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OZET

Amac: Siklik guanozin monofosfat’in (cGMP), 6grenme ve hafiza siireclerinin
temelinde yer alan Uzun Dénemli Giiclenme (UDG) ve Uzun Donemli Baskilanma
(UDB) mekanizmalarinda rol aldigi netlesmistir. Mikrotiibiil stabilize eden protein
Tau’nun, sinaptik fonksiyon ve plastisite modiilasyonuna katildigin1 gosteren caligmalar
vardir. Bununla birlikte, UDG ve UDB ile ilgili Tau fosforilasyonunda cGMP'nin rolii
heniiz belirlenmemistir. Calismamizda bir guanilat siklaz (GC) inhibitorii olan Metilen
Mavisi’nin (MM), sinaptik plastisite ile iliskili Tau fosforilasyonunu degistirip

degistirmedigi arastirimistir.

Yontem ve Gerecler: Calismada 40 adet Wistar albino geng¢ erkek sican kullanildi.
Anestezi altinda stereotaksik catiya yerlestirilen sicanlara perforant yoldan uyari
verilirken, dentat girustan (DG) hiicre dis1 alan potansiyelleri olan eksitatdr postsinaptik
potansiyel (EPSP) ve populasyon spike (PS) kaydedildi. UDG’yi indiiklemek i¢in gii¢lii
bir tetanik stimiilasyon (100 Hz/snx4 tekrar) kullanilirken, UDB i¢in diisiik frekansl
stimiilasyon (1 Hz-15 dk) uygulandi. Indiiksiyon protokollerinin uygulanmasi esnasinda
DG’a 1 saat boyunca serum fizyolojik (SF) veya MM (50 uM) infiizyonu yapildi.
Kaydin son 5 dakikasindaki EPSP egimlerinin ve PS genliklerinin ortalamalari, UDG
veya UDB’nin biiyiikliigiiniin bir 6lciisii olarak kullanildi. Indiiksiyondan 1 saat sonra
cikartilan hipokampiis dokusunda, Tau proteininin 4 farkli epitopunun (thr*', thr'®',

ser’”®, ser*'®) fosforillenmis formlart Western-blot yontemi ile 6lgiildii.

Bulgular: Deney sonuclari, MM’nin perforan yol-dentat girus sinapslarinda, UDB
indiiksiyonunu arttirirken, UDG’nin indiiksiyonu {izerinde hicbir etkisi olmadigmi
gosterdi. MM’nin UDB protokoliinde var olan EPSP/PS disosiasyonunu Onledigi
gozlemlendi. MM infiize edilen sicanlarda UDG iliskili Tau fosforilasyonu degismedi.
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UDB indiiksiyonu, Tau’'nun thr'®' ve thr®' epitoplarinda fosforilasyon olusturmazken,

ser’”® ve ser*'® epitoplarinda artmus fosforilasyon ile sonuglandi.

Sonug: Elde edilen veriler, MM infiizyonunun, UDB cevabin1 arttirmast ve UDB ile
iligkili Tau epitoplarinda fosforilasyonu degistirmesi nedeniyle, cGMP diizeylerinin
0grenme-hafiza olusumunda 6nemli rolii oldugunu goésterir. MM, UDG-UDB arasindaki
dengenin stabilizasyonunda ve Alzheimer hastalifinda goriilen Tau fosforilasyonunun
deregiilasyonununda etkin olmasina ragmen, bu hastalikta MM kullaniminda daha kesin

kanitlar ortaya ¢ikarmak i¢in ayrmtili caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Hipokampiis, Metilen Mavisi, Sinaptik Plastisite, Tau
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF TAU AGGREGATION INHIBITOR
METHYLENE BLUE ON LEARNING AND MEMORY

Erciyes University Institute of Health Sciences Department of
Physiology Master Thesis December 2019
Counselor Professor Dr. Nurcan DURSUN
ABSTRACT

Propose: It has become clear that cGMP is involved in neuronal signal transduction and
mechanism of the long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD)
suggesting its participation in learning and memory processes. There are studies
showing that the microtubule-stabilizing protein Tau is involved in modulation of
synaptic function and plasticity. However, the exact role of cGMP in LTP- and LTD-
related tau phosphorylation has not been yet clearly established. To address this issue,
we sought to determine whether the administration of methylene blue (MB), an inhibitor
of guanylate cyclase (GC), alters the relationship between synaptic plasticity and related

tau phosphorylation.

Methods: A total of 40 young, male Wistar albino rats were enrolled in the study.
Extracellular field potentials were recorded form the dentate gyrus, stimulating
perforant pathways as excitatory postsynaptic potential (EPSP) slope and population
spike (PS) in anesthetized rats placed stereotaxic roof. To induce LTP, a strong tetanic
stimulation (100 Hz/secondx4 time) was used, while, for LTD, low-frequency
stimulation (1 Hz-15 min) was applied. Infusions of saline or MB (50 uM) were made
for 1 hour starting from the application of induction protocols. The averages of EPSP
slopes and PS amplitudes in the last 5 minutes of recording were used as a measure of
the size of the LTD or LTP. Phosphorylated tau levels (thl‘23 U the'®!) ser®®, ser416) were
measured in the hippocampus at least 60 min after induction protocols by Western-blot

method.

Results: The results of the experiment showed that MB had no effect on the induction
of LTP, while increasing the induction of LTD at perforant pathway—dentate gyrus
synapses. Methylene blue was observed to prevent EPSP/PS dissociation existing in the

LTD protocol. LTP-associated tau phosphorylation was unchanged in MB infused rats.



viil

LTD induction did not alter phosphorylation in the thr'®' and thr**' epitopes of Tau, but

resulted in increased tau phosphorylation at ser’ ® and ser*'® epitopes.

Conclussion: The data obtained indicates that cGMP levels have an important role in
learning-memory formation, as MB infusion increases LTD response and alters
phosphorylation in LTD-associated tau epitopes. Although MB is effective in stabilizing
the balance between LTP-LTD and deregulation of Tau phosphorylation seen in
Alzheimer's disease, detailed studies are needed to uncover more conclusive evidence in

the use of MB in this disease.

Key words: Hippocampus, Methylene Blue, Synaptic Plasticity, Tau



iX

ICINDEKILER

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ....c.oovtttitiiiiitieieieieieesessessessesseseessssessessessiseiees i
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT......oiiiiiiiiiniiinitinieieieieeieeeie et ii
ONAY ettt e e et e et e e st e e e e e e 11
TESEKKUR ..ottt ettt ettt iv
OZET ...ttt e v
ABSTRACT ..ottt ettt et ettt e et e et e et eesabaees vii
ICINDEKILER .......oooviiitieeieeeeee ettt enenens ix
KISALTMALAR ve SIMGELER ........c.cccoiiiiiiiiiniieieieisieieiseie e, xii
TABLOLAR LISTESI.....coiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiei e XV
SEKILLER LISTEST ...ttt Xvi
L.GIRIS VE AMAC ......oooiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 1
2. GENEL BILGILER ......c.coitiiiiiiiinieieinieee ettt 3
2.1 OFrenme Ve BelIEK ........ccoovoveuiveieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3

2. 1.1 OBIENIME. ......oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4

2 1.2 BOIIBK .t 5

2.1.3 Ogrenme ve Bellekte Beyinin Ozgiil Bolgeleri ............cocccocveune.... 6

2.2 Bellegin Siiflandirtlmast .......ooooeiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeee e 7

2.2.1 Kisa stireli bellekK .......cooouviiiiiiiiiiiiccec e 7

2.2.2 Orta stireli bellek .......coocuvviiiiniiiiiiiicc e 7

2.2.3 Uzun siireli bellek........cccuveiiiiiiiiiiiieeceeecee 7

2.3 HIPOKAMIPEIS. ...eeeeieeeiiiiiiiiiieeee ettt e ettt e e e e e e 8

2.3.1 Hipokamplls ANALOTNIST «.eeeeeeerriiiiiiiieeeeeeeiiiiiiieteeeeeeeeeiiiireeeeeeeens 8

2.3.2 Hipokampal Yollar ve Baglantilar ...........cccccccovniiiiiniiiiinnnnnnn. 10

2.3.3 Hipokampiis FIZyOlOJisi.....ccovviuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceeeeeeeeeee e 11

2.3.4 Hipokampiis FONKSIyONU .......c.evviiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeieeeee 12



2.3.5 Hipokampal Lezyonlar ...........cccuveiiieiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeiiieeceeeen 14

2.4 SINAPLIK PIaStiSILE .oooueeeeiiiieeieeieiiiiiiteeee e e e 14
2.4.1 Uzun Donemli GUCIENME ........oevvviiiieiieiiiiiiiiiiicceee e 16

2.4.2 Uzun Donemli Baskilanma..........cooccociiiniiiiiinniiiiiiniiiccee, 19

2.5 TaU PrOteINI .cc.eevvieiiiiiiieieeiiiee e e e 20
2.5.1 Tau’nun Yapist ve FONKSIyonU .........cccoevvviiiiiiiieieiiinniiiiiiiieeeeenn, 20

2.5.2 Tau Mikrottibiil i1iKisi ......veeeriieiriiiiiiiiiieceecceeeee 22

2.5.3 Tau’nun noronlarda lokalizasyonu ...........ccceveeeeeeeeeinnniiiiiieeeeeennn. 24

2.5.4 Tau'nun Translasyon Sonras1 Modifikasyonlari................ccc....... 24

2.5.5 Tau a@reZaASYOMU........euiiiieeeeeiiiiiiiieeeeeee e ettt e e e e e e eeiiiereeeeeeeens 27

2.5.60 TAUPALILET .....eeeieieeeeeeiiiieeeeeee e e 28

2.5.7 Tau Agregasyon InhibitOrleri............cocooevieveveveeeeeeeeeeeeeeenns 31

2.5.7.1 Hiperfosforilasyon Inhibitorleri ...........ccocoovevevevevevevnnnne. 31

2.5.7.2 Dogrudan agregasyon inhibitOrleri.............cccovvveeeeennnne. 31

2.6 Tau Agregasyon Inhibitorii: Metilen Mavisi............cocooeeveiieveeevenererenennns 32
2.6.1 Metilen Mavisi’nin Tarithgesi..........cceeeerviniiiiiiiieieiiiniiiiiiieeeeen, 32

2.6.2 Fizyokimyasal OzelliKIeTi..............cocvevereevivireeieeeeeeeeeseeeeseaenenns 33

3. GEREC VE YONTEM ......c.oooiviiiieiieeeeeeeeeeeeeee et 38
3.1 Deney Hayvanlarinin Temini ............ceeeeeiiiiniiiiiiiieieeeiiniieieeeee e 38
3.2 Arastirmanin TUIG ..o, 38
3.3 Hayvanlarin Gruplandirtlmast.............cceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieeeeeeeeeiee 38
3.4 Elektronorofizyolojik Kayitlarin Alinmasit.................oooooiii, 40
3.4.1Uyart Ve KayIt..oooooiiiiiiiiiiiieieeeceeeeeeeee e 39

3.4.2 Tipik Elektriksel Yanitin Elde Edilmesi...........cccceeevviiiiiiinieeenenn. 40

3.4.3 Lokal Alan Potansiyeli ve Sinaptik / Somatik Bilesenleri............. 41

3.4.4 Veri Kazanimi ve Uyarim............c.ccceeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeenniiiiieeeeeennn 42



xi

3.4.5 Girdi-Cikt1 Egrileri “Input/output(1/0) curve”.........ccoevvvvvvveeeeennn. 43

3.5 Veri Analizi ve IStatistik .............ocoooriieieieieieieieeteeeccecceeeeeeee e 44

3.6 Western Blot Yontemi ile Protein Analizi..........ccooccvveeiiniiiieiiniieeeennnneen. 45
ABULGULAR ..ottt ettt e s 47
4.1.Uzun Donemli Giiglenme Deneyleri.........ccoooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeees 47
4.1.1.Uzun Donemli Giiglenme Oncesi Giris/Cikis Egrileri .................. 47

4.1.2. EPSP Egimi ve PS Genliklerinde Uzun Donemli Gii¢glenme ....... 48

4.1.3.Uzun Donemli Giiglenme liskili Tau Anlatimi ve Fosforilasyonu50

4.2.Uzun Donemli Baskilanma Deneyleri ...........oooooiiiiiieiiiiiinniiiiiiiiiieeeees 51
4.2.1.Uzun Donemli Baskilanma Oncesi Giris/Cikis Egrileri................ 51

4.2.2.EPSP Egimi ve PS Genliklerinde Uzun Donemli Baskilanma...... 53

423.Uzun Donemli Baskilanma Iliskili Tau Anlatim1 ve
FOSTOTIlasyonU .........cooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 55
S.TARTISMA VE SONUC ...ttt ettt e siae e 57
6. KAYNAKCA .ottt e et e st e et e e st e e sabeee e 61

EKLER

OZGECMIS



5-HT
AChE

ACTH

AH
AMPA
AMPAR
ATP

A
BDNF
BuChE
CA

Ca*™*
CaMKII
cAMP
CDK5
cGMP
CK1
CREB-1
CRF
DFU
DNA
DYRKIA
EPSC

EPSP

KISALTMALAR ve SIMGELER
Serotonin
Asetilkolinesteraz enzimi
Adrenokortikotropik hormon
Argyrophilic grain hastaligi
Alzheimer hastaligi
a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoxazolepropinate
AMPA reseptorleri
Adenozin trifosfat
Amiloid B
Beyin kaynakli norotrofik faktor
Butirilkolinesteraz enzimi
Cornu Ammonis
kalsiyum
Kalmodulin bagimli protein kinaz II
Siklik adenozin trifosfat
Siklin bagimli kinaz 5
Siklik guanozin mono fosfat
Kazein kinaz 1
cAMP yanit elementi baglayan protein 1
Kortikotropin salgilatict hormon
Diisiik frekanshi uyarim
Deoksiriboniiklik asit
iki 6zgiilliiklii tirozin-fosforilasyon ile iliskili kinaz 1A
Eksitator postsinaptik akim

Eksitator postsinaptik potansiyel

Xii



FXS
G/C
GABA
GC
GluR1
GSK-3
GSK3p
IP3

IPSP

MAP
MAPIB
MAPK
Mg **
mGIluR
MM
MP

mRNA

Na**
NFY
NMDA
NMDAR
NO

NOS

PDE

Fragile-X Sendrom

Giris/Cikis

Gama-amino biitirik asit
Guanilat siklaz

Glutamat reseptor 1

Glikojen sentaz kinaz-3
Glikojen sentaz kinaz-3[3
Inositol trifosfat

Inhibitor postsinaptik potansiyel
Miliamper

Mikrotiibiile bagh protein
Mikrotiibiile bagli protein 1 B
Mitojenle aktive olan protein kinaz
Magnezyum

Metabotropik glutamat reseptorleri
Metilen Mavisi

Metaplastisite

Mesajc1 riboniikleik asit
Milisaniye

Sodyum

Norofibriller yumaklar

N-metil D-aspartat

NMDA reseptorleri

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Fosfodiesteraz

xiil



PHF
PKA
PKC
PKG
PP
PP1
PP2A
PP2B
PP5
PS
PSP
Ser
SF
SP
Thr
TrkB
Tyr
UDB

UDG

YFU

Zn++

Cift sarmalli filament
Protein kinaz A

Protein kinaz C

Protein kinaz G

Fosfataz

Fosfataz 1

Fosfataz 2A

Kalsineurin

Fosfataz 5

Populasyon spike
Progresif supraniikleer palsi
Serin

Serum Fizyolojik

Senil plak

Treonin

Tirozin iligkili kinaz B
Tirozin

Uzun donemli baskilanma
Uzun donemli giiclenme
Voltaj

Yiiksek frekansh uyarim

Cinko

Xiv



XV

TABLOLAR LiSTESI

Tablo 4.1. Uzun Donemli Gii¢lenmenin indiiksiyonundan 6nce elde edilen EPSP
egimi ve PS genlik degerleri. ......ooouvviiiiiiiiiiiiiiiiieceeee e 48

Tablo 4.2. EPSP egimlerinin ve PS genliklerinin 15 ila 20nci dakikalar ve 70 ile
75 dakikalar arasinda olgiilen degerleri ve bozulma orant............ccccen...e. 50

Tablo 4.3. Uzun Donemli Baskilanmanin indiiksiyonundan once elde edilen
EPSP egimi ve PS genlik degerleri.........ccoveeiniiiiiiiniiiiiiniiiecenieccee 52

Tablo 4.4. EPSP egimlerinin ve PS genliklerinin 15 ila 20nci dakikalar ve 70 ile
75 dakikalar arasinda ol¢iilen degerleri ve korunma orant. ..............cc...... 55



XVi

SEKILLER LISTESI
Sekil 2.1. Ogrenme ve Bellegin sematik OStErimi ............c.ceveveevevereeeveeeeieeeeeesenenenes 3
Sekil 2.2. HipoKkampilis @QNatOmMUST.......ueeieeeieriiiiiiiiiieeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeeiiiieeeeeee e e e e 9
Sekil 2.3. Hipokampiisiin histolojik katmanlart............cccoeecveiiiniiiiiinniiiiiniieeeeee 10

Sekil 2.4. Entorhinal korteks, dentat girus, CA3 ve CAl arasindaki baglantilari
iceren trisinaptik devre (Kaptan ve Uziim, 2016). ..........cccoevevvvevererererennne. 11

Sekil 2.5. ANMDA ve AMPA reseptorleri B.Glutamatin AMPA reseptorlerine

++

baglanmas1 ile Na™"’min hiicre i¢ine akisi ve hiicre depolarizasyonu

C.hiicre depolarizasyonu ile NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ve

hiicre iGINE Ca™ AKISI..iiiuiieiieiiieiiiecie ettt ettt e v e ae e 17
Sekil 2.6. Tau proteini ZeNiNIN YaAPIST...cecuueeeeerrurieeeeriiieeeeeiiieeeeeiieeeeeesirreeeeseneeeeeennnees 21
Sekil 2.7. Farkli Tau proteini izoformlart ...............ooeeiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee e 21
Sekil 2.8. Tau protein-tubulin arasindaki iyonik iligki .........cc.eeeeeeeiiiiiniiiiiiiiiiinnnnnn, 23
Sekil 2.9. Tau proteininin anterograd ve retrograd iletim iizerindeki rolii .................... 23
Sekil 2.10. Tau protein agregasyonunun sematik gOSerimi ........ccvveeeerrvieeeennnieeeennnee. 27
Sekil 2.11. Taupatilerde goriilen farklh Tau agregasyonlart..........cccoeevviiiiiiiieeeiinnnnnnn. 30
Sekil 2.12. Metilen Mavisi’nin kimyasal formiilii ve gorinimii ...........ccccceeveiieeeennnnee. 33
Sekil 3.1. Deney gruplarinin SEmMast.......ccoeeeeviiiiriiiiieeeeeeiiiiiiiieeeee e e e e e e e e e 39
Sekil 3.2. Elektrofizyolojik kayitlama igin stereotaksik catiya sabitlenmis siganin

GOTUNTUSTL ..ttt et ettt e e ettt e e e e e e e st eeeeeeeeeenaaaes 40
Sekil 3.3. Ornek bir deneyde elde edilen tipik bir elektriksel aktivite kaydi................. 42
Sekil 3.4. Uzun donemli giiglenme indiiksiyon protokolil semast .........cccceeeveerieeeennnne. 43
Sekil 3.5. Uzun donemli baskilanma indiiksiyon protokolii semast..............ccccceeeennnnn. 44

Sekil 4.1. Uzun Donemli Giiclenmenin indiiksiyonundan 6nce elde edilen EPSP
egimi ve PS genliklerinin artan uyar: siddetine karsi degisimi. Her bir
deneyde, EPSP egimi ve PS genligi ardil verilen ayni siddetteki 3
uyaranin ortalamasi alinarak elde edilmiStir. ............ceeeeeerniiiiiiiiieeeeeennnnnns 47

Sekil 4.2. Metilen Mavisi’nin, YFU nun indiikledigi uzun donemli giiclenmeye
EEKIST. .ttt eeitee et e e e e 49

Sekil 4.3. Metilen Mavisi’nin UDG-iligkili Tau fosforilasyonuna etkisi. ..................... 51



Xvii

Sekil 4.4. Uzun Donemli Baskilanmanin indiiksiyonundan once elde edilen EPSP
egimi ve PS genliklerinin artan uyar1 siddetine karsi degisimi. Her bir
deneyde, EPSP egimi ve PS genligi ardil verilen ayni siddetteki 3
uyaranin ortalamasi alinarak elde edilmiStir. ............cceeeevriiiiiiiiieeeeeennnnnnn. 52

Sekil 4.5 Metilen Mavisi’nin, DFU'nun indiikledigi uzun siireli baskilanma tizerine
etkisi. EPSP egimi ve PS genliginin diisiik frekansl uyarim protokolii
(1 Hz, 900 atim; O-15nci dakikalar arasi) Oncesi ve sonrasindaki
zamansal degisimi, sirasiyla A ve B’de goriilmektedir. .........ccoccveeeenenne. 54

Sekil 4.6 Metilen Mavisi'nin UDB-iligkili Tau fosforilasyonuna etkisi. ....................... 56



1.GIRIS VE AMAC

Ogrenme ve bellek olusumunun temelinde yatan hiicresel mekanizma sinaptik plastisite
olarak adlandirilir. Memeli beyninin en Onemli ve biiylileyici 6zelliklerinden olan
sinaptik plastisite, sinaptik iletimin giiciiniin veya etkinliginin aktiviteye bagh
modifikasyonunu ifade eder. Uzun doénemli giiclenme (UDG) ve uzun donemli
baskilanma (UDB) sinaptik plastisitenin ¢alisilan en yaygim formlaridir. Bu fenomenler
sinaptik plastisitenin elektrofizyolojik gostergeleridir ve deneysel olarak tekrarlayan
presinaptik uyarilarla indiiklenir. Bilgi depolamada ve anilarin kodlanmasinda rol alan
UDG sinapslarm kuvvetinde kalici bir artig ile karakterizedir. Sinaptik plastisitenin
diger formu (UDB), UDG i¢in bir silme mekanizmasim temsil eder. UDG ve UDB'nin
ifadesi a-amino-3-hidroksi 5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptor

fosforilasyonu ve defosforilasyonu ile iligkilidir.

