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Amag: Alzheimer hastaligi (AH) demansin en yaygin nedenidir ve ilerleyici grubuna gore daha distik bulundu (p<0,05). Apoptoz ve oksidatif stres
bir nérodejeneratif hastalik olarak tanimlanir. AH ilerleyici bozuklugunun ana ~ duizeylerini  degerlendirirken, melatonin+AH, AH ve AH+melatonin
klinik ozellikleri 6grenme ve hafiza kaybidir. Cesitli calismalar mitokondrinin gruplarinda apoptoz ve hiicre ici ROS degerlerinin kontrol grubuna gére
AH patogenezinde kritik bir rol oynadigini gostermistir. Bu calismada, daha yiiksek oldugunu bulduk (p<0,001). Bu dogrultuda melatonin+AH , AH
Alzheimer hastaliginin in vitro bir modelini olusturarak melatoninin ve AH+melatonin gruplarinda mitokondriyal depolarizasyon ve kaspaz 3
noroblastom hiicrelerinde mitokondriye bagimli TRPA1 iyon kanallari ve kaspaz 9 diizeyleri kontrol grubuna gére daha yuksekti (p<0,001). Ayrica
Uzerindeki etkisini arastirdik. mitokondriyal depolarizasyon, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri AH grubunda
Yéntem: Bir AH modeli olusturmak icin SH-SY5Y (insan néroblastom hiicre ~ Melatonin+AH ve AH+melatonin gruplarina gére daha ytksek (p<0,001),
dizisi) hiicrelerine okadaik asit uygulandi. Hiicresel farklilasma sonrasi yedi ~ Mitokondriyal depolarizasyon ve kaspaz 3 duizeyleri melatonin+AH grubunda
ana grup (Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Mel+AH), Grup 3 (Mel+AH+AP18), Grup AH+melatonin grubun_dan‘ dgha dustiktt (p<0,0Q1). Ancak ayni gruplarda
4 (AH), Grup 5 (AH+AP18), Grup 6 (AH+Mel) ve Grup 7 (AH+Mel+AP18) kaspaz 9 sonuclarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Ayrica kaspaz
olusturuldu ve melatoninin néroblastom hiicrelerinde kalsiyuma bagimli 2 degerleri melatonin+AH grubu, AH grubu ve AH+melatonin gruplarinda
TRPAT kanallari Gzerindeki etkisi incelenerek in vitro Alzheimer hastalig ~ S'rastyla melatonin+AH+AP18, AH+AP18 ve AH+melatonin+AP18 gruplarina
bl gore daha dustkti (p<0,001 ve p<0,05).

Bulgular: Kontrol grubuna gore melatonin+AH, AH ve AH+melatonin Sonug: Sonuglarimiz melatoninin, TRPAT kanallari aracihgiyla sitozolik
gruplarinda  Ca?+ konsantrasyonu daha yiksekti (p<0,001). Ancak ~ C&* konsantrasyonunu, apoptozu ve hiicre ici ROS'u azaltarak Alzheimer
Mel+AH+AP18, AH+Mel+AP18 ve kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli ~ hastaliginin tedavisinde ve profilaksisinde etkili bir secenek olabilecegini
bir fark yoktu. Melatonin+AH ve AH+melatonin gruplarinda Ca’+ diizeylerinin ~ dUstindtrmektedir.

AH grubuna gore daha dusiik oldugunu belirledik (p<0,001 ve p<0,05). Ayrica Anahtar Sozciikler: TRPAT, Alzheimer hastaligi, melatonin, néroblastom
sitozolik Ca*+ konsantrasyonlari melatonin+AH grubunda AH+melatonin hticreleri, apoptosis

ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of
dementia and is defined as a progressive neurodegenerative disease. Main
clinical features of AD are progressive impairment in learning and memory
loss. Several studies have indicated that mitochondria play a critical role in
the pathogenesis of AD. In this study, we investigated the effect of melatonin
on mitochondria-dependent TRPAT ion channels in neuroblastoma cells by
creating an in vitro model of Alzheimer’s disease.

