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OZET

Amag: Calismamizda lateral ventrikiile uygulanan adropinin spasyal 6grenme ve bellek

tizerine etkilerinin ve molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Yontem: 30 adet erkek Sprague Dawley sigan rastgele kontrol ve adropin grubu olmak
tizere iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubu siganlara alti glin boyunca
intraserebroventrikiiler olarak % 0.9 sodyum klortir (NaCl) verilirken, adropin grubu
hayvanlara % 0.9 NaCl igerisinde ¢dziilmiis 1 nmol adropin uygulanmistir. Ogrenme ve
hafizay1 degerlendirmek icin Morris Su Tanki, Y-maze ve obje lokalizasyon testleri;
motor fonksiyonlari degerlendirmek icin lokomotor aktivite testi yapilmustir.
Hipokampiis dokularinda Akt, fosfo-Akt, MAPK, fosfo-MAPK, CREB, fosfo-CREB,
GSK3p, fosfo-GSK3p, NMDA reseptorii NR2B alt birimi, BDNF protein ekspresyonlari
western blot yontemi ile belirlenmistir. Hipokampiis dokusundaki glutamin, glutamik

asit ve adropin diizeyleri kiitle spektrometrisi ve ELISA metoduyla belirlenmistir.

Bulgular: Adropin uygulamas: ile lokomotor aktivite parametreleri kontrol grubuna
kiyasla artig gostermistir. Morris Su Tanki, Y-maze ve obje lokalizasyon testleri ile
Olgiilen spasyal Ogrenme ve bellek parametreleri adropin uygulamasi ile anlamh
derecede artmistir. Adropin uygulamasi ile hipokampiis dokusunda p-Akt, p-CREB ve
BDNF ekspresyonlart artig gostermistir. p-MAPK/MAPK, p-GSK3B/GSK33 ve NMDA
reseptorii NR2B ekspresyonlarinda ise degisiklik gozlenmemistir. Ek olarak, adropin,
glutamat ve glutamin diizeylerinin adropin uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna

kiyasla anlamli bir artig gosterdigi saptanmustir.

Sonu¢: Calismamizda adropin uygulamasinin Morris Su Tanki, Y-maze ve obje
lokalizasyon testlerinde yetiskin siganlarin uzaysal hafizasini ve 6grenmesini gelistirdigi
saptanmistir. Adropin kaynakli bu gelismeler, Akt sinyal yolag:1 aktivasyonuna bagl
olarak CREB ve BDNF ekspresyonunun artisi ile olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: adropin, 6grenme, bellek, CREB, BDNF



ABSTRACT

Objective: In our study, we aimed to investigate the effects of adropin applied to the

lateral ventricle on spatial learning and memory and its molecular mechanisms.

Method: Thirty male Sprague Dawley rats were randomly divided into two
experimental groups as control and adropin groups. The control group received 0.9%
NaCl solution (icv injections for six days) and the adropin group received 1 nmol of
adropin (icv injections for six days) dissolved in 0.9 % NaCl solution. The Morris water
maze, Y-maze and object location recognition tests were performed to evaluate learning
and memory and the locomotor activity tests were measured to assess the motor
functions. The expression of Akt, p-Akt, CREB, p-CREB, MAPK, p-MAPK, GSK3, p-
GSK3p3, BDNF and NMDA receptor NR2B subunit were determined by using western
blot. The levels of adropin, glutamine-glutamic acid were measured by an ELISA kit and

mass spectrometry, respectively.

Results: The locomotor activity parameters were elevated with adropin administration
in comparison to the control group. The adropin-injected group showed better
performance in the spatial memory tasks as compared to the control group. In addition,
adropin administration increased the levels of p-Akt, p-CREB and BDNF expression.
We observed that p-MAPK/MAPK ratio and GSK3p expression did not change in the
adropin group with respect to the control group. Moreover, a significant alteration of
NR2B expression was not observed in the adropin group. The glutamine, glutamic acid
and adropin levels were found to increase with adropin treatment in the hippocampal

tissues.

Conclusion: The result of the present study has shown that adropin improves spatial
memory and learning of adult rats in the Morris Water Maze, Y-maze, and object
location recognition tests. The adropin-induced improvements appear to be stimulated
the Akt/CREB/BDNF signaling in the hippocampus.

Key words: adropin, learning, memory, CREB, BDNF
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1. GIRIS

Adropin insanlarda 9.kromozomdaki enerji homeostazi-iligkili gen (Enho) tarafindan
kodlanan bir peptidtir (Kumar ve ark., 2008). Merkezi sinir sisteminde néronlar,
noroglial hiicreler, pia mater, Purkinje hiicreleri ve graniiler tabakadaki hiicrelerde
ekpsrese edilmektedir (Lovren ve ark., 2010; Aydin ve ark., 2013). Glikoz ve lipid
homeostazisini diizenleyici fonksiyonunun yani sira endotel iizerine koruyucu etki
gosteren adropin, vaskiiler endotel biiylime faktor reseptorii 2 (VEGFR2) ekspresyonunu
da arttirmaktadir (Kumar ve ark., 2008; Lovren ve ark., 2010). Hiicre igerisinde
fosfatidilinositol-3  kinaz/serin  treonin-spesifik protein kinaz (PI3K/Akt) ve
ekstraselliiler sinyal diizenleyici protein kinaz 1/2 (Erk1/2) yolaklari iizerinden etkisini
gosterirken, endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) sentezini de diizenlemektedir (Kumar
ve ark., 2008). Stein ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada adropin
reseptoriiniin GPR19 isimli dopamin D2 reseptor ailesine benzer bir transmembran
reseptor oldugu bulunmustur (Stein ve ark., 2016). GPR19 reseptorii serebellum, kaudat,
putamen, talamus, hipotalamus, hipokampiis, frontal korteks ve olfaktor bulbusta yiiksek
seviyede eksprese edilmektedir (O'Dowd ve ark., 1996; Hoffmeister-Ullerich ve ark.,
2004). Bu reseptor aracili aktivasyon, hiicre igerisinde MAPK ve Akt’nin
fosforilasyonunu saglamaktadir (Hossain ve ark., 2016).

Sinaptik plastisitenin 6grenme ve hafizanin altinda yatan en énemli mekanizma oldugu
bilinmektedir (Goda ve Stevens, 1996). Beyin tiirevli norotrofik faktor (BDNF)/
Tropomiyozin iligkili kinaz (TrkB) sinyali sinaptik plastisiteyi diizenleyerek 6grenme ve
bellek olusumunu saglamaktadir (Figurov ve ark., 1996). Bu sinyal yolaginda PI3K/Akt
yolagi, N-metil-D-aspartat (NMDA)-reseptor aracili sinaptik plastisiteyi modiile
etmektedir (Levine ve ark., 1998). BDNF’nin reseptoriine baglanmasi ile aktive olan
hiicre i¢i sinyal yolaklar1 bir transkripsiyon faktorii olan cAMP cevap elementi baglayici
protein (CREB)’inin fosforilasyonuna neden olarak yeni NMDA ve a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptor ekspresyonunu saglamaktadir
(Yoshii ve Constantine-Paton, 2007). Bu da hipokampiiste uzun donem
potansiyalizasyon (LTP), 6grenme ve bellek olusumuna katkida bulunmaktadir. Akt
tarafindan fosforillenen diger bir protein olan Girdin (bir aktin filamenti), NR2B

1



proteininin Y1472 bolgesinden fosforillenmesini  saglayarak NMDA reseptor
aktivasyonunu gerceklestirmektedir ve bdylece BDNF-aracitli NMDA reseptor

aktivasyonu saglayarak yeni reseptor olusumuna sebep olmaktadir (Itoh ve ark., 2016).

Beyin tiirevli nérotrofik faktor, noronal hiicrelerin sag kalimi ve farklilasmasinda gorev
alan molekiil olarak tanimlanmistir (Cohen ve ark., 1954). Hiicredeki fizyolojik
cevaplarini membrana bagli TrkB reseptor grubunu aktive ederek olusturan BDNF,
mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK), PI3K-Akt yolagi ve
fosfolipaz Cy (PLCy)-Ca®* yolag: gibi sinyal yolaklarini uyararak cevap olusturmaktadir
(Kaplan ve Miller, 2000). MAPK yolaginin aktive olmasi i¢in TrkB reseptorii 515.
pozisyondaki treoninden fosforillenmekte ve bir dizi hiicre i¢i proteini fosforlayarak
dentat girustaki sinapslarda BDNF proteininin ekspresyonu i¢in gerekli olan CREB
proteinini uyararak sinaptik plastisite genlerinin ekspresyonunu arttirmaktadir (Ying ve
ark., 2002; Pereira ve ark., 2006b). BDNF’nin baglanmasi ile aktive olan TrkB ikinci bir
sinyal yolagi olan PI3K-Akt yolagini da aktive etmektedir. PI3K’ i aktive ettigi Akt

protein sentezinin BDNF-aracili kontroliinii saglamaktadir (Crowder ve Freeman, 1998).

Bu projede, adropinin (1 nmol/giin, icv., 6 giin) Sprague Dawley si¢anlarda biligsel ve
motor fonksiyonlar, 6grenme ve bellek davranislar iizerine olan etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda (1) bilissel fonksiyonlar (Morris Su Tanki testi,
Y-maze ve Obje lokalizasyon testi), (2) motor fonksiyonlar (lokomotor aktivite), (3)
hipokampiis dokularindaki protein ekspresyonlarini belirlemek i¢in western blot yontemi
ile Akt, p-Akt, MAPK, p-MAPK, CREB, p-CREB, glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3p),
p-GSK3B, NMDA reseptorii NR2B alt birimi (NR2B), BDNF proteinleri, (4) ELISA
yontemi ile hipokampiis dokusunda adropin miktari, (5) biyokimyasal analizlerle
hipokampiis dokularinda norotransmitter seviyeleri (glutamin, glutamik asit) analiz
edilmistir. Bu calisma ile merkezi sinir sisteminde eksprese olan adropinin motor
fonksiyonlar, 6grenme ve bellek lizerine etkisi ilk kez in vivo olarak arastirilmustir.
Ekzojen olarak uygulanan adropinin bellek parametreleri tizerine arttirici etkisi oldugu

biyokimyasal ve davranig verileri ile desteklenmis ve mekanizmasi aydinlatilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ogrenme ve Bellek

2.1.1. Ogrenme
Cevre hakkinda sonradan bilgi edinilmesi sonucu davranislarin bu bilgilere gore

degistirilmesine dgrenme denir.

Ogrenme karsilastirmasiz (non-associative) ve karsilastirmali (associative) olmak iizere

iki ana grupta siiflandirilmaktadir:

a) Karsilastirmasiz (non-associative) 6grenme
e Aliskanlik (Habittiasyon)
e Hassaslagtirma (Sensitizasyon)

b) Karsilagtirmali (associative) 6grenme
e Klasik sartlanma

e Aletli sartlanma

Karsilastirmasiz (")grenme

Karsilastirmasiz 6grenme kendi igerisinde aligkanlik (habitiiasyon) ve hassaslastirma
(sensitizasyon) olarak ikiye ayrilmaktadir. Habitiiasyon, viicudun zararsiz ve
tekrarlayan uyaranlara karsi davramigsal tepkinin kademeli olarak azalmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Aplysia californica, 20.000 norona sahip bir deniz yumusakgasidir.
Bu deniz canlisinda geri ¢ekme refleksine sahip, deniz suyunun ve atiklarin disari

atilmasi i¢in kullanilan solungag ve sifon adinda organlari bulunmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Alpysia'nin solunum organlari. (Kandel ve Schwartz, 2013)'ten uyarlanarak Tiirk¢e'lestirilmistir.

Apylsia’da sifona dokunuldugunda duysal mekanoreseptorler uyarilmaktadir.
Glutamatin duysal noron terminallerinden salinmasi, internéronlarda ve motor
hiicrelerde hizli uyarict postsinaptik potansiyeller (F-EPSP) olusturmaktadir. Duysal
hiicrelerden ve internéronlardan gelen EPSP’ler motor hiicrelerde spasyal ve temporal
sumasyona neden olarak solungagta kuvvetli bir geri ¢ekilme hareketi saglamaktadir.
Tekrarlayan uyarilar verilmesi ise Ca?* kanallarmin inaktive olmasini saglarken, duysal
néronlardan glutamat saliniminin azalmasina neden olmaktadir (Sekil 2.2). interndron ve
motor néronda olusan EPSP’nin kiiclilmesi ile birlikte sinaps sayist %30 azalmaktadir

(Castellucci ve Kandel, 1974; Bailey ve Chen, 1983).
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Sekil 2.2. Aplysia’da geri ¢gekme refleksinin habitiiasyonu. (Kandel ve Schwartz, 2013)’den uyarlanarak
Tiirkgelestirilmistir.

Sensitizasyon ise orta veya giiglii bir uyaranin tekrarlanarak verilmesi ile ortaya ¢ikan

tepkidir. Zararl bir uyaran ile karsilasildiginda bunun 6grenilmesi ve daha sonra zararsiz



uyaranlara bile duyarli hale gelmesi olayidir. Hayvanin viicudunun bir bolgesine kisa
ama giicli elektrik soklarmin verilmesi, diger bolgelere gonderilen zayif uyaranlarin
ortaya cikardigr geri ¢ekilme reflekslerini arttirabilmektedir. Zayif uyaranlar ile artan

motor noron aktivitesi geri ¢ekilme reflekslerini ortaya ¢ikarmaktadir.

Kisa siireli sensitizasyonda en az {i¢ grup diizenleyici interndron gorev almaktadir ve
burada en ¢ok ¢alisilan ndrotransmitter serotonindir. Serotonerjik internéronlar duysal
noronlarin presinaptik terminallerindeki akso-aksonik sinapslar dahil olmak tizere birgok
bolgede sinaps olusturmaktadir. Uyaridan sonra internéronlardan salinan serotonin, G
proteinine baglanarak adenilat siklazin aktivitesini arttirmaktadir. Bu etki ile siklik
adenozin monofosfat (CAMP) olusturulmaktadir ve olusan cAMP protein kinaz A
(PKA)’y1 aktive etmektedir. Serotonin ayrica, fosfolipidlerin hidrolizine ve protein kinaz
C (PKC)’nin aktivasyonuna yol acan ikinci bir G protein kapili reseptorii aktif hale
getirmektedir. PKA ve PKC’nin aracilik ettigi protein fosforilasyonu, duysal
noronlardan norotransmitter salmmmasini arttirmaktadir. Ek olarak, PKA K" kanallarini
fosforile ederek kapanmasina neden olur ve bu olay aksiyon potansiyelini genisleterek
voltaj kapili Ca?* kanallari aracilifiyla hiicre igerisine Ca?* akigini arttirarak
ndrotransmitter salinimini uyarmaktadir. Bir kuyruk soku ile serotonin salinmasina yanit

olarak presinaptik fasilitasyon (kolaylastirma) birka¢ dakika siirmektedir.

Solungac geri c¢ekme refleksinin uzun siireli sensitizasyonu, néronlarda bulunan
MRNA’larin ve proteinlerin sentezini gerektirmektedir. Kisa siireli bellekten uzun siireli
bellege gecis, tekrarlayan uyarilar ile salinan serotoninin reseptoriine baglanarak hiicre
icerisinde cAMP miktarini arttirmasi ve devaminda PKA’nin niikleusa transloke olmasi
ile baglamaktadir. PKA, transkripsiyon aktivatorii olan gorev yapan siklik AMP-sorumlu
Element Baglayici Protein 1 (CREB-1)’i fosforlayip cAMP diizenleyici element
(CRE)’e baglanmasini uyararak gen transkripsiyonunu aktive etmektedir. Diger taraftan
PKA, MAPK’1 aktiflestirerek transkripsiyon baskilayict siklik AMP-sorumlu Element
Baglayic1 Protein 2 (CREB-2)’yi fosforile etmektedir ve baskilayict 6zelligini ortadan
kaldirmaktadir (Bartsch ve ark., 1998). Ayrica, CREB-1"in kodladig1 bir gen tarafindan
eksprese edilen ubikitin hidrolaz, PKA’nin diizenleyici alt birimini proteolitik kesimle

ayrrarak PKA’nin katalitik alt biriminin uzun siire aktivite gostermesine neden



olmaktadir. Ek olarak CREB-1, transkripsiyon aktivatérii olan C/EBP’nin
ekspresyonunu uyararak yeni sinaptik baglantilarin biiylimesi i¢in gerekli olan
proteinlerin  iiretimini saglamaktadir (Kandel ve Schwartz, 2013). CREBI’in
aktivasyonu ve CREB2’nin baskilanmasi koordineli sekilde yiiriitiildiiglinde, cesitli
stimuluslara cevap olarak hizli ve gecici bir sekilde aktive olan bazi genlerin
transkripsiyonunu baslatmaktadirlar. Uzun donem 6grenme ve bellegin sekillenmesi de
bu transkripsiyon baslatict ve susturucu elementlerin modiilasyonu ile miimkiin

olmaktadir.

Karsilastirmah (")grenme

Karsilagtirmalt 6grenme, iki uyaran arasinda (klasik sartlanma) veya bir davranig ile
sonuclar1 arasinda (aletli sartlanma) bir iliskinin olusup olugsmadigina gore iki ana gruba
ayrilmaktadir. Klasik (Pavlovyan) sartlanma Ivan Pavlov tarafindan tanimlanmistir ve
temelinde iki uyariy1 birbiri ile esleme prensibine dayanmaktadir. Sartli uyaran
(Conditioned stimulus (CS)) olarak 1s1k, ses gibi cevap uyandirmayacak veya uyarandan
bagimsiz bir cevap ortaya ¢ikaracak bir stimulus (Sartsiz uyaran (Unconditioned
stimulus-US)) segilmektedir. Sartli uyaran ve sartsiz uyaranin tekrarlayan uygulamasi
(bazen tek bir deneme de olabilir) ile de 6grenilmis bir yanit ortaya ¢ikmaktadir (kosullu
cevap) (Carew ve ark., 1981). Habitiiasyon ve sensitizasyon gibi tek bir uyaranin
ozelliklerinin 6grenilmesinin aksine klasik sartlanmada hayvan bir uyariyr digeri ile
iliskilendirmeyi 6grenmektedir. Aplysia iizerinde yapilan deneylerde klasik sartlanma
olusturabilmek igin sartli bir uyaran ve kosulsuz uyaranin birbiri ardina verilmesi ve

uyarilarin verilme frekansiin énemli oldugu bulunmustur.

Karsilagtirmali 6grenmede kuyruga verilen sok ile interndronlar aktive olur ve sifona
dokunulmasi ile serotonin salinarak duysal noronlarda aksiyon potansiyeli
tetiklenmektedir. Olugsan aksiyon potansiyeli duysal noronlarin  presinaptik
terminalinden Ca®* akisini uyarmaktadir. Hiicre igine giren Ca®" kalmoduline baglanip
adenilat siklaz1 aktive etmektedir. Boylece kuyruktaki sartsiz uyaran ardindan salinan
serotonine daha kuvvetli yanit verilir. cAMP {iretiminin artmasini takiben presinaptik

fasilitasyon olusmaktadir (Kandel ve Schwartz, 2013).



Aletli sartlanma ise Thorndike’nin Etki Yasasi’na dayanan deneysel bir prosediirdiir.
Buna gore; istenen etkilerin izledigi davranislarin tekrarlanma egiliminde olacagini
belirtirken, caydiric1 etkilerin izledigi davraniglarin bastirilma egiliminde olacagini
belirtmektedir. Aletli sartlanmada arastirmaci hayvana olumlu ve olumsuz uyaranlar
verilen bir deneysel prosediirii uygulayabilmektedir. Olumlu uyaran (6rnegin yiyecek)
bu davranisin olusumunu arttiracak iken (pekistirme); olumsuz bir stimulus (6rnegin
agrili bir elektrik carpmasi) bu davranisin gelecekteki olasiligini (ceza siireci) azaltma
egiliminde olmaktadir. Aletli sartlanmanin arkasindaki temel kavram bir uyaranin bir
davraniga ve daha sonra da bir sonuca yol agmasidir. Bu sartlanma bi¢iminde olumlu ve
olumsuz uyaranlar ile birlikte cesitli pekistiriciler de bulunmaktadir. Uyaran, olusan
yanit ve pekistirici arasindaki iligki, gelecekte bir davranisin tekrar olma olasiligini
etkileyen faktorlerdir. Pekistirici olumlu ise bir tiir 6diil veya olumsuz sonuglar olmasi

durumunda da ceza olmaktadir.

2.1.2. Bellek
Ogrenilen bilgilerin kodlanmasi, depolanmasi gerektiginde geri cagrilmasina bellek
denir. Modern davranigsal ve biyolojik calismalar, bellegin biitiinciil bir birimi
olmadigini, her biri kendi kurallarina sahip {i¢ ana kategoriye ayrilabilen farkli zihinsel

stireglerden olustugunu ortaya koymaktadir (Squire, 2004) (Sekil 2.3):

e Duyusal bellek
e Kisa siireli bellek (calisma bellegi)

e Uzun sureli bellek
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Sekil 2.3. Bellek cesitleri. Sekil, (Squire, 2004)’dan uyarlanarak ¢izilmistir.

