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ONSOZ

Korku belleginin olusmasi1 ve siirdiiriilmesinde, gen¢ ve yasli sican
beyninin farkli ndéroanatomik bolgelerinde CaN, Reln ve Egrl genlerinin
promotor bdlge DNA metilasyon degisiklikleri farkli zaman noktalarinda
incelenmigstir. Bu ¢aligmada elde edilen bulgularin bellegin nasil depolandigini

anlamamizda bir basamak olacagi diisiiniilmektedir.

Bu zorlu yolculukta benim 6niimii agan, beni anlayan, yonlendiren, sabrina
ve bilgisine her zaman giivendigim danigmanim Prof. Dr. Eyiip Akarsu’ya c¢ok
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Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi
(YUDETAM) sorumlu yoneticisi Vet. Hek. Engin Siimer’e ve c¢alisma

arkadaslarina tesekkiir ederim

Calismamin DNA metilasyon analizlerin yapilmas: i¢in Yeditepe
Universitesi Genetik Hastaliklar1 Tan1 Merkezinin tiim imkanlarin1 kullanmama
izin veren, yabancisi oldugum konuda bana sabir ve samimiyetle agiklamalar
yapan, bilgisine ve kivrak zekasina giivendigim, kapisina kostugumda asla geri
cevirmeyen iyi ylirekli insan ve bilim adami Tibbi Genetik Anabilim dali
ogretim iiyesi Dog. Dr. Omer Faruk Bayrak’a ve yakin ve sicak dostlugu icin
ogretim lyesi Yrd. Dog. Dr Aysegiil Kuskucu’ya tesekkiir ederim. Ayrica bana
desteklerini esirgemeyen Dilhan Oncel, Oznur Suakar, Mesut Sahin, Ozlem Silan

Coskun ve diger calisma arkadaslarina tesekkiir ederim.

Tez c¢alismam boyunca epigenetik calismalardaki eksiklerimi bana

gosteren, uzak diyarlardan video baglantilar1 ile TIK toplantilarima katilan, tiim
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yogunlugunun arasinda daima bana zaman ayiran Dog¢. Dr. Glivem Gilimiis

Akay’a tesekkiir ederim.

Fizyoloji yiiksek lisansi ile basladigim bu yolculukta egitim siirecimdeki
katkilarina ek olarak beni destekleyen ve tez izleme jiirimde de yer alarak

yanimda olan sevgili hocam Prof. Dr. Gonca Akbulut’a tesekkiir ederim.

Sinir  bilimleri doktora programimda egitim siirecimdeki Onemli
katkilarindan otiirii Prof. Dr. Metehan Cigek, Prof. Dr. Aysun Uz, Prof Dr.
Canan Kalaycioglu ve diger tiim hocalarima ve boliim arkadaslarima tesekkiir

ederim.

Yasamin her alaninda bana destek olan, bana gilivenen, destegini hep
arkamda hissettigim sevgili esime ve sabirla annesinin 6grenciliginin bitmesini

bekleyen canim kizim Selin Mutlu’ya sonsuz tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Ogrenme, canlilarin yasamlarin1 devam ettirebilmeleri igin gerekli bilgiyi
saglama, ¢evreden gelen uyarilara gore adaptif davranislarda bulunma ve bu
yolla gelecegi yeniden yapilandirabilme giicii olan bir islem olarak tanimlanir.
Bellek ise, Ogrenilen bilgi ya da davranisin kodlanma, saklanma ve ihtiyag
aninda geri cagirilma siirecini ifade eder. Ogrenme ve bellek zihnimizin en
gizemli Ozelliklerindendir. Bu 6zellik canlilarin hayatta kalmalar1 ve canlilik
fonksiyonlarin1 optimal olarak yerine getirebilmeleri i¢in gereklidir. Kandel
bellegi, beynimizin tiim zihinsel islemlerini bir arada tutan bir yapiskana
benzetmis ve ‘‘bilingli veya bilingsiz, yasamimizda bellegin biitiinlestirici etkisi
olmazsa yasamimizdaki gilinler saniyelere boéliinerek bos ve anlamsiz hale

gelebilirdi’’ diye ifade etmistir (Kandel ve ark., 2013).

Yaklasik bir asirdir beynin biyolojisi lizerine hiicrenin molekiiler
biyolojisinden sistem biyolojisine ve psikolojiye kadar uzanan birgok g¢alisma
yapilmistir. Bu ¢aligmalarda, bellegin nerede depolandigi, beyinde nasil organize
oldugu, kag tiir bellek olabilece8i sorularinin cevaplari aranmig, sonucgta bazi
cevaplar bulunmus olmakla birlikte yeni sorular sorulmus ve yine de bellek nasil

depolanir sorusuna tatmin edici bir cevap verilememistir.

Bellek iki ayr1 boyutta incelenmektedir; birincisi zamansal diizeyde, digeri
ise depolanan bilginin niteligi diizeyindedir. Zamansal diizeyde bellek kisa siireli

veya uzun siireli bellek olarak ikiye ayrilir (Kandel ve ark., 2013).

1.1 Kisa Siireli Bellek

Bellek dedigimizde ilk aklimiza gelen uzun siireli ve bilingli olarak
farkinda oldugumuz bilgidir ki bu bellegin depolanmasi ile olusturulur. Oysaki
bilgiyi depolama yetenegi kisa siireli bellek olarak da adlandirilan ¢alisma

bellegine (working memory) baghdir. Calisma bellegi, giincel, gegici bir amag



icin bilginin olugmasini saglar. Bilissel gorevleri yerine getirirken bilgiyi gegici
olarak tutan ve diizenleyen bir bellek sistemidir. Insanda calisma bellegi iki alt
sistemden meydana gelir ve bunlardan biri sézli bilgi digeri ise goérsel-uzamsal
bilgidir. Bu iki alt sistemin fonksiyonu diger bir sistem olan yiiriitiicii kontrol
stirecler (executive control processes) ile denetlenir. Yiiriitiicii kontrol siireclerin,
sozel-dilsel ve gorsel-uzamsal girdilere gore depolanan bilgiyi diizenledigi,

izledigi ve degistirdigi diisiiniilmektedir (Baddeley ve Hictch, 1974).

SozIi bilgi sistemi, bilingli bir sekilde konusma-temelli (fonolojik) bilgiyi
akilda tutabilmek icin kullanilir. So6zlii bilgi sistemi iki interaktif boliimden
meydana gelir; fonolojik bilgiyi ifade eden bir depo ve isitilen bilginin aktif
olarak tekrar edilmesini saglayan bir mekanizma. Fonolojik depo, konusma
igeriginin kisa bir siire (6rnegin, 2 s) akilda tutulmasini saglar. Pasif bir
depolama sistemidir. Tekrar mekanizmas1 ise bilginin siirdiiriillmesini
saglamaktadir. Bilginin hizli bir sekilde silinmesini Onlemek icin fonolojik
depodan bilginin isitilmesinden hemen sonra sessiz bir sekilde tekrar edilmesini
saglayan bir mekanizmadir. Bu mekanizma, sesletimsel tekrarlama (articulary
rehearsal) veya sozel tekrarlama (verbal rehearsal) veya i¢ tekrarlama (subvocal
rehearsal) olarak adlandirilir. No6rofizyoloji ve norogoriintilleme caligmalart,
fonolojik deponun posterior pariyetal kortekste, tekrar mekanizmasinin ise Broca

alanindaki artikiilasyon siire¢lerine bagli oldugunu gostermistir (Smith ve ark.,
1998; Kandel ve ark., 2013).

Gorsel ve uzamsal sistem, bir nesnenin uzaydaki yerini ve gorsel nesnenin
zihinsel goriintiisiinii olusturur. Pariyetal, inferior temporal ve ekstrastriatal
oksipital kortekste olusan uzay ve nesne ifadesi, frontal, premotor korteks ve
diger sistemlerden gelen bilgiler ile birlikte toplanir, biitiinlestirilir, denetlenir ve
degisiklikler yapilarak diizenlenir. Primatlarda yapilan hiicresel kayit
calismalarinda obje bilgisi, yer bilgisine ek olarak obje ve yer bilgisinin islendigi
noron gruplar1 gosterilmistir. Her iki bilginin islendigi bolgenin prefrontal
korteks oldugu bildirilmistir (Goldman-Rakic, 1995; Kandel ve ark., 2013).



1.2 Uzun Siireli Bellek

Kisa siireli bellekteki bilgiler kalici bigime doniistiiriilmek tizere
etkinlestirildiklerinde uzun siireli bellek olusmaktadir. Bilgiler kademeli olarak
kisa siireli bellekten uzun stireli bellege aktarilir. Bilginin tekrar edilmesi veya
kullanilmasi1 ne kadar fazla ise uzun siireli bellege aktarilmasi o kadar fazla
olmaktadir. Sinirli ve c¢abuk bozulan kisa siireli bellegin aksine uzun siireli
bellek sinirsiz miktardaki bilgiyi siiresiz olarak depolayabilir. Uzun siireli bellek
olusumu noronlarda kimyasal ve fiziksel degisiklikleri igerir (Kandel ve ark.,
2013).

1950 yilinin ortalarinda H.M. olarak bilinen bir hastanin bilateral olarak
hipokampus ve amigdalasi ¢ikarildiktan sonra, saniye ve dakikalar i¢inde islev
goren calisma belleginin etkilenmedigi dolayisiyla ¢alisma bellegi i¢in medial
temporal lobun gerekli olmadigi anlasilmistir (Penfield ve Milner, 1958).
Hastanin operasyon Oncesi meydana gelen olaylari hatirladigi ve uzun siireli
belleginin korundugu goriilmiistiir. Ancak kisa siireli bellegin, uzun siireli
bellege doniistiiriilemedigi rapor edilmistir. Daha sonra medial temporal lob

hasar1 olan bir¢ok hastanin da uzun siireli bellek olusturamadig1 gosterilmistir.

Graf ve Schacter (1985) saglikli kisilerde yaptiklari c¢alismalarda uzun
sireli bellegin geri ¢agirilmasinin  bilingli  veya refleksif oldugunu
gostermislerdir (Graf ve Schacter, 1985). Amnezi hastalarinda yapilan calismalar
sonucunda, bu hastalarin uzun siireli belleklerinde, motor becerileri ve alisma,
duyarlilagsma, klasik sartlanma ve operant sartlanmayi igeren basit refleksif
bilgilerin bozulmadigi ve ayrica belli algisal ve kavramsal egitimlerle bu
ozelliklerin gelistirilebildigi gdosterilmistir. Uzun siireli bellek incelenirken
bilingli olarak geri cagrilan agik bellek ve refleksif oldugu ifade edilen Ortiik

bellek olarak iki kisma ayrilmistir.



1.2.1 Uzun Siireli Ortiik Bellek

Uzun siireli bellekte, bilingsiz bir sekilde hatirlanan bellek ortiik bellek
(nondekleratif, prosediirel veya implisit bellek ) olarak ifade edilmektedir. Ortiik
bellek, otomatik bir tutum igindedir. Kendi i¢inde priming (6n hazirlik,
tohumlanma), beceri Ogrenme, aligkanlik ve sartlanma olarak ayrilir. Acgik
(dekleratif) olarak ifade edilen diger bellek; yer, kisi ve nesneler hakkinda
gercek bilgiyi bilingli bir sekilde cagirma ile Onceki deneyimlerimizin
diigtintilerek hatirlanmasidir. Acik bellek biiyiik oranda esnektir. Bilginin degisik
yonlii pargalart farkli sartlar altinda iliskilendirilirken, ortiikk bellek 6grenme

sirasinda olusan sartlara kati bir sekilde baglidir (Schacter, 1987).

Ortiik bellek, bilingsiz davranisa rehberlik eden ve bilingli bir caba
gerektirmeden bilginin depolanma seklidir. Ortiik bellegin bir tipi olan
priming’in iki tipi vardir; bunlardan biri kavramsal priming (conceptual priming)
digeri ise algisal primingdir (perceptual priming). Kavramsal priming semantik
bilgiye ulasilmasimi kolaylastirir. Algisal priming ise 6zel duyu modaliteleri
i¢cinde meydana gelmektedir (Tulving ve Schacter, 1990).

Yeni algisal, motor ya da bilissel yetenekler tekrarla ogrenilmektedir.
Tekrarla performans daha hizli daha dogru hale gelmekte ve yeni bilginin
ogrenilmesi kolaylagsmaktadir. Beceri 6grenmede bilgi, biling alaninda baslar ve
ogrenen kisi dikkatini konu iizerinde yogunlastirmak zorundadir. Ogrendikten
sonra beceri artik bilingli dikkate ihtiya¢ duymaz, otonom asamaya gegilmistir.
Sensorimotor becerileri 0grenmede beynin bazal ganglion, serebellum ve

neokorteks bolgeleri yer almaktadir.

Klasik sartlanma c¢alismalarinin temelinde iki uyaranin birbirleri ile
eslestirilmesi yatmaktadir. Isik, ses ya da dokunma gibi kosullu uyaranlar segilir.
Kosulsuz uyaran i¢in ise yiyecek ya da elektrik soku uyaranlar: segilir. Kosulsuz
uyarana yanitlar dogustan vardir ve 6grenme olmadan meydana gelir. Klasik
sartlanmada kosullu uyaran ve kosulsuz uyaran bu sira ile birbirlerini takip

ederek uygulanir ve bu iki uyaran arasindaki siire 6nemlidir. Bu uyaranlarin pes



pese verilmeleri ve wuygulama tekrar sayisinin artmasi uyaranlarin igsel
baglantilarin1 kuvvetlendirir. Boylece bu iki uyaran birbirleri ile eslestirilerek

hatirlanir (Kandel ve ark., 2013).

Operant davraniglar, organizmanin higbir dis uyarana maruz kalmadan
ortaya koydugu davranislardir. Operant sartlanma, 6diile gotiiren veya cezadan
kurtaran bir davranis ve bu davranisin ortaya ¢ikardigi sonug arasindaki tahmini

iliskinin olusmasi olarak ifade edilir (Kandel ve ark., 2013).

Uzun siireli bellekte ortiikk bellek priming i¢in neokortekste, gorevler ve
aligkanliklar igin striatumda, 6grenilmis korku i¢in amigdalada, 6grenilmis motor
gorevler i¢in serebellumda, alisma ve duyarlilagsma gibi nonasosiyatif 6grenme
icin belirli refleks yolaklarinda olusurken, acik bellek neokortekste medial
temporal lob ve hipokampuste meydana gelmektedir (Sekil 1.1). Baslangicta agik
bellekte depolanan biligsel, motor ve algisal beceriler, uzun siireli pratik

sonucunda Ortiik bellek olarak depolanir.
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Sekil 1.1 Uzun siireli bellek sekilleri ve sorumlu anatomik bdlgeler (Kandel ve ark.,
2013’den uyarlanmigtir).



1.2.1.1 Uzun Siireli Ortiik Bellegin Molekiiler Mekanizmalar1

Ortiilk  bellegin  depolanmasinda  sinaptik  iletimin  etkinligindeki
degisiklikler rol oynamaktadir. Bu degisiklikler ile ortiikk bellegin molekiiler
mekanizmasini gostermek i¢in Kandel ve ekibi, Aplasia californicay: (deniz
salyangozu) model olarak kullanmislardir. Ortiik 6grenmenin en basit sekilleri,
alisma, duyarlilasma ve klasik sartlanmadir. Alismanin fizyolojik temelleri ilk
olarak Sherington tarafindan arastirilmis ve uyarilan yolakta yer alan sinapslarin
etkinliginde azalma oldugu gosterilmistir (Sherrington, 1906). Daha sonra
Spencer ve Thompson, alisma sirasinda, lokal eksitator interndronlardan motor
noronlara gelen inputun kuvvetinin azaldigini1 gostermislerdir (Spencer ve ark,
1966). Kandel deniz salyangozunda solungag geri ¢ekme refleksini kullanarak
alismanin, duyarlilagmanin ve klasik sartlanmanin molekiiler mekanizmasini
duyu, motor ndron ve interndronlar tarafindan olusturulan noral devre
baglantilarin1 kullanarak agiklamistir. Ortiik bellegin molekiiler mekanizmasi

aciklanirken duyarlilasma modeli kullanilmistir.

Duyarlilagsma solungac¢ geri ¢ekme refleksinin noral devre baglantilarinda,
sinaptik iletimin artmasinin bir sonucu olarak olusmaktadir. Bir hayvana tekrarli
sekilde zararsiz bir uyaran verildiginde 0 uyarana alisma gergeklesir; dolayisiyla
refleks cevap alinamaz. Tersine, zararli bir uyaran ile hayvan tipik bir sekilde
korkuyu Ogrenir ve hatta zararsiz uyarana bile kuvvetli bir cevap olusturur.
Sonu¢ olarak sifona dokunuldugunda solungacta geri c¢ekme refleks yaniti
abartil1 bir sekilde meydana gelmektedir. Refleks yanitindaki artis duyarlilasma

olarak isimlendirilmektedir.

Duyarlilasmada deniz salyangozunun kuyruguna elektrik uyarisi
uygulanmistir. Bu uyariyt duyu néronlarinin presinaptik terminallerine akso-
aksonik sinaps yapan 3 grup internérondan biri olan serotoninerjik internéronlar

algilamaktadir.



Kuyruga verilen elektrik uyarisi sonrasinda serotoninerjik internéronlardan
serotonin salgilanmakta ve duyu ndéronlarindaki serotonin reseptorlerini uyararak

G proteini araciligiyla adenilat siklaz aktivitesi artmaktadir.

e Adenilat siklaz araciligiyla, ikincil haberci siklik adenozin
monofosfat (cCAMP) sentezlenmekte ve sonrasinda cAMP-bagimli
protein kinaz A (PKA) aktivitesi artmaktadir.

e Serotonin ayrica G proteini ile kenetli diger bir reseptoriini
uyararak, protein kinaz C’yi (PKC) uyarmakta ve fosfolipidlerin
hidrolizine neden olmaktadir.

e PKA ve PKC araciligiyla fosforile olan proteinler duyu
noronlarindan transmitter saliverilmesini artirmaktadir. PKA,
potasyum kanallarmi fosforile edip kapatarak kalsiyum (Ca?")

girisini artirirken, PKC, direkt olarak Ca® girisini artirarak

transmitter saliverilmesini artirmaktadir.

e Transmitter saliverilmesindaki artis birka¢ dakikalik presinaptik

fasilitasyon meydana getirmektedir.

Deniz salyangozunda uzun siireli duyarlilasma modeli ile uzun stireli
bellegin olusum mekanizmasi agiklanmistir. Bu modelde tekrarli elektrik uyarisi
uygulamasinin, presinaptik fasilitasyonu giin boyunca devam ettirdigi ve bdylece
presinaptik ve postsinaptik noéron ile arasindaki sinaptik baglantinin

kuvvetlendigi ifade edilmistir.

Solungag geri ¢gekme refleksinin uzun siireli duyarlilasmasinda da duyu ve
motor sinaps baglantisinin kuvvetinde degisiklikler meydana geldigi ve ayrica

yeni sinaptik baglantilarin da olustugu gosterilmistir.

Duyu noronuna aralikli olarak 5 kez serotonin uygulamasi, 1 giin ya da
daha uzun devam eden presinaptik fasilitasyon ve yaklasik bir saatin iizerinde
uzun siireli duyarlilasma meydana getirirken, birkag¢ giin boyunca duyu noérona
aralikli olarak serotonin uygulamasi, duyarlilasmayi bir ya da birkag¢ hafta devam

ettirmektedir.



Tekrarlt uyarilar kisa siireli bellegi, uzun siireli bellege doniistiiriirler. Bu
durum konsolidasyon olarak isimlendirilir ve siire¢ yeni protein sentezine ihtiyag
duyar. Kisa siireli bellekten uzun siireli bellege gegebilmek igin uzun siireli

CAMP artis1 gerekir.

e Tekrarli uygulamalar serotoninin reseptorleri araciligiyla adenilat
siklaz1 uyarmasiyla CAMP de uzun siireli artisa neden olur (Kandel,
2001; Ma ve ark., 2009).

e cAMP de olusan uzun siireli artig, PKA aktivasyonunun uzamasina
neden olur ve kinazin katalitik kisminin ayrilarak duyu néronunun
niikleusuna gitmesine olanak saglar ve ayrica ikinci bir kinazin
[Mitojen-activated protein kinaz (MAPK)] aktivitesini saglar.

e Niikleusa gecen PKA’nin katalitik kismi fosforillenir ve cAMP
Response Element Binding Proteinl (CREB-1) adi verilen bir
transkripsiyon faktoriinii aktive eder.

e Aktive olan CREB-1 promotor bolgeye CREB baglayict protein
(CBP) aracigi ile baglanir ve gen transkripsiyonunu baslatir.

e CREB’in CBP’ye baglanmasi histon asetilasyonuna neden olarak
niikleozom seviyesinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere de
neden olur (Silva ve ark., 1998).

e PKA ile transkripsiyonun baslamasi1 ayn1 zamanda MAPK yolaginin
aktiflesmesine de baglidir. MAPK, CREB-2 transkripsiyon
faktoriinii fosforilleyerek CREB-2’nin transkripsiyon iizerine olan
inhibitor etkisinin ortadan kalkmasina neden olur.

e Uzun siireli fasilitasyonun ilk adiminda, transkripsiyon iizerine
CREB-1’in aktivator ve CREB-2’nin inhibitdr etkisinin ortadan
kalkmasinin birlikteligi uzun siireli bellek olusumunda bir esik
meydana getirir.

e Uzun siireli fasilitasyonun ilk asamasinda, kromatin yapis1 degisir
ve CREB-1’in aktivasyonu ile iki gen ifade edilir. Bu genler;
ubikuitin karboksi terminal hidrolaz ve CAAT box enhancer binding
protein (C/EBP) dir.



Ubikuitin aracili protein yikimini artiran hidrolazlar, PKA’nin
aktivasyonunun artmasina yardim eder. Tekrarli uyarilma ve
hidrolazin PKA’y1 uyarmasi duyu néronunda PKA nin diizenleyici
kisimlarinin  %25°ni yikar ve katalitik kisimlar serbest kalarak
sinaptik baglantinin kuvvetlenmesi, CREB-1’in aktivasyonu Ve
transmitter  saliverilmesinda yer alan Onemli proteinlerin
fosforillenmesinin devam etmesini saglar.

CREB-1’in  uzun siireli aktivasyonu C/EBP transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu transkripsiyon
faktorii kendisiyle homodimer, diger transkripsiyon faktorleri ile
birlikte heterodimer olusturarak aktivasyon faktdrii denilen bir yap1
meydana getirmektedir. Bu faktorler birlikte, uzun siireli bellegi
destekleyen yeni sinaptik baglantilarin biiyliimesini tetikleyen
genlerin transkripsiyonu tizerine etkindir.

Geri ¢ekme refleksinde yer alan duyu noéronundaki presinaptik
terminallerin sayis1 uzun siireli sensitizasyon ile iki katina
cikmaktadir. Motor ndronun dendritleri, ek sinaptik inputlar
alabilmek i¢in biliyiimektedir. Bu uzun siireli yapisal degisikliklere
bagli olarak sinaps sayisi artmaktadir (Kandel, 2001; Kandel ve
ark., 2013).

CREB-bagimli yolagin memeli beyninde korundugu ve uzun siireli sinaptik
plastisite ve bellek olusumunda yer aldig1 gdsterilmistir (Benito ve Barco, 2010;

Barco ve Marie, 2011; Alberini ve Kandel, 2015).

Deniz salyangozu c¢alismalarinda ayrica niikleusta meydana gelen iiriinlerin
yalnizca belirli sinapslari etkiledigi ve uzun siireli fasilitasyonun (LTF) sinapsa
0zel oldugu gosterilmistir (Martin ve ark., 1997). Serotonin uyarisi ile niikleusta
yeni sentezlenen gen irlinlerinin (mRNA ve protein) hizli aksonal transport
mekanizmasiyla néronun tiim sinapslarina gittigi fakat sadece daha Onceden
sinaptik aktivite ile isaretlenmis ya da etiketlenmis sinapslarda fonksiyonel
olarak etki gdsterdikleri bulunmustur. Yeni protein sentezi ile LTF’ nin olugmasi

icin daha Once serotonin tarafindan sinapsin isaretlenmesi gerekmektedir. Bu
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durum deniz salyangozunda (Martin ve ark., 1997) ve rodent hipokampusiinde
(Frey ve Morris, 1998) gosterilmis ve sinaptik yakalama ya da sinaptik

isaretleme olarak isimlendirilmistir.

Uzun siireli potansiyasyonun (LTP) gen iiriinlerinin yakalanmasini
saglayan sinaptik isaretlenmenin dogasini arastirmak igin serotonin ile
isaretlendigi bilinen sinapslara protein sentez inhibitdrii uygulanmis ve bu
sinapslarda 24 saat sonra fasilitasyonunun ve sinaptik biiylimenin kayboldugu
bulunmustur. Ogrenme ile uyarilan sinaptik biiylime igin sinapsta lokal protein

sentezinin gerekliligi gosterilmistir (Frey ve Morris, 1998).

Deniz salyangozu iizerinde yapilan ¢alismalar sonrasinda sinaptik
isaretlemede iki farkli asamadan bahsedilmektedir. Sinaptik isaretlemede,
yaklagik 24 saat devam eden ilk asama uzun siireli sinaptik plastisiteyi ve
sinaptik biiylimeyi baslatir, niikleusta translasyon ve transkripsiyon gergeklesir.
Lokal olarak ise PKA aktivitesi artmaya baglar fakat lokal protein sentezi olmaz.
Ikinci béliim ise uzun siireli sinaptik degisiklikler icin sinapsta lokal protein
sentezinin gerekli oldugu asamadir (Kandel, 2001; Kandel ve ark., 2013). Elde
edilen tiim bilgilere gore deniz salyangozunda 6grenme ve bellegin en temel
sekilleri, presinaptik ve postsinaptik noronlarda olusan yapisal degisikliklere

baghdir.

1.2.1.2 Uzun Siireli Ortiik Bellek Olusumunda Yer Alan

Noroanatomik Alanlardan Biri: Amigdala

Amigdala emosyonel davraniglar ve 6zellikle korku ile iliskilendirilmistir.
Amigdala’nin, icgiidiisel ve Ogrenilmis korkunun nodronal devrelerinin
merkezinde yer aldigi (LeDoux, 1988; Davis, 1992) ve duyusal bellek
stireglerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Squire ve Zola,
1996; McGaugh, 2004). Amigdala ortamdaki potansiyel tehlike uyarisinin

belirlenmesi ve degerlendirilmesinde yer almaktadir.
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Korku, beyinde noéral baglantilar1 yoniinden en iyi anlasilan duygulardan
biridir. Bir tehdit durumunda meydana gelen korku 6znel bir his durumunu ifade
etmekte, davranigsal ve fizyolojik yanitlar olusturmaktadir (Johansen ve ark.,
2011). Amigdala bilingsiz korku yanitlar1 (emosyonel durum) hakkindaki bilgiyi,
direkt olarak ve anterior singulat korteksten (ACC) indirekt olarak almaktadir.
Amigdala temelli savunma sistemi sayesinde, yeni tehlike ¢ok hizli bir sekilde
belirlenmekte ve notral uyaran ile bilinmeyen tehdit uyarisi birbirleri ile

iliskilendirilerek ¢ok ¢abuk 6grenilmektedir.

