T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

RHO/RHO-KINAZ'IN FASUDIL iLE INHIBISYONUNUN
HIiPOKAMPAL SINAPTIK PLASTISITE UZERINE OLAN
ETKISININ ARASTIRILMASI

Hazirlayan

Hatice SARAY

Danisman

Prof.Dr.Nurcan DURSUN

Yiiksek Lisans Tezi

TEMMUZ 2019
KAYSERI



T.C.
VERCiY.ES. I"JNiVljZRSiTE.Si" )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

RHO/RHO-KINAZ'IN FASUDIL ILE OLAN INHIiBISYONUNUN
HIiPOKAMPAL SINAPTIK PLASTISITE UZERINE OLAN
ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Hazirlayan

Hatice SARAY

Danisman

Prof. Dr. Nurcan DURSUN

Bu calisma: Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TYL-2018-8502 kodlu proje ile desteklenmistir.

Temmuz 2019

KAYSERI



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu caligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayn1 zamanda bu kural ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu
caligmanin 6zinde olmayan tim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimive
referans gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadi: Hatice SARAY

Imza:



ii

YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

""Rho/Rho-Kinaz’in Fasudil ile inhibisyonunun Hipokampal Sinaptik Plastisite
Uzerine Olan Etkisinin Arastirilmas' adli Yiiksek Lisans Tezi Erciyes Universitesi
Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi'ne uygun olarak hazirlanmistir,

Tezi Hazirlayan Danisman

Hatice SARAY Prof.Dr.Nurcan DURSUN

e o

Anabilim Dah Baskani

Prdf.Dr.Nurcan DURSUN




iii

Prof. Dr. Nurcan DURSUN danmismanliginda Hatice SARAY tarafindan '"Rho/Rho-
Kinaz’in Fasudil ile Inhibisyonunun Hipokampal Sinaptik Plastisite Uzerine Olan
Etkisinin Arastinlmasi"adli bu c¢alisma, jiirimiz tarafindan Erciyes
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim Dah 'nda

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

11.7¢Y/2019
JURI Imza
Danmigsman : Prof. Dr. Nurcan DURSUN
(A

(Erciyes Universitesi Fizyoloji AnabilimDalyy — //\ A&

Uye : Prof. Dr. Cem SUER

(Erciyes Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal1)

Uye : Prof. Dr. Neyhan ERGENE

(Konya KTO Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal1) P AT AP
ONAY
Butezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun ...../....../....... tarih ve............ sayil1 karari

ile onylanmugtir.

........ Joeeeid aeaunnn
Prof. Dr. Bilal AKYUZ

Enstitii Midiirii

JR1 S —



v

TESEKKUR

Yuksek lisans egitimimin ilk giinlerinden itibaren sonuna kadar biyiik bir sabir, sevgi
ve ilgiyle emegini esirgemeyen, tiim iyi niyeti ile daima zamanini ayiran, her zaman
bilimsel ve manevi destekte bulunan ¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Nurcan

DURSUN’ a.

Ders donemi ve proje agsamasindan tez yaziminin sonuna kadar sabir, hosgori gosteren,
her daim bilimsel ve manevi desteginin esirgemeyen birlikte ¢aligmaktan onur ve

mutluluk duydugum degerli hocam Prof. Dr. Cem SUER’e

Ders doneminde ve her daim bilgisinden,deneyimlerinden, yaralandigim bilimsel ve

manevi destegini hi¢bir zaman esirgemeyen Ogr. Gor. Mehmet Akif BAKTIR' a

Hayatim boyunca bana destek olan, tizerimdeki emegini ve sevgisini her zaman
hissettigim sevgili annem Giiler SARAY, babam Coskun SARAY, kardeslerim Kiibra
ve Stimeyye SARAY' a

Caligmalarim esnasinda destegini esirgemeyen tim c¢aligma arkadaglarim ve asistan

arkadaslarima,

Projenin gergeklestirilmesinde biiyiik katkilar1 bulunan Erciyes Universitesi Bilimsel

Aragtirma Proje Birimi'ne (BAP) tesekkiir ederim.

Yiksek lisans egitimim boyunca uyumlu bir ¢aligma ortami saglayarak destekte
bulunan degerli hocalarim basta Prof. Dr. Bekir COKSEVIM’ e, Prof. Dr. Asuman
GOLGELT ye, Yrd. Dog. Dr. Erdem BASARAN’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



RHO/RHO-KINAZ'IN FASUDIL ILE INHIBISYONUNUN HIPOKAMPAL
SINAPTIK PLASTISITE UZERINE OLAN ETKISININ ARASTIRILMASI

Hatice SARAY
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2019
Damsman: Prof. Dr. Nurcan DURSUN

OZET

Rho/Rho-kinaz (ROCK), presinaptik ve postsinaptik hipokampal ndronlarda, sinaptik plastisite
gelisiminde 6nemli role sahiptir. Literatiirde, ROCK protein seviyelerinin Alzheimer gibi
kognitif bozuklukluklarda arttig1 bildirilmistir. Caligmamizda, saglikli sigan hipokampiislerine,
ROCK inhibitorii Fasudil inflize edilerek sinaptik plastisitedeki degisiklikler incelenmisgtir.

Deneyler, 2 aylik, erkek Wistar Albino siganlarda gergeklestirildi. Kontrol (K) ve Fasudil (F)
olmak iizere 2 grup olusturuldu. Anestezili sicanlar stereotaksik cihaza sabitlendi. Uyarici
elektrot perforan yola, kavit elektrodu dentat girusa verlestirildi. Fasudil uzun dénemli
giiclenme (UDG, n=8), uzun dénemli baskilanma (UDB, n=8), metaplastisite (MP, n=8) deney
protokolleri ile eszamanli hipokampiise infiize edildi. Populasyon Spike (PS) genlik ve Eksitator
PostSinaptik Potansiyel (EPSP) egimleri degerlendirilerck istatistiksel analizleri yapildi
Calismamiz Erciyes Universitesi Etik Kurulu'ndan 18/090 sayili karar ile onaylanmis olup,
Bilimsel Arastirma Proje Birimi'nce (BAP) (TYL-8502) desteklendi.

I/0 degerlendirilmesinde, PS genligi ve EPSP egimi iki grupta da artmigtir, bu artis (grup etkisi:
p>0.03; etkilesim etkisi: p>0.05) anlamli degildir. UDG'de Fasudil grubunda, posttetanik donem
PS genligi (t14=3.25 p = 0.006) ve idame dénemi PS genligi (t14=4.82, p<0.001) azalmistir.
Fasudil grubu, EPSP egimi indiksiyon déneminde (t4=4.82, p<0.001) ve idame doneminde
(ti4=3.68, p = 0.002) azalmigtir; sonugta Fasudil UDG'yi bozmustur. UDB'de indiiksiyon
déneminde PS genliginde (ti4 =0.62; P= 0.952) kontrole kivasla istatistiksel anlamda degisiklik
olusturmamis, idame doneminde ise azalmistir (t14=2.507. p = 0.025). Indiiksiyon donemi (t14
=0,635; P=0.535) ve idame doneminde EPSP (tis= 3.291; p = 0.005) anlamli artmistir; sonugta
Fasudil UDB'vi arttirmigtir. MP'de ise posttetanik dénem PS genligi (p> 0.05) ve idame donemi
PS genligi (p> 0.05) degismemistir. Indiiksiyon dénemi (p> 0.05) ve idame dénemi EPSP
egiminde (p=0.05) istatistiksel anlamli artig goriilmiistiir, sonugta Fasudil MP'de UDG'nin
inhibisyonunu énlemistir.

Calismamiz dentat girus sinaptik plastisite fonksiyonlarinda ROCK yolaginin énemini ortaya
koymustur. Literatirde ROCK'un hipokampal plastisite fonksiyonuna etkisini in-vivo arastiran
elektrofizyolojik ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢aligmamiz orijinaldir ve ROCK'un
Alzheimer hastalig1 fizyopatolojisinde 6nemli olabilecegini diigiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dentat girus; Fasudil; Hipokampiis; Rho-kinaz; Uzun dénemli giiglenme



vi

THE RESEARCH ABOUT THE EFFECT ON HIPPOCAMPAL SYNAPTIC
PLASTICITY FORMS BY INHIBITION OF RHO/RHO-KINASE WITH
FASUDIL

Hatice SARAY
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Master Thesis, July 2019
Supervisor: Prof. Dr. Nurcan DURSUN

SUMMARY

Rho-Kinase (ROCK) has an important role in the development of synaptic plasticity in
presynaptic and postsynaptic hippocampal neurons. In the literature, increased ROCK protein
levels are reported in cognitive disorders such as Alzheimer's Disease. In our study, synaptic
plasticity changes in healthy rats were evaluated after infusion of Fasudil which is a ROCK
inhibitor.

Experiments were performed on 2-months-old, male Wistar Albino rats. Study was composed
of 2 groups, Control (K) and Fasudil (F). Anesthetized rats were fixed to the stereotaxic system.
Stimulating electrode was placed to perforating path and recording electrode was placed to
dentat gyrus. Fasudil was simultaneously infused according to long-term potentiation (LTP,
n=8), long-term depression (LTD, n=8), metaplasticity (MP, n=8). Population Spike (PS) slope
and Excitatory Post Synaptic Potential (EPSP) slope were evaluated and statistical analyzes
performed. Our study was approved by the ethics committee of Erciyes University with
approval number of 18/090 and supported by Coordinatorship of Scientific Research Projects
(CSRP) (TYL-8502).

In I/O evaluation, slopes of PS and EPSP increased in both groups, however (group effect:
p>0.05; interaction effect: p>0.05) didn't reach statistical significance. In LTP phase, posttetanic
(t14=3.25 p = 0.006) and maintenance (t14=3.68, p = 0.002) PS slope were decreased in Fasudil
group. Induction (t14=4.82, p< 0.001) and maintenance (t4=3.68, p = 0.002) EPSP slope were
decreased in Fasudil group; thus Fasudil disrupted LTP. In LTD phase, while PS slope (ti4
=0.62; P= 0.952) didn't show statistical significance in induction period comparing to controls;
it was statistically significantly decreased in maintenance period (t14=2.507; p = 0.025). EPSP
was significantly increased in both induction (ti4 =0,635; P= 0.535) and maintenance period;
thus Fasudil increased LTD. In MP, PS slope (p>0.05) didn't change in both posttetanic and
maintenance period (p>0.05) but it didn't reach statistical significance. In induction and
maintenance period, EPSP (p>0.05) was statistically significantly increased; thus Fasudil
prevented the inhibiting effect of LTP on MP.

Our study revealed that ROCK pathway is important for dentat gyrus synaptic plasticity. In the
literature, we found no electrophysiological study that researches in-vivo effect of ROCK on
hippocampal plasticity function. Thus

, our study is unique and supports that ROCK is important for the physiopathology of
Alzheimer's Disease.

Key Words: Dentat gyrus; Fasudil; Hippocampus; Rho-kinase; Long term potentiation
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1.GIRIS VE AMAC

Kiigiik GTPaz Rho'nun, aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, myozin hafif zincir
(MLC) fosforilasyonu, noral stres lifi olusumu, sitokinez, apoptoz, adezyon gibi bir¢cok
hiicresel fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda rolii oldugu bilinmektedir (Ozdemir ve
ark, 2009; Huang ve ark, 2014). Yapilan ¢aligmalar, Rho GTPaz'larin hiicre igerisindeki
sinyal yolaklarin1 nasil etkiledigini ve asag1 akis hedefleri dogrultusunda olusturduklari
hiicresel yanitlar1 net bir sekilde gostermektedir (Ozdemir ve ark, 2009). Uzerinde en
fazla caligilan ve Okaryotik hiicre tiplerinde yiiksek oranda korunan Rho GTPaz'lar Rho,
Rac ve hiicre boliinmesi kontrol proteinidir (Cdc42). Bizim tlzerinde ¢alistigimiz ise
Rho'nun hiicresel sinyal efektorii olan Rho-kinaz'lardir (ROCK). Memelilerde ROCK1
ve ROCK2 olmak ftizere 2 izoformu bulunmaktadir. Bu iki izoformda memeli
embriyogenezinde ve yetiskin dokuda her bolgede eksprese edilebilir. Ancak
dokulardaki ekspresyon seviyeleri bakimindan onemli farkliliklar igerir. ROCKI1
ekspresyonu akciger, karaciger, immin sistem ve testislerde daha baskindir. ROCK2 ise
beyin, kalp ve diiz kaslarda daha dominanttir. ROCK proteinleri, myotonik distrofi
protein kinaz (DMPK), DMPK ile ilgili Cdc42 baglayicit kinaz (MRCK), sitron kinaz
gibi diger AGC grubu kinazlar biiylik homolojiye sahip serin/treonin kinaz yapili
molekillerdir. Yapisal benzerliklerine ragmen,ROCK1 ve ROCK2'nin her iki
izoformunun ayni olgide ifade edildigi dokularda farkli rollere sahip olabildigi
bilinmektedir. Gen nakavt teknolojilerinden faydalanarak, deney hayvanlar1 geligsiminde
ROCKI1'in, ROCK2 izoform kaybini tamamen telafi edemedigi gorilmiistiir. Farkli bir
caligmada ROCK2 geni nakavt edilmis olan farelerde beyin anatomisi normal olup

bazal sinaptik transmisyon, sinaptik omurga morfolojisi, uzun dénemli gliglenme(UDG)



yanitlart ve hafiza fonksiyonlari 6nemli olgiide farklilik gostermistir (Koch ve ark,

2017; Narumiya ve Dean Thumkeo,2018).

Yetigkin memeli merkezi sinir sisteminin(MSS) noéronlarinin yenilenmesi, sinir
sisteminin travmatik ve norodejeneratif hastaliklarinda ndoronlarin islevselligi,
yenilenmesi ve sinir sistemine ait fonksiyon kayiplarinin geri kazamilmasinda ¢ok
sayida hucresel faktor sorumlu tutulmaktadir. MSS'nde meydana gelen noronal 6liim,
aksonal dejenerasyon ve anormal protein agregasyonlari gibi pek ¢ok sayida patolojik
mekanizmanin sinir sistemine ait iglevsel restorasyonu engelledigi bilinmektedir.
ROCK'un, noérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde yer almasi bu hastaliklarda daha
ileri translasyonel aragtirma ve terapotik hedef olarak goriilmesine neden olmustur. Bu
nedenle ROCK fonksiyonunu inhibe edecek yaklagik 170'e yakin farmokokinetik ajan
bulunmustur. Bunlarin igerisinde en etkili inhibitor maddeler izokolin tiirevleri olan
Fasudil grubu ve aminopiridin tiirevi olan Y-27632'dir. Klinikte onay almis iki lisanslt
ROCK inhibitérti bulunmaktadir. Bunlardan birincisi subdural hematomda vazodilator
etkisi nedeniyle kullanilan Fasudil, ikincisi ise glokom tedavisinde kullanilan
ripasudil'dir. Bu c¢aligmada ROCK inhibitér maddesi olarak Fasudil kullanilmigtir
(Tonges ve ark,2011; Koch ve ark,2017)

Alzheimer hastaligi (AH) ve Parkinson hastaligt (PH) gibi ilerleyici ndrodejeneratif
hastalik semptomlar1 bilissel ve davramssal degisiklikler ile karakterizedir. Insanlarda
bu patolojik kosullar altinda alinan numunelerde ROCK2 ekspresyonunun beyin
dokusunda arttigina yonelik bulgular mevcuttur. Her ne kadar ROCK2'nin sinir
sisteminde daha dominant oldugu bilinse de ROCK1'in MSS'de ekspresyonunun olmast
olagandir. Rho iligki kinaz inhibisyonu Parkinson hastaliginda (PH) dopaminerjik néron
hasarin1 6nlerken, Alzheimer hastaliginda (AH) ise amiloid beta-42 (AB42) seviyesini
azalttigr gorilmugstir. Dolayisiyla bu hastaliklarda yeni molekiiler bir terapotik hedef
noktasi olarak dusiinilmektedir (Pedrini ve ark,2005; Koch ve ark,2017)

Ogrenme, yasantilar ve deneyimler sonucunda davramgsal degisimler olarak ifade
edilmektedir. Birden fazla 6grenme tiirii olmasina ragmen hipokampiis 6grenme ve
bellek ile ilgili ikonik bir beyin bolgesini ifade eder. Hipokampiis, temporal lobun
medial kisminda lateral vetrikiiliin 6n boynuzu boyunca uzanan gri cevher tabakasidir.
Yon bulma, hafiza ve uzamsal o6grenmede fonksiyona sahip olan hipokampiis

norodejenerasyonda ilk etkilenen beyin bélgesidir. Ozelliklede uzun dénemli giiglenme



(UDG) degisiklikleri ile bellegin degerlendirildigi sinaptik plastisite yanitinin en yiiksek
oldugu bolgedir. Ogrenme ve hafiza, dis g¢evreden gelen uyarilar sonucunda
noronlardakielektriksel, kimyasal ve yapisal degisikliklere bagli olarak sinaptik
baglantilarin yenilenmesini saglarlar. Bu iglem sinaptik plastisite olarak betimlenir.
Uzun donemli gliglenme (UDG), uzun dénemli baskilanma (UDB) ve depotansiyasyon
(DP) en iyi bilinen sinaptik plastisite formlaridir. Bu formlar memeli beyninde bilginin
depo edilmesini saglayan c¢esitli hiicresel mekanizmalari kapsamaktadir. En etkin
caligsan formu uzun doénemli giiclenme (UDG) olarak bilinir (Neves ve ark,2008;Pinarve
ark,2017). Bu calismada Rho iligkili kinazlar Fasudil ile inhibe edilerek sinaptik
plastisite formlarindan uzun dénemli gig¢lenme (UDG), uzun donemli baskilanma
(UDB) ve sinaptik plastisitenin plastisitesi olarak tanimlanan metaplastisite
(MP)iizerindeki etkilere bakilmistir. Metaplastisitede noronlarda oncelikle disik
frekansli uyarim (DFU) ile sinaptik ileti baskilanirken daha sonra yiksek frekansli
uyarim (YFU) ile noron yanitlarinin giiglendirildigi bir deney protokoliine tabi tutulur.
UDG'de ise yuksek frekansli uyart (YFU) kullanilarak sinapslar giiclendirilmektedir.
Son olarak UDB kayitlarinda ise diisik frekansli uyart (DFU) verilerek sinaptik
aktivitenin iglevsel olarak yavaslatildig1 bir deney protokoli kullanilmaktadir. Burada
elde edilen yanitlarda kinaz ve fosfatazlarin farkli seviyelerdeki katkilari énemli rol
oynar. Bu ¢alismada ki elektrofizyolojik kayitlar, hipokampiis dentat girus bdlgesine ve
entorinal korteksten dentat girusa ilerleyen perforan yol iizerine yerlestirilmis olan
elektrotlar vasitasiyla alinacaktir. Hipokampal 6grenme ve bellek performansi tizerinde
ROCK sinyal yolagina yonelik davranis ¢aligmalart oldukga fazladir. Bu galigmada,
Rho iligkili kinazlarin nérodejeneratif hastaliklarda uzamsal 6grenme ve baskilanmadaki
rolint belirleyebilmek icin ROCK yolagt inhibe edilerek elektrofizyolojik kayitlama
yapilacaktir.

Norodejenerasyonda, biligsel gerileme ile baglantili olarak sinapslardan patofizyolojik
yanitlar alinmaktadir. Bu yamitlarin olusumuna neden olan hiicresel mekanizmalar
arasinda en Onemli sinyal yolaklarindan biriside Rho/ROCK sinyal yolagidir. Bu
nedenle, ROCK inhibitorlerinin terapotik bir hedef olarak uygulanmasi biligsel
fonksiyonlarda gerilemeyi azaltmakla birlikte yetiskin hipokampal norogenezde
degisikliklere yol agabilecegini gostermistir (Koch ve ark,2017). Bu ¢aligmada ROCK
sinyal yolaginin inhibisyonu Fasudil maddesi ile gergeklestirilmis olup hiicresel

diizeyde infiizyonu saglanmistir. Elde edilen bulgular, UDG yanitlarinin baskilandigs,



UDB vyanttinin ise artirildigr yoniindedir. Ancak ilging bir sekilde metaplastisite
yanitlarinda UDG inhibisyonu ortadan kaldirilmistir. Bu bilimsel farkliliklarin Rho
iligkili kinaz yolagi ve kullanilan inhibitor maddelerin inhibisyon yetenegi hakkinda
bilgilere 151k tutacag: kanaatindeyiz. Ayni zamanda ginimuzde hizla artan AH ve PH
gibi norodejeneratif hastaliklarin  yeni tedavi kesiflerine katki saglayacagi

disiincesindeyiz.



2.GENEL BILGILER

2.1 RHO/RHO-KINAZ (ROCK) PROTEIN AILESI

Rho, molekiiler kitlesi 160k/Da olan guanozin difosfata (GDP) bagli inaktif ve
guanozin trifosfat'a (GTP) bagl aktif formu bulunan serin treonin kinaz yapili bir
proteindir (Ozdemir ve ark, 2009; Huang ve ark, 2014)Rho proteinlerini diger kiigiik
guanin trifosfatazlardan (GTPaz) ayiran yapisal Ozellik, kiigiik GTPaz alanindaki
besinci iplik¢ik ile dordiincli o helezonu arasinda yer alan Rho ekleme bdlgesinin
varligidir. Amino asit dizilimlerinin boyu >700 kadar uzayabilir (Valencia ve ark,
1991). Bu proteinlerin hiicre adezyonu, hiicre proliferasyonu, migrasyon, otofaji,
apoptoz, aksonal rejenerasyon, sitoskeletal reorganizasyon, gen ekspresyonu, kan
basinct homeostazi, diz kas kontraksiyonu ve inflamatuar yanit gibi pek ¢ok hiicresel
olaylarda sinyal iletiminin rol aldig: bilinmektedir (Ozdemir ve ark, 2009). Kiiciik
GTPaz'lardan Ras proteini tst ailesinin énemli ve biyiik bir kolunu olusturmaktadir.
Bilinen en yaygin tiyeleri RhoA, Racl ve Cdc42'dir. Bu iiyeler serum tepki faktorii, NF-
kB, stresle aktive olan protein kinazlar ve siklin D1 gibi sinyal molekiillerinin
aktiflestirilmesi yoluyla gen ekspresyonunun diizenlenmesine ilaveten biiylimeyi
destekleyici ve anti-apoptotik fonksiyonlar1 gergeklestirmektedirler. Uyelerin tamamu,
GTP baglayici proteinlerin karakteristik dizilim motiflerini igermektedirler. Ayrica
tiyelerin ¢ogunlugu izoprenoid lipidler tarafindan C-terminal translasyon sonrasi
modifikasyona ugrarlar. C-terminal modifikasyonlar1 sonrasi subseliiler hedeflerdeki
varyasyonlar i¢in farkli biyolojik aktivitelere sahip ancak birbirleri ile iligkili kritik
izoformlar1 meydana getirmistir. (RhoA, RhoB ve RhoC) (Wennerberg ve Channing,
2004).

Rho GTPaz'larin GDP-GTP dongusiini diizenleyen ti¢ protein ailesi bulunmaktadir. Bu

protein dongiist Sekil 2.1'de gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Rho GTPaz'larin hiicre i¢i diizenlemesi.