Yapilan caligmalar, mikrotiibiil stabilize eden protein Tau’nun, sinaptik fonksiyon ve
plastisitenin modiilasyonunda rolii olduguna dair deliller ortaya koymustur (Chen ve
ark., 2012; Kimura ve ark., 2014). Ornegin, bircok calismada Tau protein liretiminin
engellendigi farelerin, normal hipokampal UDG gdsterdigi ancak anormal UDB
sergiledigi bildirilmistir (Roberson ve ark., 2011; Shipton ve ark., 2011; Regan ve ark.,
2015). Yakin zamanda anabilim dalimizda yapilan bir ¢calismada, UDG depotansiye
edildiginde, Tau ser416 epitopunun hiperfosforile, thr231 epitopunun hipofosforile
oldugu gosterilmistir (Babiir ve ark., 2018). Tau fosforile edildikten sonra, sinaptik
plastisiteye katkida bulunan proteinler ile birlikte aksondan dendritlere ve spinlere
tasinir (Roberson ve ark., 2011; Shipton ve ark., 2011). Bununla birlikte, sinaptik
plastisitenin indiiksiyonu sirasinda aktive olan serin/treonin kinazlar, ayn1 zamanda
Tau’yu fosforilleyerek toksik bir molekiil haline getiren kinazlardir (Frandemiche ve

ark., 2014; Kobayashi ve ark., 2017). Hipokampal noéronlarda bulunan AMPA ve N-



metil D-aspartat (NMDA) reseptor aracili glutamaterjik aktivasyonunun, Alzheimer
hastaliginmn baslica nedeni olan norofibriller yumaklarin olusumunda rol aldig:
diistiniilmektedir (Braak ve ark., 1994; Gotz ve ark., 1995). Onemli olan sudur Kki;
Tau’nun hiperfosforilasyonu, Tau fibrilasyonundan ve norofibriller lezyonlarin ortaya

cikmasindan 6nce meydana gelir (Gotz ve ark., 1995).

Beyindeki onemli bir ikincil haberci olan cGMP, UDG ve UDB gibi 6grenme ve bellek
siireclerine katilir. Pek ¢ok fizyolojik fonksiyona aracilik eder. Bu fonksiyonlar ¢esitli
protein kinazlarin ve iyon kanallarmin aktivasyonunun diizenlenmesidir (Wang ve
Robinson, 1997; Thompson, 1997; Lucas ve ark., 2000). Ayrica cGMP, protein kinaz G
(PKG) araciigr ile niikleer faktdr kappaB (NFkB) ve aktivator protein 1 (API)
transkripsiyonel faktorlerini regiile ederek Ogrenme ve bellek ile ilgili gen
ekspresyonunu etkileyebilir (Hoby ve ark., 1994). cGMP, GC’nin iki izoformu ile
sentezlenir ve birka¢ fosfodiesteraz tarafindan hidrolize edilir. Sentez ve yikim
arasindaki denge, farkli fizyolojik ve patolojik kosullarla diizenlenebilir. Onemli olarak,
¢oziiniir GC diizeyindeki degisiklikler yasa bagl biligsel defisitlere ve Alzheimer
hastaligmma (AH) neden olan ©Onemli bir faktor olabilir (Barger ve ark., 1995;
Chalimoniuk ve Strosznajder, 1998; Fiscus, 2002; Puzzo ve ark., 2005).

GC inhibitorii Metilen Mavisi FDA (U.S. Food and Drug Administration) onayli olup
klinikte kullaniminda sakinca yoktur (Schirmer ve ark., 2011). Tau da dahil olmak iizere
cesitli norodejeneratif proteinlerin agregasyonunu onler (Wischik ve ark., 1996;
Taniguchi ve ark., 2005; Hosokawa ve ark., 2012). Bununla birlikte, MM'nin etkilerine
aracilik eden mekanizmalar belirsizdir. MM mekanizma olarak; Tau’yu monomer
formunda tutar, oksidatif hasar1 azaltir ve protein degradasyonu uyarir (Medina ve ark.,
2011; Cangdon ve ark., 2012; Stack ve ark., 2014). Buna ek olarak, Tau fosforilasyonu
ve agregasyon arasindaki ilisgki karmasiktir. Ciinkii Tau’nun mikrotiibiillerden
ayrilmasiyla sonuglanan belirli bolgelerdeki fosforilasyonu Tau agregasyonunu

Onleyebilir (Schneider ve ark., 1999).

Bu calisjma, MM'nin hipokampiisteki plastisite iligkili Tau fosforilasyonunu nasil
degistirdigine odaklanmaktadir. UDG ve UDB, 6grenme ve hafiza olusumu ile iligkili
siirecler oldugundan, MM'nin noérodejeneratif hastaliklarda terapotik ajan olarak

kullanilmasi i¢in potansiyelinin anlasilmasima yardimci olabilecegini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 OGRENME VE BELLEK

Ogrenme ve bellegin anatomik ve fiziksel temellerinin analizi, modern nérobilimin en
biiylik basarilarindan biridir (Byrne, 1990). Yasamimiz boyunca kazanmilan bilgi ve
deneyimlerin davranis bigcimine yansimasi 0grenme olarak ifade edilirken, saklanip geri
cagrilabilir hale doniistiiriilmesi bellek olarak tamimlanmaktadir. Bir¢ok farkli
smiflandirilmas1 olmasina ragmen genel olarak Ogrenme 3 gruba ayrilirken; bellek

tipleri igerigine gore 2 gruba ayrilmistir (Schacter ve Tulving, 1994) (Sekil 2.1).

[ OGRENME ] [ BELLEK ]

Asosiyatif Nonasosiyatif Refleksif Deklaratif Nondeklaratif

Ogrenme Ogrenme Ogrenme Bellek Bellek
1.Sartl1 Refleks 1.Habitiiasyon

2.0peran Sartlandirma 2.Sensitizasyon

Sekil 2.1. Ogrenme ve Bellegin sematik gosterimi



2.1.1 Ogrenme

Ik olarak 1997°de Lanchman tarafindan tanimlanmustir (Lachman, 1997).
Norofizyolojik agidan Ogrenme, bireyin cevresinden gelen dis uyarilar ve sinir
sisteminde gelisen kimyasal, elektriksel ve yapisal bazi degisiklikler sonucunda yeni
sinaptik baglarin kurulmasi olarak agiklanmaktadir. Ogrenme asosiyatif 6grenme,
nonasosiyatif 6grenme ve refleksif 6grenme olmak iizere 3 farkli perspektif iizerinden

tanimlanmistir ( Guyton ve Hall, 2001).
1.Asosiyatif Ogrenme

Bireyin bir uyaran ile bagka bir uyaran arasinda iliski kurmasiyla meydana gelen
ogrenme seklidir. Sarth refleks ve operan sartlandirma olarak 2 ¢esidi tanimlanmaktadir

(Byrne, 1987).
a. Sarth Refleks (Klasik Kosullanma)

Tek basina verildiginde hi¢ bir uyar1 olusturmayan bir uyaranin, cevap olusturan baska
bir uyaranla tekrar tekrar yinelenmesi durumunda, cevap olusturabildigi Ogrenme
cesididir. Diger bir ifadeyle organizmanm bir tip uyarani digeriyle eslestirerek
o0grenmesidir. Bu baglamda sarth ve sartsiz uyaranlar arasinda zaman farkliliklar1 vardir
ve bu Onem arzetmektedir. Bu siire ortalama 0.5 saniye olmalidir ve sartli uyaranlar

sartsiz uyaranlardan 6nce gelmelidir (Carew ve ark., 1983).

Bu 6grenme tipi ilk olarak Ivan Pavlov tarafindan tanimlanmustir. Pavlov sarth refleks
deneyinde Once zil calinmasi ve ardindan et verilmesiyle kopegi salya salgilamasina
sartlandirmis ve belirli sayidaki tekrardan sonra sadece zil sesinin salya salgilanmasini
uyardigin1 gostermistir. Bu kosullu bir reflekstir ve bu tip 6grenme islevinde serebral

korteks devrededir (Yigit, 2001).
b. Operan Sartlanma (Enstriimental Kosullanma)

Qdiil ve ceza sistemine dayanarak temellendirilen 6grenme ¢esididir. Sarth reflekste iki
uyaran arasindaki iligski incelenirken, operan sartlanmada bir davranis ve o davranisa
olan tepki incelenmektedir. Bir davranis karsiliginda kisinin 6diillendirilmesi davranisin
tekrar edilebilirligini artirir, buna pozitif pekistirici denir. Aksine kisi agr1 ve aciya

maruz kaldiginda davranistan uzaklasir, buna da negatif pekistirici denir. Boylelikle



olumlu sonuglar veren davraniglar gerceklestirilirken, olumsuz sonuglar veren

davraniglardan kaginma 6grenilir (Kandel, 1991).
2.Nonasosiyatif Ogrenme

Nonasosiyatif ~6grenmenin, habitiiasyon (kaniksama-alisma) ve duyarlilagsma

(sensitizasyon) olarak tanimlanan tipleri vardir.
a. Habitiiasyon

Tekrarli uyaranlara kars1 olusan motor yanitin giderek azalmasi ve hatta yok olmasidir.
Diisiik frekansli tekrarlayan uyarilar sonucu presinaptik ucta daha az kalsiyum (Ca*™)
kanali acilir ve hatta bu diisiik frekans nedeniyle acik olan kanallar da kapanir. Boylece
norotransmitter salinimi azalir ve bunun sonucunda da motor noron yaniti giderek

azalr.
b. Sensitizasyon

Canliya rahatsizlik verici bir uyaranin ardindan daha zayif bir uyaran verildiginde, bu
zayif uyarana karsi verilen yanitta bir artis olur. Beklenen bazal yanittan daha giiclii

yanit verilmesi durumuna sensitizasyon denir (Fioravante ve ark., 2009).
3.Refleksif Ogrenme

Sozel ve sembolik zeka gerektirmeyen sadece el ve fiziksel beceri kullanilarak

olusturulan 6grenme seklidir (Ganong, 2011).

2.1.2 Bellek

Bellek, ogrenilen bilginin depolanmasi ve depolanan bilgilerin bilingli ya da bilingsiz
diizeyde tekrar hatirlanmasidir (Barrett ve ark., 2016). Bu siirecte beyinde elektriksel ve
kimyasal etkilesimler ve yeni interndral baglatilarin olusmasiyla gelisen mekanizmalar
gorev alir. Ogrenilen bilginin depolanmas sirasinda bilginin %1°i secilir, ancak beynin

bilgi depolama kapasitesi sinirsizdir (Ganong, 2011).

Fizyolojik olarak bellek dekleratif (eksplisit) ve nondekleratif (implisit) olmak iizere
ikiye yarilir. Dekleratif bellekte bilginin hatirlanmasi i¢in bilin¢ ve farkindalik gerekir;
kodlama (encoding), depolama (storage), konsolidasyon (consolidation) ve geri cagirma

(retrieval) islemlerinden olusur.



¢ Kodlama: Edinilen yeni bilginin bellege kaydedilmesi ve bellekteki bilgilerle
baglantisinin kurulmasi siirecidir.

e Depolama: Bilgilerin bellekte depolanmasidir. Uzun donem bellegin kapasitesi
tam olarak tahmin edilememektedir ve sinirsiz gibi goriinmektedir, buna karsin
isler bellek bir anda sadece birkag bilgiyi saklayabilir.

¢ Konsolidasyon: Labil (kararsiz) olan bilginin protein sentezi, gen ekspresyonu
ve sinapslarin giiclendirilmesiyle kararh (kalic1) hale gelmesi siirecidir.

¢ Geri ¢cagirma: Depolanan bilginin hatirlanmasidir (Schacter ve Wagner, 2013).

Dekleratif bellek semantik ve episodik olmak iizere ikiye ayrilir. Semantik bellek dil,
kelime ve kurallar gibi somut verilerin depolandig1 bellektir. Lateral ve anterior
temporal korteks ve prefrontal korteks ile iligkilidir. Episodik bellek ise olaylar ve anilar
ile ilgili bellek olup hipokampiis, medial temporal lob ve neokorteksle iliskilidir. Bu
simiflamay1 ilk kez Endel Tulving yapmustir (Ganong, 2011).

Nondekleratif bellekte bilginin yeniden kullanilmasi icin biling ve farkindalik
gerekmez; bu tip bellekte hipokampiis etkin degildir. Beceri, aliskanliklar, klasik
kosullanma ve non asosiyatif Ogrenmeyi icerir. Beceri ve aligkanliklar, striatum,
serebellum ve motor korteksin etkilesimi ile bellek olusturur. Klasik kosullanma yani
asosiyatif 0grenmede amigdala ve serebellum, nonasosiyatif 6grenmede ise beynin

refleks mekanizmalari rol oynar (Ganong, 2011).
2.1.3 Ogrenme ve Bellekte Beyinin Ozgiil Bolgeleri

Ogrenme ve bellek olusum mekanizmasinda beyinin farkli bolgeleri arasinda multipl
etkilesim soz konusudur. Ozellikle hipokampiis ve medial temporal korteks anahtar rol
oynamaktadir. Epilepsi tedavisi amaciyla hipokampiisii ¢ikarilan hastalarda orta ve uzun
siireli bellek olusum yitisi bunun kanit1 niteligindedir. Son yillarda yapilan caligmalarda
bellek olusumunda prefrontal korteksin de en az hipokampiis kadar etkin rol oynadig:
gozlemlenmistir. Hipokampiis Ozellikle dekleratif bellek dedigimiz bilingli bellek
olusumunda rol oynamaktadir. Bununla birlikte amigdala, serebellum, striatum,
mamillar cisim ve diensefalon bellek olusumunun farkli agsamalarinda etkindir (Barrett

ve ark, 2016; Eichenbaum, 2017).



2.2 Bellegin Simiflandiriimasi

Anilarin omrii bazen birka¢ saniye, bazen saatler, bazen de yillarca siirebilmektedir.
Bellegin zamansal yonden smiflandirilmasi ilk kez 19. yiizyill sonlarinda Hering,
Ebbinghaus ve ardindan Atkinson ve Shiffrin tarafindan yapilmistir (Ozen ve Rezaki,

2007).
2.2.1 Kisa siireli bellek

Kisa siireli bellek uzun siireli bellege doniistiiriillmedikce siiresi sadece saniyeler veya
dakikalarla Olgiilebilen bellektir. Kisa siireli bellek icin olas1 bir ac¢iklama presinaptik
kolaylastirma veya inhibisyon kavramidir. Presinaptik bir ndron heniiz postsinaptik bir
noron ile etkilesmeden Once, kendisi ilizerinde sonlanan baska bir presinaptik
sonlanmadan saliverilen norotransmitterler genellikle saniye ile birka¢ dakika arasinda
inhibisyona neden olur ve boylece kisa siireli bellek olusur (Guyton, 2007). Kisa siireli
bellek iki yonliidiir. Yeni algilanan duyusal veriler ve uzun siireli bellek depolarindan
geri cagrilan bilgiler ile hem bir giris merkezi hem de c¢ikis merkezi gorevini
istlenmistir (Sweatt, 2010).

Kisa siireli bellegin ii¢ temel bileseni; duyusal bellek (sensory memory), kisa siireli
depolanma (short-term storage) ve ¢alisan bellek (working memory)’tir. Duyusal bellek
yeni algilanan duyusal veriler ile iligkilidir. Kisa siireli depolanmada bilgi hicbir islem
gormeden depolanir ancak eger bilgi isleniyor ve gecici siire akilda tutuluyorsa calisan

bellekten soz edilir (Topuz, 2015).
2.2.2 Orta siireli bellek

Bilginin hatirlanma siiresi birka¢c dakikadan birka¢ haftaya kadardwr. Yapilan
caligmalarda presinaptik sonlanma veya postsinaptik membranda fiziksel veya kimyasal
degisikliklerin meydana geldigi gozlemlenmistir. Bilgiler etkinlestirilmedik¢ce soner ve

yok olur (McGaugh, 2000).
2.2.3 Uzun siireli bellek

Orta siireli bellegin kalic1 hale getirilmek iizere etkinlestirilmesiyle uzun siireli bellek
olusur ve bilgi yillarca hatta yasam boyu korunabilir. Yapilan ¢alismalarda uzun siireli
bellegin olusumunda yalnizca sinapslardaki kimyasal degisimler degil ayn1 zamanda

gercek yapisal degisikliklerin de olmasi gerekmektedir (norotransmitter salgisinin



artmasi icin vezikiil serbestlenme bolgelerinin artmasi ve vezikiil sayisinmn artmasi,

presinaptik sonlanma sayisiin artmasi vb.) (Liischer ve Malenka, 2012).

Ayrica son yapilan caligmalar tiim bu degisikliklerin yani swra gen ekspresyonunun da
gerekliligini ortaya c¢ikarmustir. Caligmalar protein kinaz A (PKA)’nm hiicre
sinapsindan cekirdege hareket ederek transkripsiyon faktorii olansiklik adenozin
monofosfat (cCAMP) yanit elementi baglayan protein-1 (CREB-1) '1 aktive ettigini
gostermistir. CREB-1, yeni proteinlerin sentezini ve yeni sinaptik baglantilarin

olgunlagmasini stimiile etmektedir (Kandel, 2001; Waddell ve Quinn, 2001).
2.3 HIPOKAMPUS

Filogenetik olarak beyinin en eski yapilarindan biri olan hipokampiis ilk olarak Italyan
bilim adami Giulio Cesare Aranzi tarafindan tanimlanmistir. Koronal kesitlerde C harfi
seklindedir ve ilk zamanlar kog¢ basina benzetildiginden cornu ammonis adi ile anilsa da
(ammon: kog¢ bash bir Misir tanrisina verilen isim) daha sonralar1 denizatina
benzerliginden dolay1 yunanca denizati anlamina gelen hipokampiis ismini almigtir
(Barr ve Klerman, 1988; Artis ve ark., 2012). 1957 yilinda epilepsi tedavisi amaciyla
hipokampiis ve c¢evre yapilarin c¢ikarilmasiyla meydana gelen bellek olusturma
mekanizmalarindaki problemler, hipokampiis iizerine caligmalari yogunlastirmistir
(Thammaroj ve ark., 2005). Temporal lobun medial kismmda bulunan yap1 6grenme,
hafiza ve bilig icin krittk Oneme sahiptir. Norobilimde en ¢ok calisilan beyin
yapilarindan biridir ve islevlerini anlamaya yonelik ¢aligmalar devam etmektedir

(Insausti ve Amaral, 2003; Bannerman ve ark., 2004).

2.3.1 Hipokampiis Anatomisi

Anatomik olarak 5-8 cm uzunlugunda olup ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin
alt kismina bakan yiizii konkavdir (Barr ve Klerman, 1988). On tarafi genis ve diiz olup
pes hippocampi adin1 alir. Burada pengeye benzeyen cikitilara digitationes hippocampi
denir. Hipokampiisiin ventrikiile bakan yiizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlar ile
ortiilii olup ‘alveus’ ismini alir. Bu lifler medialde birbirine yaklasarak yassi bir bant
olusturur. Bu yapiya ise ‘fimbria hippocampi’ adi verilir. Alveustan gelip fimbriaya
dahil olan lifler forniksin baslangicin1 meydana getirir. Miyelinli liflerden olusan
forniksin onemi hipokampiisiin duyu liflerinin ¢ikis noktasi olmasidir (Songur ve ark.,

2001).



Sekil 2.2°de gosterildigi gibi hipokampiis islevsel olarak 4 boéliime ayrilir ve Cornu
Ammonis’in bas harflerinin kisaltilmasiyla adlandirilir (CA1, CA2, CA3, CA4). CAl
subikuluma, CA4 ise dentat gyrusa ¢ok yakindir ( Mayer, 1971; Barry ve ark., 1995).

Fimbria

koroid pleksus

/\_\T' koroidal
N\, fissur

temporal horn/

/ '/

Hipokampal 7 ' Subikulum
fissur /\ Dentat Girus
Parahipokampal
irus
Kollateral
sulcus

Sekil 2.2. Hipokampiis anatomisi

Histolojik olarak hipokampiis ventrikiiler yiizeyden baslayip derine dogru su sekilde
siralanir: (Izci ve Erbas, 2015) (Sekil 2.3)

1. Alveus: piramidal hiicre aksonlarindan olusur.

2. Stratum Oriens: piramidal hiicre bazal dendritlerinden olusur.

3. Stratum Pyramidalis: biiylik piramidal ve golgi tip II hiicrelerinden olusur,
hipoampiise asil seklini veren buradaki piramidal hiicrelerin dizilimidir.

