1. Platformu bulma siireleri

Tiim gruplarin grup i¢i glinliik platformu bulma siireleri kiyaslandiginda;

Kontrol grubundaki hayvanlarin platformu bulma siirelerinin 3. giiniin 1. giline
gore (p=0.019), 4. giiniin 1. giine (p<0.001) ve 2. gline (p=0.003) gore, S.giiniin 1.
giine (p<0.001) ve 2. giine (p=0.002) gore anlaml1 olarak azaldig1 bulunmustur.

KSH grubundaki hayvanlarin platformu bulma siirelerinin 3. giiniin 1. giline
gore (p=0.009), 4. giiniin 1. giine (p=0.007) ve 5.giiniin 1. giine (p<<0.001) gdore anlamli
olarak azaldig1 bulunmustur.

KSH+SPI25 grubundaki hayvanlarin platformu bulma siirelerinin 3. giiniin 1.
giine gore (p=0.004) ve 5.giiniin 1. giine (p<0.001) gore anlamli olarak azaldig
bulunmustur.

KSH+SPI50 grubundaki hayvanlarin platformu bulma siirelerinin 4. giiniin 1.
giine gore (p=0.006) ve S5.gliniin 1. giine (p=0.019) gore anlamli olarak azaldig
bulunmustur.

Tiim gruplarin grup i¢i giinliik platformu bulma siireleri tablo 7 ve sekil 29°da

verilmistir.

Tablo 7: Grup ici giinliik platformu bulma stireleri karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50
1.GUN 25 (20-46) 47 (37-60) 36 (21-60) 28 (13-60)
2.GUN 25 (11-37) 35.5 (9-55) 19 (13-30) 15 (10-28)
3.GUN 13 (7-23)* 19 (9-33)* 15 (5-50) 16 (5-33)
4.GUN 8 (5-15)*" 17 (5-52) 18 (6-41) 12 (4-28)
5.GUN 8 (3-27)~® 20 (7-48) 10 (4-29)* 13 (6-21)®
P <0.001 <0.001 <0.001 0.005

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir. #1. giine gore, ®2. giine gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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PLATFORMU BULMA SURELERI
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Sekil 29: Tiim gruplarin grup i¢i giinliik platformu bulma siirelerinin karsilastirmalari.
Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. *1. giine gore, °2. giine gore

istatistiksel anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Tim gruplarin gruplar arasi1 gilinliik platformu bulma siireleri kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli farklar gortildii. 1. giin KSH grubu kontrol grubuna kiyasla
platformu daha yiiksek bir siirede bulurken (p=0.010), KSH+SPi50 grubu KSH
grubuna kiyasla platformu daha diisiik bir siirede buldugu goriildii (p=0.042). 2. giin
KSH+SPI50 grubunun KSH grubuna kiyasla platformu daha diisiik siirede buldugu
goriildii (p=0.008). 3. Giin gruplar aras1 anlaml1 bir fark bulunmamistir (p=0.275). 4.
giin hem KSH grubunun (p=0.013) hem de KSH+SPI25 (p=0.009) grubunun kontrol
grubuna kiyasla platformu daha yiiksek bir stirede bulduklar1 goriildii. 5. giin KSH
grubu kontrol grubuna kiyasla platformu daha yiiksek bir stirede bulurken (p=0.002),
hem KSH+SPI25 (p=0.024) grubunun hem de KSH+SPi50 (p=0.021) grubunun KSH
grubuna kiyasla platformu daha diisiik bir siirede buldugu goriildii. Gruplar arasi

giinliik platformu bulma siireleri tablo 8 ve sekil 30°da verilmistir.
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Tablo 8: Gruplar arasi giinliik platformu bulma siirelerinin karsilagtirmalari

Kontrol KSH KSH+SPI25 KSH+SPi50 p
1. GUN 25 (20-46) 47 (37-60)* 36 (21-60) 28 (13-60) 0.009
2. GUN 25(11-37) 35.5 (9-55) 19 (13-30) 15 (10-28)° 0.007
3. GUN 13(7-23) 19 (9-33) 15 (5-50) 16 (5-33) 0.275
4. GUN 8(5-15) 17 (5-52)? 18 (6-41) 12 (4-28) 0.027
5. GUN 8(3-27) 20 (7-48)* 10 (4-29) 13 (6-21)° 0.017

Degerler ortanca (min-max) olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli farki géstermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

PLATFORMU BULMA SURELERI
= KONTROL =B=KSH KSH+SPI25 s KSH+SPIS0
60
0
Edﬂ
el a
30 D
E
N 20 T :
10 b b
0
1. GUN 2. GUN 1.GUN 4.GUN 5. GUN

Sekil 30: Gruplar arasi giinliik platformu bulma stirelerinin karsilastirmalari. Sonuglar
Ortalama + Standart Sapma olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna, °KSH grubuna

gore istatistiksel anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

4.4.2. Probe trail sonuglari

Morris labirent testinin son giiniinde hayvanlarin hedef kadranda gegirdikleri
stire gruplar arasi karsilastirildiginda anlamli bir fark gozlendi (p=0.004) ve bu veriler
tablo 9 ve sekil 31°de verilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda ise hedef kadranda
gecirdikleri stire KSH grubunda kontrol grubuna kiyasla onemli 6l¢iide azaldi
(p=0.002). KSH+SPi50 grubunda KSH grubuna kiyasla hedef kadranda gegirilen siire
anlaml olarak arttig1 gorildii (p=0.040).
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Tablo 9: Gruplar aras1 hedef kadranda gegirilen siirenin kargilagtirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
Hedef
Kadranda
. 31+3.06 15.57+£2.362 25.18+2.32 27.33+2.20° 0.004
Gegirilen
Siire (sn)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli fark: gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

HEDEF KADRANDA GECIRILEN SURE

b
I

a
KONTROL KSH KSH+SPi2s KSH+5PIs0

L] ak de
= tn =

= = k- [
= en (=] N

Hedef Kadranda Gegirilen Siire (sn)
th

=

Sekil 31: Gruplar aras1 hedef kadranda gegirilen siire karsilastirmalari. Sonuglar
Ortalama = Standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna, °’KSH grubuna gére
istatistiksel anlamli farki géstermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
4.5. Oksidatif Stres Parametreleri Sonuclari
4.5.1. Beyin Dokusu Protein Miktar Tayini Standart Egrisi

Beyin dokusu protein tayini i¢in hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki BSA

(25, 50, 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 pg/ml) ve 750 nm’de okunan absorbans

degerleri tablo 10°da verilmistir ve elde edilen standart egri sekil 32°de gdsterilmistir.
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Tablo 10: BSA konsantrasyonlar1 ve Absorbans degerleri

STD (ug/ml)  ABS (750 nm)
25 0.122
50 0.158
100 0.209
150 0.253
200 0.301
300 0.383
400 0.464
500 0.546

BEYIN D. PROTEIN KONS. STANDART EGRI

y = 0,0009x + 0,158
BE =0 0068

ABS (750 nm)
= = =
Taa e n

=
Ta

=
=

0 100 200 joo 400 500 600
BSA Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 32: Tiim hayvanlarin beyin dokusu protein miktar tayini i¢in elde edilen standart egri
4.5.2. Beyin MDA sonugclari

Beyin dokusu MDA seviyesi tayini i¢in hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki
TMP (1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 nmol/ml) igeren ¢ozeltilerin 532 nm dalga

boyundaki absorbans degerleri tablo 11°de ve bu degerlere gore elde edilen standart
egri sekil 33’°te gosterilmistir.
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Tablo 11: MDA konsantrasyonlar1 ve Absorbans degerleri

MDA (nmol/ml) ABS (532 nm)
1 0.040
2 0.054
3 0.065
4 0.080
5 0.092
10 0.174

20 0.389
30 0.538
40 0.764
50 0.956

MDA DUZEYI STANDART EGRI

1 y=0,0188x +0,0057
R*=0,998

32 nm)
=
=3

-
-

ABS (
=
.

0 10 20 o0 40 50 60
MDA Konsantrasyonu (nmol/ml)

Sekil 33: MDA diizeylerinin tayini i¢in elde edilen standart egri.

Deney gruplarina ait beyin doku 6rneklerinden elde edilen MDA diizeyleri
gruplar arasi anlamh farklilik goriilmiistiir (p<0.001) ve bu veriler tablo 12 ve sekil
34’te verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda beyin dokusu MDA diizeyleri KSH
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢lide yiiksek bulunurken (p<0.001),
KSH+SPI50 grubunda KSH grubuna kiyasla MDA diizeyleri anlamli &lgiide diisiik
bulunmustur (p=0.039).
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Tablo 12: Beyin MDA diizeyleri gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p

MDA
Diizeyi

(mmol/mg 8- 58+0.20 11.44+0.35% 9. 98+0.19 9.91+£0.57° <0.001

protein)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli fark: gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

BEYIN DOKUSU MDA DUZEYLERI

b
e —
D I

a
KONTROL KSH KSH+SPi2s KSH+SPIs0

MDA (nmol/mg protein)
(o bt
P - T

[ ]

Sekil 34: Gruplar aras1 beyin dokusu MDA diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna, °’KSH grubuna gore istatistiksel

anlaml farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

4.5.3. Beyin protein karbonilleri sonuglari

Deney gruplarina ait beyin doku orneklerinden elde edilen protein karbonil
diizeyleri arasinda gruplar aras1 anlaml farklilik gériilmiistiir (p=0.004) ve bu veriler
tablo 13 ve sekil 35°te verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda beyin dokusu protein
karbonilleri diizeyi KSH grubunda kontrol grubuna kiyasla anlaml 6l¢iide yiiksek
bulunurken (p=0.005) hem KSH+SPi25 grubunda (p=0.027) hem de KSH+SPi50
grubunda (p=0.037) KSH grubuna kiyasla protein karbonilleri diizeyi anlaml1 olarak
diisiik bulunmustur (p=0.039).
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Tablo 13: Beyin protein karbonilleri diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
Protein
Karbonilleri
Diizeyi (nmol  10.53+0.53 14.30+1.08*  11.10+0.47° 11.24+0.57°  0.004
karbonil/mg
protein)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli fark: gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

BEYIN DOKUSU PROTEIN KARBONILLERI
DUZEYI
18
= 16 B
C £ 14
g >
TS 10
2E 3
-2 ;j p
£z
A2 4
8
£ 2
0
KONTROL KSH KSH+SPI2s  KSH+SPIS0

Sekil 35: Gruplar aras1 beyin dokusu protein karbonilleri diizeyi karsilastirmalari.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *Kontrol grubuna, °KSH
grubuna gore istatistiksel anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.

