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Metabolizmanin kullanabileceginden fazla demirin canlilarda toksik ozelligi vardir.
Normal demir metabolizmasinin bozulmasi beyin dokusunu oksidatif stres hasarina agik
hale getirir. Cok sayida kanit demir, ¢inko ve bakir gibi geg¢is metal iyonlarimin
norodejeneratif rahatsizliklarinin gelisimi tizerine giiclii bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Bugiin alzaymir, parkinson ve sizofreni gibi bircok norodejeneratif
rahatsizligin bu sinaptik iletimdeki aksakliklardan kaynaklandigini diisiindiiren pekc¢ok
bulgu mevcuttur.

Bu tez ¢alismasinda, Rattus norvegicus’a agiz yoluyla verilen farkli konsantrasyonlarda
demir iyonlarinin, bu hayvanlardaki hipokampus ve korteks dokularinda —sinaptik
iletimde 6nemli roller Ustlenen- sinapsin 3, sintaksin 4, sinaptogirin 1 ve sinaptogirin 4
genlerinin ekspresyon seviyeleri multipleks Real-Time PCR yontemi ile GAPDH
geninin ekspresyonuna kiyaslanarak incelenmistir.

Korteks dokusunda Stx4 geni ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler 6nemsiz olarak
bulunmustur. Hipokampus dokusunda Stx4 geni ekspresyon seviyelerinde meydana
gelen azalig 6nemli bulunmustur. Korteks ve hipokampus dokularinda Syn3 geni ve
Korteks dokusunda Syngrl geni ekspresyon seviyelerindeki artis 6nemli bulunmustur.
Korteks ve hipokampus dokularinda Syngr4 geni ekspresyon seviyelerinde onemli
degisiklikler gbzlenmistir.
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More iron that can be used by metabolism has a toxic effect. Degeneracy of normal iron
metabolism makes brain tissue vulnerable to oxidative stress damage. A lot of evidences
show that transition metal ions like iron, zinc and copper do not have a strong effect on
neurodegenerative sicknesses. At present, there are many findings available which give
ana impression that alzheimer, parkinson and schizophrenia result from defects in that
synaptic transmission.

In this thesis study, iron ions, given orally to Rattus norvegicus, are examined by
comparing expression levels of Synapsin Ill, Syntaxin IV, Synaptogyrin | and
Synaptogyrin 1V which undertake important roles in synaptic transmission in the
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The changes at Stx4 gene expression level in cortex tissue were found significantly. The
reduction occuring at Stx4 gene expression levels in hippocampus tissue was found
significantly. The increase at Syngrl expression levels in cortex tissue and Syn3 gene in
cortex and hippocampus tissue was found significantly. It was observed that there was
significant changes Syngr4 gene expression levels in cortex and hippocampus tissue.
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1. GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

1.1.1 Agir metaller

Agir metal terimi genel olarak kirletici ve yiiksek oranda toksikolojik veya
ekotoksikolojik potansiyele sahip metalleri ve yar1 metalleri (metaloid) i¢ine alan bir

grup metal i¢in kullanilmaktadir.

Gergekte agir metal tanimu fiziksel dzellik agisindan yogunlugu 5 g/em® den daha biiyiik
olan metaller i¢in kullanilir. Bu grupta yer alan kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt,
bakir, nikel, civa ve ¢inko basta olmak {izere altmistan fazla metal dogalar1 geregi,
yerkurede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde kararli bilesik olarak veya

silikatlar i¢inde hapis olarak bulunurlar (Kahvecioglu 2004).

Dogru (2007) tarafindan belirtilen literatiirdeki agir metal tanimlar1 incelendigi zaman
yogunluk, atom agirligi, atom numarasi ve diger kimyasal ozelliklerine gore gesitli agir
metal tammlar1 bulunmaktadir. Yogunluga gére yapilan tanimlarda; en diisiik 3,5 g/em®
den baglamak iizere 7 g/cm3 ve lizeri yogunluga sahip elementlerin agir metal oldugunu
belirten pek ¢ok farkli tanim bulunmaktadir. Atom agirligina gore yapilan tanimlarda
ise; “atom agirhig1 sodyumdan biiyiik olanlar” veya “atom agirligi 40°dan biiyiik olan
metaller agir metaldir” seklinde tanimlar bulunmaktadir. Eger atom agirligr sodyumdan
fazla olan metaller agir metal olarak kabul edilirse, agir metaller magnezyum
elementinden itibaren baglamakta, atom agirli§i 40’dan fazla olan elementler agir metal
olarak kabul edilirse, agir metaller skandiyum elementinden itibaren baslamaktadir.
Atom numarasina gore yapilan tanimlarda ise; “atom numarasi kalsiyumdan fazla olan
metaller”, “atom numarasi 20 den fazla olan metaller” ve “atom numarasi 21
(skandiyum) ila 92 (uranyum) arasinda olan metaller agir metal olarak kabul

edilmektedir” seklinde tanimlar bulunmaktadir. Agir metallerin skandiyumdan itibaren



bagladigin1 belirten tanimlar kabul edildiginde ise, bu durumda yogunlugu 3 g/cm®’iin

altinda olan elementler de agir metal kategorisine girmektedir. (Duffus 2002)

Normal kosullarda agir metallerin dogadaki orami diisiiktiir. Dogal ortamdaki
konsantrasyon orani arttiginda, giimiis, civa bakir, kadmiyum ve kursun gibi agir
metaller Ozellikle organizmalar Uzerinde toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe
etmektedir. Canlilardaki bazi enzimatik aktiviteler icin bazi metaller belli
konsantrasyonlarda olmak sart1 ile gereklidir (Balkis ve Algan 2005). Canlilarin
yasamsal aktiviteleri i¢in katalizor gorevi yaparlar. Bazi agir metaller biyolojik
sistemler i¢in alinmasi gereken temel besin unsurlari olmasina karsin gereginden fazla
alindiklarinda ya da uzun stire agir metalle kirlenmis ortamda kalindiginda zehirleyici
hatta 6ldurici etki yapmaktadir (Morton 1976; Tuncger 1980-82).

Metaller dogal sularda serbest iyonlar, inorganik veya organik bilesikler ve partikil
maddelere absorbe edilmis sekillerde bulunmaktadir. Sedimente ¢okmiis olsalar dahi,
bazi fiziksel ve kimyasal olaylarla tekrar iyonik forma dontsir ve toksik etkilerini

gosterebilirler (Cetingul ve Aysel 1998).

Suda bulunan agir metaller baliklarda beslenme ve absorbsiyon yolu ile
birikebilmektedir. Bu birikim orani ise baligin yasina, bulundugu yere ve beslenme
durumuna gore degisir (Seker vd. 1999). Canli organizmalarin viicutlarinda biriken bu
agir metaller besin zinciri yoluyla organizmadan organizmaya giderek artan miktarlarda
gecmektedir. Ortamdan higbir sekilde yok olmayan agir metaller burada yasayan su
urdnlerinin tiiketilmesiyle insana kadar ulasmakta ve bazen insan sagligmi tehdit
edebilmektedir (Seker vd. 1999). Ozellikle i¢ organlarda birikerek sindirim ve sinir
hastaliklar1 basta olmak {izere ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir (Morton 1976;
Tuncer 1980-82).

Metallerin bircogunun karsinojenik potansiyeli de vardir. Metal karsinogenezisinin
endojen reaktif oksijen ¢esitlerinden olustugunu ve cesitli karsinojenik metal

bilesiklerinin hidrojen peroksit varliginda oksidatif DNA hasarina sebep oldugu



bulunmugtur. Metaller sadece karsinojen olarak degil, ayn1 zamanda ko-karsinojen
olarak da etki etmektedir. 1970’lerde arastiricilar biyolojik elementlerle toksik
metallerin benzer kimyasal ve fiziksel 6zellikleri oldugunu ileri siirmiislerdir. Bundan
sonra gittikce artan sekilde bu maddelerin karsilikli etkileri ¢alisilmaya baslanmustir.
Karsiliklt etkiler c¢inko, bakir, demir, selenyum, kalsiyum ile toksik elementler
arasindadir (Giiven 1999).

Kanserojen olarak etki gosteren bir¢ok bilesigin DNA’ya zarar verdigi bilinmektedir.
Zarar goren DNA’ya sahip hiicreler boliindiigli zaman mutant hiicreler iiretir. Bazi
kimyasal maddeler DNA alt birimlerine baglanarak 6zel bilesikler (adduct)
olusturabilirler. Bu olusan bilesikler DNA onarim mekanizmalari sayesinde
uzaklagtirilabilirler. Fakat bazen bu bilesikler kalic1 bir sekilde baglanabilir ve hiicre
boliindiigli zaman yanlis translasyona ugrayarak mutant hiicrelerin olusumuna yol
acabilir. Insanlarda metal bilesiklerinin karsinojenik riski Uluslararas1 Kanser
Arastirmalart Ajanst (IARC) tarafindan degerlendirilmistir. Somatik hiicrelerdeki
mutasyonlar ile kansere sebep olan olaylar arasindaki iliski uzun siireden beri
bilinmektedir. Kanserojen maddelerin birgogunun mutajen, mutajen maddelerin birgogu

da karsinojen oldugu saptanmigtir (Ames et al. 1975; Guven 1999).

1.1.2 Demir toksisitesi

Demir 26 atom numarasi ve 55,85 atom agirligina sahip olan nikel ve kobaltla birlikte
gecis elementlerinin ilk yatay {i¢lii grubunun bir pargasini olusturan periyodik tablodaki
26. elementtir. Biyolojik cevrede Fe** ve Fe** degerlikli iyon durumlarni yaygin
olmasmin yaninda +6 degerlikli maksimum oksidasyon durumuna da sahiptir. Dogal
demir atomu 3d orbitalinde 4 tek elektron ve 4s orbitalinde 2 c¢ift elektrona sahiptir. 4s
elektronlarin1 ¢ikarmak +2 degerlik, 3d orbitalindeki elektronlar1 tamamlamak +3

degerlik kazandirir (Sienko and Salman 1976).