Duysal Bellek

Dis diinyadan gelen duysal uyarilarin kortikal alanlar tarafindan algilandigi, duyusal
bilgilerin islenmemis bir bigimde tutuldugu bellektir. Bu bellek kisa omiirlidiir (0.5-3
saniye) fakat bliylik bir kapasiteye sahiptir. Duysal bellek baslangigta ilgi alanimiz
olmasa bile konusulduktan sonra bir seyi hatirlama yetenegimizi agiklamaktadir.
Algilama siirecinin ilk adimi olan bu bellek, tiim duyusal bilgileri kisa siireli bellege

gecirmemektedir (Atkinson ve Shiffrin, 1968).

Duysal bellek ikonik ve ekoik bellek olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Gorsel bilgilerin
cok kisa bir siire i¢in sunulmasi ve derin bir kodlama gergeklesmeden bu bilgilerin
belirli yonlerinin hatirlanmasina ikonik bellek denmektedir. Ardisik isleme nedeniyle
daha diisiik kapasiteye sahip olan ekoik bellek ise isitsel bilgilerin hatirlanmasini
saglamaktadir (Kandel ve Schwartz, 2013).

Kisa Siireli Bellek (Calisma Bellegi)

Kisa siireli bellek, dikkatin uygulandig1 duyusal bir bilgi alt kiimesinin gegici deposudur.
Duyusal bellek, kisa siireli bellege doniistiiriilebilecegi gibi sonsuza kadar bilingten
kaybolabilir. Olusturulan kisa siireli bellekte saklama siiresi 10-12 saniye arasinda

degismektedir. Genel olarak duyusal bilgi isleme ile ilgili bolgeler olan frontal loblarda



ve kortikal alanlarda kisa siireli bellegin islendigi kabul edilmektedir (prefrontal korteks-
PFK) (Kandel, 2001b).

Uzun Siireli Bellek

Uzun siireli bellek, kisinin bilgi saklanmasina katilimi ve ilgisine baglh olarak bir giin,
birkag¢ ay, birka¢ yil veya bir dmiir boyu saklanabilen, sadece siiresi degil depolama
kapasitesinin de sonsuz oldugu bir bellek tipidir. Eksplisit ve implisit bellek olmak iizere

ikiye ayrilmaktadir.

Eksplisit Bellek

Eksplisit bellek insanlar, yerler ve cisimler hakkindaki bilgilerin bilingli olarak
hatirlanmasidir ve ozellikle omurgali beyninde oldukga gelismistir. Bu bellek tipi,
hipokampal formasyonun (olusum) da dahil oldugu serebral korteksin medial temporal
lobunda bulunmaktadir ve kodlama, depolama, birlestirme ve geri ¢cagirma olmak iizere

dort asamadan olugmaktadir (Markowitsch, 2013).

Eksplisit bellegin en iyi sekilde gelistigi fare, sican gibi kemirgenlerin beyni, ayni
zamanda karmasik uzaysal ortamlarda gezinmek i¢in oldukga iyi uyarlanmistir. Memeli
beyninde 6nemli bir subkortikal yap1 olan hipokampiis, 6zellikle mekansal 6grenme ve

bellek i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

Hipokampiis

Hipokampal formasyon sitoarkitektonik olarak dentat girus (DG), subikulum ve
hipokampiis olmak iizere li¢ farkli bolgeden olugsmaktadir. Sekli nedeniyle eski tarz
anatomik adlandirmada Yunanca Cornu Ammonis (Ammon’un Boynuzu) olarak
adlandirilan hipokampiis, sekil itibari ile deniz atina benzetilmektedir. Cornu Ammonis
(CA) terminolojisine gore hipokampiis CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere baslica
dort alt boliime ayrilmaktadir. Hipokampal olusumun diger bolgeleri arasinda
presubikulum, parasubikulum ve entorinal korteks bulunmaktadir (Strange ve ark.,
2014). Hipokampiisiin alt bolgeleri, eksitator trisinaptik yolak olarak isimlendirilen ve
entorinal-hipokampal dongiiyii olusturan sirali uyarict projeksiyonlarla birbirine
baglanmaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kemirgen hipokampiisiiniin yolaklari. (Deng ve ark., 2010) referans alinarak yeniden ¢izilmistir.
EC: Entorinal korteks, LPY: Lateral perforant yolak, MPY: Medial perforant yolak.

Entorinal korteksteki tabaka II’den ¢ikan aksonlar medial ve lateral yolaklardan olusan
perforant yolak (PY) araciligi ile DG’ye projekte olmaktadir. DG projeksiyonlarini
Mossy lifleri ile CA3’teki piramidal hiicrelere gonderirken; CA3 piramidal ndronlar
bilgileri Schaffer kolateralleri ile CAl piramidal ndronlarina iletmektedir. CAl
bolgesindeki piramidal néronlar ise aksonlarint EC’nin derin tabakalarina iletmektedir.
CA3 bolgesi, perforant yolak araciligiyla EC tabaka II ndronlarindan dogrudan
projeksiyonlar almaktadir. CAL, temporoammonik yol (TA) ile EC tabaka Il
noronlarindan dogrudan girdi almaktadir. DG hiicrelerinden ¢ikan projeksiyonlar ise

Mossy hiicreleri ve internéronlara gonderilmektedir (Sekil 2.5) (Deng ve ark., 2010).
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Sekil 2.5. Sican hipokampiisiiniin noronal yolaklari. Sekil, (Deng ve ark., 2010)’tan uyarlanarak
Tirkgelestirilmistir. EC: Entorinal korteks, PY: Perforant yolak, TA: Temporoammonik yol.

Eksplisit bellek kendi igerisinde iki bellek tipine ayrilmaktadir:

o Episodik bellek: Uzay ve zamanda yer alan belirli olaylarin yani sira bu olaylari
hatirlamakta yer alan temel bilissel siiregcler ve noronal mekanizmalar i¢in olan
bellegi ifade etmektedir. Episodik bellegi diger bellek cesitlerinden ayiran en
onemli bileseni hatirlanan olaym uzaysal veya zamansal bir bilgi olmasidir
(Tulving, 2002).

e Semantik bellek: Belirli gerceklere uzanan, genel olarak kisinin diinya
hakkindaki genel bilgisini ifade etmektedir. S6zciik bilgisi ve anlamlari, bilgiyi
organize eden her tiirli kavram bu bellek kapsaminda ornek olarak

verilebilmektedir (Neely, 1977).

Implisit Bellek

Implisit bellek, motor ve algisal beceriler i¢in gelismis bir bellektir ve ge¢mis deneyimin
bilingsiz bir sekilde performans yoluyla hatirlanmasi durumudur. Bu bellek tipi, klasik
ve aletli sartlanma gibi karsilagtirmali belleklerin yan1 sira sensitizasyon ve habitiiasyon

gibi karsilastirmasiz bigimleri de igermektedir.
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Implisit bellek duysal ve motor beceriler 6grenilirken etkin olan serebellum, striatum,
amigdala gibi bolgelerde lokalize olmaktadir (Polster ve ark., 1991; Squire, 1992).
Bunlardan dolayr implisit bellek basit refleks sistemlerine sahip canlilarda

incelebilirken, eksplisit bellek en iyi memelilerde incelenmektedir.

Yiiksek omurgasizlardaki implisit bellegin basit formlar1 ve memelilerde daha karmagik
sekilde olan eksplisit bellek bigimleri iizerine yapilan son arastirmalar, sinaptik
baglantilarin giliciindeki ve yapisindaki degisikliklerin bu bellegin depolama bigimlerinin
altinda yatan mekanizma oldugunu gostermektedir. Hem eksplisit hem de implisit bellek
tiplerinin her ikisinde de iki genel depolama mekanizmasi tanimlanmistir: dakikalar
stiren kisa siireli bellek ve giinler, haftalar veya daha uzun siireler alan uzun siireli
bellek. Bu zamansal ayrim sinaptik plastisite icin gerekli olan 6zel molekiiler
gereksinimler ile agiklanabilmektedir. Kisa siireli bellekte ¢esitli kinazlarin aracilik
ettigi, onceden var olan proteinlerin kovalent modifikasyonlar1 veya var olan bu baglarin
etkinligindeki degisiklikler olmaktadir. Buna karsilik, uzun siireli degisiklikler de novo
gen ekspresyonu, yeni haberci RNA (mMRNA) ve proteinlerin sentezi gereklidir. Genel

olarak uzun siireli formlar yeni sinaptik baglantilarin biiylimesi ile iligkili olan gruptur.

Neokorteks tarafindan kontrol edilen priming (hazirlama) bellek, 6nceki karsilagsma ile
kelimelerin ve cisimlerin taninmasinin kolaylasmasidir. Beceri ve aliskanliklarin bellegi
olan prosediirel bellegin bir bolimii erken yaslarda, kalanlari ise yasam boyu
kazanilmaktadir. Striatum tarafindan diizenlenen bu bellekte, motor 6grenme ile bilingli
olmaksizin basit ve karmasik bilgiler birlestirilmektedir. Amigdala ve serebellumun
gorev aldig1 asosiyatif bellegin temelinde iki uyaran arasindaki iligkinin 6grenildigi
klasik sartlanma bulunmaktadir. Bir uyarana verilen yanitin degismesi non-asosiyatif
bellektir. Habitiiasyon ve sensitizasyondan olugan bu bellek tipinde uyaranin tekrarlayan
uygulamas: yanitta azalmaya neden oluyorsa habitliasyon; artmaya yol agiyorsa

sensitizasyon olarak isimlendirilmektedir (Sekil 2.3).

2.1.3. Sinaptik Plastisite
100 milyardan fazla norona sahip yetiskin insan beyni bilgi isleme, depolama ve geri
cagirma gibi fonksiyonlar listlenebilen biiyiik bir sinirsel agdan olugsmaktadir. Noronlar
viicuttaki bir¢cok hiicreden farkli olarak polarize olabilme yeteneg§ine sahiptir ve bu
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ozellik beyinde farkli bolgelerin cesitli fonksiyonlar1 yerine getirmesini saglamaktadir.
Birbirine sinapslar araciligi ile bagli olan noéronlarin, sinapslar yardimi ile bilgi
depolamaya aracilik eden bir¢cok eylemi gerceklestirdigi bilinmektedir. Bu baglantilar
elektriksel ve kimyasal sinapslar araciligi ile olmaktadir. Kimyasal sinapslardan

salgilanan norotransmitterler eksitator veya inhibitor 6zellik gostermektedir.

Omurgali merkezi sinir sisteminde (MSS), eksitator iletime glutamat ve iyonotrofik
glutamat reseptorleri aracilik etmektedir (Traynelis ve ark., 2010). Aktivasyon {izerine
iyonotropik glutamat reseptorleri molekiiler kompozisyonlarina bagli olarak c¢esitli
iyonlara kars1 segici bir sekilde agilmaktadir. AMPA reseptorleri hizli eksitator iletimi
gerceklestiritken NMDA  reseptorleri  uzun  donem  sinaptik  plastisitenin

gerceklesmesinde gorev alir.

Sinaptik plastisite kullanilmaya veya kullanilmamaya yanit olarak sinaptik giicteki
degisikligi ifade etmektedir. Sinaptik etkinlikteki uzun vadeli degisikliklere genellikle
sinapstaki yapisal ve fonksiyonel degisiklikler eslik etmektedir. Sinapslardaki plastisite,
presinaptik diizeyde ndrotransmitterlerin serbest kalimini degistirirken postsinaptik
diizeyde norotransmitter reseptorlerinin 6zelliklerini, tipini veya sayisini degistirerek
hiicre i¢i sinyal mekanizmalarin1 aktive edebilmektedir. LTP, sinaptik bilgi depolama
stireglerinin aktivitesini yansitan temel sinaptik plastisite bi¢cimidir ve 6grenme ile
hafizanin hiicresel baglanti basamagini olusturmaktadir (Malenka, 2003; Lynch, 2004).
LTP, kesfinden bu yana ¢esitli beyin bolgelerinde ayrintili olarak incelenmistir ve
ozellikle hipokampiista bu plastisitenin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin bir¢ogu
bilinmektedir. Hipokampal ana hiicre katmanlarinin diizenli organizasyonu ve sinaptik
plastisitenin bilgi depolama siiregleri ile ilgili bilgi vermesi nedeniyle memelilerde

sinaptik iletimi incelemek icin hipokampiis bdlgesi kullanilmaktadir.

2.1.4. LTP’nin Mekanizmasi
Sinaptik plastisite kavrami, 1949’da Hebb adli arastirmaci tarafindan, deneyimin bir
devre i¢indeki bazi néronal yollar1 destekleyen ve digerlerini zayiflatan sinapslari
degistirebilecegini one siirmesi ile ortaya ¢ikmistir (Clark, 1950). Hebb’in teorisine gore

birlikte ateslenen hiicrelerin birbirine baglanacagi dngoriillmekteydi.
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LTP’nin laboratuvar ortaminda tanimlanmasi1 Bliss ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmigtir (Bliss ve Lomo, 1973). Perforant yolak {izerine verilen yiiksek
frekansli uyaran, DG’nin graniil hiicreleri iizerine sinaptik aktarimin etkinliginde artisa
neden oldugu i¢in, bellek olusumunda LTP’nin olduk¢a 6énemli bir hiicresel mekanizma

oldugu diistiniilmiistiir.

Hipokampiisteki LTP kisa donem potansiyalizasyon, erken LTP (E-LTP) ve ge¢ LTP
(L-LTP) olmak tizere li¢ farkli ve sirali faza ayrilmaktadir (Sekil 2.6). Kisa dénem
potansiyalizasyon ve E-LTP geg¢icidir ve 6nceden var olan proteinlerin modifikasyonunu
saglarken L-LTP, protein sentezinde ve gen ekspresyonunda saatler, hatta giinler siiren
degisiklige neden olmaktadir (Kandel ve Schwartz, 2013).
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Sekil 2.6. Kisa ve uzun donem potansiyalizasyonun molekiiler mekanizmasi. (Kandel ve Schwartz,
2013)’dan uyarlanarak Tirkge’lestirilmistir. CRE: cAMP diizenleyici element, CREB-1: cAMP-cevap
elementi baglayici protein-1, MAPK: Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz, PKA: Protein
kinaz A, PKMC(: Protein kinaz M zeta, NO: Nitrik oksit, PKC: Protein kinaz C, CaMKI|I: Ca*’kalmodulin
bagiml kinaz II.

NMDA reseptorlerinin aktivasyonunun aracilik ettigi postsinaptik Ca®* akimi E-LTP
icin gereklidir (Bliss ve Collingridge, 1993). NMDA reseptorlerinin agilmasi igin
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membran depolarizasyonunu takiben Mg®* blokajimin kalkmasi, reseptére glutamat ve
glisinin (D-serin) baglanmasi gerekmektedir. NMDAR aktivasyonu, Ca*’un hiicreye
girmesine izin vermektedir ve hiicre i¢i Ca®" Kkonsantrasyonundaki bu arts,
Ca®*/kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII) ve PKC dahil olmak tizere E-LTP
uyarilmasina aracilik eden bazi hiicre i¢i enzimi aktive etmektedir (Sweatt, 1999) (Sekil
2). Bu enzimlerin siirekli aktivasyonu, E-LTP’nin korunmasi i¢in de ¢ok Onemlidir
(Bliss ve Collingridge, 1993; Lynch, 2004). Siirekli olarak aktif PKC ve CaMKII
formlarinin tretilmesi, hiicre i¢i sinyal yolaklarii fosforile etmektedir. Bu olay
reseptOrlerin postsinaptik membrana yerlesiminin artmasma ve aktivitelerinde artisa
neden olmaktadir (Sekil 2.7) (Derkach ve ark., 2007; D. T. Lin ve ark., 2009). Yapilan
caligmalarda E-LTP’nin uyarildigi kosullarda NMDAR’nin yiizey ekspresyonunun
arttig1 saptanmistir (Grosshans ve ark., 2002).

4
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Sekil 2.7. E-LTP sirasinda eksitator sinapslarin BDNF-aracili diizenlenmesi. (Leal ve ark., 2017)’dan
uyarlanarak Tiirk¢e’lestirilmistir. PKC: Protein kinaz C, VGCC: Voltaj kapili Ca?* kanali, CaMKII:
Ca?*/kalmodulin bagimh protein kinaz II.

Gegici  0Ozellik gosteren E-LTP’yi, dendritik bolmelerde protein sentezini ve

transkripsiyonel aktiviteyi uyaran L-LTP izlemektedir (Bramham ve Wells, 2007). PKA,
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CaMKII ve Erkl/2 gibi sinyal molekiilleri CREB gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu saglamaktadir (Adams ve Dudek, 2005). Bu faktoérler, L-LTP igin gerekli
olan ve sinapslarda ¢esitli yapisal ve fonksiyonel degisikliklere aracilik eden proteinlerin
sentezini uyarmaktadir. Artmis uyarici sinaptik kuvvet, dendritik spinlerde yapisal
degisiklikler olmasina neden olmaktadir. Spin sayisinin ve uzunlugunun aktin aracili
artmasi, sinaptik etkinlikte uzun dénem degisiklikleri desteklemektedir (Bailey ve ark.,
2015).

Var olan proteinlerin modifikasyonlar1 ve sinaps trafiginin diizenlendigi E-LTP’de de
novo protein sentezi yapilmamaktadir (Malenka ve Bear, 2004). Yiiksek frekansli,
tekrarli uyaranlar ile tetiklenen L-LTP’de ise mRNA iiretimi ve sinapslarda yapisal
degisiklikler ger¢eklesmektedir (Kandel, 2001a). L-LTP uyarilmas: ile PKA, MAPK
gibi hiicre i¢i sinyal yolaklar1 aktive olurken; CREB, ETS transkripsiyon faktor-1 (Elk-
1) gibi transkripsiyon faktorlerinin de ekspresyonu uyarilmaktadir. Aktive olan bu-
transkripsiyon faktorleri BDNF gibi sinaps yapist ve fonksiyonunda degisikliklere
aracilik eden genlerin diizeyinin artmasini saglamaktadir (Shaywitz ve Greenberg,
1999).

BDNF hipokampal LTP ve 6grenmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu ndrotrofin;

e LTP’nin stabil bir sekilde siirdiiriilmesini ve uyarilmasinmi diizenlemektedir.

e Norotransmitter salinimindaki degisiklikleri uyarmaktadir.

e Postsinaptik glutamat reseptorlerini modiile etmektedir.

e Transkripsiyonu aktive ederek dendritik spinlerdeki yapisal plastisiteyi
diizenlemektedir (Bramham ve Messaoudi, 2005; Waterhouse ve Xu, 2009).

BDNF ve Norotrofin Ailesi Reseptorleri

1950’11 yillarda kesfedilen sinir biiylime faktorii (NGF), gelisim sirasinda duysal ve
sempatik noronlarin sag kalimini ve biiylimesini saglayan ilk norotrofin olarak kayitlara
geemistir (Cohen ve ark., 1954). Norotrofin ailesinin kurulusu, domuz beyninden
saflagtirilan BDNF’nin  duysal noronlarda da bulunmasi ve benzer aktiviteler

gOstermesinin saptanmasina dayanmaktadir (Barde ve ark., 1982). Bu tarihten sonra
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norotrofin 3 (NT3) ve norotrofin 4 (NT4) adinda iki faktor daha bulunmustur (Lewin ve
Barde, 1996).

Norotrofinlerin fizyolojik cevaplar1 membrana baglh iki farkli reseptér tipinin
aktivasyonu araciligi ile olmaktadir. Norotrofinler p75NTR ve tropomiyozin iligkili kinaz
(Trk) reseptorlerine baglanarak hiicrede gesitli fizyolojik reaksiyonlar tetiklemektedir.
NGF’ler TrkA, BDNF ve NT4 TrkB reseptorlerine ve NT3 TrkC reseptorlerine
baglanmaktadir (Chao, 2003).

BDNF Sentezi ve Salinmasi

Noronal aktiviteye bagli olarak diizenlenen BDNF protein {iretimi ve salgilanmasi, bdnf
adli genin ekspresyonunun kontrolii ile miimkiin olmaktadir. BDNF ve diger
norotrofinler, pre-pro-norotrofinler olarak endoplazmik retikulumda sentezlenmektedir.
Pre-pro BDNF’nin olgun hale déniistiiriilebilmesi i¢in sinyal peptidinin ayrilmasi ve
proBDNF haline gelmesi gerekmektedir (Sekil 2.8). Yetiskin fare hipokampiisii
lizerinde yapilan arastirmalarda, eksitator presinaptik terminallerdeki yogun vezikiillerin
icerisinde prekiirsor ve olgun BDNF formlarinin birlikte bulundugu tespit edilmistir
(Dieni ve ark., 2012). Diger taraftan biyokimyasal ¢alismalar proBDNF’nin &zel bir
proteaz (furin) ile Golgi’nin trans yliziinde kismen parc¢alandigini veya sekretuar
graniillerdeki pro-protein konvertaz 1/3 enzimi aracilifiyla parcalandigin1 gostermistir

(Seidah ve ark., 1996; Mowla ve ark., 2001).
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Sekil 2.8. BDNF ve proBDNF olusumu. Sekil (B. Yang ve ark., 2017)’dan alinarak Tiirkcelestirilmistir.