Otoradyografik ve immiinohistokimyasal ¢alismalar amigdalanin homojen
bir yapida olmadigint ve bir¢cok niikleus icerdigini ortaya koymustur (Sah ve
ark., 2003). Amigdalada isitsel, somatosensoriyel ve nosiseptif bilgilerin
entegrasyonu igin primer bolge bazolateral amigdala (BLA) kompleksidir. BLA,
lateral (LA), bazal (B); bazolateral (BL) ve bazomedial (BM) niikleuslardan
olusmaktadir (Maren, 1999). BLA yogun olarak eksitator noron igerirken az
miktarda GABAerjik internéron da bulunmaktadir (McDonald, 1982).

Amigdalaya gelen isitsel, gorsel, somatik, uzaysal ve koku duyular1t BLA
niikleus kompleksinde farkli yerlerde islenerek santral niikleusa iletilir. Duyusal
girdilerin ¢iktilar1 santral niikleustan olmaktadir. Santral niikleus bilgilerti,
donma, irkilme, kalp hizi, solunum sayis1 degisiklikleri ve stres davranisi gibi

yanitlarin ortaya c¢ikmasina aracilik eden beyin sapina gondermektedir (Sekil
1.2).
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Sekil 1.2 Amigdaladaki korku sartlanmasi uyaranlarinin BLA’daki yerlesimi, santral
niikkleusla baglantilar1 ve korku ifadelerinin sematik gdsterimi (Maren, 1999’dan
uyarlanmistir).

Amigdala dilimlerinin deneysel kosullarda elektriksel yolla uyarilmasi ile
sinaptik degisiklikler olabildigi gosterilmistir. Yiiksek frekansli elektriksel uyari,
amigdalada LTP meydana getirmektedir (Racine ve ark., 1983). Ayrica in vivo
olarak talamo-amigdala ve hipokampo-amigdala baglantilarinda yiiksek frekansh
uyar1 sonrasinda LTP kaydedilmistir (Maren ve Fanselow, 1995; Rogan ve
LeDoux, 1995). Talamus ve hipokampusten gelen bilginin BLAya iletildigi ve
talamo-amigdala sinapslarinda olusan LTP’nin BLA igindeki isitsel uyari ile
ortaya ¢ikan potansiyellerin ampitiidlerini arttirdigi bulunmustur (Rogan ve
LeDoux, 1995). BLA’da olusan LTP’nin, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
aktivasyonuna ihtiya¢ duydugu gosterilirken (Gean, 1993; Huang ve Kandel,
1998), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-4-propiyonik asit (AMPA)
reseptoriiniin aktivasyonu ile de meydana gelebildigi gosterilmistir (Mahanty ve
Sah, 1998). Bu durum amigdalada meydana gelen LTP’nin hem NMDA
reseptoriine bagimli hem de NMDA reseptoriinden bagimsiz olarak

olusabilecegini diisiindiirmektedir.

Yiiksek frekansli elektrik uyarist ile olusturulan LTP gibi, davranigsal
o0grenme ile de BLA’da benzer degisiklikler gozlenmistir. Bir davranis deneyi

olan korku sartlanmas1 paradigmasi sonrasinda amigdalada korkunun algilanmasi
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ve korkuya bagli olusan yanitlarda, glutamat (NMDA ve AMPA) reseptorlerinin
onemli rolii gosterilmistir (Maren, 1999). BLA niikleus kompleksi i¢cine NMDA
reseptdr antagonistlerinden 2-amino-5-fosfonovalerik asit (APV) infiizyonu
sonrasinda donma (Fanselow ve Kim, 1994; Maren ve ark, 1996), irkilme
(Miserendino ve ark., 1990; Campeau ve ark., 1992) gibi korku yanitlarinin
olusmasinin engellendigi bulunmustur. Bununla birlikte, AMPA reseptor
antagonistlerinin infiizyonu sonrasinda, korku ifadesinin olusmadigi (Kim ve
ark., 1993) ve agonistlerinin inflizyonu ile korku ifadesinin arttigi gosterilmistir
(Rogan ve ark.,, 1997). Sicanlarda korku sartlanmasi sonrasinda BLA
noronlarinda sinaptik iletimin AMPA reseptorleri araciligi ile presinaptik

fasilitasyona ugradigi bulunmustur (Mckenan ve Shinnick-Galacher, 1997).

Amigdalada korku sartlanmasi sonrasinda molekiiler degisiklikler bir¢ok

calisma ile belirlenmistir. Korku sartlanmasinda goriilen molekiiler degisiklikler;

e Kosullu uyaran (ses) ile presinaptik terminallerden saliverilen
glutamat, LA hiicrelerindeki AMPA ve NMDA reseptorlerine
baglanir.

e (QGlutamat reseptorii bulunan bu néronlar, kosulsuz uyaran (elektrik
uyarisi) araciligiyla da depolarize edilir (Romanski ve ark., 1993).

e Iki uyaran ile olusan giiclii depolarizasyon NMDA reseptdriinden
magnezyum iyonu (Mg?") engelini kaldirarak hiicre ig¢ine Ca®*
girisine izin verir (Mayer ve ark., 1984).

e Ca?*, Ca?'/kalmodulin-bagimli protein kinaz II (CaMKII) enzimini
aktive ederek fosforilasyon mekanizmasi araciligr ile glutamat
reseptor 1 (GluAl) igeren AMPA reseptorlerinin iletimini (Barria ve
ark., 1997) ve sinapstaki yerlesimlerini (Krapivinsky ve ark., 2004)
artirir.

e GluAl, LA’da bulunan noéronlarin dendritik spinlerinin sinapslarina
yonlendirilir (Nedelescu ve ark., 2010). Bu silire¢ korkunun
Ogrenilmesi i¢in gereklidir (Rumpel ve ark., 2005).

e Bellegin uzun siireli olabilmesi igin gerekli basamaklardan olan

PKA’nin aktive olmasi ile, GluAl ve GluA2 iceren AMPA
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reseptorlerinin sentezinin arttifi gosterilmistir (Nayak ve ark.,
1998).

o Konsolidasyon sirasinda bellegin stabilizasyonu ic¢in GluA2 alt
birimleri yeni eklenen GluA1 alt birimlerinin yerine gecer (Joels ve
Lamprecht, 2010; Hong ve ark., 2013).

e Korku belleginin kalicilig1, protein kinaz M zeta (PKMJ{) tarafindan
GluA2’nin trafigi diizenlenerek saglanir (Migues ve ark., 2010).

e Ayrica amigdaladaki ndronlarda uzun siireli bellegin olusmasi

CREB aktivitesine de baglidir (Silva ve ark., 1998).

1.2.2 Uzun Siireli A¢ik Bellek

Kanadali psikolog Endel Tulving acik bellegin, anisal (epizodik) bellek ve
anlamsal (semantik) bellek olarak siniflandirilmasi gerektigi fikrini ortaya
atmigtir. Anisal bellek bir siire O6nce yasadigimiz olaylar1 geri c¢agirirken
faydalandigimiz bellek sekli iken, anlamsal bellek yeni 6grendigimiz kelime ve
kavramlart hatirlamak i¢in kullandigimiz bellek sekli olarak ifade edilir. Hem
anisal hem de anlamsal bellekte medial temporal lob 6nemli rol oynamaktadir.
Bugiin biliyoruz ki, agik bellek beyinde tek bir yerde depolanmamakta, aksine
bilginin herhangi bir pargasi beynin farkli bir¢ok bolgesi arasinda dagilmakta ve

bu bilgilere bagimsiz sekilde ulasilmaktadir (Tulving ve Schacter, 1990).
Acik bellek siire¢leri dort farkl: boliimle ifade edilmektedir.

Kodlama, yeni bilgi olugsma siirecinde yeni bilginin bellekte var olan
bilgiye baglanmasi ve eklenmesidir. Bu siirecin uzunlugu 6grendigimiz seyi nasil
hatirlayacagimizi belirlemek icin 6nemlidir. Bir bellegin kalic1 ve hatirlanabilir
olmast i¢in bilginin kodlanmast gerekmektedir. Bu durum ancak, yeni bilginin
kodlanmig bilgi ile iligkilendirilip ona eklenmesi ile ger¢eklesmektedir. Ayrica

bilgi hatirlandik¢a bellek daha da giiclenmektedir.
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Depolama; zaman icinde akilda tutulan hatiralarin yeri ve noral
mekanizmasini ifade etmektedir. Uzun siireli bellegin depolanmasinda en dikkati
ceken Ozellik, kapasitesinin sinirsiz  olabilecegidir. Calisma belleginin

depolanmasi ise ¢ok kisitlidir.

Konsolidasyon; bilginin gegici olarak depolanmasini saglayan siirectir.
Konsolidasyonda, sinapslarda olusan yapisal degisiklikleri olusturan gen ifadesi

ve protein sentezi yer almaktadir.

Geri cagirma; depolanmis bilginin yeniden hatirlanma siirecini ifade
etmektedir. Farkli yerlerde depolanan farkli tiirdeki bilgilerin zihne geri
getirilmesini ifade etmektedir. Bellegin geri cagirilmas: ile bellek yeniden
yapilanma siirecine girdiginden dolay1r bozulmaya aciktir. Acik bellegin geri

cagrilmasi ¢aligma bellegine baglidir (Kandel ve ark., 2013).

1.2.2.1 Uzun Siireli A¢cik Bellek ve Hipokampus

Acik bellek, yer, kisi ve nesneler hakkinda gergek bilginin bilingli bir
sekilde cagirilmas: ve onceki deneyimlerimizin diisliniilmesi ve hatirlanmasini
ifade etmektedir. Memeli beyninde hipokampus, acik belle§in kodlanmasi ve
depolanmasi i¢in 6nemli bir bolgedir. Hipokampus tarafindan bilginin uzun
siireli depolanmasi, sinaptik baglantilarin kuvvetinde uzun siireli degisiklikler

meydana gelmesiyle olanaklidir.

Hipokampusa gelen ¢ok yonlii duyusal ve uzaysal bilginin girisi entorinal
korteksten olurken, bilginin ¢ikisit CAl bolgesindeki piramidal néronlar araciligi
ile saglanmaktadir. Entorinal korteksten gelen bilgi perforant yolaklar olarak
isimlendirilen direkt ve indirekt eksitator yolaklar ile CAl bdlgesine
ulagsmaktadir. Direkt yolakta, entorinal korteks’in III. tabakasinda yer alan
noronlarin aksonlari, CA1 bolgesindeki noronlarin apikal dendritlerinin distaline
sinaps yapmaktadir. Indirekt yolakta ise, entorinal korteks’in II. tabakasina gelen

bilgi ii¢ sinapsli bir yolak aracilifiyla CAl bdlgesine iletilmektedir. Bu ii¢
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asamall yolagin ilk duragi olan entorinal korteksin II. tabakasinda yer alan
noronlarin aksonlari, perforant yolagin i¢inde dentat girusun graniil hiicrelerine,
ikinci durak olan graniil hiicrelerinin aksonlar1 hipokampusiin CA3 bdlgesine,
Yosunsu lif yolagi i¢inde uzanmaktadir. Son olarak CA3 den c¢ikan aksonlar
Schaffer kollateral yolagi icinde seyrederek CA1 bdlgesindeki piramidal

noronlarin proksimal bolgelerine eksitator sinapslar yapmaktadir (Sekil 1.3).

— Direkt
- Trisinaptik

Schaffer kollateral
yolag

et Entorinal korteksten gelen

”y Perforant yolak
—

Granul
Hlcre
o ————— s
o~ o
Dentat
Yosunsu lif yol_aé\so'ﬂe

Sekil 1.3 Acgik bellek i¢in hipokampal sinaptik devreler (Kandel ve ark., 2013’den
uyarlanmistir).

CA1l bolgesindeki piramidal noronlarda, direkt yolaktan ve indirekt
yolaktan gelen bilgiler birbirleri ile karsilagtirilmaktadir (Ishizuka ve ark., 1990;
Kandel ve ark., 2013). Bu yolaklarda yapilan lezyon ¢alismalar1 sonrasinda her

iki yolagin da 6grenme ve bellek olusumunda yer aldig1 gosterilmistir.

Indirekt Schaffer kollateral yolak lezyonu olan fare modelinde, farelerin
karmasik wuzaysal bellek gorevlerinin bozuldugu goriiliirken bazi uzaysal
0grenme gorevlerinin normal oldugu ifade edilmistir. Ayrica CA1 bolgesindeki
lezyonlarin, bellegin ilk olusumunu degistirmedigi, fakat konsolidasyon siirecini
bozarak uzun siireli bellegin olusmasini engelledigi gézlenmistir (Grant ve ark.,
1992). Direkt yolagin genetik olarak inaktivasyonunda, anisal bellegin

olusmasinin engelledigi gosterilmistir (Egorov ve ark., 2002).
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Hipokampus lezyonlu fare ve sicanlarda yapilan calismalarda,
hipokampusiin uzaysal bilgiyi kodladigi bulunmustur (Clark ve ark., 2005).
Saglikli insanlarda yapilan fonksiyonel goriintileme (f-MRI) c¢alismalari
sonrasinda uzaysal bilgi geri ¢agirilirken sag hipokampusiin aktivitesinin arttigi,
kelime, nesne ya da insan bilgisi geri ¢agirildiginda ise, sol hipokampusiin aktive

oldugu gosterilmistir (Wixted ve Squire, 2011).

1.2.2.2 Hipokampusta Uzun Siireli A¢ik Bellegin Olusumunun

Molekiiler Mekanizmalari

Bliss ve Lome (1973) ficlii sinaptik yolun ilk kismini bulmuslar ve bu
kismin ndronal aktivitelere hassasiyetini gostermiglerdir. Bu yolaga kisa siireli
yiiksek frekansli elektriksel bir uyar1 verildiginde LTP meydana geldigi ve dentat
graniil hiicrelerinde eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) olustugu
bulunmustur (Bliss ve Lomg, 1973). Sonraki ¢alismalar, tiglii sinaptik yolakta
yer alan tiim sinapslarda kisa siireli yliksek frekansli elektriksel uyarilarin
LTP’ye neden oldugunu gostermistir (Malinow ve Tsien, 1990). LTP, farkh
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar aracilig: ile farkli hipokampal sinapslarda
sinaptik iletimi kuvvetlendiren siireclerde yer almaktadir. LTP’nin farkli
sekilleri, degisik sinaptik aktiviteler, slirece katilan reseptorler ve iyon kanallari
agisindan farklilik gostermektedir. Ayrica LTP olusurken, farkli ikincil haberci
sinyal yolaklar1 araciligiyla, hem presinaptik hiicrede transmitter saliverilmesi

hem de postsinaptik hiicrede glutamata hassasiyet degisebilir.

Schaffer kollateralleri, yosunsu lifler ve entorinal korteksten CA1l
bolgesine gelen li¢ yolakta da LTP’nin olugsmasinda yer alan glutamat reseptorii
olarak postsinaptik yerlesimli NMDA’nin rolii degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda, ii¢ yolakta da sinaptik iletimin, kisa siireli yiiksek
frekansli uyarim sonrasinda uzun siireli olarak arttigi ve NMDA reseptoriiniin

LTP olusumuna katiliminin ii¢ yolakta da farkli oldugu bulunmustur.
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CA1l piramidal noronlar1 ile Schaffer kollateral sinapslarinda, kisa siireli
100 Hz’lik elektriksel uyariya yanitla olusan LTP’nin, NMDA reseptor
antagonisti (APV ya da AP5) uygulamasi ile engellendigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, APV’ nin CA1’e entorinal korteksten gelen sinapslarda LTP olusumunu
kismen engellendigi ve CA3 ile yosunsu lifler arasindaki sinapslarda olusan
LTP’ye ise bir etkisinin olmadigi bulunmustur (Gustafsson ve ark., 1987;
Gustafsson ve Wigstrom 1988; Kandel ve ark., 2013).

Yosunsu liflerde meydana gelen LTP, kisa siireli yiiksek frekanshi
elektriksel uyarim sirasinda presinaptik terminallerden biiyiilk miktardaki Ca®*
girisi ile tetiklenmektedir. Presinaptik nérona Ca®" girisi, cAMP ve PKA
aktivasyonu ile mossy liflerin terminallerinden glutamat saliverilmesini artirarak
LTP’yi olusturmaktadir. Postsinaptik néronda benzer bir mekanizma ile LTP
olusmamaktadir. Dolayisiyla yosunsu liflerdeki meydana gelen LTP,

postsinaptik noronla iligkili degildir (nonasosiyatiftir).

Schaffer kollateral yolaginda olusan LTP ise asosiyatiftir. Schaffer
kollaterallerinden saliverilen glutamat ile CA1 piramidal ndronlarin postsinaptik
membranlarinda yer alan AMPA ve NMDA reseptorleri aktive olmakta ve

postsinaptik sinyalleme basamaklarini ve LTP’yi baglatmaktadir.

NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ile reseptoriin yapisinda bulunan Ca®'
kanalinin a¢ilmasi iki asamada olmaktadir. Ilk olarak kanalin acilmasi igin
herhangi bir iyonotropik reseptor gibi glutamatin NMDA reseptdriine baglanmasi
gereklidir. Zayif bir uyaran ile olusan membran depolarizasyonu veya dinlenme
potansiyeli NMDA reseptoriinden iyon gecisi icin yeterli degildir. Clinkii NMDA
reseptdr kanali ekstraselliiller Mg®" ile engellenmistir. Postsinaptik membranin
elektrostatik bir itme ile Mg2+ iyonunun uzaklagtirabilmesi i¢in giiclii bir
depolarizasyon gerekmektedir. LTP uyarimi sirasindaki gii¢lii bir sinaptik
aktivite, ¢ok sayida AMPA reseptoriiniin agilmasini saglayarak postsinaptik
aksiyon potansiyelini tetikleyecektir. Aksiyon potansiyelinin olusturdugu biiyiik
depolarizasyon NMDA reseptorinde yer alan Mg®" engelini kaldirarak
postsinaptik ndorona iyon gecisine olanak saglayacaktir. Hem AMPA hem de

NMDA reseptorleri postsinaptik hiicrede intraselliiler Ca®" artigina neden
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olmaktadir (Sekil 1.3). Hiicre i¢indeki Ca®" artigy, CaMKII, PKC ve tirozin
kinaz sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir. Bu sinyal yolaklari hem postsinaptik
hiicrenin glutamata verdigi cevabi hem de presinaptik Schaffer kollateral

terminalinden saliverilen glutamat miktarini artirmaktadir.

Schaffer kollateral yolaginda olusan LTP, NMDA reseptorii araciligi ile
hem presinaptik hem de postsinaptik néronda sinyal yolaklarini etkilemektedir

(Jahr ve Stevens 1993; Malenka, 1994; Liischer ve Malenka, 2012).

NMDA reseptorleri, 6grenme ve bellek ile ilgili olarak Schaffer kollateral

yolaginda olusan LTP’ye baz1 6zellikler kazandirmaktadir. Bu 6zellikler;

Cooperativity (Birliktelik), afferent aksonlarin biiyiikk bir kisminin es
zamanli olarak uyarilmasini ifade etmektedir. Bu sekilde olusan uyari, NMDA
reseptoriindeki Mg?* engelini kaldirarak biiyiik bir depolarizasyonun meydana

gelmesine neden olmaktadir.

Associativity (Birlesme 6zelligi), normalde LTP olusturmak igin gerekli
postsinaptik depolarizasyonu olusturamayan zayif uyaranin giiclii bir sinaptik
uyaran ile birleserek esik iistii depolarizasyon uyarani olusturmasi seklinde ifade

edilmektedir.

LTP’nin tgiincti 6zelligi ise sinapsa 0zel olmasidir. Bu ii¢ 6zellik uzun
siireli bellek depolanmasinin anahtar bilesenleridir. Birliktelik 6zelligi, yalnizca
yiiksek derecede dneme sahip olaylarin ancak yeterli bir uyar1 olusturabilecegini
ve bellek depolanmasinda yer alacagini ifade etmektedir. Birlesme 06zelligi,
Pavlovian sartlanma gibi, kiicliik bir dneme sahip uyaranin bagka 6nemli bir
uyaran ile birlestirilmesini saglamaktadir. Sinapsa 6zgiilliik ise, belirli bir olay
ile ilgili olmayan bilgileri tasiyan uyaranlarin bellege katilarak giiclenmesini

engellemektedir (Kandel ve ark., 2013).

Bellek olusumu, LTP’ye benzer sekilde sinaptik iletimin uzun siireli
depresyonuna da (LTD) baghdir (Bienenstock ve ark., 1982). LTD,
presinaptik ndéronda tekrarli diisiik frekansta (1-3 Hz) sinaptik uyari ile orta

dereceli postsinaptik depolarizasyon gelisimi ile olusmaktadir. NMDA
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reseptoriiniin diigiik frekans ile tekrarli uyarilmasina bagli olarak postsinaptik
Ca%* akiminda uzun siireli bir artis meydana gelmektedir. LTD nin bir¢ok sekli,
LTP ile benzer olarak ayni reseptorleri kullanmaktadir. Ayrica LTD’nin,
postsinaptik norona NMDA reseptorii araciligi ile Ca®* girisi ile olustugu
distiniilmektedir. LTP, yliksek frekans uyari ile olusurken LTD diisiik frekans
uyar1 ile olugmaktadir. LTD, goreli olarak orta dereceli postsinaptik
depolarizasyona bagli olarak olusturulmaktadir ve bu depolarizasyon NMDA
reseptoriindeki Mg2+ engelini kaldirmak i¢in yeterli degildir. Postsinaptik Ca?
konsantrasyonu LTP’de gozlenenden ¢ok diisiikk oldugundan CaMKII’yi aktive
etmek icin yetersiz kalmaktadir. LTD kalsiyum-bagimli fosfataz (kalsindrin)
enzim kompleksini kullanmaktadir. Aktive olan kalsindrin, AMPA reseptoriiniin
alt boliimlerinden olan GluA1 gibi proteinleri defosforile eden diger fosfatazlari
aktiflestirerek sinyal basamaklarimi tetiklemektedir (Lisman, 1989; Jahr ve
Stevens 1993; Malenka, 1994; Liischer ve Malenka, 2012) (Sekil 1.4).

Fosfataz aktivitesine ek olarak, PKC ile AMPA reseptdriiniin alt boliimlerinden
olan GluA2’nin fosforilasyonu da artmaktadir. GluAl reseptdriiniin
defosforilasyonu ve GluA2 reseptoriiniin fosforilasyonunun birlikteligi, AMPA
reseptorlerinin endositozunu tetiklemekte ve postsinaptik membrandaki reseptor
sayisimt  azaltmaktadir. LTD’nin farkli sekilleri, metabotropik glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu aracilii ile de uyarilmaktadir. Bu LTD sekilleri,
fosfataz aktivasyonuna ihtiya¢ duymazken MAPK sinyal yolagina bagimlilik
gostermektedir (Liischer ve Malenka, 2012). Bu tip LTD’de, postsinaptik
hiicrede yer alan AMPA reseptor trafigindeki degisiklik ve Schaffer kollateral
terminallerinden diisiik miktarda glutamat saliverilmesi sinaptik iletimde bir

azalmaya yol agmaktadir (Kandel ve ark., 2013).
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Sekil 1.4 Postsinaptik néronda LTP ve LTD’nin AMPA ve NMDA reseptorleri
tizerinden ifadesi (Liischer ve Malenka, 2012°den uyarlanmistir).

Psikolog Donald Hebb (1949) noral devrelerin deneyimle nasil degistigini
aciklayan teorik bir model ortaya atmistir. Onun ifadesi ile "A ndronunun bir
aksonu B hiicresini uyarmaya yaklagsmigsa ve siirekli/kalic1 olarak
ateslenmesinde rol aliyorsa, hiicrelerden birinde veya her iki hiicrede dyle bir
gelisme veya metabolik bir degisim meydana gelir ki, B'nin ateslenmesinde rol
alan A'nin verimliliginde bir artig olur.”” (Hebb, 1949). Hipokampuste yapilan
LTP ¢alismalar1 ayn1 zamanda, Hebb’in olusturdugu teorik mekanizmaya da
uymaktadir. Ayrica entorinal korteksten dentat girusa gelen perforant yolak ve
CA3’ten CAl’e gelen Schaffer kollaterallerindeki sinapslarin Hebb tarafindan
ortaya atilan dgrenme modeline uydugu, Yosunsu liflerdeki sinapslarin ise
uymadig1 goriilmektedir (Hebb, 1949; Kandel ve ark., 2013).

1.2.3 Uzun Siireli Potansiyasyonun (LTP) Erken ve Ge¢ Fazlar

LTP iki faza sahiptir. Bir dizi aksiyon potansiyeli erken LTP denilen bir
saatten 3 saate kadar devam eden bir LTP fazi olusturmaktadir. Bu faz protein
sentezine, PKA’ya ya da cAMP’ye ihtiya¢ duymamaktadir. Bununla birlikte
aralikl1 olarak dort ya da daha fazla sinaptik uyar1 24 saat devam eden gec¢

LTP’yi uyarmaktadir. Geg¢ faz LTP, cAMP, PKA, yeni protein sentezi ve gen
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transkripsiyonunda degisikliklere ihtiya¢ duymaktadir. Ge¢ fazin devamliliginin
PKC’nin bir izoformu olan PKM( bagli oldugu gdosterilmistir (Sacktor, 2011).

Erken ve ge¢ LTP’nin molekiiler modelinde tek bir uyar1 ile NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu ile erken LTP uyarilmakta ve postsinaptik hiicre
icine Ca®* girisi ile birlikte bir grup ikincil haberci aktive olmaktadir. Presinaptik
uyarilar tekrarli olarak devam ettiginde Ca®* akisi adenilat siklazi devreye
katarak cAMP’nin olusumuyla PKA’nin aktiflesmesi saglanmaktadir. Bu durum
aynt zamanda MAPK’nin aktiflesmesine neden olmaktadir. PKA ve MAPK
niikleusa giderek CREB’nin fosforillenmesinde yer almaktadir. CREB1 yeni
sinaptik  baglantilarin  biiylimesinde  yer aldigi  bilinen  hedeflerin
transkripsiyonlarini aktiflesmektedir. Tekrarli uyarilar ayn1 zamanda dendritlerde
PKC’nin devaml aktif izoformu PKM{C’yi kodlayan mRNA’nin translasyonunu
aktiflesmektedir. Bu durum postsinaptik membrandaki AMPA reseptor sayisinda
uzun siireli artisa neden olmaktadir (Kandel ve ark., 2013) (Sekil 1.5).
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Sekil 1. 5 Erken ve ge¢c LTP’nin erken ve ge¢ fazlarinin molekiiler modeli (Kandel ve
ark., 2013’den uyarlanmistir).
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1.2.4 Uzun Siireli Bellegin Konsolidasyonu ve Rekonsolidasyonu

Uzun siireli bellegin  olusumu zamanla gergeklesmektedir. Bellek
baslangigta kirilgandir ve konsolidasyon olarak isimlendirilen stabilizasyon
stireci araciligr ile bozulmaya direngli hale gelmektedir (Bailey ve ark., 1996;
McGaugh, 2000; Dudai, 2012). Uzun siireli bellegin olusum mekanizmasinda
mRNA sentezinin ve bunun proteine doniismesinin bellek konsolidasyonu ig¢in
gerekli oldugu ve bu transkripsiyonel olaylarin temelde evrimsel olarak
korundugu bilinmektedir (Brink ve ark., 1966; Pedreira ve ark., 1996).

Konsolidasyon hakkinda ilk klinik veriler serebral travmali kisilerde
goriilen bellek kaybi ile elde edilmistir (Burnham ve ark., 1903). Daha sonra
konsolidasyon, rodentlerde elektrokonviilsif sok (EKS) ile olusturulan retrograd
amnezi ¢alismalar1 ile agiklanmaya calisilmistir (McGaugh, 2000). Birgok
konsolidasyon ¢alismasinda, bellek olustuktan sonra EKS ya da intraserebral
protein sentez inhibitdrii uygulamalari ile uzun siireli bellegin bozuldugu
gosterilmistir. Eger uygulamalar bellek olusumundan hemen sonra degil de belli
bir siire sonra yapilacak olursa uzun siireli bellegin etkilenmedigi bulunmustur

(Rodriguez-Ortiz ve Bermudez-Rattoni, 2007).