Demir viicut sivilarinda daima iki oksidasyon durumu olan ferrik (Fe*") veya ferréz

(Fe2+) sekilde bulunur. Demirin bu elektron degisimi, redoks aktivitesi, bir yandan



olumluyken &te yandan demir fazlaligi durumlarinda olusan serbest demir, prooksidan
olarak serbest oksijen radikallerinin yapilmasina yol agar. Antioksidanlar tarafindan
yeteri kadar detoksifiye edilemeyen serbest oksijen radikalleri ileri derecede zararli ve
toksiktir. Bu nedenle demir serbest birakilmamaya calisilir. Transferrinle tasinir,
ferritinde depolanir ve boylece organizmada demir konsantrasyonu ¢ok siki bir denetim
altinda tutulmaya calisilir. Fazlasi toksik olan bu elementin viicuttaki miktarinin
devamlilig1 intestinal emilimin ile diizenlenir. Et yemekle alinan (hemoglobin ve
miyoglobinden kaynaklanan) hem demiri ve et disi1 kaynaklardan alinan inorganik
demirin emilim yollar1 birbirinden oldukca farklidir. Hem, duodenal enterosite hem
tastyict protein 1 denilen 6zel bir tasiyict ile girer. Mukozal hiicre iginde hemin
proporfirin halkas1 hem oksijenaz enzimi aracilifiyla agilir, demir agiga c¢iktiktan sonra
birleserek inorganik demirle ayni sekilde devam eder. Inorganik demirin emilimi ¢ok
kompleks ve molekiiler olarak c¢ok siki kontrol gerektiren bir sistem icinde
diizenlenmektedir. Hem dist demirin ¢ogu ferrik (Fe**) demir seklinde olup, solubilitesi
ve limenden duedenal villiista enterosite alimi igin limen i¢i pH’y1 diisiiren mide
asiditesine gereksinimi vardir. Emilimde ilk basamak bu ferrik demirin membrana bagl
bir rediktaz olan, ferrirediiktaz olarak fonksiyon goéren ve askorbat bagimli duodenal
sitokrom b (DCYTB) tarafindan ferréz (Fe**) sekle rediikte edilmesidir. Fe** olgun
enterositin lumene bakan yiizeyinde bulunan divalan metal transporter 1 (DMT1) ile
luminal yilzeyden enterosit igine alinir. DMT1 nonhem demir alimini saglayan en
Onemli proteindir. Enterosite alinan demirin bir kismu1 ferritin seklinde depolanir ve
duodenal eksfoliasyon ile atilir. Organizmada demir ihtiyaci varsa, emilimden sonra
enterositin bazolateral tarafina tasinir ve oradan insanda bilinen tek demir aticis1 olan
ferroportin ile plazmadaki transferrine yiiklenir. Fakat 6nce seruloplazmin homologu ve
bir transmembran proteinini olan hefaestin ile Fe**, Fe** haline okside edilmelidir.
Ferroportin ile enterosit digina alman ve hefaestin ile okside edilerek Fe** forma
doniistiiriilen demir, transferrine yiiklendikten sonra agirlikli olarak eritrosit dnculleri
olmak Uzere hiicrelere taginir. Her transferrin molekiilii iki tane ferrik demiri giiglii bir

sekilde baglar (Tuzln ve Yakut 2009).



Demir insan vicudu igin esansiyel bir elementtir ama oksijen radikal olusumuna neden
olabilme potansiyeli nedeniyle ayn1 zamanda toksik olma o6zelligi de tasir. Normal
demir metabolizmasimin bozulmasi beyin dokusunu oksidatif stres hasarina agik hale

getirir.

Demanslarin (bunama) ¢ok biiyiik bir kismindan sorumlu olan alzaymir hastaligi ve
diger tip demanslarla, parkinson hastalifi gibi norodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojisinde suglanan mekanizmalardan birisi de bdlgesel demir birikimi, bunun
sonucunda olusan norotoksisite ve ndronal hasardir. Demirin bolgesel birikiminin
hastaliklarin saptanmasi, tanisi, evrelemesi ve selasyon ajanlari ile potansiyel terapdtik
girisim i¢in bir biyomarkir olabilecegi disiiniilmektedir (Fischer 1997; Collingwood
2006, 2008).

Fe?* ve Fe** tuzlan arasinda ¢oziilebilirlik yoniinden dikkate deger bir fark vardir. Fe®*
tuzlari pH 7°de 10" M ¢oziilebilirlige ulasirken Fe** tuzlart 10" M maksimum
¢oziilebilirlige ulasmaktadir (Spiro and Salman 1975). Fe?* indirgeyici biyolojik
stvilarda yaygindir. O, tarafindan oksitlenmesinden dolayr demir siirekli Fe®* ve Fe**
durumlar arasinda doniis yapar. Hem Fe’* hem de Fe** bir hayli ligand cesitliligine
sahip bilesiklerle baglant1 kurar. Demir bilesikleri yiiksek pozitiflikten negatif degerlere
kadar ¢esitli indirgenme potansiyelleri gosterir (Nunez et al. 2012). Bu 6zellik demirin
katalize oldugu elektron transfer sistemi ve demirin indirgenme potansiyeli arasinda
etkilesime 1izin verir. Hiicrenin i¢indeki demirin indirgenme potansiyelinin 0 V

civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Wood 1988).

Demir Fe?* ve Fe** formlari arasinda degisebildigi igin elektron degisim reaksiyonlari
i¢in uygun bir elementtir. Dogada yaygin olarak kullanilir. Demire 6 veya daha fazla
ligantin sik1 baglanmamasi halinde elektron degisim reaksiyonlarint meydana getirir
(Graf et al. 1984). Demir toksisitesi oksijen varliginda ve indirgeyici hiicre igi ortamu ile
birlesen bu elektron degisim kapasitesinin iiriiniidiir. Fe®* siiperoksit dismiitaz ile
katalizlenerek siperoksit radikallerini meydana getirmek icin oksijen ile reaksiyona

girebilir (1. Denklem). Olusan siiperoksit radikali protonlanarak Hidrojen peroksit



(H,0,) ve oksijen (O,) olusabilir (2. Denklem). Fe®* hem de yiiksek reaktiviteye sahip
hidroksi radikali olusturmak i¢in hidrojen peroksit ile reaksiyona girer (3. Denklem).
Bir hidroksi radikali tretmek icin H,O, ile Fe** reaksiyonu Fenton Reaksiyonu olarak
adlandirilir (Nunez et al. 2012).

2Fe® + 20, — 20" + 2Fe® (1. Denklem)

20, + 2H"———> H,0, + O, (2. Denklem)
Fenton reaksiyonlart:

H,O, + Fe® ——> OH®* + OH™ + Fe* (3. Denklem)
Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0,+0,” —* 5 OH'+0, +H,0 (4. Denklem)

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup hiicre zarinda lipit peroksidasyonu

gibi radikal tepkimeleri baslatabilir (Tuba 2006).

O, + 2GSH —FY*" 5 GSSG+OH +OH" (5. Denklem)

Hicre ici ortam gibi O, iceren ve indirgeyici ¢cevrede demir GSH ve O; nin tlketiminde
hidroksil radikalini olusturur. Denklem 5’e gére demirin konsantrasyonunu artirdik¢a

olusan hidroksi radikali (OH") daha da artacagi bekleniyor (Zecca et al. 2004).



Dopaminerjik hucrelerde, dopamin non-enzimatik oksidasyonundan tireyen serbest
radikallerin diger kaynaklari redoks aktifleyici demir tarafindan yiritiiliir (Zoccarato et
al. 2005).



1.2 Alzaymir Hastalhigi (AH)

Bir hiicredeki biitiin kalite kontrol mekanizmalar1 bozuldugu zaman hiicrede biiyiik
protein topaklar1 birikmeye baglar. Bu topaklardan bazilar1 hiicre i¢in kritik olan
makromolekiilleri sogurarak hiicreye zarar verebilir ve sonunda da hiicrenin 6limiine
neden olur. Olmiis olan hiicreden saliverilen protein topaklar1 bu dokuda bulunan
hicreleri gevreleyen hiicre matrisinde birikme egilimi gosterir ve asirt durumlarda
dokuya da zarar verebilir. Beyin, olduk¢a iyi organize olmus sinir hiicrelerinden
meydana geldigi i¢in 6zellikle kolayca zarar gorebilir yapidadir. Bundan dolay1 protein
topaklarinin Oncelikle nérodejenerasyona ugramasi sasirtict degildir. Giiniimiizde 20
milyondan fazla insanda gorulen yasa bagli bunamaya neden olan AH bu bozukluklar
arasindadir (Albert 2008).

AH ilk kez 20. yiizyilin baslarinda Alman bilim adam1 ve psikiyatrist Alois Alzheimer
tarafindan ilerleyici zihinsel islev bozuklugu ve davranis degisikligi olan Auguste D.
isimli hastanin hastanede son 5 yilinin izlenmesi ve Oliimiiniin ardindan da beyin
dokusunun mikroskobik incelenmesi ile ortaya konmus nérodejeneratif bir rahatsizliktir

(Bick 2001; Selkoe 2001).

65 yas altinda goriilen erken bunamada meydana gelen nadir bir bunama olduguna
inanilan AH esasen alzaymir tipinin bunamasindan ayirdedilememektedir. Alzheimer’in
Auguste isimli hastas1 bugiinlerde ¢ogu hastada hala gozlemlenilen rahatsizligin birgok
baslica Ozelliklerini 6rneklemistir. Bunlar: Ilerleyici hafiza kaybi, bozulmus biling
fonksiyonlari, paranoya, haliisinasyonlar ve asosyalligi iceren ¢esitli davraniglar ve dil

fonksiyonlarinda asir1 bir gerilemedir.

Alzheimer’in baslica tanimlamalarindan sonra onlarca yildir AH patogenezindeki
bulgularda ¢ok az ilerleme meydana geldigi vurgulanmaktadir. Bu durum Amerika
Birlesik Devletleri’ndeki Robert Terry ve Ingiltere’deki Michael Kidd’in elektron
mikroskobunu kesfiyle 1960’larda degismeye baslamistir. BOylece alzaymir’e baglanan



iki klasik lezyonun altinda yatan goze ¢arpan ileri derecede yapisal degisiklikler tarif
edilmistir: Senil (norotik) plaklar (SP) ve Norofibriler yumaklar (NFY) (Selkoe 2001).

AH’de histopatolojik olarak Senil AP ve NFY’nin yaninda sinaps-néron kaybi ve
beyinde belirgin bir atrofi de saptanmistir (Katzman 1991). Senil plaklarin olusumu
hastaligin en 6nemli histopatolojik belirtisi olarak ongoriilmekte ve 6zellikle amigdala,
hipokampus ve neokortekste gortilmektedir (Khachaturian 1985). AH tanisi igin SP ve
NFY saptanmasi gereklidir ancak yeterli degildir. Cilinkii bunlarin bagka nérodejeneratif
rahatsizliklarda da goriilme ihtimali vardir (Girvit 2004). Normal bir insanda 60l
yaslardan itibaren neokortekste SP ve limbik sistemde NFY lezyonlar1 olugsmaya baglar
(Braak 1991). Ancak daha Onceki yaslarda da bu lezyonlarin birikimi oldugu

gbzlenmistir.

AH basladig1 yasa gore iki tip olarak tanimlanmistir; 65 yas 6ncesi baslayan AH’a erken
baslangicli AH, 65 yas sonrast gelisen AH’a gec baslangiclhi AH denilmektedir (Finckh
2003). Hastaligin 60’1 yaslardan once baglamasina yol acan sebep hastaligin genetik
gecisli olmasidir (Rocca 1991). Bunun yaninda geg baslangi¢ch hastalarda genetigin rol
oynaylp oynamadigi tartismalidir. AH nin etiyolojisinde genetik faktorlerin rol aldigini
gosteren en carpict bulgu otozomal dominant gegisin mevcut oldugunu gdsteren
bireylerin saptanmasiyla ortaya konmustur (Nee 1983). Zamanimiza kadar AH’nin
genetik etiyolojisinde rol aldig1 diistintilen 21. kromozom Uzerindeki amiloid prokursor
proteini (APP), 14. kromozom (zerindeki presenilin 1 (PS1) geni, 1. kromozom
Uzerindeki presenilin 2 (PS2) geni ve 19. kromozom uzerindeki APO E olmak uzere

dort lokusu tanimlanmistir (Glenner and Wong 1984).