Methods: Okadaic acid was applied to SH-SY5Y (human neuroblastoma cell
line) cells to create an AD model. After cellular differentiation, the following
7 main groups were created: Group 1 (Control), Group 2 (Mel+AD), Group 3
(Mel+AD+AP18), Group 4 (AD), Group 5 (AD+AP18), Group 6 (AD+Mel), and
Group 7 (AD+Mel+AP18), and Alzheimer’s disease was determined in vitro by
examining the effect of melatonin on calcium-dependent TRPA1 channels in
neuroblastoma cells.

Results: The Ca’+concentration was greater in the melatonin+AD, AD and
AD-+melatonin groups than in the control (p<0.001). However, there was no
statistically significant difference between Mel+AD+AP18, AD+Mel+AP18
and the control. We determined that Ca?+ levels were lower in the
melatonin+AD and AD+melatonin groups than in the AD group (p<0.001
and p<0.05). Additionally, cytosolic Ca?+ concentrations were found to be

lower in the melatonin+AD group than in the AD+melatonin group (p<0.05).
In evaluating the apoptosis and oxidative stress levels, we found that the
apoptosis and intracellular ROS values were higher in the melatonin+AD,
AD and AD+melatonin groups than in the control (p<0.001). In this respect,
the mitochondrial depolarization and caspase-3 and caspase-9 levels were
higher in the melatonin+AD, AD and AD+melatonin groups than in the
control group (p<0.001). Additionally, the mitochondrial depolarization,
caspase-3 and caspase-9 values were higher in the AD group than in the
melatonin+AD and AD+melatonin groups (p<0.001), while mitochondrial
depolarization and caspase-3 levels were lower in the melatonin+AD
group than in the AD+melatonin group (p<0.001). However, in the same
groups, there was no statistically significant difference in caspase-9 results.
Additionally, the caspase-9 values were lower in the melatonin+AD group, AD
group and AD+melatonin groups than in the melatonin+AD+AP18, AD+AP18
and AD+melatonin+AP18 groups, respectively (p<0.001 and p<0.05).

Conclusion: Our results suggest that melatonin may be an effective option in
the treatment and prophylaxis of Alzheimer’s disease by reducing cytosolic
Ca?+ concentration, apoptosis and intracellular ROS through TRPAT channels.

Keywords: TRPA1, Alzheimer’s disease, melatonin, neuroblastoma cells,
apoptosis
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One Cikan Noktalar

+ Melatonin, TRPA1 kanallari araciliglyla anti-apoptotik
etki gosterir.

Melatonin Alzheimer hastaliginda SH-SY5Y hiicrelerinde
koruyucu etkiye sahiptir.

Melatonin uyku bozuklugu olan Alzheimer hastaliginda
koruyucu etkiye sahiptir.

GiRiS

Alzheimer hastaligi (AH) oksidatif hasara, inflamasyona ve secici néronal
kayba yol acan hiicre disi amiloid ve hiicre ici mikrotibdl birikimi ile
karakterize demansin en yaygin nedenidir ve ilerleyici bir nérodejeneratif
hastaliktir (1).Melatonin, epifiz bezi tarafindan salgilanan, herhangi bir
ilag etkilesimi ve yan etkisi olmayan guicli pleotropik nérohormondur
(2). Cesitli calismalar, Melatonin'in (N-asetil-5-metoksitriptamin), AH
ve Parkinson hastaligi dahil olmak tzere bircok nérodejeneratif olaya
karsi koruyucu bir rol oynadigini géstermistir (3,4). Bu nedenle, yash
kisilerde melatonin Uretiminin azalmasi, AH gelisimi icin dnemli bir risk
faktort olarak kabul edilir. Melatonin'in ayrica amiloid beta-proteinin
klirensi ve uretimi arasindaki dengeyi diizenlemede ABo kaynakh
norotoksisiteye karsi koruma sagladigi gosterilmistir (5). Bu bulgular,
TRP kanal patolojileriyle ilgili bircok preklinik modelde teyit edilen
melatoninin genel mitokondriyal stabilize edici ve antiapoptotik roli ile
uyumludur (6,7). Ornegin bircok deneysel modelde melatoninin demans
gelisiminin iki 6nemli aracisi olan ROS ve Ca toksisitesine karsi TRP
kanallari araciligiyla koruma sagladigi yakin zamanda gésterilmistir (8,9).
Gegici reseptor potansiyeli ankirin 1 (TRPAT) en iyi agri modulasyonunda
bilinmesine ragmen, son veriler TRPAT reseptérlerinin beyinde de énemli
Olcude eksprese edildigini gostermistir. Bu bulgular, AH noroblastom
hicrelerinde TRPA1 kanallarindaki melatoninin in vitro kosullarda
noroprotektif bir etki gosterip gostermedigini varsaymamiza neden
oldu. Calismamizin, &zellikle AH gelisimi séz konusu oldugunda, TRP
kanallari araciliglyla mitokondriyal disfonksiyonun roltne iliskin hizla
cogalan veriler baglaminda 6zel ¢ikarimlari vardir (6,10). Noéroblastom
hucrelerinde melatoninin TRPA1 kanallari tizerindeki roltinii inceledik.