BDNF, mRNA’sinin dendritler boyunca tasinmasi ile lokal olarak sinapslarda
sentezlenir ve yiliksek yogunlukla BDNF igeren vezikiiller presinaptik bolgeye
ulagsmadan Once aksonlar boyunca anterograd olarak tasmmmaktadir (Matsuda ve ark.,
2009). BDNF veya proBDNF igeren vezikiiller aktiviteye bagli olarak pre ve
postsinaptik ~ bolgelerden  ekzositoza ugramaktadir. Glutamaterjik  sinapslarin
aktivasyonunu takiben dendritik bolgelerden BDNF’ nin serbest kalmasi, ancak NMDA
reseptorleri aracilifi ile hiicre igine Ca** girmesine veya postsinaptik voltaj kapili Ca**
kanallarinin aktivasyonuna baghdir (Hartmann ve ark., 2001). Yapilan bir ¢aligmada
ekstraselliiler BDNF’ nin postsinaptik seviyede endositozla hiicre i¢ine alindigini ve bu
norotrofin havuzunun glutamat reseptorlerinin aktivasyonuna bagl olarak olarak ndronal
atesleme ile serbest kalabilecegini gostermektedir (Y. H. Wong ve ark., 2015). Ayrica
internalize edilen TrkB reseptorlerinin degredasyona yonlendirildigi ya da BDNF-
bagimli bir mekanizma ile plazma membranina tekrar lokalize edildigi de tespit

edilmistir (Huang ve Reichardt, 2003; Z. Y. Chen, leraci, ve ark., 2005).
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BDNF aracili sinyal iletimi, spesifik olarak TrkB reseptorii araciligiyla
gerceklesmektedir. Ligand baglanmasi ile TrkB reseptoriiniin hiicre ici kinaz alani
dimerize olarak otofosforilasyona (Tyr 515 ve Tyr 816) ugramaktadir. SHC adaptor
protein (Shc) ve biiyiime faktorii reseptor baglayici protein 2 (GRB2) gibi adaptor
molekiillerin yerlesim yerleri sekillenince hiicre igerisindeki c¢esitli sinyal yolaklari
aktive olmaktadir. Bu sinyal yolaklari, MAPK, fosfolipaz Cy ve PI3K/Akt yolaklaridir
(Blum ve ark., 1999; Mizuno ve ark., 2003). Trkb geninin eksikligi durumunda bellek
formasyonunun bozuldugu tespit edilmistir. Bu da TrkB sinyalinin bellek olusumunda
onemli bir role sahip oldugunu goéstermektedir (Minichiello ve ark., 1999). RassIMAPK
yolagi, BDNF de dahil olmak iizere birgok biiyiime faktorii ile aktive edilerek 6grenme
ve bellek olusumunda rol oynamaktadir. Bununla birlikte, sican hipokampiis CAl
bolgesinde LTP sirasinda ERK aktivitesinin arttigi da tespit edilmistir (English ve
Sweatt, 1996). MEK inhibitorii uygulamasi ise hipokampal LTP’yi inhibe etmektedir
(English ve Sweatt, 1997).

Tirozin kinaz sinyal kaskadi tarafindan aktive edilen PI3K ve sinyal yolaginda alt
kademelerinde bulunan molekiiller, sinaptik plastisitede olduk¢a 6nemlidir. PI3K aktive
edici peptidin in vitro’da dendritik spin dinamiklerini diizenledigi ortaya ¢ikmistir
(Cuesto ve ark, 2011). PI3K inhibitori LY294002 adli  molekiilin
intraserebroventrikiiler uygulanmasi ile dentat girusta LTP olugumunu engellenmistir
(Horwood ve ark., 2006).

TrkB reseptorleri, hipokampiisun piramidal ve graniiler hiicrelerinin  sinir
terminallerinde, aksonlarinda ve dendritik spinlerinde tespit edilmistir (Drake ve ark.,
1999). Ayrica, subselliiler fraksiyonlarda TrkB reseptorlerinin serebrokortikal ndronlarin
dendritik spinlerinde bulundugu saptanmistir (Aoki ve ark., 2000). Biyotin isaretli
antikor kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada ise TrkB reseptorlerinin hipokampiisteki
glutamaterjik sinir terminallerinde ve hatta presinaptik aktif zonda da bulunabilecegi
ortaya konmustur (Pereira ve ark., 2006a).
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BDNF’nin Fizyolojik Ozellikleri

Sinaptik plastisite, hiicre ylizey reseptorlerinden gelen sinyaller ile aktin hiicre
iskeletinin yeniden modellenmesi, gen transkripsiyonu ve protein sentezi uyarilmasi ile
tetiklenmektedir. BDNF sinaptik plastisitenin  bilinen en 1iyi diizenleyicisidir.
Hipokampiiste noronal aktiviteye bagli olarak BDNF ekspresyonu ve salgilanmasi
artmaktadir (Zafra ve ark., 1990). Bununla birlikte sican hipokampiisinde BDNF mRNA
seviyesi, uzaysal 0grenmeyi gosteren Morris su tanki testinin denemeleri sirasinda
anlamli sekilde artis gostermektedir (Mizuno ve ark., 2000). Sinaptik plastisitede
BDNF’nin etkisini anlamak i¢in olusturulan BDNF knockout farelerde, 6grenme ve
bellek formasyonunun bozuldugu, fakat disaridan rekombinant BDNF protein verilmesi
ile LTP ve bazal sinaptik iletimin diizeldigi saptanmustir (Patterson ve ark., 1996;
Linnarsson ve ark., 1997). Ek olarak antikor veya antisense oligoniikleotitler
kullanilarak BDNF’nin bloke edilmesi uzaysal hafizayi, kisa ve uzun siireli bellegi

bozmustur (Alonso ve ark., 2002).

BDNF’nin baglanarak hiicre ic¢i sinyal kaskadini aktiflestirdigi TrkB reseptoriiniin
aktivasyonu engellendiginde, hipokampal CA1 sinapslarinda teta dalgas: ile ortaya ¢ikan
LTP’nin azaldigi bulunmustur (Figurov ve ark., 1996). Yapilan bir diger ¢alismada,
BDNF ve diger TrkB ligandlarinin hipokampiiste L-LTP olugmas: i¢in gerekli oldugunu
ortaya koymustur (Korte ve ark., 1995). Yine anestezi altindaki siganlara
intrahipokampal uygulanan BDNF, medial perforant yolak ve dentat graniil hiicreleri
arasindaki sinaptik iletimi uzun siireli olarak uyarmistir (Messaoudi ve ark., 1998).
BDNF’nin kritik roliiniin anlagilmasi i¢in olusturulan trkB 6n beyin-spesifik knockout
farelerde CA3-CAl hipokampal sinapslarindaki LTP’nin bozuldugu saptanmistir
(Minichiello ve ark., 1999).

Sinaptik plastisitede BDNF nin postsinaptik fonksiyonu glutamat reseptorleri iizerinedir.
Hipokampal néronal kiiltiirleri ve kesitlerinde BDNF’nin AMPA reseptoriiniin sinaptik
dagilimi ve trafigini arttirdigi tespit edilmistir (Caldeira ve ark., 2007) (Sekil 2.9).
Bununla birlikte, BDNF’nin hipokampiisteki noronlarda sinaptik iletimi diizenledigi,

NMDA reseptor trafigini, reseptoriin agik kalmasini, fosforilasyonunu ve glutamat
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reseptor trafigini modiile ettigi bulunmustur (Levine ve ark., 1998; Caldeira ve ark.,
2007).

LTP olusumuna ve siirdiiriilebilirligine ek olarak BDNF araciligi ile sinapslarda néronal
aktiviteye bagli olarak gerceklesen yapisal degisiklikler, dendrit sayis1 ve hacminde
artisa neden olmaktadir (Kasai ve ark., 2010). Gelisim esnasindaki noronlarda BDNF,
ndrit dallanmast ve biiylimesine neden olurken, olgun noéronlarda dendritik spinlerin
uzunlugunu ve morfolojisini diizenlemektedir (Ji ve ark., 2010). Ekzojen verilen
BDNF’nin CA1 piramidal néronlarda MAPK/ERK yolaklar1 araciligi ile dendritik spin
yogunlugunu arttirdigini, ayrica gegici reseptor potansiyel C (TRPC) kanallar1 ile hiicre
icine Ca®" girisini uyararak membran depolarizasyonunu siirdiirdiigii tespit edilmistir

(Alonso ve ark., 2004; Amaral ve Pozzo-Miller, 2007).

BDNF-TrkB Sinyal Yolagimin Diizenlenmesi
Bir tirozin kinaz reseptorii olan TrkB, BDNF baglandiginda capraz tirozin
fosforilasyonuna ugrayarak homodimer haline gelmektedir. Aktive olan hiicre i¢i Trk

domainleri araciliyla asagidaki sinyal yolaklar1 aktive olmaktadir:

e Mitojenler Tarafindan Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK)
e Fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI13K)
e Fosfolipaz Cy (PLCy)
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Sekil 2.9. BDNF ve aktive ettigi hiicre i¢i sinyal yolaklar1. Sekil, (Yoshii ve Constantine-Paton, 2007)’dan
alinmistir. TRC: Gegici reseptor potansiyel-kanonik kanali, IP3: Inositol 1,4,5-trifosfat, Rsk: Ribozomal
protein S6 kinaz, Mnkl: MAPK ile etkilesen serin/treonin kinaz 1, mTOR: Rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi, TSC1: Tiiberoskleroz kompleksi 1, TSC2: Tiiberoskleroz kompleksi 2, ER:
Endoplazmik retikulum.

a) Mitojenler Tarafindan Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK) Yolag:
BDNF baglanmasini takiben 515 pozisyondan fosforillenen tirozin, Shc bdlgesini
fosforilleyerek Grb2 adaptor proteini ile etkilesime girmektedir. Grb2 ise guanin
niikleotit degisim faktorii Sos’u aktive ederek Ras proteininden guanin di fosfat (GDP)
molekiiliinii ayirir ve yerine guanin tri fosfat (GTP) baglamaktadir. Aktive olan Ras, alt
kaskadinda bulunan Raf/MEK/Erk yolagin1 uyararak CREB gibi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu uyarmaktadir (Shaywitz ve Greenberg, 1999). MAPK/Erk
yolagi ayrica sinaptik plastisitede dnemli olan dkaryotik baslatici faktor 4E (elF4E), 4E-
baglanma proteini-1 (4E-BP1) ve ribozomal protein S6 gibi proteinlerin iiretimini de
saglayabilmektedir (Kelleher ve ark., 2004). Dolayisiyla yapilan arastirmalar, protein
sentezinin gergeklestigi uzun donem plastisiteye bagli degisimlerde MAPK/Erk

yolaginin etkili oldugunu gostermektedir.
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b) Fosfatidilinozitol 3-kinaz (P13K)
TrkB reseptoriinin BDNF ile baglanmasi ile uyarilan She alt birimi, Ras ve Grb2
proteinleri aracihigi ile PI3K yolagin1 aktive edebilmektedir. PI3K proteininin
aktivasyonu ile plazma membranimmin i¢ katmanindaki inositol fosfolipidlerinin
kompozisyonu degismektedir. Bu olay ile Akt plazma membranina transloke olur ve
protein translasyonu ile hiicre sag kalimi ile iligkili yolaklar1 uyarmaktadir.
BDNF/TrkB/PI3K/Akt yolaklarmin aktive olmasi ile protein sentezinin major bir
diizenleyicisi olan mTOR’un translasyonu tetiklenmektedir (Sarbassov ve ark., 2005).
Aktive olan mTOR proteini mRNA translasyonunda gorev alan p70S6 ve 4E-BP1 gibi
proteinlerin fosforlanmasini saglamaktadir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar, PI3K-
Akt yolagmin sinaptik proteinlerin trafiginde diizenleyici bir gorev gosterdigini
ispatlamistir (Yoshii ve ark., 2011). Bu yolak sinaptik proteinlerin transportu ve
translasyonu araciligiyla sinaptik plastisitenin uzun doénem siirdiiriilmesine neden

olmaktadir (Sekil 2.9).

c) Fosfolipaz Cy (PLCy)
TrkB’nin kinaz aktivasyon bolgesinin disinda iki tirozin fosforilasyon rezidiisii
bulunmaktadir. 785 poziyonunundan fosforillenen tirozin PLCy’yi aktive eder ve PLCy
fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat1 hidrolizleyerek diagilgliserol (DAG) ve inozitol 1, 4, 5-
trifosfat (IP3) olusturmaktadir (Huang ve Reichardt, 2003). DAG PKC’yi aktive eder ve
IP3 hiicre ici Ca** depolarindan Ca®" serbest kalmasma neden olmaktadir. Gelisim
asamasindaki hipokampal néronlarda BDNF’nin uygulanmasi postsinaptik bolgede hizli
bir kalsiyum gecisine neden olmaktadir (Lang ve ark., 2007). BDNF’nin reseptoriine
baglanmas1 ile artan hiicre i¢i Ca?* ve DAG, plazma membranindaki TRPC3/6
kanallarini aktive ederek sinapslarda ve biiyiime bolgelerinde BDNF-aracili Ca?* artisina

katkida bulunmaktadir (Y. Li ve ark., 2005).

2.1.5. Sinaptik Plastisitede NMDA Reseptorlerinin Fonksiyonu
Esansiyel olmayan bir amino asit olan glutamat, merkezi ve periferal sinir sisteminde
gorev alan temel eksitator norotransmitterdir (Ferraguti ve ark., 2008). Glutamat
reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.

Metabotropik glutamat reseptorleri G-protein kapili reseptdrlerdir ve sinyal iletim
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yolaklari ile farmakolojik 6zelliklerine gore {i¢ grupta kategorize edilmektedir. mGIluR1
ve mGluR5’1 iceren Grup I metabotropik reseptorler, uyarici etkilidir ve bunu fosfolipaz
C ve ikincil haberciler aracili ile yapmaktadir. Grup II metabotropik reseptorleri,
mGIluR2 ve mGluR3’i icermekte iken; Grup III metabotropik reseptorler mGluR4,
mGIluR6, mGIluR7 ve mGluR8’den olusmaktadir. Grup II ve Grup III reseptorlerinin
sekans benzerligi %70’1 bulmaktadir (Conn ve Pin, 1997).

Noron plastisitesi ve sinaps yapisindaki uzun donem degisiklikleri iceren ndron
aktivitesinden sorumlu olan katyon-gecirgen iyon kanali reseptorleri AMPA reseptorleri,
kainat reseptorleri ve NMDA reseptorleri olmak {izere lige ayrilmaktadir ve her biri hizli
uyarict norotransmisyona neden olmaktadir (Dingledine ve ark., 1999). Biitiin
iyonotropik glutamat reseptdrleri selektif olmayan katyon kanallaridir. Na®, K* gibi tek
degerlikli iyonlara ek olarak bazi durumlarda az miktarda Ca®* iyonunu da
gecirebilmektedir. AMPA, kainat ve NMDA reseptorlerinin aktivasyonu eksitator
postsinaptik cevap olusmasina neden olmaktadir. Diger ligand kapili kanallar gibi bu

reseptorler de bircok protein alt biriminin birlesmesi ile izoformlar olusturmaktadir

(Sekil 2.10).
GLUTAMAT
iyonotropik Metabotropik
(iGIuR) (mGIuR)

mGluR1

mGIuR5

mGluR4
mGluR2 mGluR6
mGIuR3 mGIuR7
mGIluR8

Hizli (eksitator) Yavas (eksitator) Yavas (inhibitdr)

Sekil 2.10. Glutamat reseptorleri.
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NMDA reseptorleri, MSS’deki sinaptik fonksiyonun diizenlenmesinde ¢ok dnemli olan
glutamat kapili iyon kanallaridir. Bu reseptorlerin NR1, NR2 ve NR3 alt birimleri
endoplazmik retikulumda heteromerik bir sekilde birleserek farkli fizyolojik ve
farmakolojik 6zellikte NMDAR olusmasini saglamaktadir. Her NMDAR alt birimi genis
bir amino (N) terminal i¢eren ekstraselliiler bolge, por sekillendiren bir ilmek bolgesi ve
hiicre i¢i karboksil (C) terminalinin bulundugu bélgeyi icermektedir. NMDA ressptorleri
ca® iyonuna oldukca gegirgendir ve bu reseptorler aracilig ile hiicre i¢ine giren Ca*
sinaptogenez, sinaptik yeniden modellenme ve LTP gibi sinaptik etkinligin uzun vadede
degistirildigi birgok stireci diizenlemektedir (Collingridge ve ark., 2004). NR2 alt birimi
NMDA reseptorlerinin  biyofiziksel ve farmakolojik  6zelliklerinin  ¢ogunu
belirlemektedir. Ayrica NMDA reseptorii montajini, hiicre i¢i sinyalizasyonu, reseptor

trafigini ve sinaptik hedefini diizenlemektedir (Collingridge ve ark., 2004).

NR2A alt birimi NR2B alt birimine gore glutamat i¢in daha diisiik afinite, belirgin
sekilde daha hizli bir kinetige ve daha biiylik bir kanal agikligina sahiptir. NR2C ve
NR2D altbirimleri diisiik iletkenlige sahipken Mg?* blokajina kars: hassasiyeti diisiiktiir.
NR3 alt biriminin ise ylizeyde ekspresyonu oldukg¢a az ve Ca®* gecirgenligi diisliktiir
(Cull-Candy ve Leszkiewicz, 2004).

NMDA reseptorii alt birimi kompozisyonuna gore reseptoriin iletkenligi, Mg2+ blokaj1 ve
Ca?* gecirgenligi degisiklik gostermektedir. NR2A/NR2B iceren reseptorlerin diger
reseptorlere kiyasla daha yiiksek iletkenlige (~50 pikosiemens (pS)) sahip oldugu, Ca*
gecirgenliginin fazla oldugu (pCa/pCs: ~7.5) ve Mg2+ blokajinin yiiksek duyarlilik
gerektirdigi (Inhibitér konsantrasyon (IC50): 15 uM, -70 mV ta) bilinmektedir (Paoletti,
2011).

Merkezi sinir sisteminde bulunan NMDA reseptorlerinin ¢ogu NR1 ve NR2
altbirimlerinin heteromerik sekilde birlesiminden olugmaktadir Sinaptik NMDA
reseptorleri fiziksel olarak hiicre i¢i sinyal proteinleri, fosfatazlar, kinaz reseptorleri ve
tip 1 metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuR) ile baglanan adaptor ve sinaptik yapi
proteinlerini organize eden postsinaptik yogunluklar (PSD) ile birlikte lokalize
olmaktadir. mGluR’ler sinaptik plastisite, uyarilabilirlik ve noronal baglantida rol
oynayan G protein bagli reseptorlerdir (Conn ve Pin, 1997). 95 kDa’luk sinapsla iliskili
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protein-95 (PSD-95) ve sinapsla iliskili protein-102 (SAP-102) sinaptik yap1 igerisinde
bulunan proteinlerdir ve modiiler bir PDZ baglanma bolgesi igermektedir. Bu PDZ
iceren protein NMDA reseptorlerini sabitleme fonksiyonunun yani sira reseptorlerin

hiicre igi trafigini ve dagilimim da diizenlemektedir (Kim ve Sheng, 2004).

Olgun Sinapslarda NMDAR Plastisitesi

Uzun siireli plastisiteden AMPA reseptortii ile birlikte NMDA reseptdrlerinin de katkida
bulundugu bilinmektedir. Aktiviteye bagl olarak dinamik olarak diizenlenen NMDA
reseptorlerinin sayis1 degisiklik gosterse de olgun sinapslarda reseptor alt birim
kompozisyonunun degisim gosterdigi diisiiniilmektedir. Hipokampal kesitlerde yapilan
calismalar AMPA reseptorleri aracili ile olusan LTP’nin ayn1 zamanda NMDA reseptorii
aracili LTP’yi de aktive ettigini gostermistir (Bashir ve ark., 1991). NMDA reseptorii
aracili LTP uyarilmas1 daha gii¢lii bir uyarilma profili gerektirmektedir ve genel olarak
AMPA reseptorii aracili LTP’ye gore daha yavas gelismektedir. Bunlara ek olarak, LTP
olusumunda AMPA ve NMDA reseptorlerinin hiicre i¢i ve ylizey hareketliliginin
farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Lau ve Zukin, 2007).

Mossy lifler-CA3 sinapslarinda, substantia nigra ve ventral tegmental alan (VTA)’da
bulunan dopaminerjik ndronlarin glutamaterjik sinapslarinda kisa sinaptik patlamalar,
AMPA reseptoriinde degisiklik olmaksizin NMDA reseptorii aracili LTP artisina neden
olmaktadir. NMDA reseptorii ile hiicre icine alinan Ca®* veya grup | metabotropik
glutamat reseptorii, adenozin 2A reseptorleri (A2aR) ve muskarinik asetilkolin
reseptorleri (mAChR) araciligr ile hiicre i¢i depolardan serbest birakilan Ca®, yeni
NMDA reseptorii igeren vezikiillerin membrana lokalizasyonunu tetiklemektedir.
NMDA reseptorii ekzositozuna ek olarak reseptorlerin lateral hareketi ve reseptor
kompozisyonunun diizenlenmesi gibi uzun siireli degisiklikler de Mossy lifleri ve CA3
sinapslarinda gerg¢eklesmektedir (Hunt ve Castillo, 2012) (Sekil 2.11). Perforant yolak-
dentat girus sinapslarinda NMDA reseptorii aracili LTP’de NR2D igeren ekstrasinaptik
reseptOrlerin sinaptik bolgeye difiizyonu ile reseptor alt birim kompozisyonu degisimi
miimkiin olmaktadir (Harney ve ark., 2008). CA1 bolgesindeki sinapslarda ise NMDA
reseptorii aracili ile gergeklesen LTP, sinaptik NR2A’nin miktarinda artisa neden
olmaktadir (Y. Peng ve ark., 2010).
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Plastisite uyariimasi

NMDA Reseptorleri Grup | mGIuR

AMPAR 1/2A  1/2B  1/2D 1/2A/1B AzaR ve mAChR

T OO0 W

Sekil 2.11. Olgun sinapsta NMDA reseptorii plastisitesi. (Paoletti ve ark., 2013)’dan alinarak
Tiirkgelestirilmistir.