4. Stratum Lucidum: CA3 bolgesi ile baglant1 saglayan yosunsu lifler icerir.
Stratum Radiatum: CA3’den CAl’e giden projeksiyon lifleri yani schaffer
kollateralleri bu bolgededir.

6. Stratum Lakiinozum: schaffer kollaterallari igerir ve ¢cok ince oldugu icin bazen
stratum molekiilare ile birlikte ‘stratum lakiinozum-molekiilare’ adi altinda tek
bir tabaka olarak anilir.

7. Stratum Molekiilare: perforan lifler ve piramidal hiicrelerin apikal dendritleri

bulunur.
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Schaffer Kollateralleri Alveus

St. Oriens

St. Radiatum
: St. Piramidalis

Perforan yol

Mossy lifler St. Granulare

Dentat Girus

Sekil 2.3. Hipokampiisiin histolojik katmanlari

2.3.2 Hipokampal Yollar ve Baglantilar

a) Afferent Yollar

Duyular entorinal korteksten hipokampiise temel olarak 4 yoldan tasinir:

1. Perforan yollar: Entorinal korteksten gelen aksonlar subiculum boyunca gyrus
dentatusa ilerler, CA4 hari¢ tiim hipokampiise dagilir.
2. Mossy (yosunsu) lifler: Gyrus dentatustan CA3 alanina ilerler.
3. Schaffer kollateralleri: CA3 ve CA2’den CAl’e uzanan piramidal hiicre
uzantilaridir.
4. Alvear lifler: Subkortikal alandan gelen lifler alveustan hipokampiisiin CAl
bolgesine ve subikulumun i¢ bolgesine dagilir ( Carpenter ve Sutin, 1983; Barr
ve Klerman, 1988).
b) Efferent Yollar
Forniks hipokampiisiin en biiyiik efferent yoludur (Insausti ve Amaral, 2003).
Subiculum ve hipokampiisten baslayan ve yaklasik 1.2 milyon miyelinli lif alveustan
fimbria hippocampiye gecer (Williams, 1995). Bu lifler crus fornicis ve corpus fornicis
olarak 2’ye ayrilir ve kendi aralarinda c¢apraz yaparak commisura hippocampiyi

olusturur. Corpus fornicis, columna fornicis olarak devam eder ve lifleri talamusa
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uzanir. Buradan hipotalamusa giden liflerin ¢cogu corpus mamillarede sonlanir (Brodal,

1981).

¢) Hipokampal Baglantilar
Hipokampiiste bilgi akisi genellikle tek yonliidir ve ‘trisinaptik dongii’ olarak
adlandirilmaktadir (Anderson ve ark., 1971) (Sekil 2.4). Entorhinal korteksten gelen
bilgi perforant yol araciligi ile dentat girusa ulasir. Yosunsu lifler ile dentat girustan
CA3 bolgesine tasinir. Ardindan schaffer kollateralleri devreye girer ve girdi CA3’ten
CAl bolgesine ulasir. Son olarak girdinin CAl den entorinal kortekse ulasmasiyla
dongii tamamlanir. Burada klasik trisinaptik dongiiye ek olarak CA3 aksonlarinin,
CAl'e olan projeksiyonlarma ek olarak, diger CA3 noronlarina tekrar sinaps yapan
kollateral lifler gondermesidir. Son yillarda CA3 ve CAl bdlgeleri arasinda bulunan

CA2’nin de kendine 6zgii islevleri iizerine caligmalar yapilmaktadir (Knierim, 2015).

CAl1

Entorinal
Korteks

Sekil2.4. Entorhinal korteks, dentat girus, CA3 ve CA1 arasindaki baglantilar1 igeren trisinaptik
devre (Kaptan ve Uziim, 2016).

2.3.3 Hipokampiis Fizyolojisi

Hipokampiis beyindeki en kapsamli arastirilan yapilardan biridir (Knierim, 2015). 1948
yilia kadar hipokampiisiin olfactor sistemin bir parcasi oldugu diisiiniilmiistiir (Songur
ve ark., 2001). Bunun olas1 nedeni hipokampiisiin olfactor bulbustan direkt sinir lifleri
aldig1 disiincesiydi. Ancak daha sonra koku duyusu gelismemis insanlarda

hipokampiisiin gelismis olmasi bu teoriyi ¢iirlitmiistiir. Yapilan caligmalar sonucu koku



12

duyusunun formatio reticularis ve hipokampiis ile anatomik baglantilar1 aciklanmis ve
hafiza, dikkat ve zihinsel uyaniklik {izerine etkisi oldugu kanitlanmistir (Zhang ve ark.,
2014). Hipokampiisiin hafiza iizerindeki rolii, 1957 yilinda Scoville ve Milner’in
epilepsiyi tedavi etme amaciyla medial temporal lobun bilateral ¢ikarilmasi sonucu giin
yiiziine c¢ikmistir. Cerrahi islem sonucu hastanin epilepsi nobetleri azalmis ancak
epizodik hafiza kaybr meydana gelmistir. Yapilan caligmalar, hipokampiisiin epizodik
hafizayla ilgili oldugu ve semantik hafizay1 etkilemedigini gostermistir (Scoville ve

Milner, 1957).

Hipokampiisiin ‘uzun siireli hafiza’ tizerinde rolii vardir. Genel kabul su sekildedir;
duyular kortekste kendi 6zgiil alanlaria girdikten sonra hipokampiiste degerlendirilir.
Hipokampiisiin bu bilgileri isleyip depolamak ic¢in tekrar respektif kortekse ilettigi
diistiniiliir (Guyton, 2005).

2.3.4 Hipokampiis Fonksiyonu

Hipokampiisiin fonksiyonlar1 yillardir siiren ¢alismalar boyunca arastirilmigtir. Fakat
hem hipokampiisiin kendi yapisinin kamasikligi, hem de beyindeki diger yapilarla olan
yogun baglantis1 nedeniyle fonksiyonlarmi tam anlamiyla aciklamak giictiir (izci ve
Erbas, 2015). 20. Yiizyilda hipokampiisiin hafiza iizerine rolii ag¢iklandiktan sonra, sag
hipokampiisiin gorsel, sol hipokampiisiin ise sozel hafizanin olusumunda etkili oldugu
saptanmustir (Woollett ve Maguire, 2012). Ozellikle CA3 bolgesindeki baglantilar
epizodik hafiza olusumunda 6nemli rol oynar (Wixted ve ark., 2014).

Hipokampiisiin bir diger fonksiyonu uzaysal 6grenme ve navigasyondur. Yapilan
hayvan deneyleri, hipokampiiste ve dentat girusta bir¢ok sinir hiicresinin konum ve yer
bulma hafizasini tasidigini ve hayvanlarin bilindik yerlerden gecerken bu noronlarda
aksiyon potansiyeli meydana geldigini gostermistir. Ayrica beyin goriintiileme
teknikleriyle yapilan ¢alismalarda yon bulmaya calisan kisilerin hipokampiislerinin aktif
olarak calistig1 goriilmiistiir (Moser, 2014). 1971 yilinda John O’Keefe ve John
Dostrovsky hipokampiiste yer hiicrelerini (place cell) kesfetmislerdir. Uzaysal konum
hakkindaki bilgi, hipokampiisiin genellikle CA1 ve CA3 bolgesinde yer alan, piramidal
tipteki bu hiicrelere ulastirilir (O’Keefe ve Dostrovsky, 1971). Canli herhangi bir
konuma geldiginde bu hiicreler ateslenir ve canli daha sonra tekrar ayn1 konuma gelirse

ayni hiicrelerin aktiviteleri artar. Baska bir konuma gelince hipokampiisiin bagka bir
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yerinde bulunan yer hiicreleri ateslenir. Boylelikle iki konum arasindaki fark yer
hiicrelerinin aktivasyon farkiyla anlasilir (Moser, 2014). 1978 yilinda O’Kneefe ve
Convay bir adim ileri giderek yer hiicrelerinin dinamik ve devamli olarak kendilerini
giincellestirdiklerini saptamislardir (O’Keefe ve Convay, 1978). 2005 yilinda Edvard
Moser ve May-Britt Moser grid hiicrelerinin kesfederek beyinde bir koordinat
sisteminin varligindan s6z etmislerdir. Yine aym arastirmacilar sinir hiicrelerini (border
cell) bulmuslar ve hayvanlarin bir sinir ya da duvarla karsilastiginda bu hiicrelerin
aktive oldugunu bildirmislerdir (Moser ve ark., 2008). 2008 yilinda zaman hiicreleri
(time cell) bulunmus ve hipokampiise gelen duysal girdilerin depolanmasinda yer ve
zaman hiicrelerinin beraber caligmasi gerektigi saptanmustir. Yapilan c¢aligmalarda
zaman hiicrelerinin yeri geldiginde yer hiicrelerinin gorevlerini iistlendigi ve zamanla
yer hiicrelerine doniisebildigi goriisii ileri atilmis ancak netlik kazanmamistir (Moser ve

ark., 2014).

Hipokampiisiin endokrin fonksiyonu iizerinde de durulmaktadir. Adrenal korteksten
tretilen ve kan yoluyla tiim viicuda yayilan kortizol beyinde hipokampiisteki
reseptorlere baglanir. Belirli bir seviyede kortizol baglanmasiyla hipokampiis negatif
feedback etkisiyle kortikotropin salgilatici hormon (CRF) salinimimi inhibe eder.
Boylelikle stres cevabi regiile edilir. Hipokampiis yeterli miktarda islev goriirse stres
durdurulabilir ancak uzamig stres ozellikle CA3 bolgesindeki dendritlerin biiziigmesine
ve dentat girusta norogenezin durmasina neden olur (Saransaari ve Oja, 1997). Bunun
disinda hipokampiisiin on bolgesinde Ostradiol konsantre eden noronlarin varligindan
s0z edilmistir. Forniksin kesilmesinin ise Adrenokortikotropik hormon (ACTH)

salmimini bozdugu saptanmistir (Songur ve ark., 2001).

Hipokampiisiin emosyonel islevindeki 6nemli bir mekanizma Papez devresidir. James
Papez 1937 yilinda duyularin noral temeli konusunda giiniimiizde bile 6nemi gittikce
artan kuramini1 ortaya atmustir. Papez singulat girusdan c¢ikan duyusal impulslarin,
hipokampiis iizerinden hipotalamusa geri donmesiyle serebral korteksin emosyonlar:
kontrol edebildigini ileri siirmiistiir. Korteks ile subkortikal yapilar1 baglayan bu hayali
devreye ‘“Papez devresi” adi verilir. Klasik Papez Devresi sirasiyla; hipokampiis,
forniks, corpus mamillare, tractus mamillothalamicus, nuclei thalamicus anterior, gyrus

cinguli, gyrus parahippocampalis ve hipokampiise geri baglantilar yapan noronlari



14

kapsar. Emosyonel tepkilerin olabilmesi i¢in bu devrenin saglam olmasi gerekir (Papez,
1937).

2.3.5 Hipokampal Lezyonlar

Hipokampiisiin bilateral veya tek tarafli hasarlanmasi sonucu ag¢iga ¢ikabilecek sonuclar
yillarca arastirilmistir. 1939 yilinda Heinrich Kliiver ve Paul Bucy, rhesus maymununun
temporal lobunun biiyiik bir kismin1 bilateral olarak ¢ikararak davranis degisikliklerini
incelemislerdir (Kliiver ve Bucy, 1939). Kliiver-Bucy Sendromu adi1 verilen bu tabloya
iligkin belirtiler genel olarak uysallik, beslenme aligkanliklarinda bozukluk, psisik
korliik, hipersekstialite ve amnezidir. Hipokampal lezyonlarda meydana gelen amnezi
yakin zamanda meydana gelen olaylarin hatirlanamamasi seklindedir. Kisilerin sozciik

bilgisi, genel bilgi birikimi ve uzak hafiza ise hipokampal hasarda etkilenmez (Isaacson,
2002).

Hipokampiis epileptik nobetlerin kaynagidir. Temporal lob epilepsisinde hipokampal
skleroza eslik eden CAIl piramidal hiicre kaybi, dentat girusta graniiler hiicre
inflamasyonu ve mossy liflerinde reorganizasyon goriiliir. Ancak hipokampal hasarin
nobetler sonucu mu olustugu yoksa nobetlerin hasar sonucu mu olustugu tam olarak

bilinmemektedir (Seress ve ark., 2009; Sendrowski ve Sobaniec, 2013).

Bazi arastirmalar B vitamini eksikligi ve kronik alkol kullaniminm hipokampiis matiir
dendrit yogunlugunu azalttigin1 ve hafiza problemlerine neden oldugunu gostermistir
(Korkotian ve ark., 2015). Bunlara ilave olarak hipokampiis {izerine yapilan son
goriintiileme c¢alismalarinda hipokampiisiin sadece gecmisin hatirlanmasinda degil,

gelecegin hayal edilmesinde de rol oynadigi gosterilmistir (Addis ve Schacter, 2012).

2.4 SINAPTIK PLASTISITE

Noronlar arasindaki ara baglanti sinaps olarak adlandirilir. Sinaps, sinir sistemindeki en
temel bilgi iletimi birimidir. Her tiirlii bellek ve davramigsal adaptasyon da dahil olmak
tizere bilgi depolamani, hem kisa vadede hem de uzun vadede sinaptik plastisite olarak
bilinen bir Ozellik olan noronal iletimdeki degisikliklerden ortaya ciktigina
inanilmaktadir (Nijholt, 2002). Memeli beyninin en énemli ve biiyiileci 6zelliklerinden
biri olan sinaptik plastisite, Ozellikle onceden var olan sinapslarda sinaptik iletimin

giicliniin veya etkinliginin aktiviteye bagli modifikasyonunu ifade eder ve bir ylizyili
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askin bir siiredir, gecici deneyimleri kalici bellek izlerine doniistiirmek i¢in beynin
kapasitesinde merkezi bir rol oynadigi gosterilmistir. Sinaptik plastisitenin noral
devrelerin erken gelisiminde ©nemli rol oynadig1 disiiniilmektedir ve bu
mekanizmadaki bozukluklarin birka¢ belirgin noropsikiyatrik rahatsizliga katkida
bulunduguna dair kanitlar birtkkmektedir. Bu nedenle, sinaptik plastisitenin altinda yatan
ayrmtili  molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak, normal ve patolojik beyin
fonksiyonunun bir¢ok yOniiniin noral temelini anlamak i¢in kritik 6neme sahiptir (Citri

ve Malenka, 2008).

Sinaptik plastisite; sinapslarin giiclenmesi veya zayiflamasimi, reseptdr yapisi ve
sayisindaki  degisiklikleri, sinaps sayisindaki ve postsinaptik sinyal ileti
mekanizmalarindaki degisiklikleri ifade eder. Bilissel islevlerin ve bellek siirecinin
genel olarak ilgili noronlar arasindaki sinaptik ileti giicliniiniin degisimine bagli oldugu

diistiniilmektedir (Benington ve Frank, 2003; Lynch, 2004).

1949'da Kanadali noérobilimci Donald O. Hebb sinaptik plastisite icin aktivite-bagimli
bir mekanizma ileri siirmiistiir ve Hebb kuramu olarak kabul edilmistir. Bu kavrama
gore eger presinaptik néron postsinaptik néronun aktivasyonuna katkida bulunuyorsa
giiclenir, katkida bulunmuyorsa zayiflar. Yani eger presinaptik ve postsinaptik noron
eszamanli olarak aktive oluyorlarsa aralarindaki bag giiclenir, olmuyorsa zayiflar.
Postsinaptik yanit ise noronal aktivite veya uygulanan kimyasal maddeye gore
zayiflayabilir veya giiclenebilir. Potansiyelizasyon veya depresyon, presinaptik bir

uyariya postsinaptik yanitin dl¢iimiidiir (Hebb, 1949).

Sinaptik plastisitenin olusumunda kisa ve uzun donem olmak iizere 2 farkli mekanizma
yer almaktadir. Milisaniye ile dakika arasinda siiren kisa donemli sinaptik plastisite;
kisa siireli bellekte, adaptasyonda, emosyonel durumlarda ve duyusal girdilerde
islevseldir (Zucker ve Regehr, 2002). Kisa siireli sinaptik plastisite formu, presinaptik
sinir terminallerinde gegici bir kalsiyum birikimine neden olan kisa aktivite patlamalar1
ile tetiklenir. Presinaptik kalsiyumdaki bu artig, sinaptik vezikiillerin ekzositozunun
altinda yatan biyokimyasal siirecleri dogrudan etkileyerek, norotransmitter saliniminda
degisikliklere neden olur (Citri ve Malenka, 2008). Uzun donemli sinaptik plastisite ise,

dakika ile giinlere hatta aylara ve yillara dek uzanan hatiralarin olugsmasinda iglevseldir.
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UDG ve UDB gibi sinaptik plastisite mekanizmalari, beynin cevresel girdilere yanit
olarak degisebilme yetenegini ve dolayisiyla norolojik isleyisi ve davranigsal
adaptasyonu destekleyen Onemli mekanizmalardir. Bu mekanizmalar aracilifiyla,

sinapslarin giicii ve noronlar arasinda bilgi gecisi regiile edilecektir (Hebb, 1949).

2.4.1 Uzun Donemli Giiclenme

Hipokampiisteki sinaptik giiciin UDG’si ilk olarak 1966'da kesfedilmis ve daha sonra
1973'te Bliss ve Lgmo tarafindan ayrintili olarak tanimlanmustir. Sinaptik giicteki bu
uzun siireli artig, duyusal bilginin hiicresel bir sekilde depolanmasini temsil eder (Bliss
ve lpmo 1973). Tavsan hipokampiislerinde yapilan in vitro ve in vivo caligmalar
sonucu perforant yola yiiksek frekansh tetanik elektriksel uyarilarin verilmesi sonucu
dentat girusta UDG meydana gelmistir (Byrne; 1987; Malenka ve Bear, 2004).
UDG’nin kesfinden sonra hiicresel mekanizmalar: arastirilmis; molekiiler biyologlar ve
biyokimyacilar tarafindan UDG; erken ve ge¢ faz olmak tiizere ikiye ayrilmistir
(Raymond, 2007). Erken UDG (1-3 saat) NMDA reseptor aktivasyonuyla protein
kinazlarin fosforilasyonunu gerektirirken; ge¢c UDG (saatler, haftalar veya aylar) protein

sentezi ve gen ekspresyonuna baglidir (Kelleher, 2004; Reynmann ve Frey, 2007).

UDG indiiksiyonu ile ilgili genel kabul pre ve post sinaptik nérondaki intraselliiler Ca**

artisidir. Burada 2 major yolak mevcuttur;

e Iyonotropik glutamat reseptorleri (6zellikle NMDA reseptorleri) ile Ca** girisi

e Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 ile Ca** girisi

NMDA Bagimh UDG

UDG siireci postsinaptik NMDA reseptoriiniin aktivasyonuyla baslar. Glutamat reseptor
ailesinin alt ailesi olan NMDA Reseptorii (NMDAR) ligand kapili bir iyon kanali
proteinidir (Moriyoshi ve ark., 1991). Iyon kanahnmn acilmasi ve kapanmasi temel
olarak ligand (glutamat) baglanmasiyla saglanirken, reseptoriin belirli bdlgelerine
baglanan magnezyum (Mg*") ve ¢inko (Zn*") iyonlar1 diger katyonlarin acik iyon
kanali i¢cinden gecisini engeller. Bu nedenle sadece glutamat baglanmasi reseptorii
aktive etmek icin yeterli degildir. Hiicrenin depolarizasyonu ile Mg** ve Zn™" iyonlar1
porlardan uzaklasir boylece kanal agilarak sodyum (Na**) ve Ca*™* hiicre i¢ine girer (Liu

ve Zhang, 2000; Cull-Candy ve ark., 2001; Paoletti ve Neyton, 2007). Hiicrenin
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depolarizasyonunu saglayan glutamat reseptorlerinin bir diger tipi olan AMPA
reseptorleridir. Presinaptik norondan sinaptik bosluga salinan glutamat AMPA
reseptorlerini (AMPAR) aktive ederek Na**’un hizla hiicre igine girmesine izin verir, bu
postsinaptik membran1 depolarize eder. AMPAR aktivasyon sonucunda olusan

++1

depolarizasyon NMDA reseptor kanallarinda Mg 'un hiicre dis1 bosluga itilerek

baskilayici etkisinin kalkmasina neden olarak hiicre i¢ine Ca™ ve Na*™ akisma izin

verir (Lynch ve ark., 1983) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. ANMDA ve AMPA reseptorleri B.Glutamatin AMPA reseptorlerine baglanmasi ile
Na**’nin hiicre igine akisi ve hiicre depolarizasyonu C.hiicre depolarizasyonu ile NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu ve hiicre icine Ca*™* akist

Ca*"'un hiicre igine akisi; Ca™*/ CaM-bagiml protein kinaz IT (CaMKII), protein kinaz
C (PKC) ve adenilat siklaz enzimi araciligiyla, cAMP gibi protein kinazlarin
fosforilasyonuna neden olur (Malenka ve ark., 1988). PKC ve CaMKII'nin UDG'nin
erken fazi ile iligkili olup, PKC NMDA reseptorlerini fosforillerken, CaMKII AMPA
reseptorlerini fosforiller ve sinapsa yeni AMPA reseptoriiniin taginmasina neden olur
(Hayashi ve ark., 2000; Lisman ve ark., 2012). Diger taraftan, cAMP aktivasyonu,

mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolu ve CREB proteininin fosforilasyonu
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yoluyla sinyal kaskadlarina yol acar. Bunlarin UDG'nin ge¢ fazinin altinda yatan yeni
proteinlerin sentezi ve gen ekspresyonu ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Frey ve
ark., 1993; Huang ve ark., 1994; Nguyen ve Kandel, 1996; Rosenblum ve ark., 2000;
Waltereit ve Weller, 2003).