4.5.4. Beyin katalaz aktivitesi sonuclar

Deney gruplarina ait beyin doku orneklerinden elde edilen katalaz enzim
aktivitesi diizeyleri arasinda gruplar aras1 anlamli farklilik goriilmiistiir (p<0.001) ve
bu veriler tablo 14 ve sekil 36’da verilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda beyin
dokusu katalaz aktivitesi diizeyi KSH grubunda (p<0.001), KSH+SPi25 grubunda
(p<0.001) ve KSH+SPi50 grubunda (p<0.001) kontrol grubuna kiyasla anlamli 6lciide
diisiik bulunmustur. KSH+SPi50 grubunda KSH grubuna kiyasla katalaz aktivitesi
diizeyi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.016).
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Tablo 14: Beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPI25 KSH+SPi50 p
Katalaz
Aktivitesi
Diizeyi (umol 5.71£0.16 3.30+0.15° 3.76+0.18* 4.26+0.22%° <0.001
H202/dk/mg
protein)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli fark: gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

BEYIN DOKUSU KATALAZ AKTIVITESI DUZEY1

7
a, b
a
I

F |
KONTROL KSH KSH+SPi?s KSH+SPis0

=]

LA

B

==

Katalaz Aktivitesi
(pmol H202/dk /mg protein)
[

=

=

Sekil 36: Gruplar aras1 beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi karsilagtirmalari. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna, °’KSH grubuna gére

istatistiksel anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi ve probe trail
sonuglari arasinda pozitif (r=0.694) ve anlamli (p<0.001) korelasyon oldugu goriildii.
Ayrica beyin dokusu katalaz aktivitesi ve MDA diizeyleri (r=-0.703) (p<0.001) ile protein
karbonilleri (r=-0.582) (p=0.003), 5. Giin platformu bulma siiresi (r=-0.420) (p=0.037)
arasinda negatif korelasyon oldugu goriildii (Tablo 15).
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Tablo 15: Beyin dokusu katalaz aktivitesi ve deneyle ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi Diizeyi
r p

Morris Su Labirenti Testi 5. -0.420%* 0.037
Giin Platformu Bulma Siiresi
Probe Trail Testi/Hedef 0.694* <0.001
Kadranda Gegirilen Siire
Beyin Dokusu MDA Diizeyi -0.703* <0.001
Beyin Dokusu Protein -0.582%* 0.003
Karbonilleri Diizeyi

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.5.5. GSH sonuclar

Deney gruplarina ait beyin doku orneklerinden elde edilen GSH diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlaml farklilik goriilmiistiir (p=0.002) ve bu veriler tablo 16
ve sekil 37°de verilmistir. Yapilan ikili kargilastirmalarda beyin GSH diizeyi KSH
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p=0.002).
KSH+SPi50 grubunda KSH grubuna kiyasla GSH diizeyi anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.016).

Tablo 16: Beyin dokusu GSH diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPis50 P
GSH Diizeyleri
(umol/g yas 13.50+0.65 0.88+0.56* 11.93+0.48 12.81+0.64° 0.002
doku)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, ’KSH grubuna gére istatistiksel

anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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BEYIN DOKUSU GSH DUZEYLERI
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Sekil 37: Gruplar aras1 beyin dokusu GSH diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna, °’KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde beyin dokusu GSH diizeyi ve probe trail testi
hedef kadranda gegirilen siire (r=0.399) (p=0.043) ve beyin dokusu katalaz aktivitesi
diizeyi (r=0.508) (p=0.011) pozitif ve anlaml1 korelasyon oldugu goriildii. Ayrica GSH
diizeyi ve beyin dokusu MDA diizeyi arasinda negatif (r=-0.636) ve anlaml1 (p=0.001)
korelasyon oldugu goriildii (Tablo 17).

Tablo 17: Beyin dokusu GSH diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Beyin Dokusu GSH Diizeyi

r P
Probe Trail Testi/Hedef Kadranda Gegirilen Siire 0.399* 0.043
Beyin Dokusu MDA Diizeyi -0.636%* 0.001
Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi Diizeyi 0.508%* 0.011

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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4.6. Hipokampiis Nrf2 Sonuclari

Deney gruplarma ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen Nrf2 diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlamh farklilik goriilmistiir (p=0.042) ve bu veriler tablo ve
sekilde verilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda hipokampiis Nrf2 diizeyi
KSH+SPi50 grubunda KSH grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p=0.033) (Tablo 18) (Sekil 38).

Tablo 18: Hipokampiis Nrf2 diizeyi gruplar aras1 karsilagtirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p

Nrf2 Diizeyleri
(pg/ml) 248.88425.48  185.91439.43  265.49+10.54  304.61425.93°  0.042

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. °’KSH grubuna gore istatistiksel anlamli farks

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

HIPOKAMPUS NRF2 DUZEYLERI
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Sekil 38: Gruplar aras1 hipokampiis Nrf2 diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gosterilmistir. °’KSH grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4.7. Hipokampiis TNF-a Sonuclari

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen TNF-a diizeyleri
arasinda hem gruplar aras1 karsilastirmada (p=0.866) hem de yapilan ikili
karsilastirmalarda anlamli fark bulunmamaistir (p>0.05) ve bu veriler tablo 19 ve sekil

39°da verilmistir.

Tablo 19: Hipokampiis TNF-a diizeyi gruplar arasi karsilagtirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
TNF-a
Diizeyleri ~ 145.40+3.61  146.98+2.05 147.80+1.30 144.45+3.91 0.866
(pg/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0.05).

HIPOKAMPUS TNF-¢. DUZEYLERI
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Sekil 39: Gruplar aras1 hipokampiis TNF-a diizeyi karsilagtirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda anlaml fark bulunmamaktadir

(p>0.05).
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4.8. Hipokampiis IL-1f Sonuclar:

Deney gruplarina ait hipokampiis o6rneklerinden elde edilen IL-1B diizeyleri
arasinda gruplar arasi anlamh farklilik goriilmiistiir (p=0.025) ve bu veriler tablo 20
ve sekil 40’ta verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda hipokamptis IL-1p diizeyi
KSH+SPI25 grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p=0.042).

Tablo 20: Hipokampiis IL-1f diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPI25 KSH+SPi50 p
IL-1p
Diizeyleri 605.39+57.32  676.74+28.76 794+38.32° 778.35+53.26  0.025
(pg/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

HIPOKAMPUS IL-18 DUZEYLERI
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Sekil 40: Gruplar aras1 hipokampiis IL-1p diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4.9. Hipokampiis NLRP 3 Sonuclar

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen NLRP3 diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlamh farklilik goriilmiistiir (p<<0.001) ve bu veriler tablo 21
ve sekil 41°de verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda hipokampiis NLRP3 diizeyi
KSH grubunda (p=0.010), KSH+SPi25 grubunda (p=0.001) ve KSH+SP150 grubunda
(p=0.002) kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Tablo 21: Hipokampiis NLRP 3 diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
NLRP 3
Diizeyleri 1.57+0.06 1.89:0.06° 1.95+0.05° 1.92+0.05° <0.001
(ng/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

HIPOKAMPUS NLRP 3 DUZEYLERI
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Sekil 41: Gruplar aras1 hipokampiis NLRP 3 diizeyi karsilagtirmalari. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel

anlaml farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis NLRP3 diizeyi ve beyin MDA
diizeyi arasinda pozitif (r=0.509) ve anlamli (p=0.018) korelasyon oldugu goriildii.
Ayrica hipokampiis NLRP3 diizeyi ile beyin katalaz aktivitesi diizeyi arasinda negatif
(r=-0.516) ve anlaml1 (p=0.010) korelasyon oldugu goriildii (Tablo 22).

Tablo 22: Hipokampiis NLRP3 diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Hipokampiis NLRP3 Diizeyi

r p
Beyin Dokusu MDA Diizeyi 0.509* 0.018
Beyin Dokusu Katalaz
-0.516* 0.010

Aktivitesi Diizeyi

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.10. Hipokampiis JAK 2 Sonuc¢lar

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen JAK 2 diizeyleri
arasinda gruplar arasi1 anlamli farklilik goriilmiistiir (p=0.011) ve bu veriler tablo 23 ve
sekil 42°de verilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda hipokampiis JAK 2 diizeyi KSH
grubunda (p=0.036), KSH+SPi25 grubunda (p=0.031) ve KSH+SPi50 grubunda

(p=0.049) kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiliksek bulunmustur.

Tablo 23: Hipokampiis JAK 2 diizeyi gruplar aras1 karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPis50 p

JAK 2
Diizeyleri 1507.05+128.91 1901.44+45.72®  1893.47+44.59*  1883.42+82.53*  0.011
(pg/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 42: Gruplar aras1 hipokampiis JAK 2 diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli fark:

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis JAK?2 diizeyi ve beyin MDA diizeyi
(r=0.504) (p=0.017), hipokampiis IL-1B diizeyi (r=0.670) (p<0.001), hipokampiis
NLRP3 diizeyi (r=0.537) (p=0.007) arasinda pozitif ve anlamli korelasyon oldugu
goriildii. Ayrica hipokampiis JAK2 diizeyi ile beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi
arasinda negatif (r=-0.421) ve anlamli (p=0.041) korelasyon oldugu goriildii (Tablo 24).

Tablo 24: Hipokampiis JAK2 diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Hipokampiis JAK2 Diizeyi
r p
Beyin Dokusu MDA Diizeyi 0.504* 0.017
Beyin Dokusu Katalaz 0421 0.041
Aktivitesi Diizeyi e '
Hipokampiis IL-1p diizeyi 0.670* <0.001
Hipokampiis NLRP3 Diizeyi 0.537* 0.007

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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4.11. Hipokampiis STAT3 Sonuclar:

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen STAT3 diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlamh farklilik goriilmiustiir (p=0.001) ve bu veriler tablo 25
ve sekil 43°te verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda hipokampiis STAT3 diizeyi
KSH grubunda (p=0.005), KSH+SPi25 grubunda (p=0.017) ve KSH+SP150 grubunda
(p<0.001) kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Tablo 25: Hipokampiis STAT3 diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
STAT3
Diizeyleri 4.63+0.30 6.03+0.23% 5.79+0.16 6.32+0.26° 0.001
(ng/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 43: Gruplar arast hipokampiis STAT3 diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *Kontrol grubuna gore istatistiksel

anlaml fark1 gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis STAT3 diizeyi ve beyin dokusu

protein karbonilleri diizeyi (r=0.467) (p=0.021), hipokampiis IL-1B diizeyi (r=0.742)
(p<0.001), NLRP3 diizeyi (r=0.635) (p=0.001), JAK?2 diizeyi (r=0.800) (p<0.001)
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arasinda pozitif ve anlamli korelasyon goriildii. Ayrica hipokampiis STAT3 diizeyi ile
beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi arasinda negatif (r=-0.474) ve anlamh

(p=0.019) korelasyon oldugu goriildii (Tablo 26).