Konsolidasyonda, uzun siireli sinaptik plastisiteye katilan molekiiler
mekanizmalar da yer almaktadir (Alberini ve Kandel, 2015). Konsolidasyonun
biyolojik mekanizmasi, molekiiler konsolidasyon olarak bilinen de novo gen
ifadesinin  hizli fazi ile baslamaktadir. Yakin doneme kadar molekiiler
konsolidasyonun hizla birka¢ saat iginde tamamlandigina inanilmaktaydi; fakat
son zamanlarda yapilan in vivo g¢alismalarda, sirkadyen ritim ve uykunun da
katildig1 zamansal bir pencerede en az 24 saat siirebilecegi ortaya konulmustur

(Eckel-Mahan ve Storm, 2009; Wang ve ark., 2011; Tononi ve Cirelli, 2014).

Konsolidasyon sirasinda oldugu gibi bellegin geri ¢cagrilmasi sonrasinda da
ilk birka¢ saatte de novo transkripsiyon ve translasyon gereklidir. Bu durum
bellek rekonsolidasyonu olarak, bellek stabilizasyonunun reaktivasyon siirecini
ifade etmektedir (Sara, 2000; Nader ve Einarsson, 2010; Alberini, 2011; Alberini
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ve Kandel, 2015). Bellek iki durumda aktif hale gelmektedir: biri yeni
olustugunda, ikincisi geri cagirma vasitasiyla yeniden etkinlestirildiginde.
Bellegin aktif oldugu konsolidasyon ve rekonsolidasyon durumlarinda,

bozulmaya agikken, diger tim durumlarda inaktiftir ve bozulmaya direnglidir.

Konsolidasyon ve rekonsolidasyonun ayni fizyolojik mekanizmalari
kullandiklarini syleyen ¢alismalar olmakla birlikte (Nader ve ark., 2000; Debiec
ve ark., 2002; Duvarci ve ark., 2006) farkli siiregler olduklarini sdyleyen
calismalar da (Taubenfeld ve ark., 2001; Rodriguez-Ortiz ve Bermudez-Rattoni,
2007) bulunmaktadir.

1.2.4.1 Amigdalaya Baglantih Uzun Siireli Ortiik Bellegin

Konsolidasyonu

Amigdaladanin uzun siireli korku belleginin olugsmasinda yer aldigi, uzun
stireli bellegin olusmasinda LTP olusumu (Rogan ve ark., 1997), CREB
aktivasyonu (Silva ve ark., 1998) ve early growth response 1 (Egrl) gen

ifadesinin (Rosen ve ark., 1998) gerekli oldugu gosterilmistir.

Amigdalanin uzun siireli bellegin konsolidasyonunda yer alabilecegini
gosteren ¢alismalar bulunmakla birlikte (Nader ve ark., 2000) tam olarak yer alip
almadigr kesin degildir. Amigdalanin uzun siireli bellegin ve korku belleginin
konsolidasyonunun diizenlenmesinde diger beyin bolgeleri ile birlikte yer aldigi

ifade edilmistir (McGaugh, 2000; McGaugh, 2004).

BLA ile entorinal korteks (Ressler ve ark. 2002; McGaugh, 2004), ACC
(Malin ve McGaugh, 2006) arasindaki baglantilarin bellek konsolidasyonunda
yer aldig1 gosterilmistir. Amigdala ve medial prefrontal korteks (mPF) arasinda
yogun ve karsilikli baglantilarin (Little ve Carter, 2013) BLA igindeki noral
entegrasyonu ile korku ifadesini diizenledigi belirtilmistir (Arruda-Cavolho ve
Clem, 2015).
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1.2.4.2 Hipokampus Baglantilhh Olarak Uzun Siireli Acik Bellegin

Konsolidasyonu ve Rekonsolidasyonu

Konsolidasyon hipotezi hakkindaki ilk bilgiler medial temporal lob hasar1
goriilen, geriye doniik unutkanlig1 olan hastalardan elde edilmistir (Burnham ve
ark., 1903). Amnezik hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda bellegin
kodlanmasi sonrasinda uzun siireli olabilmesi i¢in smirli bir siire igin
hipokampusiin gerekli oldugu bildirilmistir (Squire ve ark., 2001). Saglikli
insanda yapilan f-MRI c¢alismalarinda hatirlama ile iliskili olarak medial
temporal lob yapilarinin etkinliginin azaldigr fakat neokortikal yapilarin

aktivitelerinin arttig1 gdsterilmistir (Smith ve ark., 2010).

Uzun siireli baglamsal, uzaysal ve anisal bellek olusumunda yer aldigi
bilinen hipokampuste, kaginma belleginin konsolidasyonu igin gerekli olan gen
ifadesine bagimli fazin siganlarda egitimden sonra 24 saatten daha uzun siirdigii,
yaklasik 48 saatte tamamlandig1 gorillmiistiir (Taubenfeld ve ark., 2001; Alberini
2009; Bekinschtein ve ark., 2014).

Ogrenme sonrasinda saatler iginde meydana gelen degisikliklerin
hipokampus-bagimli oldugu, daha sonraki zaman noktalarinda néronal sistem
seviyesindeki degisikliklerin hipokampusten bagimsiz olarak meydana geldigi
distiniilmektedir (Anagnostaras ve ark., 2001).

1.2.5 Uzun Siireli Bellek ve Sistem Konsolidasyonu

Hipokampal formasyon ve etrafindaki yapilar yeni bellek olusumunda
gereklidir. Hipokampus ve prefrontal korteks arasinda direkt monosinaptik ve
indirekt polisinaptik bir¢cok baglanti bulunmaktadir. Bu kortikal ve subkortikal
alanlardan gelen kompleks multisinaptik yolaklar yiiksek bilissel fonksiyonlarda
yer almaktadir (Jin ve Maren, 2015). Hipokampus ve prefrontal korteks
arasindaki baglantilarin, anisal bellegin kodlanmasi ve geri c¢agirilmasi igin

gerekli oldugu ortaya konmustur.
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Neokortikal bolgelerin uzun siireli bellegin depolanmasindan sorumlu
olabilecegi fikrini ilk olarak Frankland ve ark. (2004) ortaya atmislardir
(Frankland ve ark., 2004). Neokorteksin bilginin uzun siireli depolanmasinda
gerekli oldugu ve mPF korteksin ise bellek depolanmasinda yer aldigi
gosterilmistir (Milad ve Quirk, 2002; Frankland ve ark., 2004; Runyan ve ark.,
2004; Gilmartin ve Helmstetter, 2010).

Bellek konsolidasyonu, 6grenme sonrasi saatlerde sinaptik plastisiteyi
stabil hale getiren hiicresel seviyedeki olaylar1 agiklamak i¢in kullanilmaktadir.
Sistem konsolidasyonu ise bellegi destekleyen beyin sistemlerinin dereceli
reorganizasyonunu ifade etmektedir. Ayrica sistem konsolidasyonu, baglangicta
hipokampuse bagimli bellegin zamanla yeniden diizenlenmesi olarak
aciklanabilmektedir. Bu siirecte, hipokampus bellegin depolanma ve geri
cagirilmasinda daha az oOnemli hale gelmekte, neokorteksin farklilagmis

bolgelerinde bellegin daha kalici hale geldigi diisiiniilmektedir.

Squire ve ark. (2015) sistem konsolidasyonu mekanizmasi ile son
hatiralarin baslangicta hipokampus ve neokortekste kodlandigini fakat zamanla
hipokampusten bagimsiz hale geldigini ve ayrica hipokampusiin kortikal
baglantilar1 araciligi ile neokorteksteki bilginin stabililizasyonu ig¢in gerekli
oldugunu ifade etmislerdir (Squire ve ark., 2015). Neokortekste olan
degisiklikler, bir¢ok kortikal bolge arasindaki dagilmis, karmasik baglantilar:
artirarak uzun siireli bellegin stabil hale gelmesini saglamaktadir (Squire ve ark.,

2015).

Sistem konsolidasyonu ile hipokampusiin baslangigtaki roliiniin farelerde
iki haftanin lizerinde, insanda ise yillarca devam ettigi ve zamanla ortadan
kalkabilecegi gosterilmistir (Squire ve ark., 2004; Wiltgen ve Tanaka, 2013).
Sistem konsolidasyonu fazinin sonunda bellegin, molekiiler uygulamalara veya
hipokampal bozulma/inaktivasyon ile meydana gelen bozulmalara duyarsiz

oldugu agiklanmistir (Squire ve ark., 2015).

Hipokampus-bagimli agik bellegin sistem konsolidasyonuna girdigi

bilinmekle birlikte, amigdalanin gerekli oldugu Pavlovian sartlanma gibi
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durumlarda olusan Ortiikk bellegin sistem konsolidasyonuna girip girmedigi
bilinmemektedir. Hipokampus temelli agik ve amigdala temelli ortiik bellek
farkliliklarina ragmen uzun siireli bellegin olusum siireglerinde birbirleri ile

etkilesim halinde olabilecekleri goriilmiistiir (Phelps, 2004).

1.2.6 Uzun Siireli Bellegin Transkripsiyonel Diizenlenmesi

Spesifik gen {iriinlerinin (RNA ve protein) konsantrasyonlarindaki azalma
ya da artis1 hiicre i¢inde belirleyen ana mekanizmalardan birisi transkripsiyonel
diizenlemedir (Lewin, 2004). Disaridan gelen uyarilara yanit olusturmak igin,

belirli genlerin ifadeleri transkripsiyon seviyesinde kontrol edilmektedir.

Uzun siireli  bellegin  olusumu ve siirdiiriilmesinde rol oynayan
transkripsiyonel diizenlenme, ¢ok sayida kofaktdriin, kromatin diizenleyici
proteinlerin ve transkripsiyonu aktive/inhibe eden birgok transkripsiyon

faktoriiniin etkilesimini gerektiren karmasik bir siiregtir.

Memeli beyninde CREB bagimli bir yolagin, sinaptik plastisite ve bellek
olusumu i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda CREB, uzun siireli
bellegin konsolidasyonu ve rekonsolidasyonu i¢in gerekli oldugu gdsterilmis ilk

transkripsiyon faktorlerinden biridir (Benito ve Barco, 2010) (Sekil 1.6).

Plastisite ya da Ogrenme baglaminda CREB aktivasyonu ile C/EBP
transkripsiyon faktoriiniiniin ifadesini artirmaktadir. C/EBP’nin asir1 ifadesinin
ya da fonksiyonunun engellenmesi, sinaptik plastisiteyi ve bellek
konsolidasyonunu artirdigi ya da engelledigi gosterilmistir (Alberini ve ark.,
1994). Bu tip transkripsiyon faktorleri kendileri ile homodimer diger
transkripsiyon faktorii ile heterodimer bir yapi olusturmaktadir. C/EBP, CREB
ile birlikte uzun siireli bellegi destekleyen yeni sinaptik baglantilar1 tetikleyen
genler lizerinde etki gostermektedir. Bu transkripsiyonu diizenleyici iki faktor

arasindaki durum fonksiyonel bir baglantiyr isaret etmektedir. CREB’in
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transkripsiyon basamaklarint C/EBP araciligiyla kontrol ettigi de bildirilmistir
(Alberini ve ark., 1994).

C/EBP geni bir immediate early gendir (IEG). Merkezi sinir sisteminde
IEG’ler gen ve gevre etkilesimde Onemli aracilar olarak bilinmekte; noronal
aktivite ve plastisite i¢in ¢evresel uyarilar ile hedef genler arasindaki hizli
etkilesimi tetikledikleri diisiiniilmektedir (Bahrami ve Drables, 2016).

Bircok IEG transkripsiyon faktorii olarak islev gormektedir. Bu durum
sinaptik ve noéronal seviyelerde kalict adaptasyonlar1 kodlamak i¢in ndronal
faaliyete hizli ve dinamik bir karakter saglamaktadir. Ogrenme ve bellek
olusumu siirecinde IEG’lerin aktivasyonu dnemlidir. IEG’ler 6grenme ile ilgili
gec yanit genlerinin ifadelerini diizenlemek i¢in bunlarin promotor bolgeleri ile

iletisime gegen transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadirlar (Penke ve ark.,

2014).

IEG’lerden olan FBJ osteosarcoma oncogene (c-fos) ve Egrl gibi genlerin
aktivasyonu sonucunda goriilen bazi transkripsiyon faktdrlerinin transkripsiyonu,
o6grenmeyi takip eden noronal aktivite ile uyarilmaktadir ve uzun siireli bellegin

olugmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Guzowski ve ark., 2001).

Uzun siireli bellek i¢in, c-fos, Egrl(zif268) wve activity regulated
cytoskeleton associated protein (arc) genlerinin yiiksek frekansli néronal aktivite
ile hizli bir sekilde uyarilmalar1 gerekmektedir (Mayford ve ark., 2012). Bu
genler, noral aktivite deseninin bir genetik ¢ikt1 olusturabilmesi ig¢in, ndron
gruplarinin iizerine direkt bir molekiiler kontrol olusturma potansiyeline
sahiptirler (Myford ve ark., 2012). Ayrica bu transkripsiyon faktorleri, efektor
genlerin yanitlarindan ve ifadelerinin diizenlemesinden de sorumludurlar

(Woldemichael ve ark. 2014; Oliveira ve ark., 2017).

Noronal aktivite ile uyarilan genler olarak c-fos ve Egrl’in ifadeleri,
O0grenme, geri ¢agirma ya da herhangi bir davranigsal yanit tarafindan ortaya

konan noronal aktivite desenlerini aragtirmak i¢in kullanilmaktadir.
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Noronal aktivite ile uyarilan hedef genlerin bir grubunun ise, 6grenme ve

bellek ile iligkilendirilen sinaptik plastisitenin mekanizmasinda yer alan

genlerden olustugu diisiiniilmektedir (Benito ve Barco, 2015).

CaMKII
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Sekil 1.6 Uzun siireli bellegin olusumunda yer alan CREB yolaginin sematik gdsterimi

(Alberini, 1999’dan uyarlanmistir).

31



1.3 Early Growth Response 1 (Egrl) geni

IEG’lerden biri olan Egrl proteini ¢inko parmak (zinc finger) motifi igeren

transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir. Ilk olarak yaklasik 30 yil énce,

noronal biiylime faktorleriyle ifadesi artan genlerin arastirilmasi sirasinda
bulunmustur (Milbrandt, 1987). Egrl geni (Zif268, NGF1 ve Krox-24 olarak da
bilinmektedir) sicanda 18. kromozomda (NC_005117.4) yer almaktadir (Cizelge

1.1).

Cizelge 1.1 Egrl geni ve gen liriinii hakkinda 6zet bilgi tablosu.

Organizma

Gen sembolii

Genin agik ismi
Alternatif isimler
Gen kimlik numarasi
Kromozom

Yeri

Yerlesimi

Uzunlugu

Ekzon sayisi
Kodladigi protein
Egrl proteinin uzunlugu

Siganlarda mRNA izolasyonu
yapilan dokular

Hiicre ici yerlesimi

Kaynak

Sigcan

Egri

Early growth response 1

Ngfr, Zif268, Ngf1, NGF1-A, Krox-24
ID- 24330

18q12

NC_005117.4

27,657,903- 27,660,101

2199 bg 2.9 kbp

2

Egrl

3130 bg, 536 aa

Beyin, timus, adrenal bezler, kalp,
bobrek, karaciger, kas, dalak,
testis/uterus

Nikleus

NCBI (National Center of Biotechnology
Information)

1.3.1 Egrl ve LTP

Egrl geni, LTP ile iliskili olarak veya belirli 6grenme deneyimlerinden

sonra bazi beyin bélgelerinde hizla uyarilmaktadir. Egrl geninin deneyime

bagimli uzun siireli sinaptik plastisite ve bellek olusumunda yapisal ve
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fonksiyonel degisiklikleri saglayan ge¢ yanit genlerinin transkripsiyonunu
diizenlemede onemli oldugu bilinmektedir (Davis ve ark., 2003; Knapska ve

Kaczmarek, 2004).

Egrl’in inaktive edildigi mutant farelerde hipokampuste kisa siireli
LTP’nin bozuldugu fakat uzun siireli LTP’nin devam ettigi gosterilmistir (Jones
ve ark., 2001). Egrl nin si¢anlarda obje tanima, uzaysal 6grenme modellerinde

uzun siireli bellek olusumunda yer aldig1 gosterilmistir (Jones ve ark., 2001).

1.3.2 Egrl ve Uzun Siireli Bellek

Egrl’in farkli beyin bolgelerinde ifadesinin, agik bellegin farkli sekillerinin
konsolidasyonu ve rekonsolidasyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Veyrac ve
ark., 2014).

Literatiirde korku belleginin amigdala bolgesinde konsolidasyonu ve
rekonsolidasyonunda Egrl geninin roli ile ilgili ¢eliskili sonuglar
bulunmaktadir. EQrl transkripsiyon faktoriiniin, hipokampuste (Lee ve ark.,
2004) ve amigdalada (Lee ve ark., 2006) baglamsal korku sartlanmasi ile iliskili
olarak bellegin rekonsolidasyon siirecinde yer aldigi bildirilmistir. Baska bir
calismada ise, LA’da baglamsal korku kosullamasi sonrasinda Egrl geninin
konsolidasyonda yer aldig1 fakat rekonsolidasyonda yer almadig: rapor edilmistir
(Malkani ve Rosen, 2000). Diger bir ¢alismada ise, Egrl ifadesinin isitsel korku
kosullamas1  sonrasinda LA’da konsolidasyonda yer almadigi fakat
rekonsolidasyonda 6nemli oldugu gosterilmistir (Hall ve ark., 2001). Maddox ve
Schafe (2011) Egrl antisens yaklagimiyla knockdown edilmis si¢canlarda LA’da
igitsel korku sartlanmasi belleginin konsolidasyon ve rekonsolidasyonun
bozuldugunu bildirmislerdir (Maddox ve Schafe, 2011). Ayrica amigdalada
Egrl’in obje tanima belleginin rekonsolidasyonunda yer alabilecegi

gosterilmistir (Bozon ve ark., 2003)
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Bellek olusumunun farkli zaman noktalarindaki rolii incelendiginde, Egrl
geni knock-out farelerde hipokampus-bagimli obje tanima belleginin uzun siireli
komponentinin (24 saatlik) bozuldugu, fakat kisa siireli komponentinin (10
dakikalik) saglam kaldigi bulunmustur (Jones ve ark., 2001). Egrl LA’da
antisens olarak knockdown edildiginde korku sartlanmasi sonrasinda 24 saatte
uzun siireli bellegin bozuldugu kisa siireli bellegin ise (3 saat) saglam kaldigi
gosterilmistir (Maddox ve Schafe, 2011). Tim bu bulgular isitsel korku
sartlanmasinda LA’da Egrl geninin bellek konsolidasyonunda 6nemli oldugu,
ayrica amigdalada baglamsal korku sartlanmasinda uzun siireli bellegin olusumu
icin gerekli oldugu seklinde yorumlanmistir (Malkani ve ark., 2004; Maddox ve
Schafe, 2011).

1.4 Kalsinorin Geni (CaN) ve Uzun Siireli Bellek

Sicanlarda uzun siireli bellek calismalarinda yer alan kalsindrin, Ca*
bagimli Serin/Treonin (Ser/Thr) alfa katalitik alt birimi Ppp3ca geni tarafindan
kodlanmaktadir. Ayn1 zamanda bu gen protein fosfataz 2B (PP2B) ya da
kalsinorin (CaN) olarak da isimlendirilmektedir. Ppp3ca geninin beyinde daha
fazla ifade oldugu gosterilmistir (Rusnak ve Mertz, 2000). CaN geni siganda 2.
kromozomda (NC_005101.4) yerlesmis olarak bulunmaktadir (Cizelge 1.2)

34



Cizelge 1.2 CaN geni ve gen iriinii hakkinda 6zet bilgi tablosu.

Organizma Sigan

Gen sembolii Ppp3ca

Genin agik ismi Protein fosfataz 3 katalitik alt birim alfa
Alternatif isimler Pp2BAQ, Calnal, CaN
Gen kimlik numarasi ID- 24674

Kromozom 2043

Yeri NC_005101.4

Yerlegimi 241,909,332-242,186,861
Uzunlugu 277,530 bg

Ekzon sayisi 15

Kodladigi protein PPp3ca

Kalsin6rin proteininin uzunlugu 2326 bg, 521 aa

Beyin, kemik, mide, kalp, bobrek,
karaciger, hematopoetik sistem,
plasenta, iskelet kasi, hipofiz bezi

Siganlarda mRNA izolasyonu
yapilan dokular

Hiicre iginde yerlegimi Sitoplazma, niikleus

NCBI (National Center of

Kaynak ) )
Biotechnology Information)

Sicanlarda CaN geninin alt birimlerini (CaNAa ve CaNAP) hedef alan
antisens oligoniikleotid aracili genetik inhibisyon c¢alismalarinda, CAl
bolgesinde CaN’nin LTP’nin uyarilmasinda antagonistik etkisi oldugu
gosterilmistir (Ikegami ve ark., 1996). Eriskin sigan beynine CaN antisens
oligoniikleotid inflizyonunun bellegi gelistirdigi  gosterilmistir.  Korku
sartlanmas1 sonrasinda 24. saatte antisens oligoniikleotid uygulamasiyla
asosiyatif bellegin arttig1 bulunmustur (Ikegami ve Inokuchi, 2000). Fakat ayn
uygulama uzaysal 6grenmeye etki etmemistir ve bu durum uzaysal 6grenme (Su
labirenti) ile ilgili yapilardaki yetersiz CaN inhibisyonuna ya da siganlarin asir1
calismasina bagli olabilecegi seklinde agiklanmistir (Mansuy, 2003). Prefrontal
kortekste CaN’in aktif formu olusturulan transgenik farelerde uzaysal 6grenme
ve bellegin bozuldugu gosterilmistir (Mansuy ve ark., 1998a). Fosfataz
aktivitesinin arttigir CN98 mutant farelerde kisa siireli bellek normal bulunurken,
uzun siireli bellegin bozuldugu gosterilmistir (Mansuy ve ark., 1998b). Uzaysal

bellekteki bozulmanin asir1 CaN ifadesine bagli oldugu seklinde agiklanmistir
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(Mansuy ve ark., 1998b). CaN’nin regiilator bolgesini kodlayan genin knock-out
edildigi hayvanlarda uzaysal ¢alisma belleginin bozuldugu, fakat uzaysal

0grenme ve bellegin normal oldugu bulunmustur (Malleret ve ark., 2001).

Rodentlerde protein fosfataz 1 (ppl) ve CaN, deniz salyangozunda CREB2
gibi bellegi baskilayan genlerin, bellek iizerinde gii¢li bir kisitlama
olusturduklar1 ve bu genlerden herhangi birinin sessizlesmesi durumunda

bellegin saklanmasinin arttig1 ve bellegin olusum esiginin diistiigli gosterilmistir

(Malleret ve ark., 2001; Genoux ve ark., 2003; Koshibu ve ark., 2009).

1.4.1 Kalsinorin ve Uzun Siireli Bellek

Kalsinérin memeli dokusunda en yiliksek diizeyde beyinde olmak iizere
yaygin olarak ifade edilmektedir. Kalsinorin, biri katalitik digeri ise Ca?
baglayan diizenleyici alt birim olmak {izere 2 alt birimden olusan bir
heterodimerdir. Katalitik alt birim i¢in her biri ayr1 genler tarafindan kodlanan 3
izozim (o, P, 7y); diizenleyici alt birim i¢in ise yine her birisi ayr1 genler
tarafindan kodlanan 2 izoform (al, a2) s6z konusudur (Kuno ve ark., 1989;
Kincaid ve ark.,1990; Ueki ve ark., 1992; Chang ve ark., 1994). Dokuya gore her

bir alt birimin izoformlar: farklilik géstermektedir.

Kalsindrin proteini; Ca?* hassasiyeti yiiksek, sadece Ca®" ile aktive olan ve
sinir sisteminde en ¢ok bulunan bir protein fosfatazdir. Noronlarda niikleus ve
sitoplazmada yerlesim gostererek birgok substrat ile etkilesime gegebilmektedir
(Baumgértel ve Mansuy, 2012).

Presinaptik ndron terminallerinde bol miktarda bulunan kalsindrinin
norotranmitter saliverilmesinin bir¢ok asamasinda rol oynadigi bilinmektedir.
Endositoz ve ekzositoz adimlar1 kalsinérin bagimlidir ve bu siireglerde
kalsinorin, sinapsin, sinaptotagmin, rabfilin3A, sinaptobrevin ve defosfinleri de
igeren bir¢ok fosfoprotein ile etkilesime ge¢mektedir (Greengard ve ark., 1993).
Sinaptik aktivite sirasinda CaMKI ve II, PKA, MAPK/siklin-bagimli kinazlar 1
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ve 5 gibi bircok protein kinazlar tarafindan kalsinérin fosforillenmektedir.
Kalsindrinin fosforilasyonu sinapsinin vezikiilden ayrilmasini ve ekzositoz i¢in
hareketlenmesine olanak saglamaktadir (Hosaka ve ark., 1999). Kalsindrin
tarafindan MAPK/siklin bagimli kinazlarin defosforilasyonu ya da bir diger
fosfataz olan protein fosfataz 2A tarafindan CaMK/PKA defosforilasyonu ile
ekzositoz siireci geri ¢evrilmektedir (Jovanovic ve ark., 2001). Fosforilasyon ve
defosforilasyon arasindaki denge, uyarinin frekansi ile diizenlenmektedir. Bu
dengedeki bir diizensizlik norotransmitter saliverilmesini Onemli sekilde

bozmaktadir.

Kalsindrin proteini postsinaptik noronda da bol miktarda, dendritlerin
terminallerinin iskelet proteinlerine tutunmus olarak bulunmaktadir. Bu
konumlanmada kalsinérine PKA ve PKC eslik etmektedir (Coghlan ve ark.,
1995; Oliveria ve ark., 2003). Bu yakin iligkinin kinaz ve fosfataz dengesini
saglamak a¢isindan 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Mansuy, 2003).

Kalsindrin sitoplazmada Ca** homeostazisinin diizenlenmesinde de rol
oynamaktadir. Postsinaptik ndronda meydana gelen Ca? girisi ile ilk aktive olan
kalsinorindir (Klee ve ark., 1979). Kalsinorin bir kez uyarilsa bile intraselliiler
depodan Ca*" saliverilmesi ve hiicre i¢ine Ca’* akisinin azalmasma Kkatki
saglamaktadir. Bunu voltaja bagimli Ca®" kanallarin inaktivasyonu ve
defosforilasyonuna yol acan geri-besleme mekanizmalarint tetikleyerek
yapmaktadir. Bu mekanizmalar ya dogrudan voltaja bagimli Ca?* kanallari, ya da
dolayli olarak voltaja bagimli sodyum (Na) kanallar1 {izerinden kontrol
edilmektedir (Chen ve ark., 1995). NMDA reseptoriiniin uyarilmasi sirasinda
igeri  giren Ca*’un  diizenlenmesi, kalsindrin  tarafindan reseptorin
downregiilasyonu ile saglanmaktadir (Mansuy, 2003). Sinaptik NMDA yanitlari
kalsinorin tarafindan baskilanmakta (Lieberman ve Mody, 1994) ve glisin-
bagimsiz reseptor desensitizasyonu ise artirilmaktadir (Tong ve Jahr, 1994,
Raman ve ark., 1996). Kalsinérin, AMPA reseptorlerinin fosforilasyonunu

diizenleyerek sinaptik iletimi diizenlemektedir (Baumgartel ve Mansuy, 2012).