Tipik Rho GTPazlarin GDP ve GTP'ye bagli formlari arasmndaki gecisi, guanin niikleotid degisim
faktorleri (GEF) ve GTPaz aktive edici proteinler (GAP) tarafindan organize edilir. Terminalinin
vakininda bir prenil grubu ile hiicre zarma tutturulmus bir Rho GTPaz goériilmektedir. GTP ve GDP,
GTPaz tarafindan baglanir. Guanin niikleotid degisim faktorii (GEF), GTP'nin baglanmasina izin verir.
Dolayisiyla GDP salimmim katalize eder. GAP ve GEF'ler yapici ve endiiktif olarak hiicre membram ile
iligkilidirler. Rho'nun guanin niikleotid ayrigsma inhibitérleri (GDI) araciligiyla, GDP ‘'ve bagli formu
ayrilabilir. Geleneksel olarak {i¢ ayr1 RhoGDI tammmlanmstir: RhoGDI-1 (o), RHoGDI-2 (D4 / LyGDI /
B) ve RhoGDI-3 (y)'tiir. Bu ti¢ form GDI'min farkli Rho-baglayici 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir.
RhoGDI-1, RhoA, Racl ve Cdc42'ye iyi baglanirken, RhoGDI-3, RhoB ve RhoG'ye baglanma gosterir.
RhoGDI-2'nin hedefleri belirsizligini korumaktadir. Ayn1 zamanda RhoA, Racl veya Cdc42'ye baglanma
yeteneginin iyi olmadig goriillmektedir. GTP'ye baglh aktif formu ise efektér proteinlerine baglanarak
hiicresel sinyalleri iletirler (Olofsson,1999; Victor ve ark, 2009).

GAP proteinleri ilk yillarda Rho GTPaz'lar1 aktive ettigi bilinen GEF proteinlerine
kiyasla sinyal sonlandirict olarak gorev yapan bir protein olarak gorilmustir. Ancak
son ¢aligmalar, GAP'larin dis faktorlerle diizenlendigi ve Rho'nun aracilik ettigi hiicresel
fonksiyonlarda onemli rol oynadigi paradigmasina neden olmustur (Olofsson,1999;

Victor, 2009; Narumiya ve Dean Thumkeo, 2018).

Son ¢alismalardan elde edilen veriler Rho GTPaz ailesinin insanlarda bulunan 20
liyesinin varligin1 kanitlamaktadir. Bu tyeler birbirleri ile benzer ancak ayni olmayan

farkli aile gruplarina ayrilmaktadirlar (Sekil 2.2) (Narumiya ve Dean Thumkeo, 2018).
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Sekil 2.2 Rho GTPaz ailesi alt tiyelerine ait dendrogram.

Rho GTPaz memelilerde 20 iiye igerecek sekilde genislemistir. Insanlarda bulunan 20 Rho GTPaz'mn
aminoasit dizilimleri siralanmustir ve filogenetik agag, NJ algoritmasina dayanan ClustalW2 yazilimi
(EMBL - EB]I) ile tiretilmistir. Rho GTPaz'in alt aileleri daire igerisine alinarak vurgulanmaktadir. Ayrica
tablonun sag tarafinda dahil olduklar aile adlan etiketlendirilmigtir (Narumiya ve Dean Thumkeo, 2018).

Rho'ya ait proteinlerin bilinen ve lizerinde caligilan en iyi efektorii Rho-kinaz (ROCK)
enzimleridir. Bugiine kadar tamimlanmis iki adet ROCK izoformu bulunmaktadir.
Bunlar ROCKI1(ROCKB, pl60ROCK, Rho-kinaz P) ve ROCK2 (ROCKa)'dir
(Nakagawa ve ark, 1996). Insanlarda ROCK1 ve ROCK2'ye ait gen faktorii sirasiyla
kromozom 18 (18q11.1) ve kromozom 2 (2p24) tizerinde yer alir (Jacobs ve ark, 2006).
Rho kinazlar baslangicta GTP baglayict proteinlerden birisi olan RhoA'nin asag1 akis
hedeflerinden birisi olarak kesfedilmislerdir (Leung ve ark, 1995; Matsui ve ark, 1996).
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Sekil 2.3 Rho iligkili sarmal bobin kinaz, ROCK1 ve ROCK2'in molekiiler yapisi

Rho GTPaz'in baglanma bélgesini igeren merkez hatti, RhoA icin ¢k bir baglanma bolgesi (HR)
icermektedir. Bu bolgenin RhoA GTPaz'inin baglanma yetenegini artirdig bilinmektedir (Blumenstein ve
Ahmadian, 2004). C-terminal bélgesi ise sistein bakimindan zengin plekstrin homoloji alamma (PHD)
sahiptir. Burada ¢inko agisindan zengin parmak benzeri bir (ZFD) alan bulunmaktadir. Bu alan ROCK'un
membran stabilizasyonu agisindan énemlidir (Koch ve ark, 2018).

Rho proteinlerinin baglanma bolgesi (RBD) basta olmak tizere her iki izoform yapisinda
da C-terminal alani, bazal kosullar altinda temel olarak Rho-kinaz (ROCK) aktivitesini
inhibe edici 6zellige sahiptir (Sladojevic ve ark, 2017). C-terminal bdlgesi ROCK1 igin
kaspaz3 enzimi (Casp3), ROCK2 i¢in ise granzim-B enzimi (GZMB) ile aktive edilerek
kinaz yapisindan hiicresel otofaji mekanizmast ile tamamen ayrilabilir. Sonug olarak C-
terminali ROCK aktivitesinin oto inhibisyonuna yol agabilir (Sladojevic ve ark, 2017;
Koch ve ark, 2018). Kisa stire 6nce yapilan bir ¢alismada ROCK2'nin kaspaz-2 enzimi
ile boliinmesinin aktive olabildigini gostermistir. Bu aktivasyon sonucunda hiicrede

trombin kaynakli mikropartikiil olusumuna neden olmaktadir (Sapet ve ark, 2006).

Dolayisiyla ROCK molekilii iki adet dimerizasyon alani igermektedir. Bunlardan
birincisi RhoGTPaz baglanma bolgesi (RBD) olan merkez hat, digeri ise N terminal
alaninin bulundugu kinaz yapisidir (Koch ve ark, 2018; Boureux ve ark, 2007).

2.1.1. Rho-Kinaz'in (ROCK) Doku Alanlari ve Hiicre Icerisindeki Dagilim

Her iki ROCK izoformu da yetigkin dokularin biyiik bir bolimiinde ve siklikla eksprese
edilebilir. Ancak ROCK1 ve ROCK2'nin bulundugu doku alanlar1 ve buradaki

ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar 6nemlidir (Matsui ve ark, 1998; Katoh ve ark,



2001). ROCK1 ve ROCK2'nin bulunduklari doku alanlart ve buradaki ekspresyon

seviyeleri Sekil 2.4'te sunulmustur.
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Sekil 2.4 ROCK1 ve ROCK2'nin doku dagilimi ve ekspresyon seviyeleri
(1; mesane, 2; kan, 3; kemik, 4; kemik iligi, 5; beyin, 6; serviks, 7; kolon, 8; goz, 9; kalp, 10; bobrek,
11; larenks, 12; karaciger, 13; akciger, 14; lenf nodu, 15; meme dokusu, 16; kas, 17; over, 18;
pankreas, 19; PSS, 20; plasenta, 21; prostat, 22; deri, 23; ince bagirsak, 24; yumusak doku, 25; dalak,
26; mide, 27; testis, 28; timus, 29; dil 30:uterus)

ROCKI1, karaciger, akciger, testisler, kan ve immiinsistemde baskin iken ROCK2,
beyin, kalp ve diiz kas hiicrelerinde daha baskindir. ROCKI1, hiicrede ¢ogunlukla
sitoplazmada yer alir. ROCK2 ise sitozolde daha yogun olmak tzere i¢ ve plazma
zarinda da lokalize (RhoA aracili aktivasyon sonrasi) olabilir. Ayrica hiicre
cekirdeginde de lokalize olabilir. ROCK2'nin vimentin filamanlari, stres lifleri ve
sentrozomlar ile iligkili oldugu bilinmektedir. ROCK1'in ise hiicre adezyon temalart,
plazma zari, vezikiiller ve aktin filament yapilari ile baglantili oldugu bildirilmistir

(lizuka ve ark, 2012).

2.1.2 Klasik RhoA, RhoB ve Cdc42 ile Baglantih Proteinler

RhoA, RhoB ve RhoC proteinleri ile aminoasit dizilimleri bakimindan %85 oraninda
benzerlik gostermektedir. Bu proteinlerin ayn1 guanin nukleotid degisim faktorleri
(GEF) ve efektorleri ile etkilesime girdigi dustntlmektedir. Ancak buna ragmen
fonksiyonel olarak farkliliklar icermektedir. RhoA, sitozoliktir ve belirli derecelerde

plazma membranina baglanir. RhoB, plazma membrani ve endomembran vezikiilleri ile
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baglantilidir. RhoC ise sitozolik bir baglantiya sahiptir (Adamson, 1992; Bustelo ve ark,
2007). RhoB, RhoA ve RhoC’nin aksine fonksiyonel olarak zitlik gostermektedir.
Ayrica RhoB'nin hiicresel biiyiimeyi inhibe edici 6zelligi de bulunmaktadir. Ornegin,
RhoB geni nakavt edilen farelerde kanserojen kaynakli deri tumérlerinin arttigi
bilinmektedir. Dolayisiyla timér olusumlarinda RhoB ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir. Sonu¢ olarak Farnesiltransferaz inhibitorleri (FTI) kullanilarak RhoB
lizerinden anti-timor uygulamasi terapotik bir hedef olarak diustntlmiistiir (Adnane ve

ark, 2002).

Racl, Rac2 ve Rac3 ile %88 oraninda benzerlik gostermektedir. Racl'in bir diger
varyant1 olan Raclb'nin kolon ve meme kanserinde eksprese edildigi gorilmustur.
Hematopoetik hiicreler gibi 6zellesmis fonksiyona sahipolan hiicrelerde genellikle
Rac2'den bahsedilmektedir. Bunun yami sira Racl protein eksikligi olan farelerde
embriyojenik 6lim komplikasyonlar1 gortlirken, Rac2 protein eksikligi olan farelerde
ise gelisimin normal oldugu bilinmektedir. Ancak Rac2'nin eksik oldugu fareler, normal
gelisim gosterseler de hematopoetik hiicre kusurlarinin olugsmasina neden olmaktadir
(Fujita ve Yamashita, 2014). Rac2'nin silinmesi ya da etkisiz hale getirilmesinin de
cesitli norotrofilik, fagositik ve lenfositik kusurlarla iligkili oldugu bilinmektedir. Sonug
olarak hem Racl hem de Rac2'nin kombine eksikliklerinin hematopoetik hiicrelerde ek
komplikasyonlara neden oldugu gorilmustir. Bu da her iki GTPaz'in hematopoetik
hiicrelerle ortiisen hiicresel fonksiyonlarinin oldugunu vurgulamaktadir (Gu ve ark,
2003). Rac proteinlerinden birisiolan Rac3 proteininin en ¢ok beyinde eksprese edildigi
bilinmektedir. Racl ile benzer bir sekilde meme kanserinde hiperaktive oldugu
bilinmektedir. Rac proteinlerinin koken aldigi gen faktoriise genellikle meme
kanserinde silinme gdsteren 17. kromozoma yakin yerlerde lokalize olmaktadir (Morris

ve ark, 2000).

Cdc4?2 ile iligkili proteinlerin ¢ogunun Wiscott-Aldrich sendromu proteini (WASP) veya
N-WASP ile birleserek hiicrelerde flopodia olusumunu uyardigi bilinmektedir. Ornegin,
izoformlarindan Cdc42p proteini hiicresel morfogenezi kontrol etmede rol
oynamaktadir. Farkli izoformlarindan Cdc42u, Cdc42Hs ve Cdc42a'nin insan
dokusunun her bdlgesinde olabilecegi bilinmekle beraber Cdc42bmin beyinde ndral

hiicre yapilarinda ve kortikal alanlara 6zgli oldugu bilinmektedir. Cdc42'ye ait
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izoformlarin ve insanlarda bu proteine ait genin alternatif ekzonlar eklemesi ile ortaya

ciktig1 gorulmugtiir (Machesky ve Insall, 1998).

RhoA, Racl, Cdc42 ve diger aile iiyeleri icin belirlenen c¢ok sayida efektér bu

proteinlerin karmagik ve ¢esitli fonksiyonel 6zelliklerini yansitmaktadir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 RhoA, Rac ve Cdc42 i¢in Se¢ilmis Efektor Proteinlerin Listesi

Efektor Protein Tipi Hedef GTPaz Temel Biyolojik Aktivite
. . . . RhoA etkilesimi
Cnksrl Scaffolsd protein (Ksr) RhoA (Rhophilin)
Rtknl1,2 Scalfold protein RhoA NFKB  aktivasyonu
Rhpnll,2 Scalfold, PDZ protein RhoA Sitoskeletal Organizasyon
Kitnl Scalfold protein RhoA, Racl Vezikiiler Trafik
Cdc42 Vezikiiler Trafik
Diaphl 2 Scalfold protein (Dial 2) RhoA, Racl Sitoskeletal Degisiklik
Arip2 Scalfold protein (Por1) Racl Sitoskeletal Diizenleme
Pard6 A, G Scalfold proteinRacl, Cdc42 Hiicre Polaritesi
Baiap2 Scalfold protein Racl, Cdc42 Sitoskeletal Diizenleme
IQGAP1,2 RhoGAP ve Scalfold Racl, Cdc42 Hiicre Proliferasyonu
Was Scalfold protein (Wasp) Racl Sitoskeletal Diizenleme
Nck1 Scalfold protein Racl Sinyal fletimi
Scalfold protein
Nekapl (Nap1,125) Racl Sitoskeletal Diizenleme
Cyfip2 Scalfold protein (Pir121) Racl Sitoskeletal Diizenleme
IL1Rapl Scalfold protein Racl Interlokin Sinyali
Hspcl21 Scalfold protein Racl, RhoA Gen Ekspresyonu
Cded2 Gen Ekspresyonu
WasL Scalfold protein (N-Wasp) Cdc42 Sitoskeletal Diizenleme
Tripl0 Scalfold protein Cdc42 Mikrotiibiil Baglanmast
Mig-6 Scalfold protein Cdc42 INK Yolu Aktivasyonu
Wasfl1,2 Scalfold protein Cdc42, Racl Sitoskeletal Diizenleme
Coatomer protein (y2-
CopG2 Cop) Cded2 Vezikil Trafigi
Itprl nozitol 1,4,5 RhoA Endotel Hiicreler Ca%*
Girigi
PlcG1 Fosfolipaz C RhoA fkincil Haberlesme

2.1.3 Rho Proteinleri ve ROCK Aktivitesinin Diizenlenmesi

Geleneksel olarak, ¢ok sayida Rho GTPaz'in sinyal yolu aktivasyonu, aktif olmayan,
GDP'ye bagli bir form ile aktif olan GTP'ye bagl formu arasinda ge¢is yapmasiyla
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diizenlendigi bilinmektedir. Birkac istisna diginda diger diizenlemeler belirsizdir.
Bunlardan, GEF’ler GDP’nin degisimi ile aktif Rho GTP baglanmasini tegvik eder
(Schmidt ve Hall, 2002). Ardindan aktif Rho GTP efektorii ile etkilesime girerek sinyal
yolagini aktif hale getirir. GAP’lar ise GTP'nin hidrolize olmasin1 saglayarak, GDP'ye
bagli protein olusumunu desteklemektedirler. Ayrica niikleotid baglanmasini bloke eden
ve Rho proteini aktivasyonunu inhibe eden GDI fonksiyonunda bu diizenlemeye
katilmaktadir. RhoGEF’ler Dbl benzeri bir protein ailesine ait yaklagik 60 alt protein
grubuna sahip olup RhoGAP’lar ise 80 iiye iceren genig bir protein ailesine sahiptir.
RhoGAP'larin Rho aktivasyonunu diizenleme modlart GEF'lere oranla daha az
bilinmektedir. Ekstraseliiler ve intraseliiler bir uyar1 sinyalinin olmadigt durumda Rho
proteinleri, lipid modifikasyonlarini maskeleyen GDI'lar tarafindan sitozolde

tutulmaktadir (Schmidt ve Hall, 2002; Moon ve ark, 2003).

Rho GTPaz'larin hiicresel dagilimdaki gesitliligi, bulundugu konumdaki islevselligini
etkilemektedir. Bu etki ayni zamanda GTPaz'larin hiicre i¢i membranlaolan baglantilart,
hiicre lokalizasyonlar1 ve C-terminal alammin lipid modifikasyonlart ile ilgilidir.
Rho'nun gen ekspresyonlari ile olan diizenlemesinde RhoA, Racl ve Cdc42 gibi Rho
GTPaz'larin mRNA's1 ve protein seviyeleri, biitiin dokularda genellikle stabildir. Ancak
bazi Rho proteinleri, belirli dokularla sinirli olup, bunun nedeni buradaki hiicrelerde
ozel fonksiyonlar gerceklestirmeleridir. Ornegin, Rac2, hematopoetik hiicrelerde
konak¢r savunma mekanizmalarinda oksijen radikallerinin iiretiminde uzmanlagmisgtir.
Rho ve Rac proteinlerinin ¢ogu biyolojik fonksiyonlarint yerine getirebilmeleri igin
hiicre membranlarina tutulmas: gereklidir. Aynmi zamanda daha az ¢alisan Rho
GTPaz'larin transkripsiyonel olarak dizenlendigi goriilmektedir. Bu genlerin ihtiyag
halinde kopyalandigini ifade etmektedir. Rnd alt aile {iyelerinin diizenlenmesinde
GDP/GTP etkisi olmadig1 dusinilmektedir. Bu nedenle bu aileye ait Rho
diizenlemesini mitojenik olarak gerceklestigi goriisi hakimdir (Riento ve ark, 2003;
Wennerberg ve Channing, 2004). Diger diizenleyici olaylar heniiz aydinlatilmamis olup,
Rho protein sinyalinin diizenlenmesi ve isleyisi kompleks bir yapiya sahiptir

(Wennerberg ve Channing, 2004).
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Sekil 2.5 Rho/Rac proteinlerinin biyosentez (iist), sekestrasyon (orta) ve diizenleyici (alt)
dongiilerinin gematik sunumu.

Ikinci durumda, prototipik GDP / GTP déngiisiiniin yani sira, efektorlerin veya diger biyolojik yollarin
(ubikitin, proteaz boliinmesi, igsellestirme) etkisinin aracilik ettigi diger diizenleyici asamalar
goriilmektedir. Ana adiumlar koyu gri renkle vurgulanmistir. Déngiideki diger diizenleyiciler agik gri
renkle ifade edilmektedir. Kisaltmalar: CAAX; C = sistein, A = alifatik amino asitlerin ve X = Met, Ser,
Alanin veya Gln'nin kombinasyonundan tiiretilen bir kisaltma, Cyt; sitozol, EM; endomembranlar, ER;
endoplazmik retikulum, FT; farnesil transferaz, GGT; geranil-geranil transferaz, PM; plazma zari, PRR
BP;, prolin zengin bélge baglayici protein (Bustelo ve ark, 2007).

RhoGTPaz'lar igerisinde en fazla ¢aligilan grup RhoA, RhoB ve RhoC'dir. ROCK
natiirel halde iken aktif degildir. Genel olarak bu protein formlar1t ROCK'un Rho
baglanma bolgesi (RBD) alanina baglanarak molekiiler yapidaki C-terminal alanini

konformasyonel bir degisiklige ugratir. Bu degisim C-terminalinin dezenfeksiyonuna ve
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dolayistyla ROCK’un katalitik olarak aktive edilmesine yol acar (Matsui ve ark, 1996;
Amano ve ark, 1999; Boureux ve ark, 2007). ROCK'un aktif olan kinaz alani sterik
olarak da dogrudan bloke edilebilir. Bu blokaj ise C-terminal alaninin oto-inhibisyon
fonksiyonunun devreye girmesine ve ROCK aktivitesinin blokajina neden olur.
Alternatif olarak ise ROCKI1 i¢in kaspaz3 (Casp3) ve ROCK 2 i¢in ise granzim B
(GZMB) enziminin proteolitik aktivitesi sonucu C-terminal alaninin tamamen silinerek
ortadan kaldirilmasi ile ROCK aktif hale getirilebilir (Coleman ve ark, 2001; Sebbagh
ve ark, 2001; Sladojevic ve ark, 2017).

2.1.4 ROCK Aktivitesini Yoneten Yukar: Akish Molekiiler Regiilatorler

ROCK i¢in en iyi sekilde karakterize edilmig yukari akiglt molekiler regiilatorlerin Ras,
RhoA ve RhoC proteinleri oldugu ifade edilmistir. Ozellikle de RhoA protein
molekiiliiniin merkezi sinir sistemi (MSS) 'de bulunan, glial destek hiicreler tarafindan
eksprese edilen inhibitér maddelerolan; kondroitin siilfat proteoglikanlar (CSPG),
myelinle iligkili proteinler (MAG), Nogo ve oligodendrosit myelin glikoproteini
(OMgp) ile aktivasyonu saglanir. Bu protein molekilleri hiicre membrant tizerinden
Nogo reseptoriil (NgR1), LINGO1, p75NTR ya da timor nekroz faktori
reseptorlerinden TROY'u igeren trimetrik bir reseptér kompleksinin aktivasyonuna
neden olur (Wang ve ark, 2002; Monnier ve ark, 2003). Ligand baglandiktan sonra
norotrofin reseptdr (p75SNTR) bileseni, ROCK'un temel baglayici ortagi olarak
tanimlanmis olan kiicik GTPaz RhoA'y1 aktive etmektedir (Tonges ve ark, 2011).
Ayrica RhoE gibi bazi GTP2ye bagli proteinler,Rho baglanma bolgesi (RBD) disinda
baska alanlara baglanarak ROCK1'in inaktive edilmesine de neden olabilir (Amano ve
ark, 2010; Julian ve Olson, 2014). Rho'yu aktive eden alternatif bir regiilator olarak
sfingosin-1-fosfat (S1P) ya da lizofosfatidik asit (LPA) devreye girebilir. Daha 6nce
yapilmig olan bazi ¢aligmalarda insan astrositlerinde, interlokin-1{3'nin (IL-1 3) RhoA
proteininin dogrudan inhibisyonuna neden oldugu da bilinmektedir (John ve ark, 2004).
Her iki ROCK izoformu icin yapilan fosfoproteolitik ¢aligmalarda 50'ye yakin
fosforillenme alanini ortaya koymus olup bunlarin fizyolojikonemleri kesin olarak
bilinmemektedir. ROCK'un bir diger aktivasyon regiilatdrleride RhoA, RhoB ve RhoC
disinda dogrudan GTP baglayict ozellige sahip olan diger protein molekiilleridir.
Ornegin, Polo benzeri bir kinazda ROCK aktivasyonunu regiile edebilir. Birbiri ile bu

kadar homolog olan bu iki ROCK yapist fosforillenme ve katalize edici proteinler
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bakimindan farkliliklar gostermektedir (Ward ve ark, 2002; Koch ve ark, 2018).
Ornegin, ROCK2 molekiiliiniin Tyr-722 bolgesinde gergeklesen fosforilasyonda RhoA
proteininin baglanmasini inhibe etmektedir. Ancak ayni alanlarda SHP2 protein
molekiliiniin eslik ettigi fosforillenmede tam tersi RhoA'nin ROCK2 iizerinde
baglanma afinitesinin artirmaktadir (Lee ve Chang, 2008). ROCK aktivitesinin yukar1
akigli molekiler regiilatorlerindeki; kondroitin (CSPG), Nogo, miyelinle iligkili
glikoprotein (MAG), oligodendrosit  miyelin  glikoproteini (OMgp), ephrin (Eph),
semaforin ve lizofosfatidik asit'in (LPA)etki yolu Sekil 2.6 'da sunulmustur.