Tablo 26: Hipokampiis STAT3 diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Hipokampiis STAT3 Diizeyi
r p

Beyin Dokusu Protein 0.467* 0.021
Karbonilleri Diizeyi

Beyin Dokusu Katalaz -0.474* 0.019
Aktivitesi Diizeyi

Hipokampiis IL-1p diizeyi 0.742* <0.001
Hipokampiis NLRP3 Diizeyi 0.635* 0.001
Hipokampiis JAK2 Diizeyi 800* <0.001

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.12. Hipokampiis BDNF Sonuglari
Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen BDNF diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlamli farklilik goriilmemistir (p=0.229) ve bu veriler tablo 27

ve sekil 44’te verilmistir.

Tablo 27: Hipokampiis BDNF diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p

BDNF
Diizeyleri 2486.41+183.62  2833.33+£132.03  2827.15+105.55  2890.12+161.37  0.229
(pg/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir

(p>0.05).
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Sekil 44: Gruplar aras1 hipokampiis BDNF diizeyi karsilagtirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gosterilmistir (p>0.05).

Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis BDNF ve Nrf2 diizeyleri arasinda

pozitif (r=0.502) ve anlaml1 (p=0.011) korelasyon goriildii (Tablo 28).

Tablo 28: Hipokampiis BDNF ve Nrf2 diizeyleri korelasyon analizi

Hipokampiis BDNF Diizeyi

r p

Hipokampiis Nrf2 Diizeyi 0.502* 0.011

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.13. Hipokampiis CREB Sonuclari

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen CREB diizeyleri
arasinda gruplar arasi anlaml farklilik goriilmiistiir (p=0.035) ve bu veriler tablo 29
ve sekil 45°te verilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda hipokampiis CREB diizeyi
KSH+SPi50 grubunda KSH grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p=0.042).
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Tablo 29: Hipokampiis CREB diizeyi gruplar aras1 karsilagtirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
CREB
Diizeyleri 2.63+0.19 2.48+0.09 2.70+0.13 3.1140.12° 0.035
(pg/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. ®’KSH grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 45: Gruplar aras1 hipokampiis CREB diizeyi karsilagtirmalar1. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gosterilmistir. °’KSH grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis CREB diizeyi ve probe trail testi
hedef kadranda gecirilen siire (r=0.432) (p=0.014), beyin dokusu GSH diizeyi
(r=0.546) (p=0.004), hipokampiis BDNF diizeyi (r=0.414) (p=0.032) arasinda pozitif

ve anlamli korelasyon goriildii (Tablo 30).
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Tablo 30: Hipokampiis CREB diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Hipokampiis CREB Diizeyi
r p
Probe Trail Testi Hedef
o 0.432%* 0.014
Kadranda Gegirilen Siire
Beyin Dokusu GSH Diizeyi 0.546* 0.004
Hipokampiis BDNF diizeyi 0.414* 0.032

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<<0.05).

4.14. Hipokampiis CaMKII Sonuglari

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen CaMKII diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlaml farklilik goriilmiistiir (p=0.004) ve bu veriler tablo 31
ve sekil 46°da verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda hipokampiis CaMKII diizeyi
KSH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.006).
KSH+SPi50 grubunda KSH grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p=0.026).

Tablo 31: Hipokampiis CaMKII diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p

CaMKII
Diizeyleri 571.05+20.88 473.88+15.66% 514.45+16.30 552.04+8.26° 0.004
(ng/ml)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, ’KSH grubuna gére istatistiksel

anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 46: Gruplar aras1 hipokampiis CaMKII diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak gdsterilmistir. *Kontrol grubuna, °’KSH grubuna gore

istatistiksel anlamli fark1 gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis CaMKII diizeyi ve probe trail testi
hedef kadranda gecirilen siire (r=0.612) (p=0.002), beyin dokusu katalaz aktivitesi
diizeyi (r=0.557) (p=0.011), hipokampiis Nrf2 diizeyi (r=0.479) (p<0.028), CREB
diizeyi (r=0.646) (p=0.001) arasinda pozitif ve anlamli korelasyon goriildii. Ayrica
hipokampiis CaMKII diizeyi ile morris su labirenti testi 5. giin platformu bulma siiresi
(r=-0.576) (p=0.005), beyin dokusu MDA diizeyi (r=-0.698) (p=0.001) arasinda

negatif ve anlamli korelasyon oldugu goriildii (Tablo 32).
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Tablo 32: Hipokampiis CaMKII diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Hipokampiis CaMKII Diizeyi
r p

Morris Su Labirenti 5. Giin .

Platformu Bulma Siiresi -576 0.005
Probe Trail Testi Hedef

Kadranda Gegirilen Siire 612* 0.002
Beyin Dokusu MDA Diizeyi 698 0.001
Beyin Dokusu Katalaz y

Aktivitesi Diizeyi 557 0.011
Hipokampiis Nrf2 Diizeyi 479% 0.028

* Anlaml farkliligi gostermektedir (p<0.05).

4.15. Hipokampiis GLT-1 Sonuclan

Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen GLT-1 diizeyleri
arasinda gruplar aras1 anlaml farklilik goriilmiistiir (p=0.001) ve bu veriler tablo 33
ve sekil 47°de verilmistir. Yapilan ikili karsilagtirmalarda hipokampiis GLT-1 diizeyi
KSH grubunda hem kontrol grubuna (p=0.005) hem de KSH+SPi50 grubuna
(p=0.001) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Tablo 33: Hipokampiis GLT-1 diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p

GLT-1
Diizeyleri 1634.51+49.33 1936.33+31.15* 1712.42+60.54 1568.13+£91.79°  0.001

(pg/ml)

Degerler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, ®’KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 47: Gruplar aras1 hipokampiis GLT-1 diizeyi karsilastirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gosterilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gére istatistiksel

anlamli fark1 géstermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis GLT-1 diizeyi ve probe trail testi
hedef kadranda gecirilen siire (r=-0.387) (p=0.026), beyin dokusu katalaz aktivitesi
diizeyi (r=-0.446) (p=0.025), beyin dokusu GSH diizeyi (r=-0.579) (p=0.002) arasinda
negatif ve anlamli korelasyon goriildii. Ayrica hipokampiis GLT-1 diizey1 ile beyin
dokusu MDA diizeyi arasinda pozitif (r=0.499) ve anlamli (p=0.002) korelasyon
oldugu goriildii (Tablo 34).

Tablo 34: Hipokampiis GLT-1 diizeyi ve deney ile ilgili parametreler arasindaki

korelasyon analizi

Hipokampiis GLT-1 Diizeyi
r p

Probe Trail Testi Hedef

Kadranda Gegirilen Siire -0.387 0.026
Beyin Dokusu MDA Duzeyl O 499 O 015
Beyin Dokusu Katalaz

Aktivitesi Diizeyi -0.446 0.025
Beyin Dokusu GSH Duzeyl _0 579 0 002

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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4.16. Hipokampiis AChE Aktivitesi Sonuclari
Hipokamplis protein tayini i¢in hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki BSA (5,
20, 60, 80, 100, 150, 250, 300, 500 pg/ml) ve 750 nm’de okunan absorbans degerleri

tablo 35’te verilmistir ve elde edilen standart egri sekil 48’de gdsterilmistir.

Tablo 35: BSA konsantrasyonlar1 ve Absorbans degerleri

STD (ng/ml) ABS (750 nm)
5 0.084
20 0.106
60 0.155
80 0.183

100 0.199
150 0.256
250 0.345
300 0.398
500 0.549
750 0.729

HIPOKAMPUS PROTEIN
KONSANTRASYONU STANDART EGRI

y = 0,009 + 10,1093 *
0,7 R®=10,9303

0 100 200 300 400 500 600 700 500
BSA Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 48: Tiim hayvanlarm hipokampiis protein miktar tayini i¢in elde edilen standart egri
Deney gruplarina ait hipokampiis 6rneklerinden elde edilen AChE aktivitesi

diizeyleri arasinda gruplar aras1 anlaml farklilik gériilmiistiir (p<0.001) ve bu veriler

tablo 36 ve sekil 49°da verilmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda hipokampiis AChE
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aktivitesi diizeyi KSH grubunda (p<0.001), KSH+SPi25 grubunda (p=0.003) kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur. KSH+SPi50 grubunda ise KSH
grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.001).

Tablo 36: Hipokampiis AChE aktivitesi diizeyi gruplar arasi karsilastirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25 KSH+SPi50 p
AChE
Aktivitesi
Diizeyleri  0.021+0.0006 0.026=+0.00042 0.024+0.0005* 0.022+0.0006*  <0.001
(U/mg
protein)

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "KSH grubuna gore istatistiksel

anlamli farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 49: Gruplar aras1 hipokampiis AChE diizeyi karsilagtirmalari. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gdsterilmistir. “Kontrol grubuna, °’KSH grubuna gore istatistiksel

anlaml farki gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis AChE aktivitesi diizeyi ve beyin
dokusu MDA diizeyi (r=0.638) (p=0.001), beyin dokusu protein karbonilleri diizeyi
(r=0.591) (p=0.002), hipokampiis NLRP3 diizeyi (r=0.426) (p=0.034), hipokampiis GLT-
1 diizeyi (r=0.570) (p=0.002) arasmnda anlamli pozitif korelasyon goriildi. Ayrica
hipokampiis AChE aktivitesi diizeyi ile beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi (r=-0.700)
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(<0.001), beyin dokusu GSH diizeyi (r=-0.678) (p<0.001), hipokampiis CaMKII diizeyi
(r=-0.608) (p=0.003) arasinda negatif ve anlaml1 korelasyon gortildii (Tablo 37).