UDG ile iliskili olan bir diger molekiil beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
proteinidir. BDNF hem presinaptik hem postsinaptik glutamaterjik noronlarda
depolanir, noronal sagkalim ve farklilasmadan sorumludur. BDNF sinyal
inhibisyonunun ge¢ faz UDG olusumunu engelledigi icin yetiskin donem sinaptik
plastisitede rol oynadigi diisiiniilmektedir (Korte ve ark., 1998; Messaoudi ve ark.,

1998).

BDNF yiiksek frekans ile indiiksiyon sonucu sinaps icine salgilanir ve tirozin iligkili
kinaz B (TrkB) reseptorlerine baglanir (Drake ve ark., 1999). TrkB, Ras-Raf-ERK ve
PI3K-Akt-mTor kaskadlarini aktive eder (Messaoudi ve ark., 1998; Lu ve ark., 2011).
Presinaptik bolgede ndrotransmitter saliniminda artiga, postsinaptik bolgede NMDAR
aktivasyon artisiyla sonuclanir (Panja ve Bramham, 2014). Ayn1 zamanda PKC, MAPK
ve CREB gibi sinyal yolaklarmin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu saglar (Finkbeiner
ve ark., 1997). Pang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada anizomisin (protein
sentez inhibitorii) ile baskilanan UDG’nin BDNF ile tekrar geriye donebildigini
gostermis ve buna dayanarak BDNF’nin protein sentezinde anahtar rolii oldugunu
saptamiglardir (Pang ve ark., 2004). Tiim bunlar BDNF nin hem erken hem de geg
UDG’de sorumlu oldugunu gostermektedir (Panja ve Bramham, 2014).

NMDA Bagimsiz UDG

UDG indiiksiyonu sadece NMDAR ve AMPAR ile gerceklesmez (Teyler ve DiScenna,
1987). UDG, postsinaptik voltaj bagh kalsiyum kanallarmin aktive olmasi ile de
indiiklenebilir. Bu ¢esit UDG, NMDA bagimsiz UDG olarak isimlendirilir (Harris ve
Cotman, 1986). Ayrica, norotransmitter salinmasina etkiyecek presinaptik Ca+akis1 da
indiiksiyon mekanizmasinda etkili olabilir (Katsuki ve ark., 1991). NMDA bagimsiz
UDG olusumu kismen daha yavastir ve voltaj kapili Ca*™ kanal blokorii ile inhibe
edilebilir (Johnston ve ark., 1992).

NMDAR aracili UDG ve UDB uzun vadeli sinaptik plastisitenin en ¢ok calisilan
formlar1 olsa da, sinaptik giicii siirekli olarak degistiren tek biyokimyasal yollar degildir.
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Metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR), adenilat siklazi aktive ederek veya hiicre
ici depolardan inositol trifosfat (IP3) aracili kalsiyum akis1 olusturarak ikinci haberci
seviyelerini modiile eden biiylikk bir glutamat reseptorii sinifidir. mGluR'lerin
aktivasyonu, NMDAR'ler bloke edildiginde bile UDG ve UDB'yi ortaya ¢ikarabilir.
mGluR’lerin hem sinaptik plastisite hem de dendritik omurga morfolojisinin ve
yogunlugunun diizenlenmesindeki rolii, Fragile-X sendromu (FXS) ile en gii¢lii sekilde
iliskilendirilmistir. FXS, zihinsel engellilik ve otistik 6zellikler ile karakterize bir
hastaliktir. FXS’de mGluR’lerin asir1 sinyalizasyonu ve glutamaterjik noronlarda
bozulmus dendritik omurga olgunlagmasi goriilmektedir (R Vose ve K Stanton, 2017).
Postsinaptik olarak indiiklenen ve ifade edilen NMDAR olmayan mGluR bagimli UDG
ve UDB’ye ek olarak, glutamaterjik sinapslarin presinaptik terminallerinde ifade edilen
NMDAR olmayan uzun vadeli plastisite formlar1 da vardir. Hipokampiisteki mossy
lifleri ve CA3 bolgesi arasindaki sinapslar, ikinci haberci olan cAMP iiretimini
tetikleyen, voltaja bagh kalsiyum kanallar1 araciligiyla kalsiyum akiginin aracilik ettigi
presinaptik bir UDG’yi ifade eder. NMDAR bagimli UDG ve UDB’yi ifade eden
Schaffer kollateral ve CAl piramidal hiicre sinapslarinda, UDB’nin Grup II mGIuR ve
Al adenozin reseptoriine bagimli formu da glutamatin presinaptik vezikiiler saliniminda
kalic1 bir azalma olarak ifade edilir (Santschii ve ark., 2006; Bailey ve ark., 2008).
Ogrenme ve hafiza islevine biiyiik ilgi nedeniyle UDG hipokampiiste yogun olarak
calisilmistir. Ancak korteksin diger bolgelerinde de UDG olusabildigini kanitlayan pek
cok calisma vardir. Her ne kadar hipokampiisteki mekanizmadan farkli olsa da visual,
isitsel, somatosensorial kortekslerde, amigdalada ve hatta omirilikte UDG meydana
gelebildigi yapilan calismalar sonucu kanitlanmistir (Artola ve Singer, 1987; Kudoh ve
Shibuki, 1994; Crair ve Malenka, 1995). Ayrica UDG’nin insan ve hayvanlar agr1 ve
sensisitizasyonun modiilasyonu altinda yatan bir mekanizma oldugu saptanmistir (Lien,

2005).

2.4.2 Uzun Donemli Baskilanma

Santral sinir sitemindeki UDB 0grenme, hafiza ve cesitli patolojik kosullara dahil
olabilecek bir siire¢ olarak yogun bir arastirma konusu olmustur. Bu tip sinaptik
plastisitenin ¢esitli mekanik olarak farkli formlar1 tamimlanmistir ve molekiiler
mekanizmalar1 ¢oziilmeye calisilmistir. Cogu calisma, NMDAR veya mGluR’lerinin

sinaptik aktivasyonu ile tetiklenen UDB formlarina odaklanmistir. Hipokampiiste UDB
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homosinaptik, heterosinaptik ya da o©nceden giiclendirilmis sinapsin depresyonu
(depotensiyasyon) olarak farkli sekilde ifade edilebilir. UDB’nin bu farkli formlar:
benzer goriinse de, farkli molekiiler mekanizmalar kullanirlar ve muhtemelen farkli

islevlere sahiptirler (Collingridge ve ark., 2010).

Presinaptik aksonlarmn diisiik frekansli uyarim: (DFU), UDB’yi indiiklemek icin
kullanilir. Tipik olarak bu tiir protokoller 5-15 dakika boyunca 1-5 Hz'de uyarimu igerir.
Sasirtict bir sekilde, UDB’nin tetiklenmesi NMDA reseptor aktivasyonu ve postsinaptik
kalsiyum konsantrasyonunda bir artig gerektirir. Bu diisiik frekanslarda meydana
gelebilir ciinkii dinlenme zar potansiyellerinde, NMDA reseptor kanalinin Mg**
tarafindan voltaja bagl blogu %100 etkili degildir ve bu nedenle her uyaran cok az
miktarda Ca*™" girisine neden olacaktir (Dudek ve Bear, 1992; Mulkey ve Malenka,
1992). UDG’de hiicre i¢i Ca** artist CaMKII ve diger kinazlarin aktivasyonuna neden
olurken; UDB’de fosfatazlar aktive olur. Ozellikle kalsineurin (PP2B) ve protein
fosfataz 1 (PP1), NMDA bagimli UDB’de aktif olan fosfatazlardir. PP2B kalsiyuma
kars1 CaMKII’den daha yiiksek baglanma afinitesine sahiptir bu nedenle hiicre igine
giren daha diisiik miktardaki kalsiyuma kars1 duyarlilig1 daha fazladir (Mulkey ve ark.,
1993, 1994; Carroll ve ark., 2001). UDG i¢in oldugu gibi, UDB’nin altinda yatan hiicre
ici sinyal kaskadlar1 kesinlikle iki fosfatazin aktivasyonundan daha karmagiktir.
Ornegin, mitokondri yoluyla kaspaz 3'iin aktivasyonunu igeren apoptotik
mekanizmalarin UDB i¢in kritik oldugu ileri siirtilmiistiir (L1 ve ark., 2010). Ayrica
UDG’de AMPA reseptorlerinin  glutamat reseptor 1 (GIuR1) alt tabakasinin
fosforilasyonu ile reseptor artis1 meydana gelirken; UDB’de tam tersi olarak reseptorler
defosforile edilir ve endositoz yoluyla AMPA reseptor aracili iletim azalarak kismen

UDB’nin ifadesine katkida bulunulur (Lee et al., 2003).

2.5 TAU PROTEINI
2.5.1 Tau’nun Yapisi ve Fonksiyonu

Tau ilk olarak 1975 yilinda Weingarten ve arkadaslar1 tarafindan mikrotiibiil montaj1 ve
stabilitesinin diizenlenmesindeki fizyolojik roliiyle kesfedildi (Weingarten ve ark.,
1975). insan Tau geni 17. kromozomun uzun kolunda 17q21 pozisyonundadir. Protein
yapisal olarak Sekil 2.6’da gosterildigi gibi 4 bolgeye ayrilir; asidik bolge, prolin
bakimimdan zengin bolge, mikrotiibiil baglayici tekrar bolgesi ve C-terminal bolgesidir.
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Dort bolge iki islevsel etki alani olusturur: N-terminal projeksiyon etki alani (N-

domain) ve mikrotiibiil baglama etki alan1 (R-domain) (Mandelkow ve ark., 1996).

| N - Terminal bdiges! Mikrotdndl bagdiayic! bdige
| |
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3 a5 103 244 368 441
N C

Sekil 2.6. Tau proteini geninin yapisi

16 ekzona sahip olan Tau’nun insan beyninde primer transkripti; iic ekzonun (2, 3, 10)
alt1 degisik kombinasyonuyla (2-3-10-; 2+3-10-; 2+3+10-; 2-3-10+; 2+3-10+; 2+3+10+)
352 ile 441 aminoasit uzunlugu arasinda alt1 farkli mesajci riboniikleik asit (mRNA)
tretilmesine yol agar. Bu izoformlar hem proteinin karboksi-terminal bdlgesinde
bulunan ii¢ (3R) ya da dort (4R) tekrar bolgesinin varligi ile hem de amino-terminal
bolgede bulunan bir ya da iki insersiyon bdlgesinin (29 veya 58 amino asit uzunlukta)
varlig1 ile birbirlerinden ayrilir (Andreadis ve ark.1992,Rademakers ve ark.2004,
Sergeant ve ark.2005) (Sekil 2.7).

insan MAPT geni
kromozom 17g21

Tau izoformlarn
2N4R

IN4R

ON4R

2N3R

IN3R
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Sekil 2.7. Farkli Tau proteini izoformlar1
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‘Kaset’ ekzonlarin (ekzon 2, 3 ve 10) kodladiklar1 bolgelerin varligina bagh olarak Tau
izoformlarmin spesifik islevleri vardir ve her bir Tau izoformu farkli fizyolojik
gorevleri yerine getirir. Ornegin fetiiste yalnizca ON3R izoformu mevcut iken; yetiskin
beyninde tiim izoformlar ifade edilir. Ayrica biitiin Tau izoformlar1 noronlarda esit
derecede ifade edilmezler, 6rnegin dentat girusun graniiler hiicrelerinde ekzon 10 iceren
Tau mRNA’s1 bulunmaz, bu Tau izoformlarinin ndron alt-popiilasyonlarinda farkli

derecelerde ifade edildiklerini gosterir (Goedert ve ark., 1989, Spillantini ve ark.,1998).

N-terminal projeksiyon alam1  cogunlukla asidiktir ve bilinen bir¢ok protein ile
etkilesime girer (Hirokowa ve ark., 1988). Proteinin bu boliimii mikrotiibiil yiizeyinden
disa dogru uzanir ve hiicre zar1 ve diger sitoskeletal elementler ile etkilesir (Brandt ve
ark., 1995). Baz1 Src-ailesi kinazlar, fosfolipaz C-y, biiyiime faktorii reseptoriine baglh
protein 2, fosfatidilinositol bifosfat ile etkileserek hiicresel sinyallemeyi modiile ettigi
ileri siirlilmiistiir (Surridge ve Burns, 1994; Flanagan ve ark., 1997; Lu ve Kosik, 2001;
Reynolds ve ark., 2008; Morris ve ark., 2011).

Mikrotiibiil baglayict etki alani, 6ncelikle mikrotiibiil polimerizasyonunu diizenleyen
dort yiiksek korunmus tekrarlayan motif (R1 - R4) ile ¢alisir (Simic ve ark., 2016). R1-
R4 tekrarli yetiskin Tau izoformlari, mikrotiibiill montajinin tesvik edilmesinde (R2
bolgesinden yoksun fetal Tau izoform) ON3R'den 6nemli dl¢iide daha yiiksek etkinlik
gosterir ve bu da R2 bolgesinin mikrotiibiil polimerizasyonunu diizenlemedeki dnemini
vurgular (Simic ve ark., 2003). In vitro cahgmalar ayrica 4R ve 3R Tau’'nun
mikrotiibiillere daha yiiksek bir baglanma afinitesine sahip oldugunu gostermistir (Lu ve

Kosik, 2001).

2.5.2 Tau Mikrotiibiil iliskisi

Tau’nun ana islevi, tubulin polimerizasyonunu tesvik etmek, mikrotiibiilleri stabilize
etmek ve esnekliklerini saglamaktir (Weingarten ve ark., 1975; Bohm ve ark., 1990;
Nixon ve Sihag, 1991). Mikrotiibiiller, morfogenez, hiicre boliinmesi ve hiicre i¢ci madde
taginmas1 gibi cesitli hiicresel siireclere katkida bulunur (Drubin ve Nelson, 1996;
Goodson ve ark., 1997). Hiicrelerde, mikrotiibiiller dinamik instabilite ile uzunluklarini
degistirme yetenegine sahiptir (Waterman ve Salmon, 1997). Tau proteininin
mikrotiibiillere baglanmasi, kinazlarin ve fosfatazlarin koordineli eylemleri ile
dengelenir ve bu baglanma mikrotiibiillerin biitiinliiklerini korumak i¢in gereklidir

(Brady ve Sperry, 1995; Lippincott-Schwartz ve ark., 1995).
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Tau’nun tubuline baglanmasi iyonik bir etkilesimle gerceklesir (Tau’nun C terminal

bolgesi katyon, tubulinin C terminal bolgesi ise anyondur).

Tubulin (a,B) Subtilisin

N & | 2c

T

-

Tau

o/

Sekil 2.8. Tau protein-tubulin arasindaki iyonik iligki

Mikrotiibiiller iizerinde Tau’nun varlii, akson boyunca yiiklerin retrograd veya
anterograd tasinmasinda aktif olan dynein ve kinesin gibi motor proteinlerin dinamigini
degistirir. Tau, mikrotiibiillere sik1 baglanmasi nedeniyle hiicre ici trafigi degistirir ve
kinesinin hizi Tau proteini tarafindan etkilenmemis gibi goriinse de, muhtemelen

kinesin iizerinden tasman maddeleri ayirir (Trinczek ve ark., 1999).
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Sekil 2.9. Tau proteininin anterograd ve retrograd iletim tizerindeki rolii

Tau'nun mikrotiibiil stabilitesini diizenleme islevi, diger mikrotiibiile bagli protein
(MAP) ailesi liyeleri tarafindan kompanse edilir. Noronal kiiltiirde Tau’nun
susturulmas1 ndrodejenerasyonu tetiklemez veya akson biiylimesini engellemez (Qiang

ve ark., 2006). Tau yerine mikrotiibiile bagh protein 1B (MAP1B)'nin mikrotiibiil
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stabilitesinin diizenlenmesindeki roliiniin daha 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir (Takei

ve ark., 2000).
2.5.3 Tau’nun noronlarda lokalizasyonu

Tau, Ozellikle beyin olmak iizere; submandibular bez, sigmoid kolon, karaciger, kafa
derisi ve karin derisi gibi alanlarda yaygin olarak bulunur (Gu ve ark., 1996; Dugger ve
ark., 2016). Fizyolojik kosullar altinda Tau, insan beynindeki noronlarda, astrositlere ve
oligodendrositlere oranla daha fazla eksprese edilir. Intrandronal Tau ise esas olarak
akson olmak iizere, plazma membrani, mitokondri ve ¢ekirdegi iceren somatodentritik
bolgelerde de bulunur (Guo ve ark., 2017). Dendritlerde Tau’nun fizyolojik rolii heniiz
net olarak anlasilamamuistir, ancak bir caligma, Tau’nun hipokampal néronlarda sinaptik
plastisitenin diizenlenmesinde etkili oldugunu ileri siirmiistiir (Chen ve ark., 2012). Yine
yapilan caligmalarda yeni dogan hipokampal graniil noronlarinin morfolojik ve sinaptik
olgunlagmasinda Tau’nun rolii oldugu bildirilmistir (Pallas Bazarra ve ark., 2016).
Noronlarda, Tau'nun Fyn kinaz ve NMDA reseptorii de dahil olmak iizere bir¢cok
protein ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Lee ve ark., 1998; Klein ve ark., 2002;
Mondragon ve ark., 2012). Farelerde Tau proteininin iiretiminin engellenmesinden
sonra gozlemlenen patolojik degisiklikler, Tau’nun néronal aktivite, ndrojenez ve
UDB’nin diizenlenmesinde yer aldigini1 gostermistir. Tau iiretmeyen fareler hipokampiis
CAl bolgesinde, UDB’de defisit sergilemislerdir. Bu da Tau’nun sinaptik plastisitedeki
roliinii gostermistir (Kimura ve ark., 2014).

Cekirdekte Tau’nun lokalizasyonu, deoksiribo niikleik asit (DNA) modifikasyonuna
veya translasyonel modifikasyona dahil olabilecegini gostermektedir (Rady ve ark.,
1995). Akut oksidatif stres ve 1s1 stresine yanit olarak, defosforile Tau’nun
cekirdeklerde biriktigi ve DNA’y1 oksidatif hasardan korudugu ve DNA onarimini
arttirdig1 gosterilmistir (Sultan ve ark., 2011).

2.5.4 Tau’nun Translasyon Sonras1 Modifikasyonlari

Tau proteini i¢in fosforilasyon, trunkasyon, glikozilasyon, deamidasyon, oksidasyon,
glikasyon veya ubikitinasyon gibi cesitli modifikasyonlar tanimlanmistir. Bunlardan en

cok fosforilasyon lizerine ¢aligmalar yapilmistir ( Avila ve ark., 2004).
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Tau Fosforilasyonu

1980'lerde yapilan bir¢cok ¢caligma sonucunda, Tau bir fosfoprotein olarak tanimlanmistir
(Ihara ve ark., 1986; Grundke-Igbal ve ark., 1986; Baudier ve ark., 1987). Bu ¢alismalar
Tau proteininin serin/treonin fosforilasyonu iizerine yogunlasirken, daha sonra yapilan
caligmalar tirozin lizerindeki fosforilasyonuna dikkat cekmistir (Williamson ve ark.,
2002). 441 aminoasitlik en uzun Tau izoformunda 85 potansiyel fosforilasyon alani
tespit edilmistir ve bunlarm 80’1 Serin (Ser) veya Treonin (Thr) iken sadece birkaci
tirozin (Tyr)’dir (Hanger ve ark., 2009). Birkag¢ istisna diginda bu noktalarm tamami

mikrotiibiil baglanma alaninin disindadir (Lovestone ve Reynolds, 1997).

