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OzET

CICEK C., Fenilketoniiride Ogrenme Bellek Mekanizmasinin Disi Ve Erkek Siganlarda
cAMP/PKA/CREB/BDNF Yolag: Uzerinden incelenmesi. Hacettepe Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2020.
Fenilketondiri, fenilalanin hidroksilaz enzim eksikligi ile karakterize nadir gorilen bir
kalitsal metabolik hastaliktir. Bu enzimin yoklugu kan fenilalanin seviyesini
ylkselterek, beyinde fenilalanin birikmesine ve geri donlisimsiiz norolojik hasar
olusmas! ile 6grenme ve bellegi olumsuz yonde etkilemektedir. Hipokampus,
o0grenme ve bellek gibi beyin fonksiyonlarinda énemli roller oynar. cAMP /PKA
/CREB/BDNF yolaginin yapilan ¢alismalar ile uzun sireli 6grenme ve bellek ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Bu tez kapsaminda fenilketoniride bozulan 6grenme bellek
mekaniz- masinin disi ve erkek sicanlarda cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi ile iliskisi
incelendi. Fenilketoniiri modeli olusturmak icin feninalanin hidroksilaz enzim
inhibitord 4-Cl-fenilalanin ve fenilalanin subkutan enjeksiyon ile 6 ginliik sican
yavrularina uygulandi. Lokomotor aktivite, yeni nesne tanima ve pasif sakinma
testleri yapildi. Hipokampal dokuda cAMP /PKA /CREB /pCREB/BDNF metabolit
miktarlari, protein ifadeleri ve RT-qPCR ile PKA, CREB, BNDF, AChE ve BChE'in mRNA
ifadeleri analiz edildi. Cinsiyete gbre analizlerde erkek PKU sicanlarin disi PKU
sicanlara gore lokomotor aktivitesinin azaldigi bulundu. PKU grubu erkek sicanlar
AChE, BChE, CREB ve BNDF mRNA seviyeleri, disi PKU sicanlarda CREB ve BNDF
seviyelerinin azaldigi belirlendi. PKU erkek sicanlarin PKA aktivitesi azalirken, disi PKU
sicanlarin arttig bulundu. pCREB/CREB orani ise PKU disilerde azaldigi tespit edildi.
Sonu¢ olarak PKU modelinde BNDF yolagi ve kolinerjik sistem elemanlarinin

seviyelerinin cinsiyete gore farklilik gosterebilecegi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Fenilketondri, BNDF sinyal yolagi, CREB, Norotrofik Faktor,
Ogrenme ve Bellek

Destekleyen Kurumlar: Tubitak 2214-A Doktora Sirasi Arastirma Burs Programi,
HUBAP (Proje no: TDK-2018-16969)
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ABSTRACT

CICEK C., Analysis of Learning Memory Mechanism in Phenylketonuria with the
CAMP / PKA / CREB / BDNF Pathway in Female and Male Rats, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Biochemistry Program Doctor of Philosophy
Thesis, Ankara, 2020. Phenylketonuria is a rare hereditary metabolic disease
characterized by deficiency of phenylalanine hydroxylase. The absence of enzyme
causes blood phenylalanine levels to rise. If patients are not treated, irreversible
neurological damage can occur due to the accumulation of phenylalanine in the brain
and, learning memory may be adversely affected. The hippocampus plays important
roles in brain functions, including learning and memory. The cAMP/PKA/ CREB/BDNF
pathway is associated with long-term learning and memory. In this thesis, the
learning memory mechanism in phenylketonuria was examined through the
cAMP/PKA/CREB/BDNF pathway in female and male rats. Phenylalanine hydroxylase
enzyme inhibitor 4-Cl-phenylalanine and phenylalanine were applied to 6 day old rats
by subcutaneous injection to establish rat phenylketonuria model. Locomotor
activity, new object recognition and passive avoidance tests were performed to
measure learning memory functions. Hippocampal metabolite concentrations,
protein expressions of cAMP/PKA/CREB/pCREB/BDNF and mRNA expressions of PKA,
CREB, BNDF, AChE and BChE were analyzed. Male rats displayed reduced locomotor
activity compared to females. RT-gPCR results exhibited decreased AChE, BChE, CREB
and BNDF mRNA levels in males along with CREB and BNDF levels in females. In
protein analysis PKA activity was decreased in male rats whereas it increased in
female rats. While the pCREB/CREB ratio was statistically increased in female PKU
rats in male rats an increase trend was found. Our results display that in PKU model

BNDF pathway and the levels of cholinergic system elements may differ by gender.

Keywords: Phenylketonuria, BDNF signaling pathway, CREB, Neurotrophic Factor,

Learning and Memory

Supported by Tubitak 2214-A Fellowships and Grant Programmes, HUBAP (Proje no:
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1. GIRIS

Fenilketondiiri (PKU), fenilalanin'i (Phe) tirozine donistliren karaciger enzimi
fenilalanin hidroksilazin (PAH) eksikligi ile olusan nadir gorilen kalitsal bir metabolik
hastaliktir. Bu enzimin yoklugu kan Phe seviyelerinin yikselmesine neden olur. Eger
tedavi edilmezse, beyinde Phe ve metabolitlerinin birikmesi nedeniyle geri
donlslimsiiz nérolojik hasar olusabilir (1, 2). Dogal protein kisitlamasi olan diisiik Phe
diyeti ve sentetik Phe icermeyen/disiik Phe protein ikamesi ile takviye, PKU'da
standart tedavidir. Ancak giincel olarak, tetrahidrobiyopterin (BH4) kullanimi gibi ilave
tedaviler veya bliyik notral amino asitler (LNAA) ile tedavisi uygulanabilmektedir. Kan
Phe seviyelerini giivenli bir aralikta tutmak ve optimal noérolojik gelisimi elde etmek
icin, tercihen yasamin ilk iki haftasinda, yenidogan taramasi ile tespit edildikten sonra
diyet tedavisi baslanmalidir (3).

Hipokampus, 6grenme ve bellekte dahil olmak Gzere beyin fonksiyonlarinda
onemliroller oynar (4). Siklik adenosin 3', 5' monofosfat (cAMP)-bagimli protein kinaz
A (PKA), uzamsal ve uzamsal olmayan uzun sireli bellegin birlestirilmesinde 6neme
sahiptir. PKA'nin ayrismis katalitik alt birimleri, cAMP dizenleyici alt birimlerine
baglandiginda serin 133 aminoasit Gzerinden cAMP yanit eleman baglayici proteine
(CREB) fosfat baglanir ve fosfor CREB olusur (pCREB). pCREB, beyin kdkenli nérotrofik
faktor (BDNF) gibi uzun sireli bellek ile iliskili genlerin (5) transkripsiyonunu dizenler
eder. Bu nedenle, PKA sinyalleri hipokampusa bagli bellek icin dnemlidir. BDNF
beyinde noronlarin biylimesi, hayatta kalmasi ve farklilasmasinda gorev alan 6nemli
bir norotrofik faktordir (6). Bircok noérodejenatif ve psikolojik hastaliklarda BNDF
seviyelerinin hastalikla iliskili olarak azaldigi farkl calismalarda gosterilmistir (7).
Yapilan calismalar BNDF sinyal yolaginda 6grenme ve bellek olusumunda 6nemli bir
rol oynadigi rapor edilmistir (8, 9).

Bu tez kapsaminda PAH enzim inhibitori 4-Cl-Fenilalanin ve Phe kullanilarak
olusturulan PKU sican modelinde cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi bilesenleri ve
kolinerjik yolak bilesenlerinden asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE)

ifadesindeki degisiklikler cinsiyet farkina gore incelenmistir. Bu hastaligin PKU model



olusturularak sican yavrularinda calisilmasi hastaligin patofizyolojisinin arastiriimasi

ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi acisindan 6énem tasimaktadir.



2. GENEL BiLGi

Kalitsal metabolik hastaliklar (IEM) nadir genetik bozukluk grubunu icerir;
genellikle mutant genlerin neden oldugu anormal proteinlerle sonuglanan ve
metabolik yolagi yavaslatarak/durdurarak hastalik tablosu olustururlar. Bilinen tum
IEM'ler, otozomal resesif gecisli veya X bagh resesif bir sekilde kalitsaldir. Kusurlu bir
genden ifade edilen protein, enzim aktivitesinde kismi bir bagimliliga veya fonksiyon
kaybina neden olabilir. Dahasi, cogu IEM'deki sorunlar, birikmis maddelerin toksik
etkilerinden, bunlarin normal islevlere midahalelerinden veya temel bilesiklerin
sentezlenmesindeki azalmadan kaynaklanirlar (10) .

Geleneksel olarak, kalitsal metabolik hastaliklar 4 kategoriye ayrilmistir:
Amino asit metabolizmasi bozukluklari, karbonhidrat metabolizmasi, lizozomal depo
hastaliklari ve organik asit metabolizmasi bozukluklari (11). Bu hastaliklarin
siniflandiriimasi, birkag kalitsal metabolizma bozuklugunun kesfedilmesine dayanan
10'dan fazla kategoriyi icerecek sekilde genisletilmistir. Bu yeni kategoriler arasinda
en yaygin hastaliklar protein metabolizmasi bozukluklaridir. Dikkat cekici bir sekilde,
Fenilketondiiri, bilinen amino asit metabolizmasi bozukluklarinin arasinda en 6nemlisi
olarak degerlendirilmektedir (10).

2.1 Fenilalanin

Fenilalanin (Phe) (CoH11NQ3), polar olmayan bir yan zincire sahip esansiyel bir
o-amino asittir. Diger tim polar olmayan amino asitler gibi Phe, hidrofobik
etkilesimleri kolaylastiran elektriksel olarak notr bir yapidadir. Sekil 1.1'de gosterildigi
gibi Phe, hiicresel siireclerde onemli bir diger amino asit olan Tirozin (Tyr)'in

oncusuddar.
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Sekil 2.1. Fenilalanin-Tirozin dontstimi

Fenilalanin 'nin aksine Tyr, CoH11NOs molekiil formiline sahip, esansiyel olmayan bir
a-amino asittir. Tyr, cesitli islevleri nedeniyle kritik bir amino asittir. Ornegin, Tyr
artiklari genellikle yan zincir hidroksil grubunda fosforile edilir ve bu da hedef
proteinin aktivitesini degistirir. Boylece, Tyr fosforilasyonu enzimatik aktiviteyi ve
sinyal iletimini dizenleyen 6nemli bir adimi olusturur. Dahasi, Tyr'in normal

metabolizmasi, tartisilan diger bilesiklere doniismesine neden olur.

2.2 Fenilalanin hidroksilaz (PAH)

Fenilalanin hidroksilasyonu, Tyr reten fenilalanin hidroksilaz tarafindan
katalize edilir (12). Fenilalanin hidroksilaz, pterin bagimli amino asit hidroksilazlar adi
verilen bir monooksigenaz enzim sinifina aittir; bu sinifin 3 Gyesi vardir (fenilalanin
hidroksilaz, triptofan  hidroksilaz ve tirozin hidroksilaz). Kataliz icin
tetrahidrobiyopterin 4'G (bir pteridin kofaktori olan BH4) kullanirlar (13).

Okaryotik PAH'In homotetramerik ve homodimerik formlarinin pH'ya bagli bir
dengede var oldugu gosterilmistir. Her iki form da katalitik olarak aktiftir, farkh
kinetiklere sahiptir ve farkli dizenlenmelere ugrarlar (14, 15). Bununla birlikte, 51.9
kDa PAH monomer proteini, 3 bolge icerir: Toplam amino asit kalintisinin (117 kalinti)
yaklasik % 26'sini temsil eden NH;-terminal dizenleyici bolge; tim molekdlin %
69'unu temsil eden bir katalitik bolge (310 kalinti); ve oligomerlesmeden sorumlu 25

kalinti (<% 6) iceren bir COOH-terminal bolgesi igerir (15, 16).



2.3 Fenilketoniiri
Fenilketoniiri, otozomal resesif gecisli hepatik fenilalanin hidroksilaz enziminde
bozukluk ile ortaya c¢ikan ve genellikle yasamin erken safhalarinda teshis edilen
fenilalanin metabolizmasi hastaligidir. Fenilalanin hidroksilaz veya dihidrobiyopterin
rediktaz enzimlerinde olusan mutasyondan dolayi fenilalaninin tirozin'e dontistimui
gerceklesemez. Tirozin, sadece protein sentezine katilmayip ayni zamanda bircok
norotransmitterin sentezinde de 6nciil bilesik olarak gorev almaktadir (2). Sekil
2.2'de gorildigl Ulzere PAH enziminin mutasyonu ile Phe-Tyr gonisimii

gerceklesmektedir.

Fenilalanin Hidroksilaz
tFeniIaIanin ® Tirozin

PKU
Piruvat
; Transaminaz
Alanin

Fenilpiriivat

Fenilasetat Fenillaktat

Sekil 2.2.Fenilalanin metobolizmasi

Bickel ve arkadaslarinin 1951'de PKU hastaliginda diyet gerekliligini
savunmasindan bu yana, PKU'nin diyet uygulamalarinda kayda deger bir ilerleme
olmustur (17). Tedavinin ilk yillarinda, protein gereksinimleri tam olarak
anlasilamamis ve yeterli besleyici bilesime sahip olmayan disiik proteinli diyetler

negatif sonuclara yol agcmistir (18). Tedavinin temel amaci, beynin artan kan Phe



seviyelerinin zararli etkilerinden korunmasi oldugundan, erken tedavi protokolleri
Ozellikle bebeklik doneminde ve erken ¢ocukluk déneminde c¢ok kisitlayici diyetler
onermistir (19, 20). 1960'larda ve 1970'lerde, bircok PKU merkezi, beyin gelisiminin
esasen tamamlandigina inanilan cocuklarda diyet tedavisini durdurmustur (21).
Sonradan siki veya gevsetilmis bir diyete devam etme yasi kademeli olarak uzatiimis
ve 1990'larin basinda ingilterede, Avrupa PKU Kilavuzlar tarafindan tavsiye edilen
diyet tedavisinin yasam boyu idamesi 6nerilmistir (3, 22) .

Cocukluk boyunca vyiksek fenilalanin seviyesi beyin gelisiminde bircok
probleme yol acar. Bu bireyler yasam siireleri boyunca fenilalanin icermeyen diyetle
beslenerek, plazma fenilalanin seviyelerini giivenli aralikta tutmak zorundadirlar (23-
27). Her yeni doganda PKU varligini tespit etmek icin tarama testleri yapilmakta ve
ardindan fenilalanin seviyelerine bakilmaktadir. Normal kan fenilalanin seviyesi
ortalama 1 mg/dL iken PKU'lu bireylerde ortalama 6-80 mg/dL arasinda
degismektedir (28). Eger PKU’da erken tedaviye baslanmazsa, yiksek fenilalanin
seviyesinden dolayi zeka geriligi gozlenmektedir (29). PKU sikliginin Gilkeden lilkeye
farkli oldugu yenidogan tarama programlari ile gosterilmistir. PKU sikliginin etnik
gruplara gore degistigi, beyaz ve yerli Amerikalilarda yliksek, siyahlarda, Asyalilarda
ve ispanyollarda ise daha diisiik oldugu gosterilmistir (30). PKU prevelansinin
Avrupa’da 1/3000-1/30000 arasinda degistigi baska bir calisma ile gosterilmistir (31).
Ulusal Cocuk Saglhgi ve Gelisim Birligi'ne gore, Birlesik Kralliklarda PKU sikhigi yaklasik
1/15000’dir. Dunyada en yiksek prevalans, Turkiye'de olup 1/2600 olarak
bildirilmistir (32-34). Ulkemizde ve diger bazi Ulkelerde PKU goriilme sikligi Tablo
2.1’de gosterilmistir (31).



Tablo 2.1. PKU'nun Diinyadaki gérilme sikligi (32)

Ulke Canli dogumlarda PAH yetersizligi
Turkiye 1/2600

irlanda 1/4500

Beyaz irk, Dogu Asya 1/10000

Japonya 1/143000

Finlandiya, Askenazi Yahudileri 1/200000
Afrika 1/100000

Fenilketoniiri taramasi uzun yillardir Amerikali hekim ve bakteriyolog olan
Robert Guthrie tarafindan gelistirilen ve onun adiyla anilan Guthrie bakteriyel
inhibisyon testi ile yapilmaktadir (35). B-2-tiyenilalanin iceren agaroz jel plagina
Bacillus subtilis bakterisinin ekimi yapildiktan sonra, lzerine tipki antibiyogram
uygulamasinda oldugu gibi yeni dogan kani emdirilmis pulcuklar yerlestirilir. Bir giin
beklendikten sonra degerlendirme yapilir. Normal kosullarda, bu ortamda [B-2-
tiyenilalanin’in inhibe edici etkisi sebebiyle Bacillus subtilis Gremesi olmamasi
beklenir. Ancak bebegin kaninda fenilalanin bulunmasi halinde, bu inhibisyon ortadan
kalkarak, bebege ait kagit pulcuk cevresinde lireme gerceklesir. Ureme zonunun ¢api
bebegin kaninda bulunan fenilalanin konsantrasyonu ile orantili oldugundan, bebegin
kaninda bulunan fenilalanin konsantrasyonu yaklasik olarak tahmin edilebilir. Test 3-
4 mg/dL fenilalanin konsantrasyonunu belirleyecek sekilde standardize edilmistir.
Saglikh yeni doganlarda bu konsantrasyon 2 mg/dL’nin altinda oldugundan, test klinik
olarak anlam tasiyabilecek derecede yiksek kan konsantrasyonuna sahip bebekleri

belirleyebilecek duyarliliga sahiptir.