Nogo MAG

cs<\ / omgp Eph e \ / Slto}(mler

€oro18)

S R

Sekil 2.6 Rho/ROCK sinyal yolaginin yukar akigh molekiiler regiilatorleri.

kondroitin stilfat proteoglikanlar (CSPG), Nogo, miyelinle iligkili glikoprotein (MAG) ve oligodendrosit
miyelin glikoproteini (OMgp), NgR1, LINGO-1, p75SNTR ve p75 igeren bir trimerik reseptor kompleksini
(yada TROY) aktive eden bir dizi inhibitdr molekiiliidiir. Bu molekiiller vasitasiyla RhoA uyarim
saglanabilir. Ayrica RhoA, ephrin (Eph), semaforin yada Gproteinine bagh reseptérler (GPCR)
araciligriyla Lizofosfatidik asit (LPA) ve Sfingosin-1-fosfat vasitasiyla da aktive edilebilir.Sema
reseptorleri ve sitokinlerde ROCK un aktivasyonun da rol oynamaktadir.(Koch ve ark, 2018).

2.1.5 ROCK Aktivitesinin Asag1 Akish Molekiiler Regiilatorleri

Yukar: akisg regiilatorleri tarafindan aktive edilen ROCK sinyal yolaginin ¢ok sayida
asag1 akis hedefi bulunmaktadir. Asagi akigh regiilatorleri Sekil 2.7'de sunulmustur.
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Sekil 2. 7 Rho/ROCK sinyal yolagi aktivasyonu ve asagi akis hedefleri (Amin ve ark, 2013).

Rho sinyal ag1 ¢oklu mekanizmalar ile hem pozitif hem de negatif etkili kontrol
edilebilen hucresel islemlerden sorumludur. Kesintisiz olarak dogrudan gerceklesen
sinyal basamagini ifade eder. Burada yer alan kesikli ¢izgiler varsayimlari

gostermektedir (Amin ve ark, 2013).

Aktif olan ROCK, hiicre iskeleti reorganizasyonu, otofaji, apoptoz, vezikil dinamigi,
hiicresel sag kalim, proliferasyon, hiicre motilitesi ve hiicre morfolojisi gibi pek ¢ok
hiicresel yanita neden olur. Bunlar igerisinde en 6nemlisi aktin-myozin hiicre iskeletinin
diizenlenmesini saglamaktir. Bu fonksiyonlar1 gergeklestirirken LIM alan kinazlarindan
(LIMK) LIM1 ve LIM2'nin aktivasyonuna da nedenolur. Aktif olan LIMK aktin

depolimerizan faktorii olan kofilin proteininin (CFL) inaktive olmasini saglar.
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Dolayisiyla hiicrede stabil flamentin artmasina neden olur. Bu durumise hiicre biiyiimesi

ve norit yenilenmesine engel olur (Ohashi ve ark, 2000; Endo ve ark, 2007).

Rho/ROCK sinyal yolaginin aktivasyonu ile aktin polimerizasyonun saglanmasi formin
proteinlerinden formin homoloji alan1 (FHOD1) yoluyla aktomiyozin kasilmasina ve
dolayistyla stres liflerinin olugmasina neden olur. Diger bir fonksiyonu myozin
adenozin trifosfataz (Myozin-ATPaz) aktivitesini artiran myozin hafif zincir'in (MLC)
fosforilenmesini saglamaktir. Bu sayede F-aktin ile etkilesim sonucu kontraksiyon
artig1 gorulmektedir. Bu fonksiyonu ayni zamanda protein fosfataz diizenleyici olarak da
bilinen C-kinaz aktive protein fosfataz (CPI-17) molekili tarafindan myozin hafif
zincir fosfataz''n (MLCP) inhibisyonu ile de gerceklestirebilmektedir (Swérd ve ark,
2000; Totsukawa ve ark, 2000).

Myozin fosfataz, myozin baglanma alt {initesi (MBS) yoluyla fosforile edilmig olan
MLC'ye baglanarak fosforillenmesini saglar. MBS'nin C-terminal alant Rho ile
etkilesim gosterir. Rho ve MBS'nin fosforillenmesi myozin fosfatazin inaktive
edilmesine neden olur. MLC ve MBS 'nin ROCK fosforilasyonu neticesinde myozin-
ATPaz aktivasyonunu, aktin-myozinflamentleri toplanmasin1 ve bu yolla da stres lifi

olusumunu tetikler (Totsukawa ve ark, 2000).

Ozellikle gelismekte olan sinir sisteminde noronal gelisim ve sinyallesmede rol
oynadig1 dusinilen kollapsin yanit proteini'nin (CRMP2) ROCK2 ile fosforillenmesi
noronal hicrelerde biiyiime konisi ¢oktsiine neden oldugu gosterilmistir (Arimura ve

ark, 2000; Mimura ve ark, 2006; Matsui ve ark, 1998).

Hiicre iskeletinin diizenlenmesinde yer alan c¢ok sayida protein ROCK tarafindan
fosforile edilebilmektedir. Bunlardan bazilar1 plazma membran proteinleri ile hiicre
iskeleti arasinda baglanti kuran ERM proteinleri'dir (ezrin, radixin, moesin). Bir¢ok
fizyolojik hiicre faaliyetlerinde yer aldigi bilinen bu proteinler ayni zamanda ¢ogu
hastalik etiyolojisinde de karsimiza ¢ikmaktadir. Ayni zamanda daha once yapilmis
caligmalarin  ¢ogunda ERMproteinlerinin  aktivasyonu ile Rho proteinlerinin
baglantisindan bahsetmektedir. Bu etkilesim, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi,
membran proteinleri ile olan baglantisinda negatif ya da pozitif bir tepki olusturmasi
aktinin aktif konformasyonunun neden stabilizasyonundada degisiklige neden

olmaktadir (Matsui ve ark, 1998; Cihan ve ark, 2008).
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ROCK sinyal yolu ile iligkilihedef kinaz proteinlerinden biriside, adducin'dir. Mevcut
sonuglar ERM proteinlerinin yani sira adducin'inde Rho/ROCK yolunun aracilik ettigi
fosforilasyonundan bahsetmektedir. Adducin, aktin toparlanmasina neden olan spektrin-

aktin a8 i¢in bir montaj gorevi istlenmektedir (Fukata ve ark, 1999).

Rho GTPaz sinyal yolagi, asagi efektor kinazlarin aktive edilmesi ile 6nemli dl¢lide
hiicre iskeleti diizenlemesi gorevi goriir. Hiicrede mikrotiibiille baglantili proteinler
(MAP) ve yine hiicre iskeleti ile baglantili protein olan tau proteinleri ROCK aracili
fosforile edilebilir. MAP proteinlerinden MAP2 spesifik olarak noron hiicreleri
perikaryast ve dendritleri tizerinde bulunan o6zel belirteclerdir. Tau ise ndron
aksonlarinda yer almaktadir. Beyinde hiperfosforile olabilen tau, bir¢ok nérodejeneratif
hastalik patolojisinde de yer alan noérofibriler yumak (NFT) olusumuna neden
olmaktadir. Bu nedenle olusturulmug serebral iskemili hayvan modellerinde ROCK
inhibisyonunun taupatiler tizerinde olumlu etkileri oldugu gorilmustir (Costro, 2011).
Ayrica ROCK, vimentin, ndroflament, uzama faktorii-1 a, sodyum hidrojen degistirici
protein (NHE1) gibi ¢ok sayida hiicre iskeleti ile baglantiliolan proteinlerin
fosforilasyonun da rol oynamaktadir (Goto ve ark, 1998; Amano ve ark, 2003;

Yokoyama ve ark, 2005).

Ayni zamanda hiicrede bolinme, go¢ esnasinda mikrotiibiil (MT) aginin dizenlenmesi,
polimerizasyon ve depolimerizasyon gibi  fonksiyonlarda posttranslasyonel
modifikasyonlar1 bulunmaktadir. MT polimerini olusturan tiibilin'in ROCK baglantili
polimerizasyonunun MT asetilasyonunu azalttigi da kaydedilen veriler arasindadir.
Ayni zamanda histon deasetilaz'in (HDAC) aktivitesinde artis ile birlikte hiicre gogiine
neden oldugu da bilinmektedir (Schofield ve ark, 2012).

ROCK'un agag1 akis hedef kinazlarindan bir digeri fosfataz ve tensin homologu olarak
bilinen PTEN’dir. PTEN aktif halde iken protein kinaz-B (Akt/PKB) sinyallesmesinin
temelinde rol oynayan fosfatidilinositoltrifosfat’in inhibisyonuna neden olmaktadir.
ROCK aktivitesi bu sinyallesmede protein sentezi, hiicre biiyiimesi ve rejenerasyonunda
yer alan rapamisin (mTOR) komplexinin inhibisyonundan sorumludur. Buna ek olarak,
ROCK2 aracili kinesin benzeri protein (KIF) fosforilasyonu tiibiilin'in
depolimerizasyonu ile sonuglanir (Li ve ark, 2005; Park ve ark, 2011; Ogawa ve

Hirokawa, 2015).
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Norolojik, kardiyovaskiiler ve immiin sistemde bir¢cok fonksiyonu olan nitrik oksit'in
(NO) ROCK ile baglantisi oldugu bilinmektedir. ROCK sinyal yolunun aktivasyonu NO
ve nitrik oksit sentaz (NOS) regiilasyonunu diizenler. Ras, Rho ve Rac familyasina ait
sinyal yolaklarinin inhibisyonu, statinler tzerinden biyolojik etkilere neden olur.
RhoA/ROCK aktivasyonunun hiicre iskeleti ilgili etkilerinin inhibe edilmesi statinlerin
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunu artirmakta ve eNOS aracilit mRNA
stabilizasyonuna neden olmaktadir. Rho/ROCK sinyal yolagi inhibisyonu, eNOS' un
hizl1 bir gekilde fosforile olmasi ve aktivasyonunu saglar. Bunu fosfatidilinositol-3 (PI3)
kinaz/protein Akt yolu ile saglamaktadir. Dolayisiyla eNOS ekspresyonu ve
aktivasyonu endotel fonksiyonu da negatif diizenlemeye neden olur. Kisaca ROCK
fonksiyonunun kardiyovaskiler hastaliklara aracilik ettigine dair kanitlar mevcuttur.
Anormal ROCK aktivitesi sonucu koroner damarlarda vazospazm artar. Sonug olarak
hipertansiyon ve pulmoner hipertansiyona neden olur. Ayni zamanda kalbin art yiikiinii
artirarak kardiyak hipertrofinin de tetiklenmesine neden olur. Dolayisiyla vaskiiler kas
tonusu, kan akisi tzerine diizenleyici etki gosterir. ROCK inhibisyonu uygulanarak
eNOS regiilasyonunun aracilik ettigi vazodilastasyon ile serebral kan akiginda artiga ve

infark oraninda azalmaya neden olur (James ve ark, 2007).

Toplanan veriler Rho/ROCK sinyal yolunun 6nemli hiicresel yanitlardan birisi olan
apoptoz mekanizmasini da destekledigini gostermektedir (Mills ve ark, 1998; Bao ve
ark, 2004). Ozelliklede kanser olusumunda o6nemli sinyal yolaklarindan birisi
PTEN/Akt yoludur. PTEN c¢ok sayida uyaran ile aktive olabilmektedir. Akt 'nin asagi
akig hedef efektorlerinden birisi de basta MSS olmak utzer tiim hayati organlari
etkileyen tiiberoz skleroz kompleksi'dir (Tsc1/2). Tscl/2 memelilerde rapamisin
kompleksi (mTOR) iizerine etki etmektedir. Hiicre de apoptotik mekanizmalarin
olusumunda mTOR komplexi énemli role sahiptir. Ornegin, serebral arter tikanikligi
olan hayvan modellerinde Fasudil’in (ROCK inhibitorii (10mg/kg)) kullanimi serebral
infarkt alaninda apoptotik hiicre 6limiinii azaltmis olup hiicresel sagkalimi artirmigtir.
ROCK'un inhibe edilmesi ile azalan ROCK aktivitesi aynt zamanda Akt aktivitesini

uygun seviyelerde tutmustur (Shibuya ve ark, 2005; Wu ve ark,2012).

Son ¢aligmalar ROCK aktivitesinin otofaji modiilasyonu ile baglantist oldugunu
gostermektedir (Bauer ve ark, 2009). ROCKI1 'in stres durumu altinda beclinl kaspaz

mekanizmalarini tetikleyerek otofajik hiicre 6liimiinii artirdigi bilinmektedir. Ozellikle
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hiicresel metabolik stres durumlarinda ROCK1 substrati olarak beclinl'in fosforile

oldugu bilinmektedir (Gurkar ve ark, 2013).

Rho/ROCK sinyalyolunun ¢ok sayida hiicresel islevlerde roli oldugu bilinmesine
ragmen bu diizenlemelerin altta yatan mekanizmalarina yonelik ¢aligmalar halen devam

etmektedir (Gurkar ve ark, 2013).
2.2 ROCK1 VE ROCK2 GEN NAKAVT FARELER

Rho-kinaz'in gen nakavt deneylerinde, ROCK2 eksiligi olan farelerde intrauterin
buyime geriligi gorilmigtir. Bu farelerde ayni zamanda fetal prematiire dogum ile
birlikte 6liime neden olan plasental disfonksiyonda hakimdir (Thumkeo ve ark, 2003).
Bu farelerde beyin anatomik yapist normal olmasina kargin omurga morfolojisi ve
sinaptik iglev agisindan yetersiz oldugu gorulmustir (Shi ve Wei, 2007). ROCKI1
proteini eksik olan farelerde ise omfalosel (karin i¢i duvarinda meydana gelen dogum
kusuru) ve goz kapag disfonksiyonlart geligmistir (Shimizu ve ark, 2005). Molekiiler
dizilimleri agisindan birbirleri ile oldukca yiiksek seviyede homolog olan iki yap1
olmalarina ragmen, eksikliklerinde birbirlerini telafi edemeyebilmektedirler. Ilging
birgekilde bilinmeyen bir sebepten dolayt ROCK1 ve ROCK2'ye ait gen faktorii nakavt
edilmis olan farelerde gelisimin normal oldugu da saptanmistir (Shi ve Wei, 2007).
Ornek bir calismada, tek tarafli ireter tikamkligi (TTUO) olan farelerde, ROCKI
geninin  silinerek  hastaligin erken ve ge¢ donemlerinde ROCKl'e ait
fonksiyoneldegerlendirme yapilmistir. ROCK1 geni silinen TTUO modeli olusturulmus
farelerde, renal fibroza karst koruyucu etkili olmadigr gorialmistir. Ayrica hastaligin
ilerleyen evrelerinde renal kollajen matriksi ve fibronektin ekspresyonundada artmaya

neden olmustur (Fu ve ark, 2006).

RhoA/ROCK yolu G proteini reseptor agonistleri tarafindan (Gaq yolu ile)
kardiyomyosit hiicrelerinde hipertrofi olusumunu tetikler. Bu nedenle ROCKI1 gen
nakavt olan farelerde kardiyak yapinin korundugu goériilmiistiir. Iyi karakterize edilmis
kardiyak hipertrofi modellerinde olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir. ROCK
protein eksikligi, hipertansiyon gibi patofizyolojik durumlarda kompanzatuvar bir
mekanizma olarak ortaya ¢ikan kardiyak hipertrofinin ilerlemesinin énlenmesi agisindan
terapotik bir hedef haline gelmistir (Shi ve ark, 2008).Diyabetli hastalarda vaskiiler
komplikasyonlar sik gorilmekle birlikte en sik mortalite ve morbidite nedenleri

arasinda yer almaktadir. Vaskiiler hastalik gelisimine neden olan faktorlerden birisi de
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endotel vaskiiler disfonksiyon (EDVD) gelismesidir. Endotel vaskiiler disfonksiyon ve
sinir ucarindaki hasara bagli olarak da NO seviyesinde belirgin derecede azalma
goruliir. Diyabetli sicanlarda RhoA/ROCK yolu aktivitesinin artmast ve bu
komplikasyonlarla baglantis1 oldugu kaydedilen bilgiler arasinda yer almaktadir.
Toplanan veriler Rho iligkili kinazlarin gen blokaji yapildiginda diyabete bagli NO
azalmasini baskilandigini gostermistir (Yao ve ark, 2013). Klinikte kullanilan ilaglarin
cogu sistemler tizerinde toksik ya da patofizyolojik komplikasyonlara neden olmaktadir.
Doksorubisin'de anti tiimor odakli kullanilan ancak kardiyak toksisiteye neden olan
ilaclardan birisidir. Doksorubisin  kaynakli otofajik disregiilasyonun olugmasi
kardiyomyopati komplikasyonuna neden olur. Daha 6nceki veriler Rho/ROCK sinyal
yolunun kardiyak yeniden sekillenme ve otofajik hiicresel aktivitelere sahip oldugunu
gostermigtir. Aktif haldeki ROCK izoformlarinin, otofajik hiicre oOlimiine katki
sagladig1 bilinmektedir. ROCK geni tizerinde yapilan bozulmalarda kardiyomyositlerde
ve sistemik etkide otofaji ve apoptoz olusumuna bagl hiicre 6liimiinii azaltmistir. Sonug
olarak ozellikle ROCKI1 i¢in farmakolojik ajanlara bagl kardiyak toksisite ve kalp
yetmezligi komplikasyonlar1 tizerinde olumlu yanitlara neden oldugu goézlemlenmistir

(Shi ve ark, 2018).

Deney hayvanlarinda olusturulan gen nakavt modelleri olduk¢a pahali ve zaman alici
caligmalardir. Ayn1 zaman da bu hayvanlarda buyiik oranda gelisim bozukluklarina
neden olmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 norodejeneratif hastalik modellerinde genel

olarak gen susturulma deneylerinin kullanim1 hakimdir (Ulusoy ve Kirik, 2011).

2.3 HIPOKAMPAL NOROGENEZ VE AKSONAL REJENERASYONDA
RHO/ROCK AKTIVITESI

Yetiskin hipokampal nérogenez, yasam boyu meydana gelen néron yenilenmesidir. Rho
GTPaz’lar noron hiicrelerinde; noéron morfolojisi, hiicre iskeleti reorganizasyonu, norit
buyimesi, néronal apoptoz ve sagkalim gibi ¢ok sayida hiicresel olaylarla iligkilidir.
Noronal buyiime esnasinda ROCK aktivitesi aksonal retraksiyon ve stres lifi olusumuna
neden olmaktadir. Lateral ventrikil igerisine dogrudan Y-27632 (ROCK inhibitor
maddesi) infiize edilmis olan literatir 6rnekleri incelenmistir. Bu deney modellerinde
ROCK inhibitoriiniin en az 7 giin boyunca deney hayvanlarina uygulandigi
bilinmektedir. Deney hayvanlarimin beyin dokularindan doku alinan Orneklerinde

ROCK inhibisyonunun uzamsal bellek gelisimi ile iliskilendirilen dentat girus'ta
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bulunan yetiskin dogumlu noéronlarin sayisint artirdigr bildirilmigtir. Ayni zaman da
graniiler hiicre tabakasinda bulunan yeni dogumlu néronlarin hayatta kalma oranini da
artirdigr gorilmigtiir.  Bitin bu fonksiyonlara ragmen beyin dokusunun subgraniiler
alanlarinda ise noroblast olusumunu etkilemedigi kaydedilen veriler arasindadir (Bito ve

ark, 2000; Christie ve ark, 2013).

MSS yaralanmalarindan sonra néron hiicresi aksonlari biilyiime inhibe edici molekiiller
ve reaktif astrosit etkilerine maruz kalirlar. Bu durumda ROCK aktivitesinin artist,
aktomiyozin kontraktilitesinde bir artisa neden olur. Ardindan akson terminallerinde
geri ¢ekme kuvvetleri ve rejeneratif yetmezliSe neden olan LIMK aktivasyonunu
meydana getirir. Sonu¢ olarak sinir lifi olusumunda baskilanmaya neden oldugu
gorilmustir. Bu deneylerde farmokolojik ROCK inhibisyonu i¢in Fasudil, dimetil
Fasudil ya da Y-27632 kullanilmigtir. Elde edilen verilerde norit retraksiyonunun
onlendigi ve Ntera2 insan noronlarinda nérit biytmesini artirdigt gorilmistir (Lingor

ve ark, 2007; Fujita ve Yamashita, 2014). Sekil 2.8' de gosterilmistir.

Biiytiime konisi ¢okiisii
Aksonal retraksiyon

Norit bityimesi Stres lifi olusumu

Cekme isareti
see Itme lsareti
G-Aktin
F-Aktin
we Mikro Tiibiil

Sekil 2.8 ROCK'un aktif ve pasif formlarinin nérit bityiimesine etkisi.

ROCK sinyal yolaginin aktif olan formu néron uzantilarinda biiyiime konisinin
cokugiine neden olur. Ek olarak stres liflerinin olugmasi ve aksonal retraksiyon gibi

olumsuz etkilere sebep olduguda bilinmektedir. Geng néronlarin olgunlagma sathasinda,
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ROCK yolagina yapilan inhibitéor madde ile miidahaleaksonal baglangic tetikleyerek
norit buyiimesine katki sagladigi gorialmistiir (Koch ve ark, 2018).

Omurilik yaralanmalarinda (SCI) merkezi sinir sistemi noronlart aksonlarini yenileme
ozelligi gosteremezler. Bunun nedeni ¢ogunlukla myelinle iligkili proteinler (MAG),
myelin oligodendrosit glikoproteini (OMgp), kondroitin stlfat proteoglikanlari1 (CSPG),
Nogo gibi akson biiyiimesinin inhibe edici ve ROCK aktivitesini diizenleyici
inhibitorlerin ROCK aktivasyonunu tetiklemesidir. En yaygin myelinle iliskili proteinin
Nogo-A proteini oldugu bilinmektedir. Nogo proteinleri reseptoric (NgR) Nogo-66'ya
baglanarak Nogo, PI3K/Akt sinyal yolunu aktive eden ve hiicre iskeleti
reorganizasyonunu etkileyen Rho/ROCK yolunun aktivasyonuna neden olur.
Dolayisiyla ROCK yolunun inhibe edilmesinin ndrit biiylimesini ve aksonal

rejenerasyonu artirdigi dustinilmektedir (Koch ve ark, 2018).

Yetigkin noronlar aksonal rejenerasyon saglamada sinirli etkiye sahiptir. MSS'de
RhoA/ROCK yolunun myelinle iligkili inhibitér proteinler Nogo, myelinle iligkili
glikoprotein (MAG), oligodendrosit myelin glikoproteini (OMgp)) vasitasiyla aksonal
biuyimeyi etkiledigi bilinmektedir (Fujita ve Yamashita, 2014). Sekil 2.9'da

sunulmugtur.
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Sekil 2.9 Aksonal bityiimeyi inhibe eden molekiiler mekanizma ve ROCK baglantisi.