Tau fosforilasyon homeostazi, protein kinazlarin ve fosfatazlarin faaliyetleri ile
diizenlenir. Her iki enzim de insan beyninde mikrotiibiil montajin1 ve normal ndron
fonksiyonunu korumada c¢ok onemlidir. Ge¢mis calismalar kinazlar ve fosfatazlar
arasindaki dengesizligin beyinde hiperfosforile Tau olusumunun potansiyel nedeni

oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2007).
Tau Kinazlar

Motif ozgiilliigiine bagl olarak, kinazlar prolin bagimli ve prolin bagimli olmayan
kinazlar olmak iizere ikiye ayrilir (Meraz-Rios ve ark., 2010). Tau ile ilgili bashca
prolin-bagimli protein kinazlar arasinda glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), siklin bagimli
kinaz 5 (CDKY), iki dzgiilliiklii tirozin-fosforilasyon ile iligkili kinaz 1A (DYRK1A) ve
MAPK bulunur. Hepsi, ozellikle GSK-3p (iki GSK-3 proteininden biri), hem fizyolojik
hem de patolojik kosullarda Tau fosforilasyonu ile giiclii bir sekilde iligkilidir (Wang ve
Liu, 2008).

e (GSK-3, genel olarak, metabolik ve yapisal protein fonksiyonlarmi ve hiicresel
sinyalizasyonu diizenler. GSK-3’iin 6zellikle B formu, Tau proteinindeki 30 dan
fazla alan tlizerinde fosforilasyon yetenegine sahip en onemli Tau kinazlardan
biridir. Ayrica GSK-3p, patolojik kosullarda Tau’nun hiperfosforilasyonu ile
Tau-mikrotiibiil baglanma afinitesini de bozar (Grimes ve Jope, 2001). GSK-
3'tin 1yi bilinen bir inhibitorii olan lityum ile tedavi edilen hiicrelerde Tau
fosforilasyonunun azaltildig: tespit edilmistir (Stambolic ve ark., 1996, Hong ve

ark., 1997).
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e (CDKS, hiicresel fonksiyonun ve santral sinir sisteminin gelisiminin
stirdiiriilmesinde rol oynar (Lew ve ark., 1994). CDKS'in stres kosullar1 altinda
uzun siireli aktivitesi Tau hiperfosforilasyonuna, sitoskeletal anormallige ve
noron dejenerasyonuna yol agar (Patrick ve ark., 1999).

e DYRKIA noronal biiylime ve gelismede 6nemli bir rol oynar (Duchon ve
Herault, 2016). Buna ek olarak, DYRKIA enzimini kodlayan genin, Down
sendromuna neden olan kromozom 21'de lokalize oldugu bilinmektedir
(Wiseman ve ark., 2009). Down sendromlu cogu hastada 40 yasina kadar
Alzheimer benzeri demans meydana gelmesi; DYRKIAmin Tau
fosforilasyonunu diizenledigini kanitlar niteliktedir (Park ve ark., 2009).

e MAPK ailesi Oncelikle sinyal iletimi ve hiicre biiylimesi, apoptoz ve
proliferasyon gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlara katilirlar (Schaeffer and Weber,
1999; Munoz ve Ammit, 2010). Patolojik kosullarda jnk, ERK1/2 ve p38 gibi
bircok MAPK iyesinin anormal Tau fosforilasyonu ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Churcher, 2006).

Tau’nun fosforilasyonunda rol alan prolin bagimli olmayan protein kinazlar; kazein
kinaz 1 (CK1), PKC, CaMKIl, fyn ve PKA’dir (Wang ve Liu, 2008; Meroz-Rios ve
ark., 2010). Tiim bu kinazlarm patolojik kosullarda Tau’nun anormal fosforilasyonu ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Kuret ve ark., 1997; Yamamato ve ark., 2002; Liu ve ark.,
2003; Lee ve ark., 2004).

Tau Fosfatazlar

Tau defosforilasyonunda cesitli fosfotazlar (PP) etkin rol oynar (Avila ve ark., 2004;
Sergeant ve ark., 2005). In vitro cahsmalar agirlikli olarak sadece ii¢ fosfatazin (PP1,
PP2A ve PP2B), Tau’yu defosforile ettigini gostermistir (Yamamato ve ark., 1988;
Wang ve ark., 1995). Beyinde, Tau defosforilasyonu esas olarak fosfataz 2A (PP2A)
tarafindan diizenlenmis gibi goriinmektedir, ancak fosforilasyon alanlarmin hepsi
PP2A'ya bagl degildir (Gong ve ark., 2000; Liu ve ark., 2005). PP2A'ya ek olarak,
beyindeki Tau fosforilasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan baska bir
protein fosfataz 5 (PPS)'tir. PPS, memelilerde beyinde yiiksek olmak iizere her yerde
ifade edilir. In vitro ¢aligmalarda, PP5'in Tau’yu defosforile ettigi ve mikrotiibiiller ile

etkilesime girdigi gosterilmistir (Gong ve ark., 2004).
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2.5.5 Tau agregasyonu

Tau agregasyon olusumunda primer neden hiperfosforilasyon olarak diisiiniilmektedir.
Fizyolojik kosullarda Tau mikrotiibiilleri baglayarak stabilize eder. Tau fosforilasyonun
homeostazi kinazlar ve fosfotazlar araciligiyla korunur. Fosforilasyon/defosforilasyon
dongiisii bozuldugunda (artan kinaz aktivitesi veya azalan fosfataz aktivitesi) Tau nun
anormal fosforilasyonu ile hiicrelerde hiperfosforile Tau birikimi meydana gelir.
Tau’nun mikrotiibiillere baglanma afinitesi azalir, bu da mikrotiibiilleri destabilize eder.
Baglanmamus, serbest hiperfosforile Tau monomerleri kendi izerlerine hatal katlanirlar
ve toksik oligomerlere ve ardindan toksik Ozellikte coziilemeyen c¢ift sarmalli
filamanlara (PHF) doniisiirler. PHF’ler 1s1 soku proteinleri ve baslica ubikutin
proteozom sistemlerinin varliginda intranéronal norofibriler yumaklar (NFY) halinde
kondanse olurlar. NFY’lerin, PHF’lerin etkisini smirlamaya calisan bir savunma
mekanizmasi oldugu diistiniillmektedir. NFY'ler ise hiicre iskeleti biitiinliigii ve aksonal

iletimi bozarak hiicrenin oliimiine neden olurlar (Giirvit 2004).
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Sekil 2.10. Tau protein agregasyonunun sematik gosterimi

1990 yilinda M. Goedert ve meslektaslari, PHF’de Tau’nun tiim izoformlarinin
hiperfosforile edildigini bulmuslardir ve bundan sonra, PHF'lerin cogunlukla
hiperfosforile edilmis Tau tiirlerinden olustugu yaygin olarak kabul edilmistir.
Hiperfosforile Tau agregasyon ile iligkilidir ancak tek basina agregasyon olusturduguna

dair kanit bulunamamistir (Goedert ve Jakes, 1990).
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Agregasyon olusumunun bir diger nedeni de trunkasyondur. Trunkasyon Tau’nun
agregasyon Ozelligiyle yakindan baglantili olan posttranslasyonel modifikasyonlardan
biridir. Tau, proteaz sindirimine ¢ok duyarlidir ve tam uzunluktaki bir Tau proteinin
birden fazla potansiyel boliinme yeri vardir. Cok sayida in vitro ve in vivo ¢aligmalar,
Tau’nun kalpain, kaspaz, trombin, katepsin, puromisin spesifik aminopeptidaz ve
asparajin endopeptidaz icin bir substrat oldugunu gostermistir (Zhou ve ark., 2018).
Tau’nun trunkasyonlari, agregasyona oldukca yatkin olan mikrotiibiil baglayici olan
bolgesini iceren bir¢ok fragmana yol acar (Wang ve Mandelkow, 2016). Baz1 calismalar
PHF yapilarinda kesik Tau formlarmin varligmi bildirmistir, bu da Tau trunkasyonunun
Alzheimer beyinlerinde Tau agregasyonu ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(Mena ve ark., 1996; Gamblin ve ark., 2003). Ayrica in vitro deneyler, C-terminal
alanindan kesilmis Tau’ nun, biiyiik olasilikla daha hizli ve daha biiyiik toplanma egilimi
nedeniyle, tam uzunlukta formuna kiyasla daha toksik oldugunu ortaya koymustur

(Abraha ve ark., 2000).

2.5.6 Taupatiler

‘Tauopati’ terimi, hareket bozukluklar1 ve Tau’nun patolojik birikimi ile klinik olarak
karakterize edilen, heterojen hastaliklar grubunu ifade eder. Son on yilda arastirmacilar,
tauopatilerin belirli 6zelliklerini (davranmigsal, histolojik ve biyokimyasal) taklit etmek
icin hayvan modelleri gelistirdiler. Bu modeller, tauopatilerin patomekanizmalarinin
anlasilmasi ve potansiyel terapotik stratejilerin belirlenmesi acisindan kritiktir (Ozcelik,

2013). En iyi bilinen taupati Alzheimer hastaligidir.

Alzheimer Hastalhig

Alzheimer hastaligi hafiza, dikkat ve sosyal fonksiyonlarda bozulmaya ve demansa
neden olan norodejeneratif bir hastaliktir (Moodly ve Chan, 2014). [k olarak 1901°de
Alman psikiyatrist Alois Alzheimer (1864-1915) tarafindan tanmimlanmistir. Dr.
Alzheimer Frankfurt Asylum'da Bayan Auguste D. adli bir hastayla tanisti. Bu 51
yasindaki kadinin ¢esitli biligsel semptomlarinin arasinda kisa siireli hafiza kaybi
yasamas1i doktorun ilgisini ¢ekti. Bes yil sonra hastanin Oliimiiniin ardindan Dr.
Alzheimer, Dr. Emil Kraeplin ile birlikte calisarak, Miinih'ten kendisine gonderilen
beyni boyama yontemiyle inceleyerek, ilk kez, senil plak ve norofibriler yumaklardan

bahsetti (Alzheimer, 1907, 1911).
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AH’de, makroskopik olarak kortekste ve hipokampiiste yaygin atrofi, serebral
giruslarda diizlesme ve sulkuslarda genisleme goriiliir (Elmaci, 2012). Histopatolojik
olarak hastaligin evresinin derecesine gore degisen oranlarda; temel bileseni
hiperfosforile ‘Tau’ proteini olan intraselliiler NFY, ana bileseni AP proteini olan
ekstraselliiler senil plaklar (SP), sinaps ve noron kaybi ve Ozellikle korteks ve
hipokampiiste atrofi saptanir (Katzman ve Saitoh, 1991). Senil amiloid plak olusumu
Ozellikle amigdala, hipokampus ve neokortekste goriiliir (Khachaturian, 1985; Probst ve
ark., 1991). SP’ler ve NFY’ler normal yaslanmada ve bazi baska norodejeneratif
hastaliklarda goriilebildigi icin AH’nin kesin tanisinda NFY’lerin neokortekste ve
SP’lerin ise noritik plak goriiniimiinde limbik sistemde olmalar1 gerekmektedir (Giirvit,
2004).

Hastaligin patofizyolojisinin ag¢iklanmasinda kolinerjik hipotez, AP hipotezi, Tau
hipotezi ve inflamasyon hipotezi gibi farkli hipotezler mevcuttur. Tau hipotezine gore;
yukarida agiklanan Tau hiperfosforilasyonu ve trunkasyonuna eslik eden diger
posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu, beyinde NFY olusumu gozlenir (Kumar ve

ark., 2015).
Progresif Supraniikleer Palsi

Progresif supraniikleer palsi (PSP) Steele-Richardson-Olszewski sendromu olarak da
bilinir. Bu norodejeneratif bozukluk supraniikleer dik bakis palsisi, rijidite ve distoni
gibi motor bozukluk ile karakterizedir. Noropatolojik olarak, néronal kayip, gliozis ve
NFY olusumu PSP'nin karakteristik semptomlaridir (Steele ve ark., 2014). NFY ilk
olarak bazal gangliyonda (esas olarak globus pallidus ve subtalamik cekirdek), beyin
sap1 ve serebellumda ortaya ciktigi icin “‘subkortikal demans " olusturmaktadir (Albert,
1974; Cummings ve Benson, 1984). Tipik Tau agregalar1 ve NFY’ler, astrositler ve
oligodendrositler gibi farkli beyin bolgelerinde goriiliir (Probst ve ark., 1988; Litvan ve
ark., 1996).

Kortikobazal Dejenerasyon

Kortikobazal dejenerasyon, afazi, apraksi, orta derecede demans gibi biligsel
bozukluklar ve ekstremitelerde rijidite, distoni ve tremor gibi motor rahatsizliklar ile
karakterize bir hastaliktir. Patolojik analizler frontoparietal atrofiyi ve ndronal Tau

inkliizyonlarini gostermistir. Tau hiperfosforile formda bulunur (Avila ve ark., 2004).
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Pick hastah

Pick hastaligi davramis bozukluklari, duygu durum degisimi ve dil bozuklugu ile
karakterize ilerleyici bir klinik seyir gosteren nadir, norodejeneratif bir hastaliktir
(Constantinidis ve ark., 1974). Pick organlar1 olarak bilinen frontal lob ndronlarinda
sitoplazmik Tau inkliizyonlarinmn varligi ile karakterizedir. Dentat girusun graniiler

hiicreleri de etkilenir (Avila ve ark., 2004).
Argyrophilic grain hastahigi

Argyrophilic grain hastaligi (AgH), %35 prevalansi ile yash bireyleri etkileyen yaygn,
bir demanstir. AgH, enthorinal kortekste, hipokampiiste (CAl, subiculum) ve
amigdalada siklikla AH’nin tipik norofibriler yumaklar: ile birlikte immunorekatif Tau
birikimi ile karakterizedir. AgH’nin patogenezi bilinmemektedir. Patolojinin klinik
semptomlar1 hafiza kaybi, demans, ruh hali ve duygusal dengesizlik gibi davranigsal

degisikliklerdir (Braak ve ark., 1998; Tolnay ve ark., 2001).
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Sekil 2.11. Taupatilerde goriilen farkli Tau agregasyonlar1 a.Alzheimer hastaliginda goriilen
norofibriler yumaklar b.kiire seklindeki yumaklar c.Progresif Supraniikleer Palsi’de goriilen
yumaklar d.Kortikobazal dejenerasyonda goriillen yumaklar e.Pick hastalifinda goriilen
yumaklar f.Argyrophilic Grain hastaliginda goriilen yumaklar
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2.5.7 Tau Agregasyon Inhibitorleri

Agregasyonu inhibe etmeyi amaclayan 2 ana yaklasim tanimlanabilir;
1. Tau hiperfosforilasyon inhibitorleri

2. Dogrudan agregasyon inhibitorleri
2.5.7.1 Hiperfosforilasyon Inhibitorleri

Tau’nun hiperfosforilasyonu, Tau aracili ndrodejenerasyonda erken ve dnemli bir olay
gibi goriinmektedir. Fosforilasyon miktari, Tau kinazlarmin ve fosfatazlarinin
faaliyetleri arasindaki dengeye baglhidir. Tau kinazlarin inhibisyonu ve Tau fosfatazlarin
aktivasyonu AH ve diger taupatiler i¢in terapotik hedeflerdir.

AH olan bireylerde kinaz GSK-3 inhibitorlerinin (Lityum ve tideglusib) uzun siireli
kullaniminda hiperfosforile Tau miktarinin azaldig1 ve motor semptomlarin diizeldigi
gozlemlenmistir. Uzun siireli kinaz inhibisyonunun norodejenerasyon iizerindeki yararli
etkisi gosterilmeye devam etmektedir (Spillantini ve Goedert, 2013).

Baska bir strateji, fosfat gruplarint Tau’dan uzaklastiran protein fosfatazlari aktive
etmektir. PP2A beyindeki primer Tau fosfatazdir. Yapilan caligmalarda folik asit,
antidiyabetik ila¢ metformin ve diisiik dozda sodyum selenatin, PP2A aktivitesini
arttirarak Tau fosforilasyonunu azalttigir gosterilmistir. Boylece Tau agregasyonu ve
norodejenerasyon azaltilarak biligsel diizey arttirilmistir (Sontag ve ark., 2008;

Kickstein ve ark., 2010; Van Eersel ve ark., 2010).
2.5.7.2 Dogrudan agregasyon inhibitorleri

Coziiniir ve monomerik Tau’dan hiperfosforile, ¢oziinmez ve ipliksi Tau’ya giden yol,
insan taupatilerinin merkezidir. Bu nedenle, Tau agregasyonunun ve demontajmnin
engellenmesi umut verici terapotik bir yoldur. Inhibitor polifenoller, fenotiyazinler,
antrakinonlar ve kinoksalinler gibi kiiciik molekiiller in vitro Tau filament olusumunu
inhibe edebilir. Uziim cekirdegi polifenolik ©ziiniin, bir fare tauopati modelinde
patolojik degisikliklerin gelisimini zayiflattigi gosterilmistir (Spillantini ve Goedert,
2013). Emodin, daunorubisin ve adriamisin gibi antrakinonlar, eslestirilmis sarmal
filament olusumunu 6nlemek ve PHF demontajina neden olmak i¢in Tau agregalarini
hedefler. Bununla birlikte, antrakinonlar da dahil olmak iizere baz1 Tau agregasyon
inhibitorleri, potansiyel olarak toksik Tau agregalarinin olusumuna yol agabilen
monomerik c¢oziiniir Tau seviyelerini azaltmaz (Martin, 2016). Fenotiyazin Metilen

Mavisi, in vitro Tau agregasyonunu inhibe ettigi bildirilen ilk bilesik olmustur. Bu
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bilesik, Tau’nun tekrar bolgelerindeki sistein kalintilarinin siilfenik, siilfinik ve siilfonik
aside modifikasyonu ile agregasyonu inhibe eder. Sonu¢ olarak, Tau agregasyonu
baskilanmis olur. Hafif ile orta AH icin yapilan bir faz 2 klinik caliymasinda, MM
biligsel defisitlerin tedavisinde etkili olmustur (Spillantini ve Goedert, 2013).

2.6 TAU AGREGASYON iNHIiBiTORU: METILEN MAVIiSi
2.6.1 Metilen Mavisi’nin Tarihcesi

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda, zenginlesen tekstil endiistrisinde boyalara artan
talep, sentetik boyalarin arastirilmasinda hizh ilerlemeler getirdi. Bu ilerlemenin en
belirgin sonuglarindan biri, Avrupa sehirlerinin giinliikk yasamma cok sayida rengin
dahil edilmesi olmustur (Streba ve ark., 2007). 1856'da William Perkin tarafindan ilk
anilin bazli boyalarin sentezi, sentetik boyalarin popiilaritelerinde bir artiga yol act1 ve
boya Onciileri olarak anilin tiirevlerinin kullanimi iizerine arastirmalar1 tesvik etti.
1876'da MM Heinrich Caro tarafindan pamuk boyanmasi i¢in anilin bazli bir boya
olarak sentezlendi (Oz, 2011).

Robert Koch ve Paul Ehrlich gibi bilim adamlar1 hiicre boyama tekniklerinde bu
sentetik boyalarin kullanilabilecegini diisiindiiler. 1886 yilinda Doktor Paul Ehrlich
caligmalar1 esnasinda ilging bir olayin farkina vardiginda MM nin tibbi kabiliyeti ortaya
cikti. Caro tarafindan sentezlenen MM, canli noronlar1t maviye doniistiirmiis ve insan
kanindaki plazmodyum (sitmaya neden olan parazit) tizerinde de ayni etkiyi gostermisti.
Ehrlich boyanin insan bedenindeki sitmanin yerinin tespitinde ve bu hastaligin
tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna vardi (Guttmann ve Ehrlich, 1891). Boylece
MM, Kklinikte antiseptik olarak kullanmilan ilk sentetik bilesik oldu. Ehrlich’in MM ile
olan ilk caligmasi, MM'nin ¢ok sayida ve yeni deneysel uygulamada kullanilmasini
iceren bilimsel bir devrimi koriikledi. Yiizyirmi yildan fazla bir siire icinde
arastirmacilar MM’ nin benzersiz bir¢ok biyoaktif yoniinii kesfettiler ve klinikte bir¢gok
alanda kullandilar (Peter ve ark., 2000).

Yirminci yiizyilin baslarinda, psikiyatristler MM'yi sizofreni i¢in deneysel bir tedavi
olarak kullaniyorlard: (Rojas ve ark., 2012). Bir yiizyildan fazla bir siire sonra, MM'nin
sinir dokusu i¢in yiiksek afinitesinin gozlemi, MM'nin bellek arttirict ve noroprotektif
bir ajan olarak Onemli etkilerini ortaya koyan arastirmalarda yeniden kesfedilmistir.

Spesifik olarak MM, hafif kognitif bozukluk, AH, Parkinson hastaligi, Leber optik
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noropati gibi nérodejeneratif bozukluklarda potansiyel bir farmakoterapi olarak yeniden
tanitilmistir. MM sadece sinir dokusu icin biiyiik bir afiniteye sahip bir boya degil, ayni
zamanda en giiclii antioksidanlardan biri olarak kabul edilmistir (Ohlow ve Moosmann,
2011). Yapilan caligmalar sonucu, MM'nin saglikli hayvanlarda ve insanlarda hafizay:
etkili bir sekilde gelistirdigi gosterilmistir. Bu arttiric1 etkiler, ¢esitli deneysel 6grenme
ve hafiza paradigmalarinda gosterilmistir. Buna ek olarak, MM ruhsal bozukluklar ve
kalp durmas: ile iliskili beyin hasar1 tedavisinde de kullanilmistir (Sharma ve ark.,

2011).
2.6.2 Fizyokimyasal Ozellikleri

Metiltiyoninyum kloriir (C;6H18C1N3S,3H,0), 3,7-Bisdi-metilamino fenazathionium
kloriir trihidrat kimyasal ad1 ya da kisaca Metilen Mavisi adi ile anilan organik bir
tiyazin boyasidir. Su, alkol ve kloroformda ¢6ziinen koyu mavi-yesil, kokusuz ve kristal
toz halindedir. Molekiil agirhigi 319 g.mol™ ve 10 g1 sulu bir ¢ozeltide pH 3'tiir.
Metiltiyoninyum kloriir, 180 C° erime noktasina sahiptir ve yanma durumunda toksik
dumanlar gelisebilir. Giines 1s1@indan 15-25 C° sicaklikta saklandiginda kararlidir
(Faber ve ark., 2005). MM, fenotiyazin smifina aittir ve merkezi sinir sisteminde
hareket etmesi beklenen ila¢ adaylar1 icin gerekli bircok Ozellige sahiptir. Bunlardan,
sulu ortamdaki yiiksek ¢oziiniirliigii, sicanlarda ve insanlarda diisiik toksisitesi, kan-
beyin bariyerini ge¢cme kabiliyeti ve insanlarda kullanim onay1 6zellikle potansiyel bir

terapotik olarak caziptir (Necula ve ark., 2007).