YONTEM

Hiicre Kiiltiirii ve Farklilasma

insan néroblastom (SH-SY5Y) hiicreleri, American Type Culture
Collection'dan (ATCC; Manassas, VA) temin edildi. SH-SY5Y hiicreleri,
F12'de HAM'ler ve DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ile
fetal bovin serumu (%10) (Fisher Scientific) ve pen./strep antibiyotik
kombinasyonu (%1) iceren 1/1 oraninda 8-10 sisede (5 ml, 25 cm?, steril
filtre kapagr) kulttr olusturuldu. Hiicreler, nemlendirilmis bir inkiibatérde
37°Cde %5 CO,de inkibe edildi. Farkllasma icin hicreler 7 giin
boyunca 5 puM retinoik asit (Sigma) iceren bilylime ortaminda tutuldu
(9). Farkhlasma periyodundan sonra, néroblastom hicreleri, gruplar
béluminde tarif edildigi gibi melatonin ve okadaik asit ile inkiibe edildi.
Onceki raporlar, Okadaik asit ile inkiibe edilerek SH-SY5Y'de (Human
Neuroblastoma cell line) Alzheimer hastaligi modellerinin olusumunu
tarif etmisti (11.12). Hiicreler, kontaminasyon kaniti icin giinlik olarak
kontrol edildi. inkiibasyondan sonra hiicreler, laboratuvar incelemeleri
icin sterilize edilmis (falcon, 15 ml) ayrildi (11.12). Hiicre hatlari, insan
Doku Yasasi kapsaminda ilgili materyal degildir. Hucre hatlarinin
arastirma icin saklanmasi HTA lisansi gerektirmez. Bu nedenle yazarlar
etik kurul onayina gerek olmadigini ve Helsinki Deklarasyonuna uygun
olarak yuratuldiguniu beyan ederler.
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Kit ve Boyalar

Calbiochem'den (Darmstadt, Almanya) Fura 2 (AM) floresan kalsiyum
boyasi ve Biovision'dan (San Francisco, ABD) Pluronic® F-127, 6nceki
calismada ayrintili olarak tanimlandigr gibi kullanildi.

Gruplar
Hucresel farklilasmadan sonra, calisma asagidaki yedi ana grupla
planlandr:

Grup 1 (Kontrol): Herhangi bir ilag uygulanmadi ve SH-SY5Y ayni hiicre
kalttra altinda bir sisede tutuldu.

Grup 2 (Mel+AH): Bu gruptaki SH-SY5Y’ ler 10 uM melatonin ile 24 saat,
ardindan 30 nm okadaik asit ile 24 saat muamele edildi (11,12).

Grup 3 (Mel+AH+AP18): Bu gruptaki SH-SY5Y’ ler, 24 saat boyunca 10
MM melatonin ile muamele edildi ve ardindan 24 saat boyunca 30 nm
okadaik asit ile muamele edildi ve ardindan TRPA1 kanal blokeri AP18 ile
muamele edildi (100 uM, 20 dakika) .

Grup 4 (AH): Bu gruptaki SH-SY5Y’ ler 24 saat boyunca 30 nm okadaik
asit ile muamele edildi (12).