1.2.1. Norofibriler yumaklar (NFY)

NFY proteinli materyallerin anormal birikiminin bir sonucudur. NFY gitgide
intraselliiler bosluklar1 doldurarak néronlarin i¢inde gelisir. Bu birikmelerin etkilenen

noronlar 6ldiirdiigiine inanilir (Yates and McLoughlin 2008).
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NFY’nin ana bileseni mikrotiibiil iligkili tau proteinidir (Ballatore vd. 2007). Normal
kosullar altinda 17. kromozomdan kodlanan tau noronal hiicre iskeletinin kilit bileseni
olan mikrotiibiillere baglanir ve mikrottbullerin stabilizasyonunda, hiicre iskeletinin
biitlinliigiiniin korunmasinda ve aksonal transportta onemli rol oynar (Selkoe 1991;
Mesulam 2000). Ancak AH’de tau mikrotiibiillerden bagimsizlasir. Ozellikle bu patoloji
NFY olusumunu baglatmak i¢in ¢ok 6nemli olabilen her bir tau molekulinin normal
olmayan fosforillenmesiyle iligkilidir. Mikrotiibiillerin destabilizasyonu ile birlestirilen
NFY’lerin mevcudiyeti hiicre 6limi meydana gelmeden 6nce néronal fonksiyonu ciddi
bir sekilde azalttigt muhtemeldir (Yates and McLoughlin 2008).

Ailesel AH’deki mutasyonlarda tau proteininin aksine amiloid B liretimi artmistir hatta
AH’ye benzemeyen bazi ndrodejeneratif rahatsizliklarda da tau birikimi bulunmustur

(Goedert and Spillantini 2006).

1.2.2. Amiloid plaklar (AP)

Amiloid 0zellikle duzenli bir B konfiglrasyonunu benimseyen proteinler veya

peptitlerin anormal kiimelenmesi icin kullanilan kapsamli bir terimdir.

21. kromozom (zerindeki Amiloid B (A4) prokiirsor protein (APP) geninde meydana
gelen mutasyon anormal amiloid oncii protein (APP) olusmasina neden olur. APP
normal beyin fonksiyonlari i¢in 6nemli bir proteindir. APP B ve y sekretaz enzimleri
tarafindan kesilerek B-amiloid peptid haline gelir. B-amiloid peptid, AH’ye neden olan
anahtar madde olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.1) (Drouet 2000).
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Sekil 1.1. 770 aa’lik APP’nin alternatif splayz formlar1 (Selkoe 2001)

Amyloid B (A4) precursor protein (APP) geni amiloid 6ncl protein Uretimi icgin bilgi
saglayan gendir. Bu protein viicutta bircok dokuda iiretilir. Fonksiyonunun tam olarak
bilinmemesine karsin hiicre ylizeyindeki diger proteinlere baglanarak hiicrelerin
birbirlerine tutunmalarina yardimer olurlar. Kirkitadze ve Kowalska, amiloid Oncii
proteinlerinin (APP) gama sekretaz enzimi ile kesilerek farkli fragment biiytikliiklerine
sahip B amiloid peptidlerine pargalandigini belirtmislerdir. APP geninde meydana gelen
mutasyonlar neticesinde olusan asir1 3 amiloid birikimi 6zellikle beyinde sitotoksisite ve
noral hicre 6lumi olmakta, bu da alzaymir gibi noérodejeneratif hastaliklara yol
acmaktadir (Kirkitadze ve Kowalska 2005). Bu APP hicrelerde iki biylik yollan
metabolize edilir. Cogu hiicrede en segkin yol N ucundan kesilmis AP peptidi Ureten o-
sekretazin AP sekansini kestigi esas yoldur (Esch 1990). Noronlar amiloidojenik yol
stiresince APP’nin metabolize edilmesine yaradilistan bir meyli vardir (Simons 1996). 3
ve v sekretazlar tarafindan sirayla kesilerek tam boy AP peptidleri salinir. B sekretaz
yiiksek spesifikte bir kesim sergilerken y sekretaz diisiik spesifikte bir kesim sergiler ve
40 aa.’lik ve 42 aa.’lik peptit izoformuna neden olur (Klafki 1996). Bugune kadar
belirlenen 8 AH iligkili APP mutasyonlarinin tamami sekretaz kesim bdlgelerinin
yakininda yerlestigi ve AP42’nin artmasina neden olan APP siireci ile iliskili oldugu

gdsterilmistir. In Vitroda bu APs, peptidinin hizli bir sekilde fibriller igerisine biriktigi
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gosterilmistir (Jarett 1993). AP ve ozelliklede ABs2’nin AH patogenezinde esas rol

oynadig1 belirlenmistir.

APP mutasyonlart1 nadirdir ve alzaymir hastalarinin  %0.1’inden daha azinda
goriilmektedir. Bu mutasyonlarin, yerlesim yerine gore, artmis B-sekretaz aktivitesi ile
AP olusumunu artirarak, protofibril olusumuna daha yatkin AP olusumuna neden
olarak, ya da daha amiloidojenik AB formunun (APs2) oranini artirarak AH’ye neden
olduklar1 gosterilmistir (Sekil 2) (Bettens vd. 2010).

| eEE——eeeseceDOeeES TSRS e

KPI Af

ISEVKM DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIGLMVGGVVIA TV | V ITLVMLKK
. N 34

il.ll L

Sekil 1.2. B ve y sekretazlar tarafindan kesilen APP ve B-amiloid olusumu (alt1 ¢izili
kisim) (Selkoe 2001)

APP c¢esitli dokularda eksprese edilir (Tanzi 1988). APP ekspresyonu biiyliime
hormonlar1 ve sitokinler tarafindan ve stres kosullari gibi ¢esitli ajanlar tarafindan

baslatilabilir (Yoshikai 1990).
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1.3. Sizofreni Hastahgi

Insan davrams bozukluklar igerisinde énemli hastaliklardan olan sizofreni ve manik
depresif hastalik gibi hastaliklar genis bir arastirma konusu olmustur. ikizler, normal ve
evlatlik olan kisilerle yapilan ¢alismalar, manik depresyonun genetik bir bilesene sahip
oldugu fikrini desteklemektedir. Haritalama c¢alismalar1 orijinal olarak manik
depresyonla ilgili lokuslarin 11. kromozom ve X kromozomu iizerinde bulunduguna
isaret etmistir. Fakat daha sonra bu calismalar ciliriitiilmiistiir. Amerika Birlesik
Devletleri popiilasyonunun yaklasik %]1’ini etkileyen bu hastaliktan sorumlu lokuslarin
bulunmasi i¢in yapilan ¢aligmalarda, pek¢ok laboratuvar manik depresyon gdsteren

ailelerin biiyilik soyagaclarini taramak i¢in RFLP belirleyicileri (marker) kullanmaktadir.

Sizofreni ige kapaniklik, toplumden kagma, acayip davranislar ve bazen de hayal gérme
ile karakterize edilen zihinsel bir bozukluktur (Klug 2003). Patofizyolojisi ve etiyolojisi
cok az bilinen kompleks ve ciddi bir beyin rahatsizligidir. Son 20 yildan daha fazla
stiredir sizofreni hastaligi ile ilgili agiklayici bir teori gelistiriliyor. O agiklamalarin en
basit sekli, sizofreninin klinik semptomlarin baslangicindan uzun bir siire 6nce baslayan
ndrogelisimsel siireglerdeki bir anormalligin davranigsal sonucu oldugu ve cevre ve
genetik faktorler tarafindan neden oldugudur (Cardno 1999; Singh 2004).

Bunun yaninda genetik faktorlerin de biiyiik rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Tek ve ¢ift
yumurta ikizlerinde sizofreniye uyum ya da yatkinlik 6zelligi baz1 ¢alismalarin konusu
olmustur. Calismalarin ¢ogunda, tek yumurta ikizlerin ¢ift yumurta ikizlere gore
sizofreni olma olasilig1 daha ytliksek bulunmustur. Bu sonuglar genetik yapinin varligini
desteklemekle birlikte, sizofreninin genetik temelini tam olarak ortaya koyamamuistir.
Sizofreni i¢in tek monohibrit kalitimi, dihibrit kalittm1 ve ¢oklu gen kontrolii fikirleri
ileri siirtilmiistiir. Sizofreniden bir veya iki lokusun sorumlu olamayacagi anlasilmakla
birlikte poligenik bir kalitimda oldugu gibi kontroliiniin kesin sayilarla da ifade edilmesi
miimkiin degildir. Manik depresyon arastirmalarinda kullanilan yontemlerdeki gibi, bu
davranis bozuklugunu kontrol eden lokuslar igerdigi diisliniilen genom bdélgelerinin

tanimlanmasi i¢in de DNA belirleyicileri (marker) kullanilmaktadir (Klug 2003).
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1.4 SNARE Proteinleri

1.4.1 Transmitter salinimi

Hiicre uyarimi yoluyla hizli egzositik olaylarin meydana geldigi yer néronal aksonun
presinaptik membranidir (Siidhof and Rothman 2009). Beynin 6grenme ve bellek gibi
en karmagik ve st diizey fonksiyonlarmin temelinde aksiyon potansiyelleri ile
presinaptik sonlanmalardan transmitter salinmas: ve kimyasal ileti yer alir. Okaryotik
hiicrelerde organeller aras1 ve organaller ile plazma membrani arasindaki flizyonda
temel gorev alan proteinler SNARE (souble N-ethylmaleimide sensitive factor
activeting protein receptor) proteinlerdir (Martens 2008). Vezikilde bulunan SNARE
proteinlerine v-SNARE, plazma membraninda bulunan SNARE proteinlerine t-SNARE
proteinleri denir. Her SNARE proteininin yer aldigi hiicre ve hiicredeki lokalizasyonu
farkli ve 6zgiildiir (Duman and Forte 2003).

SNARE’ler 18-32 kDA agirliginda membran proteinleridir (Bennet and Scheller 1993;
Solner et al. 1993; Hanson 1997; Sutton 1998; Lonart and Sidhof 2000). SNARE’ler
vezikiil ve plazma membranlarindan stoplazma igine sarkar ve reseptor gorevleri vardir
ve en ¢ok sinir hicrelerinde ¢alisilmislardir (Bennett 1993; Feiro 1994; Hay 1997; Li
2003). SNARE kompleksi olusumunun inhibisyonu norotransmitter salinimini inhibe
eder (Littleton et al. 1998; Chen et al. 2001). Veriler SNARE kompleks olusumunun
sinaptik vezikil membrani plazma membraninin yakin ¢evresine getirdigini gostermistir
(Bennett et al. 1992). v-SNARE ve t-SNARE"ler arasinda yiiksek afinite ve ozgiilliik
SNARE kompleksinin olusumunda biiyiik etkendir (Bennett 1993). Bu etkene yardimci
olan bir protein grubuda Rab proteinleridir (Rothman and Wieland 1996). Bu proteinler,
vezikiiliin hedef membrana yanasmasini ve yapismasini saglarlar (Weber et al. 1998;

Mcnew et al. 1999; Mcnew et al. 2000).

Sinaptik iletim kicuk membran vezikillerinin presinaptik ugtan ndrotranmitterin
salmimina aracilik ettigi sinaptik vezikdl dongusudir. 3 fazdan olusur: Vezikil

doldurma, salma ve geri doniisiim.
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Norotransmitterler vezikiiler norotransmitter tasiyicalari araciligiyla vezukuller igerisine
yuklenir (filling). Veziikiiller plazma membranina yaklasir (docking) ve yapisma fazina
girer (priming). Daha sonra voltaj kanallarindan kalsiyumun girisi sonrasinda plazma
membraniyla vezikiiliin birlesimi olur. Bu bilesenler nérotransmitter salinimi siirdiirmek

Icin geri doniistirilmelidir.

Sinaptik veziikiil siklusu; SNAREs, UNC-18, Rab3 ve Vakuolar H'ATPaz (V-ATPaz)
ve sinapsin cksositoz Ozelligini diizenleyen sinaptotagmin gibi proteinleri igeren
membran trafigi i¢in gerekli olan protein ailesinin tiyeleri tarafindan kontrol edilir
(Weimer and Jorgensen 2003). Sinaptik vezulillerde bulunan SNARE proteini VAMP
veya Synaptobrevin adini alir. Plazma membraninda ise Sintaksin ve SNAP-25 olmak
tizere iki SNARE protein bulunmaktadir. SNAP-25 tam orta noktasinda bulunan sistein
aminoasidi ile membrana tutunur (Varousse 2001; Sorensen 2005; Montecucco et al.
2005).