GUnimizde Guthrie testinin kullanimi gittikce azalmaktir. Bunun yerine

metabolik hastaliklarin cok daha kapsamli bir sekilde taranmasina imkan veren, kitle



spektrometresi ile “yeni doganda metabolik tarama” testi tercih ve tavsiye
edilmektedir. Bu gelismelere ragmen ilkemizde PKU tarama programi oldukca geg
ylritilmeye baslanmistir.

Tirkiye'de agir zeka geriligi olan 10000 cocukta yapilan bir calismada PKU
sikligint % 5 gibi yliksek bir oranda saptanmis, ve PKU icin yenidogan tarama
programinin gerekliligi anlasilmistir. TUBITAK destegi ile 20 ilde yiritilen pilot
projede Guthrie testi ile yenidoganda PKU sikliginin 1/4500 oldugu belirlenmistir.
Pilot calismadan alinan sonuglar isiginda llke genelinde yenidogan taramasinin acilen
baslatiimasinin gerekliligi rapor edilmistir (36). PKU, zeka geriliginin temel nedeni
olarak tanimlanmaktadir (37). Norolojik semptomlar gelismeden 6nce, glivenilir ve
etkin bir tedavi icin, yenidogan taramasi ile tani konmasi 21. y.y’daki temel unsur
olarak onerilmektedir. En iyi sonucg icin, yenidoganin tibbi beslenme tedavisine
teshisten hemen sonra baslamasi gerekmektedir (38).

PKU’lu yeni doganda biiyik noétral amino asit azalir ve bilissel fonksiyonlar,
yazim, adlandirma, sozel ve gorsel bellek ve 6grenmede bozukluklar gézlenir (39, 40).
Cocukluk/ergenlik doneminde ise beyin hacminde azalma, beyaz cevher anormaligi,
azalan eritrosit membran, dislik asetilkolinesteraz aktivitesi, dislik antioksidan
seviyesi, negatif duygu durumu, davranis O6grenme bozuklugu gibi durumlar
gozlenmektedir (41).

Fenilketaniride erken tedavi edilmis yetiskin hastalarla yapilan testler
sonucunda c¢alisma, isleme ve yiritme islevlerinde hiz bozukluklari oldugunu
bildirmistir, ancak sinirli sayida bilissel islev incelenmistir (42). Kapsamli
noropsikolojik degerlendirmelerin  olmamasi, vyetiskin PKU arastirmalarindaki
zayifliklardan biridir.

Yapilan calismalarda, Ozellikle islem hizi ve vyiritich islevler icin bozukluklar
bildirmistir, ancak bilissel alanlarda kapsamli bir degerlendirme eksikligi vardir (24).
Ayrica, literatlirde daha 6nce bildirilen gruplardan daha iyi metabolik kontrole sahip
olan PKU'lu erken tedavi goren yetiskinlerde sonuglarin belirlenmesi 6nemlidir.
Ozellikle isleme hizini ve karmasik yiritiicl islevleri ele alan gorevlerde grup

bozukluklari rapor edilmistir. Genel 6grenme bozukluguna isaret etmeyen, sozel



o0grenme, sozel bellek ve ortografik islemden faydalanan gorevlerde iyi performans

alindigi yapilan ¢calisma ile gosterilmistir (40).
2.4. Fenilketoniirinin Patofizyolojisi

Fenilketoniirinin patofizyolojisi, hastaligin kesfedilmesinden bu yana bircok

tartismaya konu olmustur. Fenilketonlarin (hastalarda biriken Phe metabolitleri) veya
fenilalaninin beyindeki olasi toksik etkileri ilk dikkat ceken konu olmustur. Zeka
diizeyinin (1Q) tedaviye baslama yasi ve tedavi sirasindaki kan Phe dizeyleri (43) ile
daha anlamli olarak iliskisi oldugu tespit edilmistir. idrar fenilketon seviyesi ile klinik
tablo arasinda ise zayif iliskili oldugu bulunmustur (44). Bu bulgular, kan Phe
seviyesinin 600 pumol / L'nin altina distrilmesinin ve bu seviyede korunmasinin zeka
geriligini azaltacagi sonucunu desteklemistir.
Beyinde artan fenilalanin konsantrasyonlarina ek olarak diger biyik notr amino
asitlerin, oOzellikle metiyonin ve tirozinin konsantrasyonlarinda bir azalma
gozlenmektedir. Bu durum norotransmitter; dopamin eksikligin ve demiyelinizasyona
neden olur (39).

Yiiksek kan Phe seviyelerinin neden oldugu zihinsel engelliligin patofizyolojisi
tam olarak aydinlatilamamistir. Merkezi sinir sistemi hasari mekanizmasindan
bagimsiz olarak, yayinlanan biylik miktarda verilerin meta analizi, kan Phe'nin 120
umol / Lila 360 umol / L arasinda tutulmasinin optimal klinik sonug ile iliskili oldugunu
ortaya koymustur. Sonug olarak, kan Phe seviyesinin bu aralikta tutulmasi tim tedavi

yontemlerinin temel amaci olmaya devam etmektedir (45).
2.5. PKU'da Mevcut Tedaviler

Bugiine kadar, Phe seviyesini distirmek ve tedavi araliginda tutmak icin dort
farkli tedavi bulunmaktadir. Disik Phe diyet tedavisi hari¢ diger (gl heniz
gelistirilme asamasindadir (Sekil 2.3.). Halen, disiik Phe diyeti veya bu tedaviye ek
olarak ikili bir kombinasyonu (duslk Phe diyeti ve saperon tedavisi/disik Phe diyeti
ve enzim ikame tedavisi), hastanin kan Phe seviyesini kontrol etmek icin

kullanilmaktadir.



Dusuk fenilalanin

’ iceren diyet

Fenilalanin seviyesini
disirmek igin

Saperon terapi
(Sapropterin)

s Enzim terapi

(PAL)

Gen tedavisi '

Sekil 2.3. Fenilalanini diistirmek icin uygulanan tedavi yontemleri (46).
2.5.1.Diisiik Fenilalanin Diyeti

Diyetin amaci, hastanin saglkli olmasi icin yeterli dogal protein saglamak ve
kan Phe dizeyini tedavi araliginda tutmaktir. Fenilketoniri hastada Phe icermeyen
fakat diger amino asitleri iceren proteinli diyet ile normal bicimde bulylyilp
gelismesini saglamak amaclanir. Fenilketoniri diyetinde kullanilan en eski ve halen
en yaygin besin/gida formlarindan biri icecek seklinde alinan, genellikle diger
besinlerle dengelenmis bir fenilalanin icermeyen amino asit karisimlaridir. Daha fazla
diyet cesidine izin veren diislik proteinli yiyecekler de mevcuttur, bu diyet secenekleri
hasta achigini gidermek ve normal biylimeye izin vermek icin kullanilir. Fenilketondrili
hastalarda diyet Phe toleransi yasa gore degisir: bir bebek (0-6 aylik) Phe kg / giin
basina 20-70 mg protein, cocukta (> 5 yas) Phe / kg / giin 0,4-1,4 g dogal proteini
tolera edebilir (47). Fenilketonrili tipik bir yetiskin ise glinde 7-24 g dogal proteine
esdeger olan 350 - 1200 mg Phe'i tolere edebilir (48) Kan Phe seviyesinin
ylikselmesinden o6nce tolere edilen bu az miktardaki dogal protein, standart bir
diyetin protein iceriginden 6nemli oOl¢lide farkhdir. Hastadan diyete bagl kalmasi
istenmektedir. Diyetin zihinsel engelliligi ve maternal PKU sendromunu 6nlemede
etkinligi kanitlanmistir. Ancak PKU'lu bireylerin ¢ogu, ergenlik ve yetiskinlikte yavas
yavas disik Phe diyetini sirdiiremez hale gelir. Bu durum da Phe seviyelerinde artisa

yol acar (49) ve takiben bir dizi néropsikiyatrik problem ile depresyon ve anksiyete
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slirece dahil olur. Biylk notr amino asitlerin diyete eklenmesi, kan beyin
bariyerinden Phe tasinimini kompetetif bir sekilde inhibe ederek beyindeki Phe
seviyelerini azaltmaktadir. Ama bu yontem sadece kisa vadeli bir etki olusturmaktadir
(50).

2.5.2. Diisiik Fenilalanin Diyetine Yardimci Tedavi Olarak Sapropterin

Dihidrokloriir

2007 yilina kadar, klasik PKU tedavisinde tek etkili yontem, distk fenilalanin
diyeti idi. Bu durum ABD'de 2007 yilinda sapropterin dihidroklortr kullaniminin FDA
onay! almasi ile 6nemli Olciide degisti. Sapropterin, fenilalanin hidroksilazin dogal
koenzimi olan tetrahidrobiyopterinin sentetik bir seklidir. Kullanimi bircok Glkede
onaylanmis durumdadir. 1970'lerden beri PAH kofaktorii BH4'in olusumundaki bir
kusur nedeniyle yiksek Phe seviyelerine sahip nadir hastalar tanimlanmistir (51, 52).
Bu hastalarda biyopterin koenziminin (sapropterin) sentetik formtlasyonu ile tedavi,

Phe seviyelerini normal diizeye indirmeyi basarmistir.

Sapropterinin ilk klinik denemesi ile etkinligi gésterilmistir. 10 mg / kg / giin
sapropterin kullanimindan 8 giin sonra PKU hastalarinin % 20 kadarinda kan Phe
seviyesinde % 30 azalma gozlenmistir (53). Farkl bir calismada, hastalarin % 56'sinda,
20 mg / kg / glin sapropterin kullanimindan 8 glin sonra Phe seviyesinde % 30 azalma
oldugu gozlenmistir. Ancak Sapropterine Phe seviyelerinin azalmasi ile yanit veren
hastalarda bile, diisiik Phe diyeti halen gerekmektedir. Phe toleranslari daha dogal
protein iceren yiyecekler yemelerine izin verecek sekilde gelistirilmistir (54).

Daha hafif PKU formlarinda, yani kismi enzim aktivitesi olan hastalarda,
stabilize edilebilecek mutant enzime sahip olduklari icin sapropterin tedavisine cevap
verme olasiligl daha yliksek bulunmustur. Bu nedenle, sapropterine yanit veren
hastalarin ylizdesi, poptilasyona ve spesifik PAH gen mutasyonlarinin tamamlayicisina

bagl olarak degisecektir.
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2.5.3. Fenilalanin Amonyak Liyaz (PAL)

Fenilalanin amonyak liyaz (PAL) 'in fenilalanini (transsinnamik asit ve
amonyaga) metabolize etme yetisinin ve PKU tedavisinde potansiyel faydasinin
taninmasi ilk olarak 1980'de bildirilmistir (55, 56). PAL, eksik enzimin (PAH) bazi
fonksiyonlarinin yerini alabilen baska bir enzim ile yerine kondugu yeni bir enzim
replasman tedavisi kategorisini temsil eder. PAL, PAH'In replasman tedavisinde
kullaniminda karsilasilan islevsel engellerin ¢cogunun Ustesinden gelmek icin bir
¢O6ziim olmustur. PAH, in vitro olarak ifadesi ve saflastirilmasi zor olan ve islev icin
biopterin konenzimi varhigini gerektiren cok kararsiz bir enzimdir. PAL, daha kararli
oldugu ve aktivite icin bir koenzim gerektirmedigi icin ila¢ gelistiriimesine ¢ok daha
uygundur. Oral olarak verilen bir PAL gelistirmeye yonelik ilk cabalarin ardindan, PKU
fare modelinde periton ici PAL enjeksiyonunun fenilalanin seviyesini doza duyarli bir

sekilde azalttigi ve etkinin 24 saat stirdigu gosterilmistir (56).

insan kullanimiigin enzim, konakg¢l immiin tepkisinden ve proteaz direncinden
korumak icin polietilen glikol (PEGilasyon) ilave edilerek modifiye edilmistir. Derialti
enjeksiyon plazma ve beyin Phe seviyelerinde 6nemli bir azalmaya yol agmistir (57).
PEG ile PAL formuna PEG-PAL ve nihayetinde pegvaliyaz adi verilmistir. Pegvaliyazin
glvenilirligi ve etkinligi dort Faz 2 klinik calismasinda ve iki Faz 3 ¢alismasinda PRISM-

1 ve -2 olarak degerlendirilmistir (58-60).

2.6. Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorler, noral ve noral olmayan dokularda cesitli islevlere sahip
olup periferal ve merkezi sinir sisteminin gelismesine, hayatta kalmasina ve
korunmasina aracilik eden temel salgl proteinlerini icerir (61). Bu pleiotropik
molekiller, aksonal bliyiime, dendrit gelisimi ve sinaptik plastisite ile spesifik hedef
hiicrelerle uygun temaslarin kurulmasi dahil olmak Uzere yetiskinlik doneminde de
noronal gelisim ve plastisitede kritik rol oynarlar (62, 63)

Norotrofinler baslangicta pronorotrofinler olarak salgilanir ve proteolitik

hidroliz ile aktif forma gecerler (64). Ginimuzde norotrofik faktorler li¢ ana ailede
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gruplandirilabilir: nérotrofinler, glia kokenli norotrofik faktor (GDNF) ailesi ligandlar
(GFL'ler) ve sitokinler (65-67). Ayrica serebral dopamin norotrofik faktér (CDNF) ve
mezensefalik astrosit kaynakli nérotrofik faktor (MANF) gibi geleneksel olmayan
norotrofik faktorler de bulunmaktadir (68).

Sinir blyime faktori (NGF), periferal sinir sisteminin hayatta kalmasi ve
gelismesi icin gerekli bir protein olup, noérotrofin ailesinin ilk kesfedilmis Gyesi
olmustur (69). Memelilerde, bu aile yapisal olarak iliskili dort nérotrofinden olusur:
Sinir bayime faktori (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktor, nérotrofin-3 (NT-3) ve
norotrofin-4 (NT-4) (70).

BDNF ekspresyonu, CREB'i iceren cesitli sinyal yollari ile diizenlenir (71-73).
Cekirdekteki bir dlizenleyici faktor olan CREB, sinir sistemindeki coklu hiicre ici sinyal
yollarinin 6nemli bir Gyesidir (74, 75). Hipokampusta CREB sinyalleri, psikotik ve
bilissel davranislarin bozulmasinda rol oynamaktadir. CREB aktivasyonu icin PKA
gereklidir. BDNF, beyin disfonksiyonunda en yaygin noérotropik faktér olan CREB'nin

temel hedef genlerinden biridir.

2.7. Beyin Kaynakl Norotrofik Faktor

Norotrofin ailesinin bir iyesi olan beyin kdkenli norotrofik faktor, néronlarin
gelisiminde, bliyimesinde ve hayatta kalmasinda anahtar proteindir (9, 76). Beyin
kaynakh noérotrofik faktor, hiicre cogalmasi ve hiicre farklilasmasi icin 6nemlidir ve
merkezi sinir sisteminde (MSS) néronal ve sinaptik fonksiyon icin anahtar diizenleyici
konumundadir (77). Ayrica BDNF, noronal gelisim, uzun siireli potensiyasyon (LTP),
0grenme ve bellek gibi noral plastisitenin cesitli yonlerinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (78). Farelerde BDNF geninin mutasyonu veya silinmesi 6grenme,
bellek ve LTP'de bir azalmaya sebep olurken, BDNF'in yeniden ifade edilmesi, LTP'yi
eski haline getirmistir (79). BDNF, spesifik hiicre yiizey reseptorleri olan tropomiyozin
reseptor kinaz B (TrkB) ve p75 norotrofin reseptoriiniin aktivasyonu yoluyla islevini
yerine getirir (80). TrkB aktivasyonunun, BDNF'in sag kalimi tesvik eden fonksiyonlari
icin gerekli oldugu gosterilmistir (81). BDNF noéronlarda (82) fosfoinositid 3-kinaz

(P13K) / protein kinaz B (AKT) sinyal yolunu aktive eder. Bu yol merkezi sinir
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sisteminde yaygin olarak ifade edilir ve hiicre sagkalimi, proliferasyonu ve
farklilasmasina aracilik eder. Ayni zamanda 6grenme ve bellek olusumunda yer alir
(83, 84). Hipokampustaki BDNF / TrkB / P13-K / Akt sinyal yolunun baslatiimasi, bellegi
olusumu icin cok 6nemlidir (85). Sekil 2.4'te goruldiugl gibi BNDF sentezini uyaran

bircok yolak mevcuttur.

CREB PATHWAY Y 4 g
°t“‘“"°“ Co CHANNELS ~ AMPATKAINATE - T8 ‘

GROWTH FACTORS
CYTOKINES

Sekil 2.4. BNDF sinyal yolagini uyaran farkli yolaklar ve cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi
(86).