Grup 5 (AH+AP18): Bu gruptaki SH-SY5Y’ ler, 24 saat 30 nm okadaik asit
ile muamele edildi ve ardindan TRPAT1 kanal blokeri AP18 (100 uM, 20
dakika) ile muamele edildi.

Grup 6 (AH+Mel): Bu gruptaki SH-SY5Y' ler 24 saat 30 nm okadaik asit
ile muamele edildi ve ardindan 24 saat 10 uM melatonin ile muamele
edildi (11,12)

Grup 7 (AH+Mel+AP18): Bu gruptaki SH-SY5Y’ ler, 24 saat 30 nm okadaik
asit ile muamele edildi ve ardindan 24 saat boyunca 10 uM melatonin ile
muamele edildi ve ardindan TRPAT kanal blokeri AP18 ile muamele edildi
(100 uM, 20 dakika) .

Kalsiyum sinyallemesinde (Fura2/AM), SH-SY5Y’ ler hiicre disi ortamda
1.2 mM Kalsiyum ve kalsiyum icermeyen tampon varliginda 0.1 mM
sinnamaldehit (Cin) ile 20. dongtde uyarildi. Caspase 3 ve Caspase 9,
programlanmis hiicre 6limi, hiicre ici reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyal
depolarizasyon analizi icin hiicreler ayrica TRPAT kanallarinin aktivasyonu
icin TRPAT kanal uyaricisi Cin (100 uM, 10 dakika) ile islendi.

Hiicre ici Kalsiyum ve Fura-2 Yiiklemesinin Olgiimleri

SH-SY5Y hicrelerinde hiicre igi kalsiyum seviyesini 6lcmek icin Fura2 AM
(asetoksimetil ester) boyasi kullanildi. Hicreler, 1,2 mM CaCl, ve kalsiyum
icermeyen HEPES-tamponlu salin [HBS; 5 mM KCl, 145 mM NacCl, 10 mM
D-glukoz, 1 mMMgCl,, 70 mM HEPES ve %0,1 (a/h) bovin serum albtimini
(BSA); pH 7,4] 5 uM Fura-2 AM ve %0,05 (a/h) Pluronic F-127 60 dakika
streyle 37°C'de ve karanlikta ayni solisyonu icermektedir. Yuklenen
hucreler iki kez HBS ile yikandi ve Fura-2 AM de-esterifikasyonuna
izin vermek icin karanlkta 37°C'de en az 20 dakika boyunca 2,5 mM
probenesid ile desteklenmis 1 ml HBS ile kaplandi. 510 nm'de (emisyon)
floresan yogunlugu, 50 edinim déngusi icin her 3 saniyede bir 340 ve
380 nm’ lik degisen uyarma dalga boylarinda otomatik bir enjeksiyon
sistemi (SynergyTM H1, Biotek, ABD) ile donatiimis bir plaka okuyucu
kullanilarak bireysel kuyucuklarda belirlendi. Hicre ici kalsiyum sinyali
6lctimi sirasinda TRPAT kanallari 20. déngude Cin (0,1 mM) ile otomatik
enjektor ile uyarildi. Boyama islemi modifikasyonu dahil [Ca?+]i 6lcimi
Martinez ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi (13,14).

Apoptoz Tahlili ve Hiicre ici ROS Uretim Olciimii
APO PercentageTM (huicre apoptoz tahlili) ve huicre zari penetrasyonu
(yuksuz ve floresan olmayan boya [Dihidrorhodamine-123 (DHR-
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123) kullanilarak], onceki protokoliimiize gore apoptozu ve hiicre
zarl penetrasyonunu belirlemek ve 6lgmek igin kullanildi (14,15). SH-
SYSY hicreleri, spektrofotometri (coklu plaka okuyucu) ile 550 nm'de
(SynergyTMH1, Biotek, ABD) apoptotik hiicreleri belirlemek icin analiz
edildi ve sonuglar tedaviden dnce taban cizgisine gére kat degisimi olarak
sunuldu (deney/ kontrol).