Sekil 2.12. Metilen Mavisi’nin kimyasal formiilii ve goriiniimii
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Metilen Mavisi, amiloid plaklar ve norofibriller ynmaklar

Son zamanlarda, MM'nin AH’de biligsel diisiisii yavaslatma potansiyeli dikkat ¢ekti.
AH histolojik olarak amiloid-f plaklari, Tau proteininin anormal agregasyonundan
kaynaklanan hiicre i¢i norofibriller yumaklar ve 6zellikle kolinerjik sistemi etkileyen
noronal hiicre kaybi ile karakterizedir. Son caliymalar, MM'nin AH'de gozlenen
hiicresel ve norotransmitter patolojilerinin ¢cogunda etkili oldugunu gostermistir ve bu
bulgular MM’nin yalmizca AH i¢in degil, hafiza bozukluguna neden olan bir dizi
hastalik i¢in de terapdtik potansiyelini vurgulamaktadir (Edlin, 2011).

B-amiloid proteinin birikiminin AH patogenezinde énemli bir rol oynadigma dair giiclii
kanitlar vardir. Amiloid plaklar olarak bilinen hiicre dis1 fibriler birikintilerine yol agan
B-amiloid protein agregasyonu, proteinin iiretiminde bir artis veya degregasyonunda bir
azalma iceren karmagik bir siirectir (Hardy ve Selkoe, 2002). Amiloid plaklarin
oligomerizasyon ve fibril olusumunun altinda yatan mekanizmalar agikca
anlagilamamasina ragmen, MM'nin in vitro B-amiloid oligomerizasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Necula ve ark., 2007). Yapilan caligmalar sonucu MM'nin B-amiloid
patolojisi lizerine etkisinin altinda yatan mekanizmalarin proteazom fonksiyonunda bir
artis ile aracilik ettigi gosterilmistir. Proteazom sistemi, -amiloidin bolilnmesi ve daha
sonra temizlenmesi ile ilgilidir ve Alzheimer hastaligmna sahip insanlarin beyinlerinde
proteazom aktivitesinin azaldig bildirilmistir (Oddo ve ark., 2008). Bununla birlikte,
MM'nin proteazom fonksiyonunu tam olarak nasil etkiledigi heniiz bilinmemektedir,
altinda yatan mekanizmanin daha net anlasilmasi i¢in bu konu iizerine daha fazla
arastirma yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir (Medina ve ark., 2010).

NFY, hiperfosforile Tau’dan olusan eslestirilmis sarmal veya diiz filamentlerden olusur
(Edlin, 2011). Hiperfosforile Tau proteininin birikimi, noronal kayip ve AH'deki
kognitif bozuklugun siddeti ile iliskilidir. Wischik ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
caligmada, Tau proteininin agregalarini inhibe etme potansiyeli nedeniyle bir dizi
fenotiyazin arastirilmistir. MM, eslestirilmis sarmal Tau filamentlerinin proteolitik
stabilitesini tersine cevirerek bu gorevde basarili oldugu tespit edilen fenotiyazinler
arasindaydi (Wischik ve ark., 1996). Tau proteininin mikrotiibiil baglayic1 alanindaki
dort tekrar bolgesinin (R1,R2,R3,R4) filament olusumunda Onemli bir rol oynadigi
kabul edilmektedir. Bu nedenle, tekrarlama alaninin MM'nin filament olusumu
izerindeki inhibitor etkilerinde 6nemi de in vitro bir ¢alismada arastirdmistir (Edlin,

2011).
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Metilen Mavisi ve Kolinerjik Sistem

Kolinerjik sistem, 6grenme ve hafizanin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica, in vitro ve in vivo calismalar, kolinerjik aktivasyon ile amiloid plaklardaki
protein metabolizmas1 arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir. Kolinerjik
cekirdeklerin lezyonlar1 kortikal amiloid plaklarda hizli bir artisa neden olur. Benzer
sekilde, kolinerjik norotransmisyonda azalma amiloidojenik metabolizmaya yol acar ve
AH’de noropatolojiye ve biligsel islev bozukluguna neden olur (Hattori ve ark., 2008).
Bu nedenle, kolinerjik sistem AH’nin tedavisinde ila¢ tasarimi i¢in ortak bir hedef
olmustur. Yapilan caligmalarda, giicli bir muskarinik reseptdr antagonisti olan
skopolamin tarafindan farelerde indiiklenen bilissel defisitlerin, MM tarafindan tersine
cevrildigi gosterilmistir (Deiana ve ark., 2009).

Asetilkolinesteraz (AChE) asetilkolini hidrolize eden ve bdylece bu ndrotransmiterin
kolinerjik sinapslarda etkisini sona erdiren bir enzimdir. AChE inhibitorleri sinaptik
asetilkolin seviyesini arttir ve su an Alzheimer hastalarinda semptomatik tedavi olarak
kullanilmaktadir. MM’nin AChE enzim aktivetisini inhibe ettigi uzun yillardir
bilinmektedir (Holzgrabe ve ark., 2007).

Memeli beyninde, kolinesterazin ikinci ana formu butirilkolinesterazdir (BuChE). ki
form, AChE ve BuChE, genetik ve yapisal olarak farklilik gosterir. Insan beyninde
BuChE, noronlarda, glial hiicrelerde, ayrica Alzheimer hastalarin noritik plaklarinda ve
diiglimlerinde bulunur (Greig ve ark., 2005). Alzheimer hastalarinin beyninde AChE
aktivitesi giderek azalirken, BuChE aktivitesi bir miktar artis gosterir. BuChE'nin
Alzheimer hastalarinda asetilkolini hidrolize etmek i¢in azalmis AChE aktivitesini telafi
edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Giacobini, 2003). Bu nedenle, ileri AH nin tedavisi i¢in
AChE ve BuChE inhibitorleri 6nerilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu MM’ nin AChE
enzim aktivitesini inhibe ettigi gibi, BuChE aktivitesini de inhibe ettigi bulunmustur
(Yiicel ve ark., 2008).

Noritik plaklarin ve nérofibriller yumaklarin olusumunun yam sira AChE inhibisyonu
tizerindeki etkiler dahil olmak iizere ¢coklu mekanizmalarin, MM'nin AH ve muhtemelen
diger norodejeneratif hastaliklarda yararli etkilerine katkida bulundugu goriilmektedir.
Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda geleneksel
farmakolojik miidahale, tipik olarak noronal dejenerasyona bagli olarak azalan
asetilkolin gibi spesifik norotransmitterlerin sinaptik aktivitesini arttirmaya veya taklit

etmeye calismaktir (Oz ve ark., 2009).
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Metilen Mavisi ve Seratonerjik Sistem

Alzheimer hastalarinin  biligsel islevlerindeki diisiis biiylik 0Olciide kolinerjik
disfonksiyonla iligkili olabilirken, davranigsal ve psikolojik belirtilerde serotonin (5-HT)
onemli bir rol oynamaktadir. Alzheimer hastalarinda serotonin tiikkenmesi, frontal ve
temporal kortekste serotonin reseptorlerinin azalmasi gibi serotonerjik sistem
anormalligi goriiliir. Ek olarak, serebral kortekste serotonerjik projeksiyon liflerinde bir
azalma bildirilmistir. Norofibriler yumaklarin siklikla olustugu dorsal ve medyan rafe
cekirdeklerinde serotonerjik noronlarin 6nemli bir kaybi1 mevcuttur (Lorke ve ark.,
2006). MM'nin lokal veya sistemik uygulamadan sonra sican beyninde hiicre dig1 5-HT
diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. Sonug¢ olarak, serotonin geri alim inhibitorleri ile
birlikte uygulandiginda, MM infiizyonu, serotonin sendromu olarak bilinen 5-HT
toksisitesini ¢cokeltebilir. Bu nedenle, serotonin geri alim inhibitorleri ile tedavi edilen
hastalarda MM kullanimi kontrendikedir (Parlow ve ark., 2008).

Metilen Mavisi ve Glutamaterjik Sistem

MM'den etkilenen bir diger onemli norotransmitter sistemi glutamaterjik sistemdir.
Sican hipokampiislerinde, glutamat aracili sinaptik iletim nispeten yiiksek MM
konsantrasyonlar1 ile ortadan kaldirilir (Vutskits ve ark., 2008). Ote yandan, MM'nin
hafiza ve iyonotropik glutamat reseptorlerinin dahil oldugu diger beyin fonksiyonlarini
arttirdig1 bilinmektedir. NMDA reseptorlerinin uzun dénem giiclenmede ve sinaptik
plastisite ile ilgili diger olaylarda Oonemli rolleri goz Oniine alindiginda, MM'nin
AMPA/kainat ve NMDA tipi iyonotropik glutamat reseptorlerinin islevlerini farkl
sekilde modiile etmesi miimkiindiir. MM uygulamasindan sonra Alzheimer hastalarinda
gozlenen biligsel islevler iizerindeki yararl etki, kismen glutamaterjik sistem iizerindeki
etkilere atfedilebilir (Callaway ve ark., 2004; Gonzales ve Bruchey, 2004).

Metilen Mavisi ve Mitokondriyal Fonksiyonlar

Bozulmus mitokondriyal respirasyonu iyilestirmede basarili olan ilaglarin, noronal
enerji iiretimini ve hafiza konsolidasyonunu iyilestirdigi de gosterilmistir. Aslinda, MM
de bu tiir bilesiklerden biridir (Oz ve ark., 2009). MM, hiicresel ve mitokondriyal
membranlardan niifuz eder, mitokondri i¢cinde birikir ve elektronlar1 elektron tagima
zincirindeki oksijene aktararak diisiik konsantrasyonlarda mitokondriyal respirasyonu
gelistirir ve mitokondriyal metabolizmay1 diizeltir (Visarius ve ark., 1997). Sitokrom
oksidaz, elektron tagima zincirindeki terminal enzimdir ve ndronal metabolizmayla ve

ATP iretimiyle iligkilidir. Belirli bir 6grenme gorevini yerine getirirken, bellek
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konsolidasyonu sirasinda en yiiksek metabolik talebe sahip beyin bolgeleri sitokrom
oksidaz aktivitesindeki en biiyilk artiglar1 gostermektedir. Sitokrom oksidaz
aktivitesindeki bir artis, noronlarin oksidatif metabolik kapasitesinin artmasina neden
olur, ciinkii beyinde daha fazla oksijen tiiketimi ve adenozin trifosfat (ATP) olusumuna
izin verir. Sitokrom oksidaz aktivitesinin AH’de azaldig1 gosterilmistir (Pratico, 2008).
MM uygulamasi, sitokrom oksidazin enzimatik aktivitesini arttirarak, beyindeki
oksidatif metabolik kapasiteyi arttirir. Ayrica, yakin tarihli bir ¢alismada, MM'nin
hiicresel yaslanmay1 geciktirdigi, oksijen tiikketimini ve oksidatif strese direnci arttirdigi
gosterilmistir (Atamna ve ark., 2008).

Metilen Mavisi’nin Nitrik Oksit Sentaz ve Guanilat Siklaz Uzerine Etkisi

Nitrik osit (NO) bir¢ok biyolojik olayda 6nemli rolii olan, kisa yar1 omiirlii bir serbest
radikaldir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile argininden sentezlenir. NOS’1in genetik
olarak 3 farkli izoformu tespit edilmistir. Bunlar; vaskiiler tonusu ayarlayan endoteliyal
izoform (eNOS), noroplastisite ve hafizada rol alan noéronal izoform (nNOS) ve
immiin/inflamatuar olaylarda rol alan uyarilabilir form (iNOS)’dur (Cekmen ve ark.,
2001).

NO diger norotransmitterlerden farkli olarak bir amino asit, amin yada peptid degildir,
sinaptik vezikiillerde depolanmaz, ekzositoz yoluyla salgilanmaz ve sinapslarda kendine
O0zgii reseptorii bulunmaz. Gaz yapisinda bir bilesik olup, iiretilir iiretilmez hiicre
membranindan basit difiizyon yoluyla salinir. NO’nun 6grenme ve bellek iizerindeki
rolii su sekildedir; UDG olusumu sirasinda AMPA ve NMDA reseptorleri araciligiyla
hiicre i¢i artan Ca™, PKC ve CaMKII'yi aktive eder. CaMKII NOS enzimini aktive
ederek NO iretilmesini saglar. NO, postsinaptik norondan difiizyon ile presinaptik
norona gecer, guanilil siklaz1 aktive eder ve cGMP artar. cGMP, protein kinaz G’nin
uyarilmasina ve daha fazla glutamatin sinaptik aralia salinmasma neden olur. Artan
glutamat miktari, postsinaptik noronda Ca** miktarinin artisina ve dolayisi ile PKC
aktivasyonunun artisina neden olarak protein fosforilasyonuna ve yeni reseptor
olusumuyla sonuglanir (Essizoglu ve Yildirim, 2009).

Yapilan calismalar, NO ve cGMPnin UDB’ye katkida bulunabilecegi sonucuna
varilmistir (Hartel, 2001).

In vitro ve in vivo yapilan calismalar sonucu MM’nin, guanilat siklaz ve NOS

inhibitorii oldugu saptanmustir (Volke ve ark., 1999).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlarinin Temini

Mevcut calismada 40 adet erkek 2-3 aylhik Wistar Albino tiirli sican kullanildi.
Siganlarm temini Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi (DEKAM) tarafindan saglandi. Biitiin sicanlar standart sican yemi ve ¢esme

suyu ile beslendi.

3.2 Arastirmanin Tiiri

Bu cahsma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri (BAP) tarafindan
desteklenen TYL-2018-8661 nolu yiiksek lisans tez projesidir ve bu proje Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 14.11.2018 tarih ve 18/139 sayili onay1

ile gerceklestirilmistir.

3.3 Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Deney hayvanlar1 2 gruba ayrildi.

1. Grup: Kontrol (Serum fizyolojik uygulanan) n:20
2. Grup: Metilen Mavisi uygulanan n:20
Metilen Mavisi verilen gruba 2 farkli uyar1 protokolii uygulandi. Asagidaki sekilde bu

gruplar 6zetlenmistir;



39

Deney Gruplari

)

[ \

Metilen Mavisi infiize edilen Serum Fizyolojik infiize edilen
(n:20) (n:20)

UDB UDB
n:10 n:10

Sekil 3.1. Deney gruplarinin semasi

3.4 Elektronorofizyolojik kayitlarin alinmasi
3.4.1 Uyan ve Kayit

Sicanlar 1,2 g/kg dozda iirethani intraperitonal bélgeye uygulanmasi ile anestezi edildi.
Anestezi altindaki sicanlar sterotaksik catiya agiz ve kulaklarindan sabitlenerek
yerlestirildi. Daha sonra uygun bir sekilde kafa derisi acilarak kafatasina ulasildi.
Kafatasina ulastiktan sonra bregma noktast belirlenerek isaretlendi ve sag hemisferin
hipokampiis iizerine denk gelen kisminda delici matkap yardimiyla oval pencere
acilarak ilgili bolgedeki kafatas1 kemigi ¢ikarildi. Bregma referans alinarak Lambda ve
bregma ‘diizlem ayarlama ¢ubugu’yla (Rat Alignment Tool) ayni hatta getirildikten
sonra, bipolar uyarict elektrot (Teflon kapl, paslanmaz celik, 127 pm capli, ucunun
yiizeyi izole edilmis) medyal perforan yol uyarmm i¢in; koordinatlar1 bregmaya gore
mm: - Anterior - Posterior (AP) : 6,5; Medial - Lateral (ML) : 3,8 olacak sekilde
yerlestirildi. Uyaric1 elektrotun iki kutbu diisiik direngli kablolar ile bir uyarim
izolatoriine (A385, World Precision Instruments, USA) baglandi. Dis cap1 1,5 mm ve
uzunlugu 10 mm olan borosilikat kapiller tiiplerden (World Precision Instruments)
dikey bir mikropipet ¢ekici (P30, Sutter Instrument Co, USA) ile hazirlanan ve i¢i 3M
NaCl ile doldurulan cam mikropipet (u¢ direnci 2-10 MQ) kayit i¢in ipsilateral dentat
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girusun graniil hiicre tabakasina (bregmaya gére mm: AP: -3,5, ML: 2,15) yerlestirildi.
Bir Ag-AgCl disk elektrot boyun derisi altina kondu ve referans elektrot olarak
kullanildi. NaCl ile doldurulan mikropipet icine kayit elektrodu olarak yerlestirilen
klorlanmis giimiis tel ve referans elektrodu bir head-stage kullanilarak tek kanal
epitelyal voltaj/akim kiska¢ yiikseltecine (VCC600, Physiological Instruments)
baglandi. Biitiin sistem bir Faraday kafesi kullanilarak topraklandi.

3.4.2 Tipik Elektriksel Yanmitin Elde Edilmesi

Hem uyarici hem de kayit elektrodu, EPSP olarak tanimlanan pozitif yonlii bir sapmay1
takip eden ve PS olarak tanimlanan maksimum negatif yonlii sapma elde edilene kadar
derin yapilara indirildi. Graniil hiicre tipik yamiti alinmaya baslandiginda elektrot
derinlikleri 0.1 mm artirilarak maksimal yanit alindi. Tiim deneylerin sonunda ortalama
elektrot derinlikleri uyarici elektrot i¢in 2.5mm, kayit elektodu icin 3 mm olarak

ayarlandi. Tipik kaydin elde edilmesi sirasinda deney hayvaninin durumu sekilde

goriilmektedir.

Sekil 3.2.Elektrofizyolojik kayitlama icgin stereotaksik catiya sabitlenmis sicanin goriintiisii
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3.4.3 Lokal Alan Potansiyeli ve Sinaptik / Somatik Bilesenleri

Lokal alan potansiyeli, beyin dokusunun ekstraselliiler alanlarindan, metal, silikon veya
cam elektrotlar yardimu ile kayit edilen elektrik potansiyellerdir. Bu yoniiyle sagh deri
yiizeyinden makro-elektrotlarla kayit edilen EEG’den farklidir; ama EEG dalgalarinin
temelini olusturur. Merkezi sinir sistemindeki noronlarm bir aksiyon potansiyeli
olusturmasi, o ndrondaki membran dinlenim potansiyelinin esik degere yaklastirilmig
olmast ile (yani depolarize olmasi ile) miimkiindiir. Bu depolarizasyon, pozitif yiiklii
iyonlarin postsinaptik hiicreye akisindan kaynaklanan gecici bir depolarizasyondur ve
eksitator postsinaptik plastisite (EPSP) olarak bilinir. Dolasiyla EPSP’ler postsinaptik
noronun aksiyon potansiyeli atesleme olasiligini arttiran potansiyellerdir. EPSP’ye
neden olan iyonlarin akisi eksitator postsinaptik akim (EPSC) olarak ifade edilir. Bu
akim ya ligand kapili iyon kanallarinin ag¢ilmasinin ya da hiicreden deneysel olarak
gecirilen pozitif akimlarm sonucudur. Bazi sinapslardaki potansiyel degisim membrani
hiperpolarize edici yonde de olabilir. Noronun aksiyon potansiyeli dogurmasini
zorlastiran bu potansiyeller ise inhibitor postsinaptik potansiyel (IPSP) olarak bilinir.
Sonug olarak, postsinaptik ndron membraninda zamansal veya uzamnsal olarak biriken

EPSP ve IPSP’ler, o ndronun aksiyon potansiyeli dogurma frekansini belirler.

EPSP’ler hiicre ici yontemle kaydedildiginde elektrik sinyal son derece kiigiiktiir.
Noronlarin ayni oryantasyonda olacak sekilde diizenli bir yerlesim gosterdigi bazi beyin
bolgelerinde (hipokampiis gibi), bu ndronlar es zamanl olarak uyarildiklarinda (yani es
zamanli sinaptik girdi aldiklarinda) her bir néronda olusan EPSP’ler ekstraselliier alana
yerlestirilmis bir mikroelektrot ile kolayca kaydedilebilecek bir sinyal iiretirler. Noron
popiilasyonundan kaydedilen hiicre dis1 sinyal lokal alan potansiyelidir. Perforan yolun
uyarilmasi, hipokampal formasyonun dentat girusunda, bdyle bir lokal alan potansiyeli

olusturur.