Tablo 37: Hipokampiis AChE aktivitesi diizeyi ve deney ile ilgili diger parametreler

arasindaki korelasyon analizi

Hipokampiis AChE Aktivitesi Diizeyi
r
Beyin Dokusu MDA Diizeyi 0.638* O.(I))Ol
Beyin Dokusu Protein Karbonilleri Diizeyi 0.591%* 0.002
Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi Diizeyi -0.700%* <0.001
Beyin Dokusu GSH Diizeyi -0.678* <0.001
Hipokampiis NLRP3 Diizeyi 0.426%* 0.034
Hipokampiis CaMKII Diizeyi -0.608* 0.003
Hipokampiis GLT-1 Diizeyi 0.570* 0.002

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.17. Histopatolojik Sonuclar

4.17.1. Hipokampal CA1l ve CA3 Bolgelerindeki Saglam Noron Sayilarmin

Sonuclar

Hipokampal hasar, histopatolojik olarak her ¢caligsma grubunun her iki hemisferi
i¢in hipokampal boliimlerdeki CA1 ve CA3 alt bolgelerindeki stratum piramidaldeki
saglam ndronlarin sayisi sayilarak ortalama noron sayist hesaplandi. Deney gruplarina
ait hipokampal CAl (p<0.001) ve CA3 (p<0.001) bolgesindeki intakt ndron
sayilarinda gruplar arast anlamhi farklilik goriilmiistiir ve bu veriler tablo 38 ve sekil
50, sekil 51°de verilmistir. CA1 bdlgesindeki intakt néron sayisinda yapilan ikili
karsilastirmalarda KSH grubunda (p<0.001), KSH+SPi25 grubunda (p<0.001) ve
KSH+SPI50 grubunda (p=0.001) kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik
bulunmustur. KSH+SPi25 grubunda (p<0.001) ve KSH+SPI50 grubunda (p<0.001)
KSH grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.001). Ayrica
KSH+SPI50 grubunda KSH+SPI25 grubuna kiyasla intakt ndron sayisinda anlamli
artis bulunmustur (p=0.025). Benzer sekilde CA3 bolgesindeki intakt néron sayisinda
yapilan ikili karsilastirmalarda KSH grubunda (p<0.001), KSH+SPI25 grubunda
(p<0.001) kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmustur. KSH+SPi50
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grubunda ise KSH grubuna (p=0.001) KSH+SPi25 grubuna (p=0.004) kiyasla anlaml1

olarak yiiksek bulunmustur.

Tablo 38: Hipokampal CA1 ve CA3 bdlgelerindeki saglam ndron sayilarinin gruplar

arasi karsilagtirmalari

Kontrol KSH KSH+SPi25  KSH+SPi50 p
CAl Bbolgesi Intakt
70.5+0.90 38.5£1.56% 57.5+£1.37%° 63+1.01>¢  <0.001
Noron Sayisi
CA3 Bbolgesi Intakt
37.124+0.51 29+0.77% 29.874+0.95% 34.62+1.11%¢  <0.001

Noron Sayisi

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *Kontrol grubuna, "’KSH grubuna, °KSH+SPi25

grubuna gore istatistiksel anlamli farki géstermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

HIPOKAMPAL CAl INTAKT NORON SAYISI
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Sekil 50: Gruplar aras1 hipokampal CA1 bdlgesi alan basina saglam hiicre sayisinin
karsilastirmalari. Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *Kontrol
grubuna, °KSH grubuna, ‘°KSH+SPI25 grubuna gore istatistiksel anlamli farki

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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HIPOKAMPAL CA3 INTAKT NORON SAYISI
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Sekil 51: Gruplar aras1 hipokampal CA3 bolgesi alan basina saglam hiicre sayisinin
kargilagtirmalari. Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. *Kontrol
grubuna, °KSH grubuna, °KSH+SPI25 grubuna gore istatistiksel anlamli fark:

gostermektedir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.

Yapilan korelasyon analizinde hipokampal CA1 intakt ndron sayisi ve morris
su labirenti testi 5. Giin platformu bulma siiresi (r=-0.426) (p=0.015), beyin dokusu
MDA diizeyi (r=-0.789) (p<0.001), beyin dokusu protein karbonilleri diizeyi
(r=-0.525) (p=0.007), hipokampiis NLRP3 diizeyi (r=-0.517) (p=0.008), hipokampiis
JAK?2 diizeyi (r=-0.419) (p=0.033), hipokampiis STAT3 diizeyi (r=-0.395) (p=0.046),
hipokampiis GLT-1 diizeyi (r=-0.517) (p=0.002), hipokampiis AChE aktivitesi diizeyi
(r=-0.783) (p<0.001) arasinda negatif ve anlamli korelasyon bulundu. Ayrica CAl
intakt noron sayist ve probe trail testi hedef kadranda gegirilen siire (r=0.456)
(p=0.010), beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi (r=0.849) (<0.001), beyin dokusu
GSH diizeyi (r=0.602) (p=0.001), hipokampiis CaMKII diizeyi (r=0.732) (p<0.001)

arasinda anlamli ve pozitis korelasyon goriildii (Tablo 38).
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Tablo 39: Hipokampal CA1 Intakt Noron Sayisi ve deney ile ilgili diger parametreler

arasindaki korelasyon analizi

Hipokampal CA1 intakt Noron
Sayisi
r p
Morris Su Labirenti Testi 5. Giin Platformu Bulma Siiresi -0.426%* 0.015
Probe Trail Testi Hedef Kadranda Gegirilen Siire 0.456%* 0.010
Beyin Dokusu MDA Diizeyi -0.789%* <0.001
Beyin Dokusu Protein Karbonilleri Diizeyi -0.525%* 0.007
Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi Diizeyi 0.849* <0.001
Beyin Dokusu GSH Diizeyi 0.602* 0.001
Hipokampiis NLRP3 Diizeyi -0.517* 0.008
Hipokampiis JAK?2 Diizeyi -0.419%* 0.033
Hipokampiis STAT3 Diizeyi -0.395% 0.046
Hipokampiis CaMKII Diizeyi 0.732* <0.001
Hipokampiis GLT-1 Diizeyi -0.517* 0.002
Hipokampiis AChE Aktivitesi Diizeyi -0.783* <0.001

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

Yapilan korelasyon analizinde hipokampal CA3 intakt néron sayis1 ve beyin
dokusu MDA diizeyi (r=-0.626) (p=0.001), beyin dokusu protein karbonilleri diizeyi
(r=-0.488) (p=0.013), hipokampiis NLRP3 diizeyi (r=-0.480) (p=0.015), hipokampiis
AChE aktivitesi diizeyi (r=-0.746) (p<0.001) arasinda negatif ve anlamli korelasyon
bulundu. Ayrica CA3 intakt néron sayisi ve beyin dokusu katalaz aktivitesi diizeyi
(r=0.823) (<0.001), beyin dokusu GSH diizeyi (r=0.450) (p=0.021), hipokampiis
CaMKII diizeyi (1=0.558) (p=0.007), hipokampal CA1 intakt néron sayist (r=826)
(p<0.001) arasinda anlaml1 ve pozitif korelasyon goriildii (Tablo 40).
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Tablo 40: Hipokampal CA3 Saglam Noron Sayisi ve deney ile ilgili diger parametreler

arasindaki korelasyon analizi

Hipokampal CA3 intakt Noron Sayist
r p
Beyin Dokusu MDA Diizeyi -0.626 0.001
Beyin Dokusu Protein Karbonilleri Diizeyi -0.488* 0.013
Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi Diizeyi 0.823* <0.001
Beyin Dokusu GSH Diizeyi 0.450* 0.021
Hipokampiis NLRP3 Diizeyi -0.480%* 0.015
Hipokampiis CaMKII Diizeyi 0.558%* <0.001
Hipokampiis AChE Aktivitesi Diizeyi -0.746%* 0.007
Hipokampal CA1 intakt Néron Sayist 0.826* <0.001

* Anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).

4.17.2. Hipokampal CA1 ve CA3 bdlgesinin histopatolojik goriiniimleri

Calisma gruplarina ait beyin dokularindan hazirlanan H&E kesitlerdeki
hipokampal CA1 ve CA3 bdlgesinin histopatolojik goriiniimlerinde:

Kontrol grubuna ait hipokampal CA1 ve CA3 bolgesinde intakt ndronlar
izlenmekte, noronal kayip gozlenmemektedir (Sekil 52, Sekil 53).

KSH grubu; diger gruplara kiyasla daha belirgin olarak hipokampal CA1l ve
CA3 bolgesinde noronal hiicre kaybi izlenmektedir (Sekil 54, Sekil 55).

KSH+SPI25 grubunda, her iki bolgede de kontrol grubuna gore daha fazla,
KSH grubuna kiyasla daha az néron kayb1 mevcuttur (Sekil 56, Sekil 57).

KSH+SPI50 grubunda, hipokampal CA1 ve CA3 bolgelerinde kontrol grubuna

benzer goriiniimde intakt noronlar gozlendi (Sekil 58, Sekil 59).
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Sekil 53: Kontrol grubuna ait hipokampal CA3 bdlgesinin histopatolojik goriiniimii

103



Sekil 55: KSH grubuna ait hipokampal CA3 bdlgesinin histopatolojik gériiniimii
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Sekil 56: KSH+SPi25 grubuna ait hipokampal CAl bdlgesinin histopatolojik

gorunumu

Sekil 57: KSH+SPi25 grubuna ait hipokampal CA3 bdlgesinin histopatolojik

gorinimu
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Sekil 58: KSH+SPi50 grubuna ait hipokampal CAl bélgesinin histopatolojik

gorunumu

Sekil 59: KSH+SPi50 grubuna ait hipokampal CA3 bdlgesinin histopatolojik
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada KSH olusturulan overektomize disi sicanlarda bir
mineralokortikoid reseptor antagonisti olan spironolaktonun 25mg/kg ve 50mg/kg
dozlarinda uygulamasimin hipokampal fonksiyonlar {izerine etkileri incelenmistir.
Calismadan elde edilen sonuglara gore spironolaktonun 6zellikle 50mg/kg dozunun, kan
basinci iizerine etkilerinden bagimsiz, beyin dokusunda MDA ve protein karbonilleri
diizeylerini azaltarak ve katalaz, GSH ve hipokampiiste Nrf2 diizeylerini artirarak
oksidatif hasar1 azaltabilecegini gosterdi. Ayrica hipokampal CREB, CaMKII
diizeylerini artirarak KSH’nin neden olabilecegi sinaptik disfonksiyonu, AChE
diizeylerini azaltarak kolinerjik sistemdeki bozulmayi iyilestirebilecegini gosterdi. GLT-
1 diizeyini KSH grubuna kiyasla azaltmasi glutamat salinimimi azaltabilecegini asir
glutamat salimmmi ile olusacak eksitoksisiteyi engelleyebilecegini diisiindiirdii.
Histolojik boyutta hipokampal CA1 ve CA3 bolgelerindeki saglam hiicre sayisini
koruyarak hiicre apoptozunu ve doku harabiyetini Onleyebilecegi de gozlenmistir.
Dahasi tiim bu parametrelerdeki protektif ve tedavi edici etkileri ile Morris su labirenti
testi ile saptanan biligsel fonksiyonlarda bozulmay: ilestirebilecegi de saptanmustir.
Hipokampal BDNF diizeylerini ve IL-1B, TNF-a olmak {izere proinflamatuar
sitokinlerin ve inflamasyonla iligkili NLRP3, JAK2 ve STAT3 diizeylerini 3 haftalik
spironolakton uygulamasinin her iki dozda da etkilemedigi saptanmastir.