1.4.2. Sintaksin 4 (Stx4)

Membrane yapisindaki hizli degisimler, beyin gelisimi ve 6grenme ile iliskili plastisite
boyunca sinapslar1 degistirir (Shepherd and Huganir 2007; Newpher and Ehlers 2008).
Aydinlatict elektrofizyolojiksel ve goriintiileme g¢alismalart membran ig¢i birikiminin
ekzositozununun dakikalar igerisinde sinaptik aktiviteye ¢evrildigi bulunmustur ve
sinaptik plastisite icin gereklidir (Liedo et al. 1998; Maletic- Savatic and Malinow
1998).

Membran bilesimine aracilik eden molekiiller arasinda baslicalar1 onlarin hedef
membranlarina hiicre i¢i vezikilleri tutturan ve membran birlesimini control eden
SNARE proteinleridir. Sintaksin, SNAP-23/25 ve Synaptobremin/VAMP protein
ailelerini iceren SNARE proteinleri 6karyotik hiicrelerde membran bilesim olaylarinin
cesitli olusumlari i¢in gereklidir (John and Scheller 2006; Martens and McMahon 2008)

ve presinaptik uclardan nérotransmitter saliniminda bir rol oynadig bilinir.
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Memeli hiicrelerindeki Sintaksin (STX) ailesinin 15 Gyesinin 4’0 (STX1-4) hiicre
yiizeyi lzerinde ekzositozun spesifik alanlar1 i¢in diisiiniilen hemen hemen 70
molekillik kigik homotipik kiimelerden olusan plazma membranina lokalize olmustur
(Lang et al. 2001; Ohano- Imaizumi et al. 2004; Low et al. 2006; Sieber et al.
2006,2007).

Beyinde eksprese edilen bir postmembran SNARE proteini olan STX4’in postsinaptik
kisimlardan membran trafiginin ¢oguna aracilik ettigi bulunmustur. STX4 endozomlarin
postmembranla kaynastig1 dentritik bolgelere lokalize olur (Blanpied et al. 2002, Racz
et al. 2004; Lu et al. 2007).

SNARE proteini STX4, postsinaptik membran lateral kisimlarinda zengin oldugu
immunogold elektromikroskobu tarafindan goriintiilenmistir. Buradaki gérevi AMPA
reseptord igeren vezikiillerin dentritik spinlerin postsinaptik membranina birlesimini

baslatmaktir ( Matthew et al. 2010).

Son caligmalar sinapsin i¢ ve disindaki AMPA glutamat reseptorlerinin diizenlenen
hareketinin aktiviteye bagimli sinaptik plastisite boyunca meydana gelen sinaptik
giicteki degisikliklere katki saglayan en onemli faktér oldugu sonucuna varilmistir

(Tyler et al. 2005).

1.4.3. Sinapsin 3 (Syn3)

Sinapsin 3 (Syn3) insan genom projesi lizerine ilk ¢alismanin bir sonucu olarak 1998’de
kesfedilmistir (Hosaka and Stuidhof 1998; Kao et al. 1998). Insan Syn3 geni Synl (X
kromozonu uzerinde lokalize olan) ve Syn2 (3. Kromozom uzerinde lokalize olan)’den
farkl1 olan 22. kromozom iizerine homolojik sekansi aracilifr ile belirlenmistir. Insan
Syn3 geni 494 000 baz ¢iftine sahip ve genom igerisinde genis bir alani igerir (Kao et al.
1998). Bunun yaninda SYNS3 bircok proteinkinaz icin istekli bir substrattir (Porton et al.
2004).
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Yaklagik 30 yi1l dnce bulunan ndrona 6zel fosfoproteinlerin bir ailesidir (Johnson et al.
1972). Sinapsin I ve II'yi ayr1 genler kodlar ilk tarif edilen sinapsinler ve onlarin
transkriptleri her bir gen icin 2 izoformdan meydana gelen (1a, 1b, 2a ve 2b) 3" ucunda
splayz edilir (Stdhof et al. 1989). Her iki sinapsinler de merkezi sinirlerin presinaptik
sinir uglarinda yogun bir sekilde toplanir ve sinaptik vezikiillerin stoplazmik yiizeyleri
ile iliskilidir (De Camilli et al. 1983; Hulttrer et al. 1983).

Sinapsinlerin akson biyimesi (Han et al. 1991; Ferreira et al. 1994, Chin et al. 1995),
sinir ucu gelisimi (Han et al. 1991; Zhong et al. 1999), sinaps olusumu (Chin et al.
1995; Takei et al. 1995; Valtorta et al. 1995; Ferreira et al. 1998) ve sinaps devamliligi
(Ferreire et al. 1995) n1 igeren ¢esitli 6zelliklerdeki sinirsel gelisim de bir rol oynadigi

gosterilmistir.

Sinapsin gen ailesinin 3. Uyesi Syn3 son zamanlarda tanimlanmistir (Hosaka and
Stdhof 1998; Kao et al. 1998). Bu gen mRNA’nin 3’ ucunun alternatif splayzindan
tiretilen en az 2 proteini (3a, 3b) Uretmektedir (Porton et al. 1999). Diger sinapsinler
gibi hucre i¢i parcalarin da bu proteinin norotransmitter saliniminda bir rol ortaya koyan

sinaptik vezikul pargalartyla iligkili oldugunu géstermistir (Kao et al. 1998).

Ancak son c¢aligmalar Syn3’Un bu gen icin yeni bir fonksiyon gosteren hiicre ici
dagilimi sekli ve onemli Olgiide farkli bir gelisimsel ekspresyona sahip oldugunu
gostermistir. Basta Syn3 ekspresyonu zirvedeyken, sinaps olustugu zaman seviyeler
hizli bir sekilde azalmistir (Ferreira et al. 2000).

Sinapsinler sekans homolojileri ve domain yapilar1 benzer olmasima ragmen Syn3,
alternatif splayz yoniinden essiz bir transkripsiyonel profile sahiptir (Porton et al. 1999).
Ayrica yapisal calismalar SYN3 igin ayr1 bir role isaret etmektedir. Ornegin
sinapsinlerin C domainleri yapisal olarak ATP kullanan enzim ailesine homogenezdir
(Esser et al. 1998). Bu goézlemlere uyan sinapsinlerin ATP kullanici enzimle de
olabilecegini destekleyen diisiik afinite ile ADP’ye, yliksek afinite ile ATP’ye
baglandig1 gosterilmistir (Hosaka 1998; Esser 1998; Hosaja 1998). SYN3’e ATP’nin
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baglanmasini inhibe eden kalsiyum, SYN1’e ATP’nin baglanmasini aktive etmistir.

Fakat SYN2’ye ATP’nin baglanmasi etki etmemistir (Hosaka 1998).

Yetiskin beyninde Syn3 ekspresyonu, sinapsin | ya da I1’nin ekspresyonundan ¢ok daha
diisik oldugu bulunmustur (Kao et al. 1998). Sinapsin | ve Il 06zellikle sinaptik
bolgelerde lokalize edilirken SYN3’iin hiicre igi lokalizasyonu akson basi ve hiicre
govdesi gibi ekstrasinaptik bolgelerde artigi gézlenmistir (Ferriera et al. 2000).

Sinaptik vezikdllerin rezervinde hi¢bir degisiklik yokken, SYN3 ydnlnden kusurlu olan
postsinaptik ndronda énemli bir azalma gézlenmistir (Feng et al. 2002). Bu baglamda
SYN3 norotransmisyonun negatif diizenleyicisi olarak gorev yaparken sinapsin | ve Il

pozitif duzenleyici olarak gorev yapar (Porton et al. 2011).

SYN3 proteini hipokampal kisimlarin geng ndéronal 6ncll hicrelerinde zengindir
(Pierribone et al. 2002). Syn3 nakavt (knockout) farelerde Syn3 ve nérogenesis arasinda
dogrudan bir baglantiy1 destekleyen degisimler gozlenmistir (Kao et al. 2008). Syn3
nakavt farelerde noral atasal hiicrelerin hayatta kalmasinda %55 artis, ¢ogalmada ise

%30’luk bir azalis gézlemlenmistir.

1950’ler ve 60’larda psikofarmokolojinin icadindan bu yana baz1 spesifik
ndrotransmitterlerin ¢esitli ndropsikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisinde dnemli bir rol
oynadigmin farkina varilmistir. SYN3, dopamin salinmmini da igcermektedir.
Antipsikotik ilaclar dopamin D2 reseptoriin se¢ici antagonistleridirler ve onlarin etkileri
klinikal etkinligi ile iliskilidir (Seemen et al. 1976). Sinaptik dopamini artiran ajanlar
(yani kokain ve amfetaminler gibi dopamin tasiyicilarinin antagonistleri) ruh sagligini
kotiilestirmektedir (Lieberman 1990). Bu gozlemler sizofreninin dopamin hipotezinin
formiline oncilik eder (Canlsson 1988). SYN3’lin dopamin saliniminda da rol
oynamasi onun yanlis fonksiyonunun ruh saghginda potansiyel bir rol oynamasiyla

ortiismektedir (Porton 2011).
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SYNS3 seviyeleri manik bozuklugu bulunan kisilerin 6liim sonrasit hipokampusunda
%75’e kadar ve sizofrenili kisilerde %50 den daha fazlasina kadar azalmistir (Wavter
2002). SYNB3 protein seviyeleri sizofrenili fertlerin prefrontal korteksinde 6nemli 6l¢ude
azaldig1 gozlemlenmistir (Porton and Wetsel 2007). SYN3 presinaptik alanlarin yaninda

growth cone ve hiicre govdesinde bulunur.

1.4.4. Sinaptogirin 1 ve Sinaptogirin 4 (Syngrl ve Syngr4)

Sinaptogirin 1 (Syngrl) geni sinaptik plastisitede rol oynayan bir integral membran
proteinini kodlar. Bu gen bir¢ok caligma tarafindan sizofreniye dahil olan bir bolge olan
kromozom 22q13 iizerine yerlesmistir (Takahashi et al. 2003; Coon et al. 1994; Vallada
et al. 1995). Bu genin ekspresyonunun sizofreni hastalarinda normal kisilere oranla
azaldig1 goriilmistiir (Mirnics et al. 2000). Bu gen Hintli populasyonunda sizofreni ile
iliskili oldugu gosterilen kromozom 22ql13 iizerinde 1 milyon bazlik CAG tekrarh
markir igerisinde bulunur (Saleem et al. 2001).

Syngrl geni norotransmitter salinimi ve sinaptik plastisitede 6nemli bir rol oynar (Janz
et al. 1999). Syngrl, 3 alternatif transkripti ve 6 ekzonuyla 36 kb uzunlugundadir
(Kedra et al. 1998). Syngrl ve synaptophysin 1 (Sypl) nakavt farelerin
hipokampusunda sinaptik plastisite ve long-term potansiyelinde azalma goriilmiistiir (
Janz et al. 1999). Sypl ve Syngrl geni nakavt fareler uzun devre ve kisa devre (long
term - short term) sinaptik plastisitede siddetli bir azalma gostermistir (Janz et al. 1999).
Bu bulgular Syngrl’in sizofreni ve bipolar rahatsizligmmin potansiyel aday geni
oldugunu diisiincesine desteklemektedir (Verma et al. 2005).