Korteksin piramidal hiicrelerinde ve hipokampiiste dominant olarak bulunan NMDA
reseptoriiniin NR2A ve NR2B alt birimlerinin orani, postnatal donemde dinamik sekilde
degisiklige ugramaktadir (Monyer ve ark., 1994). Yetiskin beyninde miktar1 azalan
NR2B alt biriminin LTP’ye olan katkisinin sorgulandigr bir ¢alismada, sican
hipokampiisiinin CA1 bdlgesinde NR2B’nin en az NR2A alt birimi kadar LTP
uyarilmasina katki sagladigi saptanmustir (Liu ve ark., 2004). On beyin ve hipokampiiste
NR2B alt birimini overeksprese eden transgenik si¢anlar ile yapilan deneylerde, uzaysal
referans bellegini Olcen Morris Su Tanki testinde hayvanlarin hedef kadranda
gegirdikleri siirenin kontrol grubuna gore olduk¢a fazla oldugu gorilmiistiir. T-maze
testi ile uzaysal calisma bellegi 6l¢iildiigiinde ise NR2B overeksprese eden sicanlarin
performansinin anlaml sekilde fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica Schaffer kolaterali-
CAl yolagina uygulanan tek bir tetanik stimiilasyon ile transgenik hayvanlarda LTP nin
tetiklendigi ve boylece NMDA reseptorii NR2B alt biriminin hipokampal sinaptik iletim
ve plastisite tizerine etkisi oldugu saptanmistir (D. Wang, Cui, ve ark., 2009). Tim
bunlara ek olarak NR2B knockout veya NR2B alt birimi C-terminal kismi kesilmis olan

hayvanlarin dogar dogmaz 61diigii bilinmektedir (Sprengel ve ark., 1998).
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NR1/NR2B alt birimleri antagonistinin siganlara verildigi bir ¢calismada Morris Su tanki
testinde uzaysal hafizada herhangi bir degisim olmadig1 saptanmigtir (Guscott ve ark.,
2003).

Perkinton ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, NMDA reseptor
stimiilasyonunun Erk1/2 ve Akt sinyal yolaklarini uyardigi ve hedef CREB molekiiliiniin
fosforilasyonunu saglayarak sinaptik plastisite ve noronal gelisime katkida bulundugu
ortaya konmustur (Perkinton ve ark., 2002). Kiiltiire edilmis kortikal noronlarda Akt
aktivitesinin NMDA reseptorleri araciligiyla diizenlendigi bulunmustur. Yiksek
konsantrasyonlardaki NMDA’nin ise Akt ve Erk fosforilasyonunu diisiirerek sinaptik
plastisiteyi azaltmaktadir (Sutton ve Chandler, 2002). Tim bu bulgular NMDA
reseptorlerinin fizyolojik diizeyde aktivasyonunun hiicre igerisinde Akt ve Erk1/2
yolaklarini aktive ederek noronal sagkalima neden oldugunu; fakat patolojik seviyede

aktivasyonunun apoptotik siiregleri uyarabilecegini gostermektedir.

Sinaptik iletim ve plastisitede fonksiyon gosteren BDNF, NMDA reseptor
ekspresyonunu modiile etmektedir. Kiiltiire edilmis hipokampal noronlara akut BDNF
uygulamas1t NMDA reseptorii aktivitesi arttirmis ve NR1, NR2A, NR2B alt birimlerinin
mRNA ve protein ekpresyonu yiikselmistir (Caldeira ve ark., 2007). Plazma
membranindaki NMDA reseptorii alt birimlerinin kompozisyonunu degistiren BDNF,

aktivite bagimli olarak da reseptor aktivitesini diizenlemektedir (Crozier ve ark., 2008).

Glikojen sentaz kinaz NMDA reseptorlerinin aktivitesini diizenleyen bir diger hiicre igi
molekiildiir. GSK3’iin farmakolojik inhibisyonu veya susturulmasi kortikal piramidal
noronlarda NMDA-reseptor aracili sinaptik akimin uzun siireli bir sekilde azalmasina
yol agmaktadir (P. Chen ve ark., 2007). GSK3’iin NMDA reseptorlerini diizenlemedeki
rolii, PI3K/Akt yolagi inhibitérii Wortmanin kullantminin hipokampiiste NR2A ve
NR2B alt birimlerinin yiizey ekspresyonunu azaltmasi ile gosterilmistir. Lityum ve
SB216763 gibi GSK3 inhibitorlerinin de NMDAR ekspresyonlarini kontrol seviyelerine
cektigi gosterilmistir (L. Q. Zhu ve ark., 2007). Diisilk GSK3 seviyelerinde AMPA ve
NMDA reseptoriiniin NR2B alt birimlerini igeren klatrin kapli vezikiiller endositoz ile
hiicre igerisine alinmaktadir. GSK3 bagimli reseptdr internalizasyonu GDI: Rab5
kompleksinin ayrilmasini gerektirmektedir. Tersine; yiiksek GSK3 seviyelerinde NMDA
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ve AMPA reseptorleri plazma membraninda yiiksek oranda eksprese edilir ve reseptor

internalizasyonu engellenmektedir (Wildburger ve Laezza, 2012).

2.1.6. GSK3p Sinyali
Glikojen sentaz kinaz 3, tiim memeli ve Okaryotlarda bulunan ¢ok fonksiyonlu bir
serin/treonin kinazdir (Grimes ve Jope, 2001b). Glikojenin sentezinde anahtar bir
molekiil olan GSK3’iin ismi, glikojen sentazi1 fosforile etmesinden ileri gelmektedir.
GSK3 tarafindan fosforlanan glikojen sentaz enzimi inaktive olmaktadir. Memelilerde
iki farklt gen tarafindan kodlanan, fakat yiiksek sekans homolojisi gosteren GSK3,
baslica iki farkli tipe ayrilmaktadir: GSK3a (51 kDa) ve GSK3p (47 kDa). GSK3 protein
sentezi, glikojen metabolizmasi, hiicre mobilitesi, proliferasyon ve sagkalim gibi bir cok
sinyal yolaginin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Luo, 2009). Birbirine
oldukga yakin sekans homolojisi gosteren bu iki izoformun fonksiyonu ise birbirinden
farklilik gostermektedir. Bu izoformlar arasinda GSK3p merkezi sinir sisteminde daha
fazla eksprese olan ve daha ¢ok calisma yapilmis olandir. GSK3B’nin néronal gelisimin
erken donemlerinde nérogenez, néronal migrasyon, farklilagsma, sagkalim gibi bir ¢ok

erken donem noronal diizenlenmede rol oynamaktadir.

GSK3p Aktivitesinin Diizenlenmesi

GSK3p dinlenim durumunda aktif olan ve ¢esitli eksternal sinyallere cevap olarak hizli
ve gecici bir inhibisyon saglayan enzimdir (Grimes ve Jope, 2001b). GSK3f’nin
aktivitesi bolge spesifik fosforilasyon ile diizenlenmektedir. GSK3B’nin tirozin 216
(Tyr216) pozisyonundan fosforillenmesi aktif olmasina neden olurken; serin 9 (Ser9)
pozisyonundan fosforlanmasi GSK3f aktivitesini inhibe etmektedir. Ser9 bolgesine
fosfor eklenmesi en yaygin ve en Onemli diizenleyici mekanizmadir. P70 S6 kinaz,
Erkl1/2, Akt, PKC ve PKA gibi kinazlar tarafindan Ser9 pozisyonundan fosforile
olabilmektedir (Grimes ve Jope, 2001b; Kaytor ve Orr, 2002). GSK3B’nin aktivitesini
arttiran Tyr216 pozisyonundan fosforillenme hiicre igi Ca* seviyesindeki degisiklikler
ile veya bir Ca-bagimli tirozin kinaz ile uyarilmaktadir (Hartigan ve Johnson, 1999;
Lesort ve ark., 1999).

GSK3p fosforillenme bolgesinden bagimsiz bir sekilde, hiicre i¢i lokalizasyonuna bagh

olarak da aktive olabilmektedir (Baltzis ve ark., 2007). GSK3B’ nin substrati olan Tau
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sitozolik iken diger substratlar1 olan trankripsiyon faktorleri niiklear formdadir ve
GSK3p da bu iki proteinin aktivitesini diizenleyebilmek igin hem sitozolde hem de
niikleusta bulunabilmektedir. Diehl ve arkadaslari1 hiicre siklusunun S fazinda niiklear

GSK3p’nin bir artig gosterdigini bulmustur (Diehl ve ark., 1998).

GSK3p 40’tan fazla glikojen metabolizmasi, transkripsiyon, translasyon, hiicre
farklilagsmasi, proliferasyon, sitoiskelet ve apoptosis ile iligkili proteinin fonksiyonunu
diizenlemektedir (Grimes ve Jope, 2001b; Manoukian ve Woodgett, 2002; Luo, 2009).
Metabolik sinyal proteinlerinden bazilari; asetilCoA karboksilaz, amiloid prekiirsor
protein, siklik AMP-bagimli protein kinaz, glikojen sentaz, insiilin reseptor substrat-1
(IRS-1) ve piriivat dehidrogenazdir. Mikrotiibiil-iligkili protein 1B (MAP1B), néronal
hiicre-adezyon molekiilii (NCAM) ve dinamin-benzeri yapisal proteinlere ek olarak f-
katenin, CREB, niiklear faktor kappa B (NF-kB), glukokortikoid reseptor, aktive edilmis
T hiicresi niiklear faktorii (NFAT) gibi transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonunu da

regiile etmektedir.

Noronal Gelisimde GSK3p’nin Rolii

GSK3p tiim dokularda yiiksek seviyede eksprese olmakta iken merkezi sinir sisteminde
de yaygin sekilde bulundugu bilinmektedir (Woodgett, 1990). Ozellikle gelismekte olan
beyinde noronlar basta olmak Tlizere astrositlerde de eksprese oldugu bilinmektedir
(Leroy ve Brion, 1999). Yapilan bir ¢alismada embriyonik donemin ilk 18 giiniinde
sican beyninde GSK3p ekspresyonunun maksimum seviyeye ulastigi, bunun yetiskinlik
ile birlikte azaldig1 bulunmustur (Leroy ve Brion, 1999). Yetiskin beyninde dendritlerin
proksimal kisminda ve perikaryada immunoreaktivite gosterdigi, embriyolojik donemde
ise Ozellikle akson boyunca bulundugu tespit edilmistir. Tiim bu bulgular GSK3p’nin

noronal gelisimde onemli bir fonksiyona sahip oldugunu gdstermektedir.

GSK3p gelisim gosteren beyinde noroblastlardan ¢ok postmitotik noronlarda eksprese
olmaktadir (Leroy ve Brion, 1999). Ozellikle mikrosefali durumunda aktif GSK3p’nin
noronlarda overeksprese oldugu bulunmustur (Spittaels ve ark., 2000). Bununla birlikte
GSK3p’nin inhibe olmasi ile in vitro’da cerebellar graniiler néron progenitdrlerinin
proliferasyonunun uyarildigi; aktivasyonu ile de néronal prekiirsorlerin boliinmesinin
baskilandig1 tespit edilmistir (Cui ve ark., 1998). GSK3’iin bir inhibitorii olan lityumun
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in vitro yetiskin dentat girus-kokenli noronal prekiirsor hiicrelerin prolifesyonunu
arttirdigr  gosterilmistir (Boku ve ark., 2009). Diger bir GSK3p inhibitorii olan
SB216763 hipokampal norogenezi arttirmaktadir (Guo ve ark., 2012). Dolayisiyla
arastirmacilar, GSK3p’nin beyin gelisiminde proliferasyonu ve ndrogenezi negatif
yonde diizenledigini iddia etmektedir. Bununla birlikte aktivator protein-1 (AP-1) ve
NF-kB gibi mitojenik transkripsiyon faktorlerini inhibe ederek regiilasyonda rol oynayan
GSK3p; hiicre siklusunda gorev alan siklin D1 ve D2 gibi diizenleyici proteinlerin

aktivitelerini de baskilamaktadir (Diehl ve ark., 1998; Ma ve ark., 2007; Luo, 2009).

Noronal Farkhlagsma

Noronal polarizasyon ve ndrit gelisimi onemli morfolojik degisiklikleri ve noronal
sitoiskelet elemanlarinin yeniden diizenlenmesini gerektiren bir siirectir. Bu polarite ve
aksonal biiylimede birkagc MAP1B ve Tau gibi GSK3p’nin substrati olan proteinler
onemli rol oynamaktadir (Barth ve ark., 2008). GSK3p’nin néronlarda overekspresyonu,
farede postnatal maturasyona ve noronal farklilasmaya neden olmaktadir (Spittaels ve
ark., 2000; Spittaels ve ark., 2002). In vitro ¢alismalarda secici inhibitorler ile GSK3p
inhibe edildiginde norit gelisiminin gerceklestigi; zit sekilde GSK3p aktivasyonu ile
noronal kisalma gergeklestigi bulunmustur (Munoz-Montano ve ark., 1999; Orme ve
ark., 2003). Ek olarak, fare kortikal noronal hiicre hattinda GSK3B’nin inaktivasyonu
leptin aracili bir artis ile aksonal biiyiimeye neden olmustur (Valerio ve ark., 2006).
Bununla birlikte GSK3p’nin néronal kok hiicre farklilagsmasini negatif yonde
diizenledigi bulunmustur. SB216763 ile GSK3B’nin inhibe edilmesi yetiskin rat
subventrikiiler zondan izole edilen noronal kok hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
etmistir (Maurer ve ark., 2007). Ayrica spinal kord hasari sonrasinda aksonal
rejenerasyon i¢in GSK3f inaktivasyonunun yararli oldugunu diislinen aragtirmacilar da

mevcuttur (Dill ve ark., 2008).

Diger taraftan, bazi arastirmalar ise GSK3 aktivitesinin aksonal uzama ve ndrit geisimi
i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Ornegin; lityum veya diger GSK3p inhibitérlerinin
rat hipokampal hiicre kiiltiiriinde ve duysal ndronlarda akson uzama oranin1 ve norit

gelisimini azalttigi bulunmustur (Takahashi ve ark., 1999; Owen ve Gordon-Weeks,
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2003). Dolayisiyla GSK3B’nin noéronal farklilasma ve aksonal uzama ile ilgili zit iki

etkisine dair ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir.

GSK3p ve Noronal Sagkalim

GSK3p, immatiir ndronlar veya néronal prekiirsorlerin 6liim ve sagkaliminda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Embriyonik fare beyninden elde edilen noronal prekiirsor hiicrelerde
GSK3p’nin aktivasyonu apoptotik sinyali uyarmaktadir (Eom ve ark., 2007). Fakat
yapilan ¢alismada GSK3p inhibitorii olan lityum uygulamasi immatiir cerebellar
graniiler hiicrelerin apoptozuna yol agmistir; matiir néronlarda ise sag kalimi1 saglamistir
(D'Mello ve ark., 1994). Arastirmacilar GSK3B’nin oksidatif stres, endoplazmik
retlikulum stresi gibi ¢evresel ve hiicresel ¢esitli streslere cevap olarak noéronal Sliimii
uyardigin1 diisiinmektedir (Bhat ve ark., 2000; L. Song ve ark., 2002; Takadera ve ark.,
2007). GSK3p, hiicre i¢indeki pro-apoptotik proteinleri (Bax gibi) direkt fosforile
ederek, bunlarin noronal apoptozis sirasinda mitokondriyal lokalizasyonunu
saglamaktadir (Linseman ve ark., 2004). Yapilan bir diger ¢alismada ise GSK3f’nin
aktivasyonu NF-xkB  aracili ndronal sagkalimi  antagonize ederek hiicre

yasayabilirligininin azalmasina neden olmaktadir (Sui ve ark., 2006).

GSK3B merkezi sinir sisteminin gelisimi esnasinda noéronlarda lokalize olan bir
proteindir ve ekspresyonu gelisimsel olarak regiile edilmektedir ve immatiir beyinde
nérogenez, ndronal migrasyon, farklilasma ve sagkalim gibi ¢esitli gelisimsel olay1
diizenlemektedir. Eksternal sinyallere olduk¢a hassas olan GSK3f, nutrient
deprivasyonu, oksidatif stres, ER stresi gibi ¢esitli etkilerle aktivitesi
degistirebilmektedir. Bu yiizden GSK3f, MSS gelisiminde esansiyel bir rol oynamanin
yant sira cesitli c¢evresel uyarilarin neden oldugu hasarlara karsi ndronal cevabi

belirmekte gorev almaktadir.

Sinaptik Plastisitede GSK3p’nmin Rolii

GSK3’in o ve P izoformlarnin her ikisi de aym hiicresel kompartmanda

bulunmamaktadir. GSK3f mitokondri ve sinaptozomlarda lokalize olurken alfa

izoformu buralarda bulunmamaktadir (Hoshi ve ark., 1995). Bu yilizden GSK3p sinaptik

plastisiteyi direkt olarak diizenlerken GSK3o bunu ancak gen ekspresyonunu

diizenleyerek, indirekt yoldan yapmaktadir (Beaulieu ve ark., 2011; Polter ve Li, 2011).
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Ayni substratlara etki edebilirken (Tau gibi) farkli fonksiyon gosterebilmektedirler.
GSK3a knockout farelerde insiilin duyarlilign gelisirken GSK3p knockout fareler
embriyonik donemde 6lmektedir (Hoeflich ve ark., 2000; MacAulay ve ark., 2007).
Uzun siire lityum tedavisi almis kisilerde GSK3 aktivitesi baskilanmis, fakat bu tedaviyi
almamis kontrol hastalara gore demans riskinin arttigi gosterilmistir (Dunn ve ark.,
2005). Bu sonug, GSK3 aktivitesinin normal beyin fonksiyonunun siirdiiriilebilmesi igin
gerekli oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte GSK3B’nin asir1 aktivasyonunun
norofibriler yumak olusumunu arttirarak ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarin olusumunu

uyardigi bilinmektedir.

Bellek sekillenmesinin altinda yatan noronal plastisite, pre- ve post sinaptik
fonksiyonlarin degistirilmesi ile miimkiin olmaktadir (Hernandez ve ark., 2002). Yapilan
calismalar GSK3 modiilasyonunun ndronal plastisite uyarilmasi ve ekspresyonu
tizerinde dogrudan bir etkisi oldugunu gostermistir (Bradley ve ark., 2012). Ayrica
plastisiteyi etkileyen sinaptik stimiiliistin GSK3 aktivitesini de etkiledigi bilinmektedir
(Szatmari ve ark., 2005). GSK3 inhibisyonu ile NMDA ve AMPA reseptorlerinin
internalizasyonu uyarilmaktadir (P. Chen ve ark., 2007). Arastirmacilar bu bilgi 1s1ginda
LTD’nin altinda yatan mekanizmaya GSK3’iin katkida bulunabilecegini diistinmektedir

(Beattie ve ark., 2000).

Ogrenme uyarisinin alinmasi ile ilk olarak birkag saat siiren kisa siireli bellek olusumu
gerceklesmektedir ve bunu takiben bir konsolidasyon siirecinden ge¢mesi ile uzun
donem bellege ¢evrilmesi s6z konusudur. Aktif bellek geri ¢cagirma ve gilincellenen uzun
sireli bellek ile sekillenmektedir. Bu giincellenen bellek bir rekonsolidasyon siireci
aracilt ile uzun donem bellege doniismektedir. Dolayisiyla rekonsolidasyon igin
giincellenmis aktif bir bellek ve uzun donem bellegin siirdiiriilmesi gerekmektedir. Bu
konsolidasyon ve rekonsolidasyon siirecinde farkli molekiiler yolaklar kullanilsa da her
ikisinde de protein sentezi bagimhi degisiklikler goriilmektedir (Nader ve ark., 2000;
Morris ve ark., 2006). Yapilan ¢alismalarda heterozigot GSK3p fareler kontrol fareler ile
karsilastirilldiginda saglikli, fertil, normal lokomotor aktivite ve sirkadien ritme sahip

olduklar1 goriilmiistiir (Hoeflich ve ark., 2000).
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Kimura ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢aligmada sartsiz uyarana cevap olarak
heterozigot GSK3p ve yabanil tip fareler arasinda donma zamani agisindan herhangi bir
farklilhk goriilmemistir (Kimura ve ark., 2008). Bu ¢alismada GSK3B™" farelerde bellek
konsolidasyonu ve sekillenmesi bakimindan herhangi bir bozukluk olmadigi ve bu
bellegin en az 7 giin boyunca siirdiiriildiigii gosterilmistir (Kimura ve ark., 2008). Fakat
rekonsolidasyonda heterozigot GSK3p farelerin 7.glinde daha kisa donma zamani
gosterdigi bulunmustur (Kimura ve ark., 2008). Ek olarak GSK3B*" hayvanlarm bellegi
tekrar aktive olmazsa, 7 giin boyunca uzun siireli bellegi stabilize edip Ogrenme
fonksiyonunu yerine getirmektedir. Fakat bu heterozigot fareler testten Once bellek
tekrar aktive olmadiginda rekonsolidasyonu basaramamaktadir. Bu bilgiler GSK3 nin
aktivasyonunun bellek rekonsolidasyonu veya siirdiiriilmesinde gerekli oldugunu

gostermektedir.