VaD yaslilarda Alzheimer hastaligindan sonra ikinci en sik goriilen demans
seklidir (85). Dikkat cekici bir sekilde diinya genelinde demansi olan kadinlarin
erkeklerden daha fazla oldugu bildirilmektedir (11). Postmenopozal kadinlarda demans
goriilme sikligindaki artis mitokondriyal disfonksiyon ve azalmis hipokampiis
hacimleri, glikoz metabolizmasindaki degisiklikler ve vaskiiler disfonksiyon gibi VaD
biyobelirtegleriyle ortiisen menopozla iliskili degisiklikler tarafindan hizlandirildig:
diisiiniilmektedir (12,13,55). Ostrojen reseptodrleri 6grenme ve hafiza igin kritik dneme
sahip beyin bolgelerinde, hipokampiisiin her bir alt alaninda, prefrontal kortekste,
amigdalada, singulat kortekste ve retrosplenial kortekste bulunur (146,147).
Ostrojenlerin reseptorleriyle etkilesimleri hayvan ve insan ¢alismalarinda, hipokampal
yapisal ve islevsel biitiinliik izerindeki yararl etkilerine dair gii¢lii destek saglamaktadir
(28). Kemirgenlerde, 17-estradiol, hipokampal uyaric1 nérotransmisyonu, ndrogenezi
ve sinaptogenezi artirir ve Cornu Ammonis alt alan1 CA1 ve dentat girus igindeki ¢esitli

mekanizmalar1 diizenler (29). Ureme ¢agindaki kadimlarda, daha yiiksek estradiol
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seviyeleri gelismis mekansal hafiza ile iliskiliyken, progesterondaki dalgalanmalar
degismis hipokampal alt alan (CA2/3) ve medial temporal lob korteks hacimleri ile
iligkilidir (36). Ancak menopozla birlikte overlerde Gstrojen {iretimi durur ve bu da
merkezi sinir sisteminin iglevi iizerinde olumsuz bazi etkilere neden olur (3).
Menopozun etkilerine bagli olarak, kadin ve erkeklerin demansa duyarlilik ve ilerlemesi
acisindan farkliliklar gosterdigi kabul edilmektedir. Kadinlarda nérodejenerasyon ve
demansin klinik semptomlarinin daha hizli ilerledigi bilinmektedir (2). Postmenopozal
kadinlarda, estradiol veya estron bazli hormon tedavisi daha biiyilk hipokampal
hacimlerle ve gelismis sozel hafizayla iliskilidir; estradiol baskilanmasi ise iliskisel
kodlama sirasinda sozel ve kaynak hafizasin1 ve hipokampal aktiviteyi azaltir (175).
Sonugta bu etkiler 15 y1l kadar 6nce menopozla ortaya ¢ikan hipokampal atrofi de dahil
bir¢ok patofizyolojik mekanizma VaD’deki hipokampal biligsel gerileme ile benzerlik
gostermektedir (13,55). VaD insidansindaki cinsiyete 6zgiin bu fark ve patofizyolojik
mekanizmalar géz Oniline alindiginda mevcut ¢aligmada disi siganlar kullanilmistir.
Sicanlarda menopoz cerrahi olarak bilateral over dokularmin ¢ikarilmasiyla taklit
edilebilmektedir (15,16). Bu nedenle tiim gruplara dorsal yaklasimla bilateral
overektomi uygulayip daha onceki ¢aligsmalarla uyumlu olarak menopozun yerlesmesi
icin 5 hafta beklenildi.

VaD’da biligsel diisiisii hafifletmek i¢cin mevcut tedavi stratejileri agirlikli olarak
donepezil, memantin ve pirasetam gibi ilaglarin kullanimina dayanmaktadir (54).
Calismamizda, 65 yas iistii kisilerin %1-4'inii etkileyen ve morbiditesi yasla birlikte
artan (65) deneysel olarak olusturulabilen VaD’nin hem fizyolojik parametreler ve
ogrenme-bellek siireci tlizerindeki olumsuz etkilerinin neler oldugunu hem de bu
durumlart tersine gevirebilecek bir tedavi ajani olarak 6n gordiigiimiiz spironolaktonun
etkilerini aragtirdik. Klinikte kalp yetmezligi ve hipertansiyonu tedavi etmek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir K+ tutucu diiiretiktir (45). Spironolakton KBB’yi kolaylikla
gecebilir ve beyinde aldosteron aracili olumsuz etkilerin azaltilmasinda aracilik edebilir
(176). Daha 6nceki norodejeneratif hastaliklarin deneysel modellerinde spironolakton
25 ve 50mg/kg dozlarinda kullanilmistir (49, 159). Bu dozlarin kan basinci, kalp hizini,
viicut ve beyin agirh@ini etkilemedigi bu c¢alismalarda gosterilmistir (48, 122).
Calismamizda hayvanlarin haftalik olarak viicut agirliklar1 takip edilmis ve beyin/viicut
agirhig ylizde orani, kan basinct ve kalp hizi gibi 6nemli fizyolojik parametrelere
bakilmistir. Tiim gruplarmm haftalik viicut agirliklarindaki degisimin grup ici

karsilagtirmalarinda anlamli artislar olmus ve gruplar arasindaki haftalik viicut agirligs
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yiizde degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Beyin
agirhigiin viicut agirhigina yiizde oraninda da anlamli bir fark bulunmamaktadir. Benzer
sekilde kan basinglarinda ve kalp hizlarinda gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamigtir. Bu sonuglar literatiirle uyumlu olarak kullanilan spironolakton
dozlarmin ditiretik ve antihipertansif etkilerinden bagimsiz olarak beyin ve hipokampal
dokuda pozitif etkilerini gosterdigini ortaya koymustur.

VaD etiyolojisi karmagikligin1 korusa da norogoriintiileme ve nodropatolojik
calismalar, mikro enfarktlarin ve iskemik lezyonlarin serebral kan akiminda kronik bir
azalmaya ve sonugta KSH’a neden oldugunu gostermektedir (61,177). Yapilan
calismalar KSH’nin oksidatif strese, norotransmitter sistemde bozulmaya,
noroinflamasyona, ndronal apoptoza, lipid peroksidasyonuna, noérotrofik ve biiylime
faktorlerindeki degisikliklere ve sinaptik disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir
(10,73,87). Dahast KBB’de bozulmaya, beyaz cevher lezyonlarina, anormal glial
aktivasyona, noronal hasar ve kayiplarina yol acarak ve sonugta da VaD ile karakterize
bilissel disfonksiyona neden olmaktadir (3,4,73,87). Deneysel olarak KSH sicanlarda
bilateral ortak karotis arterlerin tam ligasyonuyla olusturulmaktadir (10,62) ve biligsel
fonksiyonlar siklikla Morris su labirenti testi ile degerlendirilmektedir (3,64). Ogrenme
ve hafiza performanslarin1 Morris su labirenti ile degerlendirdigimiz ¢alismada grup ici
giinliik platformu bulma siireleri kiyaslandiginda 5. giin platformu bulma siirelerinin 1.
giine oranla diistiiglinii gozledik. Gruplar arasi giinliik platformu bulma siirelerinin
karsilastirdigimizda ise 5. giin KSH grubunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide
uzadiginm gozledik. Ayrica son giin probe trail testinde hedef kadranda gecirilen siire
KSH grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak kisaldigi goriildii. Bu sonuglar
literatiirle uyumlu olarak KSH’ nin 6grenme ve hafiza fonksiyonunu bozuldugunu
gostermektedir.

RAAS kan basincinin diizenlenmesinde Onemli rol oynar. Aldosteron,
Anjiotensin II dahil olmak {izere cesitli uyaranlara yanit olarak salinan ve etkilerini
MR ’lerine baglanarak ortaya ¢ikaran bir steroid hormondur (151). Aldosteronun MR’ye
baglanmasi viicuttaki elektrolit ve su dengesine katkida bulunurken uygun olmayan MR
aktivasyonunun kan basincindan bagimsiz c¢esitli doku ve organlarda zararli etkiler
gostererek patolojiyi tetikleyebilecegi bildirilmektedir (21,43,179). Literatiirde
mineralokortikoid  reseptorlerinin  aktivasyonunun  biligsel bozuklukla iliskili
olabilecegini ve bu reseptdrlerin blokajinin biligsel fonksiyonu iyilestirmede faydali

olabilecegini goOstermistir (162,164). Klinik olarak MR’lerin blokaji vaskiiler
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perfiizyonu iyilestirerek, nérohormonal aktivasyonu ve sistemik inflamasyonu azaltarak
kardiyovaskiiler kaynakli mekanizmalar ve HPA ekseni ve ndrovaskiiler fonksiyon dahil
olmak tizere birden fazla fizyolojik yol araciligiyla biligsel fonksiyonu etkiledigi 6ne
stiriilmektedir (43,50,51). Ayrica Alzheimer (49,159), sizofreni (164), akut stres (161),
postoperatif biligsel bozukluk (162) ve korku modelinde (163), spontan hipertansif ve
(164) obez siganlarda (165) gibi preklinik ¢alismalarda da MR blokajinin hipokampal
fonksiyonlar1 etkileyerek 6grenme ve hafizayi iyilestirdigi gosterilmistir. Ancak, bu
calisma spironolaktonun, VaD tipi KSH kaynakli biligsel bozukluk {izerine etkilerini
gosteren ilk ¢alismadir. Bu konuda daha 6nce yapilmis herhangi bir caligma bulunmadigi
icin spironolaktonun 6grenme ve hafiza lizerindeki etkileri 25 ve 50mg/kg olmak {izere
farkl1 2 doz kullanilarak arastirildi. Calismamizdan elde ettigimiz bulgular 6nceki
caligmalarla uyumlu olarak platformu bulma siiresinin her iki dozda da KSH grubuna
kiyasla iyilestirdigini gosterdi. Ayrica spironolaktonun 50mg/kg dozunun KSH grubuna
gore hedef kadranda gecirilen siireyi artirdigin1 gozledik. Bu sonuglar spironolakton
uygulamasinin KSH ile olusan bilissel diisiisii iyilestirebilecegini gostermektedir.