Bu hastalik diinya ¢apinda genel niifusun hemen hemen %1 ini etkilemektedir. Bugiin

hala sizofreninin potoloji ve etiyolojisi agik degildir (Cardno et al. 1999).

SYNGR1 ve SYP1 doért transmembran bolgesi ve bir fosforillenmis tirozin sitoplazmik
kuyruktan olusur (Johnston et al. 1989; Stenus et al. 1995; Janz and Sudhof 1998).
SYNGR1 ve SYP1 in vitro da c-src tirozin kinazin substratlaridir (Janz and Stdhof
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1998). In vivo’da bu genler src benzeri bir endojen tirozin kinaz tarafindan fosforillenir
(Barnekow et al. 1990; Linstedt et al. 1992).

Tirozin fosforilasyonunun rolli  sinaptik vezikiillerde acik degildir. Tirozin
fosforilasyonunun Hipokampal CA1 boélgesinde long- term potansiyel (LTP)’de gérev
aldiginina dair birgok baskin goriis bulunmaktadir. Protein kinaz inhibitorlerinin
uygulanmasi CA1 bolgesi ve dentate kivrimlarinda LTP’yi bloke etmistir (O’dell et al.
1991; Abe and Saito 1993).

Sinaptogirin 4 (Syngr4), 19q13.3 lokusunda haritalanmistir. Genomik sekans analizi ile
19q kromozom {izerinde 1,6 Mb’lik bir glioma tiimor supressor bolgesi igerisinde
bulunmustur. Bu genin 4 ekzon bdlgesi belirlenmistir ve SYNGR4 proteinini kodlar.
Sinaptik vezikil proteini olan SYNGR4 proteini 234 aa icerir (Smith et al. 2000). Bu
gen bolgesi ve proteini ile ilgili ¢alisma hemen hemen hi¢ mevcut olmadigindan

fonksiyonu kesin olarak bilinmemektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bernard Katz ve Ricardo Miledi sinir hicrelerinin presinaptik bolgesini uyararak,
postsinaptik hiicre bdlgesinden sinaptik potansiyeli kaydetmislerdir (Katz and Miledi
1971)

Matthew ve arkadaslar1 immunogold elektron mikroskobu ile dentritin lateral
kisimlarinda kiimelenen STX4’i c¢alismis ve AMPA reseptor igeren vezikiillerin
dentritik spinlerin postsinaptik membranina birlesimini baslattigini gostermislerdir. Spin
ekzositozunun postsinaptik membran lateral kisimlarindaki SNARE proteini STX4’ln

zengin oldugu kisimlarda meydana geldigini ifade etmislerdir (Matthew et al. 2010).

Vincent ve arkadaglar1 yetiskin fare beyninde SYN 3 proteininin anatomik dagilimini
incelemislerdir. SYN3 antikorlariyla renklendirmis yetiskin beyninin bir ¢ok bdlgesinde
sinaptik uglar1 andiran tipik benekli uglar gormiislerdir. Sinapsin 3’iin yetiskin beyninin
norojenik bolgesinde yetiskin olmayan noéronlarin iglamleri ve hiicre goévdesine
lokalizasyonunu gozlemlemislerdir. Bu bulgular sinapsin 3 icin yeni bir fonksiyonu
ortaya koymaktadir (Vincent et al. 2002).

Porton ve arkadaslar1 tarafindan bltin Syn genlerinin her birinin  homozigot
delesyonuyla {iretilen farenin olusumunun sinapsinlerin fizyolojik faaliyetlerini

kullandig1 kesin mekanizmay1 ¢6zmede etkili bir ara¢ oldugu kanitlanmistir (Porton et
al. 2011).

Feng ve arkadaglari Syn3’0n, Synl ve Syn2’nin ndérotransmitter salinimini
duzenlemesinden daha agik oldugunu gostermislerdir. Syn3’den yoksun bir farede
sinaptik vezikiil doniisiim havuzunun biiylikliigliniin arttigin1 ve sinaptik siddetin

azaldigim géstermislerdir (Feng et al. 2002).
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Janz et al. (1999) Syngrl ve Sypl genleri nakavt yapilan farelerin morfolojik ve
biyokimyasal analizleri genis bir sekilde incelemis, toplam sinaptik vezikiil
proteinlerinin %10°luk bir kaybina ragmen sinaps olusumu ve yapisinin degismedigini
destekleyen nakavt fareler ve dogal tip arasinda 6nemli farklar bulamamislardir. Ayni
caligmada c¢esitli antikorlarla immunositokimya yontemi ile dogal tip ve nakavth
beyinler incelenmis Syngrl ve Sypl nakavtlarin beyin yapisinin gelisimi ilgili

degisimlere neden oldugunu gdsteren higbir anormalliklere rastlanmamistir. Ornegin

hipokampal bdlge dogal tip ile nakavt arasinda ayirdedilememistir (Sekil 2.1.) (Janz et
al. 1999).

Sekil 2.1. Sinaptogirin 1 ve sinaptofisin 1 ikili nakavt fare (B) ve dogal tip (wild-type)
(A) fareden hipokampusun immunohistokimyasal analizi (Janz et al. 1999).

Yine ayn1 ¢alismada Syngrl ve Sypl genlerinin herbiri ayri ayr1 nakavtlandig: farelerde
hi¢cbir degisiklik gézlemlenmemis ancak her ikisi birlikte nakavtlandig: farelerde Long-
Term potansiyel (LTP) kontrol degerinden 6nemli derecede azalmistir. Bu sonuglar
LTP’de Syngrl ve Sypl genlerinin dogrudan iliskisinin bir sonucudur (Janz et al.
1999).

Yao ve arkadaslar1t mutant APP transgenik farelerin mikroarray analizleri, baz1 sinaptik

vezikiil trafigi ile ilgili genlerin transkript seviyeleri azalmasina ragmen yine bir
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sinaptik vezikiil proteini olan dinamin’deki degismenin AH yapisinm ilerletmedigini

gostermislerdir (Yao et al. 2003).

Yao ve arkadaslar1 sinaps kaybinin alzaymir hastalifindaki biling kaybi ile iligkili
oldugundan, ancak sinaptik bozukluk ve kaybin altinda yatan molekiiler mekanizmanin
iyi bilinemediginden bahsetmistir. Calismalarinda bes alzaymir hastasindan alinan beyin
dokusunun mikroerrey analizinde sinaptik vezikiil trafiginde rol alan dinamin 1,
dinamin 2, sintaksin 1A, sintaksin 5, sinapsin 1, sinapsin 2, AP180, AP3u3A ve
AP3/3B genlerinin ekspresyonlarinda bir azalis oldugunu ortaya koymuslar ve bunu da
RT-PCR ile dogrulamiglardir. Bunun aksine vezikiil trafiginden baska fonksiyonlara
sahip bircok sinaptik genlerinin ise degismeden kaldigimi gozlemlemislerdir. Ayrica

immunoblotlama ile dinamin protein seviyesinin azaldigini1 da gostermislerdir (Yao et

al. 2003).

Wu ve arkadaglar1 beyinde demir dengesinin daha iyi anlagilmasi i¢in intestinal demir
tasiyici olarak farzedilen ferroportinin dagilimini karakterize etmisler ve merkezi sinir
sisteminde demir dengesinin diizenlenmesinde potansiyel bir role sahip oldugunu
gostermislerdir. In situ hibridizasyon ve immunohistokimya kullanarak, ferroportinin
kan-beyin bariyerinin endotel hicrelerinde, néronlardaki oligodendrositler, astrositler,
gbziin damar tabakasi sinir aginda ve epidemiyal hiicrelerde eksprese edildigini
kesfetmislerdir. Ayrica ferroportinin sinaptik vezikille iliskili oldugunu sinaptik
vezikiiliin biyokimyasal saflagtirilmasi ve immunoelektron mikroskop teknolojisi

kullanarak kesfetmislerdir (Wu et al. 2004)

SYN3 nérotransmisyonun negatif diizenleyicisi olarak gorev yapar (Porton et al. 2011).
Sinaptik vezikiillerin rezervinde higbir degisiklik yokken, SYN3 yoniinden kusurlu olan
postsinaptik néronda sinaps iletiminde 6nemli bir azalma gozlenmistir (Feng et al.
2002). Ferreira ve arkadaslari ise aksiyon potansiyelinin sinaptik bolgeye gelisiyle Syn3

ekspresyonunda hizli bir azalma kaydetmistir (Ferreira et al. 2000).
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STX4’deki hem kronik hemde akut bozulma hipokampal sinapsta spin ekzositozunu
inhibe ettigi ve LTP’yi bloke ettigi goriilmiistiir. iste bu spinlerdeki ekzositik bolgelerde
glutamat reseptoriinii igeren geri doniisiimlii kargonun ekzositozunun sinaptik plastisite
ve spinin membran birlesimini yOneten SNARE proteini STX4 tarafindan

gerceklestirildigini gosterir ( Matthew et al. 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Sicanlarin temin edildigi yer

Sprague Dawley cinsi erkek siganlar Atatiirk Universitesi (Erzurum, TURKIYE),

Deneysel Tibbi Uygulama ve Arastirma Merkezinde temin edilmistir.

3.1.2. Calismann yiiriitiildiigii yer

Calismalar, Atatiirk Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve

Genetik Bolimi, Genetik Laboratuvarinda yiritilmistiir.

3.1.3 Sicanlarin bakim

Siganlar kontrollii olarak 22+2°C sicaklikta, %40-60 nem ve 12 saat aydinlik/karanlik
bir odada barmdirilmistir. Istenildigi kadar besin ve su verilmistir. Deneye baslamadan
once deiyonize su ile en az bir hafta alisma peryoduna birakilmistir. Sonraki haftalarda
gruplarin konsantrasyonlarina gore sularina FeCl;.6H,O karistirilarak konsantrasyon
ayarlanmigtir. Siganlar 100 giin boyunca giinlik deiyonize edilmis su ile metal
karistmina maruz birakilmistir. Ik haftadan sonraki haftalarda her grup kendi beslenme
konsantrasyonuna getirilene kadar suyun iyon konsantrasyonu dizenli olarak

arttirllmastir.

3.1.4 Sicanlarm beslenmesi

Bu deneyde 5 sigan grubu ve her bir grup igin 3 adet si¢an kullanildi. 1. grup kontrol
grubudur ve bu gruba 12 hafta boyunca deiyonize su verilmistir. 2. gruba ilk hafta

deiyonize su, 2. hafta (WHO tarafindan belirlenen maksimum olmasi gereken sinirlara
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esdeger konsantrasyonlarda) 0,87 ppm demir iyonu konsantrasyonu uygulanmistir. 3.
grub ilk hafta deiyonize su, 2. hafta 0,87 ppm, 3. hafta ise 3 ppm konsantrasyonu
muamele edilmistir. 4. gruba 1. hafta deiyonize su, 2. hafta 0,87 ppm, 3. hafta 3 ppm, 4.
hafta 30 ppm konsantrasyonla muamele edilmistir. 5. gruba 1. hafta deiyonize su, 2.
hafta 0,87 ppm, 3. hafta 3 ppm, 4. hafta 30 ppm, 5. hafta 300 ppm konsantrasyonla
muamele edilmistir (Cizelge 3.1). Higbir hayvan 6lmemis ve gorulebilen toksik

isaretlerin hicbiri goriillmemistir.