2.1.7. Adropin
Adropin insanda 9.kromozomda bulunan Enerji Homeostazisi-iliskili Gen (Enho)
tarafindan kodlanan 4.9 kDa agirliginda bir peptidtir (Kumar ve ark., 2008; Aydin,
2014). Merkezi sinir sistemindeki ¢esitli organlarda (ndronlar, noroglial hiicreler, pia
mater, vaskiiler alan, Purkinje hiicreleri ve graniiler tabaka) bulunmakla birlikte kalp,
bobrek, karaciger, pankreas ve insan gobek kordonunda eksprese olmaktadir (Lovren ve

ark., 2010; Aydin ve ark., 2013; Aydin, 2014).

2008 yilinda Kumar ve sonraki yillarda Aydin adli arastirmact ve arkadaslar1 adropinin
lipid homeostazisi ve kan glikozunu diizenleyici etkisini bulmuslardir (Kumar ve ark.,
2008; Aydin, 2014). Lovren 2010 yilinda adropinin endotel iizerine koruyucu etki
gosterdigini ortaya koymustur . Bu ¢alismada adropin VEGFR2’1 ve onun hiicre ici
sinyal yolaklarini aktive ederek etki gostermistir. Hiicre icerisinde PI3K/Akt ve Erk1/2
yolaklarina etki etmistir. Bununla birlikte adropin, eNOS ekspresyonunu modiile
etmektedir (Lovren ve ark., 2010). Adropin endotel hiicrelerin proliferasyonunu,
gOciinii, kapiller benzeri yap1 olusumunu arttirmis; endotelial permeabiliteyi azaltmistir

(Lovren ve ark., 2010; Yang ve ark., 2016).

Adropin, glikoz oksidasyonunda hiz sinirlayici bir enzim olan piriivat dehidrogenaz
(PDH) enzimini aktive etmis ve mitokondriyal fonksiyonu arttirmistir. Yag asidi
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oksidasyonunda gorev yapan iki anahtar enzim olan karnitin palmitoltransferaz-1B
(CPT-1B) ve farklilasma kiimesi 36 (CD36)’nin aktivitesini baskilayarak yag asidi
oksidasyonunda da rol oynamaktadir (Gao ve ark., 2015).

Adropin aterogenez ve kardiyovaskiiler hastaliklarin diizenlenmesinde koruyucu bir role
sahiptir (L. Wu ve ark., 2014; L. Li ve ark., 2016; L. P. Zhao ve ark., 2016). Serum
adropin seviyesi, kardiyovaskiiler hastalik ve koroner ateroskleroz i¢in bir risk faktorii
olan serum homosistein seviyesi ile ters iligkilidir (L. P. Zhao ve ark., 2016). Kardiyak
sendrom X ve stabil koroner arter hastaligina sahip hastalarin serum adropin seviyesi
diisiik bulunmustur (Celik ve ark., 2013; L. P. Zhao ve ark., 2015). Akut miyokard
infarktiisii baglangicinda serum adropin seviyesi kontrol grubundan daha diisiik seyreder
iken; izleyen 1 ve 24.saatlerde adropin seviyesinin arttig1 bulunmustur (Aydin, 2014; H.
Y. Yu ve ark., 2014). Plazma adropin seviyesi kalp yetmezliginin siddeti ile dogru
orantida iken sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile arasinda negatif bir korelasyon

bulunmaktadir (Lian ve ark., 2011).

Adropin, ndronal tanima molekiilii 3 (NB3) aracili ile membrana bagl bir protein olan
Notchl sinyal yolagini modiile etmektedir. NB-3, Notch1’in ligand1 olarak gdrev alan,
kontaktin ailesine ait bir proteindir ve sinir sistemi gelisimi sirasinda hiicre ylizey
etkilesimine aracilik etmektedir. Wong ve arkadaslarinin yaptigi calismada adropinin
NB3/Notch sinyal yolagi araciligi ile lokomotor aktivite ve motor koordinasyonu
diizenledigi, ayrica serebellum gelisiminde de dnemli bir rol oynadigi bulunmustur (C.

M. Wong ve ark., 2014).

Adropin ve Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktor Reseptorii 2 (VEGFR?2)

VEGFR?2, 6zellikle endotel hiicrelerinde eksprese edilen bir tirozin kinaz reseptorii olup,
endotel fonksiyonunu ve anjiogenesisi diizenlemektedir. Adropin, VEGFR2
ekspresyonunu arttirarak PI3K/Akt ve Erk1/2 yolaklarimi aktive eder, eNOS’u arttirarak
nitrik oksit (NO) biyoyararlanimint modiile etmektedir (Lovren ve ark., 2010).

Hipoksik sartlar hipoksi-uyaric1 faktor-lo (HIF-1a) ve VEGFR2 gen ekspresyonunu
uyarmaktadir (Mu ve ark., 2003). HIF-1a degredasyonunda anahtar bir enzim gorevi

goren prolilhidroksilaz inhibitorleri ile mezensimal hiicreler uyarilirsa, mezensimal kok
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hiicrelerin néron benzeri hiicrelere donilisiimii saglanmaktadir (Pacary ve ark., 2006).
Iskemik sartlar altinda HIF-1a iiretimi eritropoietin (EPO), p21 ve VEGF gibi nérojenik
faktorlerin yapimini indiiklemektedir (Jin ve ark., 2002; X. B. Yu ve ark., 2002; Pacary
ve ark., 2006). Iskemik inme olusturulan hayvan modellerinde VEGF’in néroprotektif
etki gosterdigi (daha kiiciik infarct alani), noérogenezde rol oynadigr (ndronal
prekiirsorlerin erken ve gec¢ fazinda) ve anjiogeneze katkida bulundugu (endotel hiicre
proliferasyonu, hiicre gogii, sag kalimi ve vaskiiler gegirgenlik) gosterilmistir (Jin, Mao,
ve ark., 2001; Sun ve ark., 2003; Shimotake ve ark., 2010). N6rogenez ve anjiogenezin
birlikte gelistigi bilinmesine ragmen, VEGF nin nérotrofik potansiyeli anjiyogenezden
bagimsizdir. VEGF bu fonksiyonu, aksonal biiylimeyi uyararak, bununla birlikte kalpain
ve kaspaz-3 bagimli mekanizmalar araciligi ile hiicre 6limiinii baskilayarak yapmaktadir

(Sondell ve ark., 2000; Jin, Mao, ve ark., 2001; Shimotake ve ark., 2010).

Son yapilan c¢alismalarda Rho/Rho iliskili protein kinaz (ROCK) sinyal yolaginin
inhibisyonunun HIF-1o aktivitesini artttirdigt ve EPO, VEGF ve p21 proteinlerini
upregiile ederek nérogenezi uyardig: tespit edilmistir (Pacary ve ark., 2007; Pacary ve
ark., 2008). Adropinin VEGF seviyesini etkilemeksizin Rho/ROCK yolagini inhibe
ederek norogeneze katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir (Yang ve ark., 2016).

Adropin ve G Protein-bagh Reseptor (GPR19)

Stein ve arkadaglar1 2016 yilinda adropinin potansiyel reseptorii olarak GPR19’u
tanimlanmislardir (Stein ve ark., 2016). GPR19, Noropeptid-Y reseptoriine benzer
ozellikler gosteren, dopamin D2 reseptor ailesinden bir transmembran reseptordiir
(O'Dowd ve ark., 1996). GPR19 reseptorii serebellum, kaudat, putamen, talamus,
hipotalamus, hipokampiis, frontal korteks ve olfaktor bulbusta eksprese olmaktadir
(O'Dowd ve ark., 1996; Hoffmeister-Ullerich ve ark., 2004). GPR19 transkriptlerinin
erken embriyogenesiste ndroektodermal orjinli dokularda bulundugu tespit edilmistir
(Hoffmeister-Ullerich ve ark., 2004). Serebral noronlarda bu reseptoriin uyarilmasi ile
birlikte Erk1/2 ve Akt fosforilasyonunun arttigi gosterilmistir (Hossain ve ark., 2016).
Yakin zamanlarda Stein ve arkadaslari, adropinin GPR19 reseptorii ile su aliminin

inhibisyonuna neden oldugunu bulmustur (Stein ve ark., 2016). Dolayisiyla, GPR19
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reseptOriiniin dagilimi ve altinda yer alan potansiyel sinyal yolaklari ndronal gelisim ve

korumada adropinin 6nemli etkilere sahip olabilecegini gdstermektedir.

Adropin ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Adropinin endotel iizerine koruyucu fonksiyonundan biri de NO biyoyararlaniminin
diizenlenmesi iledir (Lovren ve ark., 2010). NO anjiogenezi ve vaskiilogenezisi
uyarirken, anti-aterosklerotik, anti-inflamatuvar ve anti-trombotik faktor olarak da etki

gostermektedir.

Nitrik oksit olusmasini saglayan NOS enziminin ekspresyonu, PI3K/Akt ve Erkl1/2
sinyal yolaklar ile arttirillmaktadir (Lovren ve ark., 2010; B. Peng ve ark., 2012). NOS
polimorfizmi veya endotelial NOS ekspresyonunun azalmasi spontan serebral
thrombosis ve infarktiisii, kan beyin bariyeri bozulmasi ve Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklara neden olan kognitif bozukluklar ile iligkilidir (Hassan ve
ark., 2004; Jeynes ve Provias, 2009; Tan ve ark., 2015).

Adropin in vitro ve in vivo endotel hiicrelerinde NOS ekspresyonunu arttirarak
proliferasyona, migrasyona ve kapiller benzeri tiip olusumuna neden olmakta; bununla
birlikte bu hiicrelerin apoptozunu ve permeabilitesini azaltmaktadir (Lovren ve ark.,
2010). Ayrica NOS’un upregiilasyonu, serebral kan akimimi arttirken serebral iskemi,
apoptoz, inflamasyon ve stres-indiiklii hipotansiyonun énlenmesini saglamaktadir (H. Y.
Lin ve ark., 2010).

Adropin ve Ekstraselliiler Sinyal-Diizenleyici Kinazlar 1/2 (Erk1/2)

Erk1/2 mitojen-aktive protein kinaz ailesinin bir iiyesidir. Adropin VEGFR2 aracili ile
Erk1/2 yolagmi aktive ederek BDNF gibi proteinlerin ekspresyonunu arttirmaktadir
(Lovren ve ark., 2010). BDNF, beyin hasar1 ve iskemisini takiben noéronal gelisim,
farklilagsma, sag kalim ve norolojik fonksiyonlarin diizelmesi gibi olaylara katkida
bulunmaktadir (Y. M. Zhu ve ark., 2013; Y. Zhao ve ark., 2014; H. Wu ve ark., 2015).
Iskemi sonras1 Erk1/2 yolagi aracilign ile BDNF iiretimini arttirmakta ve reperfiizyon
hasarin1 azaltmaktadir (H. Wu ve ark., 2015). Ek olarak, Erk1/2 aktivasyonu niiklear
faktor eritroid 2-iligkili faktor 2 (Nrf2)’yi uyarmakta ve beta-amiloid indiiklii hiicre

Oliimii ve oksidatif strese karsi noronlar1 korumaktadir.
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Adropin ve PI3K/Akt Sinyal Yolag:

PI3K VEGEF, sitokinler, insiilin ve diger hiicresel stimuluslara cevaben Akt’nin
fosforilasyonunu uyarmaktadir. Akt’nin aktivasyonu 308. pozisyonda treonin ve 473.
pozisyonda serin amino asidinin fosforlanmasim1  gerektirmektedir.  Ser-473
pozisyonundan fosforlandiginda Akt diger fosforlanmaya gerek duymadan aktive
olmaktadir (H. Y. Wang, Wang, ve ark.,, 2009). Adropin Ser-473 bdlgesinden
fosforillenmeyi uyararak Akt’yi aktive edebilmektedir (Lovren ve ark., 2010).

Fosforile olan Akt hiicre siklusunun devami, proliferasyon, farklilasma ve sag kalimi
uyarmaktadir (Manning ve Cantley, 2007). Ayrica bu yolak anjiogenesis, noéronal
rejenerasyon, sinaptik plastisite, inflamatuvar cevap ve apoptosis gibi 6nemli olaylarda
rolii olan rapamisinin memeli hedefi (MTOR) hiicre i¢i ligandinin tetikleyicisidir

(Annovazzi ve ark., 2009).

Alzheimer, Parkinson ve Huntington Hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar defektif
Akt sinyali ile iligkilidir (Colin ve ark., 2005; Saavedra ve ark., 2010). Benzer sekilde,
hasarli Akt/GSK3f sinyali sizofreni, bipolar bozukluk gibi ¢esitli noropsikiyatrik
hastaliklarin patofizyolojisinde gorev almaktadir (Emamian 2004; Jope 2011). Adropin
ile aktive olan PI3K/Akt aktivasyonunun sizofreni, Parkinson gibi hastaliklarda terapotik
bir potansiyele sahip olabilecegi yapilan arastirmalar ile 6ne siirilmiistiir (Burke 2007;
Timmons 2009; Schwab 2005).

Adropinin lokomotor aktiviteyi ve motor koordinasyonu diizenleyici etkisi bilinmekle
birlikte, 6grenme ve bellek iizerindeki etkisini inceleyen herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Projemizde adropinin uzaysal 6grenme ve bellek {izerine olan etkisi
ve mekanizmasi arastirilmistir. Adropinin 6grenme ve bellek olusumunda rol oynayan
AKT, CREB, BDNF, MAPK, GSK3p, NMDA reseptorii NR2B proteinlerinin
ekspresyon seviyesi, glutamin ve glutamik asit miktari {izerine etkisini belirleyen ve

davranig deneyleri ile destekleyen ilk arastirmadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gergeklestirilen bu ¢alismada 3 aylik, ortalama 280-320 gr agirliginda, erkek Sprague-
Dawley sicanlar kullanilmistir. Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Bakim ve Uretim Unitesi’nden temin edilen hayvanlar, sicakligi 22 + 2°C olan ve 12
saat aydinlik-karanlik periyodunda bir odada barindirilmistir. Siganlar ticari yem ve
cesme suyu ile beslenmistir. Deneysel calismalar icin Akdeniz Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
etik kurul onay1 alinmistir (B.30.2.AKD.0.05.07.00/50).

3.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Sicanlar deneyin baslangicinda rastgele bir sekilde iki gruba ayrilmistir.

Tablo 3.1. Deneysel prosediirler igin belirlenen deney gruplari

Deney Gruplan Tlac Uygulamalan

Kontrol (n=15) % 0.9’luk NaCl (icv)

Adropin (n=15) 1 nmol dozda % 0.9’luk NaCl icinde
¢oziilmiis adropin (icv)

3.2. Deney Protokolii
Hayvanlar deneylerden birka¢ giin Once deney yapilacak davranig laboratuvaria
alimarak deney ortamina alismalar1 saglanmistir. Bu alisma siirecini takiben lateral
ventrikiile kaniil yerlesimi yapilip 3 giin boyunca toparlanma periyoduna sokulmustur.
Kaniil yerlesimi dogrulandiktan sonra her giin ayni1 saatte adropin grubu siganlara 1
nmol dozda adropin enjekte edilmistir, kontrol grubu hayvanlara da adropinin ¢oziiciisii
% 0.9’luk NaCl ayn1 oranda uygulanmistir. Adropin uygulamasi ile birlikte uzaysal
hafizay1 degerlendiren Morris Su Tanki testi ve enjeksiyon bitimini takiben 6 ve 7.
giinlerde obje lokalizasyon testi gerceklestirilmistir. 7. Giinde si¢anlarin motor aktivite
davraniglar1 lokomotor aktivite testiyle ol¢lilmiistiir ve takiben Y maze testi ile uzaysal

calisma bellegi degerlendirilmistir. Davranis deneyleri ardindan sakrifiye edilen sigan
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hipokampiisleri izole edilerek biyokimyasal analizler igin -80%’de saklanmustir (Sekil

3.1).

Lokomotor
aktivite

icv kaniilasyon

OLT Y maze
* I it i /
t

r t t ¥ -
-5 -3 0 6 7
s dberronsmens [konrmsnromnrmenneonnone | 4
Ahsarma Toparlanma Adropin/SF enjeksivonu
Sakrifikasyon
Bivokimyasal
analizler

Sekil 3.1. Deney protokolii. OLT: Obje lokalizasyon testi, icv: intraserebroventrikiiler.

3.3. Intraserebroventrikiiler Kaniilasyon (ICV) Uygulamasi
Hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (12 mg/kg) anestezisinin intraperitoneal
olarak uygulanmasi ile anesteziye alinarak 37°C’lik 1s1 pedi iizerinde stereotaksik
cergeveye sabitlenmistir. Gz kurumasini engellemek amaciyla 1 gr vazelin her iki goze
kulak ¢ubugu yardimiyla uygulanmistir. Ardindan sagittal bir siitur yardimiyla periost
temizlenerek bregma aciga cikarilmistir (Sekil 3.2). Bregma ve lambda noktalar
referans alinarak rostro-kaudal eksende egim ortadan kaldirildiktan sonra sag lateral
ventrikiile yerlestirilecek olan kaniilasyon islemi i¢in bregma referans alinarak 0.8 mm
anteroposterior (AP); -1.4 mm mediolateral (ML); -2.2 mm dorsoventral (DV)
koordinatlarinda kafatasina 1 mm ¢apinda bir delik acilmistir. 26G kalinligindaki plastik
kaniil bu koordinatlarda sag lateral ventrikiile yerlestirilmistir. Kaniil, dental sement ile
kafatasina sabitlenmistir ve 3.0 cerrahi ipek iplik ile cilt kapatilmistir. Cerrahi islemler
sirasinda gerceklesen su kaybimi onlemek icin 1 ml SF subkutan olarak enjekte
edilmistir. Cerrahi islemleri takiben iki giin boyunca agr1 kesici olarak 1 mg/kg dozda
meloksikam intraperitoneal olarak uygulanmustir. Intraserebroventrikiiler kaniil
yerlesimini dogrulamak i¢in cerrahi islemden {i¢ giin sonra sicanlara yerlestirilen kaniil

araciligiyla 150 ng anjiotensin-II uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi, siganlar kafeslerine
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konmus ve suya erigimine izin verilmistir. 120 sn i¢inde su tiiketmeyen hayvanlar
kaniilasyon isleminin lateral ventrikiile gerceklesmemesinden dolayr deney disi
birakilmis, 120 sn igerisinde su tiikketen hayvanlar deney prosediiriine devam ettirilmistir
(Bulbul ve ark., 2019).

Sekil 3.2. Stereotaksik ¢ergeveye siganlarin yerlestirilmesi.

3.4. Adropin Uygulamasi

Uc giinliik toparlanma siirecinin ardindan adropin grubu hayvanlarin lateral
ventrikiillerine adropin (Phoenix Pharmaceuticals, USA) steril % 0.9’luk NaCl igerisinde
¢oziilerek, 1 nmol dozda, 5 pl hacminde, alt1 giin boyunca ayni saatte enjekte edilmistir.
Kontrol grubu hayvanlara ise lateral ventrikiile steril % 0.9’luk NaCl uygulanmistir.
Uygun adropin dozu ¢aligsma oncesinde denenmistir. Beyin dokusunda eksprese olan ng
adropin/mg doku miktarina gore adropin dozu se¢ilmistir (Aydin ve ark., 2013; Stein ve
ark., 2016).

3.5. Parametreler

3.5.1. Agirhk Takibi
Deney siiresi boyunca hayvanlarin agirliklar takip edilerek kaydedilmistir.
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3.5.2. Motor Aktivitenin Belirlenmesi
Lokomotor aktivite, agik alan aktivite izleme sistemi (MAY 9908 model aktivite
gorintiileyici sistem: Commat LTD, Tiirkiye) kullanilarak ol¢iilmiistiir. 42 cm x 42 cm x
42 cm boyutlarina sahip bu sistem, deney hayvaninin hareketini algilayan kizilotesi
fotoseller ile donatilmistir. Kafeslerin yan bloklarinda, yerden 4,5 cm yiikseklikte ve 2,5
cm araliklarla on bes yayict ve algilayic1 fotosel c¢ifti bulunmaktadir. Diger on bes
fotosel ¢ifti ise yerden 8 cm yukariya yerlestirilmistir. Deney hayvaninin bu agik alanin
ortasina konmasi ile 5 dakika siire ile tek bir kayit alinmistir. Fotosel i1sinlarinin
kesilmesi IBM-uyumlu bir bilgisayar sistemi ile belirlenmistir ve deney hayvanlarinin

lokasyonu 0,1 sn hassasiyetteki yazilim ile hesaplanmigtir (Ozkan ve ark., 2016).