Kalsinorin, niikleustaki siireclerde transkripsiyon faktorlerine dogrudan

veya dolayl1 olarak etki ederek Ca®* ve nérotrofin ile uyarilan gen ekspresyonuna
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katilmaktadir (Crabtree, 2001). Kalsinorin tarafindan aktivitesinin diizenlendigi
bilinen en 6nemli transkripsiyon faktorii CREB’dir (Bito ve ark., 1996; Siemann
ve ark., 1999). CREB’in fosforilasyonu, kalsindrin tarafindan ya dogrudan
defosforillenerek ya da ppl’in asagt akis yoniinde aktivasyonu ile
sonlandirilmaktadir (Genoux ve ark., 2003; Chang ve Berg, 2001). Kalsin6rinin
noronal hiicrelerde diizenleyici mekanizmalarda yer almasi, aktivite alanlari,
substratlarinin gesitliligi ve Ca®* hassasiyeti gibi 6zellikleri sebebiyle, dgrenme
ve bellek mekanizmalar1 i¢in Onemli bir oyuncu olmaya aday olarak

goriilmektedir (Cizelge 1.3).

Ogrenme ve bellegin olusma mekanizmasinda ndronlarda protein kinazlar
ile protein fosfatazlar arasinda bir denge oldugu fikri Lisman (1994) tarafindan
ortaya atilmistir (Lisman, 1994). Protein kinazlar ve fosfatazlar negatif veya
pozitif geri-bildirimler ile beyindeki sinyal yolaklarini diizenlenmektedir. Bu
diizenlemede yer alan en onemli kinaz CaMKII olarak gosterilmistir. CaMKII,
ca’" ile uyarilmasindan sonra otofosforilasyon ile kendi kendini aktiflestirmeye
devam edebilmektedir. Fosfatazlar ve kinazlar arasindaki dengeleme durumunda
kalsinoérin ve ppl, CaMKII’nin otofosforilasyon aktivitesini tersine
déndiirebilmekte ve substratlarini da defosforile etmektedir. Ayrica Ca®" ile aym
zamanda uyarilan protein fosfatazlar ve PKA’nin birbirlerine kars1 zit aktivite

gosterdikleri belirtilmektedir.

Noronal aktiviteye bagimli uyari ile postsinaptik ndrondaki Ca® artis1 ile
sinaptik  etkinlikte goriilen degisikliklerin, noérondaki bazi proteinlerin
fosforilasyon seviyeleri ile belirlendigi ve kalsindrinin bu fosforilasyonu

diizenleyen 6nemli bir fosfataz oldugu bilinmektedir.

Kalsinorinin famakolojik veya genetik yontemlerle inhibisyonu ¢aligmalari
ile, kalsinorinin uzun siireli bellek olusum mekanizmalarindaki rolii agiklanmaya

caligilmistir.
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Cizelge 1.3 Noronda kalsinorinin yer aldig1 diizenlemeler

Presinaptik Post sinaptik Niikleus
Kalsindrinin
kinazlar (CaMKI-Il, Postsinaptik nérona giren
PKA, MAPK, Ca”* ve hiicre i¢i
Siklin bagimli depolardan Ca*"’un
kinazlar 1-5) saliverilmesi ile ilk olarak
tarafindan fosforile kalsinorin aktive olur.
edilmesi
Transkripsiyon
faktorlerine direkt ya
Voltaja bagimli Ca?* da dolaylh o!arak e;tki
Néronda Sinapsinin kanazl}arlnl ve hiicr-e i-(;i edereklgzglgadesme
T o Vezikailden .Ca . saliverilmesini ’
kil e inaktive eder. ]?olayll
diizenlemeler y1 olarak voltaj-bagimli Na
sgglayarak kanallarinin
ekzositozu baslatir. inhibisyonunda rol alir.
NMDA reseptoriin agagi
regiilasyonunu sagliyor.
AMPA reseptoriin
fosforilasyonunu
diizenler.
Kalsinorin MAPK’1
defosforile ederken
Kalsindrin tarafindan
PP2A da aktivitesinin
CaMk/PKA’y1 diizenlendigi bilinen
defosforile eder. en 6nemli
transkripsiyon faktorii
Ve boylece olan CREB'in
ekzositoz geri defosforilasyonuna
cevrilir. neden olur.
Transmitter Hiicre i¢i Ca®* L
. - N Transkripsiyonu
Sonug olarak saliverilmesini hemostazisini r .
etkiler. diizenlemede 6nemlidir. I SRS Gl
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CA1 bolgesinde kalsindrinin farmakolojik inhibisyonu ile LTP esiginin
uygulanan inhibitériin dozuna bagimli olarak azaldigi bulunmustur (ikegami ve
ark., 1996). Korku sartlanmasi1 yapilan si¢anlarda intraven6z yolla kalsindrin
inhibitérii uygulamasimin korku bellegindeki bozulmayi engelledigi; fosfataz
aktivitesinin artirildigit CN98 mutant farelerde kalsindrin seviyesindeki artis ile
paralel olarak korku belleginde bozulma oldugu gdosterilmistir (Mansuy ve ark.,
1998b; Mansuy, 2003; Lin ve ark.,, 2003a). Bu sonuglar kalsinorin
inhibisyonunun korku belleginin olusumu i¢in gerekli oldugu seklinde
aciklanmistir. Sicanlarda yapilan uzaysal bellek c¢aligmalarinda kalsinérin

aktivitesindeki azalma ile uzaysal O6grenme ve bellegin arttigi gosterilmistir

(Malleret ve ark., 2001).

Kalsinorin inhibisyonunun bellek {izerine olan etkisinde, inhibe edildigi
beyin bolgelerine gore de farkliliklar gozlenmektedir. On beyinde davranis
deneyi Oncesi ve sonrasinda yapilan kalsindrin inhibitérii uygulamalari
sonrasinda bellegin arttig1 ifade edilirken (Malleret ve ark., 2001; Baumgaértel ve
ark., 2008) amigdalada kalsinérinin farmakolojik inhibisyonu ile korku

belleginin olugmasinin engellendigi gosterilmistir (Lin ve ark., 2003b).

1.5 Reelin Geni (Reln) ve Sinaptik Plastisite, LTP, Uzun Siireli
Bellek

Reelin geni (Reln), 1997 yilinda DeSilva tarafindan bulunmus ve 7q22
kromozom bolgesinde haritalandirilmistir (DeSilva ve ark., 1997). Si¢anlarda

Reln 4. kromozom bolgesine (NC _005103.4) yerlesmis olarak bulunmaktadir
(Cizelge 1.4)
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Cizelge 1.4 Reln geni ve gen iirlinleri hakkinda 6zet bilgi tablosu.

Organizma Sigan

Gen sembolii Reln

Genin agik ismi Reelin

Alternatif isimler Reelen, RI, Reeler

Gen kimlik numarasi ID- 24718

Kromozom 4q11

Yeri NC_005103.4

Yerlesimi 9,347,533-9,774,257
Uzunlugu 426,726 bg

Ekzon sayisi 66

Kodladigi proteinler 2 protein kodluyor (Reln-201, Reln-202)
Kodlanan proteinlerin Reln-201: 11090 bg, 3461 aa
uzunlugu Reln-202: 10384 bg, 3462 aa

Adrenal bezler, beyin, kalp, bébrek,
karaciger akciger, kas, dalak, timus,
testis/uterus

Siganlarda mRNA izolasyonu
yapilan dokular

Hiicre iginde yerlesimi Ekstrasellller

NCBI (National Center of Biotechnology

Kaynak .
Information)

Insanda yapilan genetik galismalarda RELN lokusunun sizofreni, bipolar
bozukluk, otizm ve Alzheimer Hastalig1 gibi noropsikiyatrik hastaliklar ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Ishii ve ark., 2016). Reelin igin haplo-yetersiz
[heterozigot Reln (rl/-)] farelerde biligsel ve davranigsal bozukluklar
gosterilmistir  (Tueting ve ark., 1999). Heterozigot Reln ve ¢ok-diisiik
yogunluktaki lipoprotein reseptorii (VLDL-R) ve Apolipoprotein reseptor 2
(ApoER2) mutant farelerde yapilan ¢alismalar, reelinin sinaptik disfonksiyona
neden olarak biligsel disfonksiyona ve psikiyatrik semptomlara benzer
degisikliklere yol ag¢tigini diisiindiirmektedir (Weeber ve ark., 2002; Qiu ve ark.,
2006; Pujadas ve ark., 2010).
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Reelinin sinaptik plastisitedeki 6nemli rolii, NMDA reseptorii lizerinden
olusan etkiler ile agiklanmistir (Weeber ve ark., 2002; Qui ve ark., 2006; Pujadas
ve ark., 2010). Weeber ve ark. (2002) reelin ApoER2 ve VLDL reseptorii knock-
out fare hipokampus dilimlerinde reelin aracili sinyal iletiminin sinaptik
plastisite ve bellek olusumu igin 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Pujadas ve
ark. (2010) reelini asir1 ifade eden transgenik farelerde hipokampuste sinaptik
fonksiyonun ve LTP’nin arttigini ve dendritik dikenlerin hipertrofik oldugunu
gostermislerdir (Pujadas ve ark., 2010). Trotter ve ark. (2013) tarafindan 6n
beyinde cksitator noronlarda reelin adaptor protein 1 (Dabl) knock-out
farelerde, dendritik diken biiyiikliiklerinde azalma oldugu, Akt ve ERK sinyal
yolaklarinin baskilandigi, hipokampal LTP’nin kayboldugu ve hipokampus
baglantili 6grenmenin bozuldugu bulunmustur (Trotter ve ark., 2013). Bir diger
calismada dorsal 6n beyine 6zel Dabl knock-out farelerde motor fonksiyonlarin
normal oldugu fakat hayvanlarin hiperaktif olduklari, anksiyete benzeri
davranislarin azaldigi, calisma ve uzaysal bellegin bozuldugu goriilmiistiir (Imai

ve ark., 2017).

iki aylik iken tamoksifen verilerek Reln inaktivasyonu yapilan (Reln®/fo%)

knock-out farelerde, kortikal yapida bir bozulma olmadigi, korku sartlanmasi
sonrasinda korku belleginin normal oldugu ve CA1 bolgesindeki LTP’de belirgin
bir degisiklik olmadigi goézlenmistir (Lane-Donovan ve ark., 2015). mPF
kortekste Reln knockdown farelerde uzaysal galisma bellegi ve obje tanima
davranislarinda bozulma, ayrica yliriiyliste aksamalar bulunmustur (Brosda ve

ark., 2011).

1.5.1 Reelin ve Sinaptik plastisite, LTP, Uzun Siireli Bellek

Reelin, Reln geni tarafindan kodlanan, embriogenez sirasinda beyin
gelisiminde Onemli olan bir ekstraselliiler matriks proteinidir. Hipokampiis ve
serebral korteks gelisiminde Cajal-Retzius ndronlari tarafindan iretilen bir
glikoprotein olan reelin, dendrit formasyonu, hiicre agregasyonu, ndron

migrasyonu ve korteksin laminar formasyonunda diizenleyici olarak gorev
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yapmaktadir (Nakajima ve ark., 1997; Franco ve ark., 2011; Kohno ve ark.,
2015). Yetiskin hipokampuste LTP olusumuna katildigi gosterilmistir (Chen ve
ark., 2005).

Reelin fonksiyonunu ya bir serin proteaz olarak proteolitik aktivite yoluyla
ya da bir reseptore baglanmasi sonrasinda hiicresel sinyal basamaklarini aktive
ederek yerine getirmektedir. Proteolitik aktivite, noromuskiiler kavsagin, motor
son plagin gelisimini ve sinir-kas baglantisinin dogru bir sekilde olusturulmasini
saglamaktadir (Quattrocchi ve ark., 2003). Ote yandan reelin, hiicrede baz1 sinyal
basamaklarin1  baslatmak i¢in membran iizerinde bulunan lipoprotein
reseptorlerine  (ApoER2 ve VLDL-R) ve alfa3betal integrine baglanarak
fonksiyon gérmektedir (D’ Arcangelo ve ark., 1999).

Cajal-Retzius noronlarinda iiretilen reelin, beyin gelisiminin fetal fazindan
sonra, neokorteks ve hipokampusta dagilmis olan GABA-erjik internéronlarda
tiretilmeye baslanir. GABA-erjik interndronlardan ektraselliiler araliga reelin
salinir salinmaz hiicre membrani iizerinde yer alan VLDL-R ve ApoER2
(D’ Arcangelo ve ark., 1999; Weeber ve ark., 2002; Herz ve Chen, 2006; Lussier
ve ark., 2016) ile etkileserek reseptorlerde dimerizasyona neden olmakta ve
intraselliiler adaptor protein olan Dab-1’in asagi-akis yoOniinde tirozin
fosforilasyonu olusmaktadir. Dap-1 in fosforilasyonu, Src tirozin kinaz ailesinin
(SFK) aktivasyonunu saglamaktadir. SFK ailesinden olan Fyn, hiicre i¢gine Ca?
girisini saglayan NMDA reseptoriinii fosforilleyerek hiicre igine giren Ca**
miktarinin artmasini saglar, membrandaki AMPA reseptorii sayis1 da artar ve
sonug olarak uzun siireli potansiyasyon olusur (Weeber ve ark., 2002; Chen ve
ark., 2005; Qiu ve ark., 2006; Herz ve Chen 2006; Qiu ve Weeber, 2007) (Sekil
1.7).
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Sekil 1.7 Eriskin beyinde sinaptik plastisite ve reelin sinyal yolagi (Lussier ve ark.,
2016’dan uyarlanmistir).

Gelismekte olan beyinde noéronal go¢ ve korteksin katmanlarinin
olugsmasinda reelinin 6nemli bir diizenleyici oldugu, postnatal donemde de
dendrit ve dendritik dikenlerde yapisal degisiklikler olusturarak sinaptik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynadig: ifade edilmektedir (Ishii ve ark.,
2016). Eriskin beyninde ise, reelin sinyal iletiminin sinaptik fonksiyonu modiile
ettigi ifade edilmektedir (Chen ve ark., 2005).

Reelinin bellek olusumundaki roliiniin, NMDA reseptor fonksiyonunun
diizenlenmesi ve bellek olusumunu etkileyen sinyal yolaklar1 araciligiyla oldugu
ifade edilmistir (Chen ve ark., 2005). Sican ve farelerin kortikal ndronlarinda
NMDA reseptor araciligi ile hiicre igine giren Ca?" akisina reelinin etkisi
arastirilmis ve reelin oldugunda glutamatin neden oldugu Ca®* girisinin belirgin
bir sekilde arttig1 bulunmustur. Hem reelinin hem de glutamatin tek basina boyle
bir artts meydana getiremedikleri gosterilmigtir. Ayrica reelinin ApoER2 ve
VLDL reseptorlerine baglanmasinin engellenmesiyle, néronlarda Dap1 eksikligi
ve SFK’nin farmakolojik inhibisyonu ile de reelinin noronda Ca? girisinde

olusturdugu artisin bozuldugu da bulunmustur (Chen ve ark., 2005).

Reelin lipoprotein reseptorlerine baglanarak, biligsel siireglerin 6nemli

diizenleyicisi olarak islev gormektedir. ApOER2 ve VLDL-R reseptorlerinin
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reelin tarafindan aktive edilmesinin sinaptik aktivitenin diizenlenmesi ile birlikte
ogrenme ve bellek olusumda da yer aldig1 bildirilmistir (Weeber ve ark., 2002;
Herz ve Chen 2006).

1.6 Epigenetik Diizenlemeler ve Bellek

““‘Epigenetik’’ terimi ilk olarak, 1942’de Conrad Waddington tarafindan
kullanilmis ve ‘‘varligin fenotipini meydana getiren genlerle g¢evrenin
etkilesimi’’ seklinde tanimlanmistir. Epigenetik terimi, DNA dizisi degismeden
hiicre boliinmesi ile kararli hale gelen ve kalitilabilen tim degisiklikleri ifade
etmektedir (Bird, 2007). Sinir sisteminde eriskin noronlar tarafindan uzun siireli
hiicresel davranis1 devam ettirmek i¢in kullanilmasindan dolayr bazi

3

arastirmacilar ‘‘ndroepigenetik’’ tanimini1 kullanmay1 tercih etmektedirler (Day
ve Sweatt, 2010). Epigenetik mekanizmalar, canlilarin 6zellikle embriyodan
yetiskin bireye dogru ilerleyen gelisim siirecinde gozlemlenmekte, hiicre
farklilagsmalar1 sirasinda veya erigskin ndéronlarda uzun siireli hiicresel davranisin
devam ettirilmesi i¢in gerekli gen ifadesi degisikliklerinde Onemli rol
oynamaktadir. Gen ifadesi degisiklikleri, DNA’nin secici olarak, farkli
epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya
¢ikmaktadir. Epigenetik mekanizmalardan tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olan

iki tipi, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 olmustur. Bu iki olayin

birbiriyle bagl ve geri-doniislii oldugu bilinmektedir.

Calismalar bellek ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde epigenetik
mekanizmalarin 6nemli rolii oldugunu ortaya koymustur (Kaas ve ark., 2013;
Lubin ve ark., 2008; Rudenko ve ark., 2013; Sui ve ark., 2012; Yu ve ark., 2012;
Guan ve ark., 2009). Epigenetik mekanizmalar ve onlarin metabolik dinamikleri
belli beyin bolgelerinde 6zel bir sekilde diizenlenmektedir (Gupta-Agarval ve
ark., 2012; Levenson ve ark., 2006; Miller ve ark., 2007; Chwang ve ark., 2006).
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1.6.1 Kromatin Yapi Degisiklikleri ve Bellek

Uzun siireli bellegin konsolidasyonu igin gerekli olan trankripsiyonel
olaylarin diizenlenmesinde transkripsiyon faktorleri onemli rol oynamaktadir.
Fakat bu transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in DNA’nin
diizenleyici dizisindeki baglanma bolgelerine erigsmeleri gerekmektedir. Bu
diizenleyici DNA dizileri, genomdaki diger diziler gibi histon proteinleri ile
paketlenmis olarak bulunmakta ve paketlenmenin derecesine bagli olarak
(kapali/agik) kontrol edilmektedir. Okaryotik hiicre niikleusunda histon
proteinleri ve etrafina sarilmis olan DNA kromatin olarak bilinmektedir.
Kromatinin temel fonksiyonel birimi olan niikleozom, histon oktomeri (her
histondan ikiser adet H2A, H2B, H3, H4) ve bunlarin etrafim1 yaklasik 1,7 kez
saran 147 baz ¢ifti (b¢) DNA’nin bir araya gelmesinden olusmaktadir. Histon
proteinlerin niikleozomlardan disar1 ¢ikan kiigiik N-terminal kuyruklart vardir ve
kuyruklardaki amino asitlerin iizerine Ozel isaretlerin eklenmesi ile modifiye
edilmeleri olanaklidir (Sekil 1.8).

bl \
. = Asetilasyon
- o
E { ’,\ 2 Metilasyon
, ( ™ Fosforilasyon

= B — g
2 ;
: Kromatin + Niikleozom Histon modifikasyonlar:
= ?

Kromozom

Sekil 1.8 Histon modifikasyonlarinin sematik gosterimi (Rodenhiser ve Mann 2006’ dan
uyarlanmistir).

Histonlar bir¢ok posttranslasyonel modifikasyona ugramaktadirlar. Bu
modifikasyonlar lizin ve arjinin asetilasyonu ve metilasyonu, serin
fosforilasyonu, lizin {ibikitinasyonu ve slimolasyonu ile olugmaktadir.
Histonlarin bu sekilde modifikasyonlar1 kromatinin yeniden sekillenmesine

neden olmaktadir. Kromatinde meydana gelen degisiklikler, DNA ’nin
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paketlenme derecesine etki ederek transkripsiyona uygun hale gelmesini module
etmektedir. Boylece kromatin yapisindaki degisikler gen ifadesini kontrol eder:
kromatin yap1 sikilasip yogunlastiginda genler inaktive olur (sessiz), kromatin
yapisi gevseyerek acildiginda (aktif) ise genler aktive olarak ifade edilir (Sekil
1.9).

Kromatin yapisindaki bu dinamik durum, geri-donislii nitelikte olan ve
DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlar1 ile saglanan epigenetik

mekanizmalar yardimi ile gergeklestirilir.

Transkripsiyon miimkiin

B B o &
I

Transkripsiyon engellenmis

Sekil 1.9 Acik kromatin yapist ve kapali kromatik yapisinin sematik gosterimi
(Rodenhiser ve Mann 2006’dan uyarlanmistir).

Uzun siireli bellegin olusmasinda, bu siirece aracilik eden proteinleri
kodlayan mRNA’larin seviyelerinin diizenlenmesinde histon modifikasyonlar1 ve
DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin 6nemli oldugu ortaya
konmustur. Bu mekanizmalarin noéronlarda, bellek olusumu sirasinda gen
ifadesini ¢ift yonlii olarak (artirma veya baskilama yoOniinde) etkileyebildigi

gosterilmigtir (Jarome ve ark., 2014).

1.6.1.1 Histon Asetilasyonu ve Bellek

[lk olarak histon modifikasyonlarinin, uzun siireli bellek olusumu ile

iliskilendirilen genlerin ifadelerini diizenlemede yer alabilecegi One siiriilmiistiir
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(Swank ve Sweatt, 2001). Guan ve ark., (2002) tarafindan histon
asetilasyonunun, uzun siireli plastisite i¢in O6nemli olan gen ifadesinin
diizenlenmesinde gerekli bir adim oldugu gosterilmistir (Guan ve ark., 2002).
Sonrasinda bir¢ok calismada O68renme ile farkli histonlarin asetilasyonlarinin
arttigi rapor edilmistir. Histon asetilasyonu, kromatin yapisini gevsetmekte ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina izin vererek gen ifadesinde artisa
neden olmaktadir (Marmorstein, 2001). Histonlarin asetillenmesi, histon
asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri araciligiyla
diizenlenmektedir. Bellegin konsolidasyonunda histon asetilasyonunun uygun
sekilde artabilmesi icin HAT ve HDAC’ler arasinda bir denge gerekmektedir
(Lubin ve ark., 2011).

Uzun siireli bellek olusumunun genel HDAC inhibitérii olan tricostatin A
veya sodyum biitirat verilmesi ile arttigi, HAT eziminin genetik olarak silinmesi
ile ise bozuldugu gosterilmistir (Vecsey ve ark., 2007; Barrett ve ark., 2011).
HDAC’lerin 6grenme sonrasinda ndronlarda histon asetilasyon miktarini kontrol
ederek bellegi giliglendirmede gorev aldiklar1 da gosterilmistir (McQuown ve
Wood, 2011). Histon asetilasyonunun bellek olusumunda yer alan tek epigenetik

mekanizma olmadigi diistiniilmektedir.

1.6.1.2 Histon metilasyonu ve Bellek

Histon metilasyonu, metilasyonu gergeklestiren histon metiltransferaz
(HMT) ve metilasyonu ortadan kaldiran histon demetilaz (HDM) enzimleri ile
diizenlenmektedir. Histon metiltransferazlar ¢cok segicidirler. Spesifik bir amino
asit rezidiisini ve metil modifikasyon sayis1 ile metilasyonun yerini

hedefleyerek gen ifadesini uyarmakta veya baskilayabilmektedirler.

Histon asetilasyonu yaninda histonlarin metilasyonu da bellek
konsolidasyon siirecinde yer almaktadir. Histon metilasyonu, ¢ogunlukla H3
histonunun farkli lizin rezidiilerinde farkli sayilarda (monometilasyon,

dimetilasyon, trimetilasyon) meydana gelmektedir. Lizin rezidiisii disinda arjinin
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rezidiisinde de mono-, di-, trimetilasyon sézkonusudur. Metilasyondaki bu
sayisal farkliliklara bagli olarak, gen ifadesi ve bellek konsolidasyonu farkli
sekillerde etkilenmektedir (Jarome ve Lubin, 2013). Baglamsal korku
sartlanmasi sonrasinda, si¢anlarin hipokampus ve entorinal korteks dokularinda
transkripsiyon-baskilayict bir isaret olarak histon-3 lizin 9 dimetilasyon
(H3K9me2) ve transkripsiyon-artirict bir isaret olarak histon-3 lizin 4
trimetilasyonunun (H3K4me3) birlikte arttiklar1 gosterilmistir (Gupta ve ark.,
2010; Gupta-Agarwal ve ark., 2012). Ayrica bu isaretlerin davranis ¢alismasi
sonrasinda 24 saat siirmesi, H3 lizin metilasyonunun gen transkripsiyonunu
diizenlemeye devam edebilecegini diisiindiirmektedir (Jarome ve ark., 2014).
Fakat bu uzun siireli histon metilasyonu degisikliklerinin islevsel 6nemleri heniiz

tam olarak aydinlatilamamaistir.

H3K4me3’e 06zel metiltransferazin (HMT-MLL) hipokampuste genetik
olarak silinmesi sonucunda korku kosullanmasina bagli gelisen bellegin
konsolidasyonunun bozuldugu, 6zel demetilazin (HDM-LSD1) farmakolojik
manipulasyonlart sonrasinda ise korku belleginin arttig1 gosterilmistir (Gupta-
Agarwal ve ark., 2012; Kerimoglu ve ark., 2013). Bu durum hipokampuste uzun
sireli bellegin olusmasinda H3 lizin metilasyonu ile diizenlenen gen

traskripsiyonundaki artis ve azalmalarin 6nemli oldugunu ifade etmektedir.

Ayrica  baglamsal korku sartlanmasi  sonrasinda, hipokampuste
H3K4me3’nu (Levenson ve ark., 2004; Gupta ve ark., 2010) ve H3K9me2 ’nunun
azaldig1 gosterilmistir (Gupta ve ark., 2010).

Yakin bir zamanda Halder ve ark. (2016)’nin gergeklestirdigi ¢alismada
baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda 1. saatte CAl’de 7 farkli kromatin
modifikasyonu (H3K9ac, H3K4me3, H3K4mel, H3K79me3, H3K27ac,
H3K27me3) genom boyu arastirmistir. NoOronal aktivite ile genel olarak
H3K4me3 ve H3K9ac’nin arttignt H3K27me3’iin azaldig1 gdsterilmistir. Ilave
olarak hiicresel konsolidasyon sirasinda H3K79me3 ’nin arttig1 gdzlenmistir. Gen
ontolojisi analizi sonucunda H3K79me3 degisikliginin sinapslarin yeniden
sekillenmesinde yer alan genleri hedef aldigi bulunmustur. Arastirmacilar histon

modifikasyonlarinin kisa siireli degisiklikler oldugunu, bellegin uzun siireli
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kalmasin1 saglayan bir substrat olmadigini, ndronlar1 gelecekte olusacak

aktiviteler i¢in duyarlilastirdiklarini diisiinmektedirler (Halder ve ark., 2016).