Myelinle iligkili inhibitér proteinlerden OMgp, Nogo, MAG, PIR-B ve trimetrik reseptdr kompleksi
(Lingo-1, p75NTR, NgR) icerisine dahil olan Nogo reseptoriine (NgR) baglanarak sinyalleri iletirler.
Nogo-A- A20 protein molekiilleri ise sfingol fosfat reseptor2 (S1PR2) reseptorii ile baglanti kurar.
NgR'ye ligandi baglanmasiyla RhoA proteini GTP aracili aktif formunu alir. Efektér yapist olan ROCK
tizerinden  cesitli substratlarin fosforilasyonuna neden olur. Sonuc olarak sinir hiicrelerinde aksonal
biiyiimenin inhibe edilmesine aracilik etmektedir. Dolayisiyla ROCKsinyal yolunun inhibisyonu ile
aksonal biiyiime iizerindeki inhibitér etki ortadan kaldirilabilir. Yetiskin néronlarda aksonal rejenerasyon
saglamada simrh etkiye sahiptir (Fujita ve Yamashita, 2014).

2.4 RHO-KINAZ'IN (ROCK) SINAPTIK ISLEVLERDEKI YERI

Rho ile iligkili kinazlarin ¢ogu ndronlarda aktin hiicre iskeleti dinamiklerinin
diizenlenmesinde biliylik 6neme sahiptir. Aktin hiicre iskeleti hiicresel iglemlerin
yonlendirilmesini saglayan ve hiicrede aktin flamentlerinden olusan bir iskelet gorevi
gormektedir. Hiicrede sinaptik fonksiyon ve dendritik dikenlerin diizenlenmesinde

hiicre iskelet yapis1 kritik rol oynamaktadir (Yan ve Pan, 2015).
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Noronlar akson ve dendrit uzantilari vasitasiyla diger hiicreler ile temasa
gecmektedirler. Sinaptik kuvvet, ndron hiicresinin dendritik omurga morfolojisi ile olan
baglantisina baglidir. Ilerleyen yas, beyin gelisimi ve davramsgsal 6grenme gibi ¢ogu
faktoriin sinaptik gelisimi etkiledigi bilinmektedir (Swanger ve ark, 2016). Hiicrede
aktin hiicre iskeletini diizenleyen cok sayida protein kompleksi ve sinyal agi
bulunmaktadir. Bu protein komplekslerinden biriside Rho protein ailesine ait GTPazlar
ve bunlarin efektorleridir. Bu proteinler ve sinyal kaskadlari aktin hiicre iskeleti
dinamigini genig ol¢ide etkilemektedirler. Dolayisiyla dendritik omurga morfolojisi ve
sinaptik plastisite fonksiyonlarina da katilmaktadirlar (Holtmaat ve Svoboda, 2009).
Beyin prefrontal kortekste, hipokampiis alaninda ve dorsal striatum gibi ¢ogu beyin
bdlgesinde Rho efektorii olan ROCK ekspresyonu saglanmakta olup hastalikli beyin
dokusunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda ROCK aktivitesinin arttigt bilinmektedir.
Eski ¢aligmalara ait veriler beyinde ekspresyonu daha baskin olan ROCK2
izoformunun, hiicrede omurga olusumu ve sinaptik fonksiyonlar i¢cin ROCKI1'e oranla
daha kritik rol oynadigim belirtmektedir. Izole hiicre ¢alismalarinda ROCK aktivitesinin
inhibisyonu ile hipokampal noronlarda hiicre iskeleti omurga yogunlugunun artirildigi

gozlemlenmistir (Kang ve ark,2013).

Noron devreleri aynt zamanda yaslanma ile beraber bozulmalarda gostermektedir.
Ozellikle Alzheimer hastaligi (AH) gibi hastalik patolojilerinde ndronlarda &nemli
olgiide dendritik dikenlerin kayb1 s6z konusudur. Yasa bagli olarak biligsel bozulmanin
goruldugt hastalik patolojilerinde ROCKinhibisyonu néronal dendritik dikenlerin
sayisinda ve oraninda artmaya neden olmustur. Bu sonuglar bizde ROCK
inhibisyonunun sinaps olusumu ve sinaptik plastisiteyi iyilestirebilecegi diisiincesini
olusturmustur (Yan ve Pan,2015). Beyinde, mekansalogrenme, korku hafizasi ve
caligma gibi spesifik sire¢lerde ROCK aktivitesinden s6z edilmektedir. Hem
presinaptik hem de postsinaptik hipokampal ndronlarda ROCK fonksiyonlar1 uzun
donemli giiclenme (UDG) i¢in dnemlidir (Huentelman ve Stephan, 2009). ROCK'un
temel substratlar1 ile asagi akis hedeflerinden birisi olan myozin hafif zincir
fosforilasyonu (p-MLC) presinaptik alanlarda aktin ve myozin etkilesimine neden olur.
Bilindigi iizere ROCK sinyal yolu MLCP’nin inhibisyonu yoluyla da MLC'yi dogrudan
fosforilleyebilir. ROCK presinaptik alanlarda aktin hiicre iskeleti ag1 ile hiicre igi
vezikiil dinamigini saglar (Luo, 2002; Huentelman ve Stephan, 2009). Yenidoganlarda
ROCKI1 hipoglossal motor noronlarda (HMN), ROCK2 ise sinaptik terminaller
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tizerinde bulunur, hiicre somalarinda yer almaz. Ayni zamanda beyin gelisimi ile
beraber beyinde ROCK?2 seviyesinde giderek artig gosterir. MSS'de endojen ROCK
uyartmi motor komutlarin normal sirkiilasyonu i¢in oOnemlidir. Ayrica afferent
noronlarin  sinapslarinda vezikillerin  kolay serbest birakilabilir havuz (RRP)
boyutlarinin diizenlenmesini saglar. Bu sayede noron hiicresinde sinaptik giicii

koruyarak destekler (Luo, 2002).
2.5 NORODEJENERATIF HASTALIKLARDA ROCK INHIBISYONU
2.5.1 Alzheimer Hastahig: (AH)

Alzheimer hastaligi (AH), tipta en stk bunama nedeni olarak bilinen ve yaglilarda sik
gortlen kronik nérodejeneratif bir hastaliktir. Amiloid-f (AB) peptidlerinin anormal
birikimi ve tau fosforile proteinlerinin artig1 ile karakterizedir. Ayni zamanda AH,
hiperaktif —mikroglia, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve noroinflamasyonla
iligskilendirilmistir (John ve ark, 2004). Literatir taramalari ROCK'un Amiloid-B (Ap)
olusumuna neden olan amiloid prekiirsér proteinini (APP) fosforile edebildigini
gostermigtir. Amiloid-p (AP) plaklari noéronlarda sinaptik fonksiyonu bozan aktin
polimerizasyonu diizensizligine neden olmaktadir (Bloom, 2014). Deneysel
caligmalarda ROCK2'nin, AH'de frontal korteks tabakasinda kontrol grubuna kiyasla
arttig1 gorulmugtir. Ayni zamanda ROCK2'nin beyin dokusunda daha fazla eksprese
edildigi disiniilse de ROCKI protein seviyelerininde AH ve kognitif bozukluklar da
artti@1 bilinmektedir. Dolayistyla her iki ROCK izoformunun da AH fizyopatolojisinde
rol oynadig1 dustunilmektedir (Herskowitz ve ark, 2013).

2.5.2 Parkinson Hastahg (PH)

Dunya capinda ikinci en yaygin nérodejeneratif hastalik grubu olan Parkinson hastaligi
(PH), dopaminerjik nigrostriatal projeksiyonlarin progresif dejenerasyonu ile
karakterizedir. Dopamin salgilayan hiicreler 6zellikle beyin sapinda substantia nigra'da
yer almaktadir. Striatal dopamin eksiligi sonucu; bradikinezi, titreme, kas sertligi,
biligsel ve davranigsal bozukluklari iceren semptomlara neden olur. Dopaminerjik néron
kaybi ile substantia nigradaki mikroglial aktivite arasinda baglant1 oldugunu gosteren
bir¢ok in vitro hayvan ¢aligmasi bulunmaktadir (Roser ve Tonges, 2017). PH'den 6len
insan beyinlerinden alinan doku Orneklerinde ROCK2 ekspresyonunun astrositlerde
anlamli olgide artti@i bulunmustur. Ayrica supraniikleer paralizi ve kortikobazal

dejenerasyonu olan deney gruplarinda kontrol grubuna oranla ROCK1 ve ROCK 2
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seviyelerinin arttig1 da bilinmektedir. 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
lezyonlu farelerde ROCK inhibitorii Fasudil’in oral yolla uygulanmasi sonucu
dopaminerjik noronlarin sag kaliminda artma ile birlikte motor davraniglarda iyilesme
tespit edilmigtir. Ayni1 zamanda nitrostriatal fiberlerin terminal ug¢ bolgelerinin
innervasyonunu korudugu da gozlemlenmistir. Daha secici ve farkli bir ROCK
inhibitdrii olan Y-27632'nin kullanimi1 ndrotoksinolan metil 4-fenilpridinyum'a (MPP*
maruz kalan primer mezensefalik kiiltiir orneklerinde benzer koruyucu etkiler

gostermigtir (Tonges ve ark, 2012; Gentry ve ark, 2016).
2.5.3 Amyotrofik Lateral Skleroz

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), kortikalpiramidal sistem ve periferik motor néron
aksonlarinda bozulma ile karakterize olan olimcul ve ilerleyici bir hastaliktir.
Hastalarin iist ve alt motor noéron hasarin olusumuna bagl kaslarda giigsiizlikk ve
ilerleyen donemlerde fel¢ tablosundan muzdarip oldugu gortlmektedir. ALS'nin SODI1-
G93A fare modelinde ROCK inhibitorii Fasudil’in oralyolla uygulanmasi, motor
semptomlarin baglangicinda gecikme ile birlikte hayvanlarin hayatta kalma tresinde
uzamaya neden olmustur. Ayni zamanda astroglial infiltrasyonda azalma ve mikroglia
sayilarinda artma gozlenmistir. ROCK sinyal yolu ALS hastalarinda ozellikle ALS gen
mutasyonu kesfinden sonra daha da onem kazanmigtir. Monomerik (G) aktin'in
flamentous (F) aktin'e donustirilmesinde 6nemlidir. ALS hastalarindan alinan doku
orneklerinde ROCK ekspresyonunun arttig1 ve hiicre iskeleti patolojilerinin de belirgin
oldugu goriilmektedir. Ancak hem Fasudil hem de Y-27632 ROCK inhibitorleri
secicilik ozelligi yiksek olmadigindan dolayr diger kinazlarin inhibisyonuna da neden

olabilmektedirler (Gentry ve ark, 2012; Roser ve ark 2016).
2.5.4 Huntington Hastalhg (HH)

Huntington hastaligi (HH) poliglutaminleri kodlayan CAG tekrar sayisinin (sitozin,
adenin) artmasinin neden oldugu striatum ve kortekste ciddi néron kaybi ile seyreden
kronik, oliimciil bir norodejeneratif hastaliktir. Istemsiz viicut hareketleri, bilissel
gerileme ve kisilik degisiklikleri ile karakterizedir. Huntington (HTT) gen mutasyonu
sonucu mutant HTT formlar1 olusturmak amaciyla CAG genislemesi goriilmektedir. Y-
27632 gibi ROCK inhibitorlerinin hiicrede makro otofaji ve proteozomal islem yoluyla
mutant HTT, androjen reseptorii (AR) topaklanmasi ve poliglutamin igeren (ataksin-3,

atrofin-1) proteinlerin yikimint artirdigt goézlenmistir. HH'de, ROCK inhibisyonu



29

yapilmasinin hastaligi modifiye edici 6zelligi olmasina ragmen altta yatan patolojik

mekanizmalar heniiz tam olarak tanimlanamamaistir (Bauer ve ark, 2009).
2.5.5 Multipl Skleroz (MS)

Multpl skleroz (MS), merkezi sinir sistemi (MSS)' nin demiyelinizasyonu ve akson
hasar1 ile karakterize olan kronik inflamatuar bir hastaliktir. Onceki ¢alismalardan elde
edilen verilerde MS hastalarinin beyin, dalak ve omurilik gibi dokularda ROCK
aktivitesinde artiy oldugu gosterilmektedir. MS c¢aligmalarinda en uygun hayvan
modellerinden birisi otoimmiin ensefalomyelit'tir (EAE). Fasudil bu hayvan modelleri
tizerinde mikroglia/makrofaj polarizasyon kontroli saglamistir. Kan beyin bariyeri

butinligini koruyucu ve inflamatuar yaniti azaltict etki gostermistir.
2.6 OFTALMOLOJi VE ROCK
2.6.1 Diyabetik Retinopati

Rho kinaz inhibitérleri oftalmolojide birgok patoloji durumunda incelenmistir. Ozellikle
glokom tedavisinde, diyabete bagli retinopatilerde ve kornea endoteli
tyilestirilmelerinde etkili oldugu kantlanmigtir. Yalmzca konjonktival hipereminin
ROCK inhibitor kullanimina bagli olarak artti§ini gosteren kanitlar da mevcuttur.
Diyabetik retinopatilerde ROCK inhibitér maddesi intraviteral enjeksiyon yolu ile
uygulanmistir. Japonya Kyushu Universitesi'nde yapilan oftalmolojik calismalarda
diyabetik noropati bulunan siganlarda lokosit adezyonu oldugu saptanmistir. Bu
adezyon, kan retina bariyerini hasara ugratarak inflamatuvar stokin ve biiyiime
faktorlerinin salintmina neden olur. ROCK inhibitorlerinin 6zellikle bu hastaliklarda
lokosit yapigsmasini azaltarak tedaviye katki sagladigi gorilmistiir. Ayni zamanda Rho
sinyal yolagina ait asagi akis protein sentezlerini de azalttigi bilinmektedir. Rhosinyal
yolunun aktivitesi hipoksik durumlarda ve oksidatif stres durumlarinda Miiller hiicre
hasarlarina da neden olmaktadir. Dolayisiyla ROCK inhibitorleri Miiller hiicrelerinin bu

hasara kars1 korunmasini da saglamaktadir (Arita ve ark, 2010; Parker ve ark, 2018).
2.6.2 Akut Kornea Travmasi

Katarakt ameliyatlar1 sonrasinda komplikasyon olarak kornea dejenerasyonlari
goriilebilmektedir. Bu gibi durumlarda ROCK inhibitér maddeleri korneada bulunan
hiicrelerin proliferasyonun saglanmasi i¢in denenmistir. Japonya'da katarakt ameliyati

gecgiren hastalarda ciddi kornea hasart ve O0demini tedavi etmek amaciyla ROCK
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inhibitor damlalar1 kullanilmigtir. Kullanim sonrast yaklagik 2 ay igerisinde korneada

iyilesme ve hiicre proliferasyonunda artma saglanmigtir (Okumura ve ark, 2016).
2.6.3 Glokom

Glokom, gorme bozuklugu ile baslayip ilerleyen donemlerde gorme kaybina kadar
giden optik bir noropatidir. Nedeni goz igi basinct (GIB) artisina baglh olarak
gerceklesen komplikasyonlardir. Fizyopatolojisi net olarak bilinmemekle birlikte
tedavide GIB’i dusirmek icin ROCK inhibitorleri kullanilmaktadir (Okumura ve ark,
2016).

2.7. KAN BEYIN BARIYERI’NDE (KBB) ROCK INHIBISYONU’NUN ETKIiSi

Immiin sistem kontroli MSS ve periferik sinir sisteminde (PSS) farkliliklar
gostermektedir. Bununla birlikte birgok hastalik patolojisi BBB'nin bozulmasina ve
hiicresel yamit degisikligine neden olmaktadir. Kan Beyin Bariyeri'nin (KBB) anomalisi
ve periferal hiicrelerin MSS'ye 6n kosullanmasi sonucu immiin saldir1 ve néron hasari
gelismektedir. ROCK2'nin beyin dokusunda fazla ekspresyonu KBB'de onemli etkisi
oldugunu disiindiirmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar ROCK inhibitori Fasudil'in
KBB'nin gegirgenligini azaltip bitinligini korudugu yonindedir (Guo ve ark, 2014;
Zhang ve ark, 2017).

Fasudil'e kiyasla daha secici bir ROCK inhibitorii olan KDC025 yakin bir zamanda
tanimlanmig olup, KBB'yi korumada daha etkili oldugu bilinmektedir. KDC025'in
klinik onayli ROCK inhibitorii fasudil'e oranla ~200 kat daha fazla secici oldugu
bilinmektedir. Deneysel ¢aligmalar beyin endotel hiicrelerinde (BEH) KDC025'in rt-PA
kaynakli KBB hasarini azalttigin1 ortaya koymustur. KDCO025 beyin astrositlerinde
ROCK2 aktivitesini elimine ederken, beyin endotel hiicrelerinde ROCK1’in varligini
korumaktadir. Ayni zamanda ROCK2 'nin KDCO025 ile olan segici inhibisyonu,
rekombinan doku plazminojen faktorii'niin (rt-PA) astrosit hiicrelerinde olusturdugu
myozin fosforilasyonu ve matriks metaloproteaz aktivitesini azalttigi da gortilmustir

(Lee ve ark, 2014; Niego ve ark, 2017).
2.8 RHO/ROCK INHIBISYONU VE IMMUNOREGULASYON

RhoA/ROCK sinyal yolag:i yaralanma gibi durumlarda inflamatuar yanit olusumunda
rol oynamaktadir. Hematopoetik olmayan hiicre diizenlemelerine de katildigt

bilinmektedir. Artan kanitlar yaralanma ve hasarin oldugu doku alanlarinda T ve B
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hiicreleride dahil olmak {izere immiin sistem hiicrelerinin fonksiyon diizenleyicileri
olarak ROCK'un rolunti ortaya koymaktadir (Ricker ve ark, 2016). T hiicrelerinin
aracilik ettigi aktin polimerizasyonu ve lipid yigilmast ROCK inhibisyonu ile azalmistir.
Bu durum ise immiin sistem yanitint bozma egiliminde oldugunu gostermektedir.
RhoA/ROCK yolu kemokin aracili T hiicresi aktivasyonuna neden olur. ROCK
aktivitesi T hiicre gogiiniin hizlandirilmast i¢in 6nemlidir. Bu amagla yapilmig 6rnek bir
calismada, RhoA/ROCK yolu inhibisyonu, enfeksiyonel akciger hastaliklarinda T
hiicresi go¢ hizim azaltmustir. Integrinler ve kemokinler gibi T hiicre gogiine neden olan
durumlarda, Y-27632 ile yapilmigolan ROCK inhibisyonu akciger dokusu igerisine
infiltre olan T hiicresinin gd¢ hizin1 da geriletmistir. T hiicreleri kanser, yaralanma gibi
durumlarda immiun yanitin olusumu i¢in gereklidir (Sekil 4.10) (Mrass ve ark, 2017).

R |
/oK e Sitokinler
ThZ n-10 N

\ 25 L

. w2 | cDa/ODZ= (R
. . ™7 Nacrophad®® i"\ Arg-l |
Sitokinler h ™ e P

- b Hiicreler

Hiicreler

Sekil 2.10 RhoA/ROCKsinyal yoluimmiinoregiilasyon iligkisi.

T hiicresi aktivasyonu ve sitokinez diizenlenmesi. Fasudil T hiicrelerinin (Thl, Th17) gogalmasi ve
farklilagsmasini zayiflatir. M1 tipi makrafojlar/mikroglisitleri (CD68'de iNOS) inhibe edici ozellik
gosterir. Bu etkilere karsilik M2 tipi makrofaj olusumunu (Arginaz-1(Arg-1) ve IL-10) artimr.
CD4/CD25 T hiicrelerinde IL-10 oramim artirir CD4 T hiicrelerinde IL-17 oramm ise azaltir (Ricker ve
ark, 2016).

2.9. FARMOKOLOJIK ROCK INHIBITORLERI
2.9.1 ROCK Inhibitérleri ve Tarihgesi

Rho kinaz tzerinde yapilan ¢aligmalar ilk olarak 1980'li yillara dayanmaktadir. Kesif
donemini takiben ROCK inhibitorlerinin hastalik patolojilerinde kullanimi ile ilgili cok
sayida ¢aligma yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda etkili bir ROCK inhibitérii oldugu
diustnilen fasudil, ilk olarak 1995 yilinda Japonya'da hipertansiyona bagli subaraknoid

kanamalarin tedavisinde vazospazmi 6nlemek amaciyla kullanmigtir (Suzuki ve ark,
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2007). Ayrica klinik kullanimi i¢in lisanslandirilmigtir. Rho sinyal yolaginin aktin hiicre
iskeleti ile olan baglantist 1998 yilinda "Alan Hall" tarafindan agiklanmistir. Ilk
yillardan itibaren aktin hiicre iskeleti iliskisi basta olmak {izere, hiicre morfolojisi,
adezyon ve bir¢ok hiicresel fonksiyonla baglantili oldugu gosterilmistir. Fasudil tiirevi
olan inhibitorler 2001 yilinda goz i¢i basmci'mi (GIB) dusiirmek amaciyla Japonya
Tokyo Universitesi ve Kuzey Carolina Duke Universitesi'nde ROCK inhibitorii olarak
kullanilmigtir (Rao ve ark, 2001; Rao ve ark, 2017). Yaklasik olarak 2010 yilindan
itibaren oftalmoloji alaninda retinopati ve kornea hasarinda terapdtik bir hedef olarak
caligtimigtir. Fasudil'den sonra ripasudil 2014 yilinda glokom ve okiiler hipertansiyonda
kullanilmak tizere klinik olarak lisans almigtir. En son Aralik 2017'de Netarsudil iceren
"Rhopressa" olarak bilinen farmokolojik ROCK inhibitérii Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
tarafindan onaylanmistir. Yapilanincelemelerde 170’ten fazla ROCK inhibitdr maddesi
olabilecek bilesikler denendigi bilinmektedir. Bir¢ok hastalik patolojilerinde farkli
dozlarda ve farkli bilesiklerle ROCK inhibitorleri halen ¢alisiimaktadir (Sturdivant ve
ark, 2016).

2.9.2 ROCK Inhibitor Tiirevleri

Farmakolojik ROCK inhibitérlerinin tamami fosfat bagmnin ilgili substrata
baglanmasina engel olan ATP rekabet¢ileridir. ROCK inhibitorleri ile ilgili en buyik
eksiklik hedefe yonelik spesifikligin yetersiz olmasidir. Bu etkileri ortadan kaldirmak
amaciyla ¢ok sayida farmokolojik bilesiklere yonelik molekiler ve genetik ¢aligmalar
halen devam etmektedir (Liu ve ark, 2006). ROCK inhibitorleri ve tiirevleri Tablo

2.2'de sunulmustur.