Deney hayvanimin lokasyonunun tamamen degismesi ile olusan aktivite ambulatuvar
aktivite (denegin kafes icinde dikilme haricinde yaptig1 her tiirlii hareket) olarak
kaydedilmistir. Bu sistem ile alinan mesafeye ek olarak, hayvanin vertikal, horizontal ve
ambulatuvar hareketlerinin tamamin1 kapsayan toplam lokomotor aktivitesi de

Olclilmiistiir.

Sekil 3.3. Lokomotor aktivite kafesi.

3.5.3. Uzaysal Hafiza ve Ogrenmenin Degerlendirilmesi

Morris Su Tanki (Morris Water Maze = MWM) Testi
Uzaysal hafiza ve bellegin degerlendirilmesinde kullanilan Morris Su Tanki Testi

(MWM) ¢ap1 150 cm, yiiksekligi 60 cm olan zemini ve i¢ duvarlari siyah renkte olan,
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daire seklinde su dolu bir 6grenme testidir. Bu dairesel tank dort esit kadrana boliinmiis
ve kadranlardan birine suyun 1,5 cm altinda kalacak sekilde Plexiglas 6zellikte platform
yerlestirilmistir. Havuz sicakligi disaridan sicak su eklemesi ile 19-22°C arasmna
getirilmistir. Platform tiim denemeler boyunca ayni1 pozisyonda tutulmustur, fakat prob
trial gliniinde havuzdan kaldirilmistir. Dort farkli ipucu objesi tiim deney boyunca ayni
pozisyonda kalacak sekilde tankin gevresine yerlestirilmistir (Alaei ve ark., 2007) .

+
[ e

Sekil 3.4. Morris Su Tanki testinin sematize hali. D: Dogu, B: Bati, G: Giiney, K: Kuzey

Intraserebroventrikiiler kaniilasyon cerrahisini takiben ii¢ giinliik iyilesme periyodu
tamamlaninca birinci glinden itibaren 6grenme asamasindaki siganlarin her giin 120 sn
tankta yilizmelerine izin verilmistir ve bu siire i¢inde platformu bulan hayvanlarin 15 sn
siire ile platform iizerinde kalarak uzaysal ipuglarimi kesfetmelerine izin verilmistir
(Sekil 3.3). 120 sn i¢inde platformu bulamayan siganlar yavasca platforma yonlendirilip
15 sn platform lizerinde durmalar1 saglanmistir. Bu test, 5 gilin siire ile 5 dakika
araliklarla glinde 4 trial uygulanmigtir ve siganlar bu 5 giin boyunca belirli yonlerden
(Tablo 3.2) yiizii tankin yan ¢eperine bakacak sekilde, kuyrugundan tutularak, ayni kisi

tarafindan suya konulmustur.
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Tablo 3.2. Morris Su Tanki testi deneme koordinatlar1 (K: Kuzey; D: Dogu; GD: Giineydogu; KB:
Kuzeybati; KD: Kuzeydogu)

Giinler 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin
K GD KB D K
5 D K GD KB GD
= KD
‘; GD KB D K D
KB D K GD KB

Bes giin siire ile gerceklestirilen trialler sonrasinda 6.glin platform tankin iginden
kaldirilmistir ve Ogrenmenin gergeklesip gerceklesmedigi platformsuz su tankinda
yapilan 30 sn’lik ylizdlirme triali (prob trial) ile degerlendirilmistir. Sicanlarin platform
bulunan kadranda gegirdikleri siire, tankta kat ettikleri yol ve yilizme hizlar1 Noldus
Ethovision XT System (the Netherlands) programi ile kaydedilmistir.

Sekil 3.5. Deneylerde kullanilan Morris Su Tanki.

Obje Lokalizasyon Testi (OLT)

Nesnenin yerini konumlandirma hafizasin1 6lgmek icin yapilan obje lokalizasyon testi,
uzun siireli bellegin analiz edilmesinde kullanilmaktadir. Eksplisit bellegin kodlama,
depolama, birlestirme ve geri ¢agirma asamalarinin hepsini igeren OLT’ de alistirma,
egitim ve prob triali olmak iizere 3 basamak bulunmaktadir. Alistirma periyodunda

hayvanlar davranis deneyi yapilan laboratuvara getirilerek ortama aligmasi saglanmistir
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ve ele alistirma protokolii uygulanmistir. Ahsaptan yapilmig, 40 x 40 x 40 cm
boyutlarinda, tizeri acgik kutu seklindeki diizenek yaklasik 1 cm yiiksekliginde
otoklavlanmis talas ile kaplanmistir. Diizenek los bir odaya yerlestirildikten sonra
hayvanlar kuyruklarindan tutulup hizlica diizenek i¢ine birakilmistir ve alan1 tanimasina
izin verilmistir. Kesif sonrasi kafeslerine yerlestirilen sicanlar 24 saat sonra egitim
trialine alinmigtir. Egitim trialinde talagla kapli zemin igerisine iki adet ayni renk ve
boyutta nesne diizenegin koselerinden 5’er cm uzagina yerlestirilmistir ve 3 dakika
boyunca iki 6zdes objeyi kesfetmesine izin verilmistir. Her bir denek arasi koku izlerinin
bulunmasini 6nlemek i¢in talas karistirilmig ve nesneler %70’lik etanol ile temizlenerek

birka¢ dakika havalandirilmasi saglanmaistir.

Egitim trialinden 24 saat sonra 6zdes nesnelerden birinin yeri degistirilerek hayvanlar
tekrar deneye alinmistir (prob trial). Deney diizenegine birakilan hayvanin 3 dakika siire
ile gezmesine izin verilmistir ve her nesneyi kesfetmek i¢in harcanan siire ve her iki
nesneyi kesfetmek icin harcanan toplam siire kaydedilmistir. Bir nesnenin kesfi
hayvanin burnuyla nesneyi isaret etmesi ve/veya burnu ile dokunmasi olarak
tanimlanmistir. Bir nesnenin etrafinda dolasmak, tirmanmak veya oturmak kesif

davranisi olarak degerlendirilmemistir.

Siganlarin kognitif fonksiyonu diskriminasyon indeksi (DI) = [(yeni obje kesif siiresi-

eski obje kesif siiresi)/toplam kesif zamani x 100] olarak verilmistir.

Diskriminasyon indeksinin sifir olmasi, iki objenin esit sekilde tercih edildigini
gosterirken, uzun veya kisa siireli bellek diskriminasyon indeksi degeri 20-45 arasinda

degismektedir.
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Egitim triali Prob triali

Sekil 3.6. Obje lokalizasyon test prosediirii.

Y-Maze Testi ile Ogrenmenin Degerlendirilmesi

Uzaysal calisma belleginin degerlendirilmesi i¢in kullanilan Y-maze testi, 40 cm
uzunlugunda, 20 cm duvar yiiksekliginde ve 10 cm genisliginde {i¢ koldan ibaret bir
labirenttir. Zemini siyah renkte bulunan bu diizenegin kollari arasinda 120%lik ag1
bulunmaktadir ve deneyin 6grenme asamasinda hayvanlar deney yapilacak odaya 30
dakika once getirilmistir. Labirentin {i¢ kolundan bir tanesi O6grenme asamasinda
kapatilmigtir ve diizenegin c¢evresine g¢esitli gorsel ipuclar1 yerlestirilmistir. Deney
diizenegine yerlestirilen siganlarin 15 dakika siire ile diger iki kolu kesfetmesine izin
verilmigstir. 15 dakika sonunda sicanlar kafeslerine geri konulmustur ve deney sirasinda
koku duyusuna gore hareket etmelerini engellemek ig¢in Y-maze zemini ve duvarlar

%70’1ik etil alkol ile temizlenip havalandirilmistir.

4 saat sonra kolda bulunan engel kaldirilmistir ve hayvanlar daha 6nce birakildiklar
koldan Y-maze diizenegine birakilarak 5 dakika siire ile her ti¢ kolda gezmelerine izin
verilmistir. Kamera ile kayit altina alinan bu davranislar, Noldus Ethovision XT System
(the Netherlands) ile degerlendirilmistir. Bu siire sonunda katedilen toplam mesafe,

ortalama hiz, yeni kola giris frekansi ve yeni kolda gegirilen siire hesaplanmustir.
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Kapal kol

4 saat

Egitim triali

Sekil 3.7. Y-maze deney diizenegi

3.5.4. Biyokimyasal Analizler

Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Cikarilmasi

Davranig deney prosediirlerinin bitimini takiben sigcanlar hizlica intraperitoneal olarak
uygulanan 1 gr/kg dozda iiretan anestezine alinmistir. Uygulanan orta hat kesisi ile
abdomen ve gogiis kafesi agilmistir. Aortanin iliak bolgesine yerlestirilen ucu kiint
sekilde kesilmis bir enjektor ucu yardimiyla heparinli serum fizyolojik verilerek dokular
perfiize edilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in kullanilacak hipokampiis dokular1 hizlica

izole edilerek -80°C’ye kaldirilarak saklanmustir.

Protein Tayini
Biyokimyasal analizler i¢in kullanilacak sigan hipokampiis dokularinda protein tayini

modifiye Bradford yontemine dayanan bir prosediir ile yapilmistir (Bradford, 1976).

1 pl doku supernatanti 999 pl distile su ile diliie edildikten sonra iizerine 1 ml CPPA
reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210) eklenmistir ve 595

nm’deki absorbansi spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Standart (2 pg/ul bovin
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serum albiimin, BSA, Sigma, A-8022) c¢alismasi ise numune yerine artan
konsantrasyonlarda 1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir. Sican doku

orneklerindeki protein miktar1 standart grafik ¢izilerek hesaplanmistir.
3.5.5. Western Blot Analizi

Dokularin Homojenizasyonu

Sicanlardan hizlica izole edilen beyin dokular1 soguk bir tabla ilizerine alinmistir ve bir
bisturi/kasik yardimiyla hipokampiis bolgesi izole edilerek, isimlendirilmis ependorflara
aktarilmigtir. Herhangi bir isleme tabi tutulmayan dokular lizis tamponunda (0.1 M Tris
(Merck: 1.08.387.0500), 100x sodyum-orthovanadat, pH: 7.4) sonike edilmistir. Bu
islem 0.2 gr doku basina 600 pl lizis tamponu, 10 ul proteaz inhibitdrii (S8820, Sigma
Aldrich) ve 10 pl fosfataz inhibitérii (4906845001, Sigma Aldrich) ile yapilmistir.
Ornekler bir saat buz iizerinde bekletildikten sonra 15.000 g’de 10 dakika, +4°C’de
santrifiij edilip siipernatantlar yeni bir ependorfa aktarilmistir. Numuneler biyokimyasal

calismalar yapilana kadar bu sekilde -20°C’de saklanmistr.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

-20°C’de saklanan numunelerdeki protein miktar1 belirlendikten sonra aym miktarda
protein igeren 6rneklere 5x Laemli (%4 SDS, %20 Gliserol, %10 2-merkaptoetanol, %
0.004 brom fenol blue, 0.125 M Tris-HCI, pH: 6.8) eklenmistir ve 5 dakika 95-100°C’lik

kaynar suda kaynatilmistir ve 6rnekler jele yiikklenmeye hazir hale gelmistir.

Elektroforez ve Blotlama islemi
Orneklerin SDS-PAGE yo6ntemi ile analizleri i¢in Laemli tarafindan bildirilen yontemde

baz1 degisiklikler yapilarak kullanilmistir.

%12’1ik toplama (alt) jel iyice kanstinlmistir ve 0.75 mm’lik iki cam arasina
doldurulmustur. Jel doldurulduktan sonra iizerine su eklenerek oksijenle reaksiyonu
engellenmis ve polimerizasyonun gerceklesmesi i¢in 20 dakika beklenmistir. Ardindan
lizerindeki su dokiilmiis ve hazirlanan ayirici (iist) jel camlar arasina eklenmistir. Istenen
sayida kuyucuga uygun tarak takilmis ve polimerizasyon islemi i¢in 30 dakika

beklenmistir. Jelin donmasini takiben Laemli ile kaynatilip buz iizerine alinan 6rnekler
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molekiiler agirlik standardi basta olmak iizere her kuyucuga 50 pg protein igerecek
sekilde yiiklenmistir. 3.5 saat boyunca 80 voltluk gerilim altinda elektroforez
yapilmistir. Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrilmis proteinler, nitroseliiloz
membrana transfer sandvici olusturularak aktarilmistir. Transfer islemi +4°C’de, 32
voltta gece boyu akim uygulanarak gergeklestirilmistir. Transfer isleminin
tamamlanmasi ile her bir membran biri 10 dakika olmak tizere dort kez TBS-T (%0.1
Tween-20 igceren TBS) ile yikanmistir ve yine TBS-T’de ¢6ziilmiis %5°’lik siit tozu ile
oda 1s1sinda bir saat inkiibe edilmistir. Ardindan membranlar yine %5’lik siit tozu igeren
1:200 oraninda seyreltilmis BDNF, 1:250 oraninda seyreltilmis NR2B, 1:500 oraninda
seyreltilmis MAPK, 1:1000 oraninda seyreltilmis p-MAPK, 1:500 oraninda seyreltilmis
CREB, 1:1000 oraninda seyreltilmis p-CREB, 1:500 oraninda seyreltilmis Akt, 1:1000
oraninda seyreltilmis p-Akt, 1:500 oraninda seyreltimis GSK3p, 1:1000 oraninda
seyreltilmis p-GSK3p veya B-aktin antikorlarini igeren soliisyon ile gece boyunca,
4°C’de, calkalayici iizerinde inkiibe edilmistir. Gece boyunca antikorla muamele edilmis
membranlar TBS-T ile 40 dakika boyunca yikanmistir ve 1:80.000 oraninda seyreltilmis
isaretli horseradish peroksidaz sekonder antikorlar ile oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonrasinda membranlar tekrar TBS-T ile yikanarak

goriintiilemeye hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.8. Western blot elektroforez iglemi.

50



Tablo 3.3. Western blot islemlerinde kullanilan antikorlar

Antikor Marka Katalog No | Kaynak Diliisyon
BDNF Santa Cruz Sc-65513 Tavsan Monoklonal 1:200
MAPK Cell Signaling | #9102 Tavsan Poliklonal 1:500
p-MAPK Cell Signaling | #9101 Tavsan Poliklonal 1:1000
NR2B Abcam ab65783 Tavsan Poliklonal 1:250
CREB Cell Signaling | #9197 Tavsan Monoklonal 1:500
p-CREB Sigma-Aldrich | 06-519 Tavsan Poliklonal 1:1000
Akt Cell Signaling | #4691 Tavsan Monoklonal 1:500
p-Akt Cell Signaling | #4060 Tavsan Monoklonal 1:1000
GSK3p Cell Signaling | #12456 Tavsan Monoklonal 1:500
p-GSK3p Cell Signaling | #5558 Tavsan Monoklonal 1:1000
[-aktin Abcam ab6276 Fare Monoklonal 1:1000
Sekonder anti- | Sigma-Aldrich | A2074 Tavsan Monoklonal 1:80.000
tavsan antikoru

Sekonder anti- | Sigma-Aldrich | A0168 Fare Poliklonal 1:80.000
fare antikoru

Goriintiileme

Sekonder antikor ile isaretlenmis ilgili proteinler, konjuge peroksidaz enziminin
kemiliiminesans olusturan {irtinii i¢in substrat iceren ECL reaksiyon karisimi ile
muamele edilmistir. 5 dakika inkiibasyon sonrasinda fotograf filmi ile goriintiilenerek

spesifik antikor baglanma yerleri film tizerinde tespit edilmistir.

Taranarak bilgisayar ortamina aktarilan film paternlerinin Image J programi ile yar
kantitatif analizi yapilmistir. Sonuglar B-aktin proteinine oranlanmistir ve ayri ayri

hesaplanarak ifade edilmistir.
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3.5.6. Glutamin ve Glutamik Asit Miktariin Belirlenmesi

Doku Hazirlanmasi
Hipokampiis dokular1 0.1 M formik asit soliisyonu ile 1:10 oraninda sonikator yardimi
ile homojenize edilmistir. Homojenatlar, 4°C’de 18.000 x g’de 20 dakika santrifiij

edildikten sonra siipernatantlar toplanarak analiz edilene kadar -80°C’de saklanmustir.

Kiitle Spektrometrisi

Glutamin ve glutamik asit standartlar1 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO ABD) firmasindan
temin edildikten sonra bu standard soliisyonlar1 10 ml’lik bir cam tiip igerisine 0.01 gr
bilesik tartarak hazirlanmistir. Uzerine 1 ml %98-100 formik asit (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO ABD) ve 9 ml sivi kromatografi (LC) sinifi su eklenmistir. Glutamin ve
glutamik asit tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile birlestirilmis ultra hizli sivi
kromatografisi (UFLC, LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu, Japonya) kullanilarak
optimize edilmis ve ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) yontemi ile Sl¢iilmistiir (Santos-
Fandila ve ark., 2013). Kromatografik ayrimlar yiiksek hizli sivi kromatografisi (HPLC)
kolonu (Inertsil ODS-4, 3 x 100 mm, 2 pum, GL Sciences Inc. Tokyo, Japonya)
kullamilarak 25°C’de gergeklestirilmistir. Glutamin ve glutamik asit miktar1 0.4 ml/dk
akis hiz1 olan bir gradient eliisyonu kullanilarak tespit edilmistir. Mobil faz solvent A
9%0.1 formik asit ve %1 asetonitril iceren sudan olusmakta iken; solvent B %0.1 formik
asit igeren asetonitrilden olusmaktadir. Solvent B igin gradient %5-50 (0-1 dk), %50-95
(1-2 dk) ve %95 (2-3 dk) ve %5 (3-4 dk) olmustur ve enjeksiyon voliimii 5 pl’dir. MRM
gecisi ve cevaplar pozitif elektrosprey iyonizasyonda (ESI) glutamin ve glutamik asit
icin optimize edilmistir. Pozitif ESI-MS’de prekiirsor ve iiriin m/z degerleri su sekilde
olmustur: glutamin i¢in prekiirsoér 146.9 ve iirliin iyonu 84.1/130.2; glutamik asit i¢in
prekiirsor iyon 147.9 ve {iriin iyonu 84.1/129.7. Saklama (retention) siiresi glutamin ve
glutamik asit i¢in sirasi ile 1.05 ve 1.07 olmustur. Glutamin ve glutamik asit cevaplari
50-1000 ng/mI’lik lineer bir kalibrasyon araligi igerisinde optimize edilmis ve sonuglar
doku protein miktarna oranlanarak pg/mg protein olarak verilmistir (Bulbul ve ark.,

2019).
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3.5.7. ELISA Yéntemi ile Adropin Miktarinin Belirlenmesi
Perflizyon sonrasi alinan hipokampiis dokulari, 1 gr basmma 9 ml fosfat tuzu tamponu
(PBS) (0.01 M, pH=7.4) olacak sekilde sonikatér yardimiyla homojenize edilmistir. 5
dakika 5000 x g’de 4°C’de santrifiij sonrasi toplanan siipernatantlardaki adropin miktari,
ticari olarak satin alman sican adropin sandvi¢ ELISA (Mybiosource, MBS760446)
metodu ile ol¢lilmiistiir. Kit icinden ¢ikan standartlarin ve hipokampiis doku 6rneklerinin
96’lik plate’e yiiklenmesinden sonra diliisyon buffer ve biyotin isaretli antikorlar
eklenmistir ve 60 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Aspire edilen kuyucuk icerigi bes
kez yikandiktan sonra substrati eklenmis, 15 dakika 37 °C’de 1siktan koruyarak
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda stop soliisyonu eklenmis ve reaksiyon
sonlandirilmigtir. Stop soliisyonun eklenmesi ile maviden sartya donen kuyucuk
icerikleri 450 nm absorbansta okunarak numunelerdeki adropin miktar1 (pg/mg) standart
egri yoluyla karsilik gelen absorbans degerinden hesaplanmustir. Orneklerdeki adropin

miktart pg/mg doku proteini olarak ifade edilmistir.

3.5.8. Sonuglarin Degerlendirilmesi
Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmis ve sonuglar
ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
belirlenmis ve her degisken i¢in normallik testi uygulanmistir. Istatistiksel farkliliklar
unpaired two-tailed Student’s t-test testi ile belirlenmistir. Morris Su Tanki testinde
platform bulma siiresi two-way ANOVA (repeated measure) takibinde Bonferroni
dogrulama testi uygulanmistir. Sekillerin ¢iziminde Graphpad paket programi

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deneye aliman sigcanlarda saglik ve morfoloji agisindan herhangi bir farklilik

gorilmemistir.

4.2. Davrams Deneyleri

4.2.1. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite kafesine konulup hareketleri izlenen hayvanlarin vertikal, horizontal
ve ambulatuvar hareketlerinin toplamini gdsteren toplam lokomotor aktivitenin, adropin
verilen grupta kontrol grubuna gore artis gosterdigi tespit edilmistir (Kontrol 459.2+£22.5
ve adropin 2400+314.1; t=6.164, Sekil 4.1.a, p<0.0001***).
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Sekil 4.1. Lokomotor aktivite testi. a) Toplam lokomotor aktivite (Ima) (Say1/5 dk), b) ambulatuvar
aktivite (Say1/5 dk), c¢) horizontal aktivite (Sayr/5 dk), d) katedilen mesafe (Sayi/5 dk). ***: p<0.0001
diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=10).
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Kafes icerisindeki lokasyonun degismesini gosteren bir parametre olan ambulatuvar
hareket de adropin enjeksiyonu ile kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artig
gostermistir (Kontrol 171.6+15.4 ve adropin 611.0+73.7; t=5.830, Sekil 4.1.b
***p<0.0001). Ayrica adropin uygulamasi ile sicanlarin horizontal aktivitesi artis
gosterirken (Kontrol 364.6+14.5 ve adropin 1720+229.3; t=5.901, Sekil 4.1.c
***p<0.0001); hayvanlarin kafes igerisinde 5 dakikada katettikleri mesafe de adropin
enjeksiyonu ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir (Kontrol

0.00026+0.0001 ve adropin 0.00168+0.0002; t=5.084, Sekil 4.1.d, p<0.0001***).