1.6.2 DNA Metilasyonu

DNA, sitozin, guanin, timin ve adenin adi verilen dort niikleotidin
kombinasyonundan meydana gelmektedir. DNA metilasyonu, DNA’nin 5°
pozisyonundaki sitozin pirimidin halkasina, DNA metiltransferaz enzimi
(DNMT) aracilig1 ile S-adenozil metionin (SAM)’dan metil (CH3) grubunun
eklenmesidir (Sekil 1.10). Omurgali DNA’sindaki C-G baz ¢iftlerinin %70’ten
fazlas1 metillenmis durumdadir. Genin bir¢ok yerindeki sitozine metil grubu
eklenebilirken, sitozin-fosfat-guanin (CpG) metilasyonu ise genelde guanin
niikleotidini takip eden sitozin niikleotidi ile kisitlanmistir. Bu bdliimlere CpG
adalar1 denir ve bu CpG adalar1 ¢ogunlukla genin transkripsiyonunu saglayan
promotor boélgesinde yer almaktadir. CpG adaciklarinda goriilen DNA

metilasyonu, gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir.

Promotor bélgedeki CpG adaciklarimin metilasyonu genellikle o genin
susturulmasini saglamaktadir. Bu durumun gerceklesmesi icin iki mekanizma
one sirilmistir; direkt ve indirekt mekanizmalar. Direkt mekanizmada, genin
promotor bolgesine transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinin fiziksel olarak
engellenmesi  s6z  konusudur. Transkripsiyon faktorlerinin  baglanma
bolgesindeki metillenmis CpG’ler, transkripsiyon faktorlerinin buraya
baglanmasini yapisal olarak engeller ve bu sekilde gen ifadesi baskilanir. Bu
mekanizmaya alternatif olan indirekt mekanizmadir. Burada, genin promotor
bolgesindeki metillenmis CpG’ler, metil-CpG baglanma proteinleri (MeCPs)
olarak adlandirilan birtakim faktorlerin bu bolgeye baglanmasini tetiklemektedir.
Bu proteinlerin baglanmasi, HDAC ve HMT gibi bir¢ok korepresor proteinin de
bolgeye gelmesini saglamaktadir. Bu yolla histon modifikasyonlart ve DNA
metilasyonu birbirlerini etkilemektedir. Sonugta, genin promotor bolgesinde
olusan bu kompleks etkilesim genin transkripsiyonunu engeller ve gen ifadesi

baskilanmis olur.
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Sekil 1.10 DNA metilasyonunun sematik gosterimi (Rodenhiser ve Mann, 2006’ dan
uyarlanmistir).

Metillasyonun canlidan canliya ve dokudan dokuya degistigi bilinmektedir.
Metilasyon deseninin fonksiyonel birtakim sonuglari olabilecegi 6nceden beri
disiiniilmektedir. Bu konuda ilk yapilan aragtirmalarda metilasyon ile gen ifadesi
arasinda bir iliski oldugu saptanmistir. Genlerin promotor bdlgelerindeki
metilasyon seviyesinin diisiik olmasi ¢ogunlukla aktif gen ifadesi ile pozitif
korelasyon gostermektedir. DNA’nin de novo metilasyonu ve bu metilasyonun
devamliliginin saglanmasinda DNMT’ler gorevlidir (Sekil 1.8). Memelilerde
DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olmak iizere 5 adet DNMT
izoenzimi tanmimlanmistir. Bunlardan, amino terminal diizenleyici bdlgesi
bulunmayan DNMT2 ve Kkatalitik bolgesi bulunmayan DNMT3L disindaki
izoenzimlerin hepsinde enzimatik aktivite goriillmektedir. DNMT]1, “maintenance
methyltransferase” olarak da bilinir ve replikasyon sonrasinda yari-metile DNA
bolgelerine baglanmaktadir. DNMT3a ve DNMT3b, de novo metiltransferazlar
olarak adlandirilir ve yari-metile ya da hi¢ metillenmemis bolgelerde

metilasyonu gergeklestirirler.

DNA metilasyonu klasik olarak, erken gelisim sirasinda transpozonlarin
sessizlesmesi, ~ X-kromozom inaktivasyonu,  “‘imprinting’> ve hiicre
farklilasmasinda statik bir mekanizma olarak tanimlanmistir (Suzuki ve Bird,
2008). Baslangicta sitozin metilasyon deseninin hiicre tipine 6zel ve stabil

oldugu, metilasyon degisimin sadece hiicre bdliinmesi sirasinda olabilecegi
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postmitotik hiicrelerde olamayacagi diistiniilmekteydi. Fakat bu goriis, eriskin
postmitotik néronlarda bol miktarda DNMT enziminin bulunmasi (Goto ve ark.,
1994), eriskin ve eriskin olmayan noéronlarda DNMT aktivitesinde artig
goriilmesi  (Brooks ve ark., 1996) ile degismistirr Bu bulgular DNA
metilasyonunun bilinmeyen bazi rollerde yer almak iizere beyinde dinamik bir
sekilde degisebilecegini diisiindiirmiistiir. Calismalardan elde edilen kanitlar,
sitozin metilasyonunun, dis uyaranlara yanit olarak davranis degisiklikleri ile ya
da ndronal aktiviteyle degisebilecegini gostermektedir (Miller ve ark., 2007;
Lubin ve ark., 2008; Yu ve ark., 2012).

Hizli DNA metilasyon/demetilasyon igin bellek ve plastistede yer alan
spesifik genlerden SmC’nin uzaklastirilmasi igin aktif bir mekanizmanin varlig:
gerekmektedir. Baska bir degisle sitozinden 5mC’yi uzaklastiracak bir
mekanizma olmalidir. Demetilasyon igin en gii¢lii molekiiler aday tet-eleven
translokasyon (Tet) protein ailesidir. Demetilasyonun, Tet enzimi varliginda ilk
olarak 5mC’nin 5-hidroksimetilsitozine (5hmC) daha sonra ard arda 5-
formilsitozin (5fC) ve b5-karboksisitozine (5¢C) oksidasyonu ile oldugu
diistiniilmektedir. Tet proteinleri inhibe edildiginde beyinde 5ShmC’nin 6nemli

Olciide azaldig1 gosterilmistir (Guo ve ark., 2011; Morris ve Monteggia, 2014).

1.6.2.1 DNA Metilasyonu ve Bellek

Noronal hiicre kiiltiirinde DNA metilasyonunun noral plastisite igin
onemli olan aktivite bagimli genlerin (brain-derived neurotrophic factor; bdnf
gibi) diizenlenmesinde rol oynadiklar1 gosterilmistir (Martinowich ve ark.,
2003). Ilave olarak, DNA metilasyonu seviyesini degistirmeyi hedefleyen
farmakolojik veya genetik yaklasimlar ile LTP ve bilissel becerilerin

degisebildigi gosterilmistir.

Farmakolojik ¢alismalarda DNMT enzim inhibitorleri kullanilarak
plastisite ve bellek olusumunun bozuldugu belirlenmistir. DNMT inhibitorleri

olan zebularin veya 5-aza-deoksisitidin (5-AZA) kullanilmasi sonucunda
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hipokampusta (Levenson ve ark., 2006) ve 5-AZA kullanimi sonrasinda
amigdalada (Monsey ve ark., 2011) LTP’nin olusmasi ve devamliliginin
bozuldugu gosterilmistir. Ayrica amigdalaya 5-AZA inflizyonu sonrasinda
sicanlarda bellek ile ilgili nérofizyolojik yanitlarin degistigi de ifade edilmistir
(Maddox ve ark., 2014). Baglamsal korku sartlanmas1 sonrasinda si¢anlarin CA 1
bolgesinde DNMT gen ifadesinin arttigi zebularin ya da 5-AZA infiizyonu
(DNMT inhibisyonu) sonrasinda bellek olusturma yeteneklerinin azaldig:
bulunmustur (Miller ve ark., 2007). Ayn1 ¢alismada DNMT inhibiyonunun bellek
ile iliskili H3 asetilasyonunu engelledigi de ifade edilmistir. Calismacilar,
DNMT inhibisyonundan Once histon asetilasyonunu farmakolojik olarak
artirarak DNMT inhibisyonunun olusturdugu bellek bozuklugunun ortadan
kalktigini gostermislerdir. DNMT aktivitesinin si¢an hipokampusiinde plastisite
ve bellek olusumunu diizenlemek icin histon modifikasyonu ile birlikte

calisabilecegini ifade etmislerdir (Miller ve ark., 2008).

Ayn1 grubun bir diger calismasinda ise baglamsal korku sartlanmasi
oncesinde CAl  bolgesine yapilan zebularin inflizyonu sonrasinda bdnf
metilasyonunun bellegin konsolidasyonunda yer aldigi gosterilmistir (Lubin ve
ark., 2008).

Amigdala bolgesi LA’da DNMT inhibisyonu ile isitsel korku sartlanmasi
sonrasinda, kisa siireli isitsel olarak uyarilmis potansiyellerin arttigi ve kisa
stireli bellegin etkilenmedigi fakat uzun siireli bellegin bozuldugu in vivo olarak

gosterilmistir (Monsey ve ark., 2011; Maddox ve ark., 2014).

Hipokampus bdlgesinde plastisite ile iligkili genlerde yapilan ¢alismalarda,
baglamsal korku sartlanmasindan 1 saat sonra bellek baskilayict ppl
metilasyonunun arttigi, Reln geninin demetile oldugu bulunmustur. Calismanin
devaminda nonspesifik DNMT inhibisyonu yapilmasiyla, ppl geninin
metilasyonunun engellendigi ve plastisite ile ilgili olan Reln promotor bolgesinin
demetilasyonunun arttig1 ayrica Reln ve ppl genlerinin metilasyonununda ortaya
citkan degisimlerin 24 saat sonra normale geri dondiigii goOsterilmistir.
Aragtirmacilar, DNA metilasyonundaki zamansal hizli degisimi DNA

metilasyonunun bellek olusumu i¢in onemli oldugu ve degisikliklerinin kisa
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siireli olmasindan dolayr hipokampus bolgesinin bellegin depolanmasina
katilmadigi seklinde ifade etmislerdir (Miller ve ark., 2007; Morris ve
Monteggia, 2014). Korku sartlanmasi sonrasinda, hipokampuste bellek
konsolidasyonu siirecinde bdnf gen transkripsiyonunun ekzon bdolgelerine gore
degisiklik gosterdigi de bulunmustur (Lubin ve ark., 2008). Bellek
konsolidasyonu sirasinda (2 saat) CAl bdolgesinde bdnf geninde ekzon IV’iin
amigdala bolgesinde ise, ekzon I ve IV’iin mMRNA ifadesinin arttigi bulunmustur.
DNMT inhibisyonu ile bdnf ekzon I, IV ve VI’da metilasyonunun azaldigi
mRNA seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Lubin ve ark., 2008).

Miller ve ark. (2010) bellegin devamliliginda DNA metilasyonunun yer
alip almadigin1 arastirabilmek i¢in, uzak hatiralarin tutuldugu bir yer oldugu
diistiniilen ACC bolgesine odaklamislar ve calismalarinda sicanlarda baglamsal
korku sartlanmasi sonrasinda bellek baskilayici olarak ifade edilen CaN geninin
metilasyonunun artisinin 24. saatte baslayarak 7. giine kadar devam ettigini
gostermislerdir (Miller ve ark., 2010). Arastirmacilar baska bir calismada
baglamsal korku sartlanmasi ile olusturulan bellegin 29. giiniinde dorsomedial
prefrontal (dmPF) kortekse DNMT inhibitorii infiizyonu yapmislar ve CaN
DNA metilasyonunun azaldigimm ve 30. giinde bellegin bozuldugunu

gostermislerdir (Miller ve ark., 2010).

Prefrontal korteks bolgesinde yapilan c¢aligmalarda, baglamsal korku
sartlamas1 sonrasinda 1. saatte Reln promotor bolgesinin hipermetile oldugu ve
bu artisin sonraki zaman noktalarina dogru azaldigi fakat 7. giinde DNA
metilasyonundaki artisin devam ettigi bulunmustur (Miller ve ark., 2010; Sweatt,
2016). Ayni calismada NMDA reseptor antagonisti (MK-801) uygulanarak 7.
giindeki Reln DNA metilasyonunun onlendigi de gosterilmistir (Sweatt, 2016).
dmPF kortekste baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda 30. giinde Reln geninin
DNA metilasyonunun degismedigi bulunmustur (Miller ve ark., 2010; Sweatt,
2016).

Baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda davranis deneyi uygulanan tiim

sicanlarda Egrl’in promotor bolge DNA metilasyonunun, (kontrol ve deney
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grubu) naif gruba gore 1. saatten 7. giine kadar devam edecek sekilde belirgin bir

sekilde azaldig1 gosterilmistir (Miller ve ark., 2010; Sweatt, 2016).

Bir¢ok calisma 6grenme ya da néronal aktivite sonrasinda se¢ilmis genlerin
promotor bolgelerinin DNA metilasyon degisikliklerine ve genlerin ifadelerine
odaklanmistir. Genom boyu yapilan DNA metilasyonu (metilom) c¢aligsmalari,
noronal aktiviteyle diizenlenen degisiklikleri, tim genomda farkli sekilde
metillenen bolgeleri ve genlerin detayli analizlerini ortaya koymayi olanakli
kilmaktadir. Halder ve ark. (2016) tarafindan yapilan, CA1 ve ACC bdélgelerinde
korku sartlanmasi sonrasinda 1. saat ve 4. haftada 1000’in iizerinde gendeki
metilasyon degisikliklerinin arastirildig1 bir ¢alismada, kontrol ve deney gruplari
arasinda farkli sekilde metile olan genler ve farkli sekilde metile olan alanlar
ortaya konmaya ¢alisilmistir. S6z konusu g¢alismada, hipokampus CAl
bolgesinin bellek olusumunda 6nemli oldugu, ACC bdélgesinin ise, uzun siireli
bellegin depolanmasinda yer aldigi gosterilmistir (Halder ve ark., 2016). Bu
calismada ayrica gen ontoloji analizi yapilmis ve bu analiz sonucunda, CAl
noronlarinda 1. saatte ifade edilen ve kontrol grubuna gore farkli sekilde metile
olan genlerin, sinyal iletim siirecinin ve protein Kkinaz aktivitesinin
diizenlemesinde yer aldiklar1 gosterilmistir. Ayrica ACC noronlarinda 4. haftada
akson ve dendritteki yapisal degisiklikleri diizenleyen genlerin farkli sekilde
metile olduklari bulunmustur. Arastirmacilar, DNA metilasyonu
mekanizmasinin, bellek olusumu sirasinda, gen ifadesinin modiilasyonu
tizerinden, sinaptik iletimi diizenledigi; bellegin siirdiirilmesinde ise, Kortikal
yapisal diizenlenme igin gerekli oldugunu ifade etmektedirler (Halder ve ark.,
2016).

DNA metilasyonunun bellek olusumu ve devamliliginda yer alan molekiiler
diizenlemelere katildig1 diisiilmekle birlikte bu diizenlenmenin nasil oldugu hala

tam olarak bilinmemektedir.
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1.6.2.2 DNA Metilasyonu ve Yaslanma

Yaslanma ile iliskili olarak DNA metilasyonunda genel bir azalmaya
(Wilson ve ark., 1987) isaret edilmektedir. Fakat insan beynindeki bir cok
bolgede CpG adalarindaki metilasyonun arttigi (Siegmund ve ark., 2007,
Hernandez ve ark., 2011) ancak ince bagirsak, akciger, karaciger ve bobrek
dokularindaki 11 genomik bolgede DNA metilasyonunun azaldigi gosterilmistir
(Maegawa ve ark., 2010; Jung ve Pfeifer, 2015). Beyinde yaslanma ile goriilen
DNA metilasyonundaki artigin transkripsiyonel bozukluklara katilabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu diisiince ile yash sicanlarin hipokampusiiniin dentat girus ve
CA1 bolgelerinde arc geninin DNA metilasyonunun degistigi, bu degisimin
uzaysal bellek bozuklugu ve arc transkripsiyonu ile baglantili oldugu ifade
edilmistir (Penner ve ark., 2011). Ek olarak yasli Long-Evans siganlarinda
yaslanmayla meydana gelen bilissel azalmada yer aldigi gosterilen genlerin
(Gabrab, Hspa5 ve Syn) promotor bolge metilasyon degisimleri degerlendirilmis
(Haberman ve ark., 2011) ve bu genlerin metilasyonundaki artigin bilissel
fonksiyon 1ile 1lgi olmadigt kronolojik yas ile iligskili oldugu seklinde
yorumlanmistir (Haberman ve ark., 2012).

Yaslt siganlarin CA1 bolgesinde Egrl geninin promotor bolgesindeki 20
CpG adasinda yaslanma ile DNA metilasyonunda degisme gozlenmezken dentat
girusta 4 CpG bolgesinde bir azalma oldugu bulunmus ve metilasyon
degisiminin, gen transkripsiyonunu bolgelere gore farkli sekilde diizenledigi
ifade edilmistir (Penner ve ark., 2016). Yasli rodent beynindeki metilasyon

degisiklikleri hakkinda sinirli sayida veri bulunmaktadir.

1.6.2.3 Yaslanma ve Bellek

Yaslanma sirasinda beynin yapisi ve islevi degismektedir. Insanda yasin
ilerlemesi ile birlikte biligsel siire¢lerin zayifladigi bilinmektedir. Normal

yaslanma ile iliskili olarak bilissel ve bellek kapasite kaybinin néronal temeli
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belli degildir. Genel olarak insanlarda ve primatlarda normal yaslanma ile
kortikal noronlarda anlamli 6lgiide bir kayip olmadig: ifade edilmekle birlikte,
(Gazzaley ve ark., 1997; Smith ve ark., 2004; Freeman ve ark., 2008; Peters ve
ark., 2010) beynin belli bolgelerinde (6rnegin prefrontal kortekste (8A)) bazi
noron kayiplarinin olabilecegi de ifade edilmektedir (Smith ve ark., 2004).
Yaslanma ile birlikte hipokampal hacmin azaldigi, insanlarda (Mungas ve ark.,
2005; Sexton ve ark., 2010) insan olmayan primatlarda (Picq ve ark., 2012) ve
rodentlerde (Driscoll ve ark., 2006) gdosterilmistir. Normal yaslanmada glial
hiicre degisikliklerinin de rol oynadigi, miyelinli sinir liflerinin uzunlugunun

azaldig1, miyelin kilifin bozuldugu da ifade edilmektedir.

Insan calismalarinda Lintl ve Braak (1983), gérme korteks kesitlerinde
miyelinli sinir liflerinin 30’lu yaslardan sonra azalmaya basladigini gosterirken,
Kemper (1994) de benzer sekilde insan korteksinde ozellikle de asosiyasyon
alanlarinda sinir liflerinin boyanma yogunlugunda azalma oldugunu bulmustur
(Lintl ve Braak, 1983; Kemper, 1994). insan MRI ¢alismalarinda yaslanma ile
iligkili olarak myelin kilifinin hacminde azalma oldugu gosterilmistir. (Raz ve
ark., 2012). Primatlarda, primer gérme korteksinde ve optik sinirde astrosit hiicre
sayisinin degismedigi fakat oligodendrosit ve mikroglia hiicrelerinde artis oldugu
ortaya konmustur (Sandell ve Peters, 2002; Peters ve Sethares, 2004). Yaslanma
ile myelin ve oligodendrosit proteinlerindeki degisikliklerin biligsel bozulma ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Sloane ve ark., 2003). Peters ve ark., (2010)
forniksin i¢indeki noroglial hiicreler ve sinir lifleri tizerinde yasin etkisi
arastirmiglardir. Bu calismada, primat forniksinde yaslanma ile birlikte miyelinli
sinir liflerinde anlamli diizeyde kayip oldugu, yeniden miyelinasyonun arttigi,
oligodendrosit hiicrelerinin de geng¢ primatlara gore %20 daha fazla oldugu
gosterilmistir (Peters ve ark., 2010). Rodent ¢alismalarinda yaslanma ile sican
neokorteksinde subventrikiiller zonda daha fazla oligodendrositlerin olustugu
gozlenmistir (Levison ve ark., 1999). Yaslanma ile siganlarda amigdalanin BLA
niikleusunda hacmin % 15 ve glial hiicre sayisinin % 18 oraninda arttig1 fakat

ndron sayisinin degismedigi gosterilmistir (Rubinow ve Juraska, 2009).
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Biligsel yaslanmanin en dikkat ¢ekici ve erken belirteci bellekteki
bozulmadir. Literatiirde yaslanma ve bellek hakkinda yapilan ilk ¢alismalarda
sozel bellek paradigmalar1 kullanilmis ve yaslanma ile iliskili olarak sozel
bellekte azalma yoniinde farkliliklar goésterilmistir (Willoughby, 1929). Daha
sonra Ruch (1934) 60-82 yasindakilerin, 34-59 yasindakilere gore daha kotii
bellek performanst gosterdiklerini, 12-17 yasindaki katilimcilarin ise en iyi
bellek performansina sahip olduklarin1 gostermislerdir (Ruch, 1934). Yash
yetigkinlerin resimleri kelimelere gore daha iyi hatirlamalari, resim belleginin

yas etkilerinden korunmus oldugu seklinde ifade edilmistir (Park ve ark., 1983).

Yaglanma ile birlikte insanlarda bellegin tim tipleri esit sekilde
etkilenmemektedir. Anlamsal bellegin yasla birlikte dereceli olarak arttigi
goriiliirken (Nyberg ve ark., 2003) diger bellek tiplerinde (6rnegin; prosediirel
bellek ve priming) erken yetiskinlikten ge¢ yetiskin doneme kadar ¢ok az bir
degisiklik oldugu ifade edilmektedir (Backman ve ark., 1999). Yaslanma ile en
fazla azalma anisal bellekte goriilmektedir (Nyberg ve ark., 2003; Schaie, 2005).
Ayrica g¢alisma belleginin performanst da yaslanma ile birlikte azalmaktadir
(Cabeza ve ark., 2005). Insanlarda uzunlamasina yapilan calismalarda yaslanma
ile goriilen anisal bellek ve ¢alisma belleginde goriilen azalmanin hangi yaslarda

basladig1 belirlenememistir.

Insanlarda yaslanma ile anisal bellek fonksiyonlarindaki azalma ve uzun
siireli bellegin konsolidasyonunda oOnemli oldugu bilinen anatomik yapilar
hipokampus ve bitisigindeki medial temporal lobtur. Bu anatomik yapilar anisal

ve uzaysal bellek icin insan ve hayvanda benzerdir.

1.6.2.4 Rodentlerde Yaslanma ve Bellek

Rodentlerde yaslanma insanlardakine benzer sekilde bilissel fonksiyonlarda
asamali bir gerileme ve bellek bozulmasinin olusmasinda da genis kapsamli
heterojenite sergiler (Meeter ve ark., 2005). Rodentler noérodejeneratif

hastaliklara yakalanmadiklarindan dolay1, hiicre 6liimiinden dolayr degil de
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normal yaslanma ile ilgili bilissel azalmanin mekanizmasinin arastirilmasinda
o6nemli model organizmalardir. Ayrica rodent ¢aligmalari, bellek bozukluklarinda

goriilen biyolojik belirteglerin ¢alisilmasini olanakli hale getirmektedir (Foster

ve ark., 2012).

Primatlarda yaglanma ile motor ve prosediirel bellekte bozulma
gozlenmezken uzaysal bellegin bozuldugu gosterilmistir (Walton ve ark., 2008).
Anisal ve uzaysal bellegin anatomik yerlesimi insan ve hayvan modellerinde
hipokampus bélgesidir. Insan ve rodent calismalarinda yaslanma ile hipokampus
hacminin azaldigi bulunmustur (Mungas ve ark., 2005; Driscoll ve ark., 2006).
Ayrica yasgl rodent calismalarinda, hipokampuste uzaysal bellegin biyolojik
belirtegleri olan hipokampal néronlarin uyarilabilirligi, sinaptik ileti hizi gibi
parametrelerin azaldigi, NMDA reseptor bagimli sinaptik plastisitenin bozuldugu

gosterilmistir (Foster, 2007; Burke ve Barnes, 2011; Bergado ve ark., 2011).

Yaglanmanin bir sonucu olarak bellek fonksiyonlarinda goriilen bu

farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in davranigsal testler uygulanmaktadir.

1.7 Sicanlarda Ogrenme Modelleri

Bir hayvanin yeniliklere maruz kaldiginda nasil bir 6grenme stratejisi
gelistirdigini anlamak, altta yatan mekanizmalar1 bulabilmek i¢in arastirmacilara
olanak saglamaktadir. Ogrenme modellerinde hayvanlarin  hangi bilgiyi
edindigini anlamak zor olabilir. Ogrenmeyi belirleyebilmek igin, hayvanin
davranigsal yanitlar1 OSlciilebilir olmalidir. Davranis sinirbilimcileri arasinda
davranisin molekiiler etkilerini degerlendirebilmek i¢in en ¢ok kullanilan sigan
ve fare modelleridir. Laboratuvar rodentleri i¢in uygun bir¢ok davranis testleri

vardir. Bunlarin rodent davraniglarinin ana arastirma konular1 (Teegarden, 2012);

e Temel motor ve duyusal fonksiyonlar
e Sosyal davraniglar

e Anksiyete veya depresyon benzeri davraniglar
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e (Qdiillendirmeye yanit

e Ogrenme ve bellek
Ogrenme ve bellek calismalarinda en ¢ok kullanilan davranis testleri;

e Uzaysal bellek testleri

o Morris su labirenti

o Radyal kol labirenti
e Baglamsal bellek testleri

o Korku sartlanmasi

o Pasif sakinma testi
e (Calisma bellegi testleri

o Y labirent

o T labirent

o Obje tanima

e Acik alan aktivite testi (spontan lokomotor aktivite 6l¢timii)

Bellegi ol¢mek ig¢in, 6grenmeden bir siire sonra hayvanin davranis
degisikliklerine bakilarak karar verilen modeller kullanilmaktadir. Hayvanlarda
uzun slireli bellegi c¢alismak icin Pavlovian korku sartlanmasi Onemli bir
modeldir. Baglamsal bellek testlerinden olan korku sartlanmasi, baglamsal korku
sartlanmas1 ve ipuclu korku sartlanmasi seklinde uygulanabilmektedir. Bir¢ok
tirde kullanilan ipuglu ya da baglamsal korku sartlanmasi deneyleri asosiyatif

ogrenmeyi temsil etmektedir (Teegarden, 2012; Bryan ve ark., 2009).

1.7.1 Baglamsal Korku Sartlanmasi (Contextual Fear

Conditioning)

Ogrenme modellerinden biri olan baglamsal korku sartlanmasi, emosyonel
bellegi degerlendirmek i¢in en sik kullanilan, en iyi bilinen hayvan
modellerinden biridir. Hayvanlar ¢evresel olaylar1 degerlendirirken kendilerine

zararli olabilecek uyaranlar1 6grenirler ve bu zararli uyaranlardan kaginirlar.
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Eger kacamayacaklar1 bir ortamda bulunuyorlarsa savunma davranis1 gosterirler
ki, bu davranis genelde harcketsiz kalma (donma davranisi; donup kalma)
seklindedir. Baglamsal korku sartlanmasi deneyinde, si¢canlarin zararl bir uyaran
(elektrik uyarisi - kosulsuz uyaran) ile bulunduklar1 ortamu iliskilendirmeleri ve
bu iliskiyi hatirlandiklarin1 ortaya koyan bir savunma davranisi olan donma
davranisi gosterip gostermedikleri degerlendirilmektedir. Donma davraniginin
siiresine bakarak, ortamla iliskilendiren zararli uyaranin hatirlanip hatirlamadigi

tahmin edilmektedir (Curzon ve ark., 2009).

Asosiyatif 6grenme modeli olarak kullanilan korku sartlanmasi, bellek ile
ilgili beyin bolgelerinde hiicresel ve molekiiler degisiklikler olusturmaktadir
(LeDoux, 2000). Ogrenme ve bellek calismalarinda, epigenetik isaretleri
gosterebilmek ve DNA metilasyonunun roliinii arastirmak icin bir¢ok farkli,

korku temelli bellek modeli kullanilmaktadir.