Cizelge 3.1. Sican gruplarina verilen ppm cinsinden demir iyonunun konsantrasyonlari
ve beslenme sreleri

PPM
Hafta Kontrol (3) MPL (3) 1X (3) 10X (3) 100X (3)

0 0.87 3 30 300
0. DIW DIW DIW DIW DIW
1. DIW MPL MPL MPL MPL
2. DIW MPL 1X 1X 1X
3. DIW MPL 1X 10X 10X
4. DIW MPL 1X 10X 100X
5. DIW MPL 1X 10X 100X
6. DIW MPL 1X 10X 100X
7. DIW MPL 1X 10X 100X
8. DIW MPL 1X 10X 100X
9. DIW MPL 1X 10X 100X
10. DIW MPL 1X 10X 100X
11. DIW MPL 1X 10X 100X
12. Kesim MPL 1X 10X 100X
13. Kesim 1X 10X 100X
14. Kesim 10X 100X
15. Kesim 100X
16. Kesim

100 giin sonra sicanlar anestezi yapilarak oldiiriildii. Beynin kisimlart hizli bir sekilde

cikarildi ve deney asamalar1 ni¢in donduruldu.
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3.1.5. Primerler ve problar

Gen materyali olarak RNA, primer olarak ise sinapsin 3, sintaksin 4, sinaptogirin 1 ve
sinaptogirin 4 genlerine spesifik primerler kullanilmistir. Internet ortamindaki gen
bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Rattus norvegicus’a ait sinapsin 3,
Sintaksin 4, sinaptogirin 1 ve sinaptogirin 4 genlerine ait sirastyla NM_017109,
NM_031125, NM_019166 ve NM_001025644 kod numarali mRNA verileri 1s18inda
baz dizilimleri degerlendirmeye alinmis ve yine internet ortamindaki baska bir primer
dizayn programi (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi/)

kullanilarak genlere spesifik primerler ve problar olusturulmustur. Olusturulan primerler

ve problarin ilgili bolgeye spesifiklikleri (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

kullanilarak kontrol edilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Cizelge 3.2. Genlerin spesifik forward ve revers primerleri, tagman problar1 ve riin
uzunliklari

URUN
GEN ADI SEKANS 5
UZUNLUGU
Sinapsin 3 forward 5-AGACAGACAAGGCATCACTACATC-3’
Sinapsin 3 reverse 5-AGCCCAAAGGCAAGCAAAAT-3 115
Sinapsin 3 tagman 5-FAM ACCATACGCTTGCTCCCTGCCG TAMRA 3!
Sintaksin 4 forward 5'-TGCCATCTGTGTTTCTGTCAC-3'
Sintaksin 4 reverse 5-AAATGCTGGGTCTCTGTTTCTC-3’ 114
Sintaksin 4 tagman 5-FAM TGGCTGTCATCATTGGCATCACC ~TAMRA 3
Sinaptogirin 1
5'-AGGACAACCCTCTGAACGAAG-3'
forward
Sinaptogirin 1 reverse | 5-TGATACCGCTGGAAGGCTAG-3’ 112
Sinaptogirin 1 tagman | 5-"*™ TGCCATCGCCTTTTCGTTCTTCTC "MRA3!
Sinaptogirin 4 5-ACGGTCTTCACCCCCATAG-3'
forward
Sinaptogirin 4 reverse | 5-TTGATTCTCCCCTGAGTTGG-3 100
Sinaptogirin 4 tagman | 5'-"*™ ACAGCAATGTAAGGGCTCAGTCAGGG TAMRA3/
GAPDH forward 5'-TGGACCTCATGGCCTACATG-3'
GAPDH reverse 5'-AGGGAGATGCTCAGTGTTGG-3' 144
GAPDH TagMan 5'-CY> ACCACCCAGCCCAGCAAGGA ~BH®.3r

3.1.6. Kullamlan kimyasal maddeler

3.1.6.a. RNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

RNA izolasyonunda; trizol, kloroform, izopropil alkol, %70’lik etanol, DPEC (Dietil
pirokarbonat) kullanilmistir. Kigik dokulardan RNA izolasyonunda ise GenElute

Mammalian Total RNA MiniPrep Kit (Sigma) izolasyon kiti kullanilmistir.
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3.1.6.b. Elektroforezde kullamlan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Elektroforezde; agaroz, etidyum bromir (10mg/ml), 1X TAE tamponu, 1X ve 20X
MOPS (morpholinopropanesulphonic acid), formamid, DNA isaretleyici (50 bp-2.000
bp) ve 6X yukleme tamponu (BFB; Brom Fenol Blue) kullanilmistir.

3.1.6.c. PCR’da kullanilan kimyasal maddeler ve ¢Ozeltiler

PCR uygulamalarinda; Taq DNA polimeraz, 10 mM dNTP mix, 10X Buffer, 25 mM

MqgCl,, forward ve reverse primerler, cDNA ve dH,0 (deiyonize su) kullanilmustir.

3.1.6.d. cDNA kutuphanesinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

0.1 M DTT (500 uL), 5x First Strand Buffer (1 mL), Oligo dT23 (0.1 mL), dNTP , 10x
reaksiyon buffer, amplifikasyon grade DNase I (1 unit/uL), super script 11l RT (200
unit/pL), stop soliisyonu, dH,O.
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3.1.6.e. Kullanilan cihazlar ve kimyasal maddeler

Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari

Kullanilan Cihaz | Markasi

U.V. Cihaza Biogen Cientifica
Nanodrop Cihaz1 Thermo
Mikrodalga Firin Beko

Santrifuj Cihazi Hettich

-86°C Dondurucu

New Brunswick

Otoklav Cihaz1 Hirayama
gPCR Cihaz1 Rotor-Gene Q
PCR Cihazt BioRad C1000
Termal Cycler
Ceker Ocak WCS Space
Ultratoraks Cihaz1 | Heidolph

Saf Su Cihaz1

MPMinipure Dest
Up

Elektroforez
Cihazi

BioRad

Mikropipet

Ependorf

Elektronik Terazi
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Cizelge 3.4. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve markalari

Kimyasal Madde | Markasi
10X Reaksiyon

Buffer Sigma

Etanol Riedel-de Haen
Trizol Sigma
Kloroform Sigma
Izopropil alkol Sigma

DPEC Sigma

Markir Fermentas

Yikleme Tamponu | Fermentas

Taqg Polimeraz Sigma
RNase Zap Sigma
Forward ve

Reverse primerler | Metabion
ve Problar

MgCl, Sigma
10XBuffer Sigma
dNTP Fermantes
RNA Later Sigma
Master Mix Roche
Agaroz Sigma

Etidyum Bromur Sigma
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3.2. Yontem

3.2.1. Sicanlardan doku érneklerinin ahmmasi ve RNA izolasyonu

1. Her 4 ml trizol basina 500 mg doku 6rnegi kullanilmis ve Ornek trizol iginde

homojenize edilmistir.

2. Homojenizasyonun ardindan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santrifiij edilip supernatant

alinmigtir. (3200 pl stipernatant alinmistir.)

3. 800 ul kloroform eklenip tiiplerin agizlar1 giivenli bir sekilde kapatilip, 15 sn siireyle
elle ¢ok gii¢lii bir sekilde ¢alkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra ornekler 4°C’de 15 dk 11000 rpm de santrifijlenerek

supernatant alinmistir.

5. Orneklere 2 ml izopropilalkol katilmis ve oda sicakhiginda 5-10 dk inkiibasyona

birakilmistir.

6. Ornekler 11000 rpm’de 4°C de 15 dk santrifij edilip s faz tamamen

uzaklagtirilmastir.

7. Altta kalan kisma 4 ml %70 etanol ilave edilerek hafifce vortekslenmis ve 8000
rpm’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. (Bu asama 2 defa tekrarlanmistir.)

8. Etenol uzaklagtirilirarak tiipler kurutma kagidina ters ¢evrilip kurutulmustur.

9. Ornege 40 ul DEPC su ilave edilerek -80 °C’de stoklanmustir.
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3.2.2.RNA’nin agaroz jel elektroforezinde kontrolii

3.2.2.a Jelde yiiriitiilecek RNA 6rneginin hazirlanisi

1 ul izole ettigimiz RNA’nin {izerine 3.5 ul ddH,0, 0.5 ul 20xMOPS solisyonu ve 5 ul

formamid sirasiyla ilave edilerek 65°C’de 15 dk inkilbe edilmistir.

3.2.2.b Jelin hazirlamis1

1.88 ml 20xMOPS solusyonuna 0.3 gr agaroz, 28.5 ml ddH,O sirasiyla konulup
kaynatilmistir. 37 °C’ye kadar soguyunca 6.68 ul formamid eklenmistir. Hemen

ardindan 5.5 pl etidium bromar eklenip jel donmaya birakilmustir.

3.2.2.c Elektroforez islemi

Yiklemeye hazir hale getirilen RNA 6rnekleri 6X yiikleme boyasiyla karistirilmistir.
Bu karisimdan alian 7 pl jelde oluturulan kuyulara ayri ayri yiiklenmistir. YUkleme
bittikten sonra 60 V’ta 30 dk elektrik akimi uygulanmis, daha sonra jel UV altinda

gozlemlenerek kalitatif analiz yapilmistir.

3.2.3 cDNA kiitiiphanesinin olusturulmasi

cDNA sentezi molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan ters
transkriptaz enzimi ile yapilmistir. Saklanan ve miktar tayini yapilan mRNA 6rnekleri
First Strand cDNA synthesis System for gPCR (Invitrogen) ile cDNA haline

getirilmistir.
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Uygulama su sekilde yapilmaistir;

1. Revers trankriptaz reaksiyon karigimi asagidaki icerige gore toplamda 20 pl olacak

sekilde hazirlanir;

4 ul RNA 6rnegi (1 pg- 500 ng)

1 ul oligodT primeri

1 ul 10mM dNTP mix

7 ul ddH,0

2. Hazirlanan karisim voktekslenip 65 0C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

3. 1. asamada hazirlanan karigima,

4 pl 5X RT tamponu

101 MDTT

1 ul RNaseOUT (40 U/ul)

1 pl SuperScript III RT (200 U/pl) eklenmis ve 45 dakika 50 °C’de inkiibe edilmistir.

4. 70°C’de 15 dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmustur.

5. Kisa bir santrifiijle reaksiyon tiipiiniin i¢i toplanmis ve 1 pl RNaseH eklenip 37°C’de
20 dakika bekletilmistir.
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6. Nanodrop ile sentezlenen tek zincirli cDNA’nin kantifikasyonu yapildiktan sonra

klasik PCR kullanilarak sentezin dogrulugu kanitlanmistir.

7. Elde edilen cDNA daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

3.2.6. Multipleks kantitatif gen ekpresyonu (Real-Time PCR)

PCR, DNA veya cDNA uzerinde segilen bir veya birden fazla bolgenin invitro sartlarda
cogaltilmas: yontemidir. 1986 yilinda Mullis ve arkadaslarinin (1993 yilinda kimya
alaninda Nobel o6diilii aldiklar1) molekiiler diizeydeki calismalara ¢igir agan bu
bulusundan zaman sonra Gradientli PCR, Multipleks PCR, Nested PCR gibi farkli
uygulamalara yonelik PCR yontemleri gelistirilmistir. Bunlarin en énemlilerinden biri,
Higuchi ve arkadaslarmin 1993 yilinda kinetik PCR analizi admi verdikleri
calismalarinda real time PCR’1 kesfetmeleridir (Ceyhun vd. 2011)

Real Time PCR adindan da anlagilacagi iizere PCR reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan
DNA veya cDNA’nin floresan boyalar kullanilarak ger¢ek zamanl kantitatif tespitidir.
PCR reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan iirlin miktar1 floresan boyalarin verdigi sinyal ile
dogru orantili olarak artmakta ve hangi donglide hangi oranda artisin oldugu reaksiyon
esnasinda belirlenebilmektedir. Floresan boyalarin verdigi bu sinyal normal klasik
PCR’dan farkli olarak cihaz igerisinde bulunan filtrelerden belirli dalga boylarinda
gonderilen 15181in absorbe edilmesi ile tespit edilmektedir. Real time PCR’da klasik
PCR’daki gibi iiriinlin ¢ogaltilip c¢ogaltilmadiginin jel elektroforezi gibi yontemlerle
belirlenmesine gerek olmadigindan kontaminasyon riski de azdir. Reaksiyon esnasinda
uriin amplifikasyonu miktarsal olarak izlenebilir. Real time PCR’da ¢ogaltilan {iriiniin
kantitatif miktar1 hakkinda bilgi edinilmesine ragmen iiriin uzunlugu hakkinda bir bilgi

edinilemez (Ceyhun vd. 2011)

Demir iyonunun subletal dozlarina maruz birakilmis siganlardan elde edilen dokularda
kantitatif gen ekpresyonunun belirlenmesi maksadiyla real time PCR analizi yapilmistir.

Bu maksatla farkli deneme gruplarindan elde edilen doku &rneklerinden izole edilmis
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olan cDNA’lar kullanilmistir. Floresan isaretli TagMan probu kullanilarak genlerin
ekspresyon miktarlari 6l¢tilmiistiir. Hem korteks hem de hipokampus dokular {izerinde
herbir kontrol ve uygulama gruplart i¢indeki 3 siganin herbiri i¢in 3 tekrarli olacak
sekilde miiltipleks Real Time PCR yapilmistir. Genlerin ekspresyon dereceleri Real
time PCR’da ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasi esnasindaki kantitatif olarak olusan
tirline TagMan probun baglanmasi ve belirli dalga boyunda 1s1ma yaparak absorbans

vermesi esasina dayanir. Boylece olusan Uriiniin miktar1 kantitatif olarak ol¢ulr.

3.2.6.a. PCR protokoli

PCR yapmadan once hedef bolgeye spesifik primerler ile problar dizayn edilmistir. Bu
problarin uglarina FAM ve TAMRA boyalarn taktirilmistir. Bu iglemlerin ardindan
asagidaki gibi bir PCR karigimi hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Multipleks Real Time PCR karigimi1 (25 ul igin)

Final
Bilesenler Konsantrasyonu Miktar (uL)
TagMan® Probe Master Mix 1X 12,5
Probe hedef gen 0,6 pmol 0,15
Probe GAPDH 0,6 pmol 0,15
Forward Primer hedef gen 0,2 pmol 0,25
Forward Primer GAPDH 0,2 pmol 0,25
Reverse Primer hedef gen 0,2 pmol 0,25
Reverse Primer GAPDH 0,2 pmol 0,25
cDNA (50 ng) 120 ng/ ul 2-3
ddHO (Steril) - 8,7

Bu karisim daha sonra bir kez 50°C’de 2 dk, 95°C’de 10 dk, 45 kez 95°C’de 10 sn ve
60°C’de 1 dk olmak (izere Real-Time PCR islemine maruz birakildi (Sekil 3.1).
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Thermal Profile

100,

Temperature
o
=

Segment 1 Segment 2
1 Cycle 45 Cycles

Sekil 3.1. Real Time PCR protokoli

Real time PCR’da karsilagtirmali (goreceli) 6l¢tim igin Livak matematiksel model
kullanlmigtir (Livak and Schmittgen 2001).

(Ehedef gen ) 2CT Nedef (rontrol—ornek)
HEDEF GEN ORANI = edef gen

Ereferans gen) ACT referans (kontrol—ornek)
Hedef gen orami: Relatif ekspresyon seviyesi (AACt degeri)

Enhedef gen: Hedef geni ¢ogaltan primer etkinlik orani

Ereferans gen: Referans (housekeeping) geni cogaltan primer etkinlik orani

E degerleri kendi genlerinin slope degerleri ile baglantili olup E=10"5°P seklindedir.

ACT: PCR reaksiyonu esnasinda iiriiniin miktarsal olarak anlamli artisinin gergeklestigi

Cr degeri
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ACT hegef (kontrol-srmek): Hedef genin ortalama Cr degeri (kontrol grubu hedef genin C+
degeri — uygulamaya ait hedef genin Cy degeri)

ACT referans (kontrol-srnek): Referans (housekeeping) genin ortalama Cr degeri (kontrol

grubu referans genin Ct degeri — uygulamaya ait referans genin Ct degeri)

Referans  (Housekeeping) gen  genellikle temel hiicresel  fonksiyonlarin
gerceklestirilmesi igin gerekli olan bir organizmanin her hiicresinde bulunan temel bir
gendir (Butte et al. 2001). Deney c¢alismasinda referans gen olarak GAPDH
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) geni kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. RNA bulgusu

Kontrol ve uygulama gruplariin sol korteks ve hipokampus dokularindan izole edilen

total RNA’larin varligr Sekil 4.1°de gosterilmistir.

=1 28S rRNA
0 185 rRNA

Sekil 4.1. Korteks dokusundan izole edilen total RNA jel elekltroforez gorintisu

28S rRNA
18S rRNA

Sekil 4.2. Hipokampus dukusundan izole edilen total RNA jel elekltroforez gorintisu
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4.1.2. RNA ve cDNA konsantrasyonu kantitatif tayini bulgusu

izole edilen RNA ve cDNA konsantrasyon ve safliklar1 nanodrop cihazi ile 260/280
nm’de okuma yapilarak belirlenmistir. Veriler Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de

belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Beynin sol korteks dokusunda Kantitatif tayini yapilan RNA ve cDNA
konsantrasyonlar1

Beyin Sol Korteks Dokusu

RNA Konsantrasyonu cDNA Konsantrasyonu

No | Numune Kodu 260/280 ng/ul 260/280 ng/ul
1 Kontrol 1 1,97 3963,7 1,87 1243

2 Kontrol 2 1,9 360,2 1,79 849
3 Kontrol 3 1,87 2372 1,85 1412
4 0.87ppm 1 1,91 3233 1,85 1208
5 0.87ppm 2 1,85 3443,4 1,87 1178
6 0.87ppm 3 1,85 3938,7 1,81 1339
7 3ppm 1 1,91 2132,5 1,81 1469
8 3ppm 2 1,94 2779,4 1,85 1128
9 3ppm 3 1,93 2112,6 1,82 1225
10 |[30ppm1 1,88 3591,1 1,84 1211
11 30ppm 2 1,91 3116,6 1,82 1227
12 30ppm 3 1,87 3682,8 1,83 1325
13 300ppm 1 1,81 3619,8 1,81 1231
14 300ppm 2 1,88 3069,8 1,84 1184
15 300ppm 3 1,87 1158,3 1,88 1053
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Cizelge 4.2. Beynin sol korteks dokusunda kantitatif tayini yapilan RNA ve cDNA
konsantrasyonlari

Beyin Sol Hipokampus Dokusu
RNA Konsantrasyonu cDNA Konsantrasyonu
No | Numune Kodu 260/280 ng/ul 260/280 ng/ul
1 Kontrol 1 2,07 198,7 1,84 1201
2 Kontrol 2 2,09 194,3 1,79 1045
3 Kontrol 3 2,09 147,8 1,83 1196
4 0.87ppm 1 2,06 269,5 1,82 1008
5 0.87ppm 2 2,09 156,2 1,75 921
6 0.87ppm 3 2,07 220,9 1,85 1160
7 3ppm 1 2,08 88,1 1,83 1159
8 3ppm 2 2,10 171,5 1,77 1110
9 3ppm 3 2,08 245 1,72 725
10 |[30ppm1 2,12 110,3 1,71 751
11 30ppm 2 2,08 139,5 1,66 778
12 30ppm 3 2,06 383,8 1,70 814
13 300ppm 1 2,08 170,4 1,68 745
14 300ppm 2 2,09 159,3 1,69 700
15 300ppm 3 2,06 87,9 1,69 733
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4.2. Istatistiksel Sonuclar

4.2.1. Gen ekspresyonu sonuclari

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5 versiyonu istatistik programi kullanilarak yapilmis
ve Tukey’s comparation test yontemi ile tiim gruplar birbirleriyle kiyaslanarak

ekspresyon seviyelerindeki degisimin 6nemli olup olmadigi degerlendirilmistir.

Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis siganlarin korteks dokusundaki
kontrol, 0,87, 3, 30 ve 300 ppm uygulama gruplarinda Stx4 gen ekspresyonu
seviyelerindeki degisim birbirlerine gore istatistiksel olarak 6nemsiz goriilmiistiir
(p>0,05) (Sekil 4.3).
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Stx4 Geni
ns
2.09 ns ns
ns
ns
1.5
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Gen ekspresyon seviyesi
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Fe’* iyon konsantrasyonu

Sekil 4.3. Korteks dokusunda Stx4’un GAPDH’e bagli ekspresyon seviyeleri Tukey’s
comparation test istatistik analiz sonuglari
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***

Cizelge 4.3. Korteks dokusunda gruplara gore Stx4 genine ait Ct ve AACt degerleri

Stx4 Geni
Gruplar n Cr AACTt
Kontrol 3 13,696+0,309 1+0
0,87 ppm 3 14,326+0,567 1,118+0,477
3 ppm 3 14,358+0,688 1,289+0,523
30 ppm 3 13,956+0,3681 1,412+0,273
300 ppm 3 15,401+1,484 1,425+0,338
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Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig siganlarin hipokampus
dokusundaki Stx4 gen ekspresyonu seviyesine bakildigi zaman, 300 ppm uygulama
grubunda kontrol, 0,87 ppm uygulama ve 30 ppm uygulama gruplarina gére énemli bir
diisiis kaydedilmistir (p<0,05, p<0,001). Ayrica 30 ppm uygulama grubundaki Stx4
geni ekspresyon seviyesinde kontrole nazaran onemli bir diisiis goriilmektedir (p<0,01)
Gruplar arasinda diger kiyaslamalardaki ekspresyon seviyeleri degisimleri Onemsiz

olarak belirlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.4).

Stx4 Geni
1.5' R
A ns
q; =
Z ns
- *
@
¥ ] 1'0- ns
g ns
- - .
E
1
Z 0.5
=F]
=
=F]
()
0.0
& &
$ d &

3+ -
Fe” iyon konsantrasyonu

Sekil 4.4. Hipokampus dokusunda Stx4 geninin GAPDH’e bagli ekspresyon seviyeleri
Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglari
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***



Cizelge 4.4. Hipokampus dokusunda gruplara gore
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Stx4 genine ait Ct ve AACy

degerleri
Stx4 Geni
Gruplar n Cr AACt
Kontrol 3 23,721+0,549 1+0
0,87 ppm 3 24,267+0,229 0,898 + 0,0915
3 ppm 3 24,242+0,723 0,905 + 0,0489
30 ppm 3 23,916+0,528 0,758 + 0,0336
300 ppm 3 24,146+0,326 0,714 £ 0,072

Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis si¢anlarin korteks dokularindaki

Syn3 geni ekspresyon seviyesi 30 ppm uygulama grubunda kontrol, 0,87 ppm ve 300

ppm uygulama gruplarina gore 6nemli artis gozlenmistir (p<0,01, p<0,001). 3 ppm

uygulama grubunda 0,87 ppm uygulama grubuna gore onemli bir artis gézlemlenmistir

(p<0,05). Gruplar arasindaki diger kiyaslamalarda ekspresyon seviyeleri arasindaki

degisimler 6nemsiz olarak analiz edilmistir (p>0,05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Korteks dokusunda Syn3 geninin GAPDH’e bagli ekspresyon seviyeleri
Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglar1
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***

Cizelge 4.5. Korteks dokusunda gruplara gore Syn3 genine ait Cy ve AACt degerleri

Syn3 Geni
Gruplar n Cr AACTt
Kontrol 3 30,336+1,659 140
0,87 ppm 3 30,756+0,708 0,897+0,145
3 ppm 3 30,417+1,353 1,295+0,162
30 ppm 3 30,366+1,082 1,633+0,218
300 ppm 3 31,844+2,509 1,07+0,059
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Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig siganlarin hipokampus
dokularinda Syn3 geni ekspresyon seviyeleri incelendiginde 0,87 ppm, 3 ppm, 30 ppm
ve 300 ppm uygulama gruplarinin herbiri ayr1 ayr1 kontrole kiyaslandiginda herbirinin
ekspresyon seviyelerindeki artis 6nemli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p<0,05, p<0,01).
Gruplar arasindaki diger karsilastirmalar incelendiginde ekspresyon seviyelerindeki

degisimlerin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.6).