Kaspaz 3 ve 9 Aktivite Testleri ve Mitokondriyal Membran
Potansiyeli (JC-1) Analizleri

Kaspaz 3 (AC-DEVD-AMC) ve 9 (AC-LEHD-AMC) substrati Synergy
TMH1 mikroplaka okuyucusu (Biotek, ABD) ile 360 nm ve 460 nm dalga
boylarinda (eksitasyon/emisyon) belirlendi. Kaspaz 3-9 aktiviteleri daha
once bildirilen yontemlere gore analiz edildi (14). Bulgular, floresan
birimleri/mg protein olarak ve baslangic seviyesinin katlarinda (deneysel/
kontrol) degisiklik olarak sunulur.

Mitokondriyal membran potansiyelifloresan boya[JCT (1 uM)]yogunlugu
farkli dalga boylari altinda kontrol edilmis ve veriler 6nceki calismamizda
oldugu gibi sunulmustur (14,15).

Dihidrorodamin-123 (DHR-123) hicre zarindan kolayca geger. SH-
SY5Y hiicrelerinin icinde, DHR-123, mitokondride lokalize olan ve yesil
floresan gosteren katyonik rodamin-123'e (Rh-123) oksitlenir. Hiicreler
(grup basina 106 hticre/ml), floresan oksidan boya olarak 20 ym DHR-
123 ile 37°C'de 25 dakika (15) inkiibe edildi. Rh-123 floresan siddetinin
belirlenmesi icin Synergy™ H1 otomatik mikroplaka okuyucu cihazi
kullanildi. Analizler 488 nm uyarma dalga boyunda ve 543 nm emisyon
dalga boyunda gerceklestirilmistir. Verileri tedavi &ncesi seviyeye gore kat
degisimi olarak sunduk. (14.15).

Caspase 3 (AC-DEVD-AMC) ve Caspase 9 (AC-LEHD-AMC) substrat
boltinmeleri, 360 nm ve 460 nm dalga boylarinda (uyarma/emisyon)
Synergy™ H1 mikroplaka okuyucusu (Biotek, ABD) ile ol¢uldu.
Caspase 3 ve Caspase 9 aktivite degerlendirme yontemleri daha 6nce
bildirilenlere dayanmaktadir (15). Degerler floresan birim/mg protein
olarak degerlendirildi ve tedavi 6ncesi seviyeye (deney/kontrol) gére kat
degisimi olarak gosterildi (14,15).

Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) Analizleri
Mitokondriyal membran potansiyeli floresan boyasi [JC1 (1 uM)]
yogunlugu, 485 nm (yesil) uyarma dalga boyu ve 535 nm emisyon
dalga boyu, 540 nm'de kirmizi sinyal (uyarma) ve 590 nm (emisyon)
dalga boylari (SynergyTM) ile degerlendirildi. H1, Biotek, ABD). Veriler
emisyon oranlari (590/535) olarak sunulmustur. Mitokondriyal membran
potansiyeli degisiklikleri, deney/kontrolin JC1 floresans oranindaki
duststin integrali olarak nicelendirildi (14,15).

istatistiksel Analizler

Tum bulgular ortalama * standart sapma (SD) olarak sunulmustur.
Gruplarin istatistiksel karsilastirmasi tek yonla ANOVA ile yapildi.
istatistiksel analizler Windows icin GraphPad ve Prism sirim 7.04
(GraphPad Software, San Diego California, ABD) ile yapilmistir. P<0.05
anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Okadaik Asit ile indiiklenen in vitro AH Modelinde Mel'in
Sitozolik Kalsiyum Seviyeleri Uzerindeki Etkileri

Okadaik asit ile indiklenen SHSY-5Y" lerde melatonin uygulamalarinin
sitozolik  kalsiyum seviyeleri  Uzerindeki etkisi Sekil 1a, b'de
gosterilmektedir. TRP Ankyrin 1 kanal uyaricisi sinnamaldehit ve bloker
AP18, in vitro AH modelinde TRPA1 kanallari yoluyla hticre i¢i Ca?+
artisini degerlendirmek icin kullanildi. Sekil Tb'de géruldugl gibi SH-