Kullanilacak korku temelli modele karar verebilmek i¢in, korku olusturan
uyaran uygulandiginda beynin bununla ilgili olarak hangi bdlgelerinin
uyarildiginin gosterilmis olmasi gerekmektedir. Baglamsal korku sartlanmasinin,
hem hipokampus hem de amigdala baglantili uzun siireli bellek olusumuna neden
olabilecegi gosterilmistir (LeDoux, 2000; Abel ve Lattal, 2001). Kosullu
uyaranin etkisinin uzun siirmesi bellek c¢alismalart i¢in gereklidir. Korku
sartlanmasinda elektrik soku ve ortam arasindaki iliskinin, uzun siireli ve kalici

oldugu da gosterilmistir (Morgan ve LeDoux, 1999).

1.7.2 Baglamsal Korku Sartlanmasinin Noral Devreleri

Icgiidiisel veya ogrenilmis korkuya yol acan bir c¢evresel uyaranin
saptanmas1 ve degerlendirilmesini saglayan beyin boélgesinin amigdala oldugu
bilinmektedir (LeDoux, 2000). Buradan yola ¢ikarak korku sartlanmasinda
kosullu ve kosulsuz uyaranin izi amigdalada takip edilmistir. Baglamsal korku
sartlanmas1 i¢in ise, hipokampus ve amigdala bdlgelerinin gerekli oldugu

gosterilmistir. Kosullu uyaran (baglam) ile uyarilan ventral hipokampus
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bolgelerinden (CA1l ve Subiculum) baglam bilgisi amigdala’nin B ve AB
niikleuslarina gelerek oradan santral niikleusa iletilmektedir. Spinotalamik yol
araciligi ile posterior talamusa gelen kosulsuz uyaran (elektrik uyarisi)
aktivasyonunun, amigdalanin AB niikleusuna iletildigi ve burada kosullu
uyarana bagli aktivasyonla birlestigi, daha sonra amigdalanin santral niikleusuna
gonderildigi gosterilmistir. Santral niikleustan beyin sapina olan baglantilarin
korku sartlanmasi yanitini olusturdugu rapor edilmistir (LeDoux ve ark., 1988;
Davis, 1992; Kapp ve ark., 1992) (Sekil 1.11). Hipokampuste olan baglam
bilgisinin geri cagrilmasinda hipokampus ve prefrontal korteksin gerekli oldugu
insan ve hayvan calismalarinda gosterilmistir. Baglamsal geri ¢agirma duygusal
bellek ile ilgili savunma davraniglarinin organizasyonu i¢in de énemlidir (Jin ve

Manren, 2015)

B
Korku yvanit

(Donma)
Hipokampus
Kosulln uyvaran
(Baglam)

Posterior Talamus
Kosulsuz uyaran
(Elekitrik uvarisi)

Sekil 1.11 Baglamsal korku sartlanmasinda kosullu ve kosulsuz uyaranlara bagli olarak
goriilen aktivitenin hipokampus ve amigdala bolgelerine projeksiyonlar1 LA, lateral
amigdala; B, bazal niikleus; AB, aksesuar bazal niikleus; CE, santral niikleus (LeDoux,
2000’den uyarlanmigtir).

1.7.3 Baglamsal korku sartlanmasi ve yaslanma

Insanlarda yapilan meta analiz galisma sonuglarina gére baglamsal bilgi

belleginde (zamansal siralama, uzaysal yer ya da kaynak) anlamsal bellege gore
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daha az bozulma oldugu bulunmustur (Spencer and Raz, 1995; Old and Naveh-
Benjamin, 2008). Uzaysal bellek ya da baglamsal bellegi 6zel olarak
degerlendiren testlerin (6rnegin; baglamsal korku sartlanmasi) yaslanmaya

hassas oldugu diisiiniilmektedir (Foster ve ark., 2012).

Rodentlerde yaslilikla baglamsal korku sartlamasi sonrasinda korku
belleginin olusmasina dair literatiirde ¢eliskili sonug¢lar bulunmaktadir.
Baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda bellek olusumu hemen (Kudo ve ark.,
2005), 24. saatte (Houston ve ark., 1999; Bergado ve ark., 2011), 72. saatte
(Barrientos ve ark., 2006), 10. giinde (Oler ve Marcus, 1998) ve 20. giinde
(Houston ve ark., 1999) degerlendirilmis ve yaslanmaya bagli bir bozulma
olmadig1 rapor edilmistir. Buna karsin farelere 2 s siiresince farkli siddette
elektrik akimi uygulanarak bellegin 2. saatte (0,75 mA) (Kudo ve ark., 2005),
24. saatte (0,2 mA) (Fukushima ve ark., 2008), 24 saatte (1 mA) (Peleg ve ark.,
2010) ve 48. saatte (0,5 mA) degerlendirildigi ¢alismalarda yaslanmaya bagl
donma davranisinda fark goézlenmezken, 1,5 mA siddetinde elektrik akimi
uygulanmasinin 72. saatinde fark bulunmustur (Barrientos ve ark., 2006).
Ardigik iki ¢alismada (2 s, 0,5 mA) kullanarak 48. saatte yaslanmaya bagh
donma davranisinda farklilik gosterilirken (Gemma ve ark., 2004; Gemma ve
ark., 2005), ayn1 yogunlukta 4 tekrarli egitimde 10 giin sonra yaslanmaya bagl
bir fark bulunmamistir (Oler ve Marcus, 1998). Sonuglar arasinda goriilen
farklarin deney diizeneginde yer alan uyaranin siddeti, siiresi, tekrar1 ve test
edilen zaman noktalarindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (McGaugh,
2006). Moyer ve Brown (2006) yaptiklart c¢alismada farkli yas gruplarinda
donma davranisini incelenmis ve baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda
yaslanmaya bagli daha diisiik donma davranisi oldugunu bildirmislerdir (Moyer

ve Brown, 2006).

1.8 Calismanin Amaci

Bellegin nasil depolandigini anlayabilmek i¢in uzun yillardir ortaya atilan

fikirler bu kapsamdaki c¢alismalar1 epigenetik alana yogunlastirmistir. Olusan
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bilginin depolanmasina aracilik eden noronal devrelerdeki sinaptik etkinliginin
niikleusta gen transkripsiyonunu ile diizenlendigi bilinmektedir. Bu konuda
yapilan  calismalar, niikleusta ~ gen  transkripsiyonunu  diizenleyen
mekanizmalardan biri  olan DNA metilasyonuna yoOnelmistir. DNA
metilasyonunun bellegin depolanmasinda yer alan mekanizmalardan biri olup
olmadiginin arastirilmasi uzun siireli bellegin nasil depolandigini anlamamiz

agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Calismada, si¢an beyninin farkli ndroanatomik alanlarinda korku belleginin
olusumu ve siirdiiriilmesi sirasinda bazi genlerin promotor bdlgesindeki DNA
metilasyon degisimlerinin belirlenmesi ve yaslanma ile nasil degisebileceginin
incelenmesi amacglanmistir. Bu amaca yoOnelik olarak uzun siireli bellek
olusumunu saglayan korku sartlanmasi davranis modeli kullanilarak gen¢ ve
yasli sicanlarda korku belleginin olusturulmasi ve korku bellegi ag1 icinde yer
alan ve uzun siireli bellegin konsolidasyonundan sorumlu hipokampus, uzun
stireli bellegin depolandigi yer olarak diisiiniilen prefrontal korteks ve korku ile
iliskilendirilen amigdala bolgelerinde, 1. saat (kisa siireli bellek), 24. saat, 7. ve
21. gilinlerde (uzun siireli bellek) bellegin olusmasi ve siirdiirilmesinde rol
alabilecegi diisiiniilen CaN, Reln ve Egrl genlerinin promotor bolgesindeki DNA

metilasyonu degisimleri incelenmistir.

Hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala bdlgeleri arasinda, zaman-
bagimli olarak genlerin promotor bdlge DNA metilasyon degisikliklerinin
belirlenmesi, korku belleginin olusmas1 ve siirdiiriilmesi mekanizmalar1 hakkinda
bilgi verecek ve ayrica yasa bagli olarak bellek olusumunda goézlenen

degisiklikler hakkindaki bilgilerimize katk: saglayacaktir.
Arastirmanin agamalart:

e Geng ve yash sicanlarda korku bellegi olusturmak icin baglamsal
korku sartlanmasi davranis deneyinin uygulanmast ve donma

yanitlarinin incelenmesi
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Hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala dokularinda ilgili
genlerin DNA metilasyon diizeylerinin MeDIP analizi yontemi ile
belirlenmesi

MeDIP analizi ile elde edilmis metilenmis DNA’nin RT-PCR ile
CaN, Reln ve Egrl genlerinin promotor bolge DNA metilasyonunun

belirlenmesi olarak siralanabilir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Denekler

Tez ¢alismasinda kullanilan 123 adet Sprague-Dawley eriskin erkek sicanin
27 Mart 2015 ve 20 Agustos 2015 tarihlerinde iiretimleri Yeditepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde (YUDETAM) gerceklestirilmis
ve bakimlar1 yine ayn1 merkez tarafindan saglanmistir. Davranis deneyinde 250-
350 g agirhiginda geng, 400-500 g agirliginda olan yasli siganlar kullaniimaistir.
Calismada yer alan siganlar laboratuvar ortaminda, 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik olacak sekilde, normal musluk suyu ve standart sican yemi ile
beslenmislerdir. Bu diizen otomatik olarak saglanmistir. 20 Agustos 2015°de
tiretimi yapilan 63 adet sigan 3 aylarint doldurduklar1 20 Kasim 2015 tarihinden
itibaren, 27 Mart 2015°de {iretimi yapilan 63 adet sican ise 19 aylarini
doldurduklar1 20 Ekim 2016 tarihinden itibaren davranis deneyi g¢alismalarina
alinmaya baslanmistir. 3 aylik olarak davranis deneyine katilan 63 sigan geng
grup olarak belirlenirken, 19 aylik olarak davranis deneyine katilan 60 sigan ise
yaslt grup olarak belirlenmistir. Yasl sigan grubunda bulunan 3 adet sican
yaslanmaya bagli gelisen hastaliklar ve diisiik agirlik nedeni ile ¢alismadan
cikarilmistir. Geng ve yashi gruplarinin her birinde en az 6 sigan yer almistir.
Geng ve yash ¢alisma gruplar1 ayr1 ayr1 dort kontrol ve dort deney olmak iizere
toplam sekiz gruptan olusmaktadir. Ayrica ¢alismada geng ve yash gruplar igin
hi¢bir deneyin uygulanmadigi birer naif grup da yer almaktadir. Geng naif grupta
7 sican yer alirken, yasl naif grupta 6 sigan yer almistir (Sekil 2.1). Ek kontrol
grubu olan naif grup, bellek ile baglantili olarak herhangi bir noronal
aktivasyonun olmadigi bazal bir DNA metilasyon diizeyini ifade etmektedir.
Kontrol ve deney grubunun DNA metilasyon verileri bu bazal DNA metilasyon

diizeyine gore diizeltilerek ortaya konulacaktir.
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Sekil 2.1. Calismada yer alan geng ve yasl sican gruplart.
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2.2 Gerec ve Materyal:

e Korku sartlanmasi kabini (Commat Ltd. Sti. Ankara, Tiirkiye)

e Gercek zamanli PCR (Lightcycler 480 System, Roche Molecular
System Inc, ABD)

e Su banyolu sonikatér (Bransonic Ultrasonic Cleaner 2510MT,
Sigma-Aldrich, ABD)

e Elektroforez Tanki, Gli¢ kaynag1 (Power Pac Basic Electrophoresis,
BIO-RAD, ABD)

o DNA Spektrofotometresi (NanoPhometer, IMPLEN, Almanya)

o UV jel goriintiileme (Fussion pulse, Vilber Lourmat, Fransa)

e DNA izolasyon kiti (Qiagen DNeasy Blood and Tissue kit Kat no:
69506, Qiagen, Almanya)

e Monoklonal anti-5-metilsitidin (5-mC) antikoru (Monoclonal anti-5-
methylcytidine (5-mC), Clone 33D3, Kat no: A-1014-100,
Epigentek Group Inc. ABD)

e izotip IgG antikoru (IgG1 Izotype Control Monoclonal Antibody,
Kat no: A-24002-1, Epigentek Group Inc. ABD)

e Protein A- manyetik boncuk (Dynabeads Protein A Kat no: 1002D,
Invitrogen Corporation, ABD)

e Manyetik tutucu (Magnetic Separation Rack, Kat no: S1509S, New
England BioLabs Inc. ABD)

e Proteinaz K 20 mg/mL (Proteinase K Solution Kat no: AM2546,
Invitrogen Corporation, ABD)

e DNA saflastirma kiti (Wizard Magnesil Plasmid Prufication System,
Kat no: A1630, Promega Corporation, ABD)

e Sybergreen Enzimi (Sso Advanced Universal SYBR Green
Supermix kat no:172-5274, BIO-RAD. ABD)

e RT-PCR plate (Lightcycler 480 Multiwell Plate 96, White Kat no:
04729692001, Roche Molecular System Inc. ABD)
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2.3 Kullanilan Tamponlar

e TE tampon (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)

e 10 X IP tampon [1M NaszPO4 (pH 7.0), 5M NacCl, % 0,05 TritonX-
100, H,0]

e PBS-BSA%0,1[9 mLPBS, 1 mL BSA (10 mg/mL stok)]

e Digestion tampon (50 mM Tris—HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA, % 0,5
SDS)

2.4 Yontem

2.4.1 Baglamsal Korku Sartlanmasi

Calisma, sicanlar i¢in tasarlanan korku sartlanmasi kabininde
gerceklestirilmistir (Commat Ltd. Sti., Ankara). Cihazin iizerinde elektriksel
uyarinin siiresini, frekansini ve 151k miktarin1 ayarlayabilecegimiz kisimlar yer
almaktadir. Kabin i¢inde 30 cm X 30 cm X 30 cm ebatlarinda, kamera ile
izlenen, onden kapili bir girisi olan, zemini siyaha boyali pleksiglas bir kutu
bulunmaktadir. Kutunun zeminine elektrik akimini ileten metal ¢ubuklar monte
edilmistir. Kabinin iist kisminda siganin hareketlerini kaydeden kamera ile

goriintiiler bilgisayara aktarilmaktadir (Sekil 2.2)

Deneyler, Yeditepe Universitesi deney hayvanlari iinitesinde ayr1 bir odada
yapilmistir. Bu boliimde arka plan sesleri en aza indirilmis, yeterince aydinlik bir
ortam saglanmig, parfiim gibi duyusal uyaranlarin olmamasina ve deney
sirasinda odada deneyi yapanin disinda kimsenin bulunmamasina dikkat
edilmistir. Deneye alinan her bir si¢an i¢in deney tamamlandiktan sonra, kabin %

60’lik etil alkol ile temizlenmistir
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Sekil 2.2 Korku sartlanmas1 kabini, izleme ve kayit sistemi.

Calismaya dahil edilen tim siganlar, 3 giin 6nce ortama adaptasyonlarini
saglamak icin deney yapilacak alana getirilip deneyi yapacak kisiye

alistirilmiglardir.

Korku sartlanmasi deneyi ve donma davranisinin degerlendirilmesi ile ilgili
davranis deneyleri aydinlik periyodun 1 saat sonrasi ve karanlik periyodun
oncesinde olacak sekilde planlanmis ve saat 9:30°da ilk sican deneye alinmistir.
Sabah saat 9:00 da o giin ¢alisilacak grup ayrilip ayr1 bir bélmeye tasinmis ve
sicanlar testin yapilacagi odaya, teker teker transfer kafesi ile getirilmistir. Bir
glinde ayni1 zaman dilimi i¢in deney (n= 6 veya 7) ve kontrol (n= 6 veya 7)
gruplar1 deneye alinmistir. Deneye alinan siganlar deney sirasinda birbirlerinden
ayrilmis ve deney bitiminde yasadiklari ortama donerlerken yine ayni kafeste

olacak sekilde yerlestirilmistir.

Caligmamizda uygulanan baglamsal korku sartlanmasi davranisi protokolii,
siganlarin  zararli uyaran (elektrik uyaris1) ile bulunduklart ortami

iliskilendirmelerini (asosiyatif 6grenme) ve sonrasinda ayni ortama maruz
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kaldiklarinda  hatirlanan  korkuyu ifade eden donma  davranisinin

degerlendirilmesini igermektedir. Baglamsal korku sartlanmasi protokolii iki ana

asamadan olusmaktadir.

Ik asama korku sartlanmasinin olusturulmas: igin gerekli deney
dizayni; 2 dk, 2 dk ve 1 dk’lik dilimlere ayrilmak iizere toplamda 5
dk olacak sekilde 3 boliimden olusturulmustur. Elektrik uyarist 120.,
180., ve 240. s’lerde 1s siiresince 0,7 mA siddetinde uygulanmistir.
Bu protokolde kullanilan si¢canlar deney grubumuzu olusturmustur
(Sekil 2.3)

Kontrol grubumuz ayni diizenekte 2 dk, 2 dk ve 1 dk olmak tizere
toplamda 5 dk olacak sekilde kabine alinmis fakat bu siganlara
elektrik uyarist verilmemistir (Sekil 2.4).

Deneyin ikinci asamasi ise si¢anlarin elektrik verilen ortamai,
hatirlayip hatirlamadigint test etmek tizere tasarlanmistir. Bu
asamada deney ve kontrol gruplarina aymi olacak sekilde, korku
sartlanma kabinine farkli zaman araliklarinda (deney yapildiktan
sonra 1. saatte, 24. saatte, 7. glinde ve 21. giinde) alinarak donma
davranist goézlenmistir (Sekil 2.5). Donma davranisi, en az 3 s
siireyle solunum ve kalp atis hareketleri disinda hareketliligin
olmamasi durumu olarak belirlenmistir. Her bir zaman noktasi i¢in
farkli bir grup sican kullanilmistir.

Donma davranisi testinde elde edilen verilerden 5 dk’lik siire
igerisindeki donma hareketinin yiizdesel degerleri hesaplanip,
kontrol ve deney hayvanlar1 arasinda karsilastirilarak olusan korku
ile ortam iliskisi bilgisinin deneklerin belleklerinde olup olmadig:

degerlendirilmistir.
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N

2 dk ¢cevrevi tamma

AN

120. 5, 180. 5, 240. 5 1 dk hekleme
Elektrik Uvarisa (EU 15 0,7 mA)

Sekil 2.3. Baglamsal korku sartlanmasi deney protokolii.

5 dk bekleme

Sekil 2.4. Baglamsal korku sartlanmasi kontrol protokolii.

N

1. saatte
(5 dk bekleme)

24. saatte 7. giinde 21. giinde

(5 dk bekleme) (5 dk bekleme) (5 dk bekleme)

Sekil 2.5. Kontrol ve deney gruplarina uygulanan donma davranis: test protokolii.
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2.4.2 Beyin Dokularimin Cikarilmasi

Her bir grubun deneyi tamamlamasindan sonra geng¢ ve yasli siganlara,
ketamin/ksilazin (100/10 mg/kg, intraperitoneal) karisimi enjekte edilmis ve

olusan anesteziyi takiben giyotin ile bag govdeden ayrilmistir.

Genel anestezi altinda dekapitasyon islemini takiben, kafatasi agilmis ve
beyin timiiyle c¢ikarilarak buzla sogutulmus bir petri kutusunun {izerine
konulmus, tim ndroanatomik bolgeler siiratle makro diseksiyon yoluyla elde
edilmis ve dokular kuru buzda sogutulan tiiplere konularak — 80°C derin

dondurucuda saklanmaistir.

Total olarak c¢ikarilan beyin dokusundan ilk olarak serebellum
uzaklastirilmistir.  Sonra anterodorsal bir yonelimle olfaktor bulbus
uzaklastirilarak anterior komissura ulasilmistir. Buradan 1 mm kalinliginda
alinan koronal bir kesit prefrontal motor alan olarak kabul edilmistir. Bu kesitin
hemen ardindan 2 mm’lik koronal bir kesit daha alinarak hemisferlerin birlesim
bolgesinden (Sekil 2.6) sag ve sol prefrontal bolgeler diseke edilmis ve

saklanmistir.

Prefrontal korteks c¢ikarildiktan sonra geriye kalan beyin dokusu korpus
kallosumdan sag ve sol hemisfer olarak ikiye ayrilmistir. Her bir hemisferden
serebral kortikal doku altinda yer alan sag ve sol hipokampus biitiin olarak (Sekil

2.6) cikarilmistir. Sag ve sol boliimler birlestirerek saklanmistir.

Hipokampus ¢ikarildiktan sonra geriye kalan beyin dokusunda temporal
lobun i¢ kismindan lateral hipotalamus ve lateral ventrikiilin 6niinde yer alan
bolim amigdala dokusu (Sekil 2.6) olarak cikarilmistir. Bu bolge, deneye
alinmayan bir siganda bregmadan, - 2,8 mm anteroposterior, 4,8 mm lateral, - 6,6
mm dorsoventral stereotaksik koordinatlara karsilik gelen bdlgeye (Paxinos ve
Watson, 2013) stereotaksik olarak (Stoelting Co, Stereotaksik Frame, ABD)
metilen mavisi (0,5 ul) enjekte edilmek siiretiyle gorsellestirilmis ve bu gorsel

semaya gore diger sicanlardan alinan beyin dokular1 diseke edilmistir.
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Sekil 2.6. Beyin dokularinin gikarilmasi a) Prefrontal korteks b) Hipokampus c)
Amigdala (Spijker, 2011’den uyarlanmistir).

Deney hayvanlar iizerinde uygulanan bu protokol Yeditepe Universitesi,
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nun 12.03.2015 tarih ve 455 nolu karariyla

uygun bulunmustur.

2.4.3 DNA Metilasyonu Analizi

Calismada, CaN, Reln ve Egrl genlerinin promotor bolgelerindeki
metilasyon profilinin belirlenmesinde Methylated DNA Immunoprecipitaion-
Polymerase Chain Reaction (MeDIP-PCR) yontemi kullanilmistir. Bu yontemde
temel olarak metile DNA’nin  monoklonal 5mC  antikoru ile
immiinopresipitasyonunu takiben her bir gen i¢in promotor bolgeden elde edilen
spesifik primer ¢iftleri ile ger¢cek zamanli PCR (RT-PCR) gerc¢eklestirilmektedir
(Weber ve ark., 2005). Test edilen her 6rnek i¢in metillenmemis oldugu bilinen
intronik bolgeden elde edilen Tubb geni internal kontrol olarak kullanilmistir.
Kullanilan MeDIP yonteminin dogrulugunu test etmek amaci ile pozitif kontrol
olarak maternal olarak metile oldugu bilinen H19 geninin promotor bolgesi

analiz edilmistir.

2.4.3.1 DNA izolasyonu ve Fragmantasyonu

Farkli beyin bdlgelerinden (prefrontal korteks, hipokampus ve amigdala)
DNA izolasyonu Qiagen DNaesy Blood & Tissue Kit ( Qiagen, kat no: 69506)
kullanilarak ve lreticinin onerdigi, asagida tanimlanan protokol dogrultusunda

gerceklestirilmistir.
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e Baglangic materyali olarak 25 mg beyin dokusu kiiciik parcalara
ayrilarak 1,5 mL tiiplere konulmus, tizerine 180 puL ATL tamponu
ve 20 pL Proteinaz K eklenmistir. Bu karisim doku lizis olana kadar
56°C de (1,5 saat) ara ara vortekslenerek bekletilmistir.

e Doku lizisi tamamlandiktan sonra ornekler 15 s vortekslenmis ve
orneklere ilk olarak 200 uLL AL tamponu daha sonra 200 uL etanol
(% 96-100) eklenmis her birinden sonra tekrar vortekslenmistir.

e Elde edilen karisim, 2 mL biriktirme tiiplerine yerlestirilen DNeasy
Mini Spin kolonlarina pipetlenmis, 9000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

e Santrifiij sonrasinda 2 mL biriktirme tiiplerinin ic¢inde biriken
materyal atilmis, tiipler degistirilmis spin kolonlara 500 pL. AW1
tamponu eklenip 9000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir.

e Tekrar 2 mL biriktirme tiiplerinin i¢inde biriken materyal atilmis
tiipler degistirilmistir. Bu sefer spin kolonlara 500 pL AW?2
tamponu eklenerek 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilmistir.

e Ek olarak spin kolonlar kurumalar: i¢in tekrar 14.000 rpm’de 3 dk
santriflij edilmistir.

e Spin kolonlar 1,5 mL tiiplere yerlestirilerek i¢lerine 200 uL AE

tamponu eklenmis, oda sicakliginda 1 dk bekletildikten sonra 1 dk

9000 rpm’de santrifiij edilmistir.

1,5 mL tiiplerde yaklasik 200 uL. DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA’larin safligit ve konsantrasyonlari spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir (IMPLEN, Nanophotometer). DNA’lar kisa siireli olarak

+4°C’de, uzun siireli olarak -20°C’de saklanmistir.

Elde edilen DNA’nin fragmentasyonu igin sonikasyon islemi
uygulanmistir. Sonikasyon ile 300 - 1000 bg¢ biiyiikliiglinde DNA pargalar1 elde
edilebilmesi igin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Sonikasyon asamasinda
tiiplin bliyiikliigli ve i¢indeki DNA’nin hacmi, sonikatdriin i¢indeki suyun
sicakligl, tipiin yeri ve sonikasyon siiresi gibi parametreler DNA

fragmentasyonu iizerine etkili olabilece§i i¢in, bu parametrelerin ayr1 ayri
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optimize edilmeleri yoluna gidilmistir. Sonikasyon optimizasyonu i¢in
laboratuvarda bulunan su banyosu sonikatorii kullanilmistir (Bransonic 2510
MT). 100 pL hacimdeki DNA miktar1 i¢cin denemeler sonrasinda 200 uL’lik
tlipiin uygun oldugu belirlenmistir. Bu tiipler su banyosu i¢inde belirli yerlere
yerlestirilmis ve sonikatdriin kapali donemlerinde tiiplerin yerleri degistirilerek
tim Orneklerin ayni siddette sonikasyona maruz kalmalari saglanmistir.
Sonikasyon siiresi 60 s/30 s agik/kapali olacak sekilde toplamda 5 dk olarak
uygulanmistir  (Cizelge 2.1). Optimizasyon calismalarinda parcalarin
biiytikligiiniin kontrolii % 2 lik agaroz jel elektoforezi ile belirlenmistir (Sekil
2.7). Grup icinde yer alan tiim DNA’lar benzer sekilde fragmente olmuslardir
(Sekil 2.8).

Cizelge 2.1. Uygulanan sonikasyon protokolii.

Sonikasyon Protokolii

DNA fragmantasyonu igin S Byt serler
kullanilan malzeme

DNA fr?gmantlarlnda istenen 300 - 1000 be
buyukliuk

Fragmante edilen

DNA hacmi 100 pL DNA
Sonikasyon uygulama sekli 60 s / 30 s acik/kapal
Sonikasyon dongii sayisi 5 tekrar
Toplam sonikasyon siiresi 5 dk
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5 dk
sonike
edilmis
DNA

sonike
edilmemis
D]\ AN

Sekil 2.7. Su banyosu sonikatorii ile fragmente olmus DNA’nin agaroz jel goriintiisii.

Kontrol grubu
1000 bg-

500 bc-

100 bg--

Deney grubu

100 bg-

Sekil 2.8. Kontrol ve deney gruplarina ait DNA 6rneklerinin 5 dk’lik sonikasyon
sonras1 agaroz jel goriintiisii.
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2.4.3.2 Metillenmis DNA’nin immunopresipitasyonu (MeDIP)

MeDIP

icin gerekli olan tamponlar literatiirde belirtildigi sekilde

hazirlanmistir (Weber ve ark., 2005; Thu ve ark., 2009; Guerrero-Bosagna ve

Jensen, 2015). Metile DNA’nin immiinopresipitasyonu i¢in asagida belirtilen, iKi

giin sliren basamaklar takip edilmistir.

1. giin;

2. glin;

Fragmente DNA’nin 4 ug’1 5 mC antikoru ile muamele edilirken, 1
pg fragmente DNA ise ‘input’ olarak ayrilmistir.

4 ng fragmente-DNA 6rnekleri 1,5 mL santrifiij tiiplerine alinarak,
tizerlerine 450 pL TE tamponu (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0) ilave edilmistir.

Fragmente DNA’nin denaturasyonu i¢in ornekler ilk dnce 95°C de
10 dk inkiibe edildikten sonra hemen buz {lizerine alinmis ve buzda
10 dk daha bekletilmistir.

Metillenmis DNA’nin immiinopresipitasyonu i¢in, denature edilmis
DNA orneklerine 52 uL 10 X IP tamponu [1 M NazPO, (pH 7,0),
5M NaCl, % 0,05 TritonX-100, H,O] ve 1 pL monoklonal 5mC
antikoru, (Epigentek kat no: A-1014-100) eklenmis ve 6rnekler 4°C
de bir gece galkalayicida inkiibe edilmistir.

Negatif kontrol olarak, ayni miktarda denature DNA 1 pL izotip
IgG antikoru (Epigentek kat no: A24002-1) ile yukarida belirtilen

adimlar takip edilerek muamele edilmistir.

Protein A’ll manyetik boncuklara 700 uL PBS-BSA % 0,1 ile 6n
yikama yapildiktan sonra 40 pL protein A’li manyetik boncuklar
(Invitrogen kat no: 1002D) antikorlanmis DNA’lara eklenmistir.

Manyetik boncuklarin 5SmC antikorlarina tutunabilmesi i¢in 6rnekler

4°C da 2 saat ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.
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e Tiipler manyetik ayiriciya (Biolabs kat no: S1509S) yerlestirilerek
SmC antikoru ile birlesen manyetik boncuklar tiipiin duvarina
cekilmis geriye kalan siipernatan tiipten uzaklastirilmistir. Boylece
manyetik boncuklarla birlikte 5SmC antikoru ile immiinopresipite
olmus DNA kalmuistir.

e Antikorla baglanmamis DNA kalintilarin temizlenmesi i¢in 700 uL
1 X IP ile yikama islemiyle 10 dakika yikanmis ve bu islem iki defa
tekrarlanmistir.

e Islem sonunda manyetik boncuklara protein A ile bagli olarak elde
edilen metillenmis DNA’dan, protein A baglantisinini uzaklastirmak
icin, ornek lizerine 3,5 pL proteinaz K (20mg/mL Invitrogen kat no:
AM2546) ve 250 uL digestion tampon (50 mM Tris—HCI (pH 8.0),
10 mM EDTA, % 0.5 SDS) eklenmistir.

e Ornekler 1siticili calkalayicida (800 rpm) 50°C da 3 saat inkiibe
edilmistir.

e En son asamada DNA’nin saflastirilmasi i¢in manyetik boncuk
icerikli DNA  saflastirma kiti (Promega kat no:A1630)
kullanilmaistir.

e Bu islemlerin sonucunda 60 pL metillenmis DNA elde edilmistir.
Elde edilen DNA’lar PCR analizleri gergeklestirilinceye kadar
- 20°C’de muhafaza edilmistir.

Metillenmis DNA’nin RT-PCR i¢in kontrolii H19 gen ¢ifti ile yapilmistir.
Elde edilen RT-PCR verilerinin normalizasyonunda bellek olusumundan
etkilenmeyen Tubb geninin intronik bdlgesinden elde edilmis primerler

kullanilmaistir.
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2.4.4 RT-PCR analizi

2.4.4.1 Primerlerin Optimizasyonu

Calismada yer alan CaN, Reln, Egrl, Tubb ve H19 genlerinin ¢ogaltilmasi
icin kullanilan primer c¢iftleri, elde edilen amplikon uzunluklar1 ve ¢alisma
‘annealing’ sicakliklar1 Cizelge 2.2°de verilmistir. Primer ¢iftlerinin ¢alisma
sicakliklar1 optimize edilirken spesifik olarak hedef bolgenin amplifikasyonunun
gergeklestigini  dogrulamak igin, erime egrileri analizleri ve agaroz jel

elektroforezi yapilmistir.

Temsili olarak secilen 6rneklerde her bir gen i¢in elde edilen amplifikasyon
ve erime egrileri ile PCR firiinlerinin % 2 lik agaroz jel goriintiileri Sekil 2.9-

2.13°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Primer dizileri, amplikon uzunluklar1 ve ¢alisma sicakliklari.

Amplikon Calisma
Primer Dizilimleri Uzunluklar Sicakliklari
Eqr F5 CGGGTTGGGAACCAAGGAG 253 bg 65°C
R5' AGGCTCCTGGAAAGCCTAGT
Reln F5 TTTCAGACATTCCCGTTTCC 181 be 55°C
R5' GCGCACAAGTGAAACCATCT
CaN F5 TGAACATAGCCAGGGTCACA 206 bg 60°C
R5' GAAGGCGACGAGTAAACAGC
Tubb F5 AGAGGCTTGGGAGATGACTG 168 be 60°C
R5' TGGTCTCTCACTCAACACTTGG
H19 F5 GAGCCCCGTATTGGAATCCAC 103 be 790C
R5' GAATGCATGTGTCCTGCCCTC
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Sekil 2.9. CaN geninin promotor bolgesi i¢in elde edilen PCR iiriinlerinin A)
amplifikasyon B) erime egrileri ve C) agaroz jel goriintiisii
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Sekil 2.10. Reln geninin promotor bélgesi i¢in elde edilen PCR iriinlerinin A)
amplifikasyon B) erime egrileri ve C) agaroz jel gorintiisi (3 farkli ¢aligma sicaklig

denemesi).
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Sekil 2.11. Egrl geninin promotor bdlgesi icin elde edilen PCR irlinlerinin A)
amplifikasyon B) erime egrileri ve C) agaroz jel goriintiisii (2 farkli calisma sicakligi

denemesi).
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Sekil 2.12. Tubb geninin promotor bélgesi i¢in elde edilen PCR firiinlerinin A)
amplifikasyon B) erime egrileri ve C) agaroz jel goriintiisii (2 farkli calisma sicakligi
denemesi).
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Sekil 2.13. H19 geni promotor bélgesi i¢in elde edilen PCR iriinlerinin A)
amplifikasyon B) erime egrileri ve C) agaroz jel goriintiisii.
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2.4.4.2 RT-PCR Protokolii

RT-PCR analizi i¢in reaksiyon karisimi asagidaki sekilde hazirlanmistir.

Sybergreen siipermix (2x) 5uL

10 uM primer diiz 1 uL
10 uM primer ters 1 uL
DNA 2 uL
Niikleazsiz H20 1 uL
Toplam 10 uL

Her bir analizde her DNA 6rnegi i¢in genomik DNA (input DNA) (20 ng
konsantrasyonda; 2 pL), SmC (metillenmis DNA 2 pL) ve 1gG (negatif kontrol
DNA 2 uL) ornekleri ger¢cek zamanli PCR ile ¢ogaltilmistir. Tiim 6rnekler en az
iki tekrar olacak sekilde calisitlmistir. iki tekrarlardan elde edilen sonuglarin
ortalamasi alinarak kullanilmigtir. Uygulanan ger¢ek zamanli PCR kosullar:

asagidaki sekilde kurulmustur.
98°C’de 1 dk Baslangi¢ Denaturasyonu takiben

95°C 25 s Denaturasyon

40 dongii
55-72°C 30 s Primer Baglanma
72°C 30 s Uzama
72°C 5 dK --=-==-mmmmmm oo Son uzama
95°C 1dk
50°C 155 (2,2°Cls) Erime Egrisi Analizi
95°C devam
40°C 30 S =--mm-mmemeeeeeemeeeceeeeeeeeeeees Soguma
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2.4.5 MeDIP RT-PCR Analizinin Hesaplanmasi

MeDIP RT-PCR sonucunda elde edilen iiriinlerdeki metilasyon seviyeleri
224C metoduna gore hesaplanmistir. Bu hesaplamada internal kontrol geni
olarak Tubb geni kullanilmistir. Hesaplamada, analiz edilen her bir gen i¢in SmC
antikorunda bekletilmis DNA (Immunoprecipitated DNA; IP DNA) ve genomik
DNA (input DNA) icin elde edilen RT-PCR’da floresan sinyal miktarinin
gozlemlenmesi i¢in gereken esik degerini gecen dongii sayis1 (Cycle threshold;
Ct) degerleri kullanilarak relatif metillenmis DNA miktar1 hesaplanmistir. 2 -anct
metoduna gore ¢alismada yer alan CaN, Reln ve Egrl igin elde edilen metilenmis
Ct degerleri naif kontrole gore katli degisim sekilde hesaplanmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001). Bazi 6rneklerden Ct degeri elde edilememis ve bu durum da

baz1 gruplarda 6rnek sayimizin azalmasina neden olmustur.
Bu hesaplamalar yapilirken ilk olarak;

CaN, Reln, Egrl ve Tubb genleri input Ct degerine goére normalize

edilmis.
(Gen IP Ct / Gen Input Ct= Gen met Ct)

Buradan elde edilen sonucun internal kontrol genimiz olan Tubb’e gore

normalizasyonu yapilmis.
(Gen met Ct - Tub met Ct= ACt)

Son olarak bu deger naif kontroliimiizden elde ettigimiz ortalama ACt

degeri ile normalize edilmistir.
(Gen met ACt - Naif ort.met ACt= AACY)

Elde edilen nihai metilasyon sonucu iki sayisinin istel bir degeri olarak

ifade edilmistir.

- AACt
2 C
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2 -AACt

Gruplarin karsilagtirilmasinda naif kontrole gore yontemi ile elde

edilen katli degisim degerleri kullanilmistir.

2.4.6 istatistiksel Yontemler

Calismadaki verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS istatistik 20.0 ve
GraphPad Prism 5.03 programlari (IBM Corp; GraphPad Software)
kullanilmigtir. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi
ile incelenmistir. Davranis verilerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda Mann-
Witney U testi, tim kontrol ve deney gruplarinin kendi aralarinda ¢oklu
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Metilasyon derecelerinin
karsilastirilmasinda verilerin dagilimlarina gore parametrik Student’s t testi veya
non-parametrik Mann-Witney U testi kullanilmistir. Metilasyon verileri
karsilagtirilirken p degeri < 0,01 olarak alinmistir. Davranis verileri i¢in p<0,05

degeri yeterli bulunmustur.
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3. BULGULAR

3.1 Baglamsal Korku Sartlanmasina Iliskin Bulgular

Geng ve yaslh sicanlarda baglamsal korku sartlanmasi deneyi 4 farkli bellek
olusum zamanlar1 sonrasinda (1. saat, 24. saat, 7. giin ve 21. giin) % donma
degerlerinin aritmetik ortalamasi, medyan degerleri ve istatistiksel karsilagtirma
sonuclart Cizelge 3.1 de, % donma degerlerinin dagilim grafikleri Sekil 3.1 de

sunulmustur.

Verilerin analizine gore, geng siganlarin tim bellek olusum zamanlarinda
deney gruplarinin % donma degerleri kontrol grubuna oranla anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (sirasiyla; p=0,004; p=0,01; P=0,002; p=0,03). Bu durum
geng sicanlarin tiim bellek olusum zamanlarinda korku bellegi olusturduklarini
gostermektedir. Tim gen¢ kontrol ve deney gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark goézlenmemistir (sirasiyla; p=0,73,

p=0,056) (Cizelge 3.2).

Yaslt sicanlarin 24. saat ve 21. giin gruplarinda deney grubu % donma
degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunurken (Sirasiyla,
p=0,01; p=0,02), 1. saat ve 7. giinde bellek olusum zamanlarinda anlamli fark
gozlenmemistir (sirasiyla; p=0,31; p=1,00). Bu verilere gore yaslt siganlarda
sadece 24. saat ve 21. giin bellek olusum zamanlarinda korku belleginin
olusturulabildigi, 1. saat ve 7. giin gruplarinda ise olusturulamadig:
anlagilmaktadir. Tiim yasli kontrol ve deney gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda gruplar arasinda fark goézlenmemistir (sirasiyla; p=0,058,

p=0,37) (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.1. Baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda gen¢ ve yash sicanlarin % donma
degerlerinin dagilim grafikleri (* p<0,05; ** p<0,005).
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Cizelge 3.1. Calismada yer alan siganlarin baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda %

donma verilerinin istatistiksel karsilastirma sonuglari.

Bellek o - p
Yas Depolanma | Gruplar ¥6 Donma | Standart Medyan Mlnl_mum degeri
Ortalama | Sapma + Maksimum
Zamanlari U
Kontrol 32,60 .
(n=7) 58,10 18,30 51,6 8310 0,004
1. saat 5 2420 =
eney ' 52,00
(n=7) 84,70 6,70 85,7 9510
Kontrol 44,90 .
(n=7) 56,89 9,33 57,2 68.10 0,01
24. saat 5 6550 U=38,0
eney ' 0
73,22 6,68 78,1
3-4 ayhk (n=6) 80,00
Geng Kontrol 23,40 .
(n=7) 52,74 16,65 51,15 71.20 0,002
g D 64,00 0
eney : 47,00
(n=7) 83,24 9,49 85,6 92,50
Kontrol 35,20 .
(n=6) 63,08 15,75 63,5 90.00 0,03
21. giin 5 50,60 U=36,0
eney , 0
(n=7) 81,61 17,91 82,9 99.40
Kontrol 24,50
(n=6) 47,47 12,57 50,6 5830 0,31
1. saat 5 Y. U=25,0
eney ' 0
(n=6) 52,55 25,15 63,2 7850
Kontrol 21,00 .
(n=7) 34,81 10,74 34,8 52,60 0,01
24. saat 45 80 =
19-20 [():2%/ 5411 | 1634 | 5415 | 5000 | 4300
aylik Kontrol 30’20
Yash ontro )
S (n=7) 53,87 12,86 54,95 6110 1,00
7. giin b 4180 U=24,0
eney , 0
(n=7) 61,21 20,65 51,75 9130
Kontrol 17,70 .
(n=7) 48,56 17,29 52,4 7330 0,02
21. giin b £3.80 =
eney : 42,00
(n=7) 66,49 7,42 68,5 76.90

Mann Whitney U

* p<0,05
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Cizelge 3.2. Geng ve yasli siganlarin % donma verilerinin kontrol gruplarinin kendi
aralarinda ve deney gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel karsilagtirma sonuglari

Yas Gruplar p deng“ Yas Gruplar p d&ge“
1. saat 1. saat
(n=7) (n=7)
24. saat 24. saat
Gen¢ (n=7) 0,73 Geng (n=6) | 0,056
Kontrol 7. giin 1.28 Deney 7. giin 7,54
(n=7) (n=7)
21. giin 21. giin
(n=6) (n=7)
1. saat 1. saat
(n=6) (n=6)
24. saat 24. saat
Yash (n=7) 0,058 Yash (n=7) 0,37
Kontrol 7. giin 7,47 Deney 7. giin 3,13
(n=7) (n=7)
21. giin 21. giin
(n=7) (n=7)

Kruskal Wallis Testi
p<0,05

Geng ve yash sicanlarin % donma davranig verileri kontrol ve deney
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirilmali olarak Grafik 3.2 de sunulmustur. Geng
ve yaslt siganlarin kontrol gruplari arasinda donma davraniglar1 arasinda sadece
24. saatte fark gozlenirken (p=0,002) diger zamanlarda (1. saat, 7. giin ve 21.
giinde) fark gézlenmemistir (Sirasiyla; p= 0,53; p= 0,90; p=0,10).
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Geng ve yash sicanlarin deney gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
ise 1, 24. saat ve 21. giin bellek olusum siirelerinde yasli si¢canlarin % donma
degerlerinin anlamli olarak diisiik oldugu goézlenirken 7. giin gruplar1 arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (Sirasiyla; p= 0,001; p= 0,02; p= 0,09; p= 0,02)
(Cizelge3.3).

** *
'ﬁ 1007 Bl Geng
b —
> 80- e B Yash
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% 60- SZ-S?at
S g:gln
©
T 40-
o
E
S 204
(]
S

AP T SR TR S s T S o

Geng ve Yash Gruplar

Sekil 3.2. Geng ve yashi si¢anlarin kontrol ve deney gruplarinin % donma verilerinin
kargilastirmali grafigi (* p<0,05; **p<0,005).
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Cizelge 3.3. Geng ve yash sicanlarin kontrol ve deney gruplarinin % donma verilerinin
istatistiksel karsilastirma sonuclari

[0)
Bellek /o Standart Minimum p degeri
Depolanma | Gruplar Donma Medyan .
Sapma + Maksimum U
Zamanlan Ortalama
Geng
Kontrol 58,1 18,3 51,6 gg?g
(n=7) ' 0,53
Yash U=1,19
Kontrol 47,46 12,56 50,6 24,50
(n=6) 58,30
1. saat
Geng 74,20
Deney 84,7 6,7 85,7 95’10 .
(n=7) ' 0,001
Yash U=1,00
Deney 52,55 25,15 63,2 %ggg
(n=6) '
Geng
Kontrol | 56,88 9,33 57,2 v )
(n=7) ' 0,002
Yash U=2,00
Kontrol 35,31 11,67 34,8 21,00
v 52,60
(n=7)
24. saat
Gene 65,50
Deney 74,76 6,16 78,1 80700 .
(n=6) ' 0,02
Yash U=5,00
Deney 58,78 11,71 54,15 gggg
(n=7) '
Gy 23,40
Kontrol 50,95 17,48 51,15 71’20
(n=7) ' 0,90
Yash U= 26,00
Kontrol 50,91 11,18 54,95 22?3
. (n=7) !
7. giin
Geng 64,00
Deney 83,65 10,33 85,6 92’50
(n=7) ' 0,09
Yash U=11,00
Deney 62,26 22,41 51,75 3128
(n=7) '
Geng 35,20
Kontrol 66,92 17,61 63,5 90’00
(n=6) ! 0,10
Yash U=9,00
Kontrol 44,68 18,75 52,4 %;8
. (N=7) ,
21. giin
Geng 80,80
Deney 86,7 7,61 82,9 99’40 .
(N=7) ' 0,02
Yash U=7,00
Deney 66,31 8,11 68,5 ?238
(N=7) !

Mann Whitey U

* p<0,05
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3.2 DNA Metilasyon Analizine Iliskin Bulgular

3.2.1 Hipokampus Dokusunda CaN Geninin Promotor Bolgesinin

Metilasyon Bulgulari

Geng ve yash sicanlarimizin hipokampus dokusundaki CaN geninin
promotor bolgesinin naif kontrole gore katli degisim metilasyon verilerinin
aritmetik ortalamasi, medyan degerleri ve istatistiksel karsilagtirmalar1 Cizelge

3.4 de ve metilasyonun katli degisim grafikleri Sekil 3.3 de sunulmustur.

Elde edilen bulgulara gére, hem geng¢ hem de yash siganlarin hipokampus
dokularinda CaN geninin metilasyonunun katli degisimi tim bellek olusum
zamanlarinda kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamli  olarak

farklilasmamastir.
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Hipokampus CaN

1.5+
3 Kontrol

l @ Deney

naif 14-

o
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1
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Yash Gruplar

Sekil 3.3. Geng ve yashi sicanlarin hipokampus dokusunda CaN gen metilasyonunun
katli degisim grafigi.
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Cizelge 3.4. Geng ve yasl sicanlarin hipokampus dokusunda CaN geninin promotor
bolge katli degisim metilasyonunun istatistiksel kargilastirma sonuglari

. Bellek -AACt - .
Beyin 2 Standart Minimum | p degeri
Gen Bolgesi Yas gglril;:‘ Gruplar Ortalama | Sapma =+ Medyan Maksimum U/t
- Korltg ol 1m 0,05 0,99 (1”1’2
< (n=6) ’ 0,85°
< t=0,19
- ?ﬁgg 1,01 0,06 1,01 2’83
Kontrol 0,97
= 1,08 0,08 1,08 *
§ (n:G) 1,18 0’193
: t=1,38
N Deney 0,90 '
N ]
o s 1,00 0,09 1,02 113
%)
° [ 0,91
Kontro
_ 1,08 0,16 1,07 ;
:En (n=7) 1,28 0,94
* U= 22,00
= ?ﬁgg 113 0,19 116 o
Kontrol 0,9
0,95 0,06 0,96 ;
> 2 | (0=6) 1,02 0.56"
% 0 - U=17,50
S| 2 ] Deney | (97 0,02 0,96 0.95
£ = (n=5) 1,02
A X
Q@ °
£ 2 _ | Kontrol 1 o6 0,01 0,96 8’83
C I g (n=6) : 0,06"
oz & t=-2,20
- [()rf;‘g 1,00 0,03 1,00 (1)82
Kontrol 0,99
- 1,01 0,02 1,03 :
g (n=6) 1,03 0320
o U=24,00
- ~ '?:[‘8’ 1,03 0,04 1,05 2’83
E‘\ - i)
Kontrol 1,13
A 121 0,07 1,23 ’
g (n=6) 1,23 033"
* U=12,00
= ?ﬁ;‘g’ 1,15 0,01 1,15 ﬁg
Kontrol 0,91
1,03 0,18 0,94 ;
£ (n=5) 1,34 0,61°
: t=0,52
p Deney 0,91 )
(ne6) 0,98 0,06 0,99 105
T-testi 2
Mann Whitney U
p<0,01
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3.2.2 Prefrontal Kortekste CaN Geninin Promotor Bolgesinin

Metilasyon Bulgulari

Geng ve yash siganlarin prefrontal korteksinde CaN geninin promotor
bolgesinin naif kontrole gore katli degisim metilasyon verilerinin aritmetik
ortalamasi, medyan degerleri ve istatistiksel karsilastirmalar1 Cizelge 3.5 de ve

metilasyonun katli degisim grafikleri Sekil 3.4 de sunulmustur.

Elde edilen bulgulara gore, geng siganlarin prefrontal korteksinde CaN
geninin promotor bolge metilasyonunun naif kontrole gore katli degisiminde 1.
saatte artis 7. gilinde azalis yoniinde fark bulunurken diger bellek olusum

zamanlarinda kontrol ve deney grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Yasli sigcanlarin prefrontal korteks CaN geninin promotor bdlge
metilasyonunun naif kontrole goére katli degisiminin 1. saat bellek olusum
zamaninda deney grubunun kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig:
bulunurken 24. saat, 7. ve 21. giin bellek olusum zaman gruplarinda kontrol ve

deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
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Sekil 3.4. Geng ve yasli siganlarin prefrontal korteksinde CaN gen metilasyonunun katl

degisim grafigi (* p<0,01).
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Cizelge 3.5. Geng ve yasli sicanlarin prefrontal korteksinde CaN geninin promotor
bolge katli degisim metilasyonunun istatistiksel kargilastirma sonuglari

. Bellek -AACt . <.
Gen BE?.ey'n. Yas | Olusum | Gruplar 2 Standart Medyan Mml_mum p degeri
dlgesi Zamani Ortalama | Sapma + Maksimum U/t
Kontrol 0,74
5 (n=5) 0,85 0,07 0,84 0.96 0.01°
- Deney 0,94 U=23,00
(n=5) 0,97 0,03 0,98 101
Kontrol 1,0
§ (n=7) 1,10 0,07 1,15 1,16 0.76°
s Deney 0,97 t=0,30
g (n=6) 1,09 0,08 1,14 119
@]
Kontrol 1,02
s (n=4) 1,21 021 1,04 1'20 001
N Deney 0,88 t=3,08
(n=6) 0,93 0,04 1,03 0.98
Kontrol 1,02
1,03 0,01 1,03 '
| e g | (n=6) 1,05 0,02°
Pz [} . —
S g I Deney 0,99 t=2,79
(@) (o]
< S (n=7) 1,01 0,02 1,00 104
Z T
Q0 b=
£ s .| Kool g g7 001 | 098 0.95
E "é % (n—5) 1,00 0700161
o o t=5,71
i Deney 0,81 '
(n=5) 0,84 0,04 0,83 0,93
Kontrol 1,05
g (n=6) 1,09 0,05 1,07 117 0,048
S Deney 097 U=8,00
TZ* (n=6) 1,02 0,05 1,00 1,09
>
Kontrol 1,01
’En (n=5) 1,01 0,005 1,01 102 0,08
= Deney 0,94 U=6,00
(n=7) 0,96 0,02 0,95 102
Kontrol 1,02
‘En (n=5) 1,03 0,01 1,03 105 0.41°
< Deney 1,02 t=-0,84
(n=7) 1,05 0,06 1,04 12
T-testi ®
Mann Whitney U °
p=<0,01
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3.2.3 Amigdala Dokusunda CaN Geninin Promotor Bolgesinin

Metilasyon Bulgulari

Geng ve yashh sicanlarin amigdala dokusunda CaN geninin promotor
bolgesinin naif kontrole gore katli degisim metilasyon verilerinin aritmetik
ortalamasi, medyan degerleri ve istatistiksel karsilastirmalar1 Cizelge 3.6 da ve

metilasyonun katli degisim grafikleri Sekil 3.5 de sunulmustur.

Elde edilen bulgulara gore geng¢ sicanlarda amigdala dokusunda CaN
geninin promotor bolge metilasyonunun 7. giin ve 21. giin bellek olusum
zamanlarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldigi bulunmustur. 1. ve
24. saat bellek olusum zaman noktalarinda kontrol ve deney grubu arasinda

anlamli bir fark gozlenmemistir.

Yash sicanlarda ise, amigdala dokusunda CaN geninin promotor bdlge
metilasyonunun 1. ve 24. saat bellek olusum zamanlarinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak arttigi bulunurken 7. ve 21. giin bellek olusum zaman

noktalarinda kontrol ve deney grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
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Amigdala CaN
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Metilasyonun kath degisimi
(Naif gruba gore)

0.0

Geng Gruplar

Amigdala CaN

=3 Kontrol
* * @ Deney
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Sekil 3.5. Geng ve yash siganlarin amigdala dokusunda CaN gen metilasyonunun kathi
degisim grafigi (* p<0,01;** p<0,001).
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Cizelge 3.6. Geng ve yasli sicanlarin amigdala dokusunda CaN geninin promotor bolge
katli degisim metilasyonunun istatistiksel karsilagtirma sonuglari

. Bellek -AACt . p
Gen BE?.eym. Yas | Olusum | Gruplar 2 Standart Medyan Mlnl'mum degeri*
olgesi Zaman Ortalama | Sapma + Maksimum t
Kontrol 1,01
5 (n=6) 1,01 | 0006 | 1,01 102 050
- Deney 0,99 t=-0,25
(n=6) 1,01 0,01 1,01 102
Kontrol 0,99
5 (nee) | 103 004 | 1,03 108 065
s Deney 1,02 t=-0,45
% (n=6) 1,05 0,05 1,05 1,09
Q
Kontrol 1,01
1,03 0,02 1,04 ’
:En (n=6) 1,05 0,0004
~ Deney 0,97 t=5,14
(n=6) 0,97 0,007 0,97 0.99
Kontrol 1,00
1,00 0,007 1,00 !
_ £ (n=6) 1,02 0,0001
3 < | Dene 089 | t=6.56
o | = N Y 0,9 0,01 0,9 ’
T| S (n=5) ' ' ’ 0,93
g S
2 = Kontrol 0,90
E < § (n=5) 0,92 0,02 0,91 0.96 0,01
< oeney | oo | oo | oer 096 | =317
(n=5) ' ' ' 1,00
Kontrol 0,84
= 0,89 0,05 0,88 !
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3.2.4 Hipokampus Dokusunda Reln Geninin Promotor Bolgesinin

Metilasyon Bulgulari

Geng ve yasl siganlarin hipokampus dokusunda Reln geninin promotor
bolgesinin naif kontrole gore katli degisim metilasyon verilerinin aritmetik
ortalamasi, medyan degerleri ve istatistiksel karsilastirmalar1 Cizelge 3.7 de ve

metilasyonun katli degisim grafikleri Sekil 3.6 da sunulmustur.