KSH'nin, beyaz cevher lezyonlarina yol agan temel faktorlerden biri olan lipid
peroksidasyonunu indiikledigi bilinmektedir. ROS nin artis1 lipid peroksidasyonuna ek
olarak protein oksidasyonunu da indiikleyebilir ve hiicresel makromolekiil hasarina ve
sonunda hiicre 6liimiine yol acan bir dizi reaksiyonu tetikleyebilir (5,17,18). MDA lipid
peroksidasyonunun, protein karbonilleri ise protein oksidasyonunun Onemli bir
gostergesidir ve deneysel calismalarda siklikla kullanilmaktadir (3,16). KSH tarafindan
indiiklenen enerji  yetersizliginin bir sonucu olarak beyin dokusunda lipid
peroksidasyonunun, MDA seviyelerinin ve protein karbonillerinin 6nemli 0lgiide
arttigini bulduk. 25mg/kg spironolakton uygulamasinin protein karbonil diizeyinde bir
diislise neden olurken, 50mg/kg spironolakton uygulamast hem MDA hem de protein
karbonil diizeylerini diistirmede basarili olmustur. Bu sonug¢ spironolakton
uygulamasinin, KSH grubuna kiyasla sican beyinlerinde serbest radikal sistemini
yavaslattigini diistindiirmektedir.

KSH ROS iiretimini artirirken antioksidan enzim ve proteinlerin tiiketimini
artirir (76). Oksidatif stresi azaltmak veya beynin antioksidan seviyesini artirmak
iskemik/hipoksik hasar1 azaltabilir. Glutatyon sistemi beyindeki ROS’un ortadan
kaldirilmast i¢in birincil savunma mekanizmasi saglamada 6nemli bir rol oynar. Katalaz
beyin gibi hidrojen peroksit iiretiminin fazla oldugu dokularda yogun olarak bulunur ve

hidrojen peroksitin su ve oksijene doniistiiriilmesinde 6nemli rol oynar (80,81).
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Calismamizda KSH’nin beyin dokusu GSH ve katalaz enzim aktivitesinde anlamli bir
azalmaya neden oldugunu gozlemledik. Spironolakton daha dnce yapilan ¢aligmalarda
g0z (46), bobrek (47), karaciger (48) gibi dokularda antioksidan etkiler gosterdigi
bildirilmistir. Benzer sekilde mevcut ¢alismada spironolaktonun 6zellikle 50mg/kg
dozunun GSH ve katalaz enzim aktivitesini KSH grubuna kiyasla 6nemli Olciide
artirdig1 bulunmugstur. Bu sonuglar spironolaktonun lipid peroksidasyonunu ve protein
oksidasyonunu azaltarak ve antioksidan maddelerin diizeylerini artirarak KSH’nin
neden oldugu oksidatif hasara kars1 etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Nrf2, hiicrelerde oksidatif stres, inflamasyon ve detoksifikasyon siireglerinde
onemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (84). Hiicresel antioksidan tepkisinin
ana diizenleyicisi olan Nrf2, ARE’lere baglanir ve GPX4, HO-1 ve NQO1 gibi ¢esitli
genlerin transkripsiyonlarini kontrol eder. NRF2/ARE etkilesimi antioksidan kapasiteyi
artirict etkilere sahiptir ve lipid peroksidasyonunun ve ferroptozun temel bir negatif
diizenleyicisidir (82,84). Onceki calismalar, spironolaktonun hipokampiis ve PFC’de
(49) ve bobrek (47), karaciger (48) gibi cesitli dokularda Nrf2 diizeylerini artirdigini
gdstermisti. Mevecut ¢alismada 50mg/kg SPI uygulamasmm hipokampal Nrf2
diizeylerini KSH grubuna kiyasla onemli Olglide artirdigini bulduk. Bu sonug,
spironolakton tedavisinin, Nrf2/ARE sinyal yolunu aktive ederek hipokampiiste KSH
kaynakli lipid peroksidasyonunu hafifletebilecegini, boylece hipokampal néronal
hasarini ve kaybini azaltarak néroprotektif bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Noroinflamasyon,  serebrovaskiiller ~ ve  norodejeneratif  hastaliklarin
patogenezinde dnemli bir role sahiptir ve mikroglialar bu konuda 6nemli bir rol oynar.
Aktive edilmis mikroglialar, AD ve KSH modelinde noronal dejenerasyonu daha da
artiran IL-1p, IL-6, TNF-0, COX-2 ve iNOS gibi proinflamatuar faktorleri salgilarlar
(19). Bu nedenle, mikroglialarin aktivasyonunu engelleyerek noroinflamasyonu
azaltmak, demansi tedavi etmek i¢in umut verici bir strateji olarak kabul edilmektedir
(88). MR aktivasyonu IL-1B, TNF-o inflamatuar sitokin tretimini artirdigr (100),
spironolakton uygulamasinin ise MR’yi bloke ederek antiinflamatuar etkiler
gosterdigini  bildiren c¢alismalar mevcuttur (49, 159). Mevcut c¢alismada
noroinflamasyonu degerlendirebilmek i¢in IL-1B, TNF-a, NLRP3 ve inflamasyonla
iligkili JAK2 ve STAT3’lin hipokampal diizeylerine bakilmistir. Calismadan elde
ettigimiz bulgulara gore hipokampal TNF-a diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmazken, 25 mg spironolakton uygulamasi kontrol grubuna kiyasla IL-1f3

diizeylerini artirdig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar literatiirde bildirilen bazi ¢alismalarin
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sonuglariyla benzerlik gdstermektedir. Ornegin spironolaktonun intratekal enjeksiyonu
spinal kord dorsal kokte IL-1B, TNF-a ekspresyonunu énemli 6lglide azaltirken, I1L-6
ekspresyonunu etkilemedigi bildirilmis (180). Baska bir g¢alismada ise hepatik
iskemi/reperfiizyon hasarinda karaciger dokusunda IR grubuna kiyasla IL-6 seviyelerini
artirirken TNF-a ve IL-1B diizeylerine etki etmedigi gosterilmistir (181). Randomize
klinik bir calismada ise bobrek nakli olan hastalarda transplantasyon Oncesi ve sonrasi
plazma interferon-y, IL-17A, TNF-a, IL-6, IL-1B ve IL-10'un konsantrasyonlar1 bir
yillik spironolakton tedavisiyle degismedigi bildirilmistir (182). Spironolaktonun
inflamatuar cevap lizerine olan gozlenen bu etkileri kullanildigi hastalik modeliyle
yakindan iliskili olabilecegini diisiindlirmektedir.

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu, piroptozu ve proinflamatuar sitokinler
IL-1p ve IL-18'in salimmini indiiklemektedir (94). Son c¢alismalarda, NLRP3
inflamazomunun beyinde noéroinflamasyonu indiiklemek icin aktive oldugu ortaya
konmustur (95). Vaskiiler demans sirasinda oksidatif stres, kalsiyum dengesizligi, hiicre
ici potasyum kayb1 ve cAMP sinyallemesindeki degisiklikler gibi cesitli hiicre ici
sinyaller NLRP3’ii aktive edebilir ve bu durum néronal hasar ve biligsel bozulmaya
katkida bulunabilir (94,95). Spironolakton ve eplerenon gibi MR antagonistlerinin,
diyabet, hipertansiyon ve metabolik bozukluk modellerinde NLRP3 inflamamazom
aktivitesini baskiladig1 ve proinflamatuar sitokin salimimimn azalttig1 gosterilmistir (90,
183, 184). Fakat KSH modelinde spironolaktonun NLRP3 diizeylerine etkisi
bilinmemektedir. Calismamizdan elde etigimiz bulgulara gore hipokampal NLRP3
diizeylerinde KSH olusturulan gruplarda 6nemli bir artis oldugu bulundu. Spironolakton
uygulamasinin her iki dozda da bu artis1 durdurmada etkisiz kaldig1 gozlendi. Bu,
kullanilan modellerdeki deneysel kosullardaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.
KSH kosullarinda NLRP3 ekspresyonu MR disinda giiclii yolaklar araciligiyla
indiiklenebilecegini diisiindiirmektedir. Bazi durumlarda inflamasyon sadece MR
sinyaliyle degil, TLR4-MyD88-NF-kB yolu, IL-6-STAT3 ekseni Thl17-IL-17A
cevrimi gibi siire¢ ve yolaklarla siirdiiriilebilir (20-22). Bu durumda MR blokaj1 yetersiz
kalabilir ¢linkii inflamasyonun ilerlemesinde asil sorumlu yolak MR disidir.

JAK2 ve STAT3, merkezi sinir sisteminde o6zellikle ndroinflamasyon
stireglerinde onemli rol oynayan sinyal iletim proteinleridir. Bu yolak, o6zellikle
mikroglia ve astroglia hiicreleri iizerinden inflamatuar ve anti-inflamatuar yanitlarin
diizenlenmesinde gorev alir (185). KSH olusturulmus sigcanlarda mikroglial