Tablo 2.2 Farmakolojik ROCK Inhibitérleri

Izokolin Tiirevleri Fasudil, HidroksiFasudil, DimetilFasudil,
Ripasudil

Aminopiridin Tiirevleri Y-27632, Y-32885, Y-39983

Diger inhibitorler Pirimidin, pirrolopiridin, pirazol,
benzotiyazol, benzathiophene,

aminofurazene, kinazolin ve bor tiirevleri
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ROCK inhibitorlerinin ROCK1 ve ROCK2 secicilik diizeyleri ile yar1t maksimum

inhibitor konsantrasyon dozu (IC50) oranlar1 Tablo 2.3’te sunulmusgtur

Tablo 2.3 Farkli ROCK Inhibitérlerinin Potansiyel Karsilastirmalarinin Alfabetik

Gosterimi
Potansiyel Doz IAS ve RSM votansivel
ROCK inhibitérleri Secicilik ve ! potansiye
(Farkh Sistemlerde) oz

ROCKI& ROCKII | ICs¢¢=10.7 pmol/L

Fasudil IAS ICsp = 1.82 umol/L
(HA-1077) RSM ICs = 4.57 pmol/L
GSK-269962A ROCK 1 ROCK 1 ICs = 0.0016

pmol/L

ROCK II ICs0 = 0.006

pmol/L

Hidroksi Fasudil ROCKI& ROCKII  ICsp=1.8 umol/L
(HA-1100)

ROCKI& ROCKII  ICsp=0.0118 pmol/L

Rhokinazinhibitorii IAS ICsp = 0.079 pumol/L

(H-1152 or H-1152P) RSM ICsp = 2.51 pmol/L
EhoKlnazInhlbltoru ROCKI& ROCKII  ICso=0.2 umol/L TAS TCs = 2.95 pmol/L

RSM ICsp = 15.4 pmol/L
Rhokinazinhibitorii ROCKI & ROCKII ' ICso=25.0 umol/L

I

Rhokinaseinhibitorii =~ ROCK II ICs0=0.0118 pmol/L

v

SB-772077-B ROCKI & ROCKII  ROCKTIICsy=0.0056
pmol/L

SR-3677 ROCK ROCK I ICs = 0.056
pmol/L
ROCK II ICsp = 0.0072
pmol/L

SLx-2119 ROCKII ROCK I ICsp = 24.0 pmol/L
ROCK I ICsp = 0.105
pmol/L

Y-27632 ROCKI & ROCKII @ ICso=5.0 umol/L

IAS ICsp = 0.436 umol/L
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2.9.3 Rho/ROCK Inhibisyonunda Fasudil

Bu calismada kullandigimiz izokinolin tiirevi olan Fasudil, 0.33 uM'lik Ki'ye sahip
giiclii bir kiiciik molekiiler GTPaz ROCK inhibitoridir. Ayni tire sahip hidroksi
Fasudil 0.17uM, dimetil Fasudil ise 1.6 nM'lik Ki'ye sahip inhibitorlerdir. Fasudil,
subaraknoid kanamalarda ve pulmoner hipertansiyonda vazodilatdr etkisi nedeniyle
tercih edilmektedir. Fasudil'in bir tiirevi olan Ripasudilise glokom tedavisinde g6z i¢i
basincin1 (GIB) azaltmak amaciyla onay almustir. Ripasudil, ROCKI igin 51nM ve
ROCK2 i¢in 19 nM'lik yart maksimum inhibitér konsantrasyon (IC50) dozuna sahip
farmakolojik bir ajandir (Saito ve ark, 1999; Sasaki ve ark, 2002).

Klinik kullanimda onay almig ROCK inhibitérleri; Fasudil, Ripasudil ve Netarsudil'dir.
Fasudil'in klinikte kullanimi intravenéz (IV) yolla uygulanacak sekilde onay almistir.
Ancak oral kullanim formlar1 klinik deneylerde halen kullanildig: bilgimiz dahilindedir.
Fasudil i¢in kullanim siiresi 8-12 hafta olarak belirlenmistir. Ancak hayvan
deneylerinde 2 yila kadar kullanimi mevcuttur. Uzun sureli Fasudil kullaniminin
komplikasyonlart; hipotansiyon, cilt reaksiyonlari ve bobrek yetmezligi olarak ifade
edilmigtir. Fasudil'in uzun sireli kullaniminda ilag giiven araligi 3.125 mg/kg doz
olacak sekilde hesaplanmistir. Cok sayida hastanin Fasudil ile tedavisinin saglandigi
preklinik ve klinik veriler mevcuttur. Ancak oral kullanimda sistemik etki nedeniyle
hedef dokuda islev yetersizligi ve uzun sureli kullanim i¢in giiven araligi oldukca
dardir. MSS ile baglantili bir¢ok patolojide fasudil’in faydali olduguna yonelik veriler
mevcuttur. Bu nedenle gunimiizde norodejeneratif hastaliklarda ve preklinik
caligmalarda teropatik bir hedef olarak halen c¢aligilmaya devam edilmektedir

(Fukumoto ve ark, 2013; Tatenhors ve ark,2016; Koch ve ark, 2018;).

2.10.HAYVAN DENEYLERINDE GELENEKSEL FASUDIL KULLANIM DOZU
VE UYGULAMA YOLLARI

2.10.1 Intraperitoneal Uygulama (iP)

MSS néroproteksiyonunun indiiklendigi fasudil'in intra peritonal (IP) dozu 5-10 mg/kg
olarak rapor edilmig olup genellikle deney hayvani modellerinde 10 mg/kg olarak tercih
edilmistir. Ilag deney hayvanlarina totalde 18 giin boyunca uygulanmistir (Ohashi ve
ark, 2000).
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2.10.2 Oral Uygulama

Pulmoner hipertansiyon’da (PAH) vazodilatasyona neden olarak terdpatik etki gosteren
fasudil’in, dikloroasetat (DCA) ile birlestirilerek yeni bir oral izoformu olusturulmustur.
Kardiyovaskiiler ¢alismalar PAH'da kardiyovaskiiler degerlendirmeler i¢in tuz haline
getirilmis olan Fasudil dikloroasetat'in (FDCA) oral kullanimi, ROCK2 inhibe edici
ozellik gostermigtir. Oral kullanimda FDCA; 43,3 mg/kg, Fasudil hidrokloriir;37,5
mg/kg olarak test edilmistir (Qi ve ark, 2019).

2.11 HIPOKAMPUS
2.11.1 Hipokampiis Anatomik Yap1 ve Yerlesimi

Insanlarda hipokampiis, medial temporal lob ve lateral ventrikiiliin temporal boynuzu
arasinda yer alan ¢esitli anatomik yapilarin karmagik bir bulmacast olan limbik lobun
(rinensefalon) bir pargasidir (Broca, 1877). Prefrontal kortex, septum,amigdala,
hipotalamus paraventrikiiler ¢ekirdek ve gyrus cinguli yapilart bu halkayr meydana
getirmektedir (Knerim, 2015; Destrieux ve ark, 2013). Koronal kesitlerinde
mezensefalonda "C" seklinde goriiniir ve denizatina benzetilir. Bu nedenle anatomistler
tarafindan Yunanca "Hippocampos” isminden turetilmis olup Latincede"Hippocampus"
olarak adlandirilmigtir (Destrieux ve ark, 2013). Hipokampiis'iin anatomik goriiniimii

Sekil 2.11'de sunulmugtur.

Sekil.11 Hipokampiisiin yap1 olarak gériniimii (Destrieux, 2013).
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Hipokampiis embriyolojik dénemde gelisimini bu bolgede yer alan 6ncii néronlarin
proliferasyonu ve migrasyonu yoluyla tamamlar. Gestasyonel donem igerisinde fetal
hayatin 18 ila 20. haftalarinda hipokampiis yetigskin seklini almaya baglar (Sadler,
1990). Sagital ilerleyen govdesi, biyuk bir bag kismi ve dorsal ilerleyen kuyruk kismi1
olmak iizere 3 ana bolimden meydana gelir. Hipokampiis koronal kesitlerinde i¢ ige
gecmis gri cevher tabakasi gorinimiindedir. Ventrikiler yiizeyi alveus adi verilen
piramidal noéronlarin akson uzantilarinin olusturdugu beyaz bir tabaka ile Cornu
Ammonis'i (CA) orter ve fibrial yapida sonlanma gosterir. CA latincede ko¢ boynuzu
anlamina gelmektedir. Genel itibari ile hipokampal yapt CAl, CA2 ve CA3
boliimlerinden meydana gelir. Alveus ve piramidal hicre (stratum piramidalis) arasinda
stratum oriens tabakasi yer alir. Bu kisim bazal hiicre dendritlerini igermektedir. Daha
asagilara inildikge interndronlarin bulundugu tabakalar goriiliir. Burada; Stratum
lusidum, stratum radiatum ve stratum molekiilare (lakunozum) olmak iizere 3 bdliime

ayrilir (Broca,1877; Sadler, 1990; Destrieux ve ark, 2013).
2.11.2 Dentat Girus

Memelilerde hipokampiis tipik olarak CAl, CA2 ve CA3 alanlarina ve dentat girusa
ayrilmaktadir. Dentat girus hipokampalolusumun o6nemli bir pargasini olusturur.
Serebral korteksin orta hattinda biyiik bir alan1 kaplamaktadir. Birgok kortikal devrede
oldugu gibi, hipokampal néronlar ya glutamaterjik veyaGABAerjik interndronlar olarak
siniflandirilir. Dentat girus, glutamaterjik ana hiicre tipi ve gama aminobitiirik asit
graniil hiicreleri igerir. Ek bir glutamaterjik ana hiicre tipiise, yosunlu hiicrelere sahip
olmak tizere diger hipokampal bolgelerden farklilik gostermektedir (Scharfman, 2016).
Bu hiicre tabakalar1 dentat girus'un molekiiler tabakasina kadar uzanmaktadir. Graniiler
ve molekiiler hiicre katmanlar: ikisi birlikte “fasia dentata”y1 olusturmaktadir. En icte
yer alan son tabaka poliformik ya da hilus olarak adlandirilir. Yarim daire seklinde tipik
bir goriiniime hakimdir. Baz1 kaynaklarda CA4 dentat girus alani olarak ifade edilir.
Entorinal korteksten (EC) dentat girus'a (DG) ilerleyen perforan yol siirekli bellek
olusumu i¢in oOnemlidir. DG hiicreleri mossy lifler vasitasiyla CA noéronlarinin

proksimal dendritleri ile birleserek sinaptik bir yap1 olustururlar (Barr,1974).
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2.11.3 Hipokampiis Fizyolojisi

194811 yillara kadar hipokampiis yalnizca olfaktor sistemle ilgili bir merkez olarak
disinilmiistir. Bu inanigin sebebi olfaktor bulbustan dogrudan sinir liflerini aldigt
diisiincesinin varhigidir. Ancak daha sonra koku yolu gelisimi bozulmug olan kisilerde
hipokampal gelisimin normal oldugu saptanmig olup hipokampal gelisimin olfaktor
bulbusa bagli olmadigi saptanmustir. Ilerleyen c¢alismalar hipokampiisiin 6grenme,
bellek ve zihinsel iglemleri etkiledigini ortaya g¢ikarmuistir (Destrieux ve ark, 2013).
Hipokampiis sinaptik uzun donemli giglenme (UDG) ve serebral iskemiye duyarlilik
konularinda olduk¢a dikkat ¢ekici bir yapidir. En onemli o6zelliklerinden birisi
hipereksitabiliteye sahip olmasidir (Jacobs ve ark, 2006). 1937 yilinda ilk olarak Papez,
dis ¢evreden alinan duyusal bilginin biitiinlestirilmesi ile var olan duruma uygun olan
duygusal yanitin olusturulmasindan sorumlu oldugunu ileri stirdii. Kabul gérmiis genel
mekanizma dig ¢evreden alinan duyularin serebral kortekste ilgili alanlara
yonlendirilmesi ve olusan bilginin buradan hipokampiise iletilmesidir. Hipokampiisiin
kendisine iletilen bu bilgileri isleyerek depolanmak iizere tekrarilgili kortekse

gonderdigi distinilmektedir.

Hipokampiiste monoaminerjik, kolinerjik ve GABAerjik afferentler yer alir. Ornegin,
hipokampiiste en ¢ok eksprese edilen eksitator ndrotransmitter glutamat ve aspartat’tir.
Somatostatin-immiinoreaktif lifler, stratum lakiinozum ve stratum orienste; glutamat
dekarboksilaz (GAD)- immiinoreaktif lifler, stratum piramidalis, stratum radiatum ve
stratum orienste; kolesistokinin (CCK)-immiinoreaktif liflerin ise Ozellikle stratum

piramidaliste oldugu ifadeedilmistir (Scharfman, 2016).
2.11.4 Papez Devresi

Tarih boyunca emosyonel konularda en 6nemli gorislere sahip olan James Papez, 1937
yilinda duyu kontrolii ile ilgili bir devreyi tanimlamigtir. Bu devre limbik sistem ve
hipokampiis arasinda yer alan 6nemli noronal baglantilar1 ifade etmektedir. Korteks ve
subkortikal yapilar arasinda yer alan bu devreye Papez devresi (Papez Circuit) adi
verilir. Papez devresi; hipokampiis, forniks, corpus mamillare, tractus mamillo
thalamicus, nuclei thalamicus anterior, gyrus cinguli, gyrus para hippocampalis ve
hipokampiise baglantilar yapan 6nemli yapilardan olugur. Papez kuramina gore duygu
kontrolii bu devre ile olan baglantilar tizerinden gergeklesmektedir. Bu devrede sinyaller

tipkt bir domino tasinin devrilmesi gibi artarda birbirini izler. Papeze gore duygusal
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yanitlarin saglamligl devrede herhangi bir aksakligin olmamasina baglidir (Broca, 1877;

Destrieux ve ark, 2013).
2.11.5 Hipokampal Baglantilar ve Bilgi Akisi

Hipokampus, beyindeki en onemli bilgi islem birimlerinden birisidir. Islevsel ve
molekiler olarak farkli alt bolgelerden olusan karmagsik bir devredir. Hipokampal
fonksiyonun en basit, orijinal formundaki lamel hipotezi, uyarict aktivitenin entorinal
korteksten ve hipokampiisten bir dizi paralel hipokampal “dilimler” veya “lameller”
icerisinde yer alan “trisinaptik devre” yoluyla gectigini tanimlamistir. Hipokampal,igsel
bilgi akig1 tek tarafli ve glutamaterjiktir. Devredeki ilk baglant1 entorinal korteks layer-
IT hiicrelerinden kaynak alir. Entorinal korteks ozellikle desen tamima ve hafizanin
kodlanmasi agisindan onemlidir. Perforan yolak olarak isimlendirilen lifler araciligiyla
buradan kaynak alan ¢iktinin dentat girus'a (DG) inputu saglanir. Dentat girus (DG) ilk
buyik ag ge¢idini olusturur (Barr, 1974). Ardindan dentat girus yosunlu lifler
vasitasiyla CA3'e baglanma gosterir. CA3 noronlart,' 'oto-iligkisel' yollar araciligiyla
veya Shaffer kollateralleri boyunca CAl ile hipokampal uzun ekseninin yukar1 ve agagi
diger CA3 noronlartyla birbirine baglanmasini saglar. Son olarak, CAl alt sinifina
baglanma gosterir. Bu baglanti diizenine ek olarak, entorinal korteksin tabakasi II,
CA3'e ¢ikint1 yapar ve entorinal korteksin tabakasi III, CAl'e ve diger altsiniflara
dogrudan baglantilar gonderebilir. Hipokamptis baglantilart Sekil 2.12'de sunulmusgtur.
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Sekil 2.12 Hipokampiis baglantilar

Entorinal korteks (EC) hipokampal organizasyon igin bir kapi gorevi ustlenir.
Parahipokampal korteks, isitsel korteks, koku ve amigdala gibi pek ¢ok alandan girdi
almaktadir. EC'de bilgi girisi 6nden arkaya dogru bir hat ile diizenlenir. Hipokampal
organizasyon digsal inputlarini ise farkli korteks bolgeleri, amigdaloid kompleks, medial

septal bolge ve talamus gibi yapilardan almaktadir (Sadler, 1990).
2.12 HIPOKAMPUSTE SINAPTIK PLASTISITE

Hipokampiis beyindeki varsayimsal bilgi depolama mekanizmalar1 baglaminda sinaptik
plastisite c¢aligmalarinda 6nemli deneysel bir sistem olmustur. Noéron ve noronal
yolaklarinin basit laminer paterni in vivo ortamda sinirsiz periyodlarca sinaptik
hadiselerin kaydedilmesi igin ekstraselliller kayit tekniklerinin kullanimina olanak
saglamigtir. Sinaptik plastisitenin en fazla c¢alisilan modeli olan uzun doénemli
potansiyelizasyonun varligt ilk kez hipokampuste saptanmistir. Elektrofizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler teknikler kullanilarak genis big¢imde nitelendirilmigtir.
Bir¢ok giincel ¢aligma &grenmeyi takiben hipokampiis ve amigdaladaki UDG benzeri

sinaptik degisimleri saptamigtir. Aktivite bagimli plastisitenin uzun-siireli depresyon
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(UDB), EPSP-genligi potensiyalizasyonu, genlik-zamanlamasina-bagimli plastisite
(STDP), depotensiyalizasyon ve depresyon gibi diger c¢esitleri de bulunmustur.
Transvers hipokampal kesit hazirlama bu alanda ozellikle ©6neme sahip olup
farmakolojik ajanlarin hizla uygulanmasina ve temizlenmesine olanak saglayarak
intraselliiler ve yama-kiska¢ kayitlarina olanak saglamistir. Ek olarak, hipokampal
noronlar ya transvers "organotipik" kesitlerin veya disosiye noronlar seklinde
popiilasyonlarin  kultiirlenmesine olanak saglayarak belli proteinlerin RNA-tabanli
azalma veya agir1 ekspresyonu gibi molekiiler manipilasyonlart kolaylastirmisgtir.
Hipokampuste izole sinaptik membranlardan spesifik molekiler defektli saglam
hayvanlarin davranigsal analizine kadar bir¢ok organizasyon diizeyinde spesifik bir
rezidiide proteinin fosforilasyonu gibi etkileri takip etmeyi miimkiin kilmistir. Yine de
hiicrelerin genis aglarinda ki sinaptik plastisiteye dair daha biiyiik tablolar tamamen
aydinlatilmamigstir.  Ko-aktif noronlar arasindaki baglantilarin  sinaptik  plastisite
mekanizmasiyla gl¢lendigi, boylece sadece bir alt bilesenin gelen uyariminin bir bitina
aktiflestirebilecegi, boylece asil hadiseyle edinilen aktivitenin tekrarlanacagi ileri
surGlmugtir. Buradaki sorun hafizanin kodlanmasinda hipokampiiste bu hicre

bitiinlerinin saptanmasidir (Neves ve ark, 2008).

Memeli santral sinir sistemindeki belki de en dnemli ve dikkat g¢ekici 6zellik biiyiik
miktarda bilgiyi islemesi ve saklayabilmesidir. Dekatlar boyunca beynin bu 6zelligi
saglayabilmek i¢in oOnemli noral devrelerde sinaptik kuvvetin  uzun sireli
modifikasyonlarint  kullandigr ileri surtlmusgtir. Boyle aktivite bagimli  bir
modifikasyonun hipokampiisteki uzun-donemli gii¢clenmesidir (UDG), yani uyarict
aferentlerin kisa sureli yiksek frekansta uyarimiyla sinaptik kuvvetin strdirilebilir bir
artisgtdir. UDG fenomenine dair ¢alismalar uzun streli hafizanin belli formlarinin
baslangigta depolanmast igin gerekli kritik bilesenin hipokampus oldugunu gostermistir.
Ayrica UDG'nin bazi 6zellikleri veri depolanmasi veya hafiza igin ekici bir hiicresel
mekanizma haline getirmistir. Hafiza gibi, UDG'de hizla iiretilebilir ve tekrarlanarak
kuvvetlendirilebilir. Girdi spesifikligi gosterir, yani ayn1 post-sinaptik hiicredeki komsu
sinapslarda degil, sadece aferent aktiviteyle uyarilan sinapslarda meydana gelir. Girdi
spesifitesi noral bir devredeki depolama kapasitesini dramatik bir sekilde arttirmaktadir.
En onemlisi, UDG ¢agrisgimsaldir, giigli bir girdi aktivitesiyle zayif bir girdi
aktivitesinin gegici sekilde ciftlesmesi zayif girdinin UDG'sine neden olur. Klasik

kosullanmay1 hatirlatan bu c¢agrisimsal 6zellik cagrisimsal 6grenmenin hiicresel bir
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analogu olarak digiiniilebilir. Son olarak, UDG hipokampiisiin in vitro preparatlarinda
ortaya cikarilmigtir ve bu durum belli deneysel manipiilasyonlara olanak saglamistir.
UDG'nin farkli formlar1 vardir, fakat deneysel caligmalarin ¢ogu hipokampal CA1l
piramidal hicrelerinde gozlenen UDG'ye odaklanmistir. (Neves ve ark, 2008)

2.12.1. Sinaptik Plastisite ve Uzun Dénemli Baskilanma (UDB)

Sinaptik plastisite daha dénceden var olan sinapslarin sinaptik transmisyonunun etkinligi
ve kuvvetinde aktivite bagimli sekilde modifikasyonlar meydana gelmesi olarak
tanimlanabilir. Siiresine bagli olarak kisa ve uzun siireli plastisite seklinde siniflanabilir.
Milisaniyelerden dakikalara kadar siiren kisa donemli sinaptik plastisitenin kisa siireli
hafiza, duyusal girdilere kisa-siireli adaptasyonlar ve davramigsal durumlardaki gegici
degisikliklerde rol oynadigi distnilmektedir. Diger yandan, uzun sireli sinaptik
plastisite dakikalardan giinlere ve hatta yillara degisen sirelerde devam edebilir ve bu
yizden uzun sureli hafizalarin olugsmasiyla iligkilidir. UDG ve UDB uzun siireli sinaptik
plastisitenin 1ki ana formudur ve hipokampal fonksiyonda rol oynadigi
dustnilmektedir. UDG dakikalardan ¢miir boyuna kadar degisen stirelerde sinapsin
kuvvetlenmesi olarak tanimlanabilirken, UDB potansiyel olarak yine Omiir boyu
surebilecek periyodlarda bir sinapsin zayiflamasina isaret eder. Hem UDG hem de UDB
kompleks uzamsal 6grenme gibi gorevlerde davranigsal performansla iligkilidir, yani bu
kognitif islemlerde onemli bir roli oldugu gorilmektedir. UDB i¢in daha resmi bir
tanimlama fizyolojik veya farmakolojik bazi aktivitelere yanit olarak meydana gelen
sinaptik etkinlikteki bir diististir. Onemli bir nokta ise patolojik siireglerden farkli
olmasidir. Clinkii UDB sinaptik kuvvette stabil bir diisiis meydana gelmesidir. Bazi
yazarlar UDB olugturan sinapslarin  degisebilir oldugunu ve UDG'yi devam
ettirebilecegini iler stirmistiir ancak, bunun gergekten 6nemli bir 6zellik olup olmadig1
belli degildir. Sinaptik azalma sinaps olusumunun tam tersidir ve dendritlerin
bdlgelerinden sinaptik temasmnin kesildigi, sonucunda néronun kendisinin kaybina
neden olan bir strece isaret etmektedir. Bu noronal devrelerin gelisimi ve uygun
fonksiyonu i¢in gerekli bir gelisimsel strectir. Ayni zamanda disfonksiyonel sinaptik
azalmanin gelisimsel ve psikiyatrik bozukluklarinin bazilarinin bir bileseni oldugu da
dustnilmektedir. Kesin olmayan ise UDB'nin sinaptik azalmaya neden olup olmadig:

veya farkli olusumlar olup olmadigidir. Yapisal ve fonksiyonel degisimlerin
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birbirleriyle iligkili olduguna dair baz1 kanitlar vardir, UDG'nin sinaps sayist ve yapisini

arttirdigi gosterilmistir (Pinar ve ark, 2017).
2.12.2. UDG'nin Indiiksiyonu: NMDA Reseptorleri ve Ca+2

UDG indiiksiyonunun normalde yliksek frekansli aferent aktiviteyle olusan postsinaptik
depolarizasyon sirasinda N-metil-D-aspartikasit (NMDA) reseptorlerinin aktivasyonunu
gerektirdigi kabul gérmiistir. Bunun sonucunda kalsiyum (Ca+2) konsantrasyonunda
bir artig meydana gelir ve bu artis UDG'nin tetiklenmesi i¢in gereklidir. Normal digiik
frekansli sinaptik transmisyon sirasinda, eksitatuar norotransmitter olan glutamat
presinaptik bir terminalden salinir ve dendritik gévdede es, lokalize olan postsinaptik
NMDA ve 2- Amino 3-Hidroksi- 5 metil-4-izoksazol- propionik asit (AMPA)
reseptorlerine baglanir. Primer olarak sodyuma (Na) gegirgen olan AMPA reseptor
kanal1 dinlenmedeki membran potansiyelinde sinaptik cevaplarin olugsmasindan sorumlu
akimlarin ¢ogunu saglar. Aksine, NMDA reseptori postsinaptik yanita katki saglamaz.
Cunkii ekstraselliler magnezyum (Mg) iyon kanalin1 bloklamaktadir. Postsinaptik
membran UDG olusumu sirasinda depolarize oldugunda, Mg, NMDA reseptor
kanalindan atilarak Ca+2'un yam sira Na'nin hiicreye girmesini saglar. Tekrarlanan
aktivasyonla, yeterli Ca+2 dendritik govdeye girerek UDG'ye neden olan sinyal
mekanizmalarini aktiflestirir. Boylece, sadece hedef govdede depolarizasyonla birlikte
olusacak affarent afinite meydana geldiginde Ca+2 girisine izin veren bir molekiiler
saptayict olan NMDA reseptori iglevini yerine getirir. Her ne kadar 6nceki modeli
destekleyen bir¢ok kanit olsa da giincel ¢aligmalar UDG igin tetikleyici olayin Ca+2'un
esik degerin Uzerine yilkselmesi gibi bir anahtar benzeri mekanizma olmayabilecegini
diistindiirmektedir. Ornegin, UDG'nin stabilitesi veya siiresi kesin degildir ve NMDA
reseptorlerinin aktivasyon derecesine ve belki de govdedeki Ca+2 artiginin boyutuna
bagli oldugu goriinmektedir. Dahasi, tek basina Ca+2'daki buyiik bir artig stabil UDG'yi
tiretmek i¢in yeterli olmayabilir, afferent aktivite bazi ek onemli bilesenleri sunuyor
olabilir. Olasiliklardan birisi olan glutamat, NMDA reseptorlerini aktiflestirmeye ek
olarak, metabotropik glutamat reseptorlerini de aktiflestiriyor olabilir (Malenka, 1994).