Bir protein ailesi olarak, norotrofik faktorler veya “bliylime faktorleri”
dogrudan néronal ve sinaptik biiyimede rol oynar. Ozellikle BDNF proteini, kisa
vadede bilissel performans ve uzun vadede beyin morfolojisi konusunda 6neme

sahiptir (87-89).
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2.8. Norodejeneratif Hastaliklarda Beyin Kaynakli Nérotrofik'lin Rolii

Beyin kaynakh norotrofik faktor bircok beyin bélgesindeki sinaptik plastisiteyi
diizenler. Plastisitenin ise 6grenme ve bellek icin hiicresel korelasyonu temsil ettigi
dislnUlir. Bu yizden BDNF'nin demansda rol oynadigi dislintilmektedir. Alzheimer
hastalarinda 6liim ardi BDNF seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir (90, 91) (Sekil 2.5).
Bu durumun demans sirasinda azalmis beyin aktivitesinin nedeni mi yoksa sonucu mu
oldugu kesinlesmemistir. Beyinde demans ve BDNF icerigi arasinda bir korelasyon
gostermek icin, hastalarin kan BDNF dlizeyleri ile demans takibinin es zamanli olmasi
gerekir. BDNF'nin kan-beyin bariyerini gecebilecegine dair gostergeler vardir (92) ve
plazmadaki BDNF'nin yaklasik % 75'inin beyinden kaynaklandigi gosterilmistir (93,
94). Her ne kadar T- ve B lenfositleri ve monositler BDNF sentezleyip salgilasalar da,

kan BDNF icerigi tizerindeki etkileri azdir (95).

Depression

prefrontal cortex 4
B Nucleus accumbens T
I hippocampus
Alzheimer’s disease

cortex 4

Nucleus basalis of Meynert
I hippocampus

Huntington’s disease

P striatum |

Parkinson’s disease
I substantia nigra

Sekil 2.5. Beyinin farkli bolgelerinde ki BDNF seviyelerinin sematik gosterimi (7)

Ogrenme ve bellegi etkileyen bozukluklarla birlikte kan BDNF seviyesi de
degisime ugrar. Bu baglamda, kan serumundaki BDNF konsantrasyonunun, sizofreni

hastalarinda disik oldugu gosterilmistir (96).
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Bu noktada, ileri calismalar da kanda distik BDNF seviyeleri ile Alzheimer
hastaliginin siddeti arasinda bir korelasyon oldugunu goéstermektedir (97). Ek olarak,
BDNF seviyelerinin bipolar bozukluklar icin prognostik iliski gdsterdigi gosterilmistir.
Avrupa'da popilasyonun yaklasik %30'u BDNF icin heterozigottur. Populasyonun %
5'i ise BDNF geninin tek niikleotid polimorfizmi icin homozigottur (98). Bu
polimorfizm ile bellek fonksiyonunun azalmasi, demans, depresyon ve sizofreni
ortaya ¢cikmasi arasinda pozitif bir iliski oldugunu gosteren bir dizi calisma yapilmistir.
Ancak, bu noktada boyle bir korelasyon icin net bir kanit yoktur.

Normal beyin fonksiyonlarina katkisina ek olarak, BDNF cesitli norolojik
hastaliklarda da rol oynamaktadir. Kan akisinda veya beyin sivisinda diisiik BDNF
konsantrasyonu, Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalaliklarinin prognozu ile

iliskilendirilmistir (99).
2.9. Beyin Kaynakl Norotrofik Faktor Seviyesinin Cinsiyete Gore Degisimi

Merkezi sinir sistemi, kadinlarda erkek memelilere kiyasla aktivite ve gelisme
yoniinden farklihk géstermektedir (100-102). Bu durum uzun zamandir bilinmesine
ragmen, farkhliklara neden olan mekanizma hala net degildir (103). Yine de cinsiyet
varyasyonlarinin bazilan, cogunlukla erkek memelilerde testislerde ve kadin
memelilerde yumurtaliklarda Uretilen farkli gonadal steroidlerin (erkeklerde
androjenler ve kadinlarda Ostrojenler) farkli konsantrasyonlarda olmasi ile
actklanabilir. Kadin memelilerde ¢ dogal Ostrojen, 6stron, 17 B-Ostradiol ve Ostriol
ve erkek memelilerde testosteron vardir. Bu hormonlar, farkhliklari sekillendirmek
Uzere beyinde cesitli mekanizmalar yoluyla etki ederler ve islevleri kismen
norotrofinler gibi diger faktorler/hormonlarla etkilesime dayanir. BDNF'nin terapotik
etkisi, uygulama zamani ve yeri, yasi ve cinsiyetler dahil olmak tzere bircok faktérden
etkilenebilir. Ornegin, Li ve ark. (104), BDNF enjeksiyonunun, erkek sicanlarda asetik
aside bagh agn tepkisini azaltabildigini gOstermistir. Buna karsilik, disi fareler
kullanildiginda BDNF'nin agri azaltici etkisi ortadan kalkmistir. Bu nedenle, arastirma
modelinde farkli cinsiyette kobay kullanildiginda, cikarilan sonu¢ tamamen farkli

olabilir. Bu konuda sinirli arastirmalar yapildigi icin cinsiyet farkliliklarinin BDNF'nin
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fizyolojik veya terapotik aktivitesini nasil etkilediginin altinda yatan mekanizma hala

belirsizdir.

Disiler, menstural déngl, hamilelik ve menapoz sirasinda dalgalanan yiksek
ve disik diizeyde dolasimdaki 6strojen seviyelerine sahiptir. BDNF geninin kodlama
ekzonunda bir Ostrojen reseptoriine cevap veren element (ERE) tanimlanmistir. Bu,
BDNF'nin Ostrojen reseptorlerinin dogrudan transkripsiyonel bir hedefi oldugunu
dislindirmektedir (105). Yapilan calismalar, disi sicanlarda 6strojenin seviyesinin
azalmasinin, kortekste ve hipokampustaki BDNF mRNA seviyelerini 6nemli dlclide
azaldigini gostermektedir, bu da Ostrojen takviyesi ile kismen diizeltilebilir (105-107).
Bu kosullar icin hipokampal BDNF protein seviyelerinde de benzer degisiklikler tespit
edilmistir (108). Ek olarak, hipokampal BDNF mRNA ve protein seviyesi, disi sicanlarda
dolasimdaki Ostrojen seviyeleriyle iliskili olan dongl asamasina bagl degisimler
gosterir (109). BDNF ve 6strojen reseptorleri bazi néronlarda birlikte ifadelendiginde
edildiginden 6strojen, BDNF ekspresyonunu diizenlemek icin dogrudan reseptorleri
yoluyla etki edebilir (110).

Buna karsilik, erkekler ayri beyin bolgelerinde aromataz ile lokal olarak
Ostrojene donustlrilebilen, boylece BDNF ekspresyonunu oOstrojen bagimli bir
sekilde diizenleyen testosterona sahiptir (111). Ostrojen reseptérleri ve aromataz
ekspresyonu cinsel olarak dimorfiktir (112), BDNF sinyalinin 0Ostrojenle
dizenlenmesinin cinsiyete 0zgl oldugunu gostermektedir. Daha O6nemlisi,
testosteron, Ostrojen Uretiminden bagimsiz olarak BDNF sinyalini etkilemek icin
dogrudan androjen reseptérii yoluyla etki edebilir. Ornegin, yetiskin erkek sicanlarda
testosteronun tikenmesi, BDNF immiunoreaktivitesini arttirir ve disilerde 6strojen
tikenmesi ile gozlenen BDNF ifadesinin azalmasiyla keskin bir tezat olusturur (107).
Gonadal hormonlara ek olarak, cinsiyetin BDNF sinyal yolunu etkiledigi olasi bircok
baska mekanizma vardir. Ornegin, BDNF ekspresyonu stres hormonlari tarafindan
diizenlenir ve hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen ve stres hormonu yolundaki iyi
bilinen cinsiyet farkliliklari, cinsiyete 6zgli davranislar da kesinlikle BDNF sinyalini
etkiler. Bu nedenle, BDNF sinyalini tartisirken, cinsiyetin daima dahil olan bir faktor

olmasi gerektigini sdylenebilir (113).
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Erkekler ve kadinlar arasinda benzer islevleri yapan noral sinyaller, bir
cinsiyette BDNF'nin daha yliksek ekspresyon veya sinyal kapasitesine ya da genetik
veya cevresel bozulmalarin zararh etkilerine karsi koruyucu etkiler saglayabilir.
Alternatif olarak, yiiksek BDNF sinyallemesine dayanan néral sinyaller, normalde
yaslanma ile ortaya ¢ikan BDNF seviyesindeki diistise daha duyarl olabilir. Her iki
durumda da, BDNF ekspresyonu ve beyin fonksiyonlari cinsiyet ve yas, genetik
cesitlilik ve cevresel etkiler gibi diger faktorler arasindaki cok yonli etkilesimler
tarafindan yonetilir. Bu tir etkilesimler, erkekler arasinda daha yaygin olan Parkinson
hastaligi ve kadinlarda daha yaygin olan duygu durum bozukluklar gibi
noropsikiyatrik hastaliklarin bir cinsiyette daha fazla gérilmesine katkida bulunabilir
(114-116).

Ornegin, kadinlar AD'de orantisiz sekilde daha fazla etkilenmektedir. Kadin AD
hastalarinda hastalik ilerlemesi de daha hizlidir ve tedaviye daha az yanit vardir (117).
BDNF sinyallemesinde vyasa bagh azalma; AD hastalarinda siddetli oldugu
gosterilmistir. Tersine, BDNF ekspresyonu yliksek olan bireyler bilissel gerileme ve

demans gelisimine karsi korunur.
2.10. cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi

1968'de kesfedilen protein kinaz A, cAMP bagimli protein kinaz olarak bilinir
ve dokuda eksprese edilir ve merkezi sinir sisteminde hiicre ici sinyal iletimine aracilik
eder. Cok sayida calisma, PKA'nin noéronal farklilasma, hayatta kalma, islev ve
plastisitenin yani sira uzun sireli 6grenme ve bellek mekanizmalari (izerinde 6nemli
etkileri oldugunu gostermektedir (118, 119). Yapilan hayvan modeli ¢calismalarinda
PKA inhibitorlerinin uzun sireli bellegi bozdugu ve PKA'nin uzun sireli bellegin

olusmasi icin kritik dneme sahip oldugu bildirilmistir (120, 121).

cAMP yanit elemani baglayici protein, PKA tarafindan Ser133 aminoasidi
Uzerinde fosforile olur ve bir sonraki sinyal basamagini olusturur (122). “Bellek
anahtar” olarak bilinen CREB (123), protein kinazlar tarafindan fosforilasyondan
sonra aktive olan bircok genin promotor bolgelerine baglanan bir transkripsiyon

faktortdir. CREB hipokampal norogenezis, noronal sagkalim ve farklilasma ve
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noroproteksiyonda kritik roller oynamaktadir (124-126). CREB'in fosforilasyonu
(pCREB) / aktivasyonu, uzun dénem bellek konsolidasyonu i¢in 6nemlidir (127, 128).
Ek olarak, pCREB kaskadinin aktive olmasinin hayvan modellerinde davranissal
gorevlerin 6grenilmesini ve bellegin olumlu yonde degistirdigi gosterilmistir (120,
129).

Yapilan calismalar ile fenilalaninin ve metabolitlerinin toksik etkisinden dolayi
beyinde 06grenme ve bellek mekanizmasinin bozuldugu bildirilmis, fakat bu
mekanizmanin nasil oldugu heniiz aydinlatilamamistir (41). Son zamanlarda yapilan
calismalar ile cAMP/PKA/CREB, hipokampuste BDNF sinyal yolaginin 6grenme bellek
mekanizmasi ve bilissel fonksiyon bozukluklarinin patogenezi ile yakindan iliskili
oldugu bildirilmistir (130-132).

Planlanan ¢alismada PKU’da bozulan 6grenme bellek mekanizmasinin disi ve
erkek gruplarda cAMP/PKA/CREB/BDNF vyolagi kullanarak aydinlatilmasi
amaclanmistir. Fenilketoniiride sican modeli olusturularak, biyokimyasal yonden
cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi incelenmesinin yani sira hipokampus PKA, CREB, BNDF,
asetilkolinesteraz (AChE) ve bitirilkolinesteraz (BChE) mRNA ekresyonlari arastirildi.
Fenilketoniiride PKA sinyal yolagini bilesenlerinin protein ve mRNA ifadelenme

diizeylerinin cinsiyete gore nasil etkilediginde gosterildi (32)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada PKU olusturulan yenidogan sicanlarda 0grenme bellek
mekanizmasinin cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi tzerinden arastiriimasi hedeflendi.
Sicanlarda PKU modeli olusturmak icin fenilalanin hidroksilaz enziminin inhibitori ile
beraber yliksek derisimde fenilalanin kullanildi. Sicanlarda deneysel PKU olusumunu
saglayacak uygulamalarin ardindan lokomotor aktivite testi, 6grenme bellegi 6lgmek
icin yeni nesne tanima ve pasif sakinma testi gerceklestirildi. Tum bu testlerin
ardindan sicanlar sakrifiye edilerek dokulari c¢ikarildi ve molekiiler analizlerde

kullanildi.

3.1. Sarf Malzemeleri ve Cihazlar

Deneysel fenilketoniiri modeli olusturmak icin PAH inhibitorii olarak 4-Cl-
Fenilalanin (PCP) (Sigma katalog no: C8655) ve fenilalanin (Sigma katalog no: P2126)
kullanilmistir. Sinyal iletim yolaklari analizleri icin kullanilan ELISA kitleri Tablo 3.1.'de
Ozetlenmistir. cDNA sentezi icin cDNA kiti (Thermo katolog no: K1622) kullanilmistir.
Hipokampus dokusundan RNA izolasyonu icin kullanilan malzemeler Tablo 3.2'de
belirtilmistir. Sicanlar icin tasarlanan gercek zamanli polimer zincir reaksiyonu (RT-
gPCR) primerleri Tablo 3.3'te 6zetlenmistir. Kullanilan cihazlarin listesi ise Tablo

3.4.'te 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Biyokimyasal analizler icin kullanilan ELISA kitleri

Kitler Kullanim amaci Uretici Firma/Katalog
numarsi

cAMP Hipokampusten cAMP YL Biont (YLAO551RA)
seviyesini belirlemek i¢in

PKA Hipokampusten PKA Thermo Fisher (EIAPKA)
seviyesini belirlemek icin

CREP Hipokampusten CREP | Cell Signaling (7390C)
seviyesini belirlemek igin

pCREB Hipokampusten pPCREB | YL Biont (YLA1374RA)
seviyesini belirlemek icin

BDNF Hipokampusten BDNF | R&D systems (DBNT100)
seviyesini belirlemek igin

BCA Protein Tayini Hipokampusten protein | Thermo Fisher (23227)
seviyesini belirlemek i¢in
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Tablo 3.2. RNA izolasyonu icin kullanilan malzeme listesi

Malzemeler

Uretici Firma/Katolog numarasi

TRIsure reaktifi

Bioline (Bio38033)

¢ Kloroform

Sigma (288306)

* izopopanol

Sigma (650447)

*%75 etil alkol

Sigma (100974)

su (DEPC)

Dietil pirokarbonat ile muamele edilmis | Thermo Fisher (750024)

4-Cl-Fenilalanin

Thermo Fisher (c8655)

Tablo 3.3. RT-gPCR icin tasarlanan primer listesi

Actin 5'-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3' Forward
Actin 5'-TCGGGGCATCGGAACCGCTCA-3’ Reverse
BDNF 5'-AGCTGAGCGTGTGTGACAGTAT-3' | Forward
BDNF 5'-CCGAACATACGATTGGGTAGTT-3’ Reverse
CREB 5'-CCCAGGGAGGAGCAATACAG-3' Forward
CREB 5'-GGGAGGACGCCATAACAACT-3’ Reverse
PKA 5'-GCTGGCTTTGATTTACGG-3' Forward
PKA 5'-GATGT CGCTTGAGGATA-3' Reverse
AChE 5’-ACACCGTGCCTCCACATTGA-3’ Forward
AChE 5’-TGGAACTCGGCCTTCCACTG-3’ Reverse
BChE 5’-AGGTGACCAGACACCGGAAG-3’ Forward
BChE 5’ -TGCTCCAGCGATGGAATCCT-3’ Reverse
Gus B (B-glukuronidaz) 5 -CTCGAACAATCGGTTGCAGG-3’ Forward
Gus B (B-glukuronidaz) 5 -GCTTGGTGATGTCAGCCTCA-3’ Reverse
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Tablo 3.4. Deneyler Sirasinda Kullanilan cihazlar

Cihaz Adi

Uretici Firma

Hassas Terazi

Shimadzu-AUX220

V orteks

Nive-NM110

Distile Su Cihaz

Mp Minipure Basic

Elektrikli battaniye

Kent Scientific

Mikro Plaka Okuyucu

Molecular Devices

Analitik terazisi

Mettler Toledo

pH metre

Consort

Pipetler ve pipet uglari

Gilson

Sogutuculu ylksek hizl santrifij

Eppendorf 5417R ve Hanil Supra 21K

Ultra-Turrax® IKA-Werke
GmbH)

Qiagen (Bio-Rad cfx96 touch)

Homojenizator (S8N-5g,

RT-qPCR

3.2. Fenilketoniiri modeli olusturulmasi

Calismamizda, 6 giinlik, 5+2 gram agirliklarinda 22 adet disi ve 27 adet erkek
Sprague-Dawley cinsi sican kullanildi. Gebe sicanlar KOBAY deney hayvanlari
laboratuvarindan temin edilmis olup dogumdan bir hafta énce deneyin yapilacagi
Hacettepe Universitesi Noérolojik Bilimler ve Psikiyatri Ensititiisii laboratuvarina
getirilerek hayvan odasinda yeni ortamlarina alismalari icin beklendi. Gebe sicanlar
12saat aydinlik/12 saat karanlik déngusiinde tutuldular. Dogum Oncesi, sonrasi ve
deney sirasinda su ve yem tiiketimi serbest birakildi. Uygulamalar asagida belirtilen
hayvan sayisi ve protokoller cercevesinde yapildi. Deney Hayvanlari etik kurulu onayi
alindiktan sonra deneysel calismalar basladi (Etik Kurul Onay: 2018/02-01).

Bu calismada deneysel fenilketoniiri olusturmak icin fenilalanin ile beraber

fenilalanin hidroksilaz enzim inhibitori olarak 4-Cl-Fenilalanin kullanildi (133).Calisma
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sirasinda bu bilesiklerin stok c¢ozeltileri hazirlanip farelere enjeksiyon yapmak icin
kullanildi.

Stok ¢ozeltilerin hazirlanisi:

4-Cl-Fenilalanin ve Phe stok cozeltileri, derisimleri sirasiyla 26 pumol/ml ve 152
umol/ml olacak sekilde % 0,9’luk pH 7.2 serum fizyolojikte isitilarak hazirlandi. Sican
yavrularina PCP 0,9 mg/g, Phe 5.2 mg/g subkutan enjeksiyon ile uygulandi (134, 135).
Tim kimyasallar %0.9’luk pH 7.2 serum fizyolojikte ¢ozlldi. Gruplar sekil 3.1 'de
aciklandigi gibi hazirlandi.

PKU KO nt r'0| Hiperfenilalaninemi

( \ ..
Disi (n:9) i (2 Disi+Erkek
0,9 mg/g PCP (gilin || I3l ('n. ) ) (n:1+n:4)
asir)+ 5,2 mg/g Phe (Serum fizyolojik) 11,4 mg/g Phe
(hergiin) (hergiin)
\ J
( a
Erkek (n:11)
0,9 mg/g PCP (giin | ] Erkek (n:12)
asin)+ 5,2 mg/g Phe (Serum fizyolojik)
(hergiin)
\ J

Sekil 3.1. Deney gruplari

Sican gruplarina calisma icin gereken karisimlar sabah saat 07:00-09:00
arasinda subkutan enjeksiyon ile 20 giin boyunca uygulandi. 20 ginlik sicanlara
davranis testleri 2 grup halinde yapildi ve testler boyunca da enjeksiyona ara

verilmedi
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X 6.Gin 20.Gin 21-22.Gin 24-25.Gln 25.Giin
Dogum Enieksivon‘ Baslangici '—°k°L010' Yeni |N%,n,e Pa|sif Sakrifikasyon
TR EEEEE Naivite Tanima Sakinma Hippokampus,

L U a7 @

Sekil 3.2. Yenidogan sicanlarda olusturulan deneysel PKU modeli ve ¢alisma akisinin
sematik gosterimi.

0.gln -5. gun 6.gln -24.gln 25.gln
PKU Grubu Standart beslenme PCP 0,9 mg/g (gln | Sakrifikasyon
(Anne siiti) asiri) enjeksiyon Hipokampus
+ ¢ikarma ve kan alma
Phe 5,2 mg/g
(hergiin) enjeksiyon
HPE Grubu Standart beslenme Phe 11,4 mg/g | Sakrifikasyon
(Anne siiti) (hergiin) enjeksiyon | Hipokampus
¢ikarma ve kan alma
Kontrol Grubu Standart beslenme | Serum fizyolojik | Sakrifikasyon
(Anne siitd) enjeksiyonu Hipokampus
¢ikarma ve kan alma

Sekil 3.3. Yenidogan sicanlarda olusturulan deneysel PKU modeli ve ¢calisma sirasinda
hayvanlara gerceklestirilen uygulamalarin detayli gbsterimi

3.3. Yeni kontrol grubu

Davranis testlerinden alinan sonuglar dogrultusunda anneden ayrilma
stresinin sonuclari negatif yonde etkileyebilecegi (136) ve kontrol grubunun yapilan
testlerde beklenildigi gibi 6grenmemis oldugunu tespit ettik. Bu nedenle yeni bir
kontrol grubu eklendi. Yeni kontrol grubu ile tim davranis testleri ayni sekilde
tekrarlandi fakat tiim islemler boyunca yavru anneden ayrilmadi. Bu nedenle yeni bir
grup olusturularak davranis deneyleri tekrarlandi. Enjeksiyon ve davranis testleri yeni

kontrol grubunda yavrular anne yanindan ayrilmadan gerceklestirildi.



Ogrenme ve bellegi degerlendirmek icin davranis testleri kaydedildi. Bu kayit

sistemi icin ise; Ethovision XT 8.0 sistemi kullanildi.

3.4. Lokomotor Aktivite testi

Lokomotor Aktivite testi, hayvanlarin motor fonksiyonu ile iliskilendirilebilen
lokomotor ve davranissal aktivite seviyelerini kapsamli bir sekilde degerlendirmekicin
kullanilir. Test ayrica kaygi benzeri davranislari degerlendirmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir (137). Bu calismada da lokomotor aktivite testi hayvanlarin teker
teker icine yerlestirildigi 6zel kafesler icinde gerceklestirildi. Bu kafeslerin boyutlari
40cm*40cm™*40cm idi ve kafes icinde gergeklestirilen lokomotor aktiviteler 10 dakika
slireyle kayit altina alindi. Deney hayvaninin kafesin icinde gerceklestirmis oldugu
yatay yondeki hareketleri bir bilgisayar programi araciligiyla otomotik olarak
hesaplanip kaydedildi (138). Davranis testleri tiim deney gruplarinda enjeksiyon
uygulamasindan sonra yapildi. Testler deney gruplarinda Sekil 3.3.'te belirtildigi gibi

gerceklestirildi.

EthoVision® XT

Sekil 3.4. Lokomotor aktivite testi kurulumunun sematik goésterimi (139)
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3.5. Yeni nesne tanima testi

Fare ve sicanlara uygulanan bir bellek testidir. Bu testte, kemirgenlerin
bulunduklari ortamda genellikle yeni nesneleri tercih etme oOzelliklerinden
faydalaniimaktadir (140). Bu deney icin 40x40x40 cm boyutlarinda kenarlari koyu
renk ve Ustl acik bir dizenek kullanilmistir. Egitim fazinda dizenegin arka sag ve sol
koselerine birbirinin tamamen aynisi olan iki nesne (lego oyuncagi) konulmustur
(Sekil 3.5 A). Ardindan sican sirti nesnelere doniik bicimde diizenegin kdsesine
yerlestirilmis ve hayvanin burada 10 dakika zaman gecirmesi saglanilmistir. Bu stire
zarfinda sicanin hareketleri ve nesnelerle etkilesimi videoya kaydedilmistir.

Test fazi, egitim fazindan bir saat sonra gerceklestirilmistir. Bir saat sonra
nesnelerden bir tanesi degistirilerek sican 5 dakika sireyle tekrar diizenege
yerlestirilmistir (Sekil 3.5. B). Bu sirede yine video kaydi yapilarak sicanin yeni
nesneyi incelemek icin harcadigi zamanin nesneler ile gecirdigi toplam siireye orani
hesaplanmistir. Normal durumda sicanin yeni nesneyi incelemek icin daha fazla
zaman gecirmesi beklenmekteyken, bellek bozuklugu olmasi durumunda yeni
nesneye ilgi azalmakta ve bu nesne ile gecirilen zaman da kisalmaktadir. Ayiricilik
indeksi yeni nesne ilgilenme zamaninin toplam nesneler ile ilgilenme zamanina
bolimu ile hesaplanmistir.

Literatlirde bu teste 24 saat sonra yapilan ikinci bir faz eklenerek uzun sireli
bellegin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu ikinci fazda, ertesi giin nesnelerden
birisi tekrar degistirilmistir. Bu yepyeni bir baska nesne ile sicanlar yine 5 dakika (Sekil
3.6 B) stireyle dlizenege yerlestirilmis ve video kaydi ile yeni nesne ile zaman gecgirme
sliresi belirlenmistir. Video kayitlarinin incelenmesi sonucu PKU ve kontrol grubu

hayvanlarina ait verileri elde edilmis, degerler analiz edilerek karsilastirilmistir.
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Tablo 3.5. Yeni nesne tanima testi

Yeni nesne tanima testi

1.glin

1.glin (1 saat sonra)

2.gin (24 saat sonra)

Birbirinin ayni 2 nesne

10 dk kare kutuda kayit

Son testten 1 saatsonra 1
eski nesne ve 1 yeninesne

konularak 5 dk kayit

1 eski nesne ve 1 diger
yepyeni nesne konularak 5

dk kayit

@

Sekil 3.5. Yeni nesne tanima testi; 10 dk sireyle iki ayni nesne ile temas A) 1 saat

sonra ikinci bir nesne ile 5 dk temas

-
@F

@

Sekil 3.6. Yeni nesne tanima testi; bir eski bir yeni nesne ile 5dk temas A) 24 saat

sonra bir eski bir yep yeni nesne ile 5dk temas B)
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3.6. Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma testinde hayvanlar ufak bir kapi araligi ile birbirinden ayrilmis
karanlik ve aydinlk bolimleri olan bir kutuya aydinlik bolim tarafindan birakilir (Sekil
3.7). Aradaki kapi baslangicta kapali tutulur. Hayvan aydinlik boliime konulduktan 5
saniye sonra kap! otomatik olarak acilir. Hayvana aydinlik taraftan karanlk tarafa
gectiginde kapi kapanir ve2 sn siireli 0,9 miliamper siddetinde elektrik soku uygulanir
(Sekil 3.8). Hayvan soku aldigi karanlik bélmede 15 sn daha tutulur ve boylece elektrik
soku aldigl ortami 6grenmesi saglanir. 15 saniyenin ardindan hayvan kafesine geri
konululur. Karanlik bélmeye hi¢c gecmeyen hayvanlar 5 dakikanin ardindan kafesine
alinir. Bu asama 6grenme asamasidir, bunu takiben kisa ve uzun sireli bellegin
degerlendirilmesiicin deney 6 ve 24 saat sonra elektrik verilmeksizin test tekrarlanir.

Hayvanin karanlk bolmeye gecip gecmedigi ve gectiyse ka¢ saniye sonra
gectigi (gecikmesi) kaydedilir. Hayvanin karanlik bélmeye gecmesi 6grenme veya

bellekte sorun oldugu seklinde yorumlanmaktadir.

5 sn sonra agilaq kapi

Sekil 3.7. Pasif sakinma testi 1. glin (Aydinlik alana hayvan birakilir
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Sekil 3.8. Pasif sakinma testi 1. glin (Karanlk alana hayvan gecer ve elektrik soku

uygulanir)

Tablo 3.6. Pasif sakinma testi

5 sn sonra agilan kapi

Pasif Sakinma

1.glin

1.gilin (6 saat sonra)

2.glin (24 saat sonra)

Sigan aydinlik bolmeye
konulur, 5 sn sonra kapi agilir
ve karanlik bélmeye geger.
Karanlik bolmede 2sn 0,9 mA
elektrik soku uygulanir.

15 sn sonrasinda kafesine
ahinir.

(karanlik bolmeye gegmeyen
sicanlar 5dk sonra kafesine

alinirlar)

Sigan aydinhk bolmeye
konulur, 5 sn sonra kapi agilr.
Karanlk bélmeye kag saniyede
gectigi belirlenir

(karanlik bolmeye gegcmeyen
sicanlar 5dk sonra kafesine

alinir)

Sigan  aydinhik  bélmeye
konulur, 5 sn sonra kapi agllir.
Karanhk bolmeye kag
saniyede gectigi belirlenir.

(karanlik bélmeye ge¢cmeyen
sicanlar 5dk sonra kafesine

alinir)
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3.7. Deney semasi

Sakrifikasyondan sonra elde edilen kan ve doku 6rnekleri ile yapilan analizler
Sekil 3.9 da 6zetlenmistir.

Sakrifikasyon
1
| 1
Doku
Kan
(Hipokampiis)
1
| 1
Homojenizasyon RNA Fenilalanin
(Sitozolik) izolasyonu tayini
|
| 1 1
Meta!;o'lit Protein ifadesi E'.u.im . RT-qPCR
tayini aktivitesi
I I_I_I
| 1 1
. Kolinerjik
-cAMP -BDNF -CREB -pCREB -PKA BNDF yolagi sistem
bilesenleri . .
bilesenleri
-PKA
CREB AChE
BNDF BChE

Sekil 3.9. Kan ve doku ornekleri ile yapilan analizler

3.8. Biyokimyasal Analizler i¢in Ornek Hazirlanisi

3.8.1 Serum Fenilalanin seviyeleri

Fenilketonliri ve hiperfenilalaninemi modelini dogrulamak icin, sicanlar
sakrifiye edildikten sonra kandan 3000 rpm'de 5 dk EDTA iceren tiplere alinip
santrifijlendi. Plazma kisimlari tiiplere ayrildiktan HPLC cihazi (Shimadzu DGU-20 As3)

ile fenilalanin seviyeleri 6l¢ild.




3.8.2. Sakrifikasyon ile hayvanlardan 6rnek eldesi

Davranis testleri tamamlandiktan sonra siganlara Ketamin/Ksilazin (90/10
mg/kg) subkutan enjeksiyon ile verilerek anestezi edildi. Sakrifikasyon giyotin makas
ile yapildi. EDTA iceren biyokimya tiplerine tiim hayvanlarin kanlari toplanarak
santrifiij edildi ve plazma kisimlari daha sonra kullanilmak lizere -80°C’de saklandi.
Beyin hizlica c¢ikarilarak hipokampus dokulari alindi. Bir sicandan c¢ikan
hippokampdsin yarisi protein analizleri icin ayrildi. Diger yarisi da RNA geciktirici
¢ozeltiicerisinde RT-qPCR icin ayrildi. Ornekler etiketlenip analiz edilene dek -80°C’ta

saklandi.
3.9. Gergek zamanl Kantitatif PCR ile Gen Ekspresyon Analizleri

3.9.1. RNA izolasyonu

Doku ya da hicrelerin parcalama c¢ozeltisinde parcalanip, fenol yardimiyla
total RNA’nin ekstrakte edilmesi prensibine dayanan protokol, ilk kez Chomczynski ve
Sacchi tarafindan 1987’de tanimlanmistir (141). Sonraki yillarda bu protokol,
slispansiyon ya da tek tabakada cogaltilmis kiltir hiicrelerinden, dokulardan ve
bitkilerden yapilacak izolasyonlarda kullanilmak Uzere kisaltilmis ya da modifiye
edilmistir. Fenol ve guanadinium izotiyosiyanatin monofazik bir ¢ozeltisi olan Trizol,
doku ve/veya hicrelerden RNA izolasyonunda kullaniilmakta, biyolojik materyali
¢Oziinlr hale getirmekte ve proteinleri denatiire etmektedir. Solubilizasyon sonrasi
eklenen kloroform faz seperasyonu saglayarak sulu fazdan RNA ekstrakte
edilebilmektedir.

izolasyon basamaklari;

1. Homojenizasyon:

Molekdiler analizlerde kullanilacak RNA eldesi icin, RNA geciktirici icesinde
muhafaza edilen 5 adet kontrol disi, 4 adet kontrol erkek, 4 adet PKU disi ve erkekten
elde edilen hipokampus ornekleri steril ependorflar (nikleaz icermeyen eppendorf)
icerisine alinip 500 pl guanidin izotiyosiyanat (Trizol®Reagent, Invitrogen/Life
Technologies, Cat. No. 155961) eklenerek Ultra-Turrax® (S8N-5g, IKA-Werke GmbH)

cihaziile buz lizerinde 10 saniye homojenize edilip buzda 3 dk bekletildi.
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2. Faz ayrimi:

Homojenizasyondan sonra 100ul kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca elle
ivice calkalandi. Ornekler oda sicakhiginda 3-5 dakika inkiibe edildikten sonra 4 °C'de
15 dakika 12,000 x g'de santrifiij edildi. Santirifiij sonrasi (i¢ faz elde edildi ve RNA
iceren (st faz (sulu faz) baska bir tiipe dikkatlice alindi.

3. RNA ¢oktlirmesi:

RNA’nin ¢okmesi igin tiiplere 250 ul soguk izopropil alkol ilave edildi. Tupler
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilerek + 4 ° C'de 20 dakika 12,000 x g'de santrifij
edildi.

4. Yikama:

Santriflj sonrasi stpernatan atildi, peletler bir kez 500 pl %75 etanol ile
yikandi. Ardindan 4 ° C'de 5 dakika 7500 x g'de santrifijlendi.
5. RNA ¢ozinirliga:

Santriflj sonrasi stpernatan atildi ve tiplere, RNAaz icermeyen 10 pl su
eklenerek RNA’larin ¢ozinmesi saglandi. RNA iceren tlpler buza aktarildi ve
NanoDrop2000'de RNA konsantrasyonunu ol¢ilda.

Aseo/A2s0 orani = 1,7 olani orneklerde RNA safligi yiksek kabul edilip cDNA
(komplementer DNA) sentezinde kullanildi.

3.9.2. cDNA (komplementer- tamamlayici DNA) Sentezi

izole edillen total RNA’dan ticari cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi (Thermo katolog no: K1622). Steril RNAz icermeyen 0,5 ml eppentorf
tiplere 10 pug/ml total RNA, 1 ul oligo (dT)18 primer konulup niikleaz icermeyen su
ile hacim toplamda 12 pl’'ye tamamlandi. Karisim 3-5 saniye 13,000g'de santrifiij
edilip termal cycler cihazda 65°C’'de 5 dakika reaksiyona birakildi. Siire sonunda
karisim buz icerinde sogutulup, santriifiij edildi ve tlipin dibinde toplanmasi saglandi.
Tlpln Gzerine 5x reaksiyon tampon c¢ozeltisi, ribolock ribonikleaz inhibitori (20
U/ul) ve 10 pl ANTP karisimi konulup karistirildi. Ardindan 10 saniye santrifiij edilerek
ve termal cycler cihazinda 25°C’de 5 dakika tutuldu. Tiplere 1 pl revertAid m-multi-v
reverse transkriptaz ilave edildi. Termal cycler cihazinda42°C’de 60 dakika sire ile

RNA’lar cDNA'ya donistirildid. cDNA sentezinin tamamlanmasi igin tiipler 70°C’de 5
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dakika inkiibe edildikten sonra PCR metodu icin kullanimina hazir hale getirildi ve
ornekler kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

cDNA sentezi icin kullanilan karisim ¢ozeltileri asagidaki Tablo 3.7 ve Tablo
3.8.'de gosterilmistir.

Tablo 3.7. cDNA sentezi icin kullanilan ¢ozeltiler (Karisim 1)

cDNA Protokolu 1. o6rnek |32 ornek
icin (ul) icin (ul)

Kalip RNA (10 pg/ml) 10 pl 32 ul

Oligo (dT)18 primer 1 ul 32 ul

Nikleaz icermeyen su 10 pl 320 ul

Toplam hacim (ul) 12 ul 352 ul

Tablo 3.8. cDNA sentezi icin kullanilan ¢ozeltiler (Karisim 2)

cDNA 1 ul

5X reaksiyon tamponu 4l 128 ul

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 1l 32 ul

10 mM dNTP Mix 2 ul 64 ul

RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1l 32 ul
8 ul -

3.9.3. Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time
qPCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, genetik materyaller (DNA ve RNA)
Uzerinde secilmis bir boélgenin, in vitro sartlar altinda ilgili gen bolgelerine spesifik
oligonikleotid primerler ve Taq polimeraz enzimi kullanilarak bir otomatik termal
cycler cihazinda ¢ogaltiimasi yontemidir. PCR reaksiyonu temel olarak tic basamaktan
olusur. Birinci reaksiyon denatiirasyon (DNA cift zincirinin acilmasi), ikincisi
primerlerin spesifik olduklari gen bdlgesine yapismasi (annealing) ve Uclincisi ise
zincir uzamasi (extention)’dir. Spesifik olmayan yapismalar engellemek icin dongii
sayisi genellikle 30-40 olacak sekilde sinirlandirilir. Gergek zamanli PCR (kantitatif

PCR) sisteminde normal PCR yonteminden farkli olarak floresan bir boya kullanilir.
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Syber Green (Fermentas, Germany) boyasi cift iplikcikli DNA parcasina baglanarak
elektrik uyarisi ile birlikte floresan i1sima yapar. Bu 1sima sistemin lazer dedektori
tarafindan alinarak bilgisayar ortaminda grafik formatina cevrilir. Olciilen floresans
siddeti PCR Urininin miktari ile dogru orantihidir.

BDNF, PKA ve CREB, AKtin, AChE, BChE ve Gus B icin kullanilan spesifik primer
dizileri National Center for Biotechnology Information (NCBI) web sitesinin primer
tasarlama bolimid kullanilarak tasarlandi. Bu dizilerin ¢alismada kullanilmasi igin
reaksiyonda 100 ng olacak sekilde sentezlettirildi.

Bu genlerin ekspresyon seviyeleri Real Time-gPCR sistemi kullanilarak tespit
edildi. Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait kopya
esigi (Ct) degerleri karsilastirilarak, hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin
goreceli degisimleri 222t metodu ile hesaplandi (142). Daha sonra gruplar arasindaki

farklar AACt degisimler cinsinden verildi.

AACT= (Ct hedef gen — Ct house keeping gen) denek grubu - (Ct hedef gen — Ct house
keeping gen) kontrol grubu

PCR analizi i¢in ortamin final hacmi 20 uL olacak sekilde, 0.2 uM primer, 10uL
SYBR green, 1 uL cDNA ve 8,6 plL niikleaz yoksun su ortaminda gergeklestirildi. PCR
donglisii 95 ° C'de 3 dakika siireyle ilk denatlirasyon adimindan sonra 95° C'de 10 sn,

58° C'de 30 sn ve 72 ° C'de 20 sn ile 45 dongli gerceklestirildi.

1 Déngi 45 Dongl

1

1

1

1

I

1

1

1

1

95°C

95°Cc ! .
300 93¢ 0:15
1
1
1
1
1
1
1
1
I
1

0:10 °
020 soc
1:00
58°C
0:30

Sekil 3.10. RT-gPCR dongli semasi
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PCR reaksiyonu icin kantitasyonu saglamak amaci ile bir i¢c kontrol geni
eklenerek analizler sayisal hale getirildi. Calismada bu amacla aktin geni ve GusB
genleri kontrol (house-keeping gen) olarak kulanildi.

Her 6rnek icin kontrol gen olarak kabul edilen Aktin geni ve Gus B geni (house-
keeping gen) diizeltme icin kullanilarak transkripsiyon seviyesi istenilen genlerdeki
transkripsiyon seviyeleri hesaplanarak kaydedildi. Syber Green cift iplikcikli DNA'ya
baglanmasiyla indiiklenen floresans siddeti 6l¢ildu.

3.10. Hipokampus homaojenizasyonu

Hipokampusler homojenizasyon oncesi tartildi. Doku homojenizasyonu igin
yapilacak biyokimyasal analizlere uygun tampon hazirlandi.

Tampon igerigi;

Doku homojenizasyonu: Dokular % 10 (w/v) agirlik/hacim olacak sekilde icinde
nihai olarak proteaz inhibitoéri bulunduran 2 mM EDTA, % 0,5 Triton X-100 iceren 50
mM Tris pH 7,4 tamponu ile buz lizerinde 3 x 10 saniye Ultra-Turrax ® (S8N-5g, IKA-
Werke GmbH) cihazi ile homojenize edildi. Tim islemler protein yikimini dnlemek icin
buz tizerinde yapildi. Kullanilan ¢ézeltiler de buz izerinde tutuldu. Homojenatlar +4°C
sicaklikta 13.000g’de 15 dakika santrifiijlendi. Santriflij sonrasi Ustte kalan sivi
(stipernatan) alinarak protein incelemelerinde kullanilana dek -80°C’ta tutuldu.

3.10.1. Protein tayini

BCA deneyi (143), bisinkoninik asit (BCA) kullanilarak protein alkalin
¢Ozeltilerinde Biuret kompleksi tarafindan Cu2 + 'dan Cu + olusumunu olcer. (144).
Homojenize edilen hipokampus oOrneklerinin protein tayini BCA kiti ile
gerceklestirilmistir.

3.10.2. Hippokampal BDNF, pCREB, CREB, cAMP, PKA seviyesinin ELISA
temelli yontemler ile belirlenmesi

ELISA, sofistike veya pahali ekipmana gerek olmadan bir analitin saptanmasi
ve kantitatif veya kalitatif analizi icin kullanilan hassas ve spesifik bir analitik
biyokimya yontemidir (145-147). Analit, spesifik bir protein ya da birden fazla

proteinin (bir biyomolekiler kompleks) karisimi olabilir.
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Bir metodoloji olarak ELISA, monoklonal veya poliklonal antijene 06zgi
antikorlarin kullanimina dayanan bir yontemdir (Radyoimmiinoanaliz tekniklerinin
gelistirilmesi bir donim noktasi olmustur. Bu teknikle, tespit antikorlari,
radyoaktiviteyi Olcerek bir proteini o6lcmenin dolayli bir yolunu saglayan
radyoizotoplar ile etiketlenebilir). Alternatif olarak dolayl kantifikasyon, uygun
substrat kullanimi ile Uretilen sinyalin, biyolojik enzimlere kimyasal olarak bagli
antikorlarla olctlmesi suretiyle gerceklestirilebilir. Benzer sekilde, flioresan etiket
teknolojisi (bir etiket veya prob olarak da bilinen bir l[iminesans bicimi), fllioresan
kuantum verimlerini 6lcerek proteinin dolayl olarak ol¢lilmesini saglar. Genel olarak,
ELISA diisuk nanogram skalasina kadar tespit / dlcim limiti (LOD / LOQ) ile iyi bir
hassasiyete sahiptir (148, 149).

ilgilenilen antijenin sabitlenebilmesi biciminde degisen iki temel yéntem
vardir. Dogrudan kaplama yaklasiminda antijen genellikle pH> 9 olan bir karbonat /
bikarbonat tamponunda seyreltilir ve pasif adsorpsiyonla dogrudan bir mikrotitre
plakasinin kuyucuklarinin i¢ ylzeyine tutturulur (Sekil 3.11. a, b). Kuyulara adsorbe
edilen antijene 6zgli bir antikor olan Sandwich ELISA yaklasimi olarak da bilinen
yakalamada veya dolayli kaplamada, antijen numunesi ile inkiibasyondan sonra ilgili
antijeni hareketsiz hale getirir (Sekil 3.11.c). Bu yaklasim daha hassastir ve saptanacak
antijen kiclik miktarlarda oldugunda veya fizikokimyasal 6zellikleri kuyucuklara
yeterli sekilde yapismasina izin vermediginde veya numuneler birden fazla protein
icerdiginde yaygin olarak kullanilir. Bu yaklasimla, sadece ilgili antijen bu antijene
spesifik antikora baglanir.

Kompetetif ELISA olarak adlandirilan daha karmasik bir ELISA bicimi vardir.
Kompetetif ELISA'nin ayirt edici 6zelligi, referans / standart analitin bilinmeyen bir
miktarda ayni analitin (bilinmeyen 6rnekten tanitilarak) kombinasyonunun sinirh
sayida antikor baglanma boélgesine baglanma icin rekabet etmesidir Kompetetif ELISA
deneyi, analit veya kati faza emilen antikor ile gerceklestirilebilir. Bu formatin ilk
varyasyonunda (Sekil 3.11. d) ilave edilen numune analiti, sinirli miktarda etiketli
antikora baglanmak icin kati faz tarafindan emilen referans / standart analit ile

rekabet etmektedir. Bu formatin ikinci varyasyonunda (Sekil 3.11. e), c¢ozeltideki
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etiketli referans / standart analit, bilinmeyen numune analiti ile birlestirilir ve her ikisi
de sinirl miktarda kati faz tarafindan emilen antikora baglanmak icin rekabet eder
(150).

Homojenize edilen hipokampus 6rneklerinden cAMP, CREB, pCREB ve BDNF
miktar tayinlerinde (protein ekspresyon analizi) ile Protein kinaz A enzim aktivitesi

icin ise aktive tayin ydntemi olarak farkli ELISA yéntemleri kullaniimistir.

substrate

substrate <
< Secondary O
O antibody )L
VS

conjugate
Primary )
antibody 7 Primary
conjugate Antibody

a b

< substrate
)k Secondary <ubstrate ( ) substrate
/ '\ antibody <
Primary conjugate Inh|b|tor

Antibody Anngen
Capture )
Antibody ﬁ

c

Sekil 3.11. ELISA metodu; Direk ELISA a), indirek ELISA b), Sandvi¢ ELISA c),
Kompetetif ELISA isaretli antikor ile d), Kompetetif ELISA isaretli antijen ile (150)

3.11. Verilerin analizi

Bulgular ortalama + SEM (standard error of mean) seklinde rapor edilmistir.
Lokomotor aktivite, yeni nesne tanima, pasif sakinma, biyokimyasal analizler ve RT-
gPCR verilerinin istatistiksel degerlendirmesi icin Mann-Whitney-U testi
kullanilmistir. istatistik analiz ve grafik cizimlerinde Prism 7.0 kullanilmistir. Prism 7.0
programi kullanilarak analizlerden 6nce verilerin normal dagilima uygunluklari ve

normalite testleri gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel PKU modelinin plazma fenilalanin miktari saptanarak
dogrulanmasi

Fenilketondiri, hiperfenilalaninemi ve kontrol gruplari olusturuldu, plazma Phe
dizeyleri olculdi. Sekil 4.1.,, PKU ve kontrol grubu sicanlarin Sekil 4.2.' de
hiperfenilalanemi grubu sicanlarin deneyin bitiminden sonraki plazma fenilalanin
seviyelerini gostermektedir. PKU olusturulan disi ve erkek sicanlar (****p =0,0001),
ile kontrol grubu erkek ve disi sicanlarin plazma fenilalanin seviyesi sirasiyla 7,73 ve

6,10 kat artis istatistiksel olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. Plazma Phe seviyeleri. Kontrol grubu disi sicanlar ile PKU grubu disi sicanlar
karsilastinldiginda (****p =0,0001); Kontrol grubu erkek sicanlar ile PKU grubu erkek
sicanlar karsilastirildiginda (**** p =0,0001).

Hiperfenilalanemi grubu sicanlar ile kontrol grubu arasinda plazma Phe

seviyesinde 140,5 kat artis istatistiksel olarak artmistir (Sekil 4.2. ***p=0,002).
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Sekil 4.2. HPE grubun plazma Phe seviyeleri. Kontrol grubu sicanlar ile HPE grubu
sicanlar karsilastirildiginda (*** p =0,0002)

4.2. Lokomotor Aktivite testi sonuglari

Fenilketoniiride lokomotor aktivite testine sonuclarina gore, 10 dakika
icerisinde kontrol grubu disilerin toplam kat ettikleri mesafe 1605,8 cm iken, PKU
disileri 1499.1 cm yol almislardir. Ayni kosullar altinda kontrol grubu erkeklerinin kat
ettikleri toplam mesafe 1591,1 cm iken PKU erkeklerinde bu deger 1232,8 cm olarak
bulunmustur. Kontrol grubu ile PKU grubu disi sicanlar arasinda 0,93 kat azalmistir
fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Kontrol grubu ile PKU grubu
erkek sicanlar arasinda 0,77 kat azalmistir ve istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (Sekil 4.3.). Disi sicanlarda PKU vs kontrol grubu sicanlar ile
karsilastinldiginda p=0,6334; Erkek sicanlarda PKU vs kontrol grubu sicanlar ile
karsilastirildiginda *p=0,0156).
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Sekil 4.3. Lokomotor aktivite testinde kat edilen mesafe; Disi sicanlarda PKU grubu ile
kontrol grubu sicanlar ile karsilastirildiginda, (p=0,6334); Erkek sicanlarda PKU vs
kontrol grubu sicanlar ile karsilastinldiginda (* p=0,015).

4.3. Yeni nesne tanima testi

Ogrenmeden bir saat sonra gerceklestirilen test ile PKU erkek ve disi sicanlarin
kontrol grubu erkek ve disi sicanlara gore yeni nesne ile gecirdikleri siire kaydedildi.
Her iki grupta ayiricilik indeksinde istatiksel olarak anlaml bir fark gézlenmedi (Sekil

4.4, PKU disi p=0,2974, PKU erkek p=0,2429).
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Sekil 4.4. PKU disi sican (A), PKU erkek sican (B) 1 saat sonra gerceklestirilen yeni
nesne tanima testi erkek ve disi sicanlara ayiricilik indeksi.
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24 saat sonra yeni nesne tanima testi tekrarlandi. Bu sefer nesnelerden biri
alinarak yerine bambaska renk ve sekilde bir nesne yerlestirildi. Sican 5 dk boyunca
tekrar nesneler ile yiizlestirildi ve gdzlemler kayit edildi. 24 saat sonra gerceklestirilen
test sonucunda PKU erkek ve disi sicanlarin kontrol grubu erkek ve disi sicanlara gére
yeni nesne ile gecirdikleri zamanda anlaml bir azalma olmadigl sonucuna ulasildi

(Sekil 4.5. PKU disi p=0,1918, PKU erkek p=0,1634).
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Sekil 4.5. PKU disi sican (A), PKU erkek sican (B) 1 saat sonra gerceklestirilen yeni
nesne tanima testi erkek ve disi sicanlarda ayiricilik indeksi.

Yeni nesne testinde aldigimiz sonuclara gére PKU grubunun yeni nesne ile
kontrol grubuna gore daha fazla ilgilendigi tespit edildi. Bu sonuclar dogrultusundan
yeni kontrol grubu eklenerek anneden ayrilma stresi elimine edildi. Yeni kontrol
grubuna ait veriler ile PKU grubu verileri karsilastirildiginda ise sonu¢ degismedi. Bu
calisma sonucunda da PKU grubun yeni nesne ile kontrollere benzer oranda ilgilendigi
gozlenmis oldu. Sicanlarin sag (N1 tarafi) ve sol (N2 tarafi) taraftan birine daha fazla
yonelmis olabilecegi distncesiyle 1.giin kayitlari tekrar analiz edildi. Yeni analiz
sonucu kontrol grubunun deney kutuna koydugumuzda disi sicanlarin yeni nesnenin
konuldugu tarafa %43 (N1), erkek sicanlarin ise %40 (N1) yonelme egilimde oldugu
saptandi (Sekil 4.6.).
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Yeni nesne tanima sonuclarini bu egilimi gdz Online alarak sag tarafa
gecirdikleri slire ve sol tarafta gecirdikleri siire sirasiyla disilerde 0,43 veO0,57,
erkeklerde 0,40 ve 0,60 kat sayisilari ile tekrar carpilarak tekrar hesaplandi. Yeni
hesaplama ile ettigimizde elde edilen sonuglar kontrol grubu 6grenmesinde bozulma

olmadigini gosterdi.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu sicanlarin iki ayni nesne ile karsilastiklarinda hangi tarafi
tercih ettikleri. (N1 yeni nesnenin koyuldugu taraf)

4.4.Pasif sakinma testi
6 saat sonra gerceklestirilen test ile PKU disi ve erkek sicanlarin, kontrol grubu disi
ve erkek sicanlara gore gecis gecikmelerinde azalma olmadigi sonucuna ulasildi (Sekil

4.7. 6 saat sonra PKU disi p=0,1307, PKU erkek p=0,1463).
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Sekil 4.7. PKU disi sican (A), PKU erkek sican (B) 6 saat sonra gerceklestirilen pasif
sakinma testi disi ve erkek sicanlarda gecis gecikmesi.
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24 saat sonra gerceklestirilen test ile PKU disi ve erkek sicanlarin kontrol
grubu disi ve erkek sicanlara gore gecis gecikmelerinin daha fazla artma oldugu

sonucuna ulasildi (Sekil 4.8. 24 saat sonra PKU disi p=0,4261, PKU erkek p=0,0089).
A B
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Sekil 4.8. PKU disi sican (A), PKU erkek sican (B) 24 saat sonra gerceklestirilen pasif
sakinma testi disi ve erkek sicanlarda gecis gecikmesi.

Ancak her erkek grupta da PKU'lu sicanlarin kontrol grubu sicanlara gore gecis
gecikmesi daha gec oldu, bunun erkek sicanlarda gozlenen lokomotor aktivitedeki
azalmayla iliskili olabilecegi dislintldi. Yani az hareket ettikleri icin baslangicta

konduklari aydiklik bolmeden ¢ikmadilar.

4.5.Toplam viicut agirhk degisiklikleri

PKU dis ve erkek grup ile kontrol disi ve erkek gruplarinin toplam vicut
agirliklari sakrifikasyon oncesi tartilarak belirlenmistir. PKU'li grup ve kontrol grubu
karsilastirldiginda disi ve erkek grupta da sirasiyla 0,78 ve 0,75 kat istatistiksel olarak
anlamli bir kilo kaybi tespit edilmistir (Sekil 4.9. PKU disi, kontrol grubu disi sican ile
karsilastiginda **p=0,0079; PKU erkek, kontrol grubu erkek sican ile karsilastiginda
**p=0,0017).
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(9

Toplam viicut agirhklar

Sekil 4.9. PKU ve kontrol grubu toplam viicut agirligi degisimleri

Hiperfenilalanime ve kontrol grubu deney siresince tartilmis ve kilo artislari
not edilmistir. Sekil 4.10.'da gorildigiu gibi HPE grubunun kilo artisinin kontrol

grubuna gore anlamli olarak yiksek oldugu gosterilmistir (Sekil 4.9. ****p=0,0001).
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Sekil 4.10. HPE ve kontrol grubu toplam viicut agirhgi degisimleri
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PKU disi ve erkek grup ile kontrol disi ve erkek gruplarinin hipokampus
dokulari biyokimyasal analiz 6ncesi tartilarak karsilastiriilmasi yapilmistir. Sekil 4.11
'de gosterildigi gibi PKU disi ve erkek gruplarin kontrol grubuna goére kiyaslandigindan

hipokampus agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
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Sekil 4.11. PKU ve kontrol grubu hipokampus agirliklari degisimi

HPE grup ile kontrol grubu hipokampus dokulari biyokimyasal analiz 6ncesi
tartilarak karsilastirilmasi yapilmistir. Sekil 4.12 'de gosterildigi gibi HPE grubunun
kontrol grubuna gore hipokampus agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir.

S 400~

E

f=

S 300+

=

=

o))

© 200+

(2]

=

£

E  100-

K

o

2

I 0~ T
ng'

Sekil 4.12. HPE ve kontrol grubu hipokampus agirliklari degisimi
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4.6.Hipokampuste PKA, CREB ve BDNF mRNA Transkripsiyon Diizeyleri

Real time PCR 1 uL cDNA kullanilarak gerceklestirildi. Spesifik genlere ait RT-
PCR sonuglari Aktin ekpresyonu kullanilarak normalize edildi ve mRNA miktarlari

olarak ifade edildi. Veriler ortalama + S.E.M. yontemi ile hesaplandi.

4.6.1. Hipokampus Protein Kinaz A mRNA ifadesinin Real Time PCRile analizi

Hipokampal PKA ekspresyonu incelendiginde, deneysel PKU grubu disi ve
erkek sicanlarin kontrol grubu disi ve erkek sicanlara gére PKA mRNA ekpresyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.13. PKU disi
p=0,2318 A); PKU erkek p=0,4845). Her iki grupta da mRNA ifadeleri ayni seviyelerde

saptanmistir.
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Sekil 4.13. Hipokampal PKA m-RNA ekspresyonunun kontrol ve deneysel PKU olan
sicanlar arasinda cinsiyete gore karsilastiriimalari. Degerler aktin ifadesine goére
normalize edilmistir. Disi p=0,2318, erkek p =0,4845.

4.6.2. Hipokampus CREB m-RNA ifadesinin Real Time PCR ile analizi
Hipokampal CREB mRNA ifadesi hem kontrol grubu hayvanlarda hem de
deneysel PKU olusturulan hayvanlarda RT-PCR yontemi ile incelenmis ve kontrol geni

olarak aktin ifadesine gore elde edilen degerler normalize edilmistir. PKU disi ve
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erkek sicanlarin kontrol grubu disi ve erkek sicanlara gére CREB mRNA
ekpresyonunda sirasiyla 0,50 ve 0,45 kat azalarak istatistiksel olarak anlaml bir fark
gozlenmistir (Sekil 4.14. PKU disi *p=0,0499 A); PKU erkek ***p =0,0007). Bu
molekilin ifadesi cinsiyetten bagimsiz olarak PKU grubunda azalmis olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.14. Hipokampal CREB mRNA ekspresyonunun kontrol ve deneysel PKU
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. Degerler aktin ifadesine gore
normalize edilmistir. Her iki cinsiyette de PKU grubunun daha disik CREB ifadesine
sahip oldugu gozlenmektedir. Disi *p=0,0499, PKU erkek ***p =0,0007.

4.6.3. Hipokampus BDNF mRNA ifadesinin Real Time PCR ile analizi

Hipokampal BDNF mRNA ifadesi hem kontrol grubu hayvanlarda hem de
deneysel PKU olusturulan hayvanlarda RT-PCR yontemi ile incelenmis ve kontrol geni
olarak aktin ifadesine gore elde edilen degerler normalize edilmistir. Deneysel PKU
grubu disi ve erkek sicanlarin kontrol grubu disi ve erkek sicanlara gore BDNF, mRNA
ekpresyonu seviyeleri sirasiyla 0,68 ve 0,75 kat azalarak arasinda istatistiksel anlaml
bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.15. PKU disi *p=0,0265 A); PKU erkek *p =0,0260).
Ancak bu molekilin ifadesi cinsiyetten bagimsiz olarak PKU grubunda azalmis olarak

bulunmustur
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Sekil 4.15. Hipokampal BDNF mRNA ekspresyonunun kontrol ve deneysel PKU
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. Degerler aktin ifadesine gore
normalize edilmistir. Her iki cinsiyette de PKU grubunun daha disik CREB ifadesine
sahip oldugu gozlenmektedir. Disi *p=0,0265, PKU erkek *p =0,0260.

4.7 . Hipokampuste AChE ve BChE mRNA Transkripsiyon Diizeyleri

Asetilkolin hipokampuste 6grenme ve bellek gelisimini destekleyen 6nemli bir
norotransmitterdir (151). Bu nedenle hipokampusten izole edilen RNA’lardan elde
edilen cDNA’lar ile asetilkolin hidrolizinden sorumlu kolinerjik sistem bilesenlerinden
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) mRNA ekspresyonu RT-PCR ile
belirlendi. Sonuclar kontrol geni olarak Gus B ekpresyonuna gore normalize edildi ve
mRNA miktarlar olarak ifade edildi. Veriler ortalama * S.E.M. 22Ct yéntemi ile

hesaplandi.

Hipokampal asetilkolinesteraz mRNA ifadeleri incelendiginde deneysel PKU
grubu sicanlarin erkek sicanlarin kontrol grubu erkek sicanlara gére AChE mRNA
ekpresyonundan 0,79 kat azalarak istatistiksel anlamli bir fark gozlenmistir (Sekil 4.16.

AChE mRNA seviyesi PKU disi p=0,2965, PKU erkek p* =0,0131,
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Sekil 4.16. Hipokampal AChE mRNA ekspresyonunun kontrol ve deneysel PKU
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastiriimalari. Degerler GUSB ifadesine gore
normalize edilmistir. AChE ifadesinin Ozellikle PKU erkek grubunda belirgin olarak
daha disiik ifadeye sahip oldugu gozlenmektedir. Disi p=0,2965, PKU erkek *p
=0,0131.

Hipokampal butirilkolinesteraz mRNA ifadeleri incelendiginde deneysel PKU
grubu sicanlarin erkek sicanlarin kontrol grubu erkek sicanlara gére BChE mRNA
ekpresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmistir. Ozellikle PKU
grubuna dahil olan erkek sicanlarda BChE mRNA ifadesi 1,64 kat azalarak carpici bir
disls gozlemlenmektedir. Disilerde ise BChE mRNA seviyeleri arasinda gruplar arasi
anlamli bir fark bulunamamistir. (Sekil 4.17. BChE mRNA ekpresyon seviyesi PKU disi
p=0,1794 A); PKU erkek *p =0,0134) 0,75 kat azalarak
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Sekil 4.17. Hipokampal BChE mRNA ekspresyonunun kontrol ve deneysel PKU
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastiriimalari. Degerler GUSB ifadesine gore
normalize edilmistir. BChE ifadesinin Ozellikle PKU erkek grubunda belirgin olarak
daha disitk ifadeye sahip oldugu gozlenmektedir. Disi p=0,1794 PKU erkek *p
=0,0134

4.8. Hipokampuste protein seviyesinin BCA yontemi ile kantitatif analizi

Hipokampal protein miktarlari hem kontrol grubu hayvanlarda hem de
deneysel PKU olusturulan hayvanlarda BCA yontemi ile incelenmistir. Elde edilen
sonuclara hicbir deneysel grup arasinda protein miktarlari agisindan anlamli bir fark

gozlenmemistir. PKU (Sekil 4.18.) ve HPE (Sekil 4.19.)
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Sekil 4.18. Hipokampal protein miktarlarinin kontrol ve deneysel PKU olusturulan
sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. Degerler kantitatif BCA yontemi ile tayin
edilmistir. Analiz sonucu protein seviyelerinde PKU grubunda bir azalma egilimi olsa
da istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.19. Hipokampal protein miktarlarinin kontrol ve deneysel hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastirlmalari. Degerler kantitatif BCA
yontemi ile tayin edilmistir. Analiz sonucu tiim gruplarda sabit ve ayni miktarlarda
protein oldugu ve cinsiyetin bu degerler Gizerine bir etkisi olmadigi gozlemlenmistir.

4.9. Hipokampuste PKA yolagi protein bilesenlerinin ELISA yontemi ile
kantitatif analizi

Real time PCR yontemi ile mRNA ifadeleri belirlenen PKA, CREB, BDNF
molekiilleri ve bunlara ek olarak cAMP ve fosforile CREB molekdlleri de ELISA yontemi

ile incelenerek sayisal degerler elde edildi.
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4.9.1. Hipokampus cAMP miktarinin ELISA yontemi ile belirlenmesi

Hipokampal cAMP miktarlari hem kontrol grubu hayvanlarda hem de deneysel
PKU olusturulan hayvanlarda ELISA yontemi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore deney gruplart arasinda cAMP miktarlari agisindan anlamh bir fark

gozlenmemistir. PKU (Sekil 4.20.) ve HPE (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.20. Hipokampal cAMP miktarlarinin kontrol ve deneysel PKU olusturulan
sicanlarda cinsiyete gore karsilastiriimalari. Degerler kantitatif ELISA yontemi ile tayin
edilmistir. Analiz sonucu tiim gruplarda sabit ve ayni miktarlarda cAMP oldugu ve
cinsiyetin bu degerler Gzerine bir etkisi olmadigl gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.21. Hipokampal cAMP miktarlarinin kontrol ve deneysel hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastiriimalari. Degerler kantitatif ELISA
yontemi ile tayin edilmistir. Analiz sonucu cAMP seviyelerinde HPE grubunda azalma
egilimi olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlemlenmistir.
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4.9.2. Hipokampus PKA aktivitesinin ELISA yontemi ile belirlenmesi

Hipokampal PKA aktiviteleri hem kontrol grubu hayvanlarda hem de deneysel
PKU olusturulan hayvanlarda ELISA yontemi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara
deneysel gruplar arasinda hem cinsiyet hem de PKU ile iliskili bir degisiklik
gozlenmemistir. Disi hayvanlarda PKU grubu PKA aktivitesinde kontrol grubuna gore
3,14 kat artarak istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Erkek hayvan
gruplarinda ise PKA aktivitesi 0,39 kat azalarak tam tersi bir egilim icindedir. Kontrol
erkek grubunda yiksek miktarlarda bulunan PKA aktivitesi PKU erkek grubunda

anlamli ve belirgin olarak azalmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. Hipokampal PKA aktivitesinin kontrol ve deneysel hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastiriimalari. Degerler kantitatif ELISA
yontemi ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuclara gére PKU disi ve PKU erkek grubun
kontrol disi ve erkek gruplarina gore PKA aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. PKA disi p=0,0311, PKA erkek p= 0,048

Hiperfenilalaninemi grubuna ait PKA aktivitesi degerleri incelendiginde HPE
grubunda PKA aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla goreceli daha fazla oldugu

gozlense de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Hipokampal PKA aktivitesinin kontrol ve deneysel hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda kontrol grubuna gore karsilastirilmalari. Degerler kantitatif
ELISA yontemi ile tayin edilmistir. HPE grubunda kontrol grubuna goére artis eegilimi
olsa bile istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamistir.

4.9.3. Hipokampus Total CREB miktarinin ELISA yontemi ile belirlenmesi

Hipokampal CREB miktarlari hem kontrol grubu hayvanlarda hem de deneysel
PKU olusturulan hayvanlarda ELISA yontemi ile incelenmistir. Total CREB sandvig
ELISA metodu ile tayin edildiginde, PKU disi grupta kontrol disi gruba gore 1,75 kat
artarak istatistiksel olarak anlamh bir fark gozlenmistir (Sekil 4.24. PKU disi
p*=0,0174; PKU erkek p =0,0757). HPE (Sekil 4.25.) grubu verileri kontrol grubu ile
karsilastirdiginda Total CREB seviyelerinde istatistiksel anlamli  bir fark
gozlenmemistir. Ancak egilimler incelendiginde kontrol disi grubuna karsi PKU disi
grubunda disi grubunda bir artis egilimi ve bu gruplara karsi gelen erkek gruplarinda
(kontrol erkek vs PKU erkek) ise Total CREB miktarlarinda bir azalis egilimi

gozlenmistir.
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Total CREB (450nm)

Sekil 4.24. Hipokampal CREB miktarlarinin  kontrol ve deneysel PKU olusturulan
sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. Her iki cinsiyete ait grupta zit bir egilim
izlenmektedir. Disi PKU grubu kontrol disi grubuna kiyasla belirgin olarak artmis bir
total CREB seviyesi gozlenmekte olu bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Erkek
hayvanlarda ise kontrol grubunda yiksek olan total CREB seviye azalma egilimi
gosterse de bu egilim istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamaktadir. PKU disi
p*=0,0174; PKU erkek p =0,0757)
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Sekil 4.25. Hipokampus dokusundan Total CREB analizi. HPE grubun kontrol grubuna
gore Total CREB seviyesi

4.9.4. Hipokampus FosfoCREB miktarinin ELISA yontemi ile belirlenmesi

Hipokampal fosfoCREB miktarlari hem kontrol grubu hayvanlarda hem de
deneysel PKU olusturulan hayvanlarda ELISA yontemi ile incelenmistir. Hipokampal
pCREB miktarlari ELISA metodu ile tayin edildiginde, disi PKU grubu CREB
miktarlarinin disi kontrol grubuna gore 0,48 kat azaldigi ve bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gozlenmistir. Erkek hayvan gruplarinda ise PKU grubunda
kontrole kiyasla bir artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml degildir (Sekil

4.25 PKU disi *p=0,05; PKU erkek p =0,4916 ).
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Sekil 4.26. Hipokampal pCREB miktarlarinin kontrol ve deneysel PKU olusturulan
sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. Her iki cinsiyete ait grupta zit bir egilim
izlenmektedir. Disi PKU grubu kontrol disi grubuna kiyasla belirgin olarak azalmis bir
pPCREB seviyesi gozlenmekte olup bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Erkek
hayvanlarda ise kontrol grubuna kiyasla PKU grubunda pCREB seviyesinde artma
egilimi gosterse de bu egilim istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamaktadir
(PKU disi p*=0,05; PKU erkek p =0,4916).

Hiperfenilalaninemi grubuna ait pCREB verileri (Sekil 4.26.) kontrol grubu ile

karsilastirdiginda bir artma egilimi gézlenmesine ragmen gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlami bir fark bulunamamuistir.
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Sekil 4.27. Hipokampal pCREB miktarlarinin kontrol ve deneysel Hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda karsilastiriimasi. HPE grubu pCREB miktarinda artis egilimi
gozlense de istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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CREB proteinin aktif formu pCREB proteinidir. Bir sinyal yolaginin aktivasyon
durumu sadece yolak proteinlerinin total miktarlari ile degil ayni zamanda aktif
formlarinin miktarlari ve bu iki formun birbirine oranlari ile de incelenmelidir. Bu
amacla hem total protein formu hem fosforile formlar hem de mimkiin ise enzimatik
aktivite olcilmelidir. Bu nedenle pCREB ifadesi total CREB miktarilarina oranlanarak
yolagin durumu incelenmistir. Disi PKU grubu kontrol disi grubuna kiyasla belirgin
olarak 0,24 kat azalis gozlenmekte olup bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Erkek
hayvanlarda ise kontrol grubunda pCREB/CREB seviyende artma egilimi gosterse de
bu egilim istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamaktadir (Sekil 4.28. PKU disi
**p=0,003; PKU erkek p =0,9003). Bulgular bize pCREB/CREB oraninin disi PKU grupta
azaldigi ve bu vyolagin baskilandigini, erkek PKU grubunda ise etkilenmedigini

gostermektedir.
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Sekil 4.28. Hipokampal pCREB/CREB miktarlarinin kontrol ve deneysel PKU
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. Disi PKU grubu kontrol disi
grubuna kiyasla belirgin olarak azalis gbzlenmekte olup bu artis istatistiksel olarak
anlamhdir. Erkek hayvanlarda ise kontrol grubunda pCREB/CREB seviyende artma
egilimi gosterse de bu egilim istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamaktadir
PKU disi p**=0,003; PKU erkek p =0,9003)

pCREB/CREB miktarlarinin kontrol ve hiperfenilalaninemi grubu sicanlarda
gore karsilastirildiginda, HPE grubu kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak artis
gozlenmekte olup bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.29.

p=0,5471).
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pCREB/CREB

+°°¢°‘ &
Sekil 4.29. Hipokampal pCREB/CREB miktarlarinin kontrol ve hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlar gore karsilastiriimalari. HPE grubu kontrol grubuna kiyasla
belirgin olarak artis gozlenmekte olup bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir

p=0,5471).

4.9.5. Hipokampiis BDNF miktarinin ELISA yontemi ile belirlenmesi

Hipokampal BDNF miktari hem kontrol grubu hayvanlarda hem de deneysel
PKU olusturulan hayvanlarda ELISA yontemi ile incelenmistir. Deneysel PKU grubu disi
ve erkek sicanlarin kontrol grubu disi ve erkek sicanlara gére BDNF protein
ekpresyonu seviyeleri arasindaistatistiksel anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.30.

PKU disi p=0,5197 A); PKU erkek p =0,9021).
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Sekil 4.30. Hipokampal BDNF miktarlarinin kontrol ve deneysel PKU olusturulan
sicanlarda cinsiyete gore karsilastirilmalari. PKU disi ve PKU erkek grubun kontrol disi
ve erkek grubuna gore BDNF seviyesi Her iki cinsiyette artan bir egilim izlenmesine
ragmen hicbir grup karsilastimasinda istatistiksel olaraka anlamli bir fark
bulunamamistir (PKU disi *p=0,0265 A); PKU erkek *p =0,0260).
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Hipokampal BDNF miktarlari hem kontrol grubu hayvanlarda hem de deneysel
hiperfenilalaninemi olusturulan hayvanlarda ELISA yontemi ile incelenmistir. Elde
edilen sonuclara gore hicbir deneysel grup arasinda BDNF miktarlari acisindan anlaml

bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. Hipokampal BDNF miktarlarinin kontrol ve deneysel Hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda karsilastirilmasi. HPE grubu ve kontrol grubu BDNF miktarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamisti, her iki grupta da BDNF ayni seviyelerde
gozlenmektedir



Tablo 4.1. Sonuglarin 6zet tablosu
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Misli Artig/Azalig

Misli Artig/Azalig

Kontrol Disi PKU Disi Kontrol Erkek PKU Erkek Disi Erkek
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
- 7,73 Kat Artis 6,10 Kat Artis
Plazma Phe seviyesi 1,085 8,388 1,311 7,996 (**%%p =0,0001) (***%p =0,0001)
- 0,93 Kat Azalig 0,77 Kat Azalig
Lokomotor aktivite 1606 1499 1591 1233 (p=0,6334) (*p=0,0156)
. — 0,78 Kat Azalig 0,75 Kat Azalig
Toplam viicut agirhigi 57,92 45,13 56,18 41,89 (*%9=0,0079) (*%p=0,0017)
PKA mRNA ifadesi 1,046 1,141 1,078 0,8921 1'((;25;;?;'5 O'fpigi: ;:125"‘)'5
. . 0,50 Kat Azalig 0,45 Kat Azalig
REB mRNA if 1,1 2 1,072 47
CREB mRNA ifadesi ,193 0,598 0 0,4798 (*0=0,0499) (+*4920,0007)
. . 0,68 Kat Azalig 0,75 Kat Azalig
BDNF mRNA ifadesi 1,068 0,7272 1,035 0,7718 (*p=0,0265) (*p=0,0260)
AChE mRNA ifadesi 0,2146 0,1698 0,2025 0,07845 O'Zpgzg;tgAE;a)“§ Oii?):K(ito?;il)@
. . 1,64 Kat Azalis 3,13 Kat Azalig
BChE mRNA ifadesi 0,1295 0,2124 0,1088 0,341 (p=0,1794) (*p=0,0134)
cAMP miktan 1,752 1,648 1,71 1,603 O'?::gf’:;l;a)“ 01(9:25?;2%25)“§
A 3,14 Kat Artig 0,39 Kat Azalig
PKA Aktivitesi 22,25 69,78 67,14 26,19 (*p=0,0311) (*p=0,0480)
. 1,75 Kat Artis 0,78 Kat Azalsg
Total CREB miktan 0,5333 0,932 0,854 0,6688 (¥p=0,0174) (p=0,0757)
. 0,48 Kat Azalig 1,23 Kat Artig
PCREB miktari 0,08778 0,04222 0,07111 0,08714 (*p=0,05) (p=0,4916)
0,24 Kat Azahs 1,86 Kat Artis
REB/CREB 182 4391 4 1854
pC /C orani 0,1829 0,0439 0,09946 0,185 (¥p=0,003) (p=0,9003)
BDNF miktan 2291 2852 3572 3969 l'éi (;(;tlg;t)'$ liii;aggggt)'s




5. TARTISMA

Fenilketondiri, fenilalanin hidroksilaz eksikliginden kaynaklanan fenilalanin
metabolizmasinin dogustan bir bozuklugu olup yaklasik 1/10000 insanda gorilen
gelen nadir bir hastaliktir. Fenilalanin hidroksilaz enzim mutasyonu ve
dihirobiyopterin enzim mutasyonu PKU hastalarinin doku ve viicut sivilarinda Phe ve
metabolitlerinin birikmesine neden olur. Temel belirti ve bulgular beyinde bulunur,
ancak bu hastaligin patofizyolojisi henliz iyi anlasilmamistir (2).

Kan fenilalanin konsantrasyonlarini azaltarak entellektiel gerilik 6nlenmesine
ragmen, fenilketoniri hastalarinin norobilissel ve psikososyal sonuglari hala saglikh
bireylerinin seviyesinin altinda kalmaktadir (2, 152). Tedavi edilmemis PKU hastalari
ylksek kan Phe dizeyleri gorilir. Klinik olarak tedavi edilmemis PKU, ciddi zihinsel
engellilik, noérolojik problemler, motor bozukluklar ve davranissal problemlerle
karakterizedir (153).

Calismamizda PKU modeli olusturmak icin Sprague-Dawley cinsi sican
yavrulart kullanilmistir. Calismada iki farkli model olusturulmasi amaclanmistir. Bu
hedefle giin asir PAH enzim inhibitori olarak 4 Cl-Phe ile her giin fenilalanin verilerek
PKU modeli ve hergiin yliksek doz Phe enjeksiyonu ile hiperfenilalaninemi modeli
olusturulmustur. Literatlirde farkli PAH enzim ihibitorleri kullanilarak deneysel PKU
modeli olusturulmus calismalar da mevcuttur (134, 135, 154). Yapilan calisma ile
PKU'de bozulan 6grenme bellek mekanizmasi bozuklugunun BNDF sinyal yolagi
Uzerinden cinsiyete gbre aydinlatiimaya calisiimistir. BDNF yolagi ve norobilissel
hastaliklar bircok calisma olmasina ragmen PKU hayvan modelinde herhangi bir
calisma mevcut degildir.

Yapilan calismada erkek PKU sicanlarin kontrol grubu sicanlara gore
lokomotor aktivitesinden azalma gozlenirken disi PKU sicanlarda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Daha 6nce yapilan bir calismada erkek PKU sicanlarda
kontrol grubuna gore lokomotor aktivitenin azaldigini rapor edilmistir. Ogrenme ve

bellegi 6lcmek icin yapilan yeni nesne tanima testinde PKU grubunun kontrol grubuna
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gore yeni nesne ile daha fazla ilgilendigi tespit edilmistir. Literatlirde erkek PKU
sicanlar ile yapilan NOR testinde kontrol grubuna gére PKU grubun 6grenmesinin
bozuldugu rapor edilmistir (155). Literatlirde yer alan PKU calismalarinda davranis
testleri 4-5 aylik fareler Gzerinde gergeklestirilmistir. Ayrica so6zii edilen calismada
PKU trangenik hayvan modeli ile calisilmistir, literatir ile bizim calismamimizin
uyusmamasinin  nedeninin yukarida belirtilen yontemsel farkhliklar oldugu
dislintlmustir. Deney semasinda 14. glinde gozlerinin acilmasi beklenip 6grenme
testine 14. giinde baslanacagi planlanmasina ragmen PKU sicanlarda olusan gelisim
geriliginden dolayi gozleri 21. giinde aciimistir. (155). Bu nedenle testlere 21.gilinden
itibaren baslanmistir. Ancak gelecekte planlanan calismalarda gelisim geriliginin
gorme duyusunu etkileyebilecegi goz 6niinde bulundururularak dokunma veya koku
temelli testlerin yapilmasinin daha uygun olabilecegi disindld.

Yeni nesne tanima testinde kontrol grubunun da beklenen dizeyde
0grenmedigi gozlenmistir. Bunun olasi nedenlerinden birinin yavrularin enjeksiyon ve
davranis deneyleri esnasinda anneden yaklasik 1 saat slireyle ayrilmasi olabilecegi
diisiiniildi. Once ki calismalarda anneden ayrilma stresinin 6grenme ve bellegi
olumsuz etkiledigi bilindiginden (136) yavrularin enjeksiyonlar sirasinda anneden
ayrilmadigi yeni bir kontrol grubu eklendi. Ancak sonuglarda farklilik olusmadi. Bu
dogrultuda yeni bir kontrol grubu eklendi. Yeni kontrol grubu ile tiim davranis testleri
ayni sekilde tekrarlandi fakat tiim islemler boyunca yavru anneden ayrilmadi.

Amigdala ile iliskili 6grenme ve bellegi degerlendirmek icin yaptigimiz pasif
sakinma testinde PKU grubunun 6grenme ve bellek foksiyonlarinda herhangi bir
azalma olmadigl sonucuna ulasildi. Aksine 24 saat sonra PKU grubunun aydinlik
bolmeden karanlik bolmeye gecis gecikmesinin daha fazla oldugu gozlendi. Bu bulgu
lokomotor aktivitede ki azalma ile iliskilendirildi. Yani sicanlarin karanlik kutuda
elektrik soku aldiklarini 6grendiklerinden degil, hareketsiz kalma egiliminde
olduklarindan aydinlik kutuda kaldiklari distintldd. Aydinhk kutuda arastirmaci
davranislarinin azalmis olmasi bu diislinceyi desteklemektir.

Bu calismada bellek islevlerinde PKU ile bir degisiklik saptanmadi. Literatirde

de PKU hastalarinda agirlikli olarak ytrutici islevlerin bozuldugu bildirilmistir (40).
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Ayrica bellegi degerlendiren calismalar sézel bellege yogunlasmistir. insanda sézel ve
gorsel bellegin farkli hemisferler tarafindan yonetildigi bilindiginden bu calismada
gorsel bellegin degerlendirilmis olmasi farklilik gérilmemesinin acgiklayabilir.

Daha 6nce yapilan PKU hayvan ¢alismalarinda, PAH enzim inhibitori verilerek
kan Phe seviyesi ylikseltilmis ve kan Phe seviyesi Ol¢lilerek PKU modeli olustugu
kanitlanmistir. Benzer olarak literatiirde kullanilan transgenik PKU hayvan modelinde
de ayni yontem ile yiksek kan Phe seviyelerine saptanmistir (156). Bizde
calismamizda PAH enzim inhibitori ile beraber fenilalanin uygulamasi sonucu kan Phe
seviyesi yukseltildi. Ayristirilan plazmadan Phe seviyesindeki artis tespiti ile enzimin
inhibe oldugunu kanitlandi. Sonug olarak hem disi hem de erkek PKU gruplarinda kan
Phe seviyesi hedeflendigi gibi yikselmis ve kontrol grubuna goére bu artis istatistiksel
olarak anlamli ¢ikmistir. Bu bulgu, olusturulan PKU hayvan modelinin basarisini
gostermektedir.

Literatlirde PAH mutasyonu yapilan PKU farelerde viicut agirhgi belirlenmis ve
istatistiksel olarak PKU ve kontrol grubu fareleri arasinda anlamli farklar bulunmustur.
Calismamizda toplam viicut agirlik degisimleri belirlenmis ve karsilastiriimistir. Biz de
calismamizda, vicut agirhig verilerini kontrol ve deneysel hiperfenilalaninemi
olusturulan sicanlarda cinsiyete gore karsilastirdik ve istatistiksel olarak viicut
agirliklarinda azalmayi gosterdik. Literatiirde PKU hayvan modellerinde kilo kaybini
gosteren farkh calismalar rapor edilmistir (157). Bizim calismamizda inhibitor
uygulamayip sadece Phe uygulamasi yaptigimiz hayvan grubunda kilo azalmasi yerine
kontrol grubunu gececek kadar kilo artisi gbzlemledik. Bu durumun gercek bir PKU
modelini yansitmadigi diistiniilerek hiperfenilalaninemi grubu davranis testlerine tabi
edilmedi.

BDNF'nin bilissel performanstaki roliinlin en gliclii kaniti, BDNF'nin bellek
Uzerindeki rolini aydinlatmak icin kemirgen modelleri kullanan genis literatiirden
gelmektedir. Bu gliclii kanitin 6rnekleri olarak, BDNF'in bellekteki kritik roliniin acik
gosterimini saglayan iki 6zel ¢calisma vardir. Mu ve ark. (88), endojen hipokampal
BDNF ifadesini etkin bir sekilde yok eden bir BDNF antikoru uygulayarak Morris su

labirenti ile degerlendirilen mekansal 6grenme ve bellek Uzerindeki -etkiyi
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incelemislerdir. Elde ettikleri sonucglar, BDNF'den mahrum birakilan hayvanlarin
bilissel performanslarinin kontrollere kiyasla azaldigini gostermistir. Boylece
BDNF'nin bilissel performans icin 6nemi rapor edilmistir. Diger bir calisma da, Cirulli
ve ark.(87), mekansal 6grenme ve bellek Uzerindeki etkileri incelemek icin yapay
olarak BDNF arttirma yaklasimini benimsemistir. Kemirgenlerle yapilan ve Morris su
labirentinin benzer bir formunu kullanan ¢alismalarinda, eksojen BDNF enjeksiyonlar
ile  uygulanmistir. Calisma sonucunda kontrollere kiyasla eksojen BDNF
enjeksiyonlarini alan kemirgenlerde bilissel performansta iyilesmeler oldugunu
gosterilmistir. Bu yizden iki farkli sorgulama yontemi ile gergeklestirilen bu iki
calisma, BDNF'nin mekansal 6grenme ve bellegin bilissel sireclerine katiliminin
onemini géz 6nine sermektedir. Biz de gerceklestirdigimiz ¢calismada BNDF sinyal
yolagini cAMP/PKA/CREB elemanlari tzerinden analiz ettik. Buldugumuz sonuglara
gore kontrol ve PKU olusturulan sicanlarda cinsiyete gore lokomotor aktivitesi
incelendiginde sadece PKU erkek istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptadik.

Calismada ana yaklasim 6grenme bellek mekanizmasi olarak temel alinan PKA,
CREB ve BNDF yolaginin ozellikle PKU’da hipokampal ifadelerinde degisiklik yaratip
yaratmadig idi. Bu amacla oncelikle yolakta PKA aktivasyonunda gorev alan cAMP
molekilt miktarlarinda kontrol ve PKU olusturulan sicanlarda cinsiyete gore bir fark
olup olmadigini ve ardindan yolak bilesenlerinin hem mRNA seviyesi hem de protein
seviyesinde ifadelerini inceledik. incelemelerde mRNA ifadeleri RT-gPCR protein
diizeyleri ELISA ile 6l¢lda.

PKA aktivitesini uyaran ikincil haberci cAMP molekiiliiniin miktari kontrol ve
PKU olusturulan sicanlarda cinsiyete gore incelendiginde gruplar arasinda fark
bulunamadi. Bir alt basamak olan PKA’nin mRNA ifadesi sonuclarina baktigimiz da ne
erkek PKU ne de disi PKU grubunda kontrol PKA mRNA ekpresyonunda anlamli bir
azalma gorilmedi, tim gruplarda sabit bir diizeyde PKA bulundu. Ancak PKA
proteinin aktivitesi incelendiginde ise erkek sicanlarda PKU gelisimi ile PKA
aktivitesinde azalma gozlendi. Disi sicanlarda ise PKU grubunda kontrol grubuna
kiyasla PKA aktivitesi artti. Bu proteinin mRNA ekspresyonu sabit olmasina ragmen

aktivitesinin cinsiyetlere gore farkli oldugunu soyleyebiliriz.
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PKA aktivitesinin hedeflerinden olan CREB molekdlini de calismamizda hem
mMRNA hem de protein seviyesinde inceledik. CREB proteinin mRNA ifadesi kontrol ve
PKU olusturulan sicanlarda cinsiyete gore incelendiginde ifadenin her iki cinsiyette de
PKU gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak azaldigini saptadik. Ancak bu
molekilin protein ifadesi ve etkinligini gosteren fosforile formu analizleri mRNA
ifadesinin aktif protein formlarina cinsiyete gore farkl sekilde yansidigini gosterdi.
Total CREB ve aktif form olan fosfoCREB protein miktarlari deney diizeneginde yer
alan erkek hayvan gruplarinda degismedigi saptandi. Kisaca ne PKU ne de kontrol
erkek sicanlarin CREB/pCREB diizeyleri birbirlerinden istatistiksel olarak farkh degildi.

Ancak disi sicanlar incelendiginde, PKU grubunda kontrol gruba kiyasla total
CREB diizeylerinde belirgin ve istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu. Ancak PKU
disilerde artmis CREB miktari, aktif formu olan Fosfo CREB diizeylerine yansimadigi
gozlendi. Total CREB miktarinin tersine pCREB miktari disi PKU grubunda disi kontrol
grubu dizeyine kiyasla azaldigi bulundu. Bu durum cinsiyetler arasi gbzlenen farklarin
molekiler temelinde yer aldigini diisinmekteyiz.

Yolakta incelemek icin sectigimiz son bilesen olan BDNF de hem niikleik asit
hem de protein seviyesinde incelendi. BDNF mRNA ifadesi kontrol ve PKU olusturulan
sicanlarda cinsiyete gore incelendiginde ifadenin her iki cinsiyette de PKU gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak azaldigini saptadik. Ancak BDNF mRNA
ekspresyonununda gozlenen bu azalma protein seviyesine yansimadigl gozlendi. Bu
durum ana yaklasimimizda 6grenme bellek mekanizmasi olarak temel alinan PKA,
CREB ve BNDF yolaginin 6zellikle PKU’da hipokampal ifadelerinde degisiklik yarattigini
ancak cinsiyet farklarinin etkisinin daha da etkin oldugunu gosterdi.

Calismamizda, BNDF sinyal yolagi lizerinde degisim hem metabolit hem de
farkli sekillerde ekpresyon seviyesinde disi ve erkek PKU gruplarda arastiriimistir.
Literatiirde PKU'de bozulan bilissel fonksiyonlarin BDNF sinyal yolagi ile ilgili
olabilecegine dair herhangi bir calisma vyoktur. Ayrica cinsiyete gore PKU
calismalarindan mevcut olamamasindan dolayi calismamizin 6zginligu biylik 6nem

arz etmektedir.
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Sinirbilim alaninda cinsiyetin beyin islevi lizerindeki etkisi vurgulanmaktadir.
Bu arastirmada, BDNF yolaginin PKU (zerindeki olasi etkisini cinsiyet ve motor
islevine dayanarak bir dizi néronal sinyal yolagi Gzerinden arastirdik ve cinsiyet
farkinin beyin kaynakh norotrofik faktor yolagi lizerinden olabilecegini rapor etmis
olduk. Daha once rapor edilen calismalar BNDF seviyelerinin cinsiyete gore degisik
gosterdigi bildirilmistir (158).

Cinsiyet steroidleri ile BDNF ekspresyonu arasindaki iliski acik olmasina
ragmen, steroid sinyaliile cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi arasindaki etkilesim istenilen
Olclide aydinlatilamamistir. Yakin zamanda yapilan bir arastirmada, depresyon
modeli olusturulan erkek hayvan gruplarinda cAMP/PKA/CREB/BDNF vyolagi
elemanlarinda azalma rapor edilmistir (159). Bizim calismamizda, literatiir verileri ile
paralellik gostermekte olup PKU modeli erkek sicanlarinin hipokampusundaki PKA
seviyelerinin kontrol grubundakilere gore anlamli derecede disik oldugunu
dogrulamaktadir.

Literatir c¢alismalari  PKU'de oOgrenme ve bellegin bozabilecegini
gostermektedir, ancak molekiiler mekanizmasi hala belirsizdir. Son zamanlarda
yapilan birkacg calisma, PKA-CREB-BDNF sinyal yolunun, uzun siireli 6grenme ve bellek
ileiliskili oldugunu gostermistir(130, 160). PKA, her yerde eksprese edilen ve MSS'nde
hucre ici sinyal iletimine aracilik eden bir serin / treonin kinazdir. Dort alt Giniteye
sahip olan PKA, aktivitesi araciligi ile norojenez, sinaptik plastisite ve bellek
olusumunda 6nemli roller oynar (161, 162). CREB aralarinda PKA, MAPK, PKC ve
CaMK gibi cesitli protein kinaz molekillerinin substrati olarak fosforile olabilen ve bu
fosfotrilasyon sonucu cekirdege gecip farkl genler lizerinde etki gosterebilen bir
diizenleyici faktordir. Coklu sinyal yollari CREB'nin aktivasyonunu etkileyebilir (163,
164).

CREB aracili gen transkripsiyonu ve protein sentezinin, uzun siireli hipokampal
sinaptik plastisite ve bellek olusumunda 6nemli oldugu distnidlmektedir (118, 165,
166). CREB islevi, Ser133 (zerinden fosforilasyonla baskin olarak dizenlenir. p-
CREB'in ifadesi 6grenme ve bellek kaybi ile iliskilendirilmistir (167). BDNF, CREB'nin

asagl akis hedef genlerinden biridir. CREB fosforilasyonu, hayatta kalma, biylime,
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sinaptik plastisite, uzun siireli 6grenme ve bellegi dizenleyen BDNF'nin
ekspresyonuna yol acar (168, 169). BDNF ise uzun sireli potansiyonu (LTP) olusumu
ve sirdirilmesinde dnemli roller oynar. BDNF sinyalinin inhibisyonu, 6grenme ve
bellek icin gereken norofizyolojik temeli olarak ifade edilen LTP'yi uyarabilir (170).

in vitro hipokampal primer kiiltiir calismasinda estrodiol uygulamasi yapilan
kiltiirlerde 7.giinde pCREB seviyesi zirveye cikarken 14. giinde pCREB azalarak CREB
seviyesinin altina diismustiir. Zamana baglh yapilan bu calismada estrodioliin CREB
fosforilasyonu Uzerinden etkisi kanitlanmistir (171). Yapilan farkh bir ¢alismada
dogumdan 2 saat sonra elde edilen sican hipokampts dokularindan cinsiyete gore
estrodiol seviyelerine bakildiginda, disi sicanlarin erkek sicanlara gére hipokampiis
estrodiol seviyeleri istatistiksel olarak yiksek ¢cikmistir (172). Cinsiyet hormonlari hem
erkek hem de disi kemirgenlerde hipokampal morfoloji, plastisite ve bellegin 6nemli
diizenleyicileridir. Bu hormonlarin reseptorlerinin beynin her yerinde bulundugu
dislintldiglinde, bu hormonlar cesitli beyin bolgelerinin aracilik ettigi bircok bellek
tipini modile edebilir. Cinsiyet hormonlarinin 6grenme lzerine etkisene bakildiginda
ise Ostrojenin olumlu etkisi farkh calismalar ile gosterilmistir (173).

Calismamiz da yukarida belirtilen literatir verilerini destekleyecek bicimde
PKU modeli erkek sicanlarda hipokampal PKA aktivitesi kontrol grubuna gore
azalmistir. Bu duruma zit olarak PKU disi grubunda hipokampal PKA ve CREB seviyeleri
kontrol grubuna gobre artmaktadir. Daha oOncede belirtigimiz gibi disilerin
cAMP/PKA/CREB/BDNF sinyal yolagi uzerindeki azalmaya direncli olmalari cinsiyet
steroidleriile iliskili olabilir. RT-qPCR sonugclarina baktigimizda ise hem erkek hem disi
PKU gruplarda CREB ve BDNF hipokampus seviyesi anlamli olarak azalmistir. Fakat bu
azalis mRNA seviyesinde kalmis ve protein diizeyine yansimamistir. Erkek PKU
sicanlarda lokomotor aktivite testi sonuclarina paralel olarak molekiler analizler
PKU'da hipokampal PKA seviyeside buna bagli olarak azalmaktadir. Literatiirde daha
once yapilan PKU calismalarin hepsi erkek hayvan modellerinden olup, disi PKU
model daha dnce rapor edilmemistir.

Bilindigi gibi merkezi kolinerjik néronlar dikkat, algi, 6grenme, bellek, uyku ve

uyanikligin  kontroli, motor fonksiyon dahil olmak Uzere bircok beyin
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fonksiyonlarinda yer alir (174-176). Merkezi kolinerjik sistemlerin islev bozukluklari,
cesitli noropsikiyatrik bozukluklarda yer alirken, Alzhemier hastaligi (AD) ve Lewy
cisimcikli demans (DLB) gibi yasliik bunamalarinda ozellikle belirgindir (177-179).
Asetilkolin hipokampus (180, 181), entorhinal korteks (182) ve piriform korteks (183)
dahil olmak Uzere bircok alanda LTP'yi artirarak kodlamayi gelistirdigini gostermistir.
Alzhemier hastaligi AChE seviyeleri bazi beyin bolgelerinde % 85'e kadar diiserken,
hastalik ilerledikce BuChE seviyeleri (6zellikle G1 formu) arttigi calismalarda rapor
edilmistir (184, 185). Yine elde edilen sonuclar ile literatir verileri karsilastirildiginda
AChE ve BChE mRNA ekpresyonlarina PKU erkek sicanlarin AChE ve BChE mRNA
seviyelerinin kontrol grubuna goére azaldigi gosterilmistir. AChE ve BChE seviyelerin
ogrenme, bellek, uyku ve uyanikhgin kontrolli, motor fonksiyon dahil olmak Uzere
bircok etkisinin oldugunu goz 6ntline alirsak buldugumuz sonuglarin literatir ile tutarh

oldugunu soylenebilir.
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Sekil 5.1. Cinsiyete bagh deneysel PKU ve kontrol grubununda PKA yolak
elemanlarinin degisimi

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara dayanarak o0grenme bellek
mekanizmas! sinyalizasyonunda goézlenen degisiklikleri su bicimde aciklayabiliriz.
Bircok ileti grubunun birlestigi CREB molekiilii bizim c¢alismamizda da PKU'de
gozlenen cinsiyetler arasi farkin donlisim noktasini olusturmaktadir. Erkek grubunda
goreceli olarak sabit kalan yolak elemanlar disi gruptaki aktif pCREB miktarindaki
azalma ile mekanizmanin farkli transkripsiyon regilatorleri Gzerinde olacagini
dislindiridr. Bu yolakta yer alan farkli transkripsiyon faktorleri mevcuttur. BDNF
disinda c-fos, c-jun gibi farkli transkripsiyon faktorleri de hedeflenmis olabilir.
Asetilkolin molekili de bir norotransmitter molekil olmanin yani sira gelisim
sirasinda trofik bir faktor olarak gorev alabilecegi rapor edilmistir (186). Artan
miktarlarda kolinesteraz enzimlerinin asetilkolin miktarinin diizenlenmesinde de

gorevi vardir. Kolinerjik sistem bilesenleri ile asetilkolin azalmasi Alzheimer Hastalig
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gibi demanslarin temelinde yer alan kolinerjik hipotezin 6zini olusturur. Ayrica
kolinesterazlarin farkli gen Grlinlerinin c-fos molekili Gizerinden gerceklestigi rapor
edilmistir (187). Bu ¢alismada da benzer sekilde azalan ChE ifadesi de PKU 6grenme
bellek mekanizmasinin bu yolak ile ilgili olabilecegini diistindlirtmektedir.

Yaptigimiz c¢alhsma ile hem erkek hem disi PKU gruplarda
cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi Gzerinden bozulan 6grenme bellek mekanizmasinin
aydinlatilmasi literatatlire blyik katki saglayacaktir. Bu ¢alismada PKU erkek sicani
ile PKU disi sicani arasindaki 6grenme ve bellek farkliliklarini belirlemeye calistik.
Sonug olarak, bu calisma benzer PAH inhibisyon uygulamalarina ragmen, erkek ve disi
PKU arasinda anlamli farkliliklar géstermektedir. Bu bulgular, PKU'de cinsiyete gére
uzun vadeli 6grenim ve bellegin bozulmasini anlayabilmek icin 6Gnemlidir.

Bu calismada, motor fonksiyon ve biyokimyasal analizlerdeki farkhliklarin,
cinsiyet farklihgini géze alarak PKU icin yeni tedavi hedeflerini yonlendirecegini
dislintyoruz. Calismanin bu nedenle PKU modelinde toplumsal cinsiyete dayal yeni

girisimsel stratejiler gelistirmeye 151k tutacagina inaniyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Bu tez calismasi fenilketonuride cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagini cinsiyet
farkina gore degerlendiren ilk calismadir.

Fenilketonlri de o6grenme bellek mekanizmasini cAMP/PKA/CREB/BDNF
yolagi Gizerinden aydinlatmak amaci ile deneysel PKU modeli olusturuldu. PKU modeli
6 glinliik sicanlara giin asiri enzim inhibitori olarak 4-Cl-Fenilalanin ile beraber Phe
enjeksiyonu, HPE modeli icin ise hergiin 11,4 mg/kg Phe enjeksiyonu yapilarak
olusturuldu.

Sicanlarda lokomotor aktiviteyi belirlemek icin 20. ve 21. giinlerde acik alan
testi yapildi. Erkek PKU sicanlarin kontrol grubu PKU erkek sicanlara gore lokomotor
aktiviteleri azalirken, disi sican gruplarinin lokomotor aktiviteleri arasinda bir
degisiklik tespit edilmedi. Yeni nesne tanima ve pasif sakinma testlerinde her iki
gruptada anlamli bir fark gézlenmedi. Bu durumun PKU grubunda olusan lokomotor
aktivitede azalma ve tam olarak gérme duyusunun gelisememesi ile ilgili oldugu
dislnulda.

Toplam viicut agirliklarinda ise PKU grubunda kontrol grubuna gore azalma
tespit edilirken HPE grubunda artis gozlendi.

Deneysel PKU modelinin olustugunu kanitlamak icin sakrifikasyon sonrasi kan
Phe seviyeleri HPLC cihazi ile analiz edildi. Analiz sonucu, PKU ve HPE grubu sicanlarin
Phe dizeyleri kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek
bulundu.

Sakrifikasyon sonrasi hipokampus dokularindan cAMP, PKA, CREB, pCREB ve
BDNF seviyeleri kantitatif olarak ELISA temelli yéntemler ile &lguldii. Erkek PKU
sicanlarin kontrol grubu PKU erkek sicanlara gore PKA aktiviteleri azalirken, disi PKU
grupta PKA aktivitesi ve total CREB seviyelerinde artma tespit edildi.

Hipokampus dokularindan RT-qPCR yontemi ile PKA, CREB, BNDF, AChE ve
BChE mRNA ekpresyonlari analiz edildi. Kontrol ve deneysel PKU olan sicanlar
arasinda cinsiyete gore karsilastirildiginda PKA mRNA seviyesinde bir degisiklik
gozlenmezken, CREB ve BNDF mRNA ekpresyonlarinda her iki cinsiyette de PKU
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gruplarinda azalma tespit edildi. Kolinerjik sistem bilesenleri AChE ve BChE mRNA
seviyelerinde ise sadece kontrol gruplarina goére sadece PKU erkek sicanlarinda

azalma saptandi.

6.2.0neriler

Fenilketoniri modelinde uygulanan PAH enzim inhibitoriniin kullanim dozu
ve sliresi artirilarak daha etkili bir PKU modeli olusturulabilir.

Deney hayvan sayisi arttirilarak cAMP, PKA, CREB, pCREB ve BDNF seviyeleri
farkli hayvan gruplarinda dizenli araliklarla 6lcilebilir ve bu sayede degisimin hangi
gun/haftada oldugu tespiti edilebilinir.

Hayvan sayisini arttirmak analizlerin tek bir beyin bolgesi yerine beynin
tamamindaki Phe seviyesi belirlenebilir.

Deney sistemi yetiskin dncesi gerceklestirilecek ise davranis testlerinde gérme
temelli testler yerine koku temelli testler tercih edilebilir.

Bir sonra ki calismada farkli beyin bolgelerinde cAMP/PKA/CREB/BDNF yolagi
ve bu yolakla iliskili farkli yolaklar arastirilabilir.

Hipokampal cAMP/PKA/CREB yolaginin etkilenen son Grunu arastirilabilir.

Son donemlerde arastirmalarin arttigi ekzojen norotrofik faktor uygulamalari

PKU modelinde denenerek olasi etkileri arastirilabilir.
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