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1. OZET

ANANDAMID VE  ANTAGONISTLERININ MMP-9  ILISKILI
HiPOKAMPUSE BAGLI HAFIZA  UZERINE  SICANLARDAKI
ETKILERININ FARMAKOMOLEKULER DUZEYDE INCELENMESI

Matriks metalloproteinaz  (MMP)-9’un inhibisyonu, ozellikle uzun siireli
potansiyasyon (LTP) ve hipokampiise bagli hafizanin kazanilmasi agisindan
onemlidir. Bu arastirmada; agonist anandamid (AEA), biarilpirazol grubu kannabinoid
(CB) 1 antagonistlerinden AM251, 6-iodopravadolin olarak bilinen ve beyinde yer
alan  CB2’nin  antagonisti  olan AM630 ve  N-[4-[[(3,4-Dimetil-5-
izoksazolil)amino]sulfonil]fenil] olarak adlandirilan ve G protein kenetli reseptor 55
(G protein-coupled receptor 55; GPCRS55)’in, potent ve selektif antagonisti olan
ML193’tin uygulandig1 siganlara ait hipokampal dokularda, MMP-9 seviyesinin
degisiminin arastirilmasi amaglandi. LTP ve hipokampiise bagli hafizanin kazanilmasi
acisindan 6nemli oldugu vurgulanan MMP-9 seviyesinin, hangi CB reseptorii
(CBR)’niin indiiksiyon/inhibisyonu ya da GPCRS55’in inhibisyonu ile degisecegi
konusunda kapsamli veri saglanabilmesi hedeflendi. Denekler 10 gruba (n=5) ayrildu.
Kontrol gruplari harig, agonist ve antagonistler tek basina veya birlikte, intraperitoneal
(1.p.) yoldan, giinde bir kez, yedi giin boyunca uygulandi. Sekizinci giin sonunda
sakrifikasyon islemi sonrasi rezeke edilen tiim hipokampal dokularda, hem MMP-9
protein ve gen ifadesi hem de fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ile Notch homolog
1 (Notchl) genine ait protein ve gen ifade diizeyleri incelendi. Veriler istatistiksel
olarak degerlendirildi. Kontrol grubunda yer alan deneklere ait hipokampal dokularda
gerceklestirilen analizler sonucunda, gen veya protein ifadesinde anlamli herhangi bir
degisimin olmadig1 gézlemlendi. Ancak bazi ¢alisma gruplarinda, istatistiksel olarak
anlaml olan degisimler mevcut idi. Bu veriler 1518inda hafiza ile iligkili hastaliklarin
tedavisinde CB sistem {izerinden etki gostererek kullanilacak olan ilaglarin
gelistirilmesi i¢in hipokampal hiicrelerde MMP-9 ifadesinin PTEN sinyal yolag:
disinda bagka sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol ediliyor olabilecegi ve bu sinyal

yolaklarinin da aragtirllmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anandamid, Hipokampiis, Matriks metalloproteinaz, Notchl,
PTEN.



2. ABSTRACT

PHARMACOMOLECULAR ASSESMENT OF THE EFFECTS OF
ANANDAMIDE AND ITS ANTAGONISTS ON MMP-9 ASSOCIATED
HIPPOCAMPAL MEMORY IN RATS

Matrix metalloproteinase (MMP)-9 inhibition is especially essential for long-term
potentiation (LTP) maintenance and the acquisition of hippocampus-dependent
memory. The present study aimed to investigate the changes in MMP-9 level, in rat
hippocampal tissues treated with anandamide (AEA), biarylpyrazole cannabinoid(CB)
receptor antagonist AM251, CB2R antagonist 6-iodopravadolin (AM630), and N- [4 -
[[(3,4-Dimethyl-5-isoxazolyl) amino] sulfonyl] phenyl] (ML193), a potent and
selective antagonist of G protein-coupled receptor 55 (GPR55). The main aim was to
provide comprehensive data on whether GPR55 inhibition and CBR induction and
inhibition changed the MMP-9 expression that is significantly involved in the
acquisition process of LTP and hippocampus-dependent memory. The subjects were
divided into 10 groups (n: 5 per group). The pharmaceuticals were intraperitoneally
(i.p.) administered to the subjects, except the control group, once a day for a period of
seven days in total. The changes in gene and protein expression levels of MMP-9,
phosphatase and tensin homolog (PTEN), and notch receptor 1 (Notchl) were
evaluated in the resected rat hippocampal tissues at the end of 81" day. The data were
analysed statistically. The analyses of the rat hippocampal tissues in the control group
revealed no significant changes in the gene and protein expressions. However,
statistically, significant changes were observed in some study groups. The obtained
results revealed that MMP-9 expression in hippocampal cells may be controlled by
other signalling pathways other than PTEN signalling pathway, and these signalling
pathways should be investigated to develop drugs acting on the CB system in the
treatment of memory-dependent diseases.

Key Words: Anandamide, Hippocampus, Matrix metalloproteinase, Notchl, PTEN.



3. GIRIS VE AMAC

Sinaptik plastisite mekanizmalarinda; matriks metalloproteinaz (MMP) ailesinin
tiyeleri de dahil olmak {lizere, bircok kompleks proteaz sisteminin aracilik ettigi,
proteolitik aktivite rol oynamaktadir. Buna ek olarak MMP’lerin uzun siireli sinaptik
plastisite, 6grenme ve hafizada 6nemli rol oynadigina dair arastirmalar literatiirde
yerini almistir (1, 2). Ozellikle, MMP-9’un inhibisyonu sayesinde, Schaffer collateral-
ammon boynuzu (Cornu ammonis; CA)1 yolagindaki uzun stireli potansiyasyon (Long
Term Potentiation; LTP) ve hipokampiise bagli hafizanin kazanilmasi agisindan Kritik

oneme sahip oldugu bilinmektedir (3-6).

Son zamanlarda yapilan laboratuvar arastirmalari, LTP indiiksiyonu ve
ekspresyonunun, presinaptik  oldugu yosun (mossy) lifi-CA3 (MF-CA3)
projeksiyonunda gergeklestirilen MMP blokajinin, LTP’nin siirekliligini bozdugunu,
ayrica LTP indiiksiyonunun, artmis MMP-9 ifadesi ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur (3).

Bilindigi {izere N-arasidonil etanolamine olarak bilinen anandamid (AEA),
beyinde arasidonik asitten tiretilen bir kannabinoid (CB) norotransmitterdir. AEA hem
merkezi hem de periferal sinir sisteminde bulunabilmektedir. Merkezi sinir sistemi
(MSS)’nde CB reseptorii 1 (CB1R), periferal sinir sisteminde ise CB reseptorii 2
(CB2R) olarak adlandirilan reseptorler araciligi ile islev gormektedirler (7). AM251;
biarilpirazol grubu CBR1 antagonistlerinden olup, 6-lodopravadoline (AM630)
beyinde yer alan CB2R’nin ve (N-[4-[[(3,4-Dimetil-5-izoksazolil) amino] sulfonil]
fenil]-6,8-dimetil-2-(2-piridinil)-4-kuinolinekarboksamid) (ML193) ise G protein
kenetli reseptor 55 (G protein-coupled receptor 55; GPCR55) nin potent ve selektif
antagonistleridir (8, 9).

Literatiirde yer alan kanit degeri yliksek arastirmalar incelendiginde; CB’lerin
hipokampiise bagl bellek fonksiyonu ile iliskili oldugunu raporlamakla birlikte (10),
CBI1R agonistleri, bilisi (kognisyonu) bozmakta ve sinaptik iletimin uzun vadeli
potansiyasyonunu yani LTP’yi 6nlemektedir. Ancak, “hipokampal LTP iizerindeki
endojen olarak olusturulan CB’lerin (eCB) etkisi belirsiz kalmaktadir” seklinde

¢ikarimda bulunan arastirmaya da rastlanmaktadir (11).



Bununla birlikte literatiirde agonist olan AEA ve antagonistleri olan, AM251,
AM630 ve ML193’iin molekiiler diizeyde birlikte degerlendirildigi herhangi bir

arastirmaya rastlanmamustir.

Bu arastirmada, AEA, AM251, AM630 ve ML193 uygulanan siganlarda MMP-
9 protein ve gen ifadesine ek olarak PTEN ve Notchl’e ait protein ve gen ifade
diizeylerindeki degisimin Kkarsilastirilmasi amaglandi. Bu sayede, LTP ve
hipokampiise bagli hafizanin kazanilmasi1 agisindan 6nemli oldugu vurgulanan MMP-
9 aktivitesinin; hangi CBR’nin indiiksiyon ya da inhibisyonu ile degistigi, ayrica
GPCRS55 inhibisyonunun MMP-9 aktivitesi ile iligkili olup olmadigi sorulari netlik
kazanabilecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hafiza

Gegmiste yasanilan ve bilgileri akilda tutarak hatirlatmaya yarayan giice bellek
ya da hafiza denilmektedir (12). insanlar hafizalari ile dil, kiiltir ve bilimi
gelistirebilmis ve de gelistirmeye devam etmektedir (12). Hafiza sayesinde 6grenilen

bilgiler depolanabilmekte ve gerektiginde kullanilmasina olanak saglanabilmektedir
(12).

Hafiza basit bir sekilde, “kisa”, “orta uzun” ve “uzun siireli” olmak tizere, tige
ayrilabilir (13). Duyumlarla elde edilen bilgiler ilk etapta kisa siireli hafiza olarak
adlandirilan hafizada filtre edilmektedir (14). Bu hafiza; onceki bilgileri ve/veya
ilgilenilen bir konuyu igermiyor ise yaklasik otuz saniye gibi bir siirede ortadan kalkar
(14). ikincisi ise orta uzun siireli hafiza olarak adlandiriimakta ve kisa siireli hafizadan
gelen bilgilerin, yaklagik olarak 20 dakika siire zarfinda tutulabildigi hafiza bolimii
olup, bu siire bazen haftalarca, hafizanin bu boliimiinde saklanabilmektedir (14).
Ugiinciisii  ise  bilgilerin  devamli olarak kalabildigi hafiza, LTP olarak
adlandirilmaktadir (14).

Elektriksel olarak iletilen uyaricilar, kimyasal bir degisime ugradiktan sonra
LTP’ye kaydedilmektedir (15). LTP’ye aktarilan bilgiler, giinler, aylar veya yillar
boyu saklanabilen bilgilerdendir (16).

4.2. Uzun Siireli Potansiyasyon (Long Term Potentiation: LTP)

Uzun siireli potansiyel artist anlamina da gelen LTP, bir sinir hiicresi iletim
mekanizmasidir (17). Bu mekanizmada, iki sinir hiicresi arasindaki iletigsim ve baglanti

bolgesi olan sinapslar araciligi ile islem gergeklestirilmektedir (18).

Bir sinir hiicresinin, diger bir sinir hiicresi veya hedef organ ile baglanti
noktalarina sinaps adi verilmektedir. Sinapslar, “ndronlar”, “ndronlar ile bunlarin
etkilesimde bulundugu reseptorler” ve/veya “ndronlar ile efektér organlar” arasinda

olmak tizere ti¢ farkli bolgede bulunmaktadir (19).



Sinyaller bu sinapslar araciligiyla iletilmektedir. Pre-sinaptik sinir hiicresi ard
arda, tekrar tekrar uyarilir ise belli bir zaman siireci sonunda, postsinaptik bolgede
uzun siireli bir etki olusmaktadir (20, 21). Bunu saglayan mekanizmaya LTP
denilmektedir (22).

Ilk once aplysia adli ilkel bir canli cinsinde kesfedilen LTP’nin, memeli
hayvanlarin sinir sistemi igerisinde, 6zellikle hipokampiiste yer aldigi bulunmustur
(23, 24). LTP’nin, 6grenme ve hafiza silireglerinde, hiicresel olarak gorev aldigi,
hipokampiisiin, hafiza islemeden sorumlu olan en 6nemli beyin merkezlerinden birisi

oldugu bildirilmektedir (25-28).

Kalic1 6grenmenin gergeklesebilmesi igin insan beyninde gergeklesmesigereken,
uzun siireli giiclendirme olarak da bilinen bu siiregte; pre-sinaptik ndéronun
uyarilmasiyla birlikte sinaptik bosluga salinan norotransmitterlerin, post-sinaptik
norondaki, belirli reseptorlere baglanmasi sonucunda sodyum ve kalsiyum gibi
iyonlarin igeri girebilmeleri i¢in kanallar agilmaktadir (29). Daha sonra, pre-Sinaptik
norondan ne kadar ¢ok uyari gelirse, post-sinaptik néronda o kadar ¢ok kanal
acilabilmekte ve bir o kadar fazla iyon iceri girebilmektedir (30). Bu durum sinaps
siddetinin artmasi olarak tanimlanmaktadir (30). Uzun siireli olarak sinaps siddetinin
artmasi, LTP siirecinin ger¢geklesmesine ve post-sinaptik bolgede kalsiyum iyonlarinin
artmasi sonucu aktive olan kalsiyum kinazin kalict morfolojik degisikliklere yol
acmasina neden olmaktadir. Bu mekanizma sayesinde kalic1 6grenme gerceklesmis

olur (30).

LTP ve uzun siireli depresyon (LTD), spesifik sinaptik aktivite paternleri ile
indiiklenen sinaptik giicte merkez, sinir sisteminde bilgi depolama hiicresel modelleri
olarak, ¢ok fazla dikkat ¢eken degisimlerdir. Omurilikten serebral kortekse kadar pek
cok beyin bolgesinde ve omurgasizlardan insanlara kadar pek c¢ok canli tiirtinde
gerceklestirilen caligmalar, LTP ve LTD’nin ¢esitli indiiksiyon protokollerine yanit
olacak etkinlikte, kalict degisikliklere ugrayacak kimyasal sinapslar i¢in, giivenilir bir

kapasite gostermistir (31).

Fizyolojik ilgisine ek olarak, LTP ve LTD 6nemli klinik uygulamalara sahip
olabilmektedir. Bu siireclerin altinda yatan molekiiler mekanizmalara iliskin artan

fikirler ve beyin aktivitesinin invaziv olmayan manipiilasyonunda saglanan teknolojik



ilerlemeler sayesinde arastirmacilar; insan sinir sisteminde, sinaptik gilicii manipiile
etmek i¢cin, LTP, LTD ve diger sinaptik, hiicresel veya devre plastisite bigimlerinden

yararlanma esigine gelmistir (31).

Patolojik sinaptik durumlari ortadan kaldirmak ve/veya tedavi etmek i¢in ilaglar
kullanilmakta, invazif olmayan uyarici aygitlar ile bozulmus sinaptik dirtiiden
kaynaklanan durumlari iyilestirmeye ¢alisilmakta ve bunlari gergeklestirmek i¢in suni
sinaptik plastisite indiiklemesi arastirilmaktadir (31). Bu arastirilan yaklasimlarin;
noropatik agri, epilepsi, depresyon, ambliyopi, tinnitus ve inme gibi ¢esitli nérolojik

rahatsizliklarin tedavisi i¢in umut vaat edecegi literatiirde bildirilmektedir (32-34).

2011 yilinda Bliss ve Cooke (35) calismalarinda; LTP’nin, sinaptik iletimin
kalic1 olarak artmasina neden olan aktivite-bagimli plastisitenin bir formudur
aciklamasini yapmiglardir. LTP’nin, 1970'lerin baslarindaki kesfinden bu yana,
ndrobilimeilerde biiyiik bir hayranlik kaynagi oldugunu belirttikleri arastirmalarinda,
bu hayranligin nedeni olarak, Donald Hebb'in 'Davranis Orgiitii' adli kitabinda,

sinaptik bir bellek mekanizmasi i¢in 6nerdigi kriterlerin oldugunu bildirmislerdir (35).

Ozellikle, LTP’nin uzun &miirlii oldugunu, degisikliklerin diger sinapslart
etkilemeden, bir hiicre {izerindeki sinapslarin bir boéliimiinde indiiklenebilecegini
vurgulamiglardir. Sinaptik iletimin etkinliginin azaldigi, LTD’nin tamamlayici
stirecinin ise bu o6zellikleri paylastigini ve ayn1 zamanda animsatici bir siire¢ olarak
cok dikkat c¢ektiginin 6nemini raporlamislardir (35). Cogu ndrobilimcinin inandig1
gibi, LTP ve LTD'nin, 6grenme ve bellek altinda yatan gercek sinaptik siirecler olup
olmadiginin ise heniiz kesin olarak aydinlatilmadigina dikkat ¢ektikleri ¢aligmalarinda
(35); molekiiler diizeyde, LTP / LTD ve diger birgok bellek bigiminin, benzer

molekiiler mekanizmalara dayandiginin belirgin oldugunu ifade etmislerdir.

Ayrica, sinaptik mukavemetteki LTP ve LTD benzeri degisikliklerin, beyindeki
cesitli sinaps kiimelerinde bir bellek olusturacak sekilde gerceklestigi ve bu
degisikliklerin LTP'nin yapay indiiksiyonunu tikayabildigi ve bu durumun da daha
onceki LTP indiiksiyonu ile kapatilabilecegi bildirilmistir (35).

Dahast bu arastirmada; LTP ve LTD'nin insan hafizasina uygunlugu
konusundaki tartigsmalarin, bu siireglerden, dnceki deneyimler olmaksizin bir bellegin

olusumunu taklit edebilmek konusunda yararlanana kadar devam edecegi de



vurgulanmaktadir (35). Tiim bunlara ek olarak arastirmalarinda; LTP ve LTD, modern
norobilim alaninda bir baska Onemli role sahip oldugunu ve bu Gnemin, insan
MSS’nde olusan hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi olasiligina da yer

vermiglerdir (35).

Cocukluk caginda duyusal yoksunluk, beyin hasar1 veya hastaliga bagli olarak
gelisen kayiplar veya asir1 sinaptik tahribattan dolay1 cesitli norolojik durumlarin
ortaya cikabildigini ve gelismekte olan ¢esitli teknolojiler kullanilarak sinaptik
mukavemetin manipiilasyonu, sinaptik mukavemetin normallestirilmesi ve bdylece
MSS'nin  plastisite ile iliskili bozukluklarinin iyilestirilmesi igin bir arag
saglayabilecegini dile getirmislerdir. LTP, LTD ve ilgili sinaptik plastisite formlarinin
Klinik uygulamalarini ve insan MSS'ndeki sinaptik mukavemet degisikliklerinin ortaya
cikmasini ve indiiksiyonunu saglayan teknolojileri tartismislardir (35). Bunun i¢in;
anestezi uygulanmis tavsanlarin hipokampiis dokularinda, medial perforan yol ve
dentat girus (gyrus dentatus; GD)’un graniil hiicreleri arasindaki sinapslarda in-vivo
deney diizenegine sahip arastirmay1 gerceklestirmislerdir. LTP, afferent yolunda kisa
stireli yiiksek frekansli bir hareket potansiyeli zinciri olusturmak igin uyarici bir
elektrot kullanarak, indiiklemeyi ve es zamanli olarak da pre-apoptik ve post-apoptik
depolarizasyon saglamislardir. Aktive edilmis graniil hiicreleri popiilasyonunda
uyarilan sinaptik yanit kayitlarinin, tetanik stimiilasyonu takiben, sinaptik

mukavemetin kalict bir sekilde arttigini ortaya ¢ikardigindan bahsetmislerdir (35).

Daha sonra calismalarini, tavsanlarin disinda, deney diizenegine ekledikleri
fareleri de test ederek ileri bir diizeye tasimislardir; LTP, LTD ve MSS boyunca
gerceklestirdikleri incelemelerde, en yaygin olarak, kemirgen transvers hipokampal
dilimin, CAl bolgesindeki, Schaffer kollateral-piramidal hiicre sinapslarinda
gerceklestirdiklerini  bildirmislerdir. Bu sayede, membran potansiyeli iizerinde
deneysel kontroliin saglanabildigi, post-sinaptik depolarizasyon ile transmiter
salinimina neden olan tek pre-sinaptik uyaranlarin, tekrarli eslesmesinin, yiiksek
frekansl stimiilasyon gereksinimini atlayarak, LTP'yi indiiklemek i¢in yeterli oldugu

ispatlanan avantajli bir diizenegin kullanildiginin alt1 ¢izilmektedir (35).



Sinaptik depolama mekanizmalarinin birligi, insan belleginin iligskisel dogasini
yansitabilmekte, uzun omiirliiliikk, girdi-6zgiilliikk ve birlikteligin bu ii¢ 6zelliginin,
sadece etkin bir bellek mekanizmasinin tahmin ettigi kriterleri yerine getirdigi i¢in
degil, LTP ve LTD'nin altinda yatan molekiiler mekanizmalara dair ipuglarin1 da
sagladigi i¢in 6nemli oldugu kaydedilmistir (35). Daha da 6nemlisi arastirmalarinda;
LTP ve LTD'nin ¢esitli asamalar1 iizerindeki etkilerini incelemek i¢in farmakolojik
ajanlarin hizli uygulanmasina ve c¢ikarilmasina olanak saglama avantajina sahip
oldugunu ve bu mekanizmalara sinaptik ariza halinde, potansiyel olarak
bagvurulabilecegini vurgulamiglardir (35). LTP ve LTD'nin indiiksiyonu, ekspresyonu
ve diizenlenmesi igin genis bir reseptor, enzim ve diger hiicre ici sinyalleme
molekiillerinin katilimin1 test etmislerdir. Bu sayede, anahtar proteinleri ortaya
cikarmak veya eksprese olan proteinlerin, farelerde genetik manipiilasyonlarla
birlestirildiginde, sinaptik plastisitenin, molekiiler temellerinin  genis  bir
karakterizasyonuna olanak saglanabildigini belirtmislerdir (35). LTP'nin es zamanl
pre-apoptik ve post-apoptik depolarizasyona yakin olmasinin gerekliligi, bir tespit

mekanizmasinin dahil oldugunu gostermektedir yorumunu getirmislerdir (35).

Tesadiifen bulduklar1 bu tespit mekanizmasinin, kalsiyum ve diger katyonlarin
niifuz etmesine olanak saglayan, glutamat reseptoriiniin voltaj bagimli bir alt tipi olan
N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorii (NMDAR) araciligiyla gergeklestirildigini
raporlamislardir (35).

Norotransmitterlerin, pre-sinaptik terminalden glutamat salinmasindan sonra
baglandigini ve post-sinaptik membran, yakin dinlenme membran potansiyellerinde,
NMDAR 'larin iyon kanallarmi bloke eden Mg?* iyonlarini tahliyesini saglamak icin
yeterince  depolarize  edildigini  belirtmislerdir. NMDAR'n, D-2-amino-5-
fosfonopentanoat, propil-piperidin veya 5-Metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo [a,d]
siklohepten-5,10-imin maleat (MK801; dizolcipine) gibi segici antagonistler ile bloke
edilmesinin, LTP'nin  indiksiyonunu  engelleyecegini, ancak  bunun
stirdiirtilebilirliginin  olmadigin1 da ayni g¢aligmada raporlamislardir (35). CAl
piramidal hiicre popiilasyonunda NMDAR ekspresyonunu onleyen genetik
manipiilasyonun, LTP'nin indiiksiyonunu ve hipokampiise bagli hafizanin cesitli
formlarinin ekspresyonunu da 6nleyecegi c¢ikariminda bulunduklar1 bu calismada,

ilging bir sekilde bu antagonizmanin, ayn1 zamanda, iki plastisite bi¢iminin ortak bir
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NMDAR bagimli indiiksiyon mekanizmasini paylastigint gosteren, hipokampal LTD

indiiksiyonunu da engelleyecegi sonucuna varmislardir (35).

Tim bunlara ek olarak, NMDAR igerisinden kalsiyum akisinin hem LTP hem
de LTD'nin indiiksiyonunun merkezinde yer aldigini, ¢ilinkii 1,2-bis-(O-
aminofenoksi)etan-N,N,N',N'-tetraasetik asit, tetraasetoksimetil ester veya etilen
glikol tetraasetik asit gibi kalsiyum selatorlerin hiicre i¢i uygulamasinin, plastisitenin
indiiksiyonunu onledigi yorumunu eklemislerdir. Dahasi, kalsiyumun serbest
birakilmasinin, kalsiyum konsantrasyonuna bagli olarak bir LTP veya LTD formunu
indiikleyebilecegini ve her iki etkinin de elektriksel olarak indiiklenmis plastisite
tarafindan tikanabilecegini dile getirmislerdir (35). Bu mekanizmalarin hipokampal
LTP / LTD igin kanonik indiikksiyon mekanizmalar1 oldugunu bildirdikleri ¢aligmada,
bu sinapslarda ve MSS boyunca, NMDAR'a dayanmayan, 6zellikle de metabotropik
glutamat reseptoriiniin aktivasyonu ile indiiklenen LTD'nin diger formlari olan LTP /
LTD'nin genis bir yelpazesinin, var oldugunun netligi iizerine dikkatleri ¢ekmislerdir

(35).

Ayrica, LTP veya LTD'e yol acan indiiksiyon protokollerinin MSS'nin farkl
boliimlerinde degisebilecegini; hipokampiiste LTP'ye yol agacak pre- ve post-apoptik
depolarizasyonun eslesmesinin, serebellar kortekste, paralel fiber-Purkinje hiicre
sinapslarinda LTD ile sonuglanabilecegini vurgulamiglardir. Purkinje hiicrelerinin
gama aminobutirik asit (GABA)erjik oldugunu ve bu nedenle hedefleri iizerinde
onleyici bir etkiye sahip olduklarindan dolayi, LTD’ nin bdylesi bir durumda eksitator

ana hiicrelerde, LTP’ye benzer bir net etkisinin oldugunu raporlamiglardir.

Ozetle LTP/LTD indiiksiyonu ve ekspresyonu arasindaki arayiizde gok gesitli
kalsiyum tespit mekanizmalarinin yer aldigi bildirilen ¢aligmada (35), siklik AMP
(CAMP) - bagiml kinaz (PKA) ve kalsiyum kalmodulin bagimli kinaz 2 (CaMKII)
gibi enzimlerin aktivasyonunun, hipokampiisiin CA1l alanindaki kanonik NMDAR

bagimli LTP formunun uyarilmasi igin gerekli oldugu bildirilmektedir.

Bahsi gegen her iki kinazin, dogrudan veya dolayli olarak kalsiyum
seviyesindeki yiikselmeleri tespit ederek, sinaptik etkinligi arttiracak sekildeislevlerini

degistirerek, 6zellikle a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpro-pionik
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asit (AMPA) reseptorleri (AMPAR) nin, LTP'nin ekspresyonuna dahil olan proteinleri

fosforile ettiginin altin1 ¢izmislerdir (35).

4.3. Hipokampiis

Hipokampiisiin (Resim 4.3.1.), beyindeki yerlesimi temporal lobun derinlerinde

lateral ventrikiil ile bazal ganglionun komsulugundadir.

Resim 4.3.1. Wistar Albino cinsi erkek sigandan rezeke edilen hipokampiis dokusu

Hipokampiis koronal kesitlerinde denizatina benzemesi nedeni ile, 1500’1a
yillarin sonuna dogru anatomist Arantius tarafindan, Latincede bu anlama gelen
‘Hippocampus’ (hippos=at, kampos =deniz canavari) olarak adlandirilmistir (36, 37).
Bundan yaklasik iki yiizy1l sonra Misirli anatomistler tarafindan ‘Ammon’s horn’ ya
da kog¢ boynuzu anlamina gelen ‘Cornu ammonis (CA)’ olarak tekrar isimlendirme

yapilmustir (36, 37).

Hipokampiis;  prefrontal  korteks, septum amigdala, hipotalamusun

paraventrikiiler ¢cekirdegi, gyrus cinguli gibi yapilarla limbik halkay1 olusturur.
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Histolojik olarak hipokampiis {i¢ boliime ayrilmaktadir ve bu ii¢ boliimiin
tamamina hipokampal formasyon adi verilmektedir. Ilk béliim CA esas hipokampiis
(hippocampus proper) diger bolimler ise GD ve subikulumdur. CA ve GD
fonksiyonel bakimdan en 6nemli bolgeleridir. CA, icerdigi hiicre farkliliklarindan
dolay1 CA1l, CA2, CA3 ve CA4 olmak lizere dort alt bolgeye ayrilir. Bu adlandirma
ilk defa 1934 yilinda Lorente de No tarafindan yapilmustir (38).

Bu alanlardan subikuluma en yakin olam1 CAl, GD’ye en yakin olani ise
CA3’tiir. GD’nin bir parcas1 veya hilusu olarak adlandirilan CA4 alani ise, CA3 alani
ile GD arasinda bulunmaktadir (39, 40).

Fakat bu alan, icerdigi hiicre yapis1 ve baglanti lifleri agisindan CA3’ten farkl
olmadig: i¢in modern siiflandirmadan ¢ikarilmistir (39, 40). CA3 alaninda bulunan
hiicrelerin en 6nemli 6zelligi, GD’nin graniiler hiicrelerinden gelen yosun liflerini
almasidir. Buradaki piramidal hiicrelerin boyutu diger alanlardaki hiicrelere gore daha
biiyliktiir. Piramidal hiicrelerin en yogun oldugu alan ise CA2 alanidir ve bu alanda
yosun liflerinin kayboldugu goriiliir. Supramamillar bolge ve hipotalamustan CA2

alanina yogun lifler gelir (41).

Hipokampiisiin en karmagik bolgesi CAl alanmidir. Biyiiklikleri birbirinden
farkli piramidal hiicrelerin bulundugu bu alandaki néronlarin %10’unu interndéronlar
olusturur. Hipokampiiste piramidal hiicreler tim CA boyunca yayilmisken, graniiler

hiicreler daha ¢cok GD’de lokalize olmustur (42).

Insan hipokampiisii, primat hipokampiisii ve si¢an hipokampiisii ndronal
organizasyon ve fonksiyonlar1 acisindan benzerlik gosterseler de morfolojik olarak

aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir (43).

Insan ve primat hipokampal formasyonlar1 serebral korteksin baskisiyla
temporal lob icine gomiilli, lineer ve transvers bir pozisyona sahipken, sicanlardaki
hipokampal formasyon orta hatta yakin ¢ekirdeklerden baslayip talamusun iizerinden
temporal loba kadar uzanmakta ve “C” seklinde vertikal bir durus sergilemektedir
(43).

Giiniimiizde noronlarin rejeneratif/reperatif yetenegi ile yeni néronlarin

olugsmas1 olarak tanimlanabilecek norogenezisin, eriskin donemde de devam ettigi
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bilinmektedir. Norogenezle iligkili 6nemli beyin bolgeleri, hipokampiis ve bulbus

olfactorius’dur (44).

Bilindigi lizere MSS, gerek i¢ ¢evreden gerekse dis ¢cevreden gelen uyaranlara
yanit verme ve uyum saglayabilme yetenegine sahiptir. Noroplastisite, icten ve distan
gelen uyarilara karst noronlarin ve bunlarin olusturmus olduklart sinapslara ait
ozelliklerin degisimidir. Noroplastisite ile gergeklesen degisikliklere 6rnek olarak;
dendritlerde meydana gelen degisiklikler sonrasinda, norogenezis ve norotrofik

faktorlerin etkinliginde degigmeler sayilabilir (45).

Hipokampiis noroplastisite agisindan en dnemli beyin bolgesidir. Kortikal ve
subkortikal bolgelere giden ve bu bolgelerden gelen yolaklar olduk¢a yogundur.
Hipokamptisiin limbik sistemin amigdala basta olmak iizere duygudurum
diizenlenmesinde rol oynayan diger bolgeleri ile siki bir iletisim halinde olmasi da

ndroplastisite yoniinden ¢ok 6nemlidir (45).

4.3.1. Hipokampiis fonksiyonlari

Hipokampiis ozellikle 6grenme ve bellek ile iliskili fizyolojik olaylarin
olusmasinda 6nemli bir role sahiptir. Hipokampiisiin amigdala, orbitofrontal korteks

ve 6n singulat korteksle beraber olusturdugu ag bellek olusumunda rol almaktadir (46).

4.3.2. Sican hipokampiisiiniin histolojik 6zellikleri

Sican hipokampiisiinde esas olarak graniil ve piramidal hiicreler bulunur (47).
Sicanlarda, hipokampal piramidal hiicrelerin ¢ogu prenatal donemde ortaya ¢ikar ve
postnatal birinci ayda hipokampiis tam anlamiyla fonksiyonel haldedir (48, 49).
Sicanlar da dahil olmak {izere memeli hipokampiisiiniin subikulum, GD ve entorhinal

korteks (EK)'den meydana geldigi tanimlanmistir (50-52).

Sicanlarda da hipokampiis CAl, CA2, CA3 ve GD olmak iizere dort ayr1 bolgeye
(Resim 4.3.2.) ayrilmstir (53).
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Resim 4.3.2. Rezeke edilen sican hipokampal dokusunun bolgesel haritalamasi

4.4. Hipokampiise Bagh Hafiza

Normal kosullarda eriskin memeli beyninde; hipokampiis igerisinde, GD’nin
subgrantiler bolgesi ile lateral ventrikiillerin subventrikiiler bolgesinde ndron iiretimi
gerceklesmektedir (54). Bu bolgelerden o6zellikle hipokampiisiin en onemli 6zelligi,
ogrenme ve hafiza fonksiyonlarina katki saglayan kritik bolge olmasidir. Bu yiizden,
norodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu velveya tedavi edici yontemlerin
arastirildigr caligmalarda, hipokampal hafiza ile ilgili mekanizma ve bunu etkileyen

faktorlerin arastirilmasi hiz kazanmig durumdadir (55).

Epizodik ve spasyal hafiza olusumunda ¢ok 6nemli bir yap1 olan hipokampiisiin
(56), ogrenme ve hafiza olusumunun hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin

aciklamasinda, hipokampiiste olusan LTP de yer almaktadir (55).
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Literatiirde LTP ile ilgili giderek artan sayida calisma, 6grenme siirecinde
LTP’nin sinaptik baglantilar1 giliglendirmenin yan1 sira hipokampiisteki yeni
noronlarin olusumunu da tesvik ettigini raporlamistir (55). Tiim bunlara ek olarak,
LTP’nin, yeni {iretilen ndronlarin hipokampiiste sinaptik plastisiteyi artirdigina

yonelik bilgilerin yer aldig1 ¢aligmalar da literatiirde yerini almistir (57, 58).

Bu arastirmalar igerisinde noral progenitor hiicreleri etkileyebilen; biiylime
faktorleri, sitokinler, kemokinler, nérotrofinler, steroidler, MMP’ler gibi ekstrensek
faktorlerin yani sira transkripsiyon faktorleri ve sinyal ileti yolaklarinin diizenleyicileri
gibi hiicre i¢i intrensek faktorler de bildirilmektedir (55, 59-61).

Noral bilginin islenmesinde hipokampiisiin her bir bolgesinin ve bolgeler arasi
baglantilarin rol oynadig: bilinmektedir. Hipokampal agin omurgasint EK, DG, CA3
ve CAl arasindaki baglantilar1 igeren trisinaptik devre olusturur (55, 62). DG,
hipokampiiste anahtar konumdadir. Kortikal girdiler hipokampiise DG’den girer
EK’den gelen uyarilar glutamaterjik eksitator sinaptik baglantilarla DG graniiler

hiicreleri dendritlerine yayilir ve bu yolaga perforan yol denilmektedir (55, 62).

Trisinaptik halkanin ikinci yolu DG’nin CA3 ile yaptig1 sinaptik baglantidir. DG
graniiler hiicrelerinin aksonlari, CA3’teki piramidal hiicrelerle yosun lifler araciligiyla
seyrek fakat giiclii baglantilar yapar. CA3 piramidal noronlarindan Schaffer
kollateralleri ile CA1 piramidal ndronlarinin dentritlerine yayilim ile trisinaptik yol

tamamlanir (55, 62).

Yasa bagli kognitif fonksiyonlar1 etkileyen norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde hipokampiis fonksiyon bozuklugunun yattigi ileri siiriilmektedir.
Dolayisiyla hipokampiiste iiretilen yeni noéronlarin hipokampiis fizyolojisi ve

patolojisindeki roliinii arastirmak olduk¢a 6nemlidir (55, 59-62).

4.5. Fosfatidilinositol-2-kinaz/Protein Kinaz B Sinyal Yolag:

PI3K/Akt sinyal yolu, hiicre sagkalimi, cogalmasi, farklilasmasi, endositoz ve
vezikiil trafigi, metabolizmasi ve konakg1 enflamatuar tepkileri gibi ¢esitli konak hiicre

sinyal transdiiksiyonlarinin ana diizenleyicilerinden biridir.
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Nakayama ve ark.’lar1 (63); Akt’in, Thr-308'de PDK1 ile fosforile edildigini ve
Ser-473'te rapamisin memeli hedefi (MTOR) kompleks 2'nin memeli hedefi ile
tamamen aktive oldugunu belirttikleri ¢alismalarinda; aktif Akt, ¢esitli hiicresel
uyaranlarla regiilasyonu hiicre sinyallesmesinde merkezi bir diigim noktasidir

aciklamasini dile getirmislerdir.

Ayrica, substratlar1 ve downregiile olan Bad molekiillerini, kaspaz-9, glikojen
sentaz kinaz 3 (GSK3) a./ B, mTOR c¢atalbas1 kutusu proteini O1 (FOXO1) faktorlerini
modiile etmekle birlikte, Akt aktivitesinin bozulmasi, tip 2 diyabet ve kanser dahil
olmak ftizere ¢esitli hastaliklarin patofizyolojik nedenleri arasindadir, ¢ikariminda

bulunmuslardir (63).

PI3K/Akt sinyallesme kaskadi, klasik olarak hiicre sagkalimini tesvik etmede rol
oynamaktadir. Ancak daha yakin zamanda, farkli hiicresel islevleri diizenledigi de
gosterilmistir. Ozellikle, calismalar PI3K'nin sinaptik plastisite ve hafiza islemleriyle
iliskili mekanizmalara katkida bulundugunu, ancak bu kaskadin uzun vadeli giiclenme
gibi sinaptik plastisite formlarinda islevinin tartismaya devam ettigini ve bu etkilere
aracilik eden PI3K substratlarinin islevinin zayif sekilde anlasildigini gostermistir.
PI3K/Akt yolunun aktivasyonunun, FOXOL1 proteini ailesinden olan FOXO1
transkripsiyon faktorii -FKHR- yoluyla hiicre sagkalimimi ve mTOR yoluyla protein
sentezini tesvik ederek sinaptik plastisite ve hafiza konsolidasyon mekanizmalarina
katkida bulunabilecegini gostermektedir (64). Kanser biyologlar tarafindan yapilan
arastirmalara paralel olarak diger alanlardaki arastirmalarda, normal hiicre
fonksiyonunda ve hastalikta PI3K katalitik ve diizenleyici alt birimler i¢in heyecan

verici ve genellikle 6ngoriilemeyen rollerini ortaya ¢ikarmistir (65).

Cho ve ark.’lar1 2018 yilinda (66), PI3/AKT aktivasyonunun kisa siireli hafizay1
iyilestirdigini  gostermiglerdir. Ardindan 2019  yilinda; noéronal hasarin
hafifletilebilmesi ve Alzheimer hastaliginda hipokampiis dokularinda astrositlerin
aktivasyonunun saglanmasinin, PI3K/Akt sinyal yolunu inhibe etmek sureti ile

saglanacagindan da literatiirde bahsedilmektedir (67).

Li ve ark.’lar1 (68); progresif hafiza kaybi, bilissel bozulma ve davranis
bozukluklar: ile birlikte ilerleyici bir noérodejeneratif hastalik olan Alzheimer

hastaliginda, ginsengin noroprotektif etkisinin altinda yatan mekanizmay1 anlamak
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icin PI3K / Akt sinyal yolu ile iligkisini arastirmayir amac¢lamiglardir. Bunun i¢in
hipokampiisteki PI3K, Akt, fosforlanmis Akt (p-Akt), pS3 adli timdr baskilayici
proteinin kofaktorii olma islevine sahip, insanda bulunan ve p53 araciligi ile
indiiklendikten sonra, bulundugu hiicrenin apoptoza gidisini hizlandiran Bcl-2 veya
Bax proteinlerinin mRNA'larinin ve proteinlerinin ifadesini, gergek zamanl kantitatif
ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ve Western-blot yontemi ile
tespit etmislerdir. Ginsengin, Alzheimer hastalig1 olan sicanlarda, hafiza kabiliyetini
onemli olgiide arttirdigini ve hipokampiiste PI3K / Akt sinyal yolu aktivasyonuna
aracilik ettigini bildirmislerdir (68).

4.6. Fosfataz ve Tensin Homologu (PTEN)

PI3K, PTEN tarafindan, fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3)’e defosforile
edilerek, negatif yonde kontrol edilmektedir. Aktive olmus PI3K, fosfatidilinositol
4,5-bifosfat (PIP2)’1 fosforile ederek PIP3’ii meydana getirir. Bu reaksiyon PTEN
fosfatazi tarafindan regiile edilmektedir. Akt fosforilasyonundaki artis, PTEN geninde
mutasyon oldugunda da gozlenir. PTEN, pek ¢ok protein tizerinde etkisi olan ¢ift yonli
fosfataz enzimi olmakla birlikte, hiicre i¢in asil islevi PI3K’in negatif diizenleyicisi

gibi ¢aligarak, PIP3’iin PIP2’e defosforilasyonunu gergeklestirmektir (69, 70).

1998 yilindan itibaren bilinmektedir ki; PTEN kaybi, Akt aktivitesinin artigtyla
dogrudan ilgilidir (71).

4.7. Notch 1 Homolog (Notch 1)

Hiicre kaderini diizenleyen bir yolak olan Notch sinyal yolu, ¢cogu ¢ok hiicreli
organizmada mevcut olan yiiksek oranda korunmus bir hiicre sinyal sistemidir.
Memeliler Notchl, Notch2, Notch3 ve Notch4 olarak adlandirilan dort farkli Notch
reseptortine sahiptir. Notch reseptort, tek gegisli bir transmembran reseptor proteinidir
(72). Gelisim doneminde hiicre kaderinin belirlenmesinde rol oynayan mekanizmaya
sahip Notch sinyal yolagi, Notch reseptorii boyunca, komsu olan hiicrelerin birbirleri
arasindaki sinyal aligverisini saglamaktadir. Notch aktivitesi organ olusumu ve

morfogenezde rol oynayarak farklilasma, ¢ogalma ve apoptozu etkilemektedir (72).
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Son calismalar ile Notch sinyalinin hiicre farklilasmasi, proliferasyonu ve
apoptotik olaylarda rol oynadigi kanitlanmistir (72-74). Notch yolagmna ilk olarak
Drosophila melanogaster'de rastlanmis ve insandan ziyade, model organizmalarda
gelisimdeki fonksiyonu daha yogun olarak calisilmistir (72, 75). Su anda bir insan
kanseri yolagi oldugu kesin olarak ispatlanmis olup ayn1 zamanda Alzheimer hastaligi
ile iligkili bir faktor olarak nitelendirilmektedir (72, 76). Hiicrelerin kaderini belirledigi
belirtilen Notch yolagmin kok ve dncii hiicre katmanlarini kontrol etmekle birlikte,

hiicrelerin karakteristik fonksiyonlarina ait kararlarin diizenlenmesinde de rol oynadigi
bildirilmektedir (72).

Notch geni, gelisimi diizenleyen ve norit yapisindaki degisiklikler ve noral kok
hiicrelerin bakimi dahil olmak tizere plastisite ile ilgili islemlere katkida bulunabilecek
evrimsel olarak korunan sinyalleme mekanizmalarinin kritik bir bilesenidir. Notch
yolundaki defisitler, zihinsel gerilik ve bunama ile iliskili Alagille ve Cadasil
sendromlarindan sorumludur. Ek olarak, postmitotik néronlarda Notch proteinleri,
amiloid prekiirsor protein olan presenilin-1, presenilin-6, -7, -8, -9 ve f-amiloid oncii
proteini ile etkilesime girer. Bu nedenle, ailevi ve sporadik Alzheimer hastaligina bagh

hafizaya ait patolojilerde rol oynayabilecegi raporlanmistir (77).

Costa ve ark.’lar1 2003 yilinda Notch sinyalindeki degisikliklerin 6grenme ve
hafiza eksikligine yol acip agmadigini test etmek i¢in, bu yoldaki mutasyonlar1 olan
fareler tizerinde yaptiklari arastirmalarinda (77); Notchl'deki heterozigot null
mutasyonlarin diger 6grenme formlarini, motor kontrolii veya kesif aktivitesini
etkilemeden, mekansal 6grenme ve bellekte eksikliklere yol agtigini raporlamiglardir.
Buna ek olarak downregiile kofaktér olan recombination signal binding protein for
immunoglobulin kappa J region (RBP-J)'deki bos heterozigot mutasyonlarin da benzer

sekilde uzamsal 6grenme ve hafiza eksiklikleri ile sonuglandigini bildirmislerdir (77).

Bu veriler Notch sinyalindeki yapisal bir diisiisiin belirli 6grenme ve hafiza
eksikliklerine neden olabilecegini ve Notch'e bagli transkripsiyondaki anormalliklerin
Alzheimer hastalig1 ve Alagille ve Cadasil sendromlariyla iliskili biligsel eksikliklere

katkida bulunabilecegini vurgulamislardir.

Literatiirde sinir sisteminde yer alan Notch sinyallerinin en ¢ok hiicrenin

kaderinin belirlenmesi baglaminda incelendigi anlagilmaktadir.
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Bununla birlikte, bazi arastirmalarda, Notchl'in ayrica noéronal morfoloji,
sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizayr da diizenledigi 6ne siiriiliirken, Notchl
sinyalinin beyin gelisiminde Kritik bir rol oynadigi ve artan kanitlarin yetiskin sinaptik
plastisitesi ve bellek olusumundaki bu sinyallesme yolunu etkilediginin glinlimiizde

Iyi bilindigi bahsi yer almaktadir (78).

Alberi ve ark.’lar1 2011 yilinda (79); Notchl ve ligand Jaggedl'in sinapsta
bulundugu, noéronlardaki Notchl sinyalinin sinaptik aktiviteye cevap olarak
gergeklestigi ve sinaptik plastisite i¢cin gereken aktiviteye bagl bir gen olan, Arc /

Arg3.1 tarafindan pozitif olarak diizenlendigi bilgisi literatiirde yerini almistir (79).

Postnatal hipokampiisteki Notch1'in sartli olarak silinmesinin, hem LTP hem de
LTD’yi bozdugu, 6grenme Ve kisa siireli hafizadaki eksikliklere yol agtig1, kanit degeri
yiiksek arastirmalarda yerini almistir (79). Ayrica Notchl sinyalinin, néronal
aktiviteye cevaben dinamik olarak diizenlendigi ve hafiza olusumuna katkida bulunan

sinaptik plastisite i¢in Notch1’in gerekli oldugu da bilinmektedir (79).

Ozetle hipokampal dokuda néronal aktiviteye cevap olarak néronlarda Notchl
reseptOrii aktivasyonu gergeklestigi, Notchl geninin, sinaptik plastisite, 6grenme ve

kisa siireli hafiza i¢in 6nemli oldugu giiniimiizde bilinmektedir (79).

Notchl sinyal yolunun, spesifik MMP'leri aktive ederek endotel hiicrelerinin
morfogenezini diizenleyen vaskiiler endotel biiyliime faktorii sinyalinin asagisinda etki

ettigi gosterilmistir (80).

Lusiferaz analizleri ve biyoinformatik ¢alismalar, Notchl yolunu miR-34a'nin
bir hedefi oldugunu gdstermektedir . Notch reseptorlerinin ve ligandlarinin mRNA's1
ve protein seviyelerinin, amigdalada korku sartlandirmasindan sonra, zamana ve
ogrenmeye Ozgii bir sekilde, down regiile oldugu goriilmektedir. Notch yolunun
sistemik ve stereotaksik manipiilasyonlari, bazolateral amigdala (BLA)'daki Notch
sinyalinin korku hafizas1 konsolidasyonunu baskiladigini gostermektedir (81). BLA
icindeki miR-34a'nin inhibe edilmesinden sonra korku hafizas1 konsolidasyonundaki
bozulmanin Notch sinyali inhibe edilerek diizeltilmektedir. Bu veriler, BLA iginde
Notch sinyalindeki gecici bir azalmanin miR-34a diizenlemesi yoluyla korku

belleginin konsolidasyonu i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (81).
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Bu c¢alisma, gelisimsel molekiillerin yetiskin davranisinda rolleri oldugu ve
onlar1 hedef alan mevcut miidahalelerin, néropsikiyatrik bozukluklarin tedavisi igin

umut vaat ettigi fikrini ortaya koymaktadir (81).

4.8. Matriks Metalloproteinaz (MMP)’ler

MMP’ler; ekstraseliiler matriks (ESM) bilesenlerini yikima ugratan, Zn*" ve
Ca'a bagimh 28’den fazla enzim bulunduran proteaz kaynakli bir nétral
endopeptidaz ailesidir . MMP’ler, tiirlerine gore endotel hiicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar, vaskiiler diz kas hiicreleri, T lenfositler, trombositler, kondrositler,
keratinositler, epitel hiicreleri, mezansimal hiicreler, noétrofiller, trofoblastlar,
osteoblastlar gibi oldukca cesitli hiicre tipleri tarafindan eksprese edilirler (82). Buna
ek olarak, organizmada fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP aktivitesi 6nem arz

etmektedir. Bir¢ok biyolojik siiregte rol oynarlar (82, 83).

MMP ifadesi; genlere ait transkripsiyon mekanizmasini manipule edebilen
faktorlerin etkisi ile ¢esitli fizyolojik ve/veya patolojik sartlar altinda, dokularin
yeniden modellenmesi esnasinda artabilmektedir. Buna bagli olarak da MMP’lerin

tiretimi, MMP inhibitérleri olan TIMPlerin iiretiminden fazla olabilmektedir (82, 84).

Sonugta MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki denge bozulabilmekte ve bozulan bu
dengenin MMP’nin aktivitesi yoniinde artmast ile ESM kontrolsiiz bir sekilde
yikilmaktadir. ESM yikimina bagli olarak kan-beyin bariyerinin yikilmasindan,
multipl skleroz, demans ve Alzheimer hastaligina kadar bir¢cok norolojik hastaligin

olusumuna zemin hazirlayabilmektedir (82, 84, 85).

MMP’ler, substrat 6zgiilliigii baz alindiginda bes grupta incelenebilmektedir.
Bunlar; MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18’in yer aldig1 kollojenazlar; MMP-2
ve MMP-9’un yer aldig1 jelatinazlar; MMP-3, MMP-10 ve MMP-11’in yer aldig1
stromelisinler; MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 ve MMP-25’in
bulundugu membran tipi MMP’ler ile MMP-7, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-
21, MMP23, MMP-26, MMP-27 ve MMP-28’in yer aldig1 ancak herhangi bir sinifa
dahil edilemeyenler seklinde siniflandirilmaktadir (86-89).
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4.8.1. MMP-9

MMP familyasimna ait proteinlerin ¢ogu gibi hiicre dis1 proteinazlarla
boliindiigiinde aktive olan veya aktif olmayan proproteinler olarak salgilanan ve
jelatinazlar smifinda yer alan MMP-9; jelatinaz B (GELB); kolojenaz tip IV-B
(CLG4B) ve Metafizeal Anadysplasia -2 MANDP2 isimleri ile de bilinmektedir (90).

Ozellikle tiimér invazyonun proteoliz basamaginda ¢ok biiyiik 6nem arz eden ve
92 kDa agirliginda olan MMP-9 proteini, bazal membranin yapisinda en fazla bulunan

kolajenlerden biri olan tip-4 kolajeni parcalamaktadir.

MMP-9’un inhibisyonu sayesinde Schaffer collateral- CA1 yolagindaki LTP ve
hipokampiise bagli hafizanin kazanilmas1 agisindan kritik 6neme sahip olduguna dair

literatiirde arastirmalara rastlanmaktadir (3-6).

4.9. Kannabinoid ve Endokannabinoid

Yaklasik 30 yil siiresince, sigan beyninde bir kannabinoid (CB) reseptoriiniin
kesfinden bu yana, CB farmakolojisi ve fizyolojisi alaninda, insan fizyolojisi bir¢ok

seviyede, yeniden belirli konulara odaklanmak zorunda kalmistir (91).

Allosterik ligand alanindaki gelismelere paralel olarak, oldukga spesifik ve giiglii
ortosterik ligandlarin gelistirilmesi neticesinde ise endokannabinoid (ECB) sistem,

birgok fizyolojik siirecin modiilatorii olarak 6n plana ¢ikmig ve popiilarite kazanmistir.

Farmasotik kimya ve farmakomolekiiler laboratuvarlar araciligi ile tibbi esrar
basta olmak lizere, ECB sisteminin insan fizyolojisindeki roliiniin arastirilmasi, hiz

kazanmigtir (91).

Salaga ve ark.’lari; segici bir CB2 antagonisti ve AMG630 kullandiklar
arastirmalarinda, CB2R’nin, immiin sistem hiicreleri ile merkezi ve periferik

dokularda yayilmis durumda oldugunu bildirmislerdir (92).

Janero ve ark.’lari; ECB sinyal sisteminin, CB1R ve CB2R’nin temel
GPCR'lerinin ligand baglama motifleri ve yapi-fonksiyonel korelasyonlarinin ayrintili
karakterizasyonunu gerceklestirdikleri arastirmalarinda, terapotik 6zellik kazanmak
icin CB1R ve CB2R’ye bagli biyosinyalleri kontrol eden ilaclarin gercekg¢i tasarimini
aciklamak gerektiginin altini ¢izmislerdir (93).
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Burada, "ligand aracili protein yapisi" (LAPS) olarak adlandirilan ve ligand
etkilesimi ve reseptdr bagimli bilgi iletiminin anahtar1 olan amino asit seviyesinde,
CB1R ve CB2R yapisal ozelliklerini karakterize eden deneysel paradigmayi
tartismiglardir (93).

Yeliseev ve ark.’lar1 (94); CB2R, rodopsin benzeri GPCR’nin biiyiik siiper
ailesine ait yedi transmembran helikse sahip integral zar protein oldugunu bildirdikleri
calismalarinda, CB2R’nin, immiin yanit, inflamasyon, agr1 ve diger metabolik
stireglerin diizenlenmesinde hayati bir rol oynayan ECB sisteminin bir pargasi
oldugunu vurgulamiglardir. CB2R sinyalini hedef alan spesifik farmas6tik maddelerin
gelistirilmesi i¢in hiicre zarlarinda CB2R'nin yapisi1 ve fonksiyonu hakkinda daha fazla

bilginin elde edilmesi gerektiginin altin1 ¢izmislerdir (94).

Console-Bram ve ark.’lar1; EC reseptorii olan GPCRS55’in, endojen lipoamino
asit olan, N arasidonil glisin (N-arachidonoylglycine; NAGIy)'nin hedefi olarak
tanimlandigi ilk olan arastirmalarinda; GPCR endojen modiilatorleri olarak lipoamino
asitlere olan ilginin cesitli fizyolojik siire¢lerde rol almalari nedeni ile arttigin
bildirmislerdir (95). Ozellikle, bu amino asit konjiigatlarmin, ECB sistemde rol
aldiklarimin ortaya ¢ikmis oldugunu vurgulamislardir. NAGH'nin HAGPCRS5/CHO
hiicrelerinde kalsiyum mobilizasyonunu ve mitojenle aktive protein Kkinaz
aktivitelerinde konsantrasyona bagli artisin indiiklendigini ve bu artis sonucunda,
secici GPCRSS5 antagonisti ML193’lin reseptor aracili sinyallemeyi destekledigini
raporlamiglardir (95).

Barrie ve ark.’lar1 (96); esrar esasina dayanan terapinin kullanildigi gerek
hayvansal gerekse klinik ¢aligmalarda, esrar kokenli bilesiklerin hem analjezi hem de
antienflamatuar etkiler sagladiginin gosterilmesine ve de insanlar i¢in umut verici
terapotik uygulamalarin  baglatilmasina ragmen, esrar kokenli terapotiklerin
gelisiminin halen baslangi¢ evresinde oldugunu bildirmislerdir. Bu yiizden bu tiir
preparatlara ait calismalar ile saglikta ve hastalikta ECB sisteminin gesitli bilesenlerini
ve terapotik hedefler olarak potansiyellerini inceleyerek hastalardaki etkinligi ve
giivenlilik profili hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiyag duyuldugunu
raporlamislardir (96).
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Woodhams ve ark.’lar1 (97); 6nemli bir endojen agr1 kontrol sistemi olan ECB
sisteminin agr1 duyusu, duygusal ve bilissel a¢idan roliinii gézden gegirdikleri
arastirmalarinda; EC metabolizmasinin bloklanmasi veya CBIR’nin allosterik
modiilasyonu yoluyla, ECB etkinliginin farmakolojik olarak arttirilmasina, EC Sistem
ve stresle indiiklenen agri modiilasyonuna ve agri durumlarinda, EC sistemi ve medial
prefrontal korteks disfonksiyonu iizerine yogunlasmuslardir. Onceden klinik dncesi
verilere odaklanmalarina ragmen, son zamanlarda ECB ile iligkili tedavilerin klinik
basarisizliklarinin, bu yaklagimlarin gelecekteki potansiyeli iizerine yapilacak

arastirmalarin norobiyolojide yeni bir ufuk olabileceginin 6nemini vurgulamislardir

(97).

Lu ve ark.’lari; Cannabis sativa’nmin uzun siiredir medikal amaglarla
kullanildigini, emniyet ve etkinligi arttirmak i¢in bu bitkiden elde edilen bilesiklerin
saflastirilmast veya sentezlenmesi iizerine CB’ler olarak bir semsiye grubu altinda
isimlendirildigini bildirmislerdir (98).

Cesitli CB’lerin, Kanada'da bulant1 ve agr1 gibi ¢esitli endikasyonlar i¢in recete
edilebilir oldugunu, daha yakin zamanlarda, giderek artan sayida kardiyoproteksiyon
da dahil olmak tizere endojen CB sinyaliyle iligkili diger faydali etkilerin 6ne
stiriildiigli bir¢ok raporlarin literatiirde yer aldigindan bahsetmislerdir (98). Ancak
terapotik anlamda hem kanitlarin sinirli oldugunun hem de etki mekanizmalarinin
belirsizligini korudugunun altin1 ¢izmislerdir. En az bunlar kadar onemli olan
durumun, CB’lerin belirgin psikoaktif yan etkiler nedeniyle klinik olarak

kullanimlarini engellendigini agiklamiglardir (98).

Luongo ve ark.’lar1; patolojik bir¢cok yolakta rol oynayan néromodiilatorlerin
arasinda, 6zellikle ECB’lerin hem ndronal hem de ndronal olmayan mekanizmalara
derinden karisabilecegini raporladiklari ¢alismalarinda, bu kompleks sistemin
molekiiler ve hiicresel mekanizmalardaki fonksiyonunun ve disfonksiyonunun

literatiirde, son yirmi yilda kapsamli bir sekilde incelendigini bildirmislerdir (99).

Le Boisselier ve ark.’lar1; son zamanlarda ortaya ¢ikan bir siirii sentetik CB’lerin
modern teknolojinin -lato sensu- CB’ler tizerindeki kullanisliligini diisiindiiren zengin

bilgiler ortaya ¢ikardiginin 6neminden bahsetmislerdir (100).
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Birgok sinir iletim yolunu modiile ederek, ECB sistemi giderek kesfedilen birgok
fizyolojik siirecte yer almakta oldugunun Oneminden bahsetmislerdir. Sentetik
CB’lerin istenilen etkileri ve yan etkilerini, esrar igerken gozlemlenen olumsuz
etkilerden daha yogun olarak kabul edilmesi gerektigini belirtmiglerdir (100). Bu
yogun etkinin nedenini, CBR’ye tam agonist etki ve daha yiiksek afinite ile kismen
aciklayabildiklerini belirtmislerdir. CB zehirlenmesinden sonra goriilen norolojik ve
kardiyovaskiiler yan etkilerin genellikle konvansiyonel destekleyici tedaviye yanit
verdigini, ancak sentetik CB kullaniminin agir1 istismar ve bagimlilik olasilig1 gibi
nedenlerden dolay1 bu tiir preparatlarin potansiyel terapotik degeri ile ilgilenen

bilimsel topluluk i¢in endise kaynagi oldugunun 6neminden bahsetmislerdir (100).

Petrosino ve ark.’lart; palmitoletanolamid (palmitoylethanolamide; PEA)’in,
potansiyel bir nutrasotik olarak ortaya g¢iktigini, ¢iinkii bu bilesigin dogal olarak
memelilerin hiicre ve dokularinda birgok bitki ve hayvan gidasi kaynaginda
tiretildigini ve onemli noroprotektif, anti-inflamatuar ve analjezik etkilere sahip
oldugunu belirtmislerdir. PEA'nin molekiiler etki mekanizmasini tanimlamak ve hem
merkezi hem de periferik sinir sisteminde goklu etkilerini agiklamak igin ¢esitli gabalar

gosterdiklerini vurgulamislardir (101).

PEA'nin farmakolojisi, etkinligi ve gilivenliligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
tek bagina veya luteolin gibi antioksidan flavonoidler ve polidatin gibi stilbenler ile
birlikte PEA’nin, mikronize edilmis ve ultra-mikronize edilmis formiilasyonlar ile

uygulanabilirliginden bahsetmislerdir (101).

Fitzcharles ve ark.’lari; ECB sistemine yonelik tedavi secenekleri arasinda,
Cannabis sativa bitkisinden elde edilen bitkisel iriinlerin yani sira farmasotik
preparatlarin da bulundugunu, bircok yargi organi tarafindan tibbi esrarin
yasallastirilmas1 ve yaygin kamuoyu savunmasi, regeteli veya kendi kendine ilag
kullanimma bir ilgi uyandirdigini dile getirmislerdir. Calismalarinda, CB iirtiniin
etkinligi ve yan etkileri hakkindaki giincel kanitlar1 degerlendirmeye almislardir (102).
Bugiine kadar elde edilen kanitlarin yetersiz oldugunu ve CB preparatlarinin tibbi

kullanimi igin yetersiz bilgiye sahip oldugumuzu raporlamislardir (102).
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Ozellikle, hastalarda bitkisel esrarmn risklerinin iyi tanimlanmadigmin, dahasi
literatiirde yer alan anekdot ve savunmanin, saglam kanitlarin yerini alamayacaginin

altin1 ¢izmislerdir (102).

Kerbrat ve ark.’lar1; yag asidi amid hidrolaz (Fatty acid amide hydrolase;FAAH)
aktivitesinde bir azalmanm, CB’lerin endojen analoglarinin veya ECB’lerin
seviyelerini arttiracagint ve FAAH inhibitorlerinin, hayvan modellerinde analjezik ve
antiinflamatuar aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Bazi FAAH inhibitorlerinin

birinci ve ikinci evre faz ¢alismalarinda test edildigini bildirmislerdir (103).

Seri kohortlarda 84 saglikli goniilliiye tekli dozlar (0.25 ila 100 mg) ve
tekrarlayan oral dozlarda (10 giin boyunca 2.5 ila 20 mg) BIA 10-2474 isimli FAAH
inhibitoriinin uygulandigin1 ve herhangi bir ciddi advers olaya rastlanmadigini
belirtmislerdir (103). Iki katilimcinin yer aldig1 plasebo veya giinde 50 mg BIA10-
2474 verilen alt1 katilimcinin yer aldigi1 bagka bir kohort galismasinda ise katilimcilarin

norolojik yan etkileri tizerine odaklanildigini bildirmislerdir (103).

Akut ve hizla ilerleyen ndrolojik sendromun, ilag katiliminin besinci giiniinden
itibaren katilimcilardan igiinde gelistigini raporlamislardir (103). Baslica klinik
ozelliklerin; bas agrisi, serebellar sendrom, hafiza zayifligi ve biling degisikligi
oldugunu vurguladiklari aragtirmalarinda, manyetik rezonans goriintiileme
bulgularinda, agirlikli olarak pons ve hipokampiyi igeren sivinin zayiflatilmig
inversiyon iyilesmesi ve diflizyon agirhkli goriintileme dizileri {izerinde
mikrohemorajiler ve hiperintensiteler de dahil olmak {izere bilateral ve simetrik
serebral lezyonlar1 gosterdiginin altini ¢izmislerdir (103). Bir hastada beyin 6liimii
gerceklestigini; ikKi hastanin durumunun zaman ilerledik¢e diizeldigini, ancak bir
hastada hafiza kaybmmin mevcut oldugunu ve diger hastada kalic1 bir serebellar
sendrom varligit meydana geldigini raporlamislardir (103). Beklenmedik ciddi bir
norolojik bozuklugun, BIA 10-2474'iin bir birinci faz denemesinde kullanilan en
yiiksek doz seviyesinde alindiktan sonra olustugunu ve bu toksik serebral sendromun

altinda yatan mekanizmanin agiklanamadigini belirtmislerdir (103).

La Porta ve ark.’lari; yabanil tip (WT) farelerde CB1R (ACEA) ve CB2R
(JWH133) segici agonistleri ii¢ haftalik bir siire boyunca iyilestirme kabiliyetini
degerlendirmek igin kullandiklarini, ECB olan AEA ve 2-arasidonilgliserol (2-AG)
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seviyelerini plazma ve beyin bolgelerinde 6l¢miislerdir. ilging bir sekilde hem ACEA
hem de JWH133, nosiseptif ve duygusal degisiklikleri iyilestirirken ACEA’nin iliskili

hafiza zayiflamasini ilerlettigini vurgulamislardir (104).

Wasserman ve ark.’lari; ECB sisteminin kemik kiitlesini diizenledigini, CB1R
ve CB2R’nin omurgalilarin biiyiimesine neden olan epifiz biiyime kikirdag:
(EGC)’nin hipertrofik kondrositlerinde spesifik olarak eksprese edildigini bildirdikleri
calismalarinda, hizli gelisme evresinin sonunda CB1R ve / veya CB2R’i eksik
farelerin, femurlarmin, yabanil tipli hayvanlara kiyasla, daha uzun oldugunu
raporlamiglardir (105). A (9) -tetrahidrokanabinol (THC)’iin, disi WT ve CB2'nin
(CBI degil), fareler harig- iskelet uzamasini yavaslatmakta ve femoral ve bu durum
lumbar vertebra gévde uzunluguna yansimaktadir (105). Bunun da daha diisiik viicut
agirligina neden olduguna, ancak yag iceriginin degismedigine vurgu yaptiklar
aragtirmalarinda; THC ex-vivo kiiltiirlerde EGC kondrosit hipertrofisini inhibe ederek
ve CB1'in (CB2 degil), fareler hari¢- hipertrofik hiicre bolgesi kalinligini azalttigini,
bunun EGC'de vyerel biyiimeyi sinirlayan bir EC sistemini  gosterdigini

raporlamiglardir (105).

Gomez ve ark.’lar1 (106); AEA’nin, kromatin yogunlagmasina, kaspaz-3, 8 ve
9'un aktivasyonuna ve fokal adezyon kinaz boéliinmesine neden olmakla birlikte
sasirtict  bir sekilde, hiicre ¢ogalmasini inhibe etmesine ragmen protoonkogen
proteinlerinden olan c-MYC ekspresyonunu arttirdigin1 raporlamislardir. Dahasi,
AEA’nm, AKT aktivasyonunu inhibe ederken ERK, JNK ve p38'in siirekli bir
aktivasyonuna neden oldugunu ve buna ek olarak, AEA’nin, kaspaz-3'in
boliinmesinde tiimor nekroze edici faktor alfa (TNF-a) ile sinerjik etki gosterdigini
bildirmislerdir (106). AEA’nin tek basina veya TNF-o ile kombinasyon halinde
kikirdakta potansiyel bir tahribat ajani olabilecegini diisiindiiklerini dile getirmislerdir
(106).

Ticari olarak temin edilebilen CB’lerin, biiylik 6l¢iide CB1R’nin aktivasyonu
yolu ile psikomimetik ve bagimlilik gibi kanabinomimetik yan etkilere maruz

kalindiginin raporlandig1 arastirmaya da literatiirde rastlanmaktadir (107).
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Mevcut ticari CB’lerin terapotik indeksinin dar oldugunu; yakin gegmiste
gelisen cevresel olarak kisitlanmis CB’ler, bolgesel olarak uygulanan CB’ler, iki
islevli CB ligandlar1 ve CB enzim inhibitorleri klasik CB1R ve CB2R ile etkilesmeyen
eCB’ler, CBR antagonistleri ve selektif CB1R agonistlerinin analjezik olarak umut
verdigini dile getirmiglerdir (107). CB’lerin daha fazla arastirilmasi gerektigini
vurguladiklar1 arastirmalarinda, bir CB2R agonistinin gegici —transient- bir reseptor
potansiyeli vaniloid (TRPV-1) antagonisti ile kombinasyonunun CB2R agonistinin
terapoOtik  indeksini - artirabilecegi  ¢ikariminda  bulunmuslardir  (107). Enzim
inhibitorlerinin ve TRPV-1 blokerlerinin de ¢ok 1iyi bir sekilde arastirilmasi
gerektiginin éneminden bahsetmislerdir. Oniimiizdeki bes yil boyunca CB’lerin
cogunun Klinik olarak iiretken gelisiminin, se¢ici CB2R agonistleri alaninda olacaginin
tizerinde durulan calismalarinda, bu ajanlarin ¢esitli hastaliklarda testedilecegini
belirtmislerdir (107).

La Porta ve ark.’lari, umut verici klinik oncesi verilere ragmen CB’lerin
terapotik kullanimini desteklemek i¢in sinirh klinik kanit sagladigini ancak yine de

umut verici sonuglarin oldugunun altin1 ¢izmektedirler (108).

Fowler ve ark.’lar1; 1992'de AEA’nin kesfedilmesinden bu yana ECB sistemi ve

fizyolojik etkileri hakkindaki bilgilerimizin biiytik 6l¢iide arttigindan bahsetmislerdir
(109).

ECB farmakolojisini tartistiklar1 derlemelerinde; AEA’nin sentezini segici
olarak engelleyen higbir bilesigin olmadigi gibi AEA’nin salinmasinin ve geri aliminin
engellendigi mekanizmalarin da tam olarak aydinlatilamadig1 ve buna ragmen, CBIR
ve CB2R’de segici agonistler ve antagonistlerin ve FAAH inhibitorlerinin iyi
karakterize edildigi vurgulanmaktadir. Ayrica, bu bilesiklerin birtakim rahatsizliklarin
tedavisinde faydali olabileceginin yan1 sira ECB sisteminin modiilasyonunun,
noroprotektif etkilerin de iretebilmesine olanak saglamakla birlikte norotoksik

etkilere de yol agabileceginden bahsedilmistir (109).

Rockwell ve ark.’lari; AEA olarak bilinen arasidonil etanolaminin, CBR’lere
baglandiginin tamimlandigi ilk endojen bilesik oldugundan bahsetmekle birlikte,

AEA’nin hipotermi, antinosisepsiyon, hareketsizlik, katalepsi ve immiin modiilasyon
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gibi  THC’nin fizyolojik etkilerinin birgogunu taklit edebileceginden de
bahsetmislerdir (110).

AEA’nin, birincil splenositlerde interlokin-2'nin konsantrasyona bagli bir
inhibisyonuna neden oldugunu raporladiklart bu c¢aligmada; CBl1 ve CB2
antagonistleri SR141716A [N- (piperidin-1-il) -5- (4-klorofenil) -1- (2,4-diklorfenil) -
4-metil-H-pirazol-3 karboksamidhidrokloriir] ve SR144528 [N - [(1 S) -endo-1,3,3, -
trimethylbicyclo [2,2,1] heptan-2-il] -5- (4-kloro-3-metilfenil) -1- (4-metil-benzil) -
pirazol-3-karboksamit] kombinasyon halinde kullanildiginda, AEA ile interlokin-2
inhibisyonunu antagonize etmediginin altin1 ¢izmiglerdir (110). Buna ek olarak, ne
varsayillan AEA membrane transportér onleyicisi (AMT) olan UCM707 [N- (3-
furanilmetil) -5Z, 82z, 11Z, 14Z-eikozatetraecnamid] ne de metil arasidonoil
fluorofosfonat (MAFP), FAAH, interlokin-2 iizerine AEA’nin inhibitor etkisini
etkileyebilmistir seklinde aciklamada bulunmuslardir. flging bir sekilde, arasidonik
asitin interlokin-2 sekresyonunun konsantrasyona bagli bir inhibisyonuna neden
oldugu ve bunun yapisal olarak iliskili AEA’nin etkisine benzer oldugu iddia edilmistir
(110). Son olarak, bir peroksizom proliferatér-aktive edilmis reseptér (PPAR) gama
spesifik antagonisti T0070907 [2-kloro-5-nitro-N-4-piridinil-benzamid] ile 6n-
muamele, AEA’nin aracilik ettigi interlokin-2 sekresyonunu kismen antagonize
ettiginden de bahsedilmistir (110). AEA ile interlokin-2 salgisinin inhibisyonunun
CB1 / CB2 ve AMT / FAAH sisteminden bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir
aciklamasin1 getirdikleri ¢alismalarinda; interl6kin-2 inhibisyonunun AEA’nin,
siklooksijenaz-2 metaboliti tarafindan aktive edilen bir PPAR gama araciligi ile

gerceklestigi seklinde yorumlamislardir (110).

ECB sistemine agri1, ndrodejenerasyon Ve kanser gibi gesitli hastalik durumlarini
tedavi etmek lizere modiile edilecek olan bilesikler iizerine kurulu yeni tedavilerin
gelistirilmesi konusunda biiyiik ilgi duyuldugunun bildirildigi arastirmaya da yine
literatlirde rastlanmaktadir (111).

Ozetle AEA, beyinde arasidonik asitten iiretilen bir CB nérotransmitterdir. AEA
hem merkezi hem de periferal sinir sisteminde bulunabilmektedir. MSS’de CBIR,

periferal sinir sisteminde ise CB2R olarak adlandirilan reseptorler aracilig ile islev

gormektedirler (7).
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AM251; biarilpirazol grubu CB1 antagonistlerinden olup, AM630, beyinde yer
alan CB2’nin ve ML193 ise GPCR55’in potent ve selektif antagonistleridir (8, 9).
Literatiirde yer alan kanit degeri yiiksek arastirmalar incelendiginde; CB’lerin
hipokampiise bagli bellek fonksiyonu ile iligkili oldugunu raporlamakla birlikte (10),
“CBI1R agonistlerinin, bilisi bozmakta ve sinaptik iletimin uzun vadeli
potansiyasyonunu yani LTP’yi 6nledigi raporlanmaktadir. Ancak hipokampal LTP
tizerindeki endojen olarak olusturulan CB’lerin (eCB) etkisi belirsiz kalmaktadir”

seklinde ¢ikarimda bulunan arastirmaya da rastlanmaktadir (11).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Etik izinler

Bu randomize, ¢ift kor ¢alisma; Istanbul Medipol Universitesi Deney Hayvanlari
Yerel Etik Kurulu ve Canli Memeli Kullanimi izin Belgesi (Tarih: 13/03/2019
Numara:38828770-604.01.01-E.10835) sayesinde, Istanbul Medipol Universitesi
MEDITAM laboratuvarinda gerceklestirildi.

5.2. Materyal

5.2.1. Kullanilan cihazlar

Biyogiivenlik kabini (class II), Niive, Tiirkiye
Biyogiivenlik kabini (class 1), Heal Force, Cin
Buzdolab1 +4°C, Beko, Tiirkiye

COg etiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Dikey elektroforez tanki, Bio-Rad, ABD

Distile su cihazi, Milipore, Almanya

RT-gPCR sistemi, Applied biosystems fast 7500, ABD
Gii¢ kaynagi, Wealtec, Tayvan

Hassas terazi, Ohaus, ABD

Hemositometre, Marienfeld, Almanya

Isiticili ¢alkalayici blok, Biosan, Letonya

Isisal dongiileme cihazi, Techne TC5000, Ingiltere
Isisal dongiileme cihazi, ABI Proflex, ABD
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore

Invert mikroskop, Olympus, Almanya

Kirik buz makinasi, Fiocchetti, Italya

Mekanik karistirici, Velp, italya

Mikrospin, Biosan, Letonya

Otoklav, Tekbal, Tirkiye

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD

Otomatik pipet seti, Eppendorf, ABD

Pipet tabancasi, Capp, Danimarka

30



pH metre, Hanna, Romanya

Sogutmali santrifiij, Tehtnica, Slovenya
Spektrofotometre, Shimadzu, Japonya
Su banyosu, Niive, Tiirkiye

Tiip karistirict, Hasvet, Tiirkiye
Vakum, Biosan, Letonya

Vakum, Rocker, Tayvan

Vorteks, Wise Mix, Kore

5.2.2. Kullamlan kimyasal maddeler
Bradfort soliiyonu, Biorad, ABD
Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, ABD
Etanol (EtOH), Sigma, ABD
[zofluran, Hollanda
KCI, Sigma, ABD
Proteaz inhibitor kokteyli, Thermo Scientific Pierce Biotechnology, ABD
Serum fizyolojik (SF)
TritonX-100, Sigma, ABD

5.2.3. Kullanilan Kitler, tamponlar ve ¢ozeltiler
5.2.3.1. RNA izolasyon Kiti

RNA izolasyon kiti (PureLink™ RNA mini kit, ABD) iceriginde RNaz-free
lizis ve yikama soliisyonlari ile spin-kolonlar1 bulunmaktadir. Bu kit kullanilarak
yaklagik 200 mg dokudan 1000 pg’a kadar RNA izole edilebilmektedir. Kit
icerirgindeki yikama soliisyonu Il, igerisine 60 ml %100 EtOH ilave edilerek

kullanima hazir hale getirilmistir.
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5.2.3.2. Tamamlayict DNA (CDNA) sentez kiti

Bu kit (Applied Biosystems High Capacity Reverse Transcription, ABD)
igerisinde 10X ters transkripsiyon tamponu, 10X ters transkripsiyon random
primerleri, 25X dNTP karisimi (100 mM), MultiScribe™ Ters transkriptaz (50 U/uL)

ve RNaz inhibitor bulundurmaktadir.

5.2.3.3. RT-gPCR Kiti

RT-gPCR kit (Applied Biosystems, ABD)’i igerisinde;
2x Tag-Man gen ekspresyon master karisimi

e AmpliTaq Gold DNA polimeraz

e Urasil-DNA glikozilaz

e dNTP

e ROX pasif referans

e  Optimize edilmis tampon bilesenleri
20x Tag-Man gen ekspresyon tayin Kiti

e iki tane isaretsiz primer (1x primer final konsantrasyonu 900 nM ve 20x stok
primer konsantrasyonu 18uM)

e Bir tane FAMTM boya ile isaretlenmis Tag-Man prob MGB (1x final
konsantrasyonu 250 nM, stok konsantrasyonu 5uM).

e Tag-Man gen ekspresyon assayleri 1ltane 6-VIC® boyasi ile isaretlenmis
TagMan MGB prob igerirler (1x final konsantrasyonu 250 nM, 20x stok
konsantrasyonu 5uM’dir).

Her bir gen bolgesi i¢in 4331182 katalog numarasina sahip ticari Tag-Man gen
ekspresyon  kitleri  alindi.  B-Aktin  gen Dbolgesi (referans gen) ig¢in
Actb..Rn00667869_m1, MMP-9 gen bolgesi igcin MMP-9..Rn00579162_m1, Notchl
gen bolgesi i¢in Notchl..Rn01758633_m1, ve PTEN gen bolgesi igin
PTEN..Rn00477208 ml kodlu iiriinler kullanilmistir. Reaksiyon i¢in gerekli olan

bilesenler ve mikrolitre (uL) cinsinden miktarlar1 Tablo 5.2.1.°de verilmistir.
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Tablo 5.2.1. RT-qPCR i¢in gereken bilesenler ve miktarlari

PCR Bileseni Konsantrasyon (pL)
20x Tag-Man® gen ekspresyon tayin kit 1
2x Tag-Man gen ekspresyon master karigim 10
Cdna 2
dH.0 7
Total 20

5.3. Canli Memeli Deneklerin Beslenme ve Barindirilmasi

Canli memeli deneklerin (Wistar-albino cinsi siganlar) beslenmesinde kullanilan
yemler; kuru madde en az %88 oraninda olan ve iceriginde, protein, seliiloz, sodyum,

kalsiyum, fosfor, D3 vitamini ve E vitamini barindiran hazir peletler idi (Resim 5.3.1.).

Resim 5.3.1. Siganlarin beslendigi pelet yemler
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Denekler 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik periyotta tutuldu ve yem ile suya
serbest erisimleri saglandi. Enjeksiyonlar intraperitoneal yoldan, 26 Gauge (G)x"2 uglu
Beybi®marka steril enjektdrler yardimi ile giinde bir kez ve yedi giin siire ile

gerceklestirildi (Resim 5.3.2.).

Resim 5.3.2. Deneklere intraperitoneal yoldan enjeksiyonlarin uygulanmasi

5.4. Farmasotik Preparatlarin Hazirlanmasi

Tiim farmasétikler, uygun ¢oziiciilerinde firma biilteni dogrultusunda hazirlandi.
AEA (Sigma; Katalog #A0580-5MG), stok soliisyonu final konsantrasyonu 5 mg/mL
olacak sekilde SF igerisinde; AM251 (Sigma; Katalog #A6226-10MG) stok soliisyonu
final konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde SF igerisinde, AM630 (Sigma; Katalog
#SML0327-5MG) stok soliisyonu final konsantrasyonu 1,25 mg/mL olacak sekilde SF
igerisinde ve ML193 (Sigma; Katalog #SML1340-5MG) stok soliisyonu final
konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde dimetilsiilfoksid (DMSO) igerisinde

¢Oziilerek hazirlandi.

34



Stok soliisyonlar, enjeksiyonlarm uygulandig1 siire ierisinde +4°C sicaklikta

muahafaza edildi.

5.5. Deney Gruplari

10 haftalik ve 300-320 gr agirliginda 50 Wistar-albino cinsi erkek sicanlar,
randomize olarak, her bir grupta beser adet canli memeli denek olacak sekilde 10 gruba

ayrildi.

Grup 1 (Kontrol, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca, herhangi
bir enjeksiyon uygulanmaksizin, siire sonundaki sekizinci giinde, anestezi altinda

dekapite edilen siganlardan elde edilen hipokampiis dokularindan olusturuldu.

Grup 2 (Sham, n=5): Bu grupta yer alan o6rnekler; yedi giin boyunca siganlara,
agonist (AEA) velveya antagonistler (AM251, AM630 ve ML193) yerine, %0,9
sodyum kloriir ¢ozeltisi (serum fizyolojik; SF) uygulanan ve siire sonundaki sekizinci
giinde, anestezi altinda dekapite edilen sicanlardan elde edilen hipokampiis

dokularindan olusturuldu.

Grup 3 (Coziicii kontrol, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca
siganlara, agonist (AEA) ve/veya antagonistler (AM251, AM630 ve ML193) yerine,
ML193’lin ¢6zciisii olarak kullanilan DMSO ¢ozeltisinin uygulandiktan sonra,
sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen siganlardan elde edilen hipokampiis

dokularindan olusturuldu.

Grup 4 (AEA, n=5): Bu grupta yer alan Ornekler; yedi giin boyunca AEA
uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen siganlardan elde edilen

hipokampiis dokularindan olusturuldu.
Grup 5 (AM251, n=5): Bu grupta yer alan o6rnekler; yedi giin boyunca AM251
uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen sigcanlardan elde edilen

hipokampiis dokularindan olusturuldu.

Grup 6 (AM630, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca AM630
uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen sigcanlardan elde edilen

hipokampiis dokularindan olusturuldu.
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Grup 7 (ML193, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca ML193
uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen sicanlardan elde edilen

hipokampiis dokularindan olusturuldu.

Grup 8 (AEA + AM251, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca
AEA ve AM251 uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen

sicanlardan elde edilen hipokampiis dokularindan olusturuldu.

Grup 9 (AEA + AM630, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca
AEA ve AMG630 uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen

sicanlardan elde edilen hipokampiis dokularindan olusturuldu.

Grup 10 (AEA + ML193, n=5): Bu grupta yer alan 6rnekler; yedi giin boyunca
AEA ve ML193 uygulanan ve sekizinci giinde, anestezi altinda dekapite edilen

sicanlardan elde edilen hipokampiis dokularindan olusturuldu (Resim 5.5.1).
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Resim 5.5.1. Gruplarina gore siniflandirilarak ayrilan canli memeli denekler
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5.6. Anestezi Altinda Deneklerin Sakrifikasyonu
5.6.1. Anestezi ve dekapitasyon

Dekapitasyon islemi Oncesinde, tiim gruplarda yer alan denekler, Isoflurane-
USP 100mI® isimli inhalasyon anestezigi kullanilarak, kafanin goévdeden,
kranioservikal bileske lokalizasyonundan, kolayca ve temiz bir sekilde kesilerek

ayrilmasina olanak taniyacak sekilde, paslanmaz celik bigaklara sahip rodent
dekapitoriine (Decapitor Katalog no: 25303059999990000651400001) alinarak,
sakrifiye edildi (Resim 5.6.1.).

Resim 5.6.1. Canli memeli deneklerin anestezi altinda dekapitasyon islemi

Tiim operasyon boyunca islemler CL 6000 LED® marka 151k cihazi altinda
gerceklestirildi (Resim 5.6.2.).
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Resim 5.6.2. Operasyonun gergeklestirildigi sirada kullanilan LED 1g1k cihazi

[zofluran anestezisi altinda, dekapitdr yardmmu ile sakrifiye edilen canli memeli

deneklerin ¢ikartilan kafalari islemin yapilacagi sahaya alindi (Resim 5.6.3.).

.~

-

Resim 5.6.3. Sigan govdesinden kafanin ayrildiktan sonraki goriintiisii
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5.6.2. Cerrahi rezeksiyon ile hipokampal dokularin ¢ikartilmasi

Kraniumun osseéz dokusunun ortaya konulabilmesi i¢in, iizerini kaplayan cilt
ve ciltalt1 doku, 15 numara bistiiri yardimu ile orta hattan, oksipital bolgeden frontal
bolgeye dogru insize edildi. Daha sonra cerrahi penset ve disseksiyon makasi yardimi
ile cilt, cilt alt1 doku ve periost osse6z dokudan, lateral ve anteriora dogru disseke
edildi. Disseke edilen bu dokular frontal bolgeden her iki orbita ve os nasale iizerine

dogru pensetler yardimi ile devrildi. Osse6z dokular anatomik olarak ortaya konuldu.

Frontal, parietal, interparietal, oksipital kemikler, sagittal ve lambdoid ¢ikintilar

anatomik olarak tanindi ve ortaya konuldu.

Sagittal krestin kaudal kismini da olusturan inter parietal kemigin kaudo-lateral
siirindan, kaudo-kranial yonelimle inter parietal kemikten frontal kemige dogru,
birbirine paralel olacak sekilde bilateral, iris makasi yardimi ile osse6z dokular,

serebral doku korunarak, insize edildi.

Gerek beyin dokusu gerekse meningeal yapilara zarar vermemek igin ¢ok
dikkatli manevralar gergeklestirildi. Kraniumun anteriorunda ise her iki orbital
cukurun superior sinirlarindan gecen izafi hat lokalizasyonu hedeflenerek, frontal
kemik insize edildi. Olfaktor bulbusa ulasildi. Serebral dokunun dorsal yiizeyini 6rten
frontal, parietal, inter parietal kemik dokular eksize edildi.

Beyin dokusunun dorsal yiizeyini ¢evreleyen ossedz yapilar kapak seklinde
acilarak, bu kemik dokularin eksizyonu gergeklestirildi. Serebral dokuyu ¢evreleyen
ve serebral doku ile kranium arasinda lokalize olan meningeal yapilarin, serebral
dokuyu koruyucu fonksiyonundan dolayi, disseksiyon esnasinda zarar gormemesine

ve dolayisiyla serebral dokunun hasarlanmamasina dikkat edildi.

Beyin dokusu, serebral dokuyu cepegevre saran meninkslerden dikkatli bir
sekilde disseke edildi. Daha sonra serberal dokunun, lateralde temporal, anteriorda ise

frontal kemik tabanina dogru disseksiyonuna baslandi.

Kavisli dar desen forsepsi kapali olacak sekilde ve mini dissektdrler yardimai ile
serebral dokunun Kortikal yiizeylerine zarar vermeden, beynin dokusu bilateral

lateralden temporal kemikten, anteriorda ise frontal kemik tabanindan disseke edildi.
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Daha sonra serebral dokunun tabanina dissektor kaydirilarak serebral doku ve
orta beyin yapilart siiperiora dogru itildi. Kafa tabaninda serebral doku ile iliskili
vaskiiler yapilar ve kranial sinirler serebral dokudan ayristirildi. Frontal bolgede ise,
mini dissektor, anterior olfaktor bulbus kisminin altina dogru kaydirilarak beyin

yavage¢a yukari dogru baskiile edildi.

Optik sinir ve olfaktor sinir insize edilerek, sican kraniumu tizerini 6rten cilt, cilt
alt1 dokulariin anteriora dogru devrilmesi ve sonrasinda serebral doku komsu ossedz
yapilardan tamamen disseke edilerek hasar gérmeden ¢ikarildi. Eksize edilen serebral

doku derhal, altinda buzlu plaka olan drapeler iizerine alindi (Resim 5.6.4.).

Resim 5.6.4. Intrakranial serebral dokunun superiordan gériiniisii

Anatomik olarak oryantasyonun daha kolay olacagi disiniilerek, beyin
dokusunun ventral yiizeyi, buz plakasina bakacak sekilde, dorsal yiizeyi ise siiperiorda
olacak sekilde, serebellum posteriorda, frontal lob anteriorda kaudo-kranial olarak
yerlestirildi. Dissektor yardimi ile serebellum, pons ve medulla serebral kortekslerden
hafifce dissek edildi. Daha sonra bu dokular her iki serebral kortikal yapilardan 15
numara bistiiri yardimi ile insize edilerek ortamdan uzaklastirildi (Resim 5.6.5).
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Resim 5.6.5. Serebral korteks, serebellum, pons ve medullanin superior gériintiisii

Ventral yiizii buzlu plakaya bakacak sekilde serebral korteksler islem sahasina
yerlestirildi. Daha sonra longitudinal serebral fissiir ve interhemisferik sulkus boyunca
orta hattan korpus kallozum ve orta beyin yapilarinida igerecek sekilde 15 numara

bistiiri yardimiu ile insize edildi. Boyle her iki serebral hemisfer birbirinden ayristirildi.

Dokunun daha kolay maniple edilebilmesi i¢in her iki hemisferin frontal
loblarinda yiizeye paralel olacak sekilde anteriordan posterior 0,5 mm uzunlukta 15

numara bistiiri ile insizyon yapilip, dokular ortamdan uzaklastirildi.

Serebral hemisferlerden ilk olarak sol hemisfer, insize edilen frontal ylizeye

dogru devrildi.

Daha sonra orta beyin dokular1 penset yardimi ile tutularak, bistiiri yardim ile

serebral kortikal dokudan disseke edildi.

Ucgiincii ventrikiil posteriorunda, talamusun siiperiorunda ve korpus kallozumun
inferiorunda yer alan hipokampiis dokusuna ulagmak i¢in ilk olarak acik parlak beyaz

kisim olan, yarim ay seklindeki, korpus kallozum tanindi (Resim 5.6.6.).
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Resim 5.6.6. Hipokampiis dokusunun beyinden diseke edilme basamaklari

Resim 5.6.6. A’da; serebellum ve medullanin serebral hemisferden ayrilmasi,
resim 5.6.6. B’de, her iki hemisferin longitudinal serebral fissiir ve interhemisferik
sulkus boyunca orta hattan insize edilerek birbirinden ayristirilmasi islemine ait
goriintiiler yer almaktadir. Resim 5.6.6. C’de, sag serebral hemisferden orta beyin
dokulariin diseksiyonu goriiliiyor iken, resim 5.6.6. D’de ise sag sereberal orta

beyinden diseke edilen hipokampiis dokusunun goriintiisii goriilmektedir.

I1k olarak sol serebral hemisfer tekrar krotikal yiizeyi buzlu plate bakacak sekilde
yerlestirildi. Kiiglik kavisli forseps yardim ile frontal bolgeden sabitlenen dokudan,
kortikal doku ve korpus kallozumun inferiorunda yeralan hipokampiis dokusu 15
numara bistiiri ve dissektorler yardumi ile disseke edilerek eksize edildi. Diseksiyon
stirecini hizlandirmak ve kolaylastirmak igin, korteksin posterior kismina dogru,
korteksi medialden lateral ve posteriora dogru insizyon yapildi. Bdylece hipokampal

dokuya daha kolay erisilebildi.
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Hipokampiis dokusunun diger serebral doku bolgelerine gore daha pembe renkte

olmasi, ayrica bu bolgenin disseksiyonunda yardimei bir parametre idi.

Ayni islemler sag serebral hemsifer dokuda da tekrarlandi ve bilateral
hipokampiis dokular1 elde edildi.

Eksize edilen hipokampiis dokulari, serebral krotikal yapilarin, alinan
spesmenlerde varliklari a¢isindan tekrar incelendi (Resim 5.6.7. A). Serebral dokularin
tam ayrismadig1 hipokampal 6rnekler daha kiiciik bir forseps yardimi ile tam olarak
serebral dokulart ayristirilarak, hipokampiis dokular1 hizli bir sekilde tiiplere
yerlestirildi (Resim 5.6.7. B).
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Resim 5.6.7. Hipokampiis

5.7. Rezeke Edilen Dokulari Molekiiler Analizler i¢cin Hazirlanmasi

Sakrifiye edilen canli memeli deneklere ait sag ve sol hippokampal dokular
rezeke edildikten sonra, soguk (4°C) potasyum kloriir (KCI) ile yikandi. Ardindan
kurutma kagidi ile kurutulan dokular, kurutma kagidinin darasi alindiktan sonra
tartilarak, elde edilen veriler kayit altina alind1 (Resim 5.7.1.).
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Resim 5.7.1. Hipokampal dokularin kurutma kagidi iizerinde tartilmasi

Tartilan dokular ivedi bir sekilde, icerisinde [protein ekstraksiyon soliisyonu,
TritonX-100 (Katalog# 85111) ve proteaz inhibitor kokteyli (Katalog# 87785)
(Thermo Scientific Pierce Biotechnology, Rockford, Amerika Birlesik Devletleri)

iceren] lizis tampon i¢eren eppendorf tiiplerine kodlanarak yerlestirildi.

5.7.1. Dokulardan total RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu i¢in dokularin enzimatik ve mekanik olarak pargalanmasi
islemleri gerceklestirildi. Bunun i¢in dncelikle dokulardan total RNA ekstraksiyonu
i¢in igerisinde 1ml lizis tampon ¢ozeltisi ve doku ornekleri yer alan eppendorf tiiplere
10ul B-merkaptoetanol (%1; B-ME) eklendi (Resim 5.7.2. A, Resim 5.7.2. B). Daha
sonra ornekler vortekslendi. Bu islemi takiben 6zel rotator pargalayici tiiplerine alinan
orneklerin, rotator parcalayicida (mekanik karistirici) 1400 rpm’de parcalanmalar
saglandi (Resim 5.7.2. C), ve vortekslendi (Resim 5.7.2. D). Dokularin mekanik olarak
parcalanmasi esnasinda, olusan 1s1 artisinin, RNA degredasyonuna neden olmasini
onlemek amaciyla islem buz iizerinde gergeklestirildi. Daha sonra ornekler 14000

rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.
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Resim 5.7.2. RNA izolasyonu i¢in dokularin par¢alanmasi

Bu islemi takiben dokulardan RNA izolasyonu firetici firmanin direktifleri
dogrultusunda Kit kullanilarak asagida belirtildigi tizere gergeklestirilmistir.
1) Santrifiij sonras1 siipernatan temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi ve bu tiip
icerisine, siipernatant hacmine gore 1:1 oraninda %70 (h/h) soguk (4°C) EtOH
ilave edildi.

2) Daha sonra 6rnekler Spinkolonlara transfer edildi (Resim 5.7.3.).
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3)
4)

5)

6)

7)
8)

Resim 5.7.3. Ozel filtreli (Spinkolon) tiiplere aktarilan siipernatanlar

Ardindan 6rnekler, 12.000xg’ de 15 saniye santrifiij edildi.

Bu islemi takiben total RNA orneklerini de igeren spinkolonlar temiz bir
eppendorf tiipiiniin tizerine yerlestirildi ve spinkolonlarin {izerine 700ul
yikama soliisyonu I eklendi. Ardindan yine 12.000xg” de 15 saniye santrifiij
edildi.

Spinkolonlar tekrar temiz bir eppendorf tiipliniin tizerine yerlestirildi ve
ardindan, iki kez ardisik olarak; soguk EtOH ilave edilen yikama soliisyonu
II’den her bir 6rnege 500ul yikama soliisyonu II ilavesi gerceklestirildikten
sonra 12.000xg’ de 15 saniye santrifiij edildi.

Spinkolon yeni steril eppendorf tiipiine yerlestirildi. Her bir 6rnek tizerine 50ul
RNAaz free su ilavesi gerceklestirildi. Bu ilaveden sonra, 22,4°C’lik oda
1s1sinda drnekler bir dakika bekletildi. Ornekler 12000xg’de 15 saniye santrifiij
edildi.

Spinkolon uzaklastirildi.

Eppendorf tiipte 50 ul miktarinda total RNA izole edildi (Resim 5.7.4.).
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Resim 5.7.4. 50 pl RNA 6rneklerinin eldesi

5.7.2. cDNA eldesi

Total RNA izolasyonunu takiben Wistar Albino cinsi erkek sican hipokampiis

dokusundan elde edilen RNA orneklerinden, RT-qPCR’de kullanilmak {izere

tamamlayict DNA’nin sentezi “Applied Biosystems High Capacity Reverse

Transcription (ABD) kiti” kullanilarak asagidaki gibi gerceklestirildi.

Oncelikle her bir 6rnek igin:

* 2ul 10X Ters transkripsiyon tamponu

* 2ul Ters transkripsiyon random primer (25X)
¢ 0.8 ul ANTPs (100 mmol/l)

* 1 ul RNAaz inhibitori

* 1ul MultiScribe™ Reverse Transkriptaz (200U/ul)

—— temel karigim

olusan reaksiyon karisimi hazirlanip buzun tizerinde bekletildi. Bu esnada her bir

ornek i¢in 200ng RNA igeren miktardaki érnek ve dH20 kullanilarak 20ul’ye
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tamamlandi. Islem bittikten sonra &rnekler kisa siireligine vorteksle karistirilarak

santrifiij edildi ve 1s1sal dongii cihazina yerlestirildi.

Orneklerden cDNA eldesi 1s1sal dongii cihazinda (Resim 5.7.5.), Tablo 5.7.1.de
gosterilen program uygulanarak gergeklestirildi.

Resim 5.7.5. Isisal dongii cihazinin siire ve sicakliklari

Tablo 5.7.1. Isisal dongii cihazinin siire ve sicakliklar

25 37 85
10 dakika | 120 dakika | 5 dakika 00

5.7.3. RT-gPCR

[lk olarak RT-qPCR, mRNA iizerinden gen ifadesinin saptanmasi veya gen
ifadelerini birbirleri ile kiyaslamasi amact ile kullanilan PCR temelli hassas bir
tekniktir.

Yapilan bu ¢alismada, elde edilen cDNA 6rneklerinde MMP-9, Notchl ve PTEN
gen (ifadelerindeki) ekspresyonundaki degisimler RT-qPCR yontemi ile belirlendi.
Calisma iki tekrarli olarak gerceklestirildi. Oncelikle cDNA &rneklerinin her birinden

2ul alind1 ve buz igerisine yerlestirilmis sekilde olan steril eppendorf tiiplere eklendi.
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Daha sonra her bir gen bolgesine 6zgiil ticari Kit varliginda reaksiyon karisimi
hazirland1 (Tablo 5.7.2.).

Tablo 5.7.2. RT-gPCR bilesenleri ve miktarlari

RT-gPCR Reaksiyon igerigi Miktar (ul)
cDNA 20
Master karigimi 100
Gene spesifik assay 10
dH20 70
Total 200

Oncelikle master karisimi, gen spesifik assay ve dH2O steril eppendorf tiip
icerisine, tablo 5.7.2.°de gosterilen miktarlarda ilave edilerek karisim hazirlandi.
Ardindan bu karisim icerisinden, her bir kuyucuk igerisine, 18ul hacimde olacak
sekilde, 96 kuyucuklu mikroplakalara karigim yerlestirildi ve iizerlerine ilgili cDNA
orneklerinden 2ul ilave edildi. Kontrol grubu igin olusturulan havuzda bulunan cDNA
ornekleri kullanildu.

Karisimin ve ¢cDNA orneklerinin  mikroplakalara yerlesimi sonrasdinda,
mikroplakanin {izeri, optik kaplayici ile kaplandi. Daha sonra azami hizda, 22,4°C’lik
sicaklikta, 30 saniye santrifiij edilen mikroplaka igeriklerinin ¢okmesi saglandi.

96 kuyucuklu bu mikroplaka, Applied Biosystems Fast 7500 RT-qPCR
cihazinin igerisine yerlestirildi ve uygun olan PCR kosullar1 saglandi (Tablo 5.7.3.).
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Tablo 5.7.3. Calisilan RT-gPCR kosullart

Basamak | UDG inkiibasyon | Ampli-Taq Gold, UP PCR
enzim aktivasyon 40 Dongii (Cycle)
Denatiirasyon Baglanma
Zaman 2 dakika 10 dakika 15 saniye 1 dakika
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C

5.7.4. Protein izolasyonu ve miktar tayini

MMP-9, Notchl ve PTEN proteinlerine ait ekspresyon diizeyi Western-blot
yontemi ile gosterildi. Tim deney gruplarindan elde edilen protein lizatlarinda
Bradfort yontemi ile toplam protein miktar1 belirlendi. Elde edilen proteinlerin
ayristirilmasi ve sonrasinda immiinblot ile ifade diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in
oncelikle sodium dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemi
uygulandi.

Bunun igin oncelikle dokular TritonX-100 (Thermo Scientific Pierce
Biotechnology, Rockford, Amerika Birlesik Devletleri) (Kat. No. 85111) tamponu
igerisinde lanset yardimi ile pargalandi. Ardindan el homojenizatorii yardimi ile
homojenize hale getirilen dokular, ependorf tiiplere aktarildi. Berrak ve partikiilsiiz
hale gelene dek 10.000 rpm’de bes dakika ardisik ve {i¢ kez ard arda santrifiij edilen
tip iceriginde yer alan supernatan alindi ve biiyiik doku pargalar1 ortamdan

uzaklastirildi.

Elde edilen bu ornekler iizerinden protein miktar tayinleri gergeklestirildi
(Resim 5.7.6.).
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Resim 5.7.6. Spektrofotometrik analizler ile 6rneklerde protein miktar tayini

Protein miktar tayini bovine serum albiimin (BSA) ile bilgisayar ortaminda
hazirlanan standart grafik yardimi ile gerceklestirilirken, miktar tayini i¢in Protein

Assay ticari kitinden faydalanildi.

Western-blot yontemi ile PTEN, Notchl ve MMP-9 protein diizeylerinin
gosterilebilmesi i¢in, protein miktar tayini ardindan elde edilen proteinler SDS-PAGE

yontemi ile ayrigtirildi.

5.7.5. SDS-PAGE

Bu islem basamagi %10’luk SDS-PAGE hazir jellerinde gergeklestiridi (Resim
5.7.7)).
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Resim 5.7.7. SDS-PAGE igin kullanilan jellerin goriintiisii

Oncelikle protein érnekleri 4x merkaptoetanol igeren yiikleme tamponunda diliie
edildi ve 95°C” de bes dakika denatiirasyonlar1 saglandi. Bu islemi takiben her bir
kuyuya 100 pg total protein olacak sekilde oOrnekler yiiklenerek 120V elektrik
akiminda oda sicakliginda 1,5 saat yiriitiildii. Her yiiriitme isleminde kuyulardan
birine protein molekiiler agirlik belirteci (Invitrogen) yiiklendi ve islem sonucunda
elde edilen bantlarin biiyiikliikleri, bu belirte¢ araciligi ile dogrulandi. Polivinil diflorid
(polyvinylidene difluoride; PVDF) transfer membran, Western-blotlama yonteminde,
proteinler ve niikleik asitler i¢in yiiksek baglama kapasitesini saglamakla birlikte,
0,45um’lik gozenekleri sayesinde, bu membrane 10 kilo-dalton (kDa)'dan biiyiik

proteinlerin transferleri i¢in ideal kilmaktadir (Resim 5.7.8.).

52



Resim 5.7.8. Kullanilan transfer memrana ait goriinti

Bu yiizden bu doktora tezinde, yiiriitme isleminin tamamlanmasini takiben jel
kasetleri agilarak proteinler iBLOT (0,45 um; 26,5 cm x 3,75 m; Katalog no:
IB401001, Thermo Fisher Scientific) sistemi kullanilarak, yedi dakika elektrik alanda,
PVDF transfer membranina aktarildi ve hedef protein MMP-9, Notchl ve PTEN i¢in

immiinblotlama gergeklestirildi.

5.7.6. immiinblotlama

Immiinblot islemi WesternBreeze kit (Katalog no: WB7106, Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak tiretici firma direktifleri dogrultusunda gercgeklestirildi (Resim
5.7.9.).
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Resim 5.7.9. WesternBreeze ™ Kit ierigi

Oncelikle membranlar 30 dakika bloklama ¢ozeltisinde bloke edildikten sonra 1
saat 1:1000 oraninda MMP-9, Notchl ve PTEN proteinlerine 6zgli primer antikorla
muamele edilerek ve yikama ¢ozeltisi ile 3 x 5 dakika ile yikamay1 takiben 30 dk
alkalen fosfataz konjuge sekonder antikor ile inkiibe edildi. Son asamada membranlar
tic kez yikamayi takiben substrat c¢ozeltisi ile muamele edilerek olusan
kemiliiminesans X-ray film (Katalog no: 34090, Thermo Fisher Scientific) iizerinde
karanlik odada gosterildi. Calismada MMP-9 (Katalog no: MA5-15886, ThermoFisher
Scientific, USA), Notchl (Katalog no: PA5-23181, ThermoFisher Scientific, USA) ve
PTEN (Katalog no: PA5-17826, ThermoFisher Scientific, USA) proteinlerine 6zgii
primer antikorlar1 kullanildi. Western-blot yonteminde endojen kontrol olarak BAktin

(Katalog no: MA1-140, ThermoFisher Scientific, USA) proteini kullanildi.

5.8. istatistiksel Analizler

Deney ve kontrol gruplarina gére RT-qPCR (bagil miktar, relative gquantity,

€699
T

“RQ”) ve Western-blot (protein ekspresyon degeri, “r”’) degerlerinin karsilagtirilmasi

icin Kruskal Wallis H-Testi kullanilmigtir.
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Bu test sonucunda anlamli farklilik goriilen degigkenler arasinda farkliligin
hangi gruplardan kaynaklandigin1 belirlemede gruplar arasinda ikili karsilagtirmalar

i¢cin Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U-Testi kullanilmistir.

Verilerin analizinde IBM SPSS Statistic 22 paket programi kullanilmis ve

arastirmada hata pay1 a=0,01 olarak belirlenmistir.
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6. BULGULAR

Canli memeli deneklerin tartilan hipokampal doku orneklerine ait agirlik
ortalamasinin hesaplanmasi sonrasinda, ortalama doku agirliginin 0,0612+0,0069gram
oldugu kaydedildi.

6.1. RT-qPCR Sonuclar

Tim deney gruplarinda toplam 100 oOrnekte RT-gPCR deneyleri
gerceklestirilmis; MMP-9, PTEN ve Notchl gen ifadeleri ayni 6rnege ait internal
kontrol gen olarak kullanilan B-Aktin ifadesine gore normalize edilmistir. Sekil 6.1.1,
6.1.2,6.1.3 ve 6.1.4’de MMP-9, PTEN ve Notchl genlerine ait amplifikasyon egrileri

x ekseninde dongii sayisi Ve y ekseninde Rn degeri olacak sekilde gosterilmistir.
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Sekil 6.1.1. MMP-9 genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 6.1.2. PTEN genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 6.1.3. Notchl genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 6.1.4. B—Aktin genine ait amplifikasyon egrisi

Tim orneklerde Rn degerleri belirlendikten sonra kontrol grubu (Grup 1)
referans alinarak tiim oOrneklerdeki gen ifadesi diizeyi hesaplanmistir ve goéreceli
miktar (relative quantity: RQ) degeri olarak tabloda verilmistir (Tablo 6.1.1.). Grup 1
referans Orneklerinde RQ=1 yani gen ekspresyon diizeyi %100 kabul edilerek deney

gruplarina ait 6rneklerdeki gen ifadesi degisimi kat cinsinden belirlenmistir.

Yaplan hesaplamalar sonucunda grup 2°de MMP-9 gen ifadesi %25 (RQ=1,25),
Notchl gen ifadesi %26 (RQ=1,26) artmis ve PTEN gen ifadesinin ise %20 (RQ=0,80)

azalmis oldugu belirlenmistir.
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Grup 3’de MMP-9 gen ifadesi %50 (RQ=1,50), Notchl gen ifadesi %21
(RQ=1,21) artmus ve PTEN gen ifadesi ise (RQ=1,04) degismeden kalmistir. Grup 4’te
MMP-9 gen ifadesi degismeden kalmis (RQ=1,01), Notchl gen ifadesi %51
(RQ=1,51) artmis ve PTEN gen ifadesi ise %34 (RQ=0,66) azalmistir.

Grup 5’te MMP-9 gen ifadesi %36 (RQ=1,36), Notchl gen ifadesi %36
(RQ=1,36) artmis ve PTEN gen ifadesinin ise %23 (RQ=0,77) azalmis oldugu
belirlenmistir. Grup 6’da MMP-9 gen ifadesi %63 (RQ=1,63), Notch1 gen ifadesi %13
(RQ=1,13) ve PTEN gen ifadesi %32 (RQ=1,32) artmistir. Grup 7°de MMP-9 gen
ifadesi degismeden kalmig (RQ=0,93), Notch1 gen ifadesi %24 (RQ=1,24) artmis ve
PTEN gen ifadesi ise %21 (RQ=0,79) azalmustir.

Grup 8’de MMP-9 gen ifadesi degismeden kalmis (RQ=1,01), Notchl gen
ifadesi %23 (RQ=1,23) artmis ve PTEN gen ifadesi ise 2,75 kat (RQ=2,75) artmistir.
Grup 9°da MMP-9 gen ifadesi degismeden kalmis (RQ=1,08), Notchl gen ifadesi %36
(RQ=1,36) artmis ve PTEN gen ifadesi ise %20 (RQ=1,20) artmustir.

Grup 10°’da MMP-9 gen ifadesi %65 (RQ=1,65), Notchl gen ifadesi %75
(RQ=1,75) ve PTEN gen ifadesi ise %65 (RQ=1,65) artmistir (Tablo 6.1.1.)

Tablo 6.1.1. Deney gruplarindan elde edilen RQ degerleri

Grup (G) MMP-9 Notchl PTEN
G1l-1 1 1 1
G1-2 1 1 1
G1-3 1 1 1
G1-4 1 1 1
G1-5 1 1 1

G1 ortalama 1 1 1
G2-1 1,01 1,35 0,70
G2-2 1,79 1,15 0,88
G2-3 0,63 1,37 0,60
G2-4 2,02 1,77 0,65
G2-5 0,79 0,67 1,18

G2 ortalama 1,25 1,26 0,80
G3-1 0,96 1,62 1,68
G3-2 1,04 0,96 0,51
G3-3 1,77 1,62 1,68
G3-4 2,02 0,95 0,61
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G3-5

G3 ortalama
G4-1
G4-2
G4-3
G4-4
G4-5

G4 ortalama
G5-1
G5-2
G5-3
G5-4
G5-5

G5 ortalama
G6-1
G6-2
G6-3
G6-4
G6-5

G6 ortalama
G7-1
G7-2
G7-3
G7-4
G7-5

G7 ortalama
G8-1
G8-2
G8-3
G8-4
G8-5

G8 ortalama
G9-1
G9-2
G9-3
G9-4
G9-5

G9 ortalama
G10-1
G10-2
G10-3
G10-4
G10-5

G10 ortalama

1,73
1,50
1,67
0,66
1,24
0,88
0,58
1,01
1,67
2,12
0,82
1,52
0,68
1,36
1,66
3,16
1,50
0,37
1,44
1,63
0,75
0,59
1,18
0,59
1,53
0,93
0,85
1,76
1,34
0,22
0,89
1,01
0,34
1,43
1,45
1,16
1,01
1,08
1,40
2,02
1,59
2,16
1,08
1,65

0,87
1,21
1,41
2,21
1,22
1,05
1,67
1,51
1,20
1,08
1,55
1,54
1,42
1,36
0,98
1,17
1,47
0,98
1,05
1,13
0,97
1,08
1,35
1,33
1,48
1,24
1,38
1,19
0,91
1,34
1,35
1,23
1,43
1,03
1,03
1,23
2,06
1,36
2,04
1,25
3,87
0,75
0,84
1,75

0,71
1,04
0,54
0,99
0,63
0,56
0,59
0,66
0,85
0,61
0,67
0,97
0,74
0,77
0,91
0,69
0,68
3,83
0,51
1,32
0,55
1,15
0,64
0,83
0,76
0,79
0,53
1,03
8,61
2,93
0,69
2,75
2,43
0,58
0,60
0,88
1,51
1,20
2,44
0,72
3,79
0,74
0,53
1,65
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6.2. SDS-PAGE Sonras1 Western-blot Sonuclari

Tim deney gruplarinda toplam 100 ornekte Western-blot deneyleri
gerceklestirilmis; MMP-9, PTEN ve Notchl protein ifadeleri ayn1 6rnege ait internal

kontrol gen olarak kullanilan B-Aktin ifadesine gére normalize edilmistir.

Resim 6.2.1., 6.2.2., 6.2.3.de sirasi ile MMP-9, PTEN ve Notch1 proteinlerine

ait Western-blot sonuglari1 ve Resim 6.2.4.’te ise f-Aktin’e ait sonuglar verilmistir.
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Resim 6.2.1. MMP-9 proteinine ait Western-blot sonuglari
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Resim 6.2.2. PTEN proteinine ait Western-blot sonuglari
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Resim 6.2.3. Notchl proteinine ait Western-blot sonuglari
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Resim 6.2.4. B—Aktin proteinine ait Western-blot sonuglari

Tiim 6rneklerde Western-blot deneyleri gergeklestirildikten sonra her bir 6rnege
ait protein bant yogunlugu ImageJ Programi kullanilarak analiz edilmistir. Her 6rnekte
aynt Ornege ait B-Aktin bant yogunluguna gére ayni Ornekteki bant yogunlugu

normalize edilmistir.
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Bu sekilde her bir 6rnekteki protein ifade diizeyi belirlenmistir. Kontrol grubu
(Grup 1) referans alinarak tiim 6rneklerdeki protein ifadesi diizeyi hesaplanmistir ve

kat degisim degeri olarak tabloda sunulmustur (Tablo 6.2.1.).

Tablo 6.2.1. Tam 6rneklerdeki protein ifadesi kat degisim degeri (r)

Grup (G) | PTEN | MMP-9 Notchl
Gl 1,00 1,00 1,00
G2 0,17 1,00 0,35
G3 0,41 4,25 2,87
G4 0,11 1,33 1,56
G5 0,32 1,36 4,87
G6 0,50 2,39 2,69
G7 0,70 1,76 2,59
G8 0,62 1,92 1,93
G9 0,93 5,51 8,10
G10 0,82 3,19 2,38

Grup 1 referans grup kabul edilmis ve protein ifadesi “1” yani %100 kabul
edilerek deney gruplarina ait orneklerdeki protein ifadesi degisimi kat cinsinden
belirlenmistir. Yaplan hesaplamalar sonucunda grup 2’de MMP-9 ifadesi degismemis,
Notchl ifadesi %65 (1=0,35) azalmis ve PTEN ifadesinin ise %83 (r=0,17) azaldig1

belirlenmistir.

Grup 3’de MMP-9 ifadesi 4,25 kat, Notchlifadesi 2,87 kat artmis ancak PTEN
ifadesi ise %59 (r=0,41) azalmistir. Grup 4’te MMP-9 ifadesi 1,33 kat, Notch1 ifadesi
1,51 kat artmus ve PTEN ifadesi ise %89 (r=0,11) azalmistir.

Grup 5’te MMP-9 ifadesi 1,36 kat, Notchl ifadesi 4,87 kat artmis ve PTEN
ifadesi ise %68 (r=0,32) azalmistir. Grup 6’da MMP-9 ifadesi 2,39 kat, Notch1 ifadesi
2,69 kat artmis ve PTEN ifadesi ise %50 (r=0,50) azalmistir.
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Grup 7°de MMP-9 ifadesi 1,76 kat, Notchl ifadesi 2,59 kat artmis ve PTEN
ifadesi ise %30 (r=0,70) azalmistir. Grup 8’de MMP-9 ifadesi 1,92 kat, Notchl ifadesi
1,93 kat artmus ve PTEN ifadesi ise %38 (r=0,62) azalmistir.

Grup 9°da MMP-9 ifadesi 5,51 kat, Notchl ifadesi ise 8,10 kat artmistir bu
grupta PTEN ifadesi (r=0,93) degismeden kalmistir.

Grup 10°da MMP-9 ifadesi 3,19 kat, Notchl ifadesi 2,38 kat artmig ve PTEN
gen ifadesi ise %18 (r=0,82) azalmistir (Tablo 6.2.1.). Normallik varsayimi igin
incelenen histogram grafiklerde verilerin carpik dagilima yakin bir dagilim
sergiledigini gostermektedir (Sekil 6.2.1., Sekil 6.2.2. ve Sekil 6.2.3).
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Sekil 6.2.1. Deneklerin RQ degerlerindeki MMP-9 degiskenine ait histogram
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Sekil 6.2.2. Deneklerin RQ degerlerindeki Notchl degiskenine ait histogram
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Sekil 6.2.3. Deneklerin RQ degerlerindeki PTEN degiskenine ait histogram

Tablo 6.2.2.°de arastirma degiskenlerine ait tanimlayici istatistikler yer
almaktadir. RQ degerlerinde en diisiik ortalama 1,20 ile PTEN degerine, en yiiksek
ortalama ise 1,30 ile Notchl degerine aittir. Western-blot degerlerinde ise en diisiik
ortalama 3994224,16 ile Notch1 degerine; en yiiksek ortalama 21215642,82 degerine
aittir. Degiskenlerin normal dagilim sergileyip sergilemedigini 6grenmek i¢in basiklik
ve carpiklik degerlerine bakilmistir. Carpiklik degerleri 0,38 ile 4,18 araliginda
basiklik degerleri ise -0,74 ile 20,98 araliginda yer almaktadir. Basiklik ve ¢arpiklik
degerleri incelendiginde sadece RQ puanlarinda MMP-9 degiskeni ile Western-blot

puanlarinda -Aktin degerlerinin normal dagilim sergiledigi goriilmektedir.
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Tablo 6.2.2. Arastirma degiskenlerine ait tanimlayici istatistikler

Analiz Genler Oort SS Carpiklik  Basiklik
MMP-9 50 1,24 57 75 1,23

RQ  Notchl 50 1,30 50 3,06 14,02
PTEN 50 1,20 1,31 4,18 20,98
B-Aktin 50 21215642,82  9979904,48 38 74
PTEN 50 7147158,16  6414904,34 2,28 5,37

WB MMPo 50 480021788 308127036 2,16 7,34
Notchl 50 399422416 343247428 2,45 8,79

RQ: goreceli miktar (relative quantitiy) ve WB: Western-blot’1, SS ise standart sapmay1

simgelemektedir.

Arastirma degiskenlerinin ¢cogunun normallik varsayimini karsilamamasi ve
gruplara diisen denek sayisinin (n=5) az olmasi nedeniyle verilerin analizinde non-
parametrik yontemler kullanilmistir. Bu kapsamda deney ve kontrol gruplarina goére
RT-gPCR (RQ) ve Western-blot (r) degerlerinin karsilastirilmasi i¢in Kruskal Wallis
H-Testi kullanilmigtir. Bu test sonucunda anlamli farklilik goriilen degiskenler
arasinda, farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigin belirlemek i¢cin Mann Whitney
U-Testi kullanilmistir. Verilerin analizinde hata pay1 0=0,01 olarak belirlenmistir.

6.3. Deney ve kontrol gruplarinin RQ degerlerine ait karsilastirmalar

Bu boliimde deney ve kontrol gruplarmin RQ degerlerini karsilastirmak

amaciyla elde edilen bulgular yer almaktadir.

6.3.1. Gruplar aras1 MMP-9 degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.3.1.”de deney ve kontrol gruplarinin MMP-9 degerlerine ait tanimlayict
istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisik ortalama 7.grupta (0,93)

gozlenirken, en yiiksek ortalama 10.grupta (1,65) gozlenmektedir (Tablo 6.3.1.).
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Tablo 6.3.1. MMP-9 RQ degerlerine ait tanimlayic istatistikler

Gruplar N Ort sS
1. Grup 5 1,00 ,00
2. Grup ) 1,25 ,62
3. Grup 5 1,50 A7
4. Grup 5 1,01 45
5. Grup 5 1,36 ,60
6. Grup 5 1,63 ,99
7. Grup 5 ,93 41
8. Grup 5 1,01 ,58
9. Grup 5 1,08 45
10. Grup 5 1,65 44

Ort: Ortalamay1, SS ise standart sapmay1 simgelemektedir.

Tablo 6.3.2°de deney ve kontrol gruplarinin  MMP-9  degerlerinin
karsilastirilmas1 amaciyla yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir (Tablo
6.3.2.).

Tablo 6.3.2. Gruplar arast MMP-9 RQ degerlerinin karsilastiriimasi

Gruplar N  Sira Ortalamalar1 Sd x2 P Fark
1. Grup 5 19,00

2. Grup 5 26,10

3. Grup 5 34,00

4. Grup 5 18,70

5. Grup 5 28,70

6. Grup 5 31,40 o 10,848 29 -
7. Grup 5 16,80

8. Grup 5 20,00

9. Grup 5 22,90

10. Grup 5 37,40
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Tablo 6.3.2.°de yer alan analize gore deney ve kontrol gruplarina gore
deneklerin MMP-9 degerlerinde anlamli farklilik goriilmemektedir, ¥2=10,848;
p>0,01.

Sekil 6.3.1.’de ise deney ve kontrol gruplarina gore MMP-9 degerlerinde
gozlenen farklilik i¢in yapilan hata ¢ubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢cubuk grafigi
de gruplarin birbirine benzer sonuglara sahip oldugunu géstermektedir (Sekil 6.3.1.).
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Sekil 6.3.1. MMP-9 RQ degerlerine ait hata ¢ubuk grafigi

6.3.2. Gruplar aras1 Notchl degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.3.3.’de deney ve kontrol gruplarinin Notchl degerlerine ait tanimlayici
istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisik ortalama 1.grupta (1,00)

gozlenirken, en yiiksek ortalama 10.grupta (1,75) gozlenmektedir (Tablo 6.3.3.).
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Tablo 6.3.3. Notchl RQ degerlerine ait tanimlayici istatistikler

Gruplar N Oort ss
1. Grup 5 1,00 ,00
2. Grup 5 1,26 ,40
3. Grup 5 1,20 ,38
4. Grup 5 1,51 45
5. Grup 5 1,35 ,20
6. Grup 5 1,13 ,20
7. Grup 5 1,24 ,20
8. Grup 5 1,23 ,19
9. Grup 5 1,35 42
10. Grup 5 1,75 1,29

Ort: Ortalamayi, SS ise standart sapmay1 simgelemektedir.

Tablo 6.3.4°de deney ve Kkontrol gruplarmin Notchl degerlerinin
karsilagtirilmast amaciyla yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir (Tablo
6.3.4.).

Tablo 6.3.4. Gruplar aras1 Notchl RQ degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Sira Ortalamalart  Sd 12 P Fark
1. Grup 5 13,00

2. Grup 5 27,00

3. Grup 5 20,80

4. Grup 5 34,90

5. Grup 5 33,10 9 8.771 46 i
6. Grup 5 19,90

7. Grup 5 25,90

8. Grup 5 25,20

9. Grup 5 29,20

10.Grup 5 26,00
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Tablo 6.3.4.°de yer alan analize gore deney ve kontrol gruplarina gore
deneklerin Notchl degerlerinde anlamli farklilik goriillmemektedir, ¥2=8,771; p>0,01.

Sekil 6.3.2.’de ise deney ve kontrol gruplarina gore Notchl degerlerinde
gozlenen farklilik i¢in yapilan hata ¢ubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢ubuk grafigi

de gruplarin birbirine benzer sonuglara sahip oldugunu géstermektedir (Sekil 6.3.2.).
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Sekil 6.3.2. Notchl RQ degerlerine ait hata ¢ubuk grafigi

6.3.3 Gruplar aras1 PTEN degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.3.5.’de deney ve kontrol gruplarinin PTEN degerlerine ait tanimlayici
istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisik ortalama 4.grupta (0,66)

gozlenirken, en yiiksek ortalama 8.grupta (2,75) gozlenmektedir (Tablo 6.3.5.).
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Tablo 6.3.5. PTEN RQ degerlerine ait tanimlayici istatistikler

Gruplar N Ort sS
1. Grup 5 1.00 .00
2. Grup 5 .80 .23
3. Grup 5 1.03 .59
4. Grup 5 .66 18
5. Grup 5 .76 14
6. Grup 5 1.32 1.40
7. Grup 5 .78 23
8. Grup 5 2.75 3.40
9. Grup 5 1.20 .78
10. Grup 5 1.64 1.42

Ort: Ortalamayi, SS ise standart sapmay1 simgelemektedir.

Tablo 6.3.6.’de deney ve Kkontrol gruplarmin PTEN degerlerinin

karsilagtirilmast amaciyla yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir (Tablo

6.3.6.).

Tablo 6.3.6. Gruplar arasi PTEN RQ degerlerinin karsilagtirilmasi

Sira

Gruplar N Ortalamalart 12 P Fark
1. Grup 5 36,00

2. Grup 5 23,60

3. Grup 5 24,60

4. Grup 5 13,60

5. Grup 5 22,80

6. Grup 5 23,80 o fr2t 56 )
7. Grup 5 22,80

8. Grup 5 31,80

9. Grup 5 27,00

10. Grup 5 29,00
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Tablo 6.3.6.’da yer alan analize gore deney ve kontrol gruplarina gore
deneklerin PTEN degerlerinde anlamli farklilik goriillmemektedir, ¥2=7,727; p>0,01.

Sekil 6.3.3.’de ise deney ve kontrol gruplarina gore PTEN degerlerinde
gozlenen farklilik i¢in yapilan hata ¢ubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢cubuk grafigi
de gruplarin birbirine benzer sonuglara sahip oldugunu géstermektedir (Sekil 6.3.3.).
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Sekil 6.3.3. PTEN RQ degerlerine ait hata ¢ubuk grafigi
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6.4. Gruplar aras1 Western-blot degerlerine ait karsilastirmalar

Bu bolimde deney ve kontrol gruplarinin  Western-blot degerlerini

karsilastirmak amaciyla elde edilen bulgular yer almaktadir.
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Sekil 6.4.1. Deneklerin “r” degerlerindeki B-Aktin degiskenine ait histogram
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Sekil 6.4.2. Deneklerin “r” degerlerindeki PTEN degiskenine ait histogram
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Sekil 6.4.3. Deneklerin “r” degerlerindeki MMP-9 degiskenine ait histogram
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Sekil 6.4.4. Deneklerin “r” degerlerindeki Notchl degiskenine ait histogram

6.4.1. Gruplar arasi -Aktin degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.4.1.’de deney ve kontrol gruplarinin 3-Aktin degerlerine ait tanimlayici
istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisiik ortalama 10.grupta (10873943,80)
gozlenirken, en yiiksek ortalama 1.grupta (34298176,20) gozlenmektedir (Tablo

6.4.1).
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Tablo 6.4.1. B-Aktin “r” degerlerine ait tanimlayic istatistikler

Gruplar N ort sS

1. Grup 5 34298176,20 7607623,42
2. Grup 5 30782846,20 9291840,15
3. Grup 5 16019044,60 4564758,26
4. Grup 5 28921325,40 10328908,21
5. Grup 5 25655193,40 3332944,90
6. Grup 5 21171365,00 3411483,32
7. Grup 5 14150733,60 9113200,59
8. Grup 5 18815234,60 2446300,23
9. Grup 5 11468565,40 6271919,92
10. Grup %) 10873943,80 3770174,65
Ort: Ortalamayi, SS ise standart sapmay1 simgelemektedir.

Tablo 6.4.2.de deney ve kontrol gruplarinin p-Aktin degerlerinin

karsilastirilmasi amaciyla yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir.

Tablo 6.4.2. Gruplar aras1 B-Aktin “r” degerlerinin karsilastirilmasi

GRUP N Sira Ortalamalar1  Sd x2 p Fark

1. Grup 5 42,60

2. Grup 5 39,20

3. Grup 5 17,80

4.Grup 5 36,20 ; 1g 10
5. Grup 5 34,80

6. Grup 5 26,80 9 31,409 000 213 10
7. Grup 5 14,20 8-10

8. Grup 5 22,60

9. Grup 5 11,00

10. Grup 5 9,80
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Tablo 6.4.2.°de yer alan analize gore deney ve kontrol gruplarina gore deneklerin
B-Aktin degerlerinde anlamli farklilik goriilmektedir, ¥2=31,409; p<0,01.

Gruplar arasindaki farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigimi belirlemek i¢in
tiim ikili gruplar Mann Whitney U-Testi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda f3-
Aktin ortalamalarinda 1.grup, 2.grup, 5.grup, 6.grup ve 8.grubun 10.gruba gore
anlamli oranda daha yiiksek oldugu; 1.grup ve 5.grubun ise 8.gruba gore daha yiiksek

ortalamaya sahip oldugu bulunmustur (p<0,01).

Sekil 6.4.5’de ise deney ve kontrol gruplarina gére B-Aktin degerlerinde
gbzlenen farklilik icin yapilan hata cubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢ubuk grafigi
de anlaml farklilik goriilen gruplar arasindaki farkliligi belirtmektedir (Sekil 6.4.5).
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Sekil 6.4.5. B-Aktin “r” degerlerine ait hata gubuk grafigi
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6.4.2. Gruplar aras1 PTEN degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.4.3.’de deney ve kontrol gruplarinin PTEN degerlerine ait tanimlayici

istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisiik ortalama 4.grupta (2045479,00)

gozlenirken, en yiiksek ortalama 1.grupta (22456200,20) gézlenmektedir (Tablo

6.4.3.).

Tablo 6.4.3. PTEN “r” degerlerine ait tanimlayici istatistikler

Gruplar

N Ort SS
1. Grup 5 22456200,20 8770394,71
2. Grup 5 3478942,60 2415542,76
3. Grup 5 4279606,20 2187396,95
4. Grup 5 2045479,00 854222,26
5. Grup 5 5302947,40 3311346,89
6. Grup 5 6898009,20 1642848,64
7. Grup 5 6454503,80 3207806,41
8. Grup 5 7693595,00 2608196,18
9. Grup 5 7001827,00 2761552,44
10. Grup 5 5860471,20 4178433,51

Ort: Ortalamayi, SS ise standart sapmay1 simgelemektedir.

Tablo 6.4.4.’de

deney ve

kontrol

gruplarinin - PTEN  degerlerinin

karsilagtirilmast amaci ile yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir (Tablo

6.4.4.).
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Tablo 6.4.4. Gruplar aras1t PTEN “r” degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Sira Ortalamalar1  Sd x2 P Fark

1. Grup 5 46,60

2. Grup 5 14,80

3. Grup 5 18,60

4. Grup 5 7,00

5. Grup 5 22,00 1-2,3,4
6. Grup 5 31,60 3 25,508 002 4-6,8,9
7. Grup 5 27,60

8. Grup 5 33,20

9. Grup 5 29,80

10. Grup 5 23,80

Tablo 6.4.4.’de yer alan analize gére deney ve kontrol gruplarina gore deneklerin
PTEN degerlerinde anlamli farklilik goriilmektedir, y2=25,508, p<0,01.

Gruplar arasindaki farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek icin
tim ikili gruplar arasinda Mann Whitney U-Testi yapilmistir. Yapilan analiz
sonucunda PTEN ortalamalarinda 1.grubun, 2.grup, 3.grup ve 4.gruba gore daha
yuksek ortalamaya sahip oldugu; 4.grubun ise 6.grup, 8.grup ve 9.gruba gore daha
diistik ortalamaya sahip oldugu goriilmektedir (p<,01).

Sekil 6.4.6.’da ise deney ve kontrol gruplarina gére PTEN degerlerinde gozlenen
farklilik i¢in yapilan hata ¢ubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢ubuk grafigi de anlaml
farklilik goriilen gruplar arasindaki farkliligi belirtmektedir (Sekil 6.4.6.).
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Sekil 6.4.6. PTEN “r” degerlerine ait hata gubuk grafigi

6.4.3. Gruplar arast MMP-9 degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.4.5.’de deney ve kontrol gruplarinin MMP-9 degerlerine ait tanimlayici
istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisiik ortalama 7.grupta (2941032,80)
gozlenirken, en yiiksek ortalama 3.grupta (8017835,00) g6zlenmektedir.
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Tablo 6.4.5. MMP-9 “r” degerlerine ait tanimlayici istatistikler

Gruplar N Oort ss

1. Grup 5 4039155,30 2980004,64
2. Grup 5 3626442,00 2243745,53
3. Grup 5 8017835,00 3004692,02
4. Grup 5 4524367,40 2861272,74
5. Grup 5 4102155,00 844052,45
6. Grup 5 5961136,40 1957349,07
7. Grup 5 2941032,80 2323233,74
8. Grup 5 4254561,60 1112883,19
9. Grup 5 7438896,20 6235988,88
10. Grup 5 4086596,60 1849494,72

Tablo 6.4.6.’da deney ve

kontrol

gruplarmin = MMP-9  degerlerinin

karsilastirilmasi amaciyla yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir.

Tablo 6.4.6. Gruplar arast MMP-9 “r” degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Sira Ortalamalart ~ Sd =~ y2 Fark
1. Grup 5 19,80

2. Grup 5 18,60

3. Grup 5 42,20

4. Grup 5 24,80

5. Grup 5 23,00 15472 )
6. Grup 5 35,20 ’

7. Grup 5 13,60

8. Grup 5 24,40

9. Grup 5 31,80

10. Grup 5 21,60
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Tablo 6.4.6.’da yer alan analize gore deney ve kontrol gruplarina gére deneklerin
MMP-9 degerlerinde anlaml1 farklilik goriilmemektedir, y2=15,472; p>0,01.

Sekil 6.4.7°de ise deney ve kontrol gruplarmma gére MMP-9 degerlerinde
gozlenen farklilik i¢in yapilan hata ¢ubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢ubuk grafigi
de gruplarin birbirine benzer sonuglara sahip oldugunu géstermektedir (Sekil 6.4.7).

20000000,00- T

10000000,00 T

99% CI MMP9_WB

00

-10000000,00-

| T T T T T
1 2 3 4 5 [

GRUP

==
(=]
w
=
o

Sekil 6.4.7. MMP-9 “r” degerlerine ait hata ¢ubuk grafigi

6.4.4. Gruplar aras1 Notchl degerlerinin karsilastirilmasina ait bulgular

Tablo 6.4.7.’de deney ve kontrol gruplarinin Notchl degerlerine ait tanimlayici
istatistikler yer almaktadir. Deneklere ait en diisiik ortalama 2.grupta (836528,60)
gozlenirken, en yiiksek ortalama 5.grupta (9793545,80) gozlenmektedir (Tablo 6.4.7.).
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Tablo 6.4.7. Notchl “r” degerlerine ait tanimlayici istatistikler

Gruplar N Oort ss

1. Grup 5 2688017,20 1322877,36
2. Grup 5 836528,60 655865,34
3. Grup 5 3603736,80 1391742,14
4. Grup 5 3525844,00 1008258,04
5. Grup 5 9793545,80 6228596,96
6. Grup 5 4463517,40 3983578,88
7. Grup 5 2874939,20 1376034,70
8. Grup 5 2839085,80 980198,73
9. Grup 5 7284677,20 1634632,96
10. Grup 5 2032349,60 218968,08

Ort, ortalamayi, SS ise standart sapmay1 simgelemektedir.

Tablo 6.4.8.°de

deney ve

kontrol

gruplarinin

Notchl degerlerinin

karsilastirilmasi amaciyla yapilan Kruskal Wallis H-Testi yer almaktadir.

Tablo 6.4.8. Gruplar aras1 Notchl “r” degerlerinin karsilastiriimasi

Sira
Gruplar N Ortalamalart sd 12 P Fark
1. Grup 5 20,60
2. Grup S 5,40 1-5,9
3. Grup 5 27,60 2-3,4,5 9, 10
4. Grup 5 28,20 3-9
5. Grup 5 44,00 4-9,10
6. Grup 5 25,00 o 29.179 001 5-7,8,10
7. Grup 5 22,40 7-9
8. Grup 5 22,80 8-9
9. Grup 5 43,80 9-10
10. Grup 5 15,20
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Tablo 6.4.8.’de yer alan analize gore deney ve kontrol gruplarina gore deneklerin
Notchl degerlerinde anlamli farklilik gériilmektedir, ¥2=29,179; p<0,01.

Gruplar arasindaki farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in
tim ikili gruplar arasinda Mann Whitney U-Testi yapilmistir. Yapilan analiz
sonucunda Notchl ortalamalarinda 9.grubun, 1.grup, 3.grup, 4.grup, 7.grup, 8.grup ve
10.gruba gore daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu; 5.grubun 1.grup, 7.grup, 8.grup
ve 10.gruba gore daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu goriilmektedir. 2.grubun ise
3.grup, 4.grup, 5.grup, 9.grup ve 10.gruba gore daha diisiik ortalamaya sahip oldugu

goriilmektedir.

Sekil 6.4.8.’de ise deney ve kontrol gruplarina gore Notchl degerlerinde
gbzlenen farklilik icin yapilan hata cubuk grafigi yer almaktadir. Hata ¢ubuk grafigi
de anlaml farklilik goriilen gruplar arasindaki farkliligi belirtmektedir (Sekil 6.4.8.).
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Sekil 6.4.8. Notchl “r” degerlerine ait hata gubuk grafigi
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7. TARTISMA

Literatiirde yer alan kanit degeri yiiksek arastirmalar incelendiginde; CB’lerin
hipokampiise bagli bellek fonksiyonu ile iligkili oldugununun raporlandigi
goriilmektedir (10). Ayrica, CB1R agonistlerinin, bilisi (kognisyonu) bozmakta ve
sinaptik iletimin uzun vadeli potansiyasyonunu yani LTP’yi Onlemektedir
denilmektedir (11). Ancak hipokampal LTP {iizerindeki endojen olarak olusturulan
CB’lerin (eCB) etkisinin belirsiz kaldig1 da ayni ¢alismada vurgulanmaktadir (11).
Ancak literatiirde; MSS’de CB1R, periferal sinir sisteminde ise CB2R aracilig: ile

islev goren CB noérotransmitter AEA, CB1 antagonistlerinden AM251, CB2
antagonisti AM630 ve GPCR55'in potent ve selektif antagonisti olan ML193’{in
molekiiler diizeyde birlikte degerlendirildigi herhangi bir arastirmaya rastlanmamustir.

Bu arastirmada AEA, AM251, AM630 ve ML193 uygulanan siganlarda MMP-
9 gen ve protein seviyesi degisimi ile birlikte, PTEN ve Notch1 genlerinin degisiminin
karsilastirilmas1 amacglandi. Bu sayede, LTP ve hipokampiise bagli hafizanin
kazanilmasi agisindan dnemli oldugu vurgulanan MMP-9 seviyesinin, hangi CBR nin
indiikksiyon ya da inhibisyonu ve/veya GPCRS55’in inhibisyonu ile degisecegi

konusunda netlik saglanabilecektir.

Aguayo ve ark.’lar1 (112); hipokampiiste tek bir stres maruziyetinin, muhtemel
ESM bilesenlerinde degisiklik gerektiren uyarici sinapslari yeniden sekillendiren
noroplastik siiregler sayesinde, bellek olusumunu kolaylastirdigini belirtmislerdir.
ESM bilesenlerini ve B-distrolikan (B-DGas) gibi sinaptik proteinleri pargalayan bir
enzim olan MMP-9’un akut stres yanit1 sirasinda sigan hipokampiisiinde aktivitelerini
ve dagilimimi degistirdigi hipotezini test etmislerdir. Ikibuguk saatlik kisitlt stresten
sonra, (1) B -DD43 bdliinmesinin eslik ettigi, tiim hipokampal ekstraktlarda MMP-9
seviyelerinin ve potansiyel aktivitesinin arttigin1 ve (ii) stratum radyatum ve
hipokampiisiin ~ molekiiler ~ tabakasi  gibi  dendritik alanlarda, MMP-9
immiinoreaktivitesinin énemli bir artisini tespit ettiklerini bildirmislerdir. 24 saatlik
stres sonrasi, (i) MMP-9 net aktivitesinin somatik alanda, yani stratum piramidal ve
graniil hiicre katmanlarinda ve ayrica sinaptik alanda, 6zellikle stratum radiatumda ve
hipokampiisin ~ molekiiler tabakasinda yiikseldigini ve (ii) hippokampal

sinaptonérozom fraksiyonlarmin, yarilmis f-DGas sabit seviyesine gore potansiyel
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enzimatik aktivitesinin degisimi olmaksizin MMP-9 ile zenginlestirildigini
bulmuslardir. Bu bulgular stresin, MMP-9 seviyelerinde, net aktivitede ve
hipokampiiste subseliiler dagiliminda kendine 6zgii bir yaniti tetikledigini ve bunun da
stres yanit1 sirasinda substratlarin islenmesinde rol oynadigini gdsterdigi ¢ikariminda

bulunmuslardir (112).

Stern ve ark.’lar1 (113); farmakolojik takviyeler sayesinde korku hafizasini
modiile edebilerek, korku kosullandirma siireglerinde verilen kosulsuz uyaranin
yogunlugunun, olusturulacak hafizanin niteliksel ve niceliksel yonlerini etkiledigini
vurgulamiglardir. Sicanlarda baglamsal eslestirme igin kullanilan sok yogunlugunu
degistirerek, beyin igerisinde kannabidioliin (3,0-30 mg/kg IP) konsolidasyonu ve
buna bagli sonuglara zarar verip vermedigi, bunun nasil ve nerede gerceklestigini 6zel
ve daha genel uzun vadeli korku anilarini indiikleyerek arastirmislardir.
Kannabidioliin, kisa siireli korku hafizasi tizerinde higbir etkisi olmadigini ve gecikmis
tedavisinin artik konsolidasyon siirecini etkilemedigini raporlamislardir. Dorsal
hipokampiis (DH) korku hafizas1 ve genellemeyi modiile ettigi icin ve CB1 ile CB2
reseptorlerinin konsolidasyona katkida bulundugu icin, bu maddelerin kannabidiol
etkilerine katilimlarini arastirdiklarindan bahsetmislerdir (113). CB1R antagonisti /
ters agonisti AM251 veya CB2R antagonisti / ters agonisti AM630 ile hem sistemik
hem de intra-DH tedavisinin, bozucu CBD'nin konsolidasyon iizerindeki etkilerini
onledigini raporlamigladir. CBD'nin ECB iletimi {izerindeki etkilerinin muhtemelen
dolayli oldugundan, sistemik veya intra-DH verildiginde FAAH inhibitori
URB597'nin CBD'ye benzer etkilerini gordiiklerini agiklamiglardir. Sonug olarak,
CBD'nin, DH CBIR ve CB2R’nin, AEA aracili aktivasyonu yoluyla farkli korku

anilarinin birlestirilmesini bozdugunu gosterdiginin altini ¢izmislerdir (113).

Hurst ve ark’lar1 (114); GPCRSS5, lizofosfatidilinositol (LPI) ve ECB olan AEA
ile THC dahil diger bilesikler tarafindan aktive edildigini, LPI, GPCR55'in giiglii
endojen bir ligandi ve ne GPCR55 ne de LPI'larin beyindeki islevlerinin iyi
anlagilmadigint ~ vurguladiklar1  arastirmalarinda; ECB’lerin, beyin  sinaptik
plastisitesini modiile ettiginin iyi bilinmesine karsin, LPI'nin beyin plastisitesi
tizerindeki potansiyel roliiniin hi¢ gdsterilmedigini, bu yiizden de, sadece GPCRS55
ekspresyonunu degil, ayni zamanda sinaptik plastisitenin de yaygin bir sekli olan

endojen ligandinin uzun stireli potansiyelde oynayabilecegi rolii incelemislerdir (114).

92



Elektrofizyoloji ve davranig analizleri ile birlikte RT-gPCR kullanarak,
hipokampal GPCR55 ekspresyonunu ve fonksiyonunu test ettikleri g¢alismanin
sonucunda, RT-gPCR sonuglari, GPCR55'in hem sicanlarin hem de farelerin
hipokampiisiinde eksprese edildigini gostermektedir yorumunda bulunmuslardir
(114).

Immiinhistokimya ve tek hiicreli PCR, hipokampiiste CAl ve CA3
katmanlarinin piramidal hiicrelerinde GPCR55 proteinini géstermekte oldugunu,
GPCRS55 endojen agonist LPI'nin GPR55 + / + farelerinin hipokampal dilimlerine
uygulanmasinin, CA1 LTP’yi 6nemli dl¢lide arttirdigini belirttikleri ¢alismada, bu
etkinin, GPCR55- / - farelerde mevcut olmadigimi raporlamislardir ve GPCR55
antagonisti CID 16020046 tarafindan bloke edildigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda,
LPI olan veya olmayan GPCR55 - / - ve GPCR55 +/ + farelerinin eslestirilmis nabiz
oranlarint da incelediklerinde, GPCRS55 + / + farelerinde, LPI ile ¢ift nabiz-nabiz
oranlarinda anlamli artis kaydetmislerdir. Davranigsal olarak, GPCR55 - / - ve
GPCR55 +/ + fareleri, yeni nesne tanima, radyal kol labirenti veya Morris su labirenti
dahil olmak iizere bellek gorevlerinde farklilik gostermemekle birlikte, radyal kol
labirentindeki performans ve artmis labirent gérevinin, GPCRSS - / - farelerinin daha
yiiksek bir hareketsiz davranis sikligina sahip oldugunu gostermektedir yorumunda
bulunmuslardir. Bu sonucun, hipokampal sinaptik plastisitede, LPI'nin etkisini

gosterdigini vurgulamiglardir (114).

Basavarajappa ve ark.’lar1 (115); kemirgenlerde, AEA ve 2-AG gibi bir¢ok
eksojen ve eCB’nin, baz1 hipokampal bellek siireclerinde 6nemli bir rol oynadiginin
gosterilmis olmast ile birlikte, endojen AEA'min bu siiregleri diizenledigi
mekanizmalarin  iyi  anlasilmadigi i¢in arastirmalarimi  gerceklestirdiklerini
belirtmislerdir. AEAnin LTP, hipokampal bagimli 6grenme ve hafiza gorevleri,
pERK1 /2, pCaMKIV ve pCREB sinyal olaylar1 tizerindeki etkileri hem CB1R yabanil
tip (WT) hem de nakavt farelerde (KO), LTP hipokampal bagimli 6grenme vehafiza
gorevlerinin, FAAH m bir inhibitdrii olan URB597'nin uygulanmasinin ardindan
degerlendirildigini vurgulamislardir. URB597'nin akut olarak uygulanmasinin, aragla
karsilastirildiginda, hipokampiiste ve neokortekste 2-AG veya CB1R seviyelerini
etkilemeden arttirdigini raporlamislardir (115).
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Hipokampal dilimlerde, URB597, CB1R WT'de LTP'ye zarar verdigini, ancak
KO yavrularinda zarar vermedigini raporlamiglardir. URB597, CB1R WT farelerinde
Y-labirent testinde nesne tanima, kendiliginden de§isme ve uzaysal hafizaya zarar
verdigini ancak KO farelerinde zarar vermedigini sunarak, URB597, WT veya KO
farelerinde toplam ERK seviyelerini etkilemeden, WT'de ERK fosforilasyonunu
arttirdiginin alt1 ¢izilmistir. URB597, WT'de CaMKIV ve CREB fosforilasyonuna
zarar verdigini, ancak KO farelerinde zarar vermedigini, CB1R KO fareleri, WT yavru
farelerine kiyasla daha diisiik bir pCaMKIV / CaMKIV oranma ve daha yiiksek
pCREB / CREB oranina sahiptir demislerdir.

Bu sonuglarin, farmakolojik olarak yiikselmis AEA'nin LTP'yi bozdugunu,
ogrenmeyi ve hafizayr azalttigimi ve CB1R'lerin aktivasyonu yoluyla CaMKIV ve
CREB fosforilasyonunu inhibe ettigini gostermekte ve toplu olarak, bu bulgularin,
ayrica AEA'nin normal konsantrasyonlarin 6tesindeki farmakolojik yilikselmesinin de

altta yatan fizyolojik yanitlar igin zararli olduguna dikkat gekmislerdir (115).

Lin ve ark.’lart (116); son zamanda gergeklestirilen arastirmalar igerisinde,
korku hafizasinda ve uzun siireli sinaptik plastisitede ECB’lerin katkisi ile ilgili
celigkili sonuglara rastlandigin1 belirtmislerdir. Bu ylizden, eriskin farelerde, hem
farmakaminoid reseptor tip 1 antagonisti AM281’in hem de AEA geri alim inhibitorii
AM404'in, baglamsal korku hafizasinin olusumu tizerindeki etkileriniaragtirmiglardir.
Hem i.p. hem de AM281'in intra-hipokampal enjeksiyonlarinin, baglamsal korku
hafizasin1 artirirken, yiiksek bir AM404 dozunun bu etkiyi inhibe ettigini
belirtmislerdir. Bu bulgularin, CB1 reseptor aracili sinyallemenin, baglamsal korku
hafizasi olusumuna negatif katkida bulundugunu vurgulamiglardir. Hipokampal
dilimlerdeki CA1 piramidal néronlarinda LTP indiiksiyonunu aragtirmiglardir. Ayrica
AM281'in LTPnin indiiksiyonunu bozduguna ek olarak, AM281 tarafindan LTP'nin
bloke edilmesinin, GABA (A) reseptoriiniin segici bir antagonisti olan pikrotoksinin,
banyo uygulamasiyla tamamen 6nlendigini raporlamislardir. Birlikte ele alindiginda,
bu sonuglar CB1 reseptoriiniin aktivasyonunun bir GABA (A) reseptor aracili
mekanizma yoluyla, LTP'nin indiiksiyonuna katkida bulunabilecegi hipotezini 6ne

stirmiislerdir (116).
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Lees ve ark.’lar1 (117); dnceki ¢alismalarin, CB’lerin in-vivo bilisi bozdugunu
ve CB1R aktivasyonu yoluyla in-vitro bir aday deney ve hafiza modeli olan LTP’yi
bloke ettigini gosterdigi i¢in, varsayilan kannabinomimetik 6zelliklere sahip endojen
bir uyku indiikleyici yag olan, cis-oleamid (cOA)’in, cOA'nin kannabinomimetik
oldugunu ve hipokampal dilimde iki farkli uyarim modeli araciligiyla sinaptik
kosullandirma iizerine etkilerini sentetik ve eCB’ler ile karsilastirmali bir ¢alisma
olarak yirtitmiislerdir. CB1 agonistleri, R (+) - (2,3-dihidro-5-metil-3- [4-morfolinil]
metil]  pirol  [1,2,3-de] -1, 4-benzoksazin-6-il) (1-naftalenil) metanon
monometansiilfonat WIN55212-2 ve AEA’nin, -ancak cOA- degil, yiiksek frekans
uyarimini (HFS) —LTP’yi bloke ettigini, R (+) - WIN55212-2 ve cOA (stereoselektif
olarak), teta-burst-LTP'ye yanitlarni zayiflattigini, ancak AEA’nin  bunu
zayiflatmadigin1 ve AEA tasima inhibitori, AM404’in ise HFS-LTP'yi zayiflattigt
sonucunu gozlemlemislerdir. Bu durumun, CB1R antagonisti [N- (piperidin-I-il) -5-
(4-klorofenil) -1- (2,4-diklorofenil) -4-metil-1H-pirazol-3-karboksamid
hidrokloriir]’in (SR141716A) tarafindan tersine ¢evrildigini, ancak vanilloid reseptor
agonisti kapsaisin tarafindan taklit edilmeyen bir etkiyi gostermekte oldugu sonucunu
gormislerdir. AEA’nin par¢alanmasindan sorumlu enzim ve FAAH inhibit6rii olan
(1,1,1-trifluoro10(Z)-nonadecen-2-one (TFNO)’nun, tek basina veya cOA ile birlikte
HFS-LTP'yi bloke edemediginin aksine, bu kombinasyonun, teta-burst-LTP'yi
hafifletmede kendi basina cOA kadar etkili oldugunun altin1 ¢izmislerdir. GABA (A)
reseptor bloker pikrotoksin varliginda, teta-burst-LTP tizerindeki cOA etkilerinin
Onlenebildigini, ancak bu durumun SR141716A on tedavisi ile Onlenmedigini

raporlamiglardir (117).

Bu bulgular, cOA'nin, ne CB1R’yi dogrudan aktive etmedigini ne de FAAH
inhibisyonu yoluyla AEA’nin titrelerini arttirmak i¢in 6nerilen "¢evre" etkisi yoluyla
hareket etmedigini gostermektedir yorumunu getirmislerdir. ¢cOA'nin teta-burst
kosullandirma tizerindeki segici etkilerinin ise GABAerjik iletimin modiilasyonunu
gosterebilecegini ve AEA alim inhibisyonunun, ancak FAAH"'!m bloke edilmemesi
durumunun, ECB’lerin sinaptik konsantrasyonlarini etkili bir sekilde arttirmakta

oldugu sonuglari iizerinde durmuslardir (117).
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Terranova ve ark.’lar1 (118); daha 6nce literatiirde, THC ve sentetik CB agonisti
olan HU-210 [(-) - 11-OH-delta 8-dimetilheptil tetrahidrokanabinol]'in, si¢an
hipokampal  dilimlerinde, LTP indiiksiyonunu Onlediginin  bildirildigini
belirtmislerdir. Bu ylizden, hem bir bagka sentetik CB agonisti olan, WIN55212-2R -
(3 ve 10 mikroM) ve CBR’nin endojen ligand1 olarak kabul edilen AEA’nmn (10
mikroM), LTP olusumunu, Schaffer teminat-CA1 alan kompleksinde inhibe ettigini
dogrulamay1 arastirmiglardir. Arastirma sonuglarinda; CB1R nin giiclii ve secici bir
antagonisti olan SR141716A’nin 0,1-10 mikromolar dozlarinda, konsantrasyona bagl
olarak, hem WIN55212-2 hem de AEA tarafindan indiiklenen LTP'nin inhibisyonunu
tersine ¢evirdigini gozlemlemislerdir. Bu verilerin, CBR agonistlerinin, CB1 reseptor
aktivasyonu yoluyla hipokampal LTP olusumunu inhibe ettigini ve AEA’nin bellek
stireglerinde yer alan bir endojen néro-messenger adayi olabilecegini vurgulamislardir
(118).

Wiera ve ark.’lar1 (4); LTP’nin, yaygin bir sekilde bir bellek substrati olarak
algilandigin1 ve hipokampal CA3-CA1 yolunda, LTPnin farkli formlarinin, NMDA
reseptorlerine (nmdaLTP) veya L-tipi voltaj-kapili kalsiyum kanallarina (vdccLTP)
bagl oldugunu belirttikleri ¢alismalarinda, LTP'nin ayrica ¢esitli enzimlerin aracilik
ettigi hiicre dis1 proteoliz ile etkili bir sekilde diizenlendiginin de iyi bilindigini
hatirlatmiglardir. Bu nedenle ¢aligsmalari esnasinda, farelerde hipokampal dilimlerin bu
farkli LTP formlarinin spesifik olarak farkli MMP'ler tarafindan diizenlenip
diizenlenmedigini arastirmiglar. Bulgular arasinda; CA3-CAl yolunda, MMP-3
inhibisyonunun veya nakavtin (knock-out) ge¢ fazli LTP’ye zarar verdigini
bulduklarini bildirmislerdir. Ayrica, ilging bir sekilde, gec fazli LTP de MMP-9 blokaji
ile azaldigini bildirmislerdir. Hem MMP-3 hem de MMP-9 inhibe edildiginde hem

erken hem de ge¢ faz LTP nin bozuldugunu gézlemlediklerinin altini ¢izmislerdir.

Immiinoblotlama, in-situ zimografi ve immiinofloresan kullanarak, LTP
indiiksiyonunun, MMP-3 ekspresyonunda ve CA1 stratum radiatumdaki aktivitede bir

artis ile iligkili oldugunu bulduklarini ifade etmislerdir (4).

MMP-3 inhibisyonu ve knock-out, vdccLTP'nin indiikksiyonunu, nmdaLTP
tizerinde higbir etkisi olmaksizin onledigini bildirmislerdir. L-tipi kanala bagimli

LTP'nin hiyaluronik asit sindirimi ile bozuldugunun bilinmekte oldugunu,
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hyaluronidaz ile dilim tedavisinin, LTP'de MMP-3 blokajimnin etkisini 6nledigini ve
ayrica bu LTP formunda, MMP-3"in kritik roliinii dogruladigini da bulduklarini dile
getirdikleri arastirmalarinda, CA3-CAL1 yolunun tersine, MF-CA3 projeksiyonundaki
LTP’nin, MMP-3'e bagl olmadiginin 6nemini vurgulamislardir. Bu sonucun da
MMP'lerin hareketlerinin yol o&zgiilliigiinii gostermekte olabilecegi ¢ikariminda

bulunmuslardir (4).

Genel olarak, ¢alismalarindan elde ettikleri sonuglarda; “peri-sinaptik MMP-
3'iin aktivasyonunun, CAl bolgesinde L-tipi kanal bagimli LTP'yi destekledigini, oysa
nmdaLTP'nin sadece MMP-9'a bagli oldugunu gostermektedir. Farkli tiirlerde
LTP’nin, bellek olusumu ve geri kazaniminin farkli fazlar ile iligkilidir, ancak altta

yatan molekiiler sinyal yollar1 yeterince anlagilmamistir” ifadelerine yer vermislerdir.

Ekstraselliiler proteazlar noroplastisite fenomeninde dnemli oyuncular olarak
ortaya ¢ikmis olmakla birlikte, c¢alismalarinda, CA3-CAl hipokampal
projeksiyonunda L-tipi kalsiyum kanal bagimli LTP'nin, MMP-9 tarafindan
diizenlenen NMDAR-bagimli LTP'nin aksine MMP-3 aktivitesi tarafindan Kritik
olarak diizenlendiginin bulundugunu 6ne sitirmiislerdir. Dahasi, LTP'nin indiiksiyonu,
MMP-3 ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artis ile iligkilendirildigini bildirerek, bir
ana ESM bileseni olan hyaluronanin sindiriminin, LTP'nin MMP-3'e bagimli

bilesenini bozdugunu bulduklarini raporlamislardir (4).

Bu sonuglar, farkli MMP'lerin belirli tip LTP icin molekiiler anahtar olarak

hareket edebilecegini gostermektedir.

Szepesi ve ark.’lar1 (5); dendritik dallarin, néronal dendritlerden uzanan ve
eksitator sinapslarin ¢ogunu barindiran kiicik membrandz c¢ikintilar oldugunu
belirttikleri arastirmalarinda, ¢ok fazla kanitin, hiicre dis1 hareket eden ve Zn** bagiml
endopeptidazlar aile olarak kabul edilen MMP’lerin, dendritik dal morfolojisini hizla
modiile edebildigini gosterdigini belirtmislerdir. Omurga kafa ¢ikintilarinin (SHP'ler),
dendritik dal kafasindan uzanan, degistirilmis noronal aktiviteye yanit olarak,
postsinaptik yapisal yeniden bigimlenmenin bir formunu temsil eden, filopodia benzeri
stiregler oldugunu bildirmiglerdir. Coziinmiis hipokampal kiiltiirlerdeki kimyasal
olarak LTP indiiksiyonunun (CLTP), SHP'lerin olusumunu kontrol eden MMP-9

aktivitesini ytikselttigini gostermislerdir. MMP'lerin aktivitesinin veya mikrotiibiil
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dinamiginin bloke edilmesi, SHP'lerin ortaya ¢ikisini ortadan kaldirdigina ek olarak,
oto aktif rekombinant MMP-9’un, organotipik hipokampal dilimlerdeki SHP'lerin

olusumunu tesvik etmekte oldugunu raporlamislardir (5).

Ayrica, SHP'lere sahip olan dallarin, cLTP iizerine post-sinaptik AMPAR’1
kazanmig ve AMPAR’in sinaptik iletimi MMP'ler tarafindan kontrol edilmistir
ibaresine yer verdikleri arastirma sonuglarinda, MMP-9'un, SHPIerin olusumu ve
CLTP {izerine postsinaptik reseptdr dagilimmin kontroliinde islevsel olarak rol

oynadigmin gii¢lii bir sekilde gosterdiginin altini1 ¢izmislerdir (5).

Dziembowska ve ark.’lar1 (119); noronal stimiilasyona yanit olarak yeni
proteinlerin lokal, sinaptik sentezi, sinaptik morfojenezin diizenlenmesinde énemli bir
rol oynamakta oldugunu ve son caligsmalarda, protein bilesenlerinin parcalanmasi
yoluyla, perikiiler ortami diizenleyen bir endopeptidaz olan MMP-9’un, omurga
morfolojisi ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigini
gosterdigi bildirilmistir (119). Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismalarinda, MMP-9’un,
mRNA'nin lokal translasyon ve protein salinimi i¢in dendritlere tasinip tasinmadigini
belirlemeye ¢alismuslardir. Ik olarak, MMP-9’un mRNA'nin dendritik tagimnmasinin,
glutamat uygulanmis primer hipokampal noronal kiiltiirlerde ve cLTP’den sonra
yetiskin anestezi uygulanmis farelerde, DG graniil hiicrelerinde gorildiigiini

bildirmislerdir.

Ikinci olarak ise, MMP-9’'un, mRNA'nin hizli, aktiviteye bagimh
poliadenilasyonu; mRNA'nin aktif olarak polisomik translasyonu ile iliskisi ve de novo
MMP-9  protein  sentezinin,  sigan  hipokampiisiinden  izole  edilen
sinaptondrozomlardan elde edildigini belirtmislerdir. Ugiincii olarak, kiiltiirlenmis
hipokampal ndronlarin glutamat uyarimi, dogal substrati B-distrolikan ayrilmasiyla
Olctldiigi gibi, MMP-9 aktivitesinde dakikalar gibi hizli siireler icerisinde bir artisa
neden oldugunu raporlamiglardir. Bu aktivitenin, poliadenilasyon inhibitorii ile
azaltildigini, boylece, MMP-9 translasyonunun, protein fonksiyonu ile baglandigini
gozlemlemiglerdir. MMP-9’un, mRNA'nin dendritlere tagindigim1 ve lokal olarak
cevrildigini ve proteinin aktiviteye bagimli bir sekilde salindigini géstermekte olan bu

bulgulardan yola ¢ikarak, diger dendritik olarak sentezlenmis proteinler ile uyum
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icinde hareket eden, lokal olarak salinmis MMP-9’un, aktive sinapslarin yapisal ve

fonksiyonel plastisitesine katkida bulunabilir yorumunu getirmislerdir (119).

Wiera ve ark.’lar1 (3); sinaptik plastisite mekanizmalari, MMP familyasi iiyeleri
de dahil olmak tizere kompleks proteaz sistemi tarafindan aracilik edilen proteolitik
aktiviteyi icermektedir. Ozellikle MMP-9, Schaffer kollateral-CA1 yolunda LTP
idamesinde ve hipokampiis bagimli bellegin elde edilmesinde kritik oldugunu, bu
laboratuvardan yapilan son ¢aligmalarin, LTP indiiksiyonu ve ekspresyonunun biiyiik
oOl¢iide presinaptik oldugunu, MMP'lerin blokajimnin LTP'nin siirekliligini bozdugunu
ve LTP indiiksiyonunun artan MMP-9 ekspresyonu ile iliskili oldugunu, MF-
CA3projeksiyonunda ortaya ¢iktigini ispat etmektedir yorumunda bulunmuslardir (3).

Burada, MMP-9 KO farelerinden ve MMP-9'u asir1 eksprese eden transgenik
sicanlardan gelen akut beyin dilimlerini endojen MMP-9'daki manipiilasyonlarin MF-
CA3 projeksiyonunda LTP'yi nasil etkiledigini tespit etmek i¢in kullanmislardir. Her
iki tipteki transgenik model normal sinaptik iletim ve kisa siireli plastisite gosterdigini
ve ilging bir sekilde, nakavt farelerin ve asir1 eksprese eden sicanlarin dilimlerinde
indiiklenen LTP'nin siirekliliginin neredeyse ortadan kaldirildigin1 gézlemlemislerdir.
Bununla birlikte, aktif MMP-9'un varliginda, kademeli bir fEPSP oto- potansiyasyonu
gozlemlendigini ve tetanizasyon, KO farelerde isaretli bir LTP'ye neden oldugunu
bildirmislerdir. EK olarak, WT farelerden alinan MMP-9 uygulanmis dilimlerde, fEPSP
oto potansiyasyonu da meydana geldi ve kismen tikali LTP olustu seklinde agiklama
getirmislerdir. Bu durum, eksojen proteazin, bos farelerde LTP'yi restore edebilecegini
gosterirken, WT farelerde MMP-9 fazlaliginin LTP'ye zarar verdigini gostermektedir
yorumunda bulunmuslardir. Transgenik siganlarda LTP bakiminin kismi MMP blokaji
ile yeniden olusturulabilecegini ancak doymamis konsantrasyonlarda MMP

inhibitoriiniin etkisiz oldugunu diisiindiiklerinibildirmektedirler (3).

Sonug olarak, MF-CA3 yolunda LTP bakiminin ince ayarli MMP-9 aktivitesini
gerektirdigi ve MMP-9 seviyesinin bazi1 noropatolojilerde gozlendigi sekilde bilissel
siregler icin zararli olabilecegi ihtimali literatiirde ortaya konulmaktadir, seklinde

aciklamiglardir (3).
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Literatiirde MMP’lerin, ESM’yi yeniden modellemede ve 6grenme ve bellekte
kritik rol oynayan bir endopeptidazlar ailesini igermekte oldugu bildirilmektedir. Insan
beyninde en az 24 farkli MMP alt tipi tanimlanmis, ancak MMP'nin ndronal plastisite
tizerindeki alt tipine ozgii eylemleri hakkinda c¢ok az sey bilinmekte oldugu
vurgulanmistir. Eksitator sinaptik iletimin, LTP ve dendritik ve somatik noéronal
uyarilabilirligin 6l¢eklendirilmesinin, bellek depolama alt tabakalari olarak kabul

edildigine dair soylemde bulunulmustur (120).

Brzdak ve ark.’lart (120); MMP-3 ve MMP-2 / 9'un, hipokampal beyin
dilimlerinde,  uyarici  postsinaptik  potansiyel (EPSP)-to-spike  (E-S)
potansiyasyonunun, indiiksiyonunu ve ekspresyonunu sekillendirmede farkli sekilde
rol oynayabildigini bulduklarini belirttikleri ¢alismalarinda, MMP-3 ve MMP-2/9’a ait
proteolizin, daha 6nce, sinaptik NMDAR’1n in-vitro biitiinliigiinii veya hareketliligini
etkiledigi gosterildiginin bilindigini sdylemislerdir. Bununla birlikte, MMP-NMDAR
etkilesimlerinin, fonksiyonel sonuglar1 hakkinda biiylik 6l¢iide bilinmeyen igerdigini
bildirdikleri arastirmalarinda, MMP alt tiplerinin, fare hipokampal akut beyin

dilimlerindeki E-S plastisitesi ve NMDAR fonksiyonundaki roliinii arastirmislardir.

CA1 alani igindeki E-S potansizasyonunda MMP-3 / NMDAR aktivitesi igin
zamansal gereksinimin biiyiik dl¢lide ortlistiiglinii ve MMP-2 aktivitesi degil, MMP-
2/9 aktivitesinin, LTP indiiksiyonunu takiben, NMDAR'larin islev kazanmasi i¢in ¢ok

onemli olabilecegini vurgulamiglardir (120).

MMP-3 inhibisyonunu takiben E-S plastisitesindeki fonksiyonel degisiklikler
biiyiik 6l¢iide aktiviteye bagli gen transkripsiyonunun bir isareti olan cFos proteininin
ekspresyonu ile iliskilidir yorumunu getirdikleri ¢alismalarinda, rekombinant MMP-
3’tin, NMDAR aracili alan potansiyellerinde ve somatodendritik Ca**dalgalarinda bir
kazang sagladigimi belirtmiglerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak; uzun siireli
hipokampal E-S potansiyasyonunun, down regiile sinyallesme kaskadlarinin ve gen
transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in hayati olan NMDAR aracili postsinaptik Ca*™*
girisini destekleyen gegici MMP-3 aktivitesi gerektirdigini gostermektedir¢ikariminda
bulunmuslardir (120).

Tsilibary ve ark.’lar1 (121); son ¢alismalarin, sinaptik plastisite, 6grenme ve

hafizadaki hiicre dis1 proteazlari gostermekle birlikte, 6zellikle trombin, doku
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plazminojen aktivatorii, norotripsin Ve ndropsin yani sira MMP’lerin, 6zellikle MMP-
9 gibi serin proteazlar i¢in giiclii kanitlar oldugunu bildirmislerdir. Bu enzimlerin
roliiniin, gen ekspresyonu ve protein ve enzimatik aktivite seviyelerinde ekspresyon
modelleri ve KO fareler, spesifik inhibitorler, vb. dahil olmak {izere, fonksiyonel
caligmalar iizerinde deneysel sonuglarla desteklenmekte oldugunu bildirmislerdir.
Buna karsin, ¢alismalarin, hiicre dis1 proteolizinin esas olarak ESM ve perisinaptik
yapilar1 gevsetmekten sorumlu olmadigini, bunun yerine ESM, transsinaptik proteinler
ve biiyiime faktorlerinin latent formundan sinyal molekiillerinin salinmasina izin
verdigini gostermektedir yorumunu yapmuslardir. Ozellikle bu enzimlerin, major
noropsikiyatrik bozukluklarda, muhtemelen sizofreni, bipolar, otizm spektrum
bozukluklari ve uyusturucu bagimliligi gibi hastaliklarin altinda yatan sinaptik
aberasyonlara, katkida bulunduklarini gosteren endikasyonlar da bulunmaktadir
¢ikarimininda bulunmuslardir (121).

Bu aragtirmada RT-qPCR deneylerinde; AEA ve ters agonist uygulamalarinin,
MMP-9 gen ifadesinde degisime neden olup olmadig1 arastirilmis ancak grup i¢inde
ve gruplar arasinda gen ifadelerinde kat degisimleri gozlenmis olsa bile, bu
degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gériilmiistiir. Western-blot sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise literatiire gore en ¢ok etkilenmesi beklenen
gen ve iriinii olan MMP-9 ifadesinde gozlenen degisimler anlamli bulunmamistir
(P>0,01).

Antiproliferatif etkileri bilinen ECB olan AEA’nin Notch sinyal yolagi lizerine
etkisinin analiz edildigi bir ¢alismada; AEA’nin Norchl aktivasyonunu arttirdigi
bildirilmektedir (122).

Bu arastirmada da AM251 uygulanan grupta ve AEA ile ters agonisti olan
AMO630’un birlikte uygulandigi grupta Notchl protein miktarinin arttigi goriildd.

Homozigot PTEN ile indiiklendigi varsayilan kinaz-1 (PINK1) nakavt farelerde
kortikostriatal sinapslarda dopamine bagimli CB1 reseptor islev bozuklugunun
arastirildigr bir calismada; AEA seviyelerinde 6nemli bir farkliligin olmadigini ve
PINK1—/— farelerde, CB1R agonistlerinin baglanma yeteneginde, 6nemli bir azalma

bulundugunu raporlamislardir (123).
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Bu aragtirmada; AM630 uygulanan grup ile CB reseptdr inhibitorlerinin beraber
uygulandigr gruplardan rezeke edilen hipokampal dokulardaki PTEN protein
ifadesinde artis belirlenmistir. Ayrica, gézlenen PTEN artisinin, bu gruplarda MMP-9
ifadesini baskilamasi1 beklenirken, bu gruplarda MMP-9 ifadesinin degismedigi

gbzlemlendi.

Tsien (124), korkutucu sartlandirma gibi ¢ok uzun stireli hafizalarin (anilarin),
olgun noronlar1 6rten ve sinaps olusumunu kisitlayan 6zel bir ESM olan perinéronal

ag’da, deliklerin paterni olarak depolanmasini 6nerdigini bildirmistir.

Norogenezis, sinaptik plastisite ve emosyonel durum gibi ¢esitli fizyolojik
olaylar biiyiik oranda hipokampal dokular ile iligkilidir ve bu olaylarin
diizenlenmesinde CB sistem yer alir (125). CBR iizerinde etkili olan ECB sistem, insan
fizyolojik, davranigsal, immiinolojik ve metabolik fonksiyonlariin ¢esitli yonlerini

diizenler (125).

Hipertansiyon, kalp yetmezligi, obezite, diabetus mellitus, metabolik sendrom,
aclik, kronik stress, depresyon ve diger psikiyatrik hastaliklarla da ilgilidir (126).
Ayrica bu system, Alzheimer, Parkinson, multiple sklerozis, epilepsi ve
hiperkortizolizm gibi bir¢ok hastaligin da fizyolojik ya da fizyopatolojik siireglerinde
rol almaktadir (127).

ECB’ler, uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinden “talep iizerine”
sentezlenir ve hiicreler iizerinde parakrin veya otokrin bir sekilde etki eder (128). Basta
hipokampiis olmak tizere beynin farkli bolgelerinde bulunmaktadir (129). Caligmalar,
talamus, korteks, amigdala ve hipokampiis dahil olmak iizere korku tepkisinde yer alan

cesitli beyin bolgelerinde ECB’lerin ekspresyonunu gostermektedir (130).

Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar siklikla yaslanmaya
bagli ortaya ¢ikarken, amiyotrofik lateral skleroz ve Huntington hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklar geng yaslarda da ortaya c¢ikabilmektedir. Bagka bir deyisle

norodejenerasyon hem yaslanma hem de genetik faktorlerle iliskilidir (131).

Demans, biling diizeyinde, basta bellek olmak iizere zihinsel ve sosyal
yeteneklerin, kisinin giinliik yasam aktivitelerini etkileyecek derecede yikilmasidir.
Primer dejeneratif demans grubunda ilerleyici kognitif bozukluklarla kendini gosteren

hastaliklar grubunda en ¢ok Alzheimer hastaligi ile karsilagilmaktadir (131, 132).
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Alzheimer hastalig1 hafif, orta ve ileri derece seklinde derecelendirilir (133).
Alzheimer hastaliginda klinik belirtiler; amnezi, afazi, apraksi ve agnozidir (134).
Epizodik hafizanin bozulmasi/yitimi ve dizoryantasyonu onemli ana belirtileridir.

Epizodik bellek 6zellikle hipokampiis ve bu dokunun bozulmast ile ilgilidir (135, 136).

Sadece norodejeneratif hastaliklar degil, ayn1 zamanda, travmatik beyin hasari,
inme ve glioblastomlar ile ilgili arastirmalarda da bu sistem popiilarizm kazanmistir
(137). Kronik fokal epilepsinin en yaygin formu olan temporal lob epilepsisi, yiiksek
bir bilissel bozukluk prevalansi ile iligkilidir, ancak altta yatan sorumlu patolojik
mekanizmalar bilinmemektedir (138-140). Norodejeneratif hastalik iligkisi 6ne
stiriilen epilepide, Dravet sendromu ve Lennox-Gastaut sendromu olan ¢ocuklarda,

CB kullaniminin potansiyel etkinligi aragtirtlmistir (139-141).

Bu sonuglar, ECB sistemik maniipilasyonlarinin, hafiza kaybi ile iliskili
norodejeneratif bozukluklar1 degistirebilecegini gostermektedir. Bu da arastirmanin

diger 6nemli bir yoniidiir.

Bu doktora tez arastirmasinda, elde edilen veriler, sican hipokampal dokular
tizerinde gergeklestirilen analizler sonrasi elde edilmistir. Hayvansal dokulardan elde
edilen hiicresel yanitlar ile insan dokularindan elde edilen hiicresel yanitlarin, doku
hassasiyetleri gibi bircok farkliliklardan kaynaklanan yaniltict sonucglar verdigi de
kanit degeri yiiksek arastirmalarda raporlanmaktadir (142-146). Bu bizim

arastirmamizin limitasyonudur.
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8. SONUC

Bu doktora tez ¢alismasinda, grup 1 6rnekler hem RT-gPCR analizleri hemde
Western-blot analizlerinde referans 6rnek olarak kabul edilmistir. Bu gruba higbir sey
uygulanmamistir. Grup 2 ve grup 3, agonist ve antagonist ilaglar i¢in kullanilan
¢oOziiciilerin uygulandig1 kontrol gruplaridir. Yapilan analizler sonucunda kullanilan
¢oziciilerin gen veya protein ifadesinde anlamli bir degisime neden olmadigi
goriilmiistiir. RT-gPCR deneylerinde; ila¢ uygulamalarinin, MMP-9, Notchl ve PTEN
gen ifadelerinde degisime neden olup olmadigi arastirilmistir. Grup iginde ve gruplar
arasinda gen ifadelerinde kat degisimler gozlense bile, bu degisimlerin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 gériilmistiir.

Fakat Western-blot sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde en ¢ok
etkilenmesi beklenen gen ve firiinii olan MMP-9 ifadesinde gézlenen degisimler
anlamli bulunmazken (P>0,01), AM251 uygulanan grup 5’te ve agonist AEA ile
antagonist AM630’iin combine olarak uygulandigi grup 9’da Notchl protein
miktarinin arttig1 goriilmistiir. Sadece antagonist AM630 uygulanan grup 6 ile ligand
ve CB reseptor inhibitorlerinin beraber kullanildig: grup 8, 9 ve 10°dan elde edilen
hipokampal dokulardaki PTEN protein ifadesindeki artisin istatistiksel olarak da
anlamli oldugu belirlenmistir (P<0,01).

Bir haftalik ilag uygulamasinin gen ifadesinde degisime neden olmadan daha
akut bir sekilde protein miktarinda artisa neden olmustur. Bu durum hipokampal
hiicrelerin uygulanan ilaglara verdigi hizli bir yanit yorumlanmistir. Uygulamalar
MMP-9 gen veya protein diizeyinde degisime neden olmamistir ancak MMP-9’un
aktive ettigi yolaklardan biri olan Notchl ifadesinde artis gézlenmistir. Gozlenen
Notchl aktivasyonunun bu uygulama grubu i¢in MMP-9’dan bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Antagonist AM630 (Grup 6); agonist AEA ile antagonist AM251’in
birlikte uygulandigi (Grup 8); agonist AEA ile birlikte antagonist AM630’un birlikte
uygulandig1 (Grup 9) ve agonist AEA ile kombine antagonist ML193’{in uygulandig1
(Grup 10)’da gozlenen PTEN artisinin bu gruplarda MMP-9 ifadesini baskilamasi
beklenirken bu gruplarda MMP-9 ifadesi degismeden kalmistir.
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Hafiza ile iliskili hastaliklarin tedavisinde CB sistem iizerinden etki gostererek
kullanilacak olan ilaglarin gelistirilmesi i¢in, hipokampal hiicrelerde MMP-9ifadesinin
PTEN sinyal yolagi disinda baska sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol ediliyor

olabilecegini ve bu sinyal yolaklarinin da arastirilmasi gerektigini gostermektedir.
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