2.12.3. UDG'de Protein Kinazlarve Sinyal Transdiiksiyon Mekanizmalar

UDG'yi proteinlerin uzun-streli modifikasyonlarina ceviren ilk tetikleyici sinyalin
yolagina dair ¢aligmalarin ¢ogu protein kinazlarin roliine, 6zellikle de Ca-kalmodulin

bagimli protein kinaz II (CaMKII), protein kinaz C (PKC) ve tirozin kinaz Fyn'ye
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odaklanmistir. Bu enzimlerin inhibitérleri UDG'yi bloklayabilir ve ikisinin UDG'yi
ortaya cikaran tetanik uyariyla bir NMDA-reseptori’ne (NMDAR) bagimli olacak
sekilde aktiflestigi gosterilmistir. Ilgi ¢ekici bir hipotez UDG'nin artmus protein kinaz
aktivitesinin idamesine bagli oldugudur. Bu durum CaMKII'nin otofosforilasyonu veya
PKC'nin proteoliz veya fosforilasyonu sonucu meydana gelebilir. Bu fikri destekleyecek
ilgili kanitlar UDG'nin indiiksiyonunu takiben 30-90 dakika yiiksek kalan protein kinaz
aktivitesiyle biyokimyasal deneylerde gosterilmistir. Gen hedefleyici yaklagimlarin bu
enzimlerin bazilarinin kesin rolunt gosterecegi ongoralmiistiir, fakat CaMKII, PKC'yi
veya Fyn’nin baskilanmasini kolayca yorumlanabilecek bir UDG fenotipi ortaya
koymamistir. Tim bu mutantlarda, UDG'nin mevcut oldugu fakat ortaya koymasinin
daha zor oldugu gorilmustiir. Bu farelerde UDG sinyal kaskatinda kompenzatuvar ve
gereksiz mekanizmalarin olasiligi, bu sonuglart yorumlamayi zorlagtiracaktir. Bu
nedenle, bu noktada kanitlar UDG'de rol alan bir¢ok protein kinazi igaret etmektedir,

fakat kesin rolleri ve hedefleri belirlenmis degildir (Malenka, 1994).
2.12.4. Sinaptik Plastisite: Ogrenme ve Hafizadaki rolii

UDG'ye dair onemli bir soru isareti hafizalar1 depolamak igin Ogrenme sirasinda
gercekten kullanilip kullanilmadigidir. Her ne kadar kesin bir cevap verilemese de
kemirgenler tizerindeki ¢aligmalar UDG benzeri sureclerin gergekten de 6grenme ve
hafizanin belli formlarinda 6nemli olduguna isaret etmektedir. Oncelikle bir NMDA
reseptor antagonisti ayni konsantrasyonlarda UDG indiksiyonunu ve uzamsal
ogrenmeyi bloklarken hipokampal fonksiyon gerektirmeyen gorsel bir ayrim gorevinde
herhangi bir etkiye sahip degildir. Ikinci olarak, UDG iiretimini engelleyen degisik
protein kinazlarin hedeflenmis gen nakavtlari1 da uzamsal 6grenmeyi bozmustur. Ancak
ogrenmede eksikligin derecesi UDG'deki bozuklugun derecesiyle orant1 gdstermemistir.
NMDA reseptor antagonistlerinin hem UDB hem de UDG'yi blokladigr ve UDB'nin
hafif davranigsal defisit gosteren protein kinaz-C izoformu (PKCr) mutant farelerde
normal oldugunu belirtmek gerekir. Bu yiizden, olasi bir hipotez sinaptik plastisitenin
her iki formunun (UDG ve UDB) etkili 6grenmeye katki sagladigidir. Eger sinaptik
etkinlikteki degisiklikler uzamsal bilgilerin kodlanmasinda onemliyse, o zaman
hayvanin yeni bir g¢evreyi oOgrendik¢e buradaki degisiklikleri direkt kaydetmesi
muhtemeldir. Bu yillar 6nce gozlenmistir, ancak sinaptik kuvvettetetiklenen

budavranigsal artigin anlami, motor aktiviteye bagli beyin sicakliginin artti§inin
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gosterilmesiyle sorgulanmigtir ve bu tek basina orijinal gozlemleri agiklayabilir. Giincel
olarak, bu durum sicakliga bagli sinaptik kuvvetlerdeki degisiklikler ¢ikarilarak
deneysel olarak arastirilmistir. Sonug¢ olarak deney hayvanlart yeni bir cevreyi
kesfederken es zamanli olarak hipokampal sinaptik potensiyelizasyon da meydana
gelmektedir. Dahasi, UDG ve hafiza arasindaki baglantiy1 destekleyen kanitlar farenin
agina oldugu veya yeni bir ¢evreyi kesfederken yapilan hipokampal noéronlarin
eszamanlt kayitlarint disindirmektedir. Hayvan yeni bir ¢evreyi 6grenirken, inhibitor
inter-noronlarin aktivitesi baskilanmistir, yani sinaptik modifikasyonlar1 kolaylastiran
bir durumdur. Sinaptik etkinlikte uzun sireli degisikliklerin hafizanin kodlanmasindan
sorumlu oldugunu kanitlamak zor bir gorevdir. Yine de hipokampal sinaptik plastisiteye
dair ¢aligmalar devam etmelidir. Cunkii UDG ve UDB altinda yatan mekanizmalar
hafizanin fiziksel substratinin deneysel analizi i¢in en glg¢li kanitlari sunmaktadir.
Onemli hiicresel fenomenler gibi sinaptik etkinlik de muhtemelen multiple diizeylerde
diizenlenen etkilesimli sinyal kaskatlarinin komplike bir ag1 olarak ortaya ¢ikacaktir. Bu
kompleks olaylarin timii deneysel bir zorluk olarak kargimiza ¢ikmaktadir (Malenka,

1994).
2.12.5. Metaplastisite

Metaplastisite terimi ilk ortaya ¢iktiginda, UDG ve UDB'nin hassasiyetini tanimlamak
icin kullanilmigtir. Bu tanim sinapslarin aktivasyonunun degisik sekillerde UDG veya
UDB}'yi tetikleyebilmesine dair verilere dayandirilmistir. Etkilenen sinaptik plastisite
oldugundan ve ilk sinaptik aktiviteyi takiben sinaptik etkinlikte belli bir degisim
olmadigindan, gelecekteki plastisiteyi etkileyen bu siiregelen degisiklik Metaplastisite

yani "sinaptik plastisitenin plastisitesi" seklinde adlandirilmigtir.

Metaplastisite temelde iki temel etmene sahiptir. Ilkinde, metaplastisite sinaptik
plastisitenin 6zelliklerini yon, plastisitenin derecesi ya da dayaniklilig: gibi bir sekilde
modifiye etmektedir. Fakat noromodilasyondan farkli kilmak i¢in metaplastisitenin
ikinci 6zelligi olan metaplastisiteyi tetikleyen ilk noral aktivite ve takip eden sinaptik
plastisitenin indiiksiyonu arasindaki zaman streci olmasidir. Metaplastisite sinaptik
plastisite alaninda ¢ok dikkat ¢ekmistir ve buna aracilik eden mekanizmalar yogun
aragtirmalara maruz kalmistir. Ancak, sinaptik plastisite alaninda karsilasilan zorluklara
benzer sekilde metaplastisite alaninda da kompleksligine dair zorluklarla karsilagilmigtir

(Abraham ve Richter-Levin, 2018).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Bu Caligma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan
desteklenen TYL-2018-8502. No’lu proje kapsaminda ve Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulunun 16.07.2018 tarih ve 18/090 sayili onayi ile gergeklestirildi.
Caligmamizda deney hayvanlarina act vermemek ve gereksiz sayida deney hayvani

kullanmamak i¢in gerekli etik kurallara 6zen gosterilmistir.

Calisma i¢in, 60 adet erkek yetigskin (2-3 aylik) 250-300 gr agirliginda Wistar Albino
cinsi sigan kullamldi. Siganlarin temini ve teknik destegi Erciyes Universitesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezin'den (DEKAM) saglandi. Deney
hayvanlarinin en az 3 giin yerine aligmalar1 beklenildi. Siganlar musluk suyu ve standart
sican yemi ile kisitlama yapilmaksizin beslendi. Laboratuvar kosullari; 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik, sicaklik 22+ 1 °C ve nem %50-60 olacak sekilde ayarlandi.
Sicanlar UDG, UDB ve MP kayitlarinin her biri i¢in Kontrol (K, n=8-10) ve Fasudil

inflizyonu (n=8-10) olmak tizere 2 gruba ayrilmistir.
3.2. Cerrahi ve Invaziv Girisimler

Agirliklar1 250-300 gram arasinda olan siganlar, cerrahi iglem ve invaziv girisim
oncesinde 1,2 g/kg dozda intraperitoneal yolla tiretan enjeksiyonu yapilarak anestezi
edildi. Genel anestezi evreleri degerlendirilen siganlar stereotaksik sisteme (Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA) yerlestirildi. Kulak ve agiz cubuklar1 vasitasiyla
kafatasi sabitlendi. Daha sonra cerrahi prensiplere uyularak sagittal sutur boyunca kafa
derisi uzerinden yapilan 2.5-3cm'lik orta hat insizyonu ile cilt ve cilt alt1 dokusu
gecilerek kafatasina ulasildi. Kafa derisi retrakte edildikten sonra netbir goériinim
saglamak iizere kemik ylizeyi span¢ ile serum fizyolojik soliisyonuyla yikanarak

temizlendi. Bregma noktasi igaretlendi, diizlem ayarlama ¢ubugu vasitasiyla bregma ve
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lambda hatt1 ayni diizlemde olacak sekilde ayarlandi. Sag hemisferde hipokampiise

denk gelen kraniyum alani1 kemik dokusu oval sekilde kesilerek ¢ikarildi.
3.3. Uzun donemli Giiclenme, Elektrofizyolojik Kayitlarin Alinmasi
3.3.1. Uyari, Kayit ve Fasudil infiizyonu

Cerrahi prosediirlere uygun olarak kafatasi sag hemisfere denk gelen kraniyum alanina
kraniotomi islemi yapildi. Bregma referans noktasi olarak alindi, Paksinosand ve
Watson (1998) tarafindan olusturulan sigan beyin atlast kullanildi. Koordinatlara uygun
olarak uyarict elektrot (Teflon kapli, paslanmaz ¢elik, 127 um ¢apli ucunun yiizeyi izole
edilmig) kullamildi. Medyal perforan yol wuyartmi i¢in; koordinatlar bregma
iizerinden: Anterior-Posterior (AP)alana: 6,5 mm; Medial- Lateral (ML)alana: 3,8mm
seviyesinde olmak {iizere uyarici elektrot yerlestirildi. Uyarict elektrotun her iki kutbu
disiuk dirence sahip kablolar vasitasiyla bir uyarim izolatoriine (A385, World Precision
Instruments, USA) baglandi. Dis ¢apt 1,5 mm ve uzunlugu 10 mm olan ¢ift kanalli
borosilikat kapiller tiiplerden yapilmis (World Precision Instruments) dikey bir
mikropipet ¢ekici (P30, Sutter Instrument Co, USA) vasitasiyla pipetler hazirlandi. Cift
kanalli cam mikropipetin bir kanali 3Msodyum kloriir (NaCl) ile hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dolduruldu. Fasudil infiizyonu yapilacak olan grupta birinci kanal
3M NacCl ile hava kalmayacak sekilde dolduruldu, ikinci kanal Fasudil inhibitori ile
dolduruldu. Fasudil monohidrokoliir (FCB059815), 100ml saline soliisyonu igerisinde
10uM konsantrasyonunda olacak sekilde c¢ozilerek hazirlandi. Sterotaksik kola
sabitlenen pipet infiizyon seti ile Hamilton enjektoriine (20pL, 0,33 ml/dk)takildi. Cam
mikropipet (ug direnci 2-10 MQ) kayt islemi i¢in ipsilateral dentat girusun graniil hiicre
tabakasina (bregma hatt1 lizerinden: AP:3,5mm- ML:2.13 mm) yerlestirildi. Servikal
deri hatt1 egri uclu bir penset vasitasiyla dilate edilerek bir gimus-giimiis klorir (Ag-
AgCl) disk elektrot bu alana yerlestirildi ve referans elektrot olarak kullanildi. 3M'lik
NaCl ile doldurulan mikropipet kanali igerisine yerlestirilen klorlanmig gimus tel ve
referans elektrodu bi head-stage kullanilarak tek kanal epitelyal voltaj/akim kiskag
yiikseltecine (VCC600, Phiysiological Instruments) baglandi. Butiin sistem "Faraday

kafesi" kullanilarak topraklandi.
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3.3.2. Tipik Elektriksel Yanmitin Elde Edilmesi

Hem uyarict hem de kayit elektrodu, eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) olarak
tanimlanan pozitif yonli bir sapmay: takip eden ve populasyon spike (PS) olarak
tanimlanan maksimum negatif yonli bir sapma elde edilene kadar derin yapilara
indirildi. Granil hiicre tabakasinin tipik yanit1 elde edilmeye baslandiginda elektrotlarin
derinlikleri 0,1 mm artirilarak en buytk cevap elde edildi. En son derinlikte tipik cevap
kaydedildikten sonra perforan yol uyarimina verilen cevaptaki PS amplitiidiiniin
(genliginin) maksimum olmasi i¢in uyari elektrodunun uyumu saglandi. Biitiin deneyler
tamamlandiktan sonra ortalama elektrot derinlikleri; kayit elektrodu i¢in 2,8 mm,

uyarici elektrot i¢in ise 3 mm olarak belirlendi. (Sekil 3.1)

17 . EPSP Egimi

3:PS1
4 :PS2

PST4PS2
PS:—

Uyarici
Elektrot

EC
Perforan yol

Sekil.3.1. Deney asamasinda tipik bir elektriksel aktivite kaydinin gériintiisii.

Hipokampiis elektrofizyolojik deneylerinde kayit ve uyari elektrodunun in vivo yerlesimi

3.3.3. Veri Kazanimi ve Uyarim

Veri kazanimi ve uyarim igleminin kontroli “Scope” yazilimi (ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) ile yapildi. A/D ¢evirici (Powerlab/8SP, ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) vasitasiyla tek fazli 10V'luk 0,175-ms stireli palslar

olusturuldu ve uyar1 izolatoriinin tetiklenmesinde kullanildi. Kaydedilen biyolojik
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sinyaller 0,1-10 kHz bant-genigliginde bir yukselticide 1000x kez yiikseltildi. Aktivite

20 ms i¢in 40 kHz hizinda ¢evirim i¢i olarak rakamsallagtirildi.
3.3.4. Girdi-Cikt1 Egrileri Input — Output (I/0)

Elektrotlarin yerlestirilmesinden sonra 15 dk boyunca 175 s sureli tek-fazli sabit akim
palslar1 her 20 saniyede bir verilerek I/O egrileri elde edildi. Bu sirada akim giddeti O, 1
mA’ den 1,5 mA’ e kadar 0,2 mA adimlarla artirildi. Her akim siddeti i¢in kaydedilen 3
ardigik yamitin ortalamasi akim siddetine karsi grafiklendi. En yiiksek PS genliginin
yarisini olusturan akim siddeti test uyaran siddeti olarak belirlendi ve deneyin sonraki

asamalarinda bu akim siddeti kullanild1.
3.3.5. Uzun Donemli Giiclenme (UDG)

Test uyaran siddetinde bir uyart 30sn de bir verilerek 15 dakika sureyle bazal kayit
alindi. Bazal kaydin ardindan indiiksiyon donemi olarak tanimlanan siire igin S’er
dakika ara ile 100 Hz. frekansinda, 1 sn stren dort yiiksek frekansli uyaran (YFU) ile
UDG indiiklendi. Son YFU'yu takiben toplam idame donemi olarak tanimlanan 60
dakikalik siire boyunca 30 sn’ de bir test uyaran siddetinde uyari ile uyarima devam
edildi. YFU sonrasindaki son 5 dk'lik dénem UDG yanitlarinin ortalamasi yani
indiiksiyon donemi, son YFU sonrast deneyin sonunda ki son 5 dk'lik dénemdeki UDG

yanitlarinin ortalamasi ise idame donemi yaniti olarak belirlendi.

AR ARG,
..’. » l...'.." S e e
.:. .t 2av® 'Q.: o:'l.l
_._.1 1 UDG
B A S A e f ------------------------------------------------
YFU
Dakika | 1 l |
Test uyan 15 30 . 45 105
siddetinin Bazal Indiklenme idame dénemi
belirlenmesi kayit donemi
0,175 b o 0,175 i 1 i e 0,175 o
0,05hz 0,033hz 100hz 0.033hz

Sekil 3.2 UDG kaydi deney protokolii semasi
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3.3.6. Uzun Donemli Baskilanma (UDB)
Test uyaran siddeti belirlendikten sonra;

Perforan yol 15 dakika test uyaran siddeti ile 0.033Hz ileuyarimasinin ardindan,
UDB’nin inditksiyonu: 1Hz frekansli 175 ps sureli tek pals’larin 900 kez uygulanmasi

ile indiiklendi. Kayitlar indiiksiyonlardan 90 dakika sonra sonlandirildi.
3.3.7. Metaplastisite (MP)

Uygun cerrahi prosediirler ve stereotaksik yerlestirme gergeklestirildi. Kraniotomi
sonrasi referans elektrot yerlestirildikten sonra diger elektrodlar sigan beyin atlasi
koordinatlarina uygun olarak yerlestirildi. Ardindan tipik dalga sinyalinin elde edilmesi
saglandi. Elde edilen kayit sinyali 15 dakika siiresince beklenerek dengelendi. Bu sirada
dentat girus noronlarina 0.033 Hz. frekansli elektriksel uyarim (0.5 mA, 0.175 ps stireli)
kullanilarak uyarimi gergeklestirildi. Daha sonra test uyaran siddetinde 30 sn'de bir
uyar1 verilerek 15 dk boyunca bazal kayit alindi. Bazal kayit alindiktan sonra deneyin
15. dakikasini takiben priming stimtlasyon yapilarak metaplastisite indiiklemesi
gergeklestirildi. Metaplastisite yanitinin saglanabilmesi i¢in ii¢ farkli tiirde priming
stimiilasyon protokoliin'den(5 Hz, 180 uyar1 (180 saniye), 0.5 Hz. 1800 uyar1 (1800
saniye)ya da 1Hz (900 saniye) 1 Hz'lik protokol uygulandi. Priming stimiilasyonu
takiben 5 dakikalik stire boyunca 30 saniyede bir uyari verildi. Uyar1 sonrast elde edilen
dalga degisiklikleri kayit edildi. Ardindan S'er dakika araliklar ile 4 defa YFU (100 Hz)
verilerek UDG yamitinin indiklenmesi saglandi. En son verilen YFU'y1 takiben idame
donemi olarak adlandirilan 60 dakikalik kayit stresince 30 saniyede bir test uyaran
siddetinde bir uyart ile uyarilma igleminin devamlilig1 saglandi. YFU sonrast ilk 5
dakikalik dalga yanitinin ortalamasi posttetanik potansiyelizasyon donemi, posttetanik
potansiyelizasyon donemi sonrasindaki 5 dakikalik kayit ise idame donemine ait
yanitlar olarak alindi. Metaplastisite kaydina ait deney protokoliiniin sematik gosterimi

Sekil 3.3 te gosterilmisgtir.
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METAPLASTISITE INDUKSIYONU

METAPLASTISITE uDG
15dk 15dk 30dkveya 15 dk 60 dk
Test Uyaran 3dk
ddet .
5l ‘e Sk X Bazal Kayit Priming ubG Idame
Belirlenmesi Stimiilasyon indiikleme D&nemi
20sn 30sn suk Hsp
O e OO 0 0 O O O | ) S5 0 e 8 O O a1 ¢ 0 T 200 O 0 |
EESEINEY RPN BT BRI R L
T Ral 1 Hz, 900 Uyar1 (900 sn) I AID_:;r -
Elektrot 0,175 ms 0,175 ms iis
Yerlestirilm 4.YFU 0,033 Hz
0,05 Hz 0,023 Hz 3. VFU
2.YFU

1.YFU

Sekil.3.3. Metaplastisite kaydi deney protokol semasi

3.4. Veri Analizi ve Istatistik

Eksitator Post Sinaptik Potansiyel dalgasinin egimi; dalganin baslangici ve PS
dalgasinin baglangict arasindaki voltaj farkinin %20-80"1 olacak sekilde hesaplandi. PS
genligi ilk pozitif yikselti ve sonraki negatif yikselti arasindaki fark olarak hesaplandi.
Baslangictaki 15 dakikalik bazal kayit stresinde tetiklenen 30 alan potansiyelinin EPSP
ve PS’lerinin 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 indiiksiyonu i¢in YFU sirasinda olugsan egim ve genliklerinin,
indiiksiyon doneminden sonra 60 dakika siireyle kaydedilen idame donemi i¢in ise son
YFU’dan deney sonuna kadarlik bolumde olusan e§im ve genlik degerlerinin son 5
dk'lik boliimdeki ortalamalari alinds. Istatistik karsilastirmalar Tek Yonlii ANOVA testi
kullanilarak yapilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak se¢ildi.