4.2.2. Morris Su Tanki (MWM)
Morris Su Tanki (MWM) testinde su tankina birakilan hayvanlarin ilk bes giinde

platformu bulma siireleri Tablo 4.1°de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. 5 giin boyunca siganlarmn platformu bulma siireleri (sn).

Kontrol Adropin
1. Giin 61,79+9,63 64,3+10,7
2. Giin 58,48+6,13 34,12+5,46
3. Giin 47,63+8,19 33,36+8,79
4. Giin 38,21+£7,37 28,5+4,86
5. Giin 32,31+£6,47 25,78+4,6

Ogrenme kapasitesinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan edinim (kazang) alistirmalari
deneyin ilk 5 giinii her iki deney grubunda gerceklestirilmistir. ilk 5 giinde siganlarin
platformu bulma siireleri analiz edildiginde, her iki grupta da alistirma yapilan giin
sayisina bagli olarak platformu bulma siiresinde azalma oldugu tespit edilmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, adropin grubunun platformu daha kisa siirede buldugu fakat

gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmadigi belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. 5 giin boyunca siganlarin platformu bulma siireleri (sn) (n=7).

Davranig testinin 6.giiniinde yapilan prob trial deneyi bellek kapasitesinin belirlenmesi
amactyla yapilmaktadir. Buna bagli olarak hedef kadranda bulunma siiresi, hedef
kadrana giris frekansi, katedilen toplam mesafe ve ortalama hiz parametreleri

degerlendirilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Prob trialde (6. Glin) degerlendirilen parametreler

Parametre Kontrol Adropin
Hedef Kadranda 1,16+0,81 8,06+2,85*
Bulunma Siiresi (sn)
Hedef Kadrana Giris 0,33+0,17 1,33+0,35*
Frekansi
Katedilen Toplam Mesafe 80,97 +20,89 84,14 + 22,30
(cm)
Ortalama Hiz (cm/sn) 7,21+ 1,86 12,66 + 1,83

Prob trialde hedef kadranda bulunma siirelerine bakildiginda, adropin grubunun
platformun bulundugu kadranda bulunma siiresinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (Kontrol 1.160+0.806 ve Adropin 8.064+2.854;
t=2.328, Sekil 4.4, p<0.05%*).
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Sekil 4.3. Prob trialde si¢anlarin hedef kadranda bulunma siireleri (sn). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol
grubundan fark (n=7).

Prob trialde hedef kadrana giris frekanslari kiyaslandiginda, adropin verilen grubun
platformun bulundugu kadrana giris sikliginin kontrol grubu si¢anlarina gére anlaml
derecede yiiksek oldugu saptanmistir (Kontrol 0.332+0.17 ve Adropin 1.333+0.35;
t=2.510, Sekil 4.5, p<0.05%*).
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Sekil 4.4. Prob trialde si¢anlarin hedef kadrana giris frekanslar1 (sn). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol
grubundan fark (n=7).
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Kontrol grubunun izledigi yol Adropin grubunun izledigi yol
Sekil 4.5. Kontrol ve adropin gruplarinin prob trialde (6. giinde) arena iizerinde takip ettigi yol

Deneyin 6.giinii gergeklestirilen prob trialde katedilen mesafe ve ortalama hiz
parametrelerinin adropin uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna goére herhangi bir

degisiklik gostermedigi saptanmistir (Tablo 4.2).

Bes giinliik egitim triali esnasinda hem adropin hem kontrol grubu hayvanlarin

platformu bulma siiresi kisalmis fakat anlamlilik bulunmamustir.

4.2.3. Y-Maze Testi

Uzaysal ¢alisma belleginin degerlendirilmesinde kullanilan Y-maze testi, son adropin
enjeksiyonunu takiben deney hayvanlarinin biri kapali, 3 adet kolu bulunan Y seklindeki
labirente yerlestirilmesi ile baglamistir. Siganlarin 15 dakika boyunca alani kesfetmesine
izin verilmistir ve ardindan kafeslerine alinmistir. 4 saat sonunda diizenegin kapali
kolundaki engel kaldirilmigtir ve siganlar labirente yerlestirilmistir. 5 dakika boyunca
labirent i¢indeki davraniglar1 kaydedilen hayvanlarin yeni kolda gegirdikleri siire, yeni
kola giris frekansi, katedilen toplam mesafe ve ortalama hiz parametreleri

degerlendirilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Y maze testinde degerlendirilen parametreler.

Parametre Kontrol Adropin
Yeni Kolda Gegirilen Siire 18,83 +£ 10,31 158,32 £47,61*
(sn)
Yeni Kola Giris Frekansi 1,85+0,96 5,85 +3,33
Katedilen Toplam Mesafe 758,34 + 124,36 807,81 + 157,00
(cm)
Ortalama Hiz (cm/sn) 2,82 +0,49 3,38 +0,63
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Yeni kolda gegirilen siirelere bakildiginda, adropin grubu hayvanlarin bu kolda gecirdigi
stirenin kontrol grubuna gore 8 kat artarak istatistiksel bir farklilik olusturdugu

belirlenmistir (Sekil 4.6, p<0.05%).
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Sekil 4.6. Sicanlarin yeni kolda gecirdikleri siire (sn). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=7).

Yeni kola giris frekanslarina bakildiginda adropin grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Katedilen toplam mesafe ve ortalama

hiz parametrelerinde de her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir (Tablo 4.3).

Bu sonuclar, adropin uygulamasmin hipokampiis bagimli 6grenme ve bellek
kapasitesine olumlu katki sagladigini ve bu diizelme esnasinda motor koordinasyonun

bozulmadigin1 gostermistir.

4.2.4. Obje Lokalizasyon Testi (OLT)

Obje lokalizasyon testinde si¢anlarin yeni bir konuma taginan nesneyi kesfetme tercihi,
onun yer tanima bellegi yetenegini yansitmaktadir. Lateral ventrikiile yapilan adropin
enjeksiyonunun yeni objeye olan ilgiyi istatistiksel olarak arttirdigi tespit edilmistir
(Kontrol 4.271+£0.51 ve Adropin 12.06+2.48; t=3.073, Sekil 4.7.a, p<0.01**). Eski obje
ile gegirilen zamanin ise gruplar arasinda farklilik gostermedigi tespit edilmistir (Kontrol

7.114+1.45 ve Adropin 5.886+1.26; t=0.63, Sekil 4.7.b, p>0.05).
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Yeni obje ile gegirilen zaman (sn)
Eski obje ile gecirilen zaman (sn)

Sekil 4.7. Kesif zamani (sn). **: p<0.01 diizeyinde Kontrol grubundan fark (Kontrol grubu i¢in n=10,
adropin grubu i¢in n=7).

Sifir degerindeki bir diskriminasyon indeksi herhangi bir kesif tercihinin olmadigini
gosterirken, bu indeksin pozitif bir degerde olmasi yeni objeyi kesfetmek i¢in daha fazla
zaman harcandigint ve bunun tercihen yapildigi anlamina gelmektedir. Sekil 4.8’de
goriildiigli lizere adropin grubundaki sicanlar kontrol grubuna goére pozitif bir
diskriminasyon indeksi vermistir (Kontrol -30.104+9.3 ve Adropin 20.92+15.7; t= 2.776,
Sekil 4.8, *p<0.05). Bu da ekzojen adropin uygulamasimin hipokampiis bagimli tanima

bellegine olumlu yonde katki sagladigini géstermistir.

‘B —
v _
o 40
£
£ 20-
c
2
n 0
e
= .20
E
X _40-
i)
a T T
60~ & &
& &OQ
A

Sekil 4.8. Diskriminasyon indeksi. *: p<0.05 diizeyinde Kontrol grubundan fark.
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4.3. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

4.3.1. Adropin Miktarinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Davranig deneylerini takiben feda edilen sigcanlarin perfliize edilmis hipokampiis
dokularinda adropin miktar1 belirlenmistir. Buna gore, intraserebroventrikiiler
enjeksiyon ile adropin verilen grubun hipokampiis dokusunda adropin proteininin
miktar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artig gostermistir (Kontrol 165.2+7.51
ve Adropin 194.9+5.43; t=3.201, Sekil 4.9, p<0.05%).
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Sekil 4.9. Hipokampiis dokusunda adropin miktart (pg/mg protein). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol
grubundan fark (n=5).

4.3.2. Kiitle Spektrometresi ile Glutamik Asit ve Glutamin Tayini

Sicanlarin hipokampiis dokusunda glutamik asit analizi yapildiginda, kontrol grubu ve
adropin uygulanan grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Kontrol 1195+70.0 ve
Adropin 5130+£523.1; t=7.457, 4.10.a, p<0.0001***). Glutamin miktarmin adropin
verilmesi ile hipokampiis dokusunda anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir (Kontrol

242.2430.7 ve Adropin 344.1434.7; t=2.188, Sekil 4.10.b, p<0.05%*).
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Sekil 4.10. Hipokampiis dokusunda glutamik asit ve glutamin seviyeleri (ug/mg protein). *: p<0.05; ***:
p<0.0001 diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=9).

4.4. Western Blot ile Protein Ekspresyonunun Degerlendirmesi

4.4.1. Akt ve p-Akt Protein Ekspresyonlar:

Lateral ventrikiile adropin enjeksiyonu yapilan hayvanlarda Akt protein ekspresyonu
kontrol grubuna kiyasla artmis iken (Kontrol 1.063+0.08 ve Adropin 1.681+0.18;
t=3.032, Sekil 4.11.a, p<0.05%); serin 473.pozisyonundan fosforillenen p-Akt proteininin
ekspresyonu da Akt ile benzer profilde olmus ve adropin verilen grupta kontrol grubuna
gore artis gozlemlenmistir (Kontrol 0.906+0.13 ve Adropin 1.445+0.14; t=2.687, Sekil
4.11.b, p<0.05%).

Hipokampiis dokusundaki fosforile Akt miktar1 toplam Akt ile oranlandiginda ise,
kontrol grubunda bu oranmn 1.228+0.137 degerinde oldugu, adropin enjeksiyonu ile bu
oranin 1.207+0.18; t=0.089 oldugu saptanmustir (Sekil 4.11.c).
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Sekil 4.11. Akt ve p-Akt protein ekspresyon diizeyleri (Relatif protein ekspresyon degerleri oranlanarak
verilmistir). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=4).

4.4.2. GSK3p ve p-GSK3p Protein Ekspresyonlari

Adropin grubunda GSK3p protein ekspresyonunun kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel bir fark tespit edilmemistir (Kontrol 1.091+0.11 ve Adropin 1.087+0.15;
t=0.021, Sekil 4.12.a, p>0.05). Fakat p-Akt tarafindan serin 9 pozisyonundan
fosforlanan GSK3p’nin adropin grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir diisiis
gosterdigi bulunmustur (Kontrol 1.058+0.10 ve Adropin 0.577+0.09; t=3.273, Sekil
4.12.b, p<0.05%).

63



p-GSKB/GSKP oranina bakildiginda, icv adropin enjeksiyonu yapilan gruptaki p-
GSKP/GSKB oraninin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gosterdigi
saptanmistir (Kontrol 0.992+0.10 ve Adropin 0.540+0.06; t=3.566, Sekil 4.12.c,
p<0.05%).
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Sekil 4.12. GSK3p ve p-GSK3p protein ekspresyon diizeyleri (Relatif protein ekspresyon degerleri
oranlanarak verilmistir). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=4).

4.4.3. MAPK ve p-MAPK Protein Ekspresyonlari

MAPK ekspresyonu adropin verilen grupta kontrol grubuna gére anlamh bir degisiklik
gostermemistir (Kontrol 0.736+0.23 ve Adropin 0.787+0.25; t=0.145, Sekil 4.13.a,
p>0.05). Buna ek olarak p-MAPK seviyesi de gruplar arasinda farklilik gostermemistir
(Kontrol 1.862+0.91 ve Adropin 1.073+0.11; t=0.894, Sekil 4.13.b, p>0.05).

64



p-MAPK/MAPK orant da yolaktaki diger MAPK protein ekspresyonlar1 gibi gruplar
arasinda anlamli bir degisiklik gostermemistir (Kontrol 2.446+0.51 ve Adropin
1.763+0.48; t=0.968, Sekil 4.13.c, p>0.05).
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Sekil 4.13. MAPK ve p-MAPK protein ekspresyon diizeyleri (Relatif protein ekspresyon degerleri
oranlanarak verilmistir) (n=4).

4.44. CREB ve p-CREB Protein Ekspresyonlar:

CREB protein ekspresyonu gruplar arasinda karsilastirildiginda adropin uygulanan
grupta kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (Kontrol
0.602+0.09 ve Adropin 1.343+0.23; t=3.281, Sekil 4.14.a, p<0.05*). Fosforile CREB
diizeyinin de gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik gosterdigi saptanmistir (Kontrol
0.303+0.09 ve Adropin 0.962+0.16; t=3.501, Sekil 4.14.b, p<0.05%*).
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p-CREB/CREB orani incelendiginde, icv olarak adropin enjeksiyonu yapilmis grupta
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis goériilmemistir (Kontrol
1.645+0.13 ve Adropin 1.582+0.49; t=0.123, Sekil 4.14.c).
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Sekil 4.14. CREB ve p-CREB protein ekspresyon diizeyleri (Relatif protein ekspresyon degerleri
oranlanarak verilmistir). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=4).

4.4.5. BDNF Protein Ekspresyonu
BDNF proteininin ekspresyon profili adropin grubunda kontrol ile karsilastirildiginda
anlaml bir artis gostermektedir (Kontrol 0.282+0.05 ve Adropin 0.543+0.09; t=2.472,

Sekil 4.15, p<0.05*).
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Sekil 4.15. BDNF protein ekspresyon diizeyi (Relatif protein ekspresyon degerleri oranlanarak
verilmistir). *: p<0.05 diizeyinde Kontrol grubundan fark (n=4).

4.4.6. NMDA Reseptorii NR2B Alt Birimi Ekspresyonu
Her iki deneysel hayvan grubunda NR2B ekspresyon profili kiyaslandiginda adropin
uygulamasi ile ekspresyonun arttigi fakat istatistiksel anlamliliga ulasmadigi

belirlenmistir (Kontrol 0.635+0.15 ve Adropin 0.995+0.15; t=1.621, Sekil 4.16, p>0.05).
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Sekil 4.16. NMDA Reseptorii NR2B alt birimi protein ekspresyon diizeyi (Relatif protein ekspresyon
degerleri oranlanarak verilmistir) (n=4).
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5. TARTISMA

Glikoz ve lipid homeostazisinin diizenlenmesinin yani sira endotel {izerine koruyucu etki
gosteren adropinin merkezi sinir sistemi iizerine etkisini arastiran c¢alismalar oldukga
kisithdir (Kumar ve ark., 2008; Lovren ve ark., 2010). Wong ve arkadaslar1 adropinin
biyokimyasal 6zelliklerini ve merkezi sinir sistemindeki etkisini karakterize etmek igin
yaptiklar bir ¢aligmada, adropinin kontaktin ailesinden bir molekiil olan NB3 aracilig1
ile Notchl sinyal yolagin1 modiile ettigini ve bdylece sinir sistemi gelisimi esnasinda
hiicre-yiizey etkilesimine aracilik ederek lokomotor aktivite ve motor koordinasyonu
diizenledigini ortaya koymustur (C. M. Wong ve ark., 2014). Bununla birlikte, adropin
knockout farelerde motor koordinasyonun azaldig1 ve serebellumda sinaps olusumunun
bozuldugu tespit edilmistir (C. M. Wong ve ark., 2014). Calismamizda adropin dozu,
beyin dokusunda eksprese olan ng adropin/mg doku miktarina gore secilmistir (Stein ve
ark., 2016). Literatiire uygun sekilde, lateral ventrikiile alt1 giin boyunca 1 nmol dozda
icv olarak verilen adropinin altinct giin sonunda motor aktivite testleri
gerceklestirildiginde, adropinin toplam lokomotor aktivite, katedilen mesafe,
ambulatuvar ve horizontal aktiviteyi kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttirdigi

bulunmustur.

Yetiskin memeli beyninde hipokampiisiin subgraniiler zonu (SGZ) ve lateral ventrikiiliin
subventrikiiler zonunda (SVZ) gerceklesen nérogenez sonucunda fonksiyonel ndronlar
ve sinir aglar1 olugsmaktadir (Eriksson ve ark., 1998; Jin, Minami, ve ark., 2001). Erken
noronal gelisim sirasinda Notchl, néronal prekiirsor hiicrelerde yiiksek oranda eksprese
edilir ve noronal proliferasyon ve farklilasmanin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir (Artavanis-Tsakonas ve ark., 1999). Ogrenme, bellek ve ruh hali
modiilasyonu gibi cesitli beyin fonksiyonlarindan sorumlu olan hipokampal néronlar,
Notchl’i yiiksek seviyede eksprese etmektedir (J. Song ve ark., 2012; Ding ve ark.,
2016). Costa ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, Notch1*" mutasyonu
bulunan heterozigot farelerde uzun siireli spasyal hafizanin bozuldugu gosterilmistir
(Costa ve ark., 2003). Morris Su Tanki testi ile degerlendirilen uzaysal hafizada,
Notch1*" farelerin platform bulma siiresinin deneme triallerinde kontrol grubuna kiyasla
degismedigi saptanmustir. 6.giin yapilan prob trial testinde ise Notchl™ heterozigot
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hayvanlarin kontrol grubuna gore platform bulunan kadranda gegirilen siirenin daha kisa
oldugu bulunmustur. Ek olarak, Notch1"" ve kontrol grubu hayvanlarda yiizme
davraniginin ve hizinin farklilik gostermedigi tespit edilmistir (Costa ve ark., 2003).
Spasyal ogrenme ve bellek olusumunda hipokampiisiin roliinlin arastirilmasinda
kullanilan bir test olan Morris Su Tanki davranig testi, ¢aligmamizda icv adropin
enjeksiyonunun ilk giiniinden itibaren 6 giin siireyle uygulanmigtir. Siganlarin 6grenme
yeteneklerinin degerlendirildigi ilk 5 giinliik siirecte, hem adropin hem de kontrol grubu
hayvanlarin platformu bulma siiresinin kisaldig1 fakat gruplar arasinda anlamli bir farka
neden olmadigi tespit edilmistir. Adropin enjeksiyonunun 6.giiniinde bellek kapasitesi
prob trial deneyi ile belirlenmistir. Motor fonksiyonlardaki bozuklugun Morris Su Tanki
testini etkileyip etkilemedigini degerlendirmek i¢in hayvanlarin ortalama hiz parametresi
incelenmistir. Bu siiphe, prob trial giiniinde gruplar arasinda ortalama hiz bakimindan bir
farklilik goriilmemesi ile giderilmistir. Prob trial testinde 1 nmol dozda 6 giin boyunca
uygulanan adropinin hedef kadranda bulunma siiresi ve hedef kadrana giris frekansini
kontrol grubuna kiyasla anlaml bir sekilde arttirdigi bulunmustur. Literatiir ile uyumlu
olan bu verilerimize ek olarak prob trial testinde katedilen toplam mesafe parametresi de
degisiklik gostermemistir. Bu bilgiler dogrultusunda adropinin spasyal 6grenme ve
bellek iizerine olan olumlu etkisinin Notchl sinyal yolagi aracili ile olabilecegini

diistindiirmektedir.

Uzaysal ¢alisma belleginin analiz edilmesinde kullanilan bir diger davranis deneyi olan
Y. maze testi, hayvanin Y seklindeki labirentin {i¢ kolunu da 6zgiirce kesfetmesine izin
verilerek degerlendirilmektedir (Kraeuter ve ark., 2019). Kemirgenlerin dogustan gelen
kesfetme merakinin s6z konusu oldugu bu testte, iyi bir ¢alisma bellegine sahip hayvan
daha once gezdigi labirentin kollarini1 tanimali ve daha az ziyaret ettii kola girme
egilimi gostermelidir. Beynin hipokampiis ve prefrontal korteks gibi birka¢ farkli
bolgesinin etkilesimini gerektiren Y maze testinde, test diizeneginin bir kolu kapali iken
15 dakikalik alistirma siiresince uzaysal referans bellek olgiilmektedir (Kraeuter ve ark.,
2019). Caligmamizda 4 saatlik siire sonunda Y maze test diizenegine geri konan adropin
grubu hayvanlarin yeni kolda ge¢irdigi siire kontrol grubu sicanlarin yaklasik 9 katina
c¢ikmigtir.  Daha Once yapilan ¢alismalarda hipokampiiste p-Akt, p-CREB ve BDNF

sinyal yolaklarinin aktive olmasii takiben hem Y-maze hem de Morris Su Tanki
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davranig testlerinde uzaysal O0grenmenin ve bellegin artig gosterdigi belirlenmistir
(Pariyar ve ark., 2017; Ahmed ve ark., 2019). Literatiir ile uyumlu sekilde ¢alismamizda,
icv adropin uygulamasinin hipokampiiste PI3K/Akt sinyal yolagini aktive ettigi, p-
CREB ekspresyonunun artisi ile birlikte BDNF iiretimini arttirdig1 ve davranis tesleri ile

bu artiglarin dogrulandig tespit edilmistir.