Arch Neuropsychiatry 2022;59:188-192

—=—(1) Control
—8—(2) Mel+AH

—&— (3) Mel+AH+AP18
—o—(4) AH

—e—(5) AH+AP18
—8—(6) AH+Mel
—a— (7) AH+Mel+AP18

F340/380
o Rk N W SaE OO N ®©

Dongii sayisi

35 ab

Kalsiyum iyon salinimi
£340/380 tepki
(katlama) degisimi

Control Mel+AH  Mel+AH+AP18 AH AH+AP18 AH+Mel  AH+Mel+AP18

Sekil 1. a, b. Okadaik asit (AH, 30 nM, 24 saat) ve melatoninin (10 uM, 24 saat) TRPA1
kanallari araciligiyla hticre ici serbest kalsiyum artisi Gizerindeki etkisi in vitro AH modeli
(n=3 ve ortalama * SD). SH-SY5Y'ler sinnamaldehit tarafindan uyarilir (Cin, 20. déngtide
100 uM) ancak AP18 tarafindan bloke edilirler (30 dakika boyunca 100 pM) (ortalama
+SD ve n=3).[*p<0,001 kontrole karsi, ®p<0,001 ve °p<0,05 Mel+AH'ye karsi, 9p<0,05 ve
¢p<0,001 AH'ye karsi ve 'p<0,001 AH+Mel grubuna kars].

3,5

Apoptotik
(katlama degisimi)

Control Mel+AH  Mel+AH+AP18 AH AH+AP18 AH+Mel  AH+Mel+AP18

Sekil 2. Okadaik asit (AH, 30 nM, 24 saat) ve melatoninin (10 uM, 24 saat) in vitro AH
modelinde programlanmis hiicre 6lim seviyeleri Gzerindeki etkisi. SH-SY5Y'ler, AP18
(30 dakika stireyle 0.1 mM) tarafindan bloke edildi ve sinnamaldehit (Cin ve 0.1 mM 10
dakika sureyle) ile uyarildi (ortalama + SD ve n=10). [}p<0,001 kontrole kars, °p<0,001
Mel+AH'ye karsl, p<0,001 AH'ye karsi ve 9p<0,001 AH+Mel'e karsl].

ROS
(katlama degisimi)

Mel+AH Mel+AH+AP18 AH AH+AP18 AH+Mel AH+Mel+AP18

Control

Sekil 3. Okadaik asit (AH, 30 nM, 24 saat) ve melatoninin (10 uM, 24 saat) reaktif
oksijen turleri seviyeleri Gizerindeki etkisi in vitro AH modelinde. SH-SY5Y’ler, AP18 (30
dakika boyunca 100 uM) tarafindan bloke edildi ve sinnamaldehit (10 dakika boyunca
Cin, 100 uM) ile uyarildi (ortalama + SD ve n=10). [*p<0,001 kontrole karsi, °p<0,001
Mel+AH'ye karsi, ©p<0,001 AH'ye karsi ve ¢p<0,001 AH+Mel'e kars].

SY5Ys' deki Ca?+ konsantrasyonu melatonin+Alzheimer Hastaligi, AH ve
Alzheimer Hastaligi+melatonin gruplarinda kontrole gére daha yiiksekti
(p<0,001) ancak Mel+AH+AP18, AH+Mel+AP18 ve kontrol arasinda
istatistiksel olarak fark yok. Ca?+ dlzeyi melatonin+AH ve Alzheimer
Hastaligi+melatoninde AH grubuna gore daha dustukti (p<0,001
ve p<0,05). Ayrica sitozolik Ca?+ konsantrasyonu melatonin+AH'de
Alzheimer Hastaligi+melatonin'e gére azalmisti (p<0,05).
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abe

Mitokondrial Depolarizasyon
(katlama degisimi)
e
@

Control Mel+AH  Mel+AH+AP18 AH AH+AP18 AH+Mel  AH+Mel+AP18

Sekil 4. Okadaik asit (AH, 30 nM, 24 saat) ve melatoninin (10 uM, 24 saat) in vitro AH
modelinde mitokondriyal depolorizasyon seviyeleri tizerindeki etkisi. SH-SY5Y’ler, AP18
(30 dakika boyunca 100 uM) tarafindan bloke edildi ve sinnamaldehit (Cin, 10 dakika
boyunca 100 uM) ile uyarildi (ortalama * SD ve n=10). [*p<0,001 kontrole karsi, °p<0,001
Mel+AH'ye karsi, p<0,001 AH'ye karsi ve ‘p<0,001 AH+Mel'e karsi].