4. BULGULAR

4.1. Farkh Uyaran Siddetlerine Kars1 Olusan Populasyon Spike (PS) Genlik ve
Eksitator Post Sinaptik Potansiyel (EPSP) Egim Degerleri

4.1.1 PS Genlik Degerleri

UDG'de; test uyaran siddetinin belirlenmesi amagli elektrotlar hipokampiise
yerlestirildikten sonra 175 ps sireli tek fazli sabit olusum palslari her 20 sn'de bir
olmak {iizere giderek artan akim ile uyarilmigtir. 0.1 mA'dan baglayarak 1.5 mA'e
kadar artan 0.2 mA'lik adimlarla uyarilarak elde edilen Populasyon Spike (PS) genlik
degerlendirmesi Sekil 4.1'de verilmis olup ortalama degerleri ve standart sapmalari

Tablo 4.1'de gosterilmistir.
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Uvyan siddeti (mA)

(Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. * Kontrole gére p<0,05)

Sekil 4.1 Kontrol ve Fasudil gruplarinda, dentat girus néronlarindan 0,1 mA-1,5 mA arasinda
degisen 8 ayri uyari siddetine karsi 6l¢iilen PS genlik degerleri; UDG 6ncesi
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Veriler tekrarlayan oOlglimlerde ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Uyar1 giddeti
arttikca PS genliginin Kontrol ve Fasudil grubunda (P<0.001 (Sekil 4.1) arttig
gorilmugtir. Ancak uyart siddetine verilen cevaplarda  Kontrol ve Fasudil grubu
arasinda (Grup etkisi: Ps>0.05; etkilesim etkisi: Ps>0.05) istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik  olusturmamigtir. Dolayisiyla  indiiksiyon donemi sonrasinda olusan

farkliliklarin baglangigtaki sinaptik iletimden kaynaklanmayacagi disinilmustuir.

UDB'de; test uyaran siddetinin belirlenmesi amagli elektrotlar hipokampiise
yerlestirildikten sonra 175 ps sireli tek fazli sabit olusum palslart her 20 sn'de bir
olmak tzere giderek artan akimlar ile uyarilmigtir. 0.1 mA'den 1.5 mA'e kadar artan
0.2 mA'likk adimlarla uyarilarak elde edilen Populasyon Spike (PS) genlik
degerlendirmesi Sekil 4.2'de verilmis olup ortalama degerleri ve standart sapmalari

Tablo 4.2'de gosterilmigtir.

18.00
16.00 i/i—
A14.00 T
» 12.00
)
:&10.00
8.00 === Kontrol
6.00 == Fasudil
4,00 -
2.00 A

0.00 T T T T T T T 1
01 03 05 07 09 11 13 15

Uyan Siddeti (mA)

i

PS Genl

(Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. * Kontrole gore p<0,05)

Sekil 4.2 Kontrol ve Fasudil gruplarinda dentat girus néronlarindan 0,1 mA-1,5 mA arasinda
degisen 8 ayri uyari siddetine karst Olciilen PS genlik degerleri; UDB 6ncesi

Veriler tekrarlayan oOlglimlerde ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Uyart giddeti
arttikga PS genliginin her iki grupta da (P<0.001 (Sekil 4.2) arttig1 gorulmustir. Ancak
uyart siddetine verilen cevaplarda  Kontrol ve Fasudil grubu arasinda (Grup etkisi:
P=0.533; etkilesim etkisi: P=0.514) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olugsturmamigtir. Dolayisiyla indiksiyon donemi sonrasinda olusan farkliliklarin

baslangigtaki sinaptik iletimden kaynaklanmayacag distintilmiistir.
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MP'de; test uyaran siddetinin belirlenmesi amagli elektrotlar hipokampiise
yerlestirildikten sonra 175 ps sireli tek fazli sabit olusum palslart her 20 sn'de bir
olmak tzere giderek artan akimlar ile uyarilmigtir. 0.1 mA'den 1.5 mA'e kadar artan
0.2 mA'likk adimlarla uyarilarak elde edilen Populasyon Spike (PS) genlik
degerlendirmesi Sekil 4.3'te verilmis olup ortalama degerleri ve standart sapmalari

Tablo 4.3'de gosterilmigtir.

18.00
16.00

14.00 j/i_
12.00
10.00 -
8.00
6.00 4= Kontrol
4.00 == Fasudil
2.00 -

0.00 T T T T T T T 1
01 03 05 07 09 11 13 15

PS Genlgi (mV)

Uyari siddeti (mA)

(Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. * Kontrole gére p<0,05)

Sekil 4.3 Kontrol ve Fasudil gruplarinda, dentat girus néronlarindan 0,1 mA-1,5 mA arasinda
degisen 8 ayri uyari siddetine karst 6lgiilen PS genlik degerleri; MP 6ncesi

Veriler tekrarlayan oOlglimlerde ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Uyar1 giddeti
artttkca PS genliginin Kontrol ve Fasudil grubunda (P<0.001 (Sekil 4.3) arttig
gortlmustiir. Ancak uyar1 giddetine verilen cevaplarda  Kontrol ve Fasudil grubu
arasinda (Grup etkisi: P>0.05; etkilesim etkisi: Ps>0.05) istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olusturmamigtir. Dolayisiyla posttetanik donem sonrasinda olugsan farkliliklarin

baslangigtaki sinaptik iletimden kaynaklanmayacag distintilmiistir.

PS Genlik ve EPSP Egim degisimlerinin ortalama degerleri ve standart sapmalari

Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3'te verilmistir.
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Tablo 4.1 UDG; Kontrol ve Fasudil gruplarinda, 0,1 mA -1,5 mA arasinda degisen
uyar1 siddetleri ile olusan PS genlik ve EPSP egim degerleri.

Uyaran
Siddeti (mA)
0,1 mA
0,3 mA
0,5 mA
0,7 mA
0,9 mA
1,1 mA
1,3 mA
1,5 mA

Kontrol Grubu

(n=8)
2,51+0,40
5,59+0,90
7,26+0,86
9,24+1,00
10,23+0,86
10,78+0,94
11,44+0,82
12,00+0,95

Fasudil Grubu

(n=8)
3,04+0,27
7,50+0,39
10,44+0,66
11,66+0,70
12,46+0,71
13,23+0,78
13,86+0,84
14,64+0,69

Kontrol Grubu

(n=8)
4,08+0,51
5,63+0,24
6,13+0,26
6,46+0,27
6,88+0,29
6,98+0,27
7,03+0,23
6,85+0,24

Populasyon Spike Genligi (mV) EPSP Egimi (mV/ms)

(n=8)
4,58+0,61
5,37+0,65
5,95+063
6,25+0,64
6,41+0,66
6,50+0,70
6,55+0,67
6,65+0,67

(Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. * Kontrole gore p<0,05)

Fasudil Grubu

Tablo 4.2 UDB; Kontrol ve Fasudil gruplarinda, 0,1 mA -1,5 mA arasinda degisen
uyar1 siddetleri ile olugsan PS genlik ve EPSP egim degerleri.

Uyaran Siddeti
(mA)
0,1 mA
0,3 mA
0,5 mA
0,7 mA
0,9 mA
1,1 mA
1,3 mA
1,5 mA

Kontrol Grubu

(n=8)
2,08+0,51
5,95+1,00
8,35+1,33
9,56+1,41
10,26+1,58
10,99+1,63
11,64+1,70
11,98+1,78

Populasyon Spike Genligi (mV)

Fasudil Grubu

(n=9)
3,46+0,61
6,78+0,63
9,27+0,82
11,09+1,17
11,66+1,30
12,96+1,16
13,46+1,10
14,32+0,91

(Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. * Kontrole gére p<0,05)

EPSP Egimi (mV/ms)
Kontrol Grubu = Fasudil Grubu

(n=8) (n=9)
4,59+0,16 5,51+0,50
5,28+0,27 6,39+0,55
5,90+0,38 6,85+0,56
6,03+0,43 7,21+0,67
6,20+0,44 7,29+0,62
6,33+0,41 7,49+0,64
6,28+0,40 7,62+0,67
6,50+0,41 7,67+0,64
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Tablo 4.3MP; Kontrolve Fasudil gruplarinda, 0,1 mA -1,5 mA arasinda degisen uyari
siddetleri ile olugsan PS genlik ve EPSP egim degerleri

Populasyon Spike Genligi (mV) EPSP Egimi (mV/ms)

Uyaran Siddeti Kontrol Grubu Fasudil Grubu Kontrol Grubu Fasudil Grubu
md) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
(1Hz) (1Hz) (1Hz) (1Hz)
0,1 mA 2,08+0,27 3,11+0,30 4,60+0,24 5,73+0,30
0,3 mA 6,09+0,61 6,00+0,58 5,35+0,28 6,36+0,38
0,5 mA 8,01+0,98 8,96+0,77 5,90+0,24 6,85+0,43
0,7 mA 10,26+1,03 10,24+0,89 6,26+0,31 7,07+£0,46
0,9 mA 10,83+1,12 11,81+1,11 6,32+0,34 7,17+£0,47
L1mA 11,74+1,13 12,94+1,21 6,44+0,33 7,37+£0,50
L,3mA 12,25+1,23 14,55+1,25 6,45+0,33 7,82+0,57
LS mA 12,58+1,34 15,44+1,27 6,56+0,39 8,04+0,60

(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *Kontrole gére p<0,05)

4.1.2 EPSP Egim Degerleri

UDG ig¢in; Test uyaran siddetinin belirlenmesi amagli elektrotlar hipokampiise
yerlestirildikten sonra 175 ps sireli tek fazli sabit olusum palslart 20 sn'de bir olmak
tizere giderek artan akim ile uyarilmigtir. 0.1 mA'den 1.5 mA'e kadar artan 0.2 mA'lik
adimlarla uyarilarak elde edilen Eksitator PostSinaptik Potansiyel (EPSP) egim
degerlendirmesi Sekil 4.4'te verilmis olup ortalama degerleri ve standart sapmalari

yukarida Tablo 4.1'de gosterilmistir.
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(Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. * Kontrole gére p<0,05)

Sekil 4.4 Kontrol ve Fasudil gruplarinin, dentat girus néronlarindan 0,1 mA-1,5 mA arasinda
degisen 8 ayri uyari siddetine karsi olglilen EPSP egim degerleri; UDG 6ncesi

Veriler tekrarlayan oOlglimlerde ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Uyar1 giddeti
arttikca EPSP egiminin Kontrol ve Fasudil grubunda (P<0.001 (Sekil 4.4) arttig
gortlmustiir. Ancak uyar1 giddetine verilen cevaplarda  Kontrol ve Fasudil grubu
arasinda (Grup etkisi: Ps>0.05; etkilesim etkisi: Ps>0.05) istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olugmamigtir. Dolayisiyla indiksiyon donemi sonrasinda olusan farkliliklarin

baslangigtaki sinaptik iletimden kaynaklanmayacagi diginilmustur.

UDB i¢in, est uyaran siddetinin belirlenmesi amagli elektrotlar hipokampiise
yerlestirildikten sonra 175 ps sureli tek fazli sabit olusum palslart 20 sn'de bir olmak
tizere giderek artan akim ile uyarilmigtir. 0.1 mA'den 1.5 mA'ya kadar artan 0.2
mA'lik adimlarla uyarilarak elde edilen Eksitator PostSinaptik Potansiyel (EPSP) egim
degerlendirmesi Sekil 4.5'te verilmis olup ortalama degerleri ve standart sapmalari

yukarida Tablo 4.2'de gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Kontrol ve Fasudil gruplarinin, dentat girus néronlarindan 0,1 mA-1,5 mA arasinda
degisen 8 ayri uyari siddetine karsi 6lgiilen EPSP egim degerleri; UDB 6ncesi

Veriler tekrarlayan Olgclimlerde ANOVA testi ile degerlendirilmigtir. Uyari siddeti
arttikca EPSP egiminin Kontrol ve Fasudil grubunda (P<0.001 (Sekil 4.5) arttig
gortlmustiir. Ancak uyari giddetine verilen cevaplarda  Kontrol ve Fasudil grubu
arasinda (Grup etkisi: P=0.514; etkilesim etkisi: P=0.485) istatistiksel olarak anlaml1 bir
farklilik olugmamigtir. Dolayisiyla indiiksiyon donemi sonrasinda olugan farkliliklarin

baslangigtaki sinaptik iletimden kaynaklanmayacag distintilmiistir.

MP i¢in; test uyaran siddetinin belirlenmesi amagli elektrotlar hipokampiise
yerlestirildikten sonra 175 ps sureli tek fazli sabit olusum palslar1 20 sn'de bir olmak
tizere giderek artan akimlar ile uyarilmigtir. 0.1 mA'den 1.5 mA'ya kadar artan 0.2
mA'lik adimlarla uyarilarak elde edilen Eksitator PostSinaptik Potansiyel (EPSP) egim
degerlendirmesi Sekil 4.6'da verilmis olup ortalama degerleri ve standart sapmalari

yukarida Tablo 4.3'te gosterilmigtir.
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Sekil 4.6 Kontrol ve Fasudil gruplarinin, dentat girus néronlarindan 0,1 mA-1,5 mA arasinda
degisen 8 ayri uyari siddetine karsi 6lgiilen EPSP egim degerleri; MP 6ncesi

Veriler tekrarlayan oOlglimlerde ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Uyar1 giddeti
arttikca EPSP egiminin Kontrol ve Fasudil grubunda (P<0.001 (Sekil 4.5) arttig
gortlmustiir. Ancak uyari giddetine verilen cevaplarda  Kontrol ve Fasudil grubu
arasinda (Grup etkisi: P>0.05; etkilesim etkisi: P> 0.05) istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olugmamistir. Dolayisiyla posttetanik donem sonrasinda olusan farkliliklarin

baslangigtaki sinaptik iletimden kaynaklanmayacag distintilmiistir.

4.2 Uzun Dénemli Giiclenme'nin indiiksiyon ve Idame Donemlerine ait PS Genlik

ve EPSP Egim Degerleri

Input-Output ve bazal kayitlarin alindigr 15 dakikalik sire sonunda UDG'yi
indiikleyecek deneyprotokoliiniin (5'er dakika araliklarla 1sn streli olarak verilen 100
Hz'lik 4 farkli YFU) 2 farkli gruba uygulanmasi sonrast YFU ile indiklenen UDG
kayitlarinin PS genligi %'lik degerlendirilmesi asagida Sekil 4.7 ve Tablo 4.4'de

verilmisgtir.
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Sekil 4. 7 Kontrol ve Fasudil gruplarimin indiiksivon ve idame dénemlerine ait ortalama PS
genlik degerleri
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Tablo 4.4UDG; Kontrol ve Fasudil grubu si¢anlarda indiiksiyon ve idame donemine ait

PS genlik ve EPSP egimi ortalama degerleri
Kontrol

(n=8)

Ortalama PS  Indiiksiyon Dénemi ~ 243,58+12,96
genligi (mV)

Idame
Donemi 215,88+7,54
Ortalama
EPSP egimi )
(mV/ms) Indiiksiyon Dénemi 140,13+4,50
Idame
Donemi 121,31+4,14

Fasudil

(n=8)

178,93+15,13

116,20£19,25

123,70+7,40

96,23+5,41

*

*

(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *Kontrole gére p<0,05)
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Student-t testi ile gruplar kiyaslandiginda, Fasudil infiizyonunun hem indiksiyon
donemindeki PS genligini (F=178.9+15.1, K=%243,6+12.9, t14=3.25 p = 0.006),hem de
idame donemindeki PS genligini (F=%116,2+£19.2, K= %215,8+7.6, t14=4.82,
p<0.001) azalttigr bulunmustur. Her iki donemde gelisen bu degisiklikler istatistiksel

olarak anlamlidir.
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(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *Kontrole goére p<0,05)
Sekil 4. 8 Kontrol ve Fasudil gruplarinin indiiksiyon ve idame donemlerine ait ortalama EPSP

egim degerleri.

Student-t testi ile gruplar kiyaslandiginda, Fasudil infiizyonunun hem indiiksiyon
donemindeki EPSP egimini (F=%116,2+19.2, K= %215,8+7.6, t14=4.82, p<0.001),hem
de idame donemindeki EPSP egimini (F=%96,2+5.4, K= 121.3+4.1, t;14=3.68, p =
0.002) azalttigt bulunmustur. Her iki donemde gelisen bu degisiklikler istatistiksel

olarak anlamlidir.

Uzun Doénemli Giiglenme kayitlarinda, Kontrol ve Fasudil grubu siganlara ait PS

genliklerinin deney siiresince olan degisimi Sekil 4.9' da verilmistir.
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Sekil 4. 9 PS genlik degerleri: UDG deneylerinde elde edilen kontrol ve deney gruplarina ait PS

genligi ortalama degerleri ve standart sapmalari. 1; indiiksiyon donemi, 2; idame dénemi

Uzun Donemli Giliglenme kayitlarinda, Kontrol ve Fasudil grubu si¢anlara ait EPSP
egimlerinin deney siresince olan degisimi Sekil 4.10' da verilmisgtir.
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Sekil 4.10 EPSP egim degerleri: UDG deneylerinde elde edilen Kontrol ve Fasudil gruplarina
ait EPSP e¢gimi ortalama degerleri ve standart sapmalari. 1; indiiksiyon donemi, 2; idame
donemi

4.3 Uzun Dénemli Baskilanmanin indiiksiyon ve Idame Dénemlerine ait PS Genlik

ve EPSP Egim Degerleri

Input-Output ve bazal kayitlarin alindigt 15 dakikalik siire sonunda UDB'yi
indiikleyecek deneyprotokoliiniin (1 Hz'lik diistik frekansli 175 ps'lik 900 DFU) 2 farkli
gruba uygulanmas: sonrast indiikklenen UDB kayitlarimin  PS  genligi %'lik

degerlendirilmesi agagida Sekil 4.11 ve Tablo 4.5'te verilmistir.
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Sekil 4. 11 Kontrol ve Fasudil gruplarimin indiiksiyon ve idame donemlerine ait ortalama PS
genligi degerleri

Tablo 4.5 Kontrol ve Fasudil grubu siganlarda indiksiyon ve idame donemine ait PS
genlik ve EPSP egimi ortalama degerleri

Kontrol Fasudil

(n=8) (n=9)

Ortalama PS  Indiiksiyon Dénemi 98,84+4,69 114,96+7,96

genligi (mV)
Idame Dénemi 153,84+8,07  111,95+12,26 *
Ortalama
EPSP egimi , *
(mV/ms) Indiiksiyon Dénemi 14,76+2,69 22,61+4,02
*
Idame Dénemi 8,16+2,47 31,8445,75

(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *Kontrole gére p<0,05)

EPSP egimleri, depresyonu ifade edebilmek icin, 70-75. dakikalar arasindaki ortalama egim degerleri
100°den ¢ikartilarak verilmistir.
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Student-t testi ile gruplar kiyaslandiginda, Fasudil inflizyonunun indiiksiyon
donemindeki PS genliginin (F= %114,96+7,96, K=%98,84+4,69 t14 =0.62; P= 0.952)
biiyiikliigiinii kontrol grubuna goére degistirmedi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik
olusturmadi. Idame donemindeki PS genligini (F=%111,95+12,26 K=%153,84+8, 07,
t14=2.507, p = 0.025) kontrol grubuna gore azalttig1 bulunmustur. Istatistiksel olarak

anlamli farklilik olusturmustur.
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(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *Kontrole gére p<0,05)

Sekil 4. 12 Kontrol ve Fasudil gruplarinin indiiksiyon ve idame donemlerine ait

ortalama EPSP egim degerleri

Student-t testi ile gruplar kiyaslandiginda, Fasudil infiizyonunun hem indiiksiyon
donemindeki EPSP egimini (F=%22,61+4,02, K=%14,76+2,69 ti4 =-,635; P= 0.535)
hem de idame donemindeki EPSP egiminin (F=%31,8+5.6, K= %8,2+2.5; ti4= 3.291;
p = 0.005) biiyiikligiini kontrol grubuna gore artirdigi bulunmustur. Her iki donemde
de geligen bu degisiklik istatistiksel olarak anlamlidir.