[k pozitif sapmay1 takip eden bir negatif dalga da goriilmektedir. Bu dalga ilgili néron
havuzunda uyarimdan sonra aksiyon potansiyeli olusturan néronlardan kaynaklanir ve
PS olarak bilinir. Popiilasyondaki noronlarin benzer oryantasyon gostermesi nedent ile,
aksiyon potansiyelini olusturan akimlar da, EPSP’de oldugu gibi birikerek,
ekstraselliiler yerlesimli elektroda yansir ama bu lokal akimlarin yonii, aksonlarin
yerlesimi nedeni ile EPSP’yi olusturan akimlarin tersinedir. Bu nedenle popiilasyon

spike (PS), negatif olarak kaydedilir. PS dalgasmin genligi (daha dogrusu dalganin
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alani1), aksiyon potansiyeli doguran hiicre sayisi ile orantilidir. Aksiyon potansiyelinin
olusmasi sinaptik giicteki degismeye bagl oldugundan, EPSP egimi ve PS genligindeki
degismelerin paralel olmasi beklenir. Ancak, sinaptik degismelerden bagimsiz olarak,

hiicrenin uyarilabilirlik diizeyinin degismesi ve bu nedenle PS genliginin EPSP egimi

ile paralellik gostermemesi de miimkiindiir.

3.4.4 Veri Kazammm ve Uyarim

Veri kazanimi ve uyarim islem kontrolii “Scope” yazilimi1 (ADInstruments, Colorado
Springs, CO, USA) ile yapildi. A/D cevirici (Powerlab/8SP, ADInstruments, Colorado
Springs, CO, USA) vasitasiyla tek fazli 10 V 0.175-ms siireli pulslar olusturuldu, uyar1
izolatoriiniin tetiklenmesinde kullanildi. Kaydedilen biyolojik sinyaller 0.1-10 kHz
band-genisliginde bir yiikselticide 1000x kez yiikseltildi. Aktivite 20 ms i¢in 40 kHz

hizinda ¢evrimigi olarak rakamsallastirildi.
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Sekil 3.3. Ornek bir deneyde elde edilen tipik bir elektriksel aktivite kaydi



43

3.4.5 Girdi-Cikt1 Egrileri “Input/output(i/0) curve”

Elektrotlarin kayit alinacak uygun bolgeye yerlestirilmesinin ardindan ilk 15 dakika
boyunca test uyaran siddetini belirlemek amaciyla hipokampiisiin dentat girus bolgesi
0.033 Hz frekansli 0.5 mA siddetinde 175 ps siireli tek-fazli sabit akim pulslar1 her
20saniyede bir verilerek G/C egrileri elde edildi. Bu sirada akim siddeti 0.1 mA’den
1.5mA’e kadar 0.2 mA adimlarla artir1ldi. Her akim siddeti icin kaydedilen 3 ardil
yanitin ortalamasi akim siddetine karsi grafiklendirildi. En yiiksek PS genliginin yarisini
olusturan akim siddeti test uyaran siddeti olarak belirlendi ve deneyin sonraki

asamalarinda bu akim siddeti kullanild.
Protokollerin uygulanma metodlan asagida aciklanmstir.

1.Uzun Donemli Giiclenme

UDG iNDUKSIYONU

MB/SF
Infuzyon
Baslangici
15 dk
15 dk 15 dk 60 dk
Test Uyaran :
Siddetinin Bazal Kayit indokienime Id:ame .
Belirlenmesi Dénemi Donemi
20sn 30sn 5dk 30sn
T oy B o L
0,175 ms 0,175 ms 0,175 ms
0,05 H 0,033 Hz 0,033 Hz
Elektrot g
Yerlestiriimesi 4.YFU
3.YFU
2.YFU
1.YFU

Sekil 3.4. Uzun donemli giiclenme indiiksiyon protokolii semasi1

Test uyaram ile 30 sn’de bir uyar1 verilerek 15 Dakikalik bir baslangic kaydinin
ardindan UDG, yiiksek frekansli uyarim (YFU) protokolii kullanilarak indiiklendi. Bu
protokolde YFU 100 Hz frekans altinda 5’er dakika ara ile 4 kez uygulandi. YFU

uygulamasi ile birlikte baslayarak 1 saat boyunca dentat girusun graniil hiicre tabakasina
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Hamilton enjektorii yardimiyla MM (50 uM) ya da serum fizyolojik (SF) infiize edildi

ve 30 sn’de bir test uyaran siddetinde uyar1 verilerek kayida devam edildi.

2.Uzun Donemli Baskilanma

UDB iNDUKSIYONU

15 dk
15 dk 15 dk 60 dk
Test Uyaran
Siddetinin Bazal Kayit induklenme idame
Belirlenmesi Dénemi Dénemi
20sn 30sn 30sn
T = ARl T
0,175 ms 0,175 ms 1Hz, 900 Uyari 0,175 ms
0,05H 0,033 Hz 0,033 Hz
Elektrot 5
Yerlestiriimesi
MB/SF
Infizyon
Baslangici

Sekil 3.5. Uzun dénemli baskilanma indiiksiyon protokolii semas1

Test uyaranmi ile 30 sn’de bir uyar1 verilerek 15 Dakikalik bir baslangic kaydinin
ardindan UDB, diisiik frekansli uyarim (DFU) protokolii kullanilarak indiiklendi. Bu
protokolde DFU,1 Hz frekans altinda 15 dakika boyunca verildi. DFU uygulamasimdan
itibaren baslayarak 1 saat boyunca dentat girusun graniil hiicre tabakasina Hamilton
enjektorii yardimiyla MM (50 uM) ya da SF infiize edildi ve 30 sn’de bir test uyaran

siddetinde uyar1 verilerek kayida devam edildi.

3.5 Veri Analizi ve Istatistik

EPSP dalgasinin egimi; dalganin baslangici ve PS dalgasinin baslangici arasimdaki
voltaj farkinmn %20-80's1 olacak sekilde hesaplandi. PS genligi ilk pozitif yiikselti ve
sonraki negatif yiikselti arasindaki fark olarak hesaplandi. Baslangictaki 15 dakikalik
bazal kayit siiresinde tetiklenen 30 alan potansiyelinin EPSP ve PS’lariin ortalama
egim ve genlik degerleri 100 kabul edildi; YFU sonrasindaki her EPSP ve PS egim ve
genlik degerleri 100 kabul edilen degerlerin yiizdesi cinsinden hesaplandi. UDG’nin
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indiiksiyonu icin YFU sirasinda olusan egim ve genliklerinin, indiiksiyon doneminden
sonra 60 dakika siireyle kaydedilen idame dénemi i¢in ise son YFU’dan deney sonuna
kadarlik bolimde olusan egim ve genlik degerlerinin ortalamalar1 alindi. Istatistik
karsilasgtirmalar i¢in, uygunluk durumu dikkate alinarak Mann-Whitney U testi,
unpaired Student z-testi ve Tek Yonli ANOVA testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak secildi.

3.6 Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

Deney sonrast sicanlarin beyinleri dekapite edilerek sag ve sol hemisfer olarak
ayrildiktan sonra hipokampiisleri ¢ikartildi. Doku Ornekleri ependorf tiiplere alinarak
calismanin yapilacagi zamana kadar -80 derecede saklandi. Calisma yapilacagi esnada
ornekler ¢ikartildi ve hipokampal dokulardan RIPA lizis tamponu ile protein izolasyonu
yapildi. Biginkonik asit (BCA) belirteci ile 520 nm’de protein konsantrasyon tayini
yapildi.

A

: /\[ 3 Jel Membran

Container

3. Notr protein ile bloklama
islemi yapilir (BSA veya siit
tozu ile).

1. Protein drnekleri SDS-PAGE 2. Molekiiler agirhklarina gore
jele yiiklenir ve jelde aynistinilir. ayrismis proteinler PVDF
membrana transfer edilir.

x2 z2 226

5 o W
LA_A,,)\A YWY sN v

4. Membran hedef proteine 5. Membran primer antikora 6. Membran kemilﬁmir.\esan
spesifik primer antikorla inkiibe spesifik HRP etiketli sekonder HRP SUbStr?t' OIa'j ECL |.!e
edilir ve yikanir. antikorla inkiibe edilir ve yikanir.  inkiibe edilir ve goriintiileme

cihazi ile goriintii alinir.

Sekil 3.6 Western-blot yontemi asamalar1 (https://www.biolegend.com/en-us/western-

blot " web-adresinden alinmustir.)
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Ornekler jel elektroforezine 5 dakika etiivde inkiibe edildikten sonra yiiklendi.
(Ttim gruplara ait ornekler her kuyucukta 20 pg protein olacak sekilde SDS jele
yiiklendi. Proteinlerin yiiriitiilme islemi, maksimum voltaj (V) ve jel basma 25
mili amper (mA) olacak sekilde elektroforez tankinda gerceklestirildi.)

. Daha sonra elde edilen SDS jeller, maksimum voltaj, 240 mA’ de 90 dakika
boyunca PVDF membrana aktarild:.

. Membrana transfer islemi gerceklestirildikten sonra TBS-T ile hazirlanan %35 lik
siit tozu ile 1 saat bloklama islemi yapild.

. Bloklama isleminden sonra 5’er dakika araliklar ile 5 defa TBS-T ile yikama
yapildi.

. TBS-T ile yikadiktan sonra TBS-T ile hazirlanan %5’lik BSA igerisine ilgili
primer antibody belirlenen oranda eklenerek hazirlandi ve membranin {izerine
dokiildii. Ertesi sabaha kadar +4 derecede inkiibasyon yapildi.

. Primer antibody ile inkiibasyon sonrasi 5’er dakika araliklar ile 5 defa TBS-T ile
yikama yapild1.

. Yikama sonrasinda %5’lik BSA ile belirlenen oranda hazirlanan sekonder

antibody membran iizerine dokiildii ve 1 saat siiresince oda sicakliginda
inkiibasyon yapildi.

Sekonder antibody ile inkiibasyon sonrasi 5’er dakika araliklar ile 4 defa TBS-T
ve 1 defa ise TBS ile yikama yapildi. Son yikamadan sonra TBS degistirildi ve
membranlar goriintii almaya hazir hale getirildi.

. ECL soliisyonu ile Chemidoc cihazinda goriintiileme islemi gergeklestirildi.
Elde edilen membran goriintiileri Image-J programi kullanilarak degerler

hesaplandu.



4.BULGULAR

4.1.Uzun Donemli Giiclenme Deneyleri
4.1.1.Uzun Dénemli Giiclenme Oncesi Giris/Cikis Egrileri

Uzun donemli giiclenmenin indiiksiyonundan once elde edilen giris/cikis egrileri, EPSP
egimi ve PS genligi olarak, Sekil 4.1°de goriilmektedir. Tekrarlayan ol¢iimliit ANOV A
testi, EPSP egim (F;93=45,4, p < 0,001) ve PS genliginin (F795=99,3, p < 0.001) uyar1
siddeti arttikca arttigini ancak bu artma profilinin, anlamli olmayan grup X uyari
etkilesim degerleri ile gosterildigi gibi gruplar arasinda farkli olmadigini gosterdi (p >
0.05). Bu bulgu, asagida verilen UDG sonuglarmin gruplarin bazal sinaptik giiclerindeki
farkliliga baghh olmadigini isaret etmektedir. Gruplarm 0,1 mA - 1,5 mA arasinda
degisen uyar1 siddetleri ile elde edilen EPSP egim ve PS genlik degerlerinin ortalama

+SH degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

o SF > Metilen mavisi oSF ©Metilen mavisi
8 1 14 4
7 . l L .8 1o o e
g 8 ] l S 10 o
£ : 0 1 ;
[
T 51 5, $
E 4 2o 4
- @ — @
B N
[ L on © q
f o 4ia)
| 249
0 4 0 -
0.1 03 0507 09 1.1 13 1.5 0.1 03 0507 09 1.1 1.3 1.5
Akimm Siddeti (mA) Akim Siddeti (mA)

Sekil 4.1. Uzun Donemli Gii¢clenmenin indiiksiyonundan once elde edilen EPSP egimi ve PS
genliklerinin artan uyar1 siddetine kars1 degisimi. Her bir deneyde, EPSP egimi ve PS genligi
ardil verilen ayni1 siddetteki 3 uyaranin ortalamasi alinarak elde edilmistir.
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Tablo 4.1. Uzun Donemli Giiclenmenin indiiksiyonundan once elde edilen EPSP egimi ve PS
genlik degerleri. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

EPSP egimi (mV/ms) PS genligi (mV)
Uyar1 Siddeti (mA) SF Metilen Mavisi SF Metilen Mavisi
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
0,1 4,07+0,46 5,5+0,4 2,38+0,41 2,54+0,41
0,3 5,59+0,23 6,0+0,6 5,25+0,94 4,97+0,30
0,5 6,09+0,24 6,3+0,5 6,99+0,85 6,7320,27
0,7 6,43+0,25 6,5+0,5 9,04+0,94 8,55+0,44
0,9 6,81+0,27 6,6+0,5 9,74+0,90 9,83+0,49
1,1 6,90+0,26 6,8+0,5 10,41+0,92 10,80+0,55
1,3 6,93+0,23 6,8+0,4 10,91+0,82 11,42+0,72
1,5 6,73+0,25 6,8+0,4 11,35+0,92 12,35+0,95

4.1.2. EPSP Egimi ve PS Genliklerinde Uzun Donemli Giiclenme

Sekil 4.2, Metilen Mavisi varliginda, EPSP egimi (Sekil 4.2 A) ve PS genliginin (Sekil
4.2 B), YFU’dan sonraki zaman-bagimli degisimini gostermektedir. EPSP egimleri ve
PS genlikleri 15 ile 20nci dakikalar ve 70 ile 75 dakikalar arasinda 6l¢iildii ve 70-75nci
dakikalar arasindaki ortalamalar UDG biiyiikliigiiniin bir 6l¢iisii olarak kullanildi (Tablo
4.2). EPSP egimleri, bu zaman araliklarinda sirasiyla, SF infiize edilen grupta bazale
gore (%100) %140,1+4,5 (t;=8,91; p < 0.001) ve 121,3+4,1(t7=5,14; p = 0.001) ve
Metilen Mavisi infiize edilen grupta %135,0+¢4,1 (t;=8,48; p < 0.001) ve
Y117,6£6,9(t;=2,55; p = 0.038) oraninda artti. PS genlikleri ise, EPSP egimindeki
artistan beklenenden daha fazla olmak iizere, SF infiize edilen grupta bazal degere gore
%243,6+13,0 (t;=11,08; p<0.001) ve %215,9+7,6 (t,=15,38; p < 0.001) ve Metilen
Mavisi infiize edilen grupta 221,248,7 (t;=12,24; p<0,001) ve 183,9+7,7 (t,=8,17; p <
0,001) oraninda artig gosterdi. Bagimsiz orneklem t testi, 15-20nci dakikalar ve 70-
75nci dakikalarda EPSP egimi (t14=2,906; p =0.011) ve PS genliginin (t14=13,534; p =
0.012) Metilen Mavisi ve SF infiize edilen grup arasindaki farkin anlamliliga
ulagsmadigini gosterdi (p > 0.05).

YFU’dan sonraki bes dakika icersinde olusan post-tetanik giiclenmenin, bir saatlik
siirenin son bes dakikasinda ne oranda korundugunu gosteren bozulma oraninin
istatistiksel analizi, sinaptik UDG'nin bu siire boyunca kiiciik bir oranda bozulmaya

ugradigimi (p < 0.001), somatik UDG’de ise anlamli bir bozulma olmadigini
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gostermektedir (Tablo 4.2). Sinaptik UDG’deki bozulma Metilen Mavisi’nin
infiizyonunda da gozlendi ama somatik UDG’de bozulma ortaya ¢ikt1 (p = 0.006).

Bu sonuclar, Metilen Mavisi’nin dentat girus noronlarinin UDG olusturma yetenegini

degistirmedigini ama somatik UDG’nin bozulmasini artirdigin1 géstermektedir.

A
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Sekil 4.2. Metilen Mavisi’nin, YFU’nun indiikledigi uzun donemli giiclenmeye etkisi.

EPSP egimi ve PS genliginin gii¢lii bir tetanus protokolii (100 Hz, 4 kez, 5 dakika araliklarla; oklar)
oncesi ve sonrasindaki zamansal degisimi, sirasiyla A ve B’de goriilmektedir. Serum fizyolojik (SF) veya
Metilen Mavisi (50 uM), sifir zaman noktasindan baslanarak 0.33 pl/dak (siyah ¢izgi) hizinda infiize
edildi. Her EPSP ve PS, bazal onemdeki (- 15 ile O dakikalar arasi) ortalamanin yiizdesi olarak ifade
edildi. EPSP egimi ve PS genliginin ortalamalari, 70 -75 dakikalar arasinda gruplar arasinda farklilik
gosterdi (n = 8 / grup, *p> 0.5). C. UDG uygulamasindan hemen once (mavi) ve kaydin sonunda
(kirmiz1) alinan 6rnek alan potansiyel kayitlari. Her grubun ornek kayitlarindan, EPSP (ilk yukar: ¢ikan
sapma) egimi ve PS (asag1 inen sapma) genliginin, kirmizi trasede, mavi traseye gore degisiminin,
Metilen Mavisi infuse edilen ve SF infuse edilen si¢anlarda benzer oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.2. EPSP egimlerinin ve PS genliklerinin 15 ila 20nci dakikalar ve 70 ile 75 dakikalar
arasinda Olciilen degerleri ve bozulma orani.

EPSP egimi PS genligi
(bazal degerin %’ si) (bazal degerin %’ si)
SF Metilen mavisi SF Metilen mavisi
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

15-20ncidkarast M) 1140 104 5° | 135,024, 1° | 243.6213,0° | 221,248,7*

70-Toneidkcarast(I2) | 151 34410 | 117,6£6,9" | 215947,6° | 183,947,7°

Bozulma orant 43345 10 | 13,143,3" 8.748.0 15,8+5,6"
(decay)

* YFU-oncesi degerden anlamli diizeyde farkli (tek Grnek t test). * “0”degerinden anlamli
diizeyde farkli (tek ornek t test) Bozulma orani, (I1-12)x100/11 formiilii ile hesaplanmastir.
Negatif sayilar giliclenmeyi; pozitif sayilar bozulmayi gosterir. 11’in 12°ye yakin bir degerde
olmasi, yani istatistik analizde 0’dan farkli olmamas1 UDG’nin korundugunu gosterir.

4.1.3.Uzun Dénemli Giiclenme Iliskili Tau Anlatmm ve Fosforilasyonu

Sekil 4.3 YFU’dan en az 60 dakika sonra cikarilan hipokampiisteki Tau proteinin
toplam ve fosforile formlarinin Western-blot yontemi ile elde edilmis dansitometrik
analiz sonuclar1 (Sekil 4.3 A) ve 6zgiin bantlar1 (Sekil 4.3 B) verilmistir. Her iki grupta,
elde edilen Orneklerde Tau anlatimi goriilmiis, bu proteinin, UDG’nin ifadelenmesi
sirasimnda ser396, ser416 ve thr231 epitoplarindan fosforillendigi; ancak thr181
epitopunda fosforillenme olmadig1 tespit edilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda
toplam Tau anlatimi (Z = 0,16; p > 0.03), thr™>(Z = 0,64; p > 0.05), ser"° (Z = 0,48; p >
0.05)ve ser’'® (Z = 0,80; p > 0.05) epitoplarindan fosforillenmeleri arasinda anlaml1 bir
farklilik bulunmamistir. UDG bulgular ile birlikte ele alindiginda bu bulgular, Metilen

Mavisi’nin UDGe-iligkili Tau fosforilasyon kalibini1 degistirmedigine isaret etmektedir.
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Sekil 4.3. Metilen Mavisi’nin UDG-iligkili Tau fosforilasyonuna etkisi.

A: Ornek membran goriintiisii. B:Dansitometrik analiz sonuglari. SF: serum fizyolojik MM: Metilen
Mavisi. Metilen Mavisi UDG-iliskili Tau fosforilasyon kalibin1 degistirdigi goriilmektedir. Ancak bu
degisme anlamliliga yakin bir seviyede kalmistir (f: p < 0.06) Degerler, grup basina 2’ser kez ol¢tim
yapilan alt1 6rnegin aritmetik ortalamasi + standart hatadir. Bagil birim, her membranda SF grubuna ait
ilk ornegin optik dansitesine gore ifade edilen bant optik yogunlugunun ayni Ornegin beta aktin

yogunluguna oranidir.

4.2.Uzun Donemli Baskilanma Deneyleri
4.2.1.Uzun Dénemli Baskilanma Oncesi Giris/Cikis Egrileri

Uzun donemli baskilanma indiiksiyonundan once elde edilen giris/cikis egrileri, EPSP
egimi ve PS genligi olarak, Sekil 4.4’te goriilmektedir. Tekrarlayan dlciimlii ANOVA
testi, EPSP egim (p < 0.01) ve PS genliginin (p < 0.001) uyar1 siddeti arttik¢a arttigini
ve bu artigin 6l¢limiin alindig1 hayvanin grubundan etkilenmedigini gosterdi (p > 0.05).
Bu bulgu, asagida verilen UDB sonuglarmin gruplarin bazal sinaptik giiclerindeki
farkliliga baglh olmadigini isaret etmektedir. Elde edilen EPSP egim ve PS genlik

degerlerinin ortalama +SH degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.4.Uzun Donemli Baskilanmanin indiiksiyonundan 6nce elde edilen EPSP egimi ve PS
genliklerinin artan uyar1 siddetine kars1 degisimi. Her bir deneyde, EPSP egimi ve PS genligi
ardil verilen ayni1 siddetteki 3 uyaranin ortalamasi alinarak elde edilmistir.