aktivasyonun, Clq, TNF-a ve IL-la seviyelerinin ve JAK2 ve STAT3
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fosforilasyonundaki artis ile iliskili oldugu bildirilmektedir (6). Literatiirle uyumlu
olarak calismamizda KSH’in hipokampal JAK2/STAT3 diizeyini artirdigini fakat
spironolakton uygulamasmin bu artis1 engellemedigi  goriildii. Literatiirde
spironolaktonun JAK2/STAT3 yolagma etkisini inceleyen c¢alismalar simirlidir.
Farelerde isoproterenol ile indiiklenen kardiyak hipertrofi modelinde, spironolaktonun
14 giinliik 200mg/kg tedavisi p-JAK2/JAK2 ve p-STAT3/STAT3 oranlarini azaltarak
proinflamatuar sitokin iiretimini (TNF-o, IL-6) diisiirmiis ve kardiyak hipertrofiyi
anlaml1 bicimde baskiladig1 bildirilmistir (96). Mevcut ¢alismada kullanilan deneysel
model ve spironolakton dozlar1 etkisiz kalmis olabilir. Mineralokortikoid reseptor
aktivasyonunun noroinflamasyonda rol oynadig1 bilinse de merkezi sinir sistemi ile ilgili
spironolaktonun JAK2/STAT3 sinyal yolag: iizerinde etkilerini aragtiran bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu anlamda mevcut c¢alisma spironolaktonun hipokampal
JAK2/STAT3 diizeylerini arastiran ilk ¢alismadir. KSH’de TNF-a, IL-18, NLRP3 ve
JAK2/STAT3 diizeylerinin artmas1 dikkat cekicidir. Iskemik inme modelinde
JAK2/STAT3 yolunun inhibisyonu NLRP3 inflamazom aktivasyonunu azaltarak
iskemik hasar1 ve noéroinflamasyonu iyilestirdigi bildirilmistir (23). Benzer sekilde Xi
ve arkadaslar1 (2025) serebral iskemi reperfiizyonu sonrast JAK2/STAT3 sinyal
yolaginin inhibisyonunun proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu ve oksidatif hasari
azalttigin1 bildirmigler (26). Literatiirle uyumlu olarak yapilan korelasyon analizlerinde
JAK2/STAT3 arasinda pozitif anlamli iliski bulundu. Bu anlamli pozitif korelasyon
KSH modelinde de JAK2 ve STAT3 arasinda siki bir baglantinin oldugunu,
gostermektedir. Ayrica yine literatlirle uyumlu olarak JAK2 ve STAT3 diizeyleri ile
NLRP3, MDA, protein karbonilleri ve katalaz diizeyleri arasindaki anlamli
korelasyonlar JAK2/STAT3 sinyal yolaginin hem inflamasyonla hem de oksidatif
hasarla yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. KSH’de JAK2/STAT3 sinyal
yolaginin hedeflenmesi inflamasyonun ve oksidatif hasarin azaltilmasinda etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu anlamda ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ozet olarak ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore KSH’un
ndroinflamasyonu artirdigi fakat spironolakton uygulamasinin her iki dozda da
noroinflamasyon ile ilgili belirtegleri azaltmada etkisiz kaldigimi tespit ettik. Bu
sonuclarin uygulanan KSH modeliyle ya da uygulanan spironolakton dozlariyla ya da
uygulama stiresiyle iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz. Belki de ¢oklu ve karmasik bir
slire¢ olan noroinflamasyonda rol oynayan IL-6, IL-10 gibi sitokinlerin diizeylerine ya

da NF-kB yolu iizerinden etki etmis olabilir. Oyle ki sik1 bir sekilde koordine edilmis
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GR ve MR aktivitesi, mikroglia hiicrelerindeki NF-«kB yolunu ve inflamatuar
mediatdrlerin kontroliinii diizenledigi bildirilmistir (186). Ayrica spironolaktonun, insan
mononiikleer hiicrelerde NF-xB yolunu inhibe ederek IL-6 ve IFN-y gibi
pro-inflamatuar sitokin iiretimini azalttig1 (187) ayn1 zamanda LPS ile indiiklenen sepsis
modelinde spironolakton uygulamasi, pro-inflamatuar IL-1B seviyelerini azaltirken
anti-inflamatuar 1L-10 diizeylerini artirdigin1 (188) bildiren calismalar mevcuttur. Bu
anlamda c¢alismamizda NF-kB, IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y, mikroglial aktivasyon
diizeylerine bakilmamistir ve spironolaktonun néroinflamasyon siireciyle ilgili etkilerini
ve olast etki mekanizmalariin aydinlatilacagi daha ileri calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

BDNEF, basta hipokampiis olmak iizere beyinde yaygin olarak eksprese edilir ve
bilissel islevle yakindan iligkilidir. BDNF TrkB aktive eder ve sinaptik plastisitede,
noronal aktivitede, ndronal sagkalimda, sinaptik yeniden sekillenmede, nérojenezde
o6nemli rol oynar (30). BDNF, ERK ve CREB ve CaMKII gibi alt akis protein
aktivasyonunu baslatir (31). CREB mitokondriyal ve niikleer DNA'ya baglanabilir,
sinaptogenezi ve hafiza olusumunu indiikleyebilir, néronun hayatta kalmasina katkida
bulunan genleri eksprese edebilir ve ¢ok sayida ndronal aktiviteye katilabilir (34).
NMDA reseptorleri, presinaptik ve postsinaptik sinyalizasyonun 6nemli atesleyicileri
olarak hareket ederler ve birgok sinaptik aktivite formunun indiikklenmesinde énemli bir
rol oynarlar. Bu glutamat reseptorleri araciligiyla giren Ca*?, sinaptik sinyallemeyi
diizenlemek i¢in postsinaptik yogunlukta veya yakininda bulunan CaMKII'y1 aktive eder
(32). VaD’nin deneysel modellinde p-CaMKII, ve p-CREB seviyelerinin azaldig1 ve
ayni sekilde MWM testinde hayvanlarda 6grenme ve hafiza davraniglarinda bozulma
oldugu bildirilmistir (35). Dolayisiyla CaMKII, ndrotransmitter iletiminde ve sinaptik
plastisitenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve caligmalar azalmasmin bilissel
bozuklukla iliskili oldugunu gostermistir (33). Yapilan caligmalar serebral
hipoperfiizyonda BDNF, CREB, NMDA reseptorii ve CaMKII diizeylerinin azaldigim
ve sonunda 6grenme ve hafiza fonksiyonunun bozuldugunu bildirmislerdir (7,102).
Alzheimer modelinde hem epleronon hem de spironolakton uygulamasinin hipokampiis
ve PFC dokularinda BDNF diizeylerini artirdigi, 6grenme ve hafiza fonksiyonunun
tyilestirilmesine katki sagladig: bildirilmistir (49). Travmatik beyin hasarindan sonra
disik doz kortikosteron uygulamast BDNF ve CREB seviyelerini artirirken
spironolakton uygulamasi bu artist durdugu bildirilmistir (189). Bir c¢alismada
kortikosteron kaynakli LTP’deki zayiflamanin spironolakton varliginda bloke edildigi
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ve hatta fosforile edilmis CaMKII'de kortikosteron kaynakli azalma yine spironolakton
varliginda arttig1 bildirilmistir (52). Calismamizda gruplar arasinda BDNF diizeylerinde
anlamli bir fark bulunmazken 50mg/kg dozunda spironolakton uygulamasinin
hipokampal CREB diizeyini KSH grubuna gére anlamli olarak artirdigi bulunmustur.
Ayrica KSH hipokampal CaMKII diizeyinde azalmaya neden olurken 50mg/kg
spironolakton uygulamasinin KSH grubuna kiyasla anlamli olarak artirmistir. CREB,
yalnizca BDNF ile degil; glutamat, dopamin, serotonin, IGF-1, Ostrojen gibi ¢esitli
norotransmitterler, bliylime faktorleri ve hormonlarla da aktive olur. Bu ligandlar
genellikle cAMP/PKA, Ca*/CaMKII, PI3K/Akt ve MAPK/ERK yollar1 iizerinden
CREB’in Ser133 fosforilasyonunu saglayarak transkripsiyonel etkinligini baglatir (106).
Yapilan korelasyon analizinde hipokampiis CREB diizeyi ile probe trail testi hedef
kadranda gegirilen siire, beyin dokusu GSH diizeyi arasinda pozitif ve anlamli
korelasyon goriildii. Ayrica CAMKII diizeyleri ile Morris su labirenti 5. giin platformu
bulma siiresi, beyin dokusu MDA diizeyi arasinda anlamli ve negatif korelasyon
bulunurken, probe trail testi hedef kadranda gegirilen siire, beyin dokusu katalaz
aktivitesi diizeyi, hipokampiis Nrf2 diizeyi, hipokampiis CREB diizeyi arasinda pozitif
anlamli  korelasyon bulunmustur. Calismamizdan elde ettigimiz bu bulgular
spironolaktonun 50mg/kg dozunun CREB ve CaMKII diizeylerinin artirarak sinaptik
fonksiyonlarin = siirdiiriilmesine katkida bulundugunu ve bu durumun bilissel
fonksiyonlardaki iyilesmeyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Glutamat beyinde en ¢ok kullanilan eksitator ndrotransmitter maddedir ve asirt
birikimi ndrotoksiseteye neden olmaktadir. Astrositler, 6zellikle VaD'deki glutamaterjik
sinyal diizenlemesindeki ¢esitli ve dnemli rolleri nedeniyle ilgi odagi haline gelmistir
(37). Astrositlerin diisiik ekstraseliiler glutamat seviyelerinin korunmasinda ve beyinde
glutamatin ortadan kaldirilmasinda ve geri doniistiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir (38). Astrositik GLT-1 ve GLAST, beyindeki ekstraseliiler glutamat
seviyelerinin birincil denetleyicileridir (39). GLT-1 ve/veya GLAST'in farmakolojik
blokerleri ekstraseliiler glutamat seviyelerini yiikselterek ndronal 6liime neden oldugu
bildirilmektedir (40). Fakat KSH olusturulan hayvanlarin beyin dokusunda kontrol
grubuna kiyasla oksidatif hasar, proinflamatuar sitokin diizeyleri ve GFAP
ekspresyonlar1 artarken GLT-1 ve GLAST diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmadig: bildirilmistir (8). Benzer sekilde postmortem bir ¢alismada ise VaD, AH ve
kontrol grubu kisilerin Brodmanin 9 ve 20/21 nolu alanlarindan alinan 6rneklerde