Kaspas 3
(katlama degisimi)

Control Mel+AH  Mel+AH+AP18 AH AH+AP18 AH+Mel AH+Mel+AP18

Sekil 5. Okadaik asit (AH, 30 nM, 24 saat) ve melatoninin (10 uM, 24 saat) in vitro AH
modelinde kaspaz-3 seviyeleri tizerindeki etkisi. SH-SY5Y'ler, AP18 (30 dakika boyunca
100 uM) tarafindan bloke edildi ve sinnamaldehit (Cin, 10 dakika boyunca 100 uM) ile
uyarildi (ortalama + SD ve n=10). [*p<0,001 - kontrol, ®p<0,001 - Mel+AH, p<0,001 - AH
ve, 9p<0,001 - AH+Mel].

25

Kaspas 9
(katlama degisimi)

Mel+AH  Mel+AH+AP18 AH AH+Mel AH+Mel+AP18

Control

AH+AP18

Sekil 6. Okadaik asit (AH, 30 nM, 24 saat) ve melatoninin (10 uM, 24 saat) in vitro AH
modelinde kaspaz-9 seviyeleri tizerindeki etkisi. SH-SY5Y'ler, AP18 (30 dakika boyunca
100 uM) tarafindan bloke edildi ve sinnamaldehit (Cin, 10 dakika boyunca 100 pM)

ile uyarildi (ortalama # SD ve n=10). [2p<0,001 kontrole karsi, °p<0,001 ve p<0,05
Mel+AH'ye karsi, 9p<0,001 AH'ye karsi ve °p<0,001 AH+Mel’e karsi].

Okadaik Asit ile indiiklenen in vitro AH Modelinde Mel'in
Programlanmis Hiicre Oliimii ve Hiicre ici Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) Seviyeleri Uzerindeki Etkileri

MeluygulamalarininSH-SY5Y’lerdeapoptozveROSdiizeyleritizerineetkisi
Sekil 2 ve 3'te gosterilmistir. Programlanmigs hiicre 6limu ve ROS degerleri
Melatonin+Alzheimer Hastaligi, AH ve Alzheimer Hastaligi+Melatonin
gruplarinda kontrol grubuna gére daha yuksekti (p<0,001). AH' de
programlanmis hiicre 6limi ve ROS degerleri melatonin+AH ve
Alzheimer Hastaligi+melatonin grubuna gore daha yiiksekti (p<0,001)
ve Alzheimer Hastaligi+melatoninde programlanmis hiicre olimu
(apoptoz) duzeyi melatonin+AH grubuna gore daha yuksekti ( p<0,001).
Ayrica melatonin+AH grubu, AH grubu ve Alzheimer Hastaligi+melatonin
gruplarinda da sirasiyla melatonin+Alzheimer Hastaligi+AP18, Alzheimer
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Hastaligi+AP18 ve Alzheimer Hastaligi+melatonin+AP18 gruplarina gére
daha yiiksek bulundu (p<0,001).