Uzun Doénemli Baskilanma kayitlarinda Kontrol ve Fasudil grubu siganlara ait PS

genliklerinin deney siiresince olan degisimi Sekil 4.13' de verilmistir.
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Sekil 4.13 PS genlik degerleri: UDB deneylerinde elde edilen Kontrol ve Fasudil gruplarina ait
PS genligi ortalama degerleri ve standart sapmalari. 1; indiiksiyon déonemi, 2; idame dénemi

Uzun Doénemli Baskilanma kayitlarinda Kontrol ve Fasudil grubu siganlara ait EPSP

egimlerinin deney siresince olan degisimi Sekil 4.14' te verilmistir.
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Sekil 4.14 EPSP egim degerleri: UDB deneylerinde elde edilen Kontrol ve Fasudil gruplarina
ait EPSP ¢gimi ortalama degerleri ve standart sapmalari. 1; indiiksiyon donemi, 2; idame donemi

4.4 Metaplastisite'nin  Posttetanik Potansiyelizasyon ve idame Dénemlerine ait PS

Genligi ve EPSP egim Degerleri

Input-Output ve bazal kayitlarin alindigi 15dakikalik siire sonunda MP olusumunu

saglayacak deney protokoliiniin (1Hz 'lik 900 uyar1 sonrast S'er dakika aralikli 4 YFU)

2 farkli gruba uygulanmasi sonrast olusan MP kayitlarimin PS genligi %'lik

degerlendirilmesi agagida Sekil 4.15 ve Tablo 4.6'da verilmistir.
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Sekil 4. 15 Kontrol ve Fasudil gruplarmin posttetanik donem ve idame dénemlerine ait ortalama
PS genlik degerleri

Tablo 4.6 MP; Kontrol ve Fasudil grubu si¢anlarda posttetanik donem ve idame
donemine ait PS genlik ve EPSP egimi ortalama degerleri

Kontrol Fasudil

(n=8) (n=8)

Ortalama PS Posttetanik Dénem 201,19+14,09 180,93+18,34

genligi (mV)
Idame Dénemi 162,78+12,79  173,13+16,30
Ortalama
EPSP egimi *
(mV/ms) Posttetanik Dénem 115,29+8,87 126,86+5,27
%

Idame Dénemi 80,81+6,76 117,40+4,58

(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *Kontrole gére p<0,05)

Tek orneklem-t testi ile gruplar kiyaslandiginda, Fasudil infiizyonunun posttetanik
donemdeki PS genligi (F= %180,93+18,34, K=%201,19+14,09;p > 0.05)

biiyiikliigiinitkkontrol grubuna gore degistirmedi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik
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olusturmamistir.  Idame  donemindeki PS  genliginin  (F=%173,13+16,30
K=%162,78+12,79, p> 0.05) buyikliginti ise arttirdi. Ancak her iki donemde de

istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturmadi.
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Sekil 4. 16 Kontrol ve Fasudil gruplarmin posttetanik dénem ve idame déonemlerindeki ortalama
EPSP egim degerleri

Tek orneklem-t testi ile gruplar kiyaslandiginda, Fasudil inflizyonunun hem posttetanik
donemdeki EPSP egiminin (F=%126,86+5,27, K=%115,29+8,87, p> 0.05) hem de
idame donemindeki  EPSP egiminin (F=%31,8+5.6, K= %8,2+2.5; tis= 3.291; p =
0.05) inhibisyonunu ortadan kaldirdi. Her iki donemde de istatistiksel olarak anlamli
farklilik olusturdu.MP kayitlarinda, Kontrol ve Fasudil grubu siganlara ait PS

genliklerinin deney siiresince olan degisimi Sekil 4.17' de verilmistir.
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Sekil 4.17 PS genlik degerleri: MP deneylerinde elde edilen Kontrol ve Fasudil gruplarma ait

PS genligi ortalama degerleri ve standart sapmalari. 1; indiiksiyon donemi, 2; idame dénemi

MP kayitlarinda, Kontrol ve Fasudil grubu siganlara ait EPSP egimlerinin deney
stiresince olan degisimi Sekil 4.18' de verilmistir
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Sekil 4.18 EPSP cgim degerleri: MP deneylerinde elde edilen Kontrol ve Fasudil gruplarna ait
EPSP egimi ortalama degerleri ve standart sapmalari. 1; indiiksiyon donemi, 2; idame dénemi
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S.TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada, kiiciik molekiiler agirlikli ve serin treonin kinaz yapili proteinlerden, Rho
GTPaz ailesinin, 6grenme ve bellek streglerindeki roliinii arastirmaya odaklanilmigtir.
Rho-iligkili proteinler, etkilerinin ¢ogunu, kinazlar (ROCK'lar) vasitasiyla gosterirler.
Rho-kinaz'lar , néronlardaki buytime konisi ¢okmesi ve retraksiyonu ile iligkilendirilmig
olan RhoA'nin asag: akish efektorleridir (Koch ve ark,2018). Noron ve dendritik yapilar
tzerindeki etkilerine ragmen ROCK inhibisyonunun davranig ve noroproteksiyon
tizerindeki uzun vadeli etkileri hakkinda kesin verilere halen ulagilamamistir. Bizim
calisgmamizda, herhangi bir noérodejenerasyonun olusturulmadigi saglikli  sican
hipokampiislerine, ROCK inhibitdr maddesi (fasudil) uygulanarak, sinaptik plastisite
yanitlarinda (UDG, UDB ve MP) 6nemli degisikliklere neden olabilecegi gosterilmisgtir.

Bazi caligmalar, ozellikle ROCK2'min ekspresyon seviyelerinin, ozellikle
norodejeneratif hastaligl olan insanlardan alinan numunelerde, farkli patolojik kosullar
altinda sinir dokusunda artmis oldugunu gostermistir (Koch ve ark, 2018). Ornegin,
Alzheimer hastaligi'nda (AH), AP prekiirsor proteini (APP) proteolitik olarak islenerek
AP plaklarinda artiggérilmektedir. Ayrica hastalik durumunda artan norofibriler
yumaklarin komponentlerinin ise tau proteinlerinin hiperfosforillenmesi oldugu
dustnilmektedir. AP plaklar1 parsiyel olarak sinaptik fonksiyonu bozan aktin
polimerizasyonu disregiilasyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir. Yapilmisolan
metabolik etiketleme ¢alismalart ROCK'un kinaz alaninin  APP  proteinini
fosforilleyebilecegini gostermistir. AH modellerinde, frontal korteksten alinan doku
orneklerinde ROCK2 ekspresyon seviyelerinin kontrole kiyasla arttigi gorulmustiir.
Ayni sekilde kognitif bozuklugu olan hasta insanlardan alinan homojenatlarda ROCK2
protein seviyeleri kontrollere kiyasla anlamli oranda artiy gostermistir. Bu durum
Rho/ROCK sinyal yolaginin AH'nin seyrinde 6nemli rolii oldugunu disiindiirmektedir.

APP'ler hiicrede o, B, vy sekretaz olarak adlandirilan proteolitik enzimler taratindan
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islenebilmektedirler. Daha 6nce yapilmig olan ¢aligmalarda Rho/ROCK sinyal yolunun
bazal ve uyarilmig o-sekretaz aktivitesinin modilasyonunu sagladigini gostermektedir.
Dolayisiyla ROCK  sinyal kaskatinin aktivitesi APP proteinlerinin proteolitik
aktivitesini artirarak da norodejenerasyona katki saglayabilmektedir (Pedrini ve
ark,2005). ROCK inhibisyonu yapilmis Alzheimer modellerinde artmig tau protein
seviyeleri ve degistirilmis p25 protein seviyeleri tizerinde de olumlu etkiler gostermistir.
AH'nin ilerlemesini durdurmadaki deneysel stratejilerdenbirisi beyinde patolojik olarak
artan AP'nin diizeylerini azaltmaktir. Eski ¢aligmalar Rho/ROCK sinyal kaskatinin in
vitro AP42 miktarin1 dizenledigini gosterilmistir. ROCK inhibitérta Y-27632nin bir
transgenik fare modelinde uygulanmasi APB42'nin beyindeki seviyelerini etkin bir
sekilde disirmistir. Insan SHSYSY hiicre hattinda SHRNA iliski ROCK1 azalmasi
endojendz insan AP40 dretimini arttirrken ROCK2 azalimi AP40 dizeylerini
azaltmigtir. Aksine hem ROCK1 hem ROCK2'nin azalmast primer kortikal kiltiirlerde
AP40 dizeylerinin tiketmistir. AD modellerinde ROCK inhibisyonunun koruyucu
mekanizmasi otofajik temizleme yolaklarinin moduilasyonu ile iligkilendirilmistir. Bu
veriler 1s181inda ROCK inhibisyonunun AB iiretimi ile miicadelede teropatik bir segenek
olarak potansiyeli daha detaylica ¢alisilmayr hak etmektedir (Mulherkar ve ark,2017;
Koch ve ark,2018).

Norodejeneratif hastaliklardan Parkinson hastaligi ise substantia nigra'da dopaminerjik
noron kaybi ve olusan Lewy cisimleri ile karakterize edilir. Hastaligin baglangicinda
ndronal ve aksonal dejenerasyon hakimdir. Ozellikle beynin mezo ve neo kortikal
alanlarinda ilerleyici dejenerasyon hakimdir. MSS'nde aksonal rejenerasyon eksikliginin
en buyik sorumlu protein yolaklarindan biriside ROCK sinyal yolagidir. Bu yolagin
inhibisyonu Parkinson hastaliginda Akt sinyal yolagt fonksiyonunu artirmistir.
Akt/PKB/mTOR sinyal yolaklar1 genel olarak hiicrede protein translasyonunu
saglamaktadir. Dolayisiyla Rho/ROCK inhibisyonu bu yolaklarin aktivasyonu ile
hiicrede biiyliime ve proliferasyon gibi ¢ok sayida diizenlemede rol alir. Sonug olarak,
ROCK sinyal yolaginin Parkinson hastaliinda Akt sinyal yolu iizerinden hiicresel
fonksiyonlar1 etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle ROCK inhibitorleri, MAPK ve Akt
sinyal yolaklarinin hayatta kalmasini saglayan terdpatik bir hedef olusturmaktadir
(Castro-Alverez ve ark, 2011). Insan Parkinson hastalarinin postmortem beyin
kesitlerinden alinan 6rneklerde ROCK2 ekspresyon seviyelerinin arttigi gorilmuigtiir.

Mikrogliada bu oranin daha fazla oldugu belirtilmistir. Atipik Parkinson sendromlu
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hastalarin alinan frontal kortex orneklerinde supraniikleer paralizi ve kortikobazal
dejenerasyon gozlenmistir. Hem ROCK 1 hemde ROCK 2 diizeyleri kontrollere
kiyasla artmustir. MPTP lezyonlu farelerde fasudilin oral kullanimi dopaminerjik
noronlart hem hicresel 6lumden kurtarmis hem de nigrostriatal fiberlerin terminal
uclarinin innervasyonunu korumustur. Molekiler diizeyde ROCK inhibisyonu hiicre
sagkalimint artirmigtir. Daha selektif ROCK inhibitorii Y-27632 ise primer

mezensefalik kiiltiirlerde benzer koruyucu etkiler gostermistir (Koch ve ark, 2018).

ALS olusturulmus deney hayvani modellerinde, ROCK inhibitéri fasudil’in teropatik
amaglt kullanimi motor semptomlarin baglangicinda gecikmeye neden olmustur. Bu
durum néronal uzamis sag kalimla iliskili bulunmustur. Insanlarda gorillen merkezi sinir
sistemi dejenerasyonlarinda, ROCK ekspresyonu ile ilgili veriler bir araya getirildiginde
sitoskelatal patolojinin baskin rolii i¢in giderek artan kanitlar elde edilmistir (Koch ve
ark, 2018). Bu durumda ROCK inhibitorleri umut verici molekiiler bir hedef olarak

disinilebilir.

Benzer sekilde Huntington hastaliginda kontrollere kiyasla HD’li hastalardan alinan kan
orneklerinde ve serebral kortekste ROCK1 ekspresyonseviyeleri artmigtir. HD striatum
ve kortekste noronal hiicrelerin agir1 kaybiyla karakterize, progresif, élimcul, otozomal
ve dominant bir hastaliktir. Bu hastalikta Huntington genindeki (HTT) bir mutasyon
mutant HTT formlar1 olugsmasina neden olmaktadir. ROCK inhibisyonun
gergeklestirilmesi ile HTT agregasyonunun onlenebildigi gosterilmistir. Nihayetinde,
ROCKinhibisyonu hastaligi modifiye edici bir potansiyele sahip olsa da altta yatan

mekanizmalar heniiz tam olarak anlasgilamamistir (Koch ve ark, 2018).

ROCK sinyal yolagi ve inhibisyonu sinir sistemine ait néroprotektif etkileri nedeniyle
MSS'nde daha fazla arastirmayi hak etmektedir. Bu nedenle bu ¢aligmada ROCK'un

noronal sinaptik plastisite ve 6grenmede ki etkileri tizerinde durulmustur.

Caligmamizda UDG deneylerinde elde ettigimiz verilerde, Fasudil kullanilan deney
grubunda noronal giiclenme yanitlarinin baskilandigr gorialmistiir. Buna ragmen
literatiir taramalarinda bazi ¢aligmalarda Y-27632 ROCK inhibitérii kullanilarak yapilan
in vitro deneylerde Rho inhibitérinin UDG yanitini artirdigi gosterilmistir (Valencia ve
ark, 1991; Narumiya ve Dean Thumkeo,2018). Beyin de iskemi modeli olusturulmus
bagka bir deneysel calisma da ROCK'un uzun siireli inhibe edilmesinin beyin

dokusunda GABA o ven GABA 3 reseptorlerini regille ederek bozulmug olan uzun
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donemli giiglenme yanitlarini iyilestirdigi ifade edilmistir (Nakagawa ve ark, 1996).
Caligmamizda UDG'de elde edilen noéronal baskilanma yanitinin nedeni olarak, anestezi
altinda olan canli hayvanlar tzerinde deney prosedirlerinin gerceklestirilmesi
olabilecegi gibi alta yatan diger hicresel mekanizmalarin olabilecegi de
dustnilmektedir. Diger bir faktor olarak fasudil’in diger kinaz yolaklar: ile ¢apraz bir
etkilesime de neden olabilecegini de diisinmekteyiz. Bilgimiz dahilinde, UDG’de Rho
kinazlarin roliinii aragtiran elektrofizyolojik in-vivo sartlarda hipokampiis igerisine
madde infizyonu gergeklestirilmis deneysel bir ¢aligma bulunmamaktadir. Sistemik,
oral ya da intravendz yolla ROCK inhibitér maddesi uygulanmis, ¢ok sayida in vivo
davranig caligmalari ya da in vitro kultir caligmalari bulunmaktadir. Bu nedenle
caligmamiz, ROCK inhibitoriiniin (fasudil) hipokampiis alanina dogrudan inflizyonunun
gerceklestirildigi ve canli hayvan uzerinde elektrofizyolojik kayitlamanin yapildigi

orijinal bir ¢aligmadir.

ROCK inhibitorii hidroksifasudilin fare modelinde periferal yolla uygulanmasi uzamsal
ogrenmeyi ve calisan hafizayr gelistirmigtir. Calismamizda elde ettigimiz UDG
yanitlarinda baskilanma goriilse de ilginctir ki MP kayitlarindan alinan yamtlarda,
ROCK inhibitorii fasudil'in UDG yanitinin inhibisyonunu dolayisiyla baskilanmasini
ortadan kaldirdig1 goralmiustir. UDG kayitlarinda, birgok etkenin noronal yanitlarda
baskilanmaya neden olmus olabilecegi diusuntlmektedir. UDG yanitlarinda elde edilen
baskilanma fasudil'in UDG'yi bozdugunu gostermeyebilir. Oyle ki sinaptik plastisitenin
plastisitesi olarak adlandirilan MP kayitlarinda UDG'yi artirdigr goriilmiistir. Davranig
caligmalarindan alinan bazi 6rneklerde ise fasudil'in ROCK aktivitesini bloklayarak,
kronik stresin tetikledigi anormal davranig gelisimini Onleyebildigi gosterilmistir

(Garcia-Rojo ve ark, 2016).

Mevcut sonuclar UDG’de 6grenme ve hafizada giiglendirme siirecinin altinda yatan
surekli hucresel ve molekiler degisikliklerde potansiyel bir mekanizma olan
Rho/ROCK sinyal yolaginin katkisini gostermistir.  Hepsi birlikte ele alindiginda
ROCK aktivitesi sinaptik fonksiyonun diizenlenmesini etkilerken, ROCK
inhibisyonunun sinaps olusumunu ve noéronal plastisiteyi arttirdigt literatiir verileri
arasindadir. Bu durum néronlarin aktivasyonu esnasindaRho’nun sinapslardaki komplex

ve hassas roliini vurgulamaktadir.

UDB deneylerinde elde ettigimiz verilerde ise, Fasudil inflizyonu gerceklestirilen deney
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grubunun noron yanitlarinda baskilanmanin arttigit  gorilmistir. Ancak UDB
yanitlarinin  artirmasinin  nedeninin spontan olarak gergeklesen noéron yanitin
baskilanmasinin artmast m1 ya da inhibitér kaynakli baskilanmanin bir artigt mu,
sorusunu distindirmistir. ROCK sinyal yolu inhibe edilmis hipokampal in-vivo
elektrofizyolojik UDB c¢aligmalari bulunmamaktadir. Bu nedenle veriler daha ayrintili

inceleme gerektirmektedir.

MP deney kayitlarindan elde ettigimiz verilerde de Fasudil infiizyonu yapilmig olan
deney gruplarinda UDG yanitlarinin inhibisyonunu ortadan kaldirarak UDG cevabini
artirdigi goralmistir. MP sinaptik plastisitenin plastisitesi olarak adlandirilmakla
birlikte bununla ilgili ¢ok fazla veri mevcut degildir. Bilgimiz dahilinde, literatiir
taramalarinda MP ve ROCK inhibisyonu ¢aligmalar1 bulunmamaktadir. Ancak elde
ettigimiz EPSP egimi ve PS genlik degerlerindeki degisimler ROCK sinyal yolaginin

noronal plastisite iizerindeki varligini kanitlamaktadir.

Daha oOnce yapilmig olan c¢aligmalarda, diger kiicik GTPaz’lardan Racl'in kiiciik
molekiiler yapili Rho ailesinin bir Giyesi oldugunu gostermistir ve bu GTPaz'larin bazal
uzantt yogunlugu ve sekli, aktivite-bagimli uzantt biiyiimesi, AMPA reseptor
kiimelenmesi gibi matiir noronal sinapslarin yapisal yonleri i¢in 6nemli oldugu
gosterilmistir. On beyindeki uyarici noéronlarda Racl'in segici eliminasyonunun sadece
uzant1 yapisini etkilemekle kalmayip, aynmi zamanda hipokampiiste meydana gelen
defektlerde hipokampiis-bagimli uzamsal 6grenmede ki sinaptik plastisiteyi de bozdugu
gosterilmigtir. Dahasi, Racl mutantlar gecikmis yerlestirme, eslesme gorevinde (DMP)
calisan epizodik benzeri bir hafizanin eksikligini gostermektedir. Bu durum Racl'in in
vivo ortamda yeni uzamsal bilgilerin hizli kodlanmasinda merkezi bir diizenleyici
oldugunu diisindirmektedir. Dolayisiyla bu durum Rho iliskili diger proteinlerin de
ogrenme ve bellek gibi noronal fonksiyonlart etkiledigini gostermektedir (Fujita ve

Yamashita, 2014; Garcia-Rojo ve ark, 2017).

Bazi literatiir 6rneklerinde ise Rho proteinlerinden bazilarinin uzun doénemli giiglenme
(UDG) tizerinde olumlu etki gosterebilecegini vurgulamistir. Bu proteinlerden RhoB'nin
yiksek frekansli uyarimda uzun donemli potansiyelizasyonun NMDA aracili
aktivasyonu ile iligkili oldugu gorilmiistiir. Rho protein ailesinden olan bu GTPaz’in
hipokampiiste sinaptik iletimin potansiyel aracilari oldugunu disindirmis olup

RhoB’nin UDG sirasinda hipokampal sinapslarda plastisite de onemli bir rolii olma
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olasiligint artirmistir (Dubreuil ve ark, 2006).

Yetiskin hipokampal noérogenezi, yasam boyu meydana gelen néron yenilenmesidir.
Noronal buyiime esnasinda ROCK aktivitesi aksonal retraksiyon ve stres lifi olusumuna
neden olmaktadir. Bununla ilgili olarak beyin dokusunda lateral ventrikiil igerisine
dogrudan Y-27632 (ROCK inhibitérii) farmokolojik maddesi infiize edilmis olan
literatiir 6rnekleri incelenmistir. Bu deney modellerinde ROCK inhibitorinin yaklagik 7
giin boyunca uygulandigt bilinmektedir. Beyin dokularindan alinandrneklerde ise
ROCK inhibisyonunun uzamsal bellek gelisimi ile iliskilendirilen dentat girus'ta
bulunan yetiskin dogumlu néronlarin sayisint artirdigi gorilmustir. Granil hiicre
tabakasinda bulunan yeni dogumlu néronlarin hayatta kalma orammi da artirdigi
bilinmektedir. Ancak subgraniiler alanlarda ise nodroblast olusumunu etkilemedigi

kaydedilen veriler arasindadir (Bito ve ark, 2000; Christie ve ark, 2013).

MSS yaralanmalarindan sonra néron hiicresi aksonlar1 bityiime inhibe edici molekiiller
ve reaktif astrosit etkilerine maruz kalmaktadirlar. Bu durumda ROCK aktivitesinin
artigl, aktomiyozin kontraktilitesinde artmaya neden oldugu gorilmistir. Ardindan
akson terminallerinde geri ¢ekme kuvvetleri ve rejeneratif yetmezlige neden olan LIMK
aktivasyonunu meydana getirmistir. Sonug olarak sinir lifi olusumunda baskilanmaya
neden oldugu bilinmektedir. Bu deneylerde farmokolojik ROCK inhibitér maddesi
olarak genellikle fasudil, dimetil Fasudil ya da Y-27632 maddeleri kullanilmigtir. Elde
edilen verilerde norit retraksiyonunun 6nlendigi ve insanlarda Ntera2 noronlarinda norit

biiylimesini artirdig1 gorilmustir (Fujita ve Yamashita, 2014; Lingor ve ark, 2007).

ROCK inhibitorleri her ne kadar yetigkin si¢anlarda 6grenme ve bellek gelisimine katki
saglasa da embriyojenik donem igin de gerekli oldugu bilinmektedir. Ornegin, Spesifik
olarak ROCK2 eksikligi olan, farelerde kaba beyin anatomisinin normal oldugu, ancak
bazal sinaptik iletimde hipokampal uzun-siireli potansiyelizasyonun bozuldugu

bildirilmistir (Garcia-Rojo ve ark,2017).

Sonu¢ olarak normal biligsel islevlerin gergeklesebilmesi i¢in néronlarda sinaptik
plastisite gelisimi esastir. Rho kinazlar1 dizenleyici proteinlerde sinaptik plastisiteyi
yonlendirici 6nemli protein molekiilleridir. Bu nedenle RhoGTPaz proteinlerinin hedef
kinazlar1 olan ROCK1 ve ROCK2'nin MSS’ndeki rolleri ve etkileri daha detayli bir
arastirmay1 gerektirmektedir. Bu molekiillerin inhibe edilmesinde kullanilacak olan

inhibitdr maddeler daha selektif hale getirilebilir. Kiigiik GTPaz molekiillerine ait sinyal
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yolaklarinin hastaliklar iizerindeki etkisi ve daha selektif inhibitorlerinin gelistirilmesi
MSS'nde olusan ¢ok sayida norodejeneratif hastalik igin tedavi segenegi

olusturabilecegi dusiinilmektedir.

Bu caligmada, saglikli sigan hipokampiislerine hiicresel alanda ROCK inhibitora
(fasudil) infiize edilerek hipokampal sinaptik plastisite formlar1 izerine etkisi
aragtirilmistir.  Elde edilen elektrofizyolojik sonuglar fasudil'in sinaptik plastisite
tizerinde degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Fasudil infiize edilen si¢anlarda
hipokampal uzun doénemli giiglenme (UDG) yanitlart bozulmustur. Uzun donemli
baskilanma da (UDB) néronal yanitlar artirirken, Metaplastisite (MP) kayitlarinda ise
UDG cevabinin inhibisyonunu ortadan kaldirarak, néronlarda uyarilma sonucu olusan
sinaptik yanit1 artirmigtir. Bu farkli yamitlarin = olugmasina neden olan hicresel
fonksiyonlar ve dig etkenler heniiz bilinmemektedir. Fakat kugiik GTPaz Rho
proteinlerinin ve efektorii olan ROCK sinyal yolagimin sinaptik fonksiyonlar tizerinde
etkisi oldugu dustuntlmektedir. Sonug¢ olarak hipokampal 6grenme ve bellek iizerinde
hiicresel yamitlarda degisiklige neden olan ROCK sinyal yolaginin norodejeneratif

hastaliklarin patogenezinde teropatik bir hedef olarak dusiiniilmektedir.
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