VGLUT]1 arasinda anlamli farklar bulunurken GLT-1 (EAAT2) diizeyleri arasinda
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anlamli bir fark bulunmadigi bildirilmistir (190). Calismamizdan elde ettigimiz
bulgulara gére KSH grubu hayvanlarinda GLT-1 seviyesi kontrol grubu hayvanlarina
kiyasla artarken KSH+50SPI grubunda KSH grubuna kiyasla azalmistir. Bu bulgunun
KSH grubu hayvanlarinda artan glutamat salinimina bagli olarak kompansatuvar bir
mekanizma araciligiyla GLT-1 diizeyinin arttigini, spironolaktonun ise glutamat
salinimini azalttig1 i¢in GLT-1 diizeylerini kontrol grubuna benzer diizeylerde tuttugunu
diisiinmekteyiz. Ciinkii sinaptik aralikta glutamat birikimi olmadig1 durumda, GLT-1
ubiquitinasyona ugrar, yikilir ve dolayisiyla ekspresyonu azalir. Sinaptik boslukta
glutamat biriktiginde ise, GLT-1 ekspresyonu artar (39). Oyle ki Neiva ve arkadaslarinin
(2020) hipokampal sinir terminallerinden glutamat salinimi etkileyen faktorleri
degerlendirdikleri bir c¢alismada, metilprednizolon ile artan glutamat saliniminin
spironolakton varliginda azaldig bildirilmistir (191). Beyinde, mineralokortikoid
reseptorleri  yalnizca aldosteron tarafindan aktive edilmez, ayni zamanda
glukokortikoidler de bu reseptorlere ¢ok yiiksek bir afiniteyle baglanir. Beyindeki
glukokortikoid konsantrasyonu, aldosterondan yaklasik 100 kat daha yiiksektir ve
glukokortikoidlerin metabolizmasindan sorumlu olan 11B-hidroksisteroid dehidrogenaz
2 nucleus tractus solitarii hari¢ beyinde neredeyse yoktur (186,192). Glukokortikoidlerin
mineralokortikoid reseptorlerine  afinitesi  glukokortikoid reseptdrlerine  olan
afinitesinden 10 kat daha fazladir (49). KSH glutamat tagima ve temizlemede bozulmaya
yol acarken (192); es zamanl stres/kortikosteron artigi, glutamat salinimini presinaptik
yollardan artirarak birikimi daha da siddetlendirebilir (191). Spironolakton ile MR ’lerin
blokaji  kortikosteron kaynakli glutamat salinimin1  azaltmis  olabilecegini
diistinmekteyiz. Fakat ¢alismamizda hipokampal glutamat ve kortikosteron diizeylerine
bakilmamustir. Bir diger onemli konu ise astroglial aktivitenin degerlendirilmemesidir.
Literatlirde VaD’1n hem deneysel hem de klinik ¢calismalarinda GLT-1 diizey ile iligkisini
inceleyen calisma ¢ok sinirhidir. Caligmamiz spironolaktonun GLT-1 {izerine etkilerini
aragtiran literatlirdeki ilk calisma olmasiyla birlikte KSH varliginda spironolaktonun
glutamaterjik sistem {iizerindeki etkilerini daha dogru degerlendirebilmek igin
hipokampal glutamat diizeylerini ve astroglial aktivitenin degerlendirildigi daha ileri
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Merkezi kolinerjik ndronlar, cogunlukla hipokampus, striatum ve korteks gibi
serebral hipoperflizyona duyarli bolgelerde dagilmistir (36). VaD hastalarinin beyin
omurilik stvisindaki ACh konsantrasyonunun kontrollerden 6énemli 6l¢iide daha diisiik

oldugu ve demans Olg¢egi puanlariyla Onemli bir pozitif korelasyon gosterdigi
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bildirilmigtir (114). Kolinerjik norotransmitter eksikligi bilissel bozukluga yol
acabileceginden, asir1 asetilkolin hidrolizinin inhibisyonu biligselligi iyilestirmeye
yardimci olabilir. Bu nedenle, kolinesteraz inhibitorleri hastaligin ilerlemesini
yavaglatmak i¢in kullanilmaktadir (193). ACh, AChE tarafindan hizla ortamdan
uzaklastirildigindan, dogrudan tespiti olduk¢a zordur. Dolayisiyla ¢ogu calisma,
kolinerjik sistemin hasarinin ve onariminin, ChAT ve AChE'nin ekspresyonu ve
aktivitesinin saptanmasiyla dolayl olarak degerlendirilebilecegini gostermistir (9,194).
AH’nin deneysel modelinde hipokampal AChE diizeylerinde artisa neden oldugu
bildirilmistir (70). Mevcut ¢alismada hipokampal AChE aktivite diizeyine bakildi ve
KSH grubunda AChE aktivite diizeyinin arttig1 goriildii. Daha 6nce spironolaktonun
ACHhE aktivitesi lizerine etkilerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu anlamda
bu calisma spironolakton ve AChE arasindaki iliskiyi inceleyen ilk ¢aligsmadir.
Spironolaktonun 25mg/kg dozu AChE aktivite diizeyini etkilemezken, 50mg/kg dozu
KSH grubuna kiyasla anlamli olarak azaltmistir. Bu da VaD’teki biligsel diisiisii
yavaglatmak icin klinikte yaygin olarak kullanilan kolinesteraz inhibitorleri goz oniine
alindiginda spironolaktonun umut verici bir yaklagim olabilecegini diisiindiirmektedir.
Yapilan korelasyon analizlerinde AChE ile GSH ve katalaz diizeyleri arasinda negatif,
MDA ve protein karbonilleri arasinda ise pozitif korelasyon bulunmustur.

Calismalar, hipokampusun, kodlama, kisa ve uzun vadeli konsolidasyon ve
cikarma mekanizmalart yoluyla hafizayr biitiinlestiren epizodik hafizanin
Ogrenilmesinden ve ¢alismasindan sorumlu birincil bolge oldugunu gostermistir (195).
CA1 bolgesi bilginin entegrasyonu, kortekse gonderiminde ve plastisitede, CA3 ise
otoasosyatif bellek ve eksik bilginin tamamlanmasinda daha baskin rol oynar (196,197).
Hipokampiis CA1 bdlgesi basta olmak iizere serebral iskemi ve hipoksiye karst en
hassas beyin fonksiyonel bolgesidir. Ayrica yogun mikroglial igeriginden dolay1 da
iskemiye kars1 olduk¢a duyarlidir (42). Calismamizda histopatolojik olarak hipokampal
hasar H&E boyama ile ortalama saglam noronlarin sayisi hesaplanarak belirlendi.
Sonuglar KSH’nin hipokampal hem CAl hem de CA3 bolgelerinde saglam ndron
sayisinda bir azalmaya neden oldugunu gosterdi. CA1 bolgesindeki néron sayilari
spironolakton uygulanan gruplarda anlamli olarak yiiksek bulundu. 50mg/kg dozundaki
ndron sayis1t KSH+SPI25 grubuna kiyasla da daha yiiksekti. CA3 bolgesindeki intakt
noron sayist KSH+SPi50 grubunda hem KSH hem de KSH+SPI25 grubuna gore daha
yiiksekti. Bu sonuglar Spironolaktonun 6zellikle 50mg/kg dozunda uygulamasinin

hipokampal ndronal hasarin azaltilmasinda etkili oldugunu gosteriyor. Ozellikle yapilan
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korelasyon analizlerinde hem CA1 hem de CA3 boélgelerindeki saglam ndron sayilari ile
Morris su labirenti testi 5. giin platformu bulma siiresi arasinda negatif, probe trail testi
hedef kadranda gecirilen siire ile pozitif korelasyon iliskisinin bulunmasi KSH’ nun
hipokampal néron kayiplarina ve biligsel islevlerde bozulmaya neden olurken
spironolaktonun bu durumu tersine ¢evirmede basarili oldugu hem davranissal hem de
histopatolojik olarak desteklenmistir. Dahast CA1 ve CA3 bolgelerindeki saglam néron
sayilar1 ile MDA, protein karbonilleri, GLT-1, AChE arasinda negatif katalaz, GSH,
CaMKII arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. KSH’de hiicre 6liimiine neden olan
mekanizmalar diisiiniildiiglinde oksidatif hasar, sinaptik disfonksiyon, glutamaterjik ve
kolinerjik bozulmalar ve bu fizyopatolojik mekanizmalar arasindaki komorbid iliskiler
calismamizdaki korele veriler ile desteklenmistir. Spironolaktonun kismen 25mg/kg
ozellikle 50mg/kg dozu KSH’da hipokampal hasara ve bilissel diislise neden olan bu
fizyopatolojik ~siiregleri azaltmada etkili olabilecegi gosterilmistir. Deneysel
calismamizdan elde ettigimiz bu veriler 1s18inda KSH altta yatan molekiiler
mekanizmalarin  aydmnlatildigis ve spironolaktonun etkilerinin daha kapsaml

degerlendirildigi hem deneysel hem de klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Overektomi sonrasi olusturulan KSH modelinde elde edilen bulgular, beyin
dokusunda oksidatif streste artma ve hipokampal dokuda sinaptik proteinlerde azalma
ve ndrotransmisyon sisteminde bozulma oldugunu ortaya koymus; bu degisikliklerin
O0grenme ve bellek tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu kanitlamistir. KSH sonrasi
beyin dokularinda MDA ve protein karbonilleri diizeylerinin arttigi, GSH ve katalaz
diizeylerinin ise azaldig1 saptanmistir. Hipokampal dokuda NRF2, CREB ve CaMKII
diizeylerinde anlamli bir azalma g6zlenmis; ayrica CA1 ve CA3 bdlgelerinde hiicre
kayiplari tespit edilmistir

Antioksidan etkiler gosteren ve g¢alismamizda iki farkli dozda kullanilan
mineralokortikoid reseptdr antagonisti spironolaktonun, KSH sonrasi gelisen 6grenme
ve bellek bozukluklar: tizerindeki etkileri daha once arastirilmamistir. Bu ¢alismada,
s06z konusu etkilerin; antioksidan yanit, NRF2, CaMKII, CREB gibi sinyal yolaklari
ve kolinerjik sistemin gii¢lendirilmesi aracilifiyla gerceklestigi gosterilmistir.

Ayrica bu ¢alisma, KSH ile 6grenme ve hafiza bozuklugu gelistirilmis sigan
modellerinde, mineralokortikoid reseptor inhibisyonu sonrasinda hipokampal AChE
ve GLT-1 diizeylerini degerlendiren ilk arastirmadir. Kolinerjik sistemin 6nemli bir
gostergesi olan ve biligsel diistisii hafifletmek amaciyla inhibitorleri yaygin olarak
kullanilan AChE diizeylerinin KSH ile birlikte arttig1; bu artisin, néronal hasar sonucu
ortaya c¢ikan ogrenme ve bellek bozukluklariyla iligkili oldugu gosterilmistir.
Spironolakton uygulamasinin ise bu durumu tersine ¢evirerek KSH sonras1 gelisen
ogrenme ve bellek hasarini iyilestirmede etkili oldugu saptanmistir. Ayrica, KSH’nin
hipokampiiste IL-1B, TNF-o, NLRP3 ve JAK2/STAT3 diizeylerinde artisa neden
oldugu gozlenmis; ancak spironolaktonun her iki dozunun da bu ndroinflamatuar
yanit1 tamamen engellemedigi belirlenmistir. Bu ¢alisma literatiirde spironolaktonun
JAK2/STAT3 diizeylerine etkisini inceleyen ilk calismadir.

Sonug olarak, bu tez caligmasinda spironolaktonun, KSH sonrasi ortaya ¢ikan
oksidatif, sinaptik, norotransmisyonel ve ndronal hasar iizerinde koruyucu etkiler
gostererek bilissel fonksiyonlari iyilestirdigi ortaya konmustur. Bu baglamda, vaskiiler
demans tedavisinde potansiyel bir ajan olarak degerlendirilebilecegi ve etkilerinin
altinda yatan mekanizmalarin daha kapsamli bicimde incelenecegi ileri ¢alismalara

ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.
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