TARTISMA

Calismamiz, melatoninin deneysel AH kosullarinda &6nemli  bir
noroprotektif etki uyguladigini buldu. Okadaik asit uygulamasi 6ncesi
melatonin uygulamamizin okadaik asit uygulamasi sonrasi uygulamasina
gore anlamli derecede daha etkili oldugunu gézlemledik. Bu, Alzheimer
hastalarinda, 6zellikle uyku bozuklugu olanlarda demansin énlenmesi
icin 6zel etkileri olabilecek kritik bir bulgudur. Melatoninin néroprotektif
etkisinin altinda yatan mekanizmalari degerlendirirken, melatoninin
etkisine 6zel TRP Ca kanallarr aracilik ettigini gézlemledik. Bu bulgu, TRP
Ca kanallarinin norodejeneratif kaskadlari indiklemede 6nemli bir rol
oynadigina dair son verilerle iyi bir uyum icindedir. Ek olarak, birkag yeni
calisma melatoninin o, 3 ve y-sekretazlar gibi amiloid metabolizmasindan
sorumlu transkripsiyonel duzeyde duzenleyerek
amiloidojenik streci eski haline getirdigini gostermistir (4,16,17). Ek
olarak, yakin zamanda amiloid beta kaynakli néroinflamasyon ve TRP
kanallar arasinda guclu bir baglanti énerilmistir. Ornegin, Bosson ve
ark. AH patolojisinde TRP kanallarinin inflamasyona bagl Ca artisinda
ve anormal protein agregasyonunda kritik bir rol oynadigini zaten
ortaya koymuslar, astrositlerin neden oldugu toksik oksijen radikallerini
iceren AH'deki noroinflamatuar surecte mitokondrinin 6zel roli de
vurgulanmistir (10,18). Ayrintii mekanizmalar degerlendirirken, TRP
kanallarinin melatoninin néroprotektif etkisine aracilik etmede kritik bir
rol oynadigini da gosterdik. Bununla birlikte, TRP kanallari aracihgiyla
Kaspaz, ROS ve Ca seviyelerinde anlamli faydali degisiklikler bulmamiza
ragmen (Sekil 1-6), tedavi gruplarinda TRP kanal inhibisyonunun apoptoz
seviyeleri tizerinde anlamli bir etkisi gozlemlemedik (Sekil 2). Bu farkliliga
neyin sebep oldugunu tahmin etmek zor. Bununla birlikte, TRPA1 dahil
olmak Uzere birden fazla TRP kanalinin, TRPA1 kanallarinin spesifik
inhibisyonu ile degistirilemeyen nihai néronal hiicre 6limu sirecine
dahil oldugunu varsaymak mantiklidir. Bununla birlikte, hemen hemen
tum buyutk hucre 6limu basamaklari (mitokondriyal depolarizasyon, Ca?
akisi ve ROS Uretimi dahil) TRP Al’e 6zgii Ca? kanallarina baglanabilir.
Son olarak, melatoninin Ca, kaspaz, mitokondriyal depolarizasyon, ROS
ve hiicre apoptozu dahil olmak Uzere apoptotik hiicre basamaklarini
modiile ederek, 6zellikle okadaik asit uygulamasindan énce verildiginde,
okadaik asitten sonra uygulanmasina kiyasla dnemli bir néroprotektif etki
gosterdigini gosterdik (Sekil 1-6) ( 19).

kritik enzimleri

Birka¢ calisma, uyku ile ilgili bozukluklarin, AH gelisimine yol acan
bozulmus amiloid-beta eliminasyonundan sorumlu oldugunu bulmustur.
Bu nedenle, hizla artan kanitlar, uyku bozukluklarinin AH igin énemli bir
risk faktort oldugunu dustindtirmektedir. Bu bakis agisindan, melatonin,
AH gelisimi ile guclu bir sekilde baglantili uyku bozukluklari icin
potansiyel 6nleyici eylemlerden biri olarak dustintlebilir. Her ne kadar
melatoninin nérotoksik hakaretten énce uygulandiginda daha giiclui bir
noroprotektif etki gésterdigini bulmus olsak da, sonuclarimiz ayrica AH
sirasinda uyku bozukluklarinda melatoninin terapétik uygulamasi igin
6zel cikarimlara sahiptir (20). Sonug olarak, bulgularimiz, melatoninin
Alzheimer hastaligi aday: saglkl kisilerde ve uyku bozuklugu olan AH
hastalarinin her ikisinde de hem profilaktik hem de terapétik bir secenek
olarak kullanildiginda yeni bir néroprotektif ajan olabilecegini ve bunun
uyku bozuklugu ve AH ile iliskili hiicre 6lumi basamaklari tizerinde ikili
etkisini ortaya koydugunu distindirmektedir.

Etik Komite Onayu: Hiicre calismasi olmasi nedeniyle etik kurul gerektirmemektedir.
Hasta Onami: Hasta onam formu yoktur

Hakem Degerlendirmesi: Dis Bagimsiz.
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