Uzun siireli bellegin dl¢iilmesinde kullanilan bir davranis testi olan obje lokalizasyon
testinde, hipokampiisteki kodlama, depolama, birlestirme ve geri ¢agirma asamalarinin
olusumu gerekmektedir (Haettig ve ark., 2011). OLT davranis deneyinde egitim ve prob
triali arasinda 24 ila 48 saat arasinda bir siire gegmesi uzun siireli bellek ile ilgili yeni
proteinlerin transkripsiyonunu ve translasyonunu saglamaktadir (Vogel-Ciernia ve
Wood, 2014). Kemirgenin dogustan gelen yenilik tercihine dayanarak yapilan bu
davranig testinin Morris Su Tanki testine gore daha az stresli olmasi ve kolay
uygulanabilirligi tercih konusu olmaktadir (Vogel-Ciernia ve Wood, 2014). OLT
testinde sicanlarin yeni ve eski lokasyondaki nesneler ile gecirdigi siire Olglilmiistiir.
Calismamizda 6 gilin boyunca icv adropin uygulanan sicanlarin yeni obje ile gecirdikleri
zamanin kontrol grubuna kiyasla oldukc¢a fazla oldugu saptanmistir. Bu davranisin
tercihen gerceklesip gerceklesmedigini gosteren diskriminasyon indeksi de adropin
uygulanan hayvanda kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir. Yapilan
caligmalarda hipokampiiste BDNF artisin1 takiben obje lokalizasyon belleginin arttig1 ve
TrkB reseptorleri aracilifiyla sinaptik plastisiteye katki sagladigi tespit edilmigtir
(Intlekofer ve ark., 2013; W. Li ve ark., 2017). Calismamizda da literatiir ile uyumlu
sekilde, adropin uygulamasi ile hipokampiis dokusunda Akt/CREB yolag1 aktivasyonu
gerceklesmis ve buna bagl olarak da BDNF ekspresyonu kontrol grubuna gore anlaml

bir artig gosterdigi saptanmustir.

Noronal aktivasyon durumunda CREB proteininin aktivasyonunu saglayan diger bir
sinyal yolag1 olan Notchl, uzun siireli bellek olusumunda rol oynayan énemli bir hiicre
yiizey reseptoridiir (Ge ve ark., 2004). Fosforile sekilde niikleusa girerek plastisite ve
bellek ile iligkili genlerin ekspresyonunu tetikleyen p-CREB, Notch1’in spesifik olarak
dentat girusta knockout yapildigi hayvanlarda azalma gostermistir (Feng ve ark., 2017).
Notchl, apolipoprotein reseptor 2 (ApoER2) ve NMDA reseptorii gibi postsinaptik
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reseptorler ile etkilesime girmektedir ve glutamaterjik ndrotransmisyonu azaltarak
CREB sinyalizasyonunu azaltmaktadir (Brai ve ark., 2015b). Calismamizda hipokampiis
dokusundaki toplam CREB protein diizeyi ile fosforile CREB seviyesi belirlenmistir.

Bizim ¢alismamizda adropin uygulamasinin p-CREB diizeyini arttig1 tespit edilmistir.

Notchl sinyal yolagi, sinaptik plastisite ve bellek iizerine olan etkisini diger bir
ekstraselliiler matriks glikoproteini olan reelin ile yapmaktadir (Tissir ve ark., 2003).
Reelin protein, yetigkin beyninde sinaptik plastisite, aksonal gelisim ve dendrit
morfolojisinin diizenlenmesini saglamaktadir (Fatemi, 2005). Reelin eksprese eden
noronlar entorinal korteksin II.tabakasindaki glutamaterjik piramidal noéronlardir ve
hipokampiisiin CA1 ve DG bdélgelerine projekte olmaktadirlar (Santos-Fandila ve ark.,
2013). Aksonlarin soma ve sinaptik terminallerinden salinan reelin, ApoER2 ve diisiik
yogunluklu lipoprotein reseptorii (LDLR) gibi reseptorlere baglanarak NMDA reseptor
fonksiyonu ve buna bagli olarak LTP’nin artmasina neden olmaktadir (Y. Chen, Beffert,
ve ark., 2005). Brai ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, Notchl’in
hipokampiiste reelin reseptor etkilesimini arttirarak hiicre igerisinde CREB sinyalini
uyardigi ve NMDA reseptorii ekspresyonunu diizenledigi bulunmustur (Brai ve ark.,
2015a). Reelin, hiicre igerisinde PI3K/Akt yolagimi aktive etmekle birlikte NMDA
reseptori NR2B alt biriminin ekspresyonunu ve membrana lokalizasyonunu
arttirmaktadir (Paxinos, 1997; Qiu ve Weeber, 2007). Reelin proteinini overeksprese
eden transgenik farelerde dendritik spinlerin uzadigi, glutamaterjik nérotransmisyon ve
LTP’nin arttig1 tespit edilmistir (Teixeira ve ark., 2011). Akut reelin uygulamasi ile
uzaysal 6grenme ve bellek artarken; reelin sinyalizasyonunun bozulmasi ile hipokampiis
bagimli Morris Su Tanki testinde performansin azaldigi gosterilmistir (Pujadas ve ark.,
2010; Stranahan ve ark., 2011). Bizim caligmamizda, icv adropin uygulamasi ile
Akt/CREB yolaginin aktive olmasi, NMDA reseptoriiniin  NR2B alt biriminin
ekspresyonunun artmasi ve Morris Su Tanki ile Y maze testlerinde uzaysal 6grenmenin
gerceklesmesi, hipokampiiste reelin iizerinden adropin bagimli bir sinyalizasyonun

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sitokinler, insiilin, VEGF ve diger bazi biiyiime faktdrleri PI3K’1 uyararak Akt’nin

fosforile olmasina neden olmaktadir. 308. pozisyonda bulunan treonin ve 473.
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pozisyondaki serin amino asidinin fosforillenmesi ile aktive olan Akt, yalnizca Serin-
473 bolgesinden fosforlanarak da aktive olabilen bir protein kinazdir (H. Y. Wang,
Wang, ve ark., 2009). Endotel hiicreleri iizerinde adropinin etkisinin arastirildigi bir
calismada, adropin uygulamasinin Akt’nin serin 473 pozisyonundan fosforilasyonunu
arttirdigl, bunu da VEGFR2 iizerinden gergeklestirdigi bildirilmistir (Lovren ve ark.,
2010). Benzer sekilde ¢alismamizda ekzojen olarak uyguladigimiz adropin, fosforile Akt
diizeyini kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttirmistir. Serin 473 bdlgesinden
fosforile olan Akt, sinyal kaskadinda bulunan bir diger araci protein olan GSK3p’nin
9.pozisyonunda bulunan serin amino asitini fosforile ederek aktif GSK3p’y1 inaktif
forma dontstirmektedir (Grimes ve Jope, 2001b). Grimes ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢alismada, lityum uygulamas ile inaktif hale getirilen GSK3p3’nin CREB’in
DNA’ya baglanma aktivitesini arttirdigi saptanmustir (Grimes ve Jope, 2001a).
Calismamizda serin 473 pozisyonundan fosforile olan Akt’nin ekspresyonu western blot
yontemi ile analiz edilmistir. 1 nmol dozda 6 giin boyunca icv olarak uygulanan adropin
hipokampiiste p-Akt ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde
arttirmistir. Akt’nin sinyal kaskadinda altinda bulunan ve aktivitesini diizenledigi bir
enzim olan p-GSK3B’nin ekspresyonu ise adropin grubu hayvanlarin hipokampiisiinde
azalma goOstermistir. Literatiir ile uyumlu olmayan bu sonu¢ Akt'nin CREB
fosforilasyonunu GSK3P olmaksizin yaptigin1 gdstermektedir. GSK3B’nin bu sinyal
yolagindaki roliiniin tam olarak anlasilabilmesi ic¢in inhibitoérii olan lityum veya
SB216763 kimyasallarinin ayri bir hayvan grubunda uygulanarak test edilmesi
gerekmektedir. Bunlara ek olarak noronlarin niiklesununda bulunan CREB, hiicre
icerisindeki PKA, CaMKIIl, MAPK ve diger kinazlar ile fosforlanarak hedefi olan CRE
baglanip farklilagma, norogenez, uzun dénem sinaptik degisiklik ve sag kalim ile ilgili
birgok genin ekspresyonunu diizenlemektedir (Alberini, 2009). Hipokampal noronlarin
aktive olmasi ile uyarilan MAPK sinyal yolagi, 6grenme ve bellek olusumunda gérev
alan CREB’i serin 133.pozisyondan fosforile etmektedir (G. Y. Wu ve ark., 2001).
Calismamizda MAPK ve p-MAPK protein ekspresyonunun adropin uygulamasi ile
degisiklik gostermedigi saptanmistir. Bu sonuglar adropinin uzaysal 6grenme ve bellek
performansi tizerine olan olumlu etkisinin MAPK yolundan ziyade PI3K/Akt iizerinden

gerceklestigini gostermektedir.
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Luck ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, hem in vitro hem de in
vivo’da hipokamplis CA3 noronlar1 aksonal dallanmasinin  VEGF/VEGFR2
sinyalizasyonu ile diizenlendigi gosterilmistir (Luck ve ark., 2019). VEGF’nin
intraserebral uygulandig sicanlarda veya VEGF overeksprese eden transgenik hayvan
modellerinde, VEGFR2 aracili nérogenez ve hipokampiis bagimli kognisyon artis1 tespit
edilmistir (Jin ve ark., 2002; Cao ve ark., 2004; Schanzer ve ark., 2004). Buna ek olarak,
endojen VEGF blokajinin hipokampiiste asosiyatif 6grenmeyi bozdugu gosterilmistir
(Licht ve ark., 2011). Son yillarda yapilmis bir diger arastirmada, VEGF’nin NMDA
reseptorii NR2B alt biriminin dagilimini diizenledigi ve bu reseptorlerin membrandaki
diizeyini arttirdigi bulunmustur (De Rossi ve ark., 2016). Yine ayni ¢alismada noronal
hiicrelerde VEGFR2 ekspresyonunun susturulmasi ile hipokampiis bagimli sinaptik
plastisitenin ve emosyonel bellek konsolidasyonunun bozuldugu tespit edilmistir (De
Rossi ve ark., 2016). Calismamizda da ekzojen olarak lateral ventrikiile uygulanan
adropinin, hipokampiiste VEGFR2 aracili ile hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive ederek

NMDA reseptorii NR2B alt birimi ekspresyonunu uyarmis oldugunu isaret etmektedir.

Uzaysal hafiza ve Ogrenme islemlerinin birgogunda aktive olan CREB proteini,
BDNF’nin promotor dizisine baglanarak ekspresyonunu uyarmaktadir ve ndrogeneze
katkida bulunmaktadir (Sekeres ve ark., 2010). Yapilan arastirmalarda BDNF nin kendi
tropomiyozin reseptdr kinaz (Trk) B reseptorlerine baglanarak da CREB’i aktive
edebildigi ortaya konmustur (Finkbeiner ve ark., 1997). Jain ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada, siganlarda BDNF’nin TrkB reseptorii araciligi ile PI3K/Akt yolaklarini aktive
ederek GSK3p inaktivasyonunu sagladigi ve bunu takiben CREB’in fosforilasyonunu
uyararak niikleusa translokasyonunu arttirdign bulunmustur (Jain ve ark., 2013). Bizim
calismamizda da, lateral ventrikiile verilen adropinin CREB fosforilasyonu artigina
paralel olarak BDNF ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir.  Tiim bu ¢alismalar, adropin
ile artan BDNF seviyesi ile uyarilan TrkB reseptor aktivasyonunun hiicre icerisinde
PI3K/Akt yolagini aktiflestirerek CREB fosforilasyonuna neden oldugunu, dolayisi ile
uzaysal hafizay: etkiledigi ve noérodejenereasyona karsi koruyucu etkinin bu yolaklar

tizerinden ortaya konabilecegini gostermektedir.
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Noronal hiicre popiilasyonlar1 iizerinde protektif etki gosteren ve gelisimi diizenleyen
norotrofinlerden BDNF, TrkB reseptorii araciligilyla MAPK, PI3K/Akt ve CaMKIV
yolaklarimi aktive ederek CREB’in niikleusa lokasyonunu arttirmaktadir (Deak ve ark.,
1998; Finsterwald ve ark., 2010). BDNF ve TrkB, NMDA reseptoriine bagli olusan LTP
ve hem presinaptik hem de postsinaptik mekanizma ile sinaps olusumunda rol
oynamaktadir (Pang ve ark., 2004). Ayrica NMDA reseptorleri ile birlikte lokalize olan
PSD-95’in membranda TrkB reseptorleri ile de birlikte bulundugu saptanmistir (K. Wu
ve ark., 1996; Hering ve ark., 2003). Hipokampal sinapslarin postsinaptik membraninda
bulunan TrkB reseptorii, PI3K ve Akt yolaklarini uyararak yeni protein yapimini
saglamaktadir (Tang ve ark., 2002). Ayrica dendritik uzantilarda bulunan PI3K’mn
NMDA’nin da iginde bulundugu birgok hiicre yiizey iyon kanalinin trafigini diizenledigi
bilinmektedir (Viard ve ark., 2004). Hipokampal sinapslarda BDNF stimiilasyonu
sonucunda, PI3K ve Akt yolaklarinin aktive olmasi bir¢cok protein sentezi ile birlikte
NMDA aracili LTP olusumuna neden olmaktadir (Kovalchuk ve ark., 2002; Yoshii ve
Constantine-Paton, 2007). Calismamizda adropin verilen siganlarin hipokampiis
dokusunda MAPK ekspresyonunun artis gostermedigi saptanmig; fakat adropinin
hipokampiiste PI3K ve Akt yolaklarini aktive ederek NMDA reseptorii ekspresyonunda
artisa neden olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte lateral ventrikiile yedi giin
boyunca uygulanan adropinin, VEGRF2 reseptoriine baglanarak da hiicre igerisinde Akt
yolagini uyarabilecegi, bunun sonucunda yeni BDNF ve NMDA reseptor yapimini

saglayabilecegi ongoriilmektedir.

Artan BDNF diizeyi ile birlikte PI3K/Akt yolag: aktive olduktan sonra bir araci protein
(Girdin) yardimiyla NMDA reseptoriiniin NR2B alt birimi fosforlanarak LTP olusumu
uyartlmaktadir (Lu ve ark., 1998; Salter ve Kalia, 2004). Guscott ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir arastirmada, selektif bir NR2B antagonisitinin si¢anlara
verilmesini takiben yapilan Morris Su tanki deneyinde uzaysal hafizanin bozulmadig:
ortaya konmustur (Guscott ve ark., 2003). Yapilan bir diger calismada, NR2B
aktivitesinin sinaptik potansiyalizasyon ve LTP i¢in gerekli olmadig1 gosterilmistir (Liu
ve ark., 2004).
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Dopamin D2 reseptor ailesinden bir transmembran reseptdr olan GPR19, adropinin
potansiyel reseptorii olarak tanimlanmistir (O'Dowd ve ark., 1996; Stein ve ark., 2016).
Serebellum, putamen, talamus gibi bolgelere ek olarak hipokampiiste de ekspresyonu
tespit edilen GPR 19 reseptorii, adropin uygulamasi ile aktive olarak hiicre icerisinde Akt
ve MAPK yolaklarini uyarmaktadir (Stein ve ark., 2016). Calismamizda 1 nmol dozda
adropin uygulamas: ile Akt fosforilasyonun artarak CREB’in niikleusa translokasyonunu
uyarmasi, etkinin hipokampiisteki GPR19 reseptorii araciliiyla olabilecegini

gostermektedir.

Memeli beyninde bulunan major eksitatdr norotransmitter glutamatin, sinaptik aralikta
yiiksek konsantrasyonda bulunmasi toksik etki gostererek noéronal 6liimii tetiklemektedir
(Greene ve Greenamyre, 1996). Fizyolojik norotransmisyon sonrasi eksitotoksisiteyi
onlemek i¢in glutamat hizlica sinaptik araliktan uzaklastirilarak glial hiicrelerde
glutamine doniistiiriilmektedir ve ardindan tekrar presinaptik ndrona tasinarak
glutaminaz enzimi aracilig1 ile glutamata doniistiiriilmektedir (Bak ve ark., 2006; Walton
ve Dodd, 2007). Dolayisi ile bu glutamat-glutamin dongiisiiniin sik1 bir sekilde kontrol
edilmesi gerekmektedir (Pomara ve ark., 1992). Jing ve arkadaslarinin esansiyal amino
asitlerden glutamin ve glutamatin uzaysal hafiza ve Ogrenme iizerine etkisini
arastirdiklari bir ¢alismada, glutamince zengin (%2) igerikli diyet ile beslenen sicanlarin
aktif sakinma cevap siirelerinin (latans) uzadigi, beyin nitrik oksit sentaz (NOS) ve
NMDA reseptor aktivitesini arttigi bulunmustur. Arastirmacilar glutaminin bu artiginin,
beyindeki amino asit kompozisyonunu degistirerek yapabilecegini bildirmislerdir (Jing
ve ark., 2000). Kognitif fonksiyonlarda néromodiilator olarak rol alan glutamin, GABA
ile bir denge igerisinde bulunmaktadir. Beyindeki yiliksek GABA diizeyi kortikal
eksitabiliteyi azaltirken, glutamin seviyesinin artmasi ise kognitif fonksiyonlarda
gelismeye neden olmaktadir (Jongkees ve ark., 2017). Bununla birlite, yiiksek glutamin
seviyesi ile birlikte artig gosteren LTP’ye NMDA reseptor aktivasyonu neden olmaktadir
(Ziemann ve Siebner, 2008). Nikolova ve arkadaslari tarafindan yapilan bir aragtirmada
glutamin-glutamat  igeriginin  yiilksek oldugu hipokampiislerde sozli hafiza
performanslarmin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Nikolova ve ark., 2017). Kiitle
spektrometrisi ile hipokampiis dokusunda glutamin ve glutamik asit diizeylerini

belirledigimizde, intraserebroventrikiiler adropin verilen grupta glutamin ve glutamik
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asit seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigin1 gormekteyiz.
Bununla birlikte, adropin uygulanan grupta literatiir ile uyumlu sekilde NMDA reseptorii
NR2B alt birimi ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi saptanmustir.
Uzaysal 6grenme ve hafizanin 6l¢iildiigli Morris Su Tanki ve Y maze davranis testleri ile
de adropinin bellek performansini arttirdigi bulunmustur. Ayrica, uzaysal kognitif
yetenekleri 6lgmek amaciyla gergeklestirdigimiz obje lokalizasyon testinde adropinin
hipokampiis bagimli obje tanima bellegine kattigi bu olumlu etkinin glutamin ve

glutamat araciligi ile oldugunu isaret etmektedir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda, Sprague Dawley siganlarinin lateral ventrikiillerine
yerlestirilen bir kaniil araciligiyla 6 giin boyunca 1 nmol dozda adropin verilmesinin
hipokampal 6grenme ve bellek iizerine olumlu etkisinin oldugu; bulgularimizin 15181
altinda adropinin MAPK ve GSK3p yolagindan ziyade Akt/CREB yolag: ile BDNF ve
NMDA reseptoric  NR2B alt birimi ekpsresyonunu saglayarak etki ettigini
gostermektedir. Ayrica adropinin VEGFR2 ve GPR19 reseptorleri aracilifiyla da hiicre
ici yolaklar1 uyarip bellek performansini etkileyebilecegi dngoriilmektedir. Adropinin
etki ettigi bu mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalara gereksinim

duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER
1) Adropin uygulamasinin si¢anlarda spasyal bellek ile ilgili parametreleri olumlu yonde
etkiledigi saptanmustir.

2) Lateral ventrikiile verilen adropinin hipokampiis dokusunda Akt sinyal yolagini

aktive ettigi bulunmustur.

3) Fosforile Akt artis1 ile paralel olarak CREB transkripsiyon faktoriiniin

ekspresyonunda da artis oldugu saptanmustir.

4) Spasyal 6grenmenin gostergesi olan sinaptik plastisite proteini BDNF nin adropin

verilen grubun hipokampiis dokusunda arttig1 izlenmistir.

5) MAPK ve GSK3 sinyal yolagi proteinlerinin diizeyi adropin uygulamasi ile
degisiklik gostermemistir.

6) Adropin uygulamasi ile hipokampiis dokusunda NMDA reseptorii NR2B alt birimi
kontrol grubuna kiyasla artig gostermis fakat istatistiksel bir anlamlilik seviyesine

ulagmamustir.

7) Glutamin ve glutamik asit diizeylerinin kontrol grubuna gore adropin uygulamasiyla

anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.
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