Syn3 Geni
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Sekil 4.6. Hipokampus dokusunda Syn3 geninin GAPDH’e bagli ekspresyon seviyeleri
Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglari
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***
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Cizelge 4.6. Hipokampus dokusunda gruplara gore Syn3 genine ait Cr ve AACt
degerleri

Syn3 Geni
Gruplar n Cr AACyt
Kontrol 3 30,051+1,36 140
0,87 ppm 3 30,422+0,739 1,323+0,045
3 ppm 3 30,582+0,76 1,330+0,077
30 ppm 3 30,031+0,173 1,467+0,205
300 ppm 3 30,233+0,78 1,5+0,07

Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis sicanlarin korteks dokularinda
Syngrl geni ekspresyon seviyeleri incelendiginde 300 ppm uygulama grubunda kontrol,
0,87 ppm, 3 ppm ve 30 ppm uygulama gruplarina gére onemli bir artis gézlenmistir
(p<0,01, p<0,001). Gruplar arasindaki diger karsilastirmalar incelendiginde ekspresyon

seviyelerindeki degisimlerin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Korteks dokusunda Syngrl geninin GAPDH’e bagli ekspresyon seviyeleri
Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglar1
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***

Cizelge 4.7. Korteks dokusunda gruplara gore Syngrl genine ait Cy ve AACt degerleri

Syngrl Geni
Gruplar n Cr AACTt
Kontrol 3 25,733+0,848 140
0,87 ppm 3 26,059+0,572 1,08+0,104
3 ppm 3 26,097+0,56 1,053+0,094
30 ppm 3 25,632+0,885 1,26+0,054
300 ppm 3 26,818+1,512 1,6£0,165
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Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig siganlarin hipokampus
dokularinda Syngrl geni ekspresyon seviyeleri incelendiginde 0,87 ppm uygulama
grubunun ekspresyon seviyesinde kontrole gére onemli bir diisiis meydana gelmistir
(p<0,05). 30 ppm uygulama grubu 0,87 ppm uygulama grubuna gore ekspresyon
seviyesinde Onemli bir artis meydana gelmistir (p<0,05). Gruplar arasindaki diger
karsilastirmalar incelendiginde ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin 6nemsiz oldugu

goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Hipokampus dokusunda Syngrl geninin GAPDH’e bagli ekspresyon
seviyeleri Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglar1
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***
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Cizelge 4.8. Hipokampus dokusunda gruplara gore Syngrl genine ait Ct ve AACy
degerleri

Syngrl Geni
Gruplar n Cr AACyt
Kontrol 3 27,134+0,346 140
0,87 ppm 3 27,322+0,716 0,730,053
3 ppm 3 27,434+0,796 0,840,136
30 ppm 3 26,488+0,356 0,967+0,105
300 ppm 3 26,636+0,803 0,885+0,038

Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis sicanlarin korteks dokularinda
Syngr4d geni ekspresyon seviyeleri incelendiginde kontrole gére 0,87 ppm, 3 ppm, 30
ppm ve 300 ppm uygulama gruplarinda bir azalis meydana gelmis ve bu azalisin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu gorilmiistiir (p<0,05, p<0,001). 3 ppm uygulama
grubunun ekspresyon seviyesinde 0,87 ppm uygulama grubuna gore onemli bir artig
goriilmiistiir (p<0,001). 30 ppm uygulama grubunun ekspresyon seviyesinde 3 ppm
uygulama grubuna gére 6nemli bir azalis goriilmistiir (p<0,05). 300 ppm uygulama
grubunun ekspresyon seviyesinde ise 30 ppm ve 300 ppm uygulama gruplarina gore
onemli bir azalis goriilmistir (p<0,05, p<0,001). 0,87 ppm ve 300 ppm uygulama
gruplar1 arasindaki ekspresyon seviyesi farki 6nemsiz olarak gortilmistiir (p>0,05) ve
ayni sekilde 0,87 ppm ve 30 ppm uygulama gruplar1 arasindaki ekspresyon seviyesi
farki da istatistiksel analiz sonucunda onemsiz olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p>0,05)

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Korteks dokusunda Syngr4d geninin GAPDH’e bagli ekspresyon seviyeleri
Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglar1
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***

Cizelge 4.9. Korteks dokusunda gruplara gore Syngr4 genine ait Cy ve AACt degerleri

Syngr4 Geni
Gruplar n Cr AACTt
Kontrol 3 34,1+0,15 1+0
0,87 ppm 3 34,804+0,327 0,45+0,034
3 ppm 3 34,694+0,301 0,797+0,132
30 ppm 3 34,550,417 0,619+0,0133
300 ppm 3 35,779+0,911 0,418+0,041




53

Demir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig siganlarin hipokampus
dokularinda Syngrd geni ekspresyon seviyeleri incelendiginde 30 ppm uygulama
grubuna ait ekspresyon seviyesinde kontrole gére 6nemli bir azalis meydana gelmistir
(p<0,05). Aym sekilde 300 ppm uygulama grubuna ait ekspresyon seviyesinde de
kontrole gore bir azalis meydana gelmistir (p<0,01). Gruplar arasindaki diger
karsilastirmalar incelendiginde ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin 6nemsiz oldugu

goriilmiistiir (p>0,05). (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Hipokampus dokusunda Syngr4 geninin GAPDH’e bagl ekspresyon
seviyeleri Tukey’s comparation test istatistik analiz sonuglari
p>0,05=ns, p<0,05=*, p<0,01=**, p<0,001= ***



Cizelge 4.10. Hipokampus dokusunda gruplara gore Syngr4 genine ait Ct ve AACt
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degerleri
Syngr4 Geni
Gruplar n Cr AACyt
Kontrol 3 33,301+0,588 140
0,87 ppm 3 33,674+0,385 0,91+0,0464
3 ppm 3 33,321+0,484 0,841+0,143
30 ppm 3 32,739+0,543 0,797+0,03
300 ppm 3 32,941+0,677 0,752+0,029
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5. SONUC

Sonug olarak agir metallere maruz birakilan Siganlarda bazi dokulardaki genlerin gen
ekspresyonlar1 aragtirilmis ise de korteks ve hipokampus dokularinda Ozellikle de
sinaptik vezikiil proteinlerinin agir metal uygulanmasi sonucu ekspresyon seviyelerinin

arastirtlmasina iliskin yapilmis ¢alismalar oldukga smirlidir.

Bu calismada, Fe** agir metal iyonlarmim subletal dozlarina maruz kalmis siganlarda
Stx4, Syn3, Syngrl ve Syngr4 genlerinin ekspresyonlarindaki degisimler incelenmistir.
Bu amacgla mRNA gen ekspresyonunu belirlemek icin multipleks Real-Time PCR
uygulanmistir. Genel olarak kontrol grubu ve metal uygulanmis gruplar kiyaslandiginda

istatistiksel agidan farkli oldugu goézlemlenmistir.

Gen ekspresyonu c¢alismasinda siganlarda korteks ve hipokampus dokularinin herbiri
icin kontrol ve dort uygulama grubu ¢alisilmistir. Bu herbir uygulama gruplari icin Gger

sican kullanilmistir.

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5 versiyonu istatistik programi ve Tukey’s

comparation test yontemi ile elde edilen analize gore asagidaki verilere ulagilmistir.

Korteks dokusunda Stx4 geni ekspresyon seviyelerinde bir artis meydana gelmis olsa da

bu artis istatistiksel analiz sonucunda 6nemsiz olarak degerlendirilmistir.

Hipokampus dokusunda Fe** iyonu konsantrasyonu arttikga Stx4 geni ekspresyon
seviyesi (zerinde genel olarak bir azalis meydana gelmistir. Ozellikle 300 ppm
uygulama grubu kontrole gore en fazla azalisin gergeklestigi gruptur. Bu azalis
istatistiksel analiz sonucunda 6nemli olarak degerlendirilmistir. Yine 30 ppm uygulama

grubunda kontrole nazaran 6énemli bir azalis gergeklesmistir. 300 ppm uygulama grubu
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Stx4 gen ekspresyon seviyesinde, 0,87 ppm ve 3 ppm uygulama gruplarina gore de

onemli bir azalma gozlenmistir.

Korteks dokusunda Syn3 geni ekspresyon seviyesi icin 30 ppm uygulama grubunda,
kontrole ve 0,87 ppm uygulama grubuna gore énemli bir artis meydana gelirken, 300
ppm uygulama grubunda 30 ppm uygulama grubuna gore ekspresyon seviyesinde

Oonemli bir azalig gézlenmistir

Hipokampus dokusunda Syn3 geni ekspresyon seviyelerinde 0,87 ppm, 3 ppm, 30 ppm

ve 300 ppm uygulama gruplarinda kontrole gére dnemli artis meydana gelmistir.

Korteks dokusunda Syngrl geni ekspresyon seviyelerinde 300 ppm uygulama grubu
kontrol, 0,87 ppm, 3 ppm ve 30 ppm uygulama gruplarina gore onemli bir artig

gostermistir.

Hipokampus dokusunda Syngrl geni ekspresyon seviyelerinde 0,87 ppm, kontrole gore
onemli bir azalig gostermistir. 30 ppm uygulama grubu ekspresyon seviyesi 0,87 ppm

uygulama grubuna gore bir artig gostermistir.

Korteks dokusunda Syngr4 geni ekspresyon seviyelerinde kontrole gére 0,87 ppm, 3
ppm, 30 ppm ve 300 ppm uygulama gruplarinda bir azalis meydana gelmis ve bu
azalisin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiistiir. 3 ppm uygulama grubunun
ekspresyon seviyesinde 0,87 ppm uygulama grubuna gore 6nemli bir artis goriilmistiir.
30 ppm uygulama grubunun ekspresyon seviyesinde 3 ppm uygulama grubuna gore
onemli bir azalis goriilmistiir. 300 ppm uygulama grubunun ekspresyon seviyesinde ise

30 ppm ve 300 ppm uygulama gruplarina gore énemli bir azalis goriilmustiir.

Hipokampus dokusunda Syngr4 geni ekspresyon seviyelerinde 300 ppm ve 30 ppm

uygulama gruplarinda kontrole gore 6nemli bir azalis meydana gelmistir.
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Bu ekspresyon seviyelerindeki degisimde Fe*" iyonunun dogrudan ya da dolayl etkisi
olabilir.

Bu tez c¢alismasinin sinaptik vezikil proteinleri arastirmalarinda yararlanilacak bir

calisma oldugu muhtemeldir.
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