Tablo 4.3. Uzun Donemli Baskilanmanin indiiksiyonundan once elde edilen EPSP egimi ve PS

genlik degerleri. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Uyar1 Siddeti EPSP egimi (mV/ms) PS genligi (mV)
(mA) SF Metilen mavisi SF Metilen mavisi
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
0,1 4,41+0,18 3,91+0,50 2,39+0,54 3,01+0,45
0,3 5,00+0,30 4,78+0,63 5,89+1,09 5,90+0,75
0,5 5,53+0,41 5,22+0,72 7,88+1,51 9,28+1,45
0,7 5,73+0,41 5,50+0,79 9,13+1,63 11,40+1,85
0,9 5,93+0,41 5,78+0,74 9,88+1,83 13,07£2,18
1,1 6,06+0,39 5,92+0,80 10,48+1,89 | 13,48+2,25
1,3 6,04+0,37 6,03+0,81 10,93+1,94 | 14,23+2,23
L5 6,24+0,38 6,09+0,80 11,194£2,01 14,74£2,11
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4.2.2.EPSP Egimi ve PS Genliklerinde Uzun Dénemli Baskilanma

Sekil 4.5, Metilen Mavisi varliginda, EPSP egimi (Sekil 4.5 A) ve PS genliginin (Sekil
4.5 B), DFU’dan sonraki zaman-bagimli degisimini gostermektedir. EPSP egimleri ve
PS genlikleri 15 ila 20nci dakikalar ve 70 ile 75 dakikalar arasinda 6l¢iildii ve 70-75nci
dakikalar arasindaki ortalamalar UDB biiyiikliigiiniin bir 6l¢iisii olarak kullanildi (Tablo
4.4). Bu zaman araliginda kontrol grubunda, EPSP egimleri, bazal degerlerin
(87,943,2%, t;= 3.758, p = 0.007) 6nemli Olciide altindadir, ancak PS genliginin
potansiyalizasyonu bu UDB'ye eslik etmektedir (150,6+8,2%, t;= 6.158, p< 0.001). Bu
bulgu, PS genligindeki artisin néronal c¢ikistaki senkronizasyonu gostermesi nedeni ile,
DFU’nun perforant yol — dentat girus sinapslarinda sinaptik baskilanmaya ragmen
noronal cikigda yavas gelisen bir senkronizasyon artisina neden oldugunu
gostermektedir. Metilen Mavisi varliginda DFU EPSP egiminde bazal degerin
9%75,5+5,1’ine ulasan bir baskilanma (t;= 4,783, p< 0.001) olustururken PS genliginde
bazal degerden farkli olmayan bir genlik degeri 6l¢iilmiistiir (97,7+15,5%, t;= 0,150, p
> 0.05). Gruplar aras1 karsilastirmalar, Metilen Mavisi infiizyonunun EPSP’deki
baskilanmay1 anlamlilik diizeyine yakin olacak sekilde artirdigmi (t;s = 2,063, p =
0,058) ve noronal ¢ikistaki senkronizasyon artigini tamamen inhibe ettigini (t;4 = 3,017,
p = 0,009) gostermektedir.

DFU’dan sonraki bes dakika icersinde olusan baskilanmanin, bir saatlik siirenin son beg
dakikasinda ne oranda korundugunu gosteren bozulma oraninin istatistiksel analizi, SF
infiize edilen grupta, EPSP bu siire boyunca bazal degerin %83,5+2,4’inden baslayarak
(t7= 6,964, p < 0.001) %5,7+4,2 oraninda anlamli olmayan bir artis gosterirken (t;=
1,352 ve p > 0.05), PS genliginin % 103,1+4,0 (t;= 0,76 ve p > 0.05) degerinden
baslayarak %48,8+11,8 oraninda (t;= 4,135 ve p = 0.004) artmaktadir (Tablo 4.4). Bu
degerler, DFU ile indiiklenen sinaptik baskilanmanin en az 1 saat siireyle korundugunu;
noronal c¢ikisin senkronizasyonunda bir baskilanma yerine yavas-artan bir UDG
indiiklendigini gostermektedir. Metilen Mavisi infiizyonunda ise bazal degerin anlaml
seviyede altina diisen EPSP egimi (%83,5+2,8; t;= 5,917 ve p < 0.001) ve bazal
degerden anlamli bir farkhilik gostermeyen PS genligi (%93,0£15,0; t;= 0,471 ve p >
0.05) 1 saatlik siirenin sonunda bu degerlerden farkli bulunmamistir (Tablo 4.4). Bu
sonuglar, Metilen Mavisi’nin sinaptik UDG’nin korunmasmi artiran ama anlamliliga
ulagsmayan bir etkisinin olabilecegine, bunun yaninda DFU ile indiiklenen yavas UDG

olusumunu gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini isaret etmektedir.
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Sekil 4.5 Metilen Mavisi’nin, DFU'nun indiikledigi uzun siireli baskilanma iizerine etkisi. EPSP
egimi ve PS genliginin diisiik frekansli uyarim protokolii (1 Hz, 900 atim; 0-15nci dakikalar
aras1) oncesi ve sonrasindaki zamansal degisimi, sirasiyla A ve B’de goriilmektedir. Serum
fizyolojik (SF) veya Metilen Mavisi (50 uM), sifir zaman noktasindan baglanarak 0.33 pl/dak
(siyah ¢izgi) hizinda infiize edildi. Her EPSP ve PS, bazal 6nemdeki (- 15 ile O dakikalar aras1)
ortalamanin yiizdesi olarak ifade edildi. Metilen Mavisi varliginda EPSP egimlerinin azalma
egilimi gosterdigini () p < 0.06) ve PS genliklerinin ortalamalarimin 70 ile 75 dakikalar
arasinda onemli Olciide arttig1 goriilmektedir (n = 8 / grup, *p <0,05). C. DFU uygulamasindan
hemen 6nce (kirmizi) ve kaydin sonunda (mavi) alinan 6rnek alan potansiyel kayitlari. Her
grubun ornek kayitlarindan, Metilen Mavisi varliginda, DFU’dan sonra EPSP (ilk yukar: ¢ikan
sapma) egimindeki baskilanmanin arttig1 ve PS (asag1 inen sapma) genligindeki artisin ortadan

kalkt1g1 izlenebilir. G
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Tablo 4.4. EPSP egimlerinin ve PS genliklerinin 15 ila 20nci dakikalar ve 70 ile 75 dakikalar
arasinda Olciilen degerleri ve korunma orani.

EPSP egimi (bazal degerin PS genligi (bazal degerin %’si)
%’ s1)
SF Metilen Mavisi SF Metilen Mavisi
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
15-20nci  dk arasi | 83,5+2,4" | 83,5+2,8" 103,1+4,0 93,0+15,0
I1)
70-75nci  dk arasi | 87,9+£3,2* | 75,545,1° 150,6+8,2° 97,7+15,5¢
12)
Korunma orani -5,7+¢4.2 10,1+4,6° 488+11,8° |-6,5+13,1°

* DFU-oncesi degerden anlamli diizeyde farkli (tek Grnek t test). * “0”degerinden anlamli
diizeyde farkli (tek ornek t test) c: SF grubundan anlamli diizeyde farkl: (Tukey testi). Bozulma
orani, (I1-12)x100/I1 formiilii ile hesaplanmistir. 11’in I12°ye yakin bir degerde olmasi, yani
istatistik analizde 0’dan farkli olmamasi UDB’nin korundugunu; negatif sayilar UDB’nin
UDG’ye doniistiiglinii gosterir. Negatif sayilar gliclenmeyi; pozitif sayilar bozulmay1 gosterir.

4.2.3.Uzun Dénemli Baskilanma Tliskili Tau Anlatm ve Fosforilasyonu

Sekil 4.6 DFU’dan en az 60 dakika sonra cikarilan hipokampiisteki Tau proteinin
toplam ve fosforile formlarmin Western-blot yontemi ile elde edilmis 6zgiin bantlar1 ve
dansitometrik analiz sonuglar1 verilmektedir. . UDB-iligkili Tau anlatimi (b.ii.,12,6+3,3’
e 4,7+2,6; Z=2,08; p = 0,037), ser396 (b.i., 0,61+0,3" e 1,20+0,41; Z=1,98; p = 0,047)
ve ser416 epitopundaki fosforilasyonu (b.i., 12,842,6’e 3,1+1,9; Z=2,40; p = 0,016)
Metilen Mavisi verilen grupta, SF verilene gore anlamli oranda daha yiiksektir. Tau
proteini, pl81 ve p231 epitoplarndan UDB bagimh olarak her iki grupta da

fosforillenmemektedir.
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Sekil 4.6 Metilen Mavisi’nin UDB-iligkili Tau fosforilasyonuna etkisi.

A: Ornek membran goriintiisii. B: Dansitometrik analiz sonuglari. SF: Salin, MM: Metilen Mavisi.
Degerler, grup basina 2’ser kez ol¢iim yapilan alti 6rnegin aritmetik ortalamasi + standart hatadir. Bagil
birim, her membranda SF grubuna ait ilk ornegin optik dansitesine gore ifade edilen bant optik
yogunlugunun ayni 6rnegin beta aktin yogunluguna oranidir.




S.TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, guanilat siklazin iyi bilinen bir inhibitorii olan MM’nin plastisite ile
iligkili Tau fosforilasyonuna katkisini arastirdik. Deney sonug¢larimiz, MM nin perforan
yol — dentat girus sinapslarinda, UDB indiiksiyonunu arttirken; UDG’nin indiiksiyonu
tizerinde higbir etkisi olmadigini1 gdstermektedir. Buna ek olarak, bu gelismis UDB’ye,
Tau proteini iizerindeki ser396 ve ser416 epitoplarinda hiperfosforilasyon eslik eder.
cGMP'nin hiicrelerdeki konsantrasyonu, sentezi ve yikimi arasindaki dengeye baglh
oldugu icin; bu caliymanin sonuglari hipokampiisteki cGMP seviyelerinin azalmig
olmasina atfedilebilir. Bu nedenle sunulan bulgular plastisite ve plastisite ile iligkili Tau
fosforilasyonunun regiilasyonunda cGMP diizeyinin 6nemini vurgulamaktadir. UDG ve
UDB arasindaki uygun dengenin korunmasi, normal biligsel siirecler icin gerekli
oldugundan, bu c¢alisma, MM'nin Alzheimer hastaligi gibi hipokampal UDG
ekspresyonunun bozuklugu ile karakterize edilen defisitleri diizeltebilecegine dair

kanitlar sunar (Fitzjhon ve ark., 2001; Li ve ark., 2009; Malleret ve ark., 2010).

Kontrol grubunda, EPSP egiminden beklenenden daha fazla PS genlik artig1 olmasi,
DG’den UDG kaydeden Onceki arastirmalarin sonuglariyla uyumludur. Bu calismalar
bu bolgedeki UDG’ nin esasen EPSP/spike iliskisindeki bir degismeye bagh oldugunu
gostermektedir. (Tomasulo ve ark., 1991; Lopez-Rojas ve ark., 2016). Dentat girustaki
bu EPSP/spike potansiyasyonu, hipokampal fonksiyonun formasyonunda 6zel bir rol
oynayabilir (Graselli ve ark., 2016). EPSP / spike potensiyasyonu oOzellikle ilgi
cekicidir, ¢iinkil dentat girusun desarji, dogal kosullar altinda genel olarak bilinen desarj
smirinin ¢ok daha altindadir ve beyindeki diisiik frekansli 1-4 Hz'lik EEG dalgalar1
cesitli bellek bicimlerinin konsolidasyonunda kritik bir rol oynamaktadir (Jonas, 2014).
Bu calismada ayrica DFU verildigi zaman, plastisitenin iki komponentinin disosiasyona
gittigini acik¢ca gozlemledik. MM tarafindan EPSP/spike disosiasyonunun onlenmesi,
MM’nin GABAA reseptor fonksiyonunu inhibe ettigi daha 6nce yapilan bir calismayla
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uyumlu olmayip (Chen ve ark., 2017), daha c¢cok cGMP'nin noronal eksitabilite

modiilasyonunda rolii oldugunu destekler.

Hipokampal néronlardaki UDG, AMPA reseptér membran ekspresyonunda artis ile
iliskilidir ki bu kinazlarin bazilar1 Tau-kinaz aktivitesine sahiptir. Ote yandan, sinapsin
diisiik frekansh stimiilasyonu, PP1 ve PP2A gibi protein fosfatazlar1 aktive ederek UDB
ile sonuglanir (Castellani ve ark., 2005). NO/cGMP/PKG bagimli yolun UDG ve UDB
ile iligkisi nispeten iyi tanimlanmis olmasina ragmen, sinaptik plastisitede MM'nin
etkisine dair bir caligma yapilmamistir. Bu baglamda bizim c¢alismamiz, MM'nin
sinaptik giiclenmenin depresyonunda yer alabilecegine dair deliller sunmaktadir. MM,
GC’nin inhibisyonuna aracilik eder ve hiicre ici cGMP seviyelerinin azalmasina neden
olur (Ginimuge ve Jyothi, 2010). cGMP intraselliiler etkilerini PKG, fosfodiesterazlar
(PDE)'ler ve ¢cGMP kapil1 iyon kanallar: tizerinden gosterir. Her ne kadar PKG, CAl
sinapslarinda UDG (Lu ve ark., 1999; Hopper ve Garthwaite, 2006) ve serebellumda
UDB (Kawaguchi ve Hirano, 2013) ile iligkilendirilse de bizim caligmamizin ve diger
caligmalarin bulgular1 (Wu ve ark., 1998; Kleppisch ve ark., 1999) dentat girus i¢in
benzer sonuglar1 desteklememis ve PKG'nin asagi dogru olan etkilerini belirsiz hale
getirmistir. Daha 6nce hipokampiiste yapilan caligmalar, PKG sinyal yolaginin 3 saatten
daha uzun siiren ge¢ faz UDG’ye katkida bulundugunu gostermistir. Bizim
caliymamizda, anestezinin istenmeyen etkilerini 6nlemek i¢in UDG kayd: 1 saat ile
simirliydi. Bu nedenle bu kayit siiresi, MM’ nin UDG iizerindeki etkisinin gosterilmesi
icin yeterli olmamus olabilir. Ote yandan, bir calismada MM ile hipokampal dilimlerin
perfiizyonu, 1 saat icinde uyarilmis EPSP egimlerini tamamen yok etmistir. Ustelik,
MM’ nin bu etkisi geri doniisiimsiiz olmus ve spesifik GC inhibitorii olan H-oksadiazolo
kinoksalin-1 maddesi tarafindan da EPSP egimleri degismemistir. Bu bulgu MM'nin
sinaptik iletim tlizerindeki etkilerinin, NO/cGMP/PKG yolu iizerinden gostermedigini
savunmaktadir (Vutskits ve ark., 2008). Hipokampal nronlarm sinaptik plastisitesinde
c¢cGMP kapili kanallarin potansiyel etkisi bildirilmistir. Bu spesifik olmayan katyon
kanallari, ©6zellikle duyusal transdiiksiyona aracilik eden sinyalleme sistemlerinin
onemli bir komponentidir. Ayrica hipokampal ndronlarin uzantilarinda ve hiicre
govdelerinde eksprese edilir (Bradley ve ark., 1997). Bu sonuglarin en basit yorumu,
c¢GMP kapil1 kanali defosforile eden DFU ile aktive edilmis protein fosfatazlarin, cGMP

duyarliligmi arttirdigi ve kanallar1 fosforile eden YFU ile aktive edilmis protein
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kinazlarin, kanallar1 cGMP'ye daha az duyarh hale getirdigi soylenebilir (Kramer ve
Molokanova, 2001). Bu sekilde, cGMP seviyelerinde bir azalmaya ragmen, MM daha
duyarli cGMP kapili kanallar araciligiyla DFU-UDB'yi indiikleyebilir, ancak YFU-
UDG'yi modiile edemez.

Western-blot verilerimiz, NMDA reseptorlerinin fizyolojik kosullarda aktivasyonunun
hipokampal bolgede Tau fosforilasyonunu etkileyebilecegini gostermektedir (Fleming
ve Johnson, 1995; Fiumelli ve ark., 2008). Calismamizda kontrol grubunda Tau
proteininin UDG indiikleyen stimiilasyondan en az 60 dakika sonra thr®', ser’”® ve
ser''® epitoplarindan fosforile oldugunu; UDB indiikleyen stimiilasyondan sonra sadece
ser396 epitopunun fosforile oldugunu gozlemledik. Bu nedenle ser’”® bolgesinin DFU-
UDB indiiksiyonunda; thr*' ve ser*'® bolgelerinin YFU-UDG indiiksiyonunda spesifik
rolii oldugunu diisiiniiyoruz (Regan ve ark., 2015). Ayrica, thr™' epitopu UDG’nin
tersine c¢evrilmesi ile iligkili olabilir, ¢iinkii yakin zamanda yapilan bir caligmada,
UDG’nin depotansiyasyonu sirasinda bu epitopun fosforilasyonunun azaldigi
gosterilmistir (Babiir ve ark., 2018). UDG sirasinda aktive olan hiicre ici kinazlar Tau
fosforilasyonundan sorumlu olabilir. Gergekten de, UDG indiiksiyonunda Onemli

faktorlerden biri olan CaMKII yolu (Fukunaga ve ark., 1996), ser*'® ve thr**! iizerinde

Tau fosforilasyonu ile iligkilendirilmistir (Yamamoto ve ark., 2005).

Bir Faz II klinik caligmasinda, MM’ nin Alzheimer hastalarinin biligsel fonksiyonlardaki
azalma lizerine yararh etkileri olabilecegi gosterilmistir (Wischik ve ark., 2008). Bu
etkinin, Tau-Tau etkilesiminin inhibisyonu ile Tau oligomerlerinin olusumunun
inhibisyonu (Wischik ve ark., 1996), c¢oziinmeyen graniiler Tau agregatlarinin
inhibisyonu (Yamashita ve ark., 2009) veya NFY olusumunun inhibisyonu ile iligkili
oldugu iddia edilmistir (Hattori ve ark., 2008; Soeda ve ark., 2019). Bu sonug¢larin
aksine, MM anormal Tau fosforilasyonunu degistirmemis ve Tau bagimli néronal hiicre
toksisitesini Zebrafishlerde in vivo olarak inhibe etmemistir (Van Bebber ve ark., 2010).
Norofibriller yumaklarin olusum siirecinin, Tau kinazlarin aktivasyonu ile Tau
hiperfosforilasyonundan sonra basladigi ve bu kinazlardan bazilarmm UDG
indiiksiyonu ile ilgili kinaz oldugu gosterilmistir. Bizim caliyjmamizda, MM nin AH ile
ilgili dort epitopta (thr'®', thr™', ser’® ve ser’'®) UDG ile iligkili Tau fosforilasyonu
izerine hicbir etkisi bulunamadi (Zhang ve ark., 2018). Ote yandan bu calisma, AH ile

ilgili iki epitop (ser’”® ve ser''®) UDB indiiklenmis hipokampiiste MM infiizyonu ile
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hiperfosforile edildi. Ser’*®da fosforilasyonunun Tau-mikrotiibiill baglanmasini
azaltarak sinaptik depresyona katkida bulunabilecegi ve bu iki kalintida
hiperfosforilasyonun Alzheimer hastalig ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (Bramblett
ve ark., 1993; Yamamoto ve ark., 2005). Tau fosforilasyonu iizerine bu etkilerin UDB
ile nasil iligkili olabilecegi ve MM nin Tau fosforilasyonunu nasil modiile ettigi heniiz
bilinmese de, bizim ¢aligmamiz diisiik seviyeli Ca*™ iyonlar1 ve/veya fosfataz enzim
aktivitesini iceren bir mekanizmanmn varligim gostermektedir. Tau fosforilasyonu ile
ilgili etkilerin ortaya c¢ikabilmesi i¢in hem Ca*™* seviyesinin diisiik olmasi, hem de bir

takim fosfataz enzimlerinin aktive olmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Verilerimizin klinik uygulamasi esnasinda dikkatli olunmas1 gerekmektedir. Saglikli ve
norodejenerasyondan etkilenen hipokampiis arasindaki, MM ile iliskili Tau
fosforilasyonundaki farkliliklarin 6nemi hafife alinmamalidir. Saghkli hipokampiis
kullanilarak elde edilen veriler gdz Oniine alindiginda, biligsel gerilemenin en 1iyi
patolojik gostergesi olan sinaps fonksiyonlarmnin kayboldugu néronlarda MM’nin
etkisinin arastirilmasi gerekmektedir. Ote yandan MM, UDG indiiksiyonu olmaksizin
UDB'yi kolaylastirdig1 i¢cin, UDG ve UDB arasindaki dengeyi, bozulmus UDG ile
karakterize edilen sinaptik fonksiyon anormalliklerinde diizeltmek igin fayda

saglayabilir.

Sonug¢ olarak, saglikli beyinde MM, UDG’den ziyade UDB’nin indiiksiyonunu
destekler. UDB ile iliskili Tau hiperfosforilasyonunu indiikler ve bdylece potansiyel
olarak Tau’nun sinaptik translokasyonunu ve sinaptik proteinlerle etkilesimini etkiler.
Fizyolojik sinaptik plastisitedeki sapma Tau fosforilasyonunun deregiilasyonunu
tetikleyebilir ki bu mekanizma da AH gelisimine neden olabilir. Bu etkiler, Alzheimer
hastaliginda MM kullaniminin, daha kesin kanitlar1 ortaya c¢ikarmak i¢in ayrintili

caligmalara duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir.
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