Elde edilen bulgulara gore, gen¢ siganlarin hipokampusiinde Reln geninin
promotor bolge metilasyonunda, tiim zaman noktalarinda kontrol ve deney grubu

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Yasli siganlarin hipokampusiinde Reln geninin promotor bolge metilasyonu
bellek olusum zamanlarinin hepsinde kontrol grubuna gore anlamli olarak

farklilasmamastir.
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Sekil 3.6. Geng ve yash sicanlarin hipokampus dokusunda Reln gen metilasyonunun
katli degisim grafigi.
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Cizelge 3.7. Geng ve yasl sicanlarin hipokampus dokusunda Reln geninin promotor
bolgesinin katli degisim metilasyonunun istatistiksel karsilastirma sonuglari
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3.2.5 Prefrontal Kortekste Re/n Geninin Promotor Bolgesinin

Metilasyon Bulgulari

Geng ve yash siganlarin prefrontal korteksinde Reln geninin promotor
bolgesinin naif kontrole gore katli degisim metilasyon verilerinin aritmetik
ortalamasi, medyan degerleri ve istatistiksel karsilastirmalar1 Cizelge 3.8 de ve

metilasyonun katli degisim grafikleri Sekil 3.7 da sunulmustur.

Elde edilen bulgulara gore, geng sicanlarin prefrontal korteksinde Reln
geninin promotor bdlge metilasyonu 1. saat bellek olusum zamaninda kontrol
grubuna goére anlamli olarak artmig, 21. giinde ise azalmistir. Diger zaman

dilimlerinde kontrol ve deney grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Yashi sicanlarin prefrontal korteksinde ise, Reln geninin promotor
bolgesinin metilasyonu 1. saat bellek olusum aninda artarken, 7. giinde anlaml
olarak azalmistir. 24. saat ve 21. giin bellek olusum zamanlarinda ise anlaml
fark gozlenmemistir. Yasli sicanlarin metilasyon oranlari bakimindan anlamli

fark olusan gruplarinda korku belleginin olusturulamadigi vurgulanmalidir.
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Sekil 3.7. Geng ve yash siganlarin prefrontal korteksinde Reln gen metilasyonunun katli
degisim grafigi (* p<0,01).
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Cizelge 3.8. Geng ve yasl sicanlarin prefrontal korteksinde Reln geninin promotor
bolge katli degisim metilasyonunun istatistiksel kargilastirma sonuglari
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3.2.6 Amigdala Dokusunda Reln Geninin Promotor Bolgesinin

Metilasyon Bulgulari

Geng ve yasgl sicanlarin amigdala dokularinda Reln geninin promotor
bolgesinin katli degisim metilasyon verilerinin aritmetik ortalamasi, medyan
degerleri ve istatistiksel karsilastirmalari Cizelge 3.9 da ve naif kontrole gore

metilasyonun katli degisim grafikleri Sekil 3.8 de sunulmustur.

Elde edilen bulgulara gore, geng sigcanlarin amigdala dokularinda Reln
geninin promotor bdlge metilasyonu 24. saat bellek olusum aninda anlamli
olarak artarken 7. giin bellek olusum zamaninda anlamli olarak azaldigi
bulunmustur. Geng sicanlarin 1. saat ve 21. giin bellek olusum zamanlarinda

kontrol grubu ile deney grubu arasinda anlamli fark gézlenmemistir.

Yasli sicanlarin amigdala dokularinda Reln geninin promotor bdlge
metilasyonu bellek olusum zamanlarinin timiinde kontrol grubuna gore anlamli

olarak farklilagmamaistir.
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Sekil 3.8. Geng ve yash siganlarin amigdala dokusunda Reln geninin metilasyonunun
katli degisim grafigi (* p<0,01).
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Cizelge 3.9. Geng ve yasli sicanlarin amigdala dokusunda Reln geninin promotor bolge
katli degisim metilasyonunun istatistiksel karsilagtirma sonuglari
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3.2.7 Egr1/Zif268 Geninin Promotor Bolgesinin Metilasyon
Bulgular

Egrl primer ciftleri i¢in optimizasyon saglanmis ve MeDIP analizinden
elde ettigimiz DNA’lar kullanilarak pozitif kontrol genimiz H19 ile kontrolleri
yapilmis olmasina ragmen, bu genin metilasyonunun degerlendirilmesinde tiim
beyin bolgelerinden ve tiim bellek olusum zamanlari i¢in alinan kontrol ve deney
gruplart orneklerinde RT-PCR analizi sonrasinda sinyal elde edilememistir.
Bununla birlikte geng ve yasli naif sicanlarin tiim beyin bolgelerinden Egrl geni
icin RT-PCR sinyalleri alinmistir. Bu durum Egrl genindeki metilasyonunun
hem kontrol hem de deney gruplarinda naif gruba gore ¢ok diisiik olduguna isaret
edebilir. Durumun ilgili genin ekspresyonuna bakilarak dogrulanmasi
gerekmektedir. Diger bazi ¢alismalarda da EQrl geninin promotor bdlge
metilasyonunun naif gruba gore azaldigi gosterilmistir (Miller ve ark., 2010;

Penner ve ark., 2016).
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4. TARTISMA

Calisgmamizin amaci, geng ve yash siganlarin korku bellegi agi icinde yer
alan ve uzun siireli bellegin konsolidasyonundan sorumlu hipokampus, uzun
siireli bellegin depolandig1 yer olarak diisiiniilen prefrontal korteks ve korku
bellegi siireglerinin diizenlenmesinde yer alan amigdala bolgelerinde, 1. saatte
(kisa siireli bellek) 24. saatte, 7. ve 21. giinlerde (uzun siireli bellek), bellegin
olugmasi ve depolanmasinda yer aldig1 one stiriillen CaN, Reln ve Egrl genlerinin
promotor bodlgesindeki DNA metilasyonu degisimlerinin incelenmesi olarak

belirlenmistir.

Calismada; ayn1 zamanda iiretimi yapilan geng (3-4 ay; n=63) ve yasli (19-
20 ay; n=60) olmak tizere toplam 123 adet erkek Sprague Dawley si¢an

kullanilmaistir.

Korku bellegini degerlendirmek i¢in, baglamsal korku sartlanmasi
protokolii uygulanmistir.  Bellek olusumu, baglamsal korku sartlanmasini
takiben farkli zaman noktalarinda (1. saat, 24. saat, 7. giin, 21. giin)
degerlendirilmistir. Dort farkli zaman noktasi, 1. saat korku 6grenildigi ve kisa
siireli bellek olustugu ic¢in, 24. saat kisa siireli bellegin uzun siireli bellege
konsolidasyonunu ifade ettiginden, 7. ve 21. giinler ise uzun siireli bellegin

stirdiiriilmesi durumundaki zamansal degisimi gosterdiginden dolay1 se¢ilmistir.

Korku belleginin olusmasi, siganlarin daha 6nce maruz kaldiklar1 zararl
uyaran (elektrik uyarisi-kosulsuz uyaran) ile bu uyarana maruz kalmis olduklari
ortam1 (baglam-kosullu uyaran) iligskilendirmeleri ve bu iliski durumunu
hatirladiklarint ortaya koyan donma davranisinin gdsterilmesi orani {izerinden
degerlendirilmistir. Korku sartlanmasi icin elektrik uyarisi verilen deney grubu
ile elektrik uyaris1 verilmeyen kontrol grubunun kabin i¢inde kaldiklar1 5 dk’lik
sirede gosterdikleri donma davranigi yiizdelerine bakilarak korku belleginin

olusup olusmadigina karar verilmistir.
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Bellegin depolanmasini agiklama yaklasimi olarak korku belleginin néronal
aglarinda yer alan beyin bdlgelerinde (hipokampus, prefrontal korteks ve
amigdala) meydana gelen molekiiler degisikliklerden biri olarak ifade edilen

DNA metilasyonu degerlendirilmistir.

DNA metilasyonu 6l¢limii i¢in, metilasyona bagimli immiinoprespitasyon
teknigi olan MeDIP analizi kullanilmistir. Bu analizle bellegin olugsmasinda rol
oynadigi diisiiniilen CaN, Reln ve Egrl genlerinin promotor bolgelerindeki DNA
metilasyonu analiz edilmistir. Metilasyon artig1, ilgili genin ifadesinin
baskilandigi, metilasyon azalmasi ise ilgili genin ifadesinin arttigi seklinde

yorumlanmistir.

4.1 Korku Bellegi Olusumuna Iliskin Bulgularin Tartisilmasi

Ogrenme ve bellek ¢alismalarinda yer alan mekanizmalar1 aydinlatmanin
bir yolu asosiyatif Ogrenme siire¢lerini incelemektir. Baglamsal korku
sartlanmas1 korku bellegini olusturmak icin kullanilan asosiyatif 6grenme
paradigmalarindan biridir. Tehlike karsisinda model organizmalar yanit olarak
‘“donma davranis1’’ sergilemektedir. Tehlike devam ettikge donma davranisinin
stiresi arttigindan dolayi, bu davranis 6grenme ve bellek olusumunun bir endeksi

olarak kullanilmaktadir.

Literatiirdeki calismalarda, deney hayvaninin tiirli, deney diizenegi,
uyaranin giddeti, siiresi ve tekrarinin donma davranisinin siiresini etkiledigi

belirtilmektedir (McGaugh, 2006; Curzon ve ark., 2009).

Bu calismada siganlara baglamsal korku sartlanmasi protokolii
uygulanmistir. Geng siganlarin yer aldigi deneylerde tiim zaman noktalarinda
donma davranis1 ylizdesi kontrol gruplarindan anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Deney grubunda yer alan genc¢ sicanlarin korku bellegi
olusturduklar1 kabul edilmistir. Kontrol ve deney gruplarinin dort farkli zaman

noktasinda  gostermis  olduklari donma  davranist  kendi iglerinde
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karsilastirildiklarinda bir fark goézlenmemistir. Bu durum kontrol ve deney
gruplarinda yer alan siganlarin motor hareketlilik bakimindan birbirlerine benzer

olduklarini ifade etmektedir.

Yash siganlarda da kontrol ve deney gruplar1 4 farkli zaman noktasinda
kendi iglerinde karsilastirildiklarinda donma davranist yoniinden bir fark
gozlenmemistir  (Sirasiyla;  kontrol  grubu  47,47+12,57; 34,81+£10,74;
53,87+12,86; 48,56+£17,29. deney grubu; 52,55+25,15; 54,11£16,34;
61,21£20,65; 66,49+7,42). Ancak yash siganlarin 24. saat ve 21. giin deney
gruplar1 kontrollerinden anlamli olarak % donma davranist siiresi arttigi 1. saat
ve 7. giin deney gruplarinda yer alan yaslt sicanlarin kontrollere gore % donma
davranig1 siiresinde fark gostermedigi gorilmistiir. 1. saat ve 7. giinde yash
kontrol ve deney gruplart arasinda donma davranisi yiizdesinde fark meydana
gelmediginden bu deney gruplarinda korku belleginin olugsmadigr kabul

edilmistir.

Yaslanma ile bellekte goriilen degisikliklerin genis bireysel farkliliklar
sergiledigi, bununla birlikte en ¢ok calisma bellegi ve anisal bellekte bozulma
meydana geldigi bilinmektedir. Bu nedenle 1. saat grubunda goriilen kisa stireli
korku belleginin olusmamasinin nedeninin yaslanmaya bagl etkilerden
olabilecegini diistinmekteyiz. Yasli 7. giin deney grubunda yer alan sicanlarin
ticlinde katarakt gelistigi belirlenmistir. Bu durum, gorsel duyu girdilerindeki
bozulmaya bagli olarak 7. giin grubunda korku belleginin olusmamasinin nedeni

olarak diistiniilmektedir.

Houston ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada, korku sartlanmasi
sonrasinda duyusal (duyu ve agri esigi testi) ve motor aktivite yoniinden geng ve
yaslt sicanlar arasinda fark olmadigi gosterilmistir (Houston ve ark., 1999). Yas
gruplarinda donma davranmisinin incelendigi ¢aligmalarda ve baglamsal korku
sartlanmasi sonrasinda yaslanmaya bagli olarak donma davranisinin daha az
oldugu bildirilmistir. Bunun nedeni hakkinda bir agiklama bulunmamaktadir

(Moyer ve Brown, 2006).
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Baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda donma davranisindaki beklenen
artisin olmamasinin hipokampus baglantili bir bozulmayi ifade ettigi (Phillips ve
LeDoux, 1992) ve hipokampus lezyonu sonrasinda goriilen hiperaktivitenin
donma davranisini etkiledigi fikri ortaya atilmistir (Good ve Haney, 1997;
McNish ve ark., 1997). Fakat Anagnostaras 1999 yilindaki c¢alismasinda
hipokampal lezyonlarin korku kosullanmasi iizerindeki amnezik etkilerini,
gozlemlenen korku seviyelerine gore basitce tahmin edilemeyecegini ifade
etmistir (Anagnostaras ve ark., 1999). Vazdarjanova ve McGaugh (1998)
calismalarinda amigdala BLA lezyonunun lokomotor aktiviteyi arttirdigini buna
bagli olarak sicanlarda korku sartlanmasi sonrasinda donma davranisinin
azaldigin1 fakat 6grenmenin etkilenmedigini gostermislerdir (Vazdarjanova ve
McGaugh, 1998). Yaslanma ile birlikte goriilen donma ifadesindeki azalmanin

nedeni kesin olarak agiklanamamaktadir.

Bu ¢alismada yasli kontrol gruplar1 arasinda donma davranisi bakimindan
zamana bagh fark bulunmazken, gen¢ ve yash siganlarin donma davranisi
ifadeleri karsilagtirildiginda, kontrol gruplarinda yasli sigcanlarin donma
ylizdelerinde genel bir azalma dikkat ¢ekmekle birlikte, bu azalmanin sadece 24.
saatte gen¢ kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu goriilmistiir.

Ancak, bu yaslh deney grubunda bellek olusturulabilmistir.

Korku sartlanmasi uygulanan yasli deney gruplar1 arasinda donma
davranisi yoniinden bir fark bulunmazken, yasli sicanlarin donma davranisi
yiizdelerinin 1. saatte, 24. saatte ve 21. giinde geng¢ gruba gére anlamli olarak
azaldigi bulunmustur. Mevcut c¢alisma yaslhi deney gruplarinin donma
yiizdelerinde goriilen anlamli azalmanin nedenini agiklayamamaktadir. Yaslanma
ile gelisebilecek olast motor aktivite degisiklikleri biiyik olasilikla,
kullandigimiz paradigmadaki performansi etkileyebilecek parametrelerden biri

degildir.

Calismada uygulanan baglamsal korku sartlanmasi modelinin, yaslanma ile
ilgili degisikliklere hassas oldugu, sartlanma grubunun donma davraniginin

yaslilikla azalma egilimi yoniinde degisebilecegi 6ne siiriilebilir.
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4.2 Geng Sicanlarin CaN ve Reln Genlerinin Promotor Bolge DNA

Metilasyonlarina Ilisgkin Bulgularin Tartisilmasi

Cizelge 4.1: Geng sicanlarda CaN ve Reln genlerinin DNA metilasyon degisimleri
=% & (sirasiyla; degismedi, artt1 veya azaldi).

Geng Gruplar
Kalsinorin

1.saat 24.saat 7.guin 21.gin
Hipokampus - - - -
Prefrontal Korteks g - <} -
Amigdala - - <L <k

Reelin

1.saat 24.saat 7.gun 21.gun
Hipokampus - - - -t
Prefrontal Korteks 4 - - <1
Amigdala - 4 <L -

4.2.1 Genc¢ Sicanlarin Hipokampus Bolgesindeki CaN ve Reln
Genlerinin Promotor Bolge DNA Metilasyonuna iliskin

Bulgularin Tartisilmasi

Mevcut ¢alismada, uzun siireli bellegin konsolidasyonunun oldugu bilinen
hipokampus bolgesinde CaN ve Reln genlerinin DNA metilasyonu incelenmis ve
CaN ve Reln metilasyonunda tiim zaman noktalarinda bir degisim

gozlenmememistir.

Literatiirde bellek ve DNA metilasyonu ile baglantili olarak hipokampuste
CaN metilasyon degisikliklerini gosteren bir c¢alismaya rastlanmazken, Reln
geninin metilasyonuna iliskin calismalara bakildiginda, baglamsal korku
sartlanmasi sonrasinda ppl metilasyonunun arttigi, Reln geninin demetile oldugu
goriilmektedir. Caligmanin devaminda DNMT inhibitérii uygulanmasiyla
hipokampus bolgesinde Reln demetilasyonu artarken, ppl metilasyonunu

engellendigi ve bu degisiklerin kisa siireli (ilk 24 saatte) oldugu gosterilmistir
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(Miller ve ark., 2007; Morris ve Monteggia, 2014). Calismacilar, DNMT
inhibitorii inflizyonu sonrasinda elde edilen bulgulara dayanarak hipokampusun
CAl bolgesindeki DNA metilasyon degisikliklerinin bellegin konsolidasyonunda
yer alabilecegini ifade etmislerdir (Miller ve ark., 2007).

Hipokampus bolgesinde bellek ve DNA metilasyonunu spesifik genlerde
degil de genom boyu bir yaklagimla inceleyen Halder ve ark., (2016) yaptiklari
calismada CA1l bolgesinde 1. saatte metilasyon degisiklikleri oldugunu
gostermisler ve bu degisikliklerin kisa siireli oldugu ifade etmislerdir (Halder ve
ark., 2016).

Bu bilgiler 1s1ginda mevcut ¢alismada elde edilen bulgular, hipokampus
bolgesinde korku belleginin olusmasinda CaN ve Reln metilasyonuna iligskin bir

diizenleme olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipokampus bdlgesinde baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda baglam
bilgisinin olustugu disiiniilmektedir. CaN metilasyonunda kontrol ve deney
gruplar1 arasinda fark gosterilememesinin nedenlerinden biri kontrol ve deney
gruplari arasinda baglam bilgisi yoniinden fark olmamasi olabilir. Bir diger
neden ise ¢aligmanin hipokampusiin tiimiinde yapilmis bir analizi icermesinden
dolayr CA1l bolgesine o6zgii bir degisikligin sonuglara yansimamis olmasi
olasiligidir. Hipokampus alt bolgelerinde (CA1l ve dentat girus) genlerin
metilasyon desenlerinin farkli olabilecegi gosterilmistir (Penner ve ark., 2011;
Penner ve ark., 2016).

4.2.2 Gen¢ Sicanlarin Prefrontal Korteks Bolgesindeki CaN ve
Reln Genlerinin Promotor Bélge DNA Metilasyonuna Iliskin

Bulgularin Tartisilmasi

Mevcut ¢alismanin bulgulari, baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda

prefrontal kortekste (mPF bolgesini de i¢eren genislikte olmak {izere) literatiirde
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benzer ¢alismalarin bulgulari ile zamansal degisimler dikkate alinarak asagida

karsilagtirilmistir:

1. saat incelendiginde mevcut c¢alismada Reln ve CaN genlerinin
metilasyon diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Miller ve ark. (2010) tarafindan
ACC’de Reln metilasyonunun 1. saatte arttig1 gosterilirken CaN metilasyonunda

boyle bir artig bulunmamastir.

24. saatte mevcut calismada CaN ve Reln metilasyon degisikligi
bulunmazken, Miller ve ark. (2010) tarafindan ACC’de CaN ve Reln genlerinin

DNA metilasyonunun artis yoniinde degistigini gostermislerdir.

7. giinde mevcut calismada CaN geninin DNA metilasyonu azalirken, Reln
geninin DNA metilasyonunun degismedigi gozlenmis, Miller ve ark. (2010)

tarafindan ise CaN ve Reln metilasyonunun yiiksek oldugunu bulunmustur.

Mevcut caligma 21. giinde CaN metilasyonunda degisiklik gostermezken
Reln geninin DNA metilasyonunun azaldigi gosterilmistir. Literatiirde 21. giinde
yapilmis bir g¢alisma bulunmazken, Miller ve ark. (2010) dmPF (ACC ve
prelimbik alanlar) kortekste korku sartlanmasi sonrasinda 30. giinde CaN gen
metilasyonunda artisin devam ettigini Reln metilasyonunda korku sartlanmasi
sonrasinda 30. giinde degismedigini bulmuslar ve bu bulgularint CaN igin
mRNA ve protein seviyesinde azalmayla, Reln i¢in de mRNA seviyesinde fark

gozlenmemesi ile desteklemislerdir (Miller ve ark., 2010; Sweatt, 2016).

Miller ve ark. (2010) CaN metilasyonundaki artisin ACC’de 24. saatten
baglayarak 7. giine kadar devam ettigini ve ayrica dmPF kortekste 30. giinde
CaN metilasyonunun yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bu duruma bagli olarak
arastirmacilar, CaN geninin metilasyonundaki artis ile uzun siireli bellegin

depolanmasinin miimkiin olabilecegini ifade etmislerdir.

DNA metilasyon ¢alismalarina ek olarak bellek ve CaN arasindaki iliskiyi
gosteren literatiire bakildiginda, rodentlerde CaN geninin bellek iizerinde giiglii
bir kisitlama olusturdugu ve sessizlesmesi durumunda bellegin saklanmasinin

arttig1 ve bellek olusma esiginin diistigii (Malleret ve ark., 2001; Genoux ve
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ark., 2003; Koshibu ve ark., 2009) goriilmektedir. Transgenik farelerde
prefrontal kortekste CaN gen ifadesindeki artisla uzaysal bellegin bozuldugu da
gosterilmistir (Mansuy ve ark., 1998a). Sinaptik plastisitede ve bellekte
kalsindrinin rolii hala tam olarak belli olmamakla birlikte, uzun siireli bellegin

olugmasinda CaN gen ifadesindeki azalmanin 6nemli oldugu ifade edilmektedir.

Reelin hakkinda genel diisiince, gen ifadesindeki azalmanin biligsel
bozulmalar ile baglantili oldugu seklindedir. mPF kortekste Reln knockdown
farelerde uzaysal c¢alisma belleginin bozuldugu gosterilmistir (Brosda ve ark.,
2011). Reln ve DNA metilasyonu ile iliskili olarak sadece Miller ve ark. (2010)
nin c¢alismalart bulunmaktadir. Arastirmacilar iki farkli bolgede calismiglar ve
ACC’de 1. saatte Reln metilasyonunun arttigini bu artisin zamanla 7. giine kadar
azalma gostermekle birlikte devam ettigini ve dmPF kortekste ise 30. giinde

ortadan kalktigin1 gostermislerdir.

Prefrontal kortekste CaN metilasyonu hakkindaki genel beklenti 24. saatten
sonra, uzun siireli bellek siiresince, CaN metilasyonundaki artisin devam etmesi
yoniindedir. Mevcut ¢alismada CaN metilasyonundaki artisin sadece kisa siireli
bellekte goriilmesi, uzun siireli bellekte ise CaN metilasyonunun azalmasi
ilgingtir. Kisa siireli korku belleginin 1. saatinde bulunan CaN metilasyonundaki
artis ve uzun siireli korku belleginin 7. giiniinde CaN metilasyonunun azalmasi
genel beklentilerle ve literatiirle uyumlu degildir. Bununla birlikte 7. giindeki
CaN metilasyonunda goriilen azalma siganlarin korku bellegi olugmasini
etkilememistir. Bu durum CaN metilasyonundaki artisin uzun siireli korku
belleginin prefrontal kortekste depolanmasi i¢in gerekli olmayabilecegini

diistindiirmektedir.

Mevcut calismadan elde edilen 1. saatteki Reln metilasyonundaki artis
Miller ve ark. (2010)’nin bulgulari ile uyumlu olmakla birlikte, genel beklentinin
tersi yonde olmustur. Miller ve ark. (2010) 30. giinde Reln metilasyonunda fark
bulmazken, mevcut ¢alismada 21. giinde Reln metilasyonunun azalma yoniinde

degistigi goriilmiistiir.
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Mevcut ¢alismada prefrontal kortekste elde edilen 1. saatteki CaN ve Reln
metilasyonundaki artis bu genlerin kisa siireli korku belleginin olusmasinda yer
alabilecegini diisiindiirmektedir. Prefrontal korteks bolgesinde CaN ve Reln
metilasyonunun azalma yoniindeki zamansal degisikliklerin uzun siireli korku
belleginin depolanmasini etkilemedigi goriilmiistiir. Korku belleginin olugmasi
ve depolanmasinda bu genlerin metilasyonundaki degisikligin artma ya da
azalma yoniinde zamansal olarak degisebilecegi ve bu durumun korku belleginin
depolanmasi i¢in mutlak bir gereklilikten c¢ok, hiicre i¢inde bir diizenlemeye

(homeostazis) yonelik olabilecegi ileri siiriilebilir.

4.2.3 Gen¢ Sicanlarin Amigdala Bolgesindeki CaN ve Reln
Genlerinin Promotor Bolge DNA Metilasyonuna iliskin

Bulgularin Tartisilmasi

Korku duygusu ile iliskili olan amigdala bdlgesinde mevcut ¢alismada,
CaN metilasyonunun 7. ve 21. giinlerde azaldigi, Reln metilasyonunun ise 24.

saatte belirgin olarak arttig1, 7. giinde ise azaldig1 goriilmektedir.

Amigdalaya DNMT inhibitorii infiizyonu ile isitsel korku sartlanmasi
sonrasinda kisa siireli bellek etkilenmezken uzun siireli bellegin etkilendigi
gosterilmistir (Monsey ve ark., 2011; Maddox ve ark., 2014). Ayrica Maddox ve
ark. (2014) DNMT inhibisyonu sonrasinda olusan DNA metilasyon
degisikliklerinin korku belleginin konsolidasyon ve rekonsolidasyonunda énemli
rol oynadigini bulmuslardir (Maddox ve ark., 2014). Amigdala bolgesinde
kalsindrinin korku belleginin olusmasina ve silinmesine katkist oldugu da
gosterilmistir (Lin ve ark., 2003b). Literatiirde amigdala bolgesinde CaN ve Reln
genlerini DNA metilasyonu ve bellek agisindan degerlendiren herhangi bir

calismaya rastlanmadi.

Mevcut calisma baglamsal korku sartlanmasi sonrasinda amigdala

bolgesinde CaN ve Reln genlerinin metilasyonunu inceleyen ilk ¢alismadir.
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Literatiirdeki verilerin yetersizligine ragmen bu c¢alismada elde edilen
amigdala bolgesinde 7. ve 21. giinlerdeki CaN metilasyonundaki azalma
bulgusu, beklentinin tersi yonde olmus ve CaN ifadesindeki olasi artisin uzun
siireli bellegin olusmasini bozmayabilecegi seklinde yorumlanmistir. Reln
metilasyonundaki artma uzun siireli korku belleginin olusmasi (24. saat) ve
azalma uzun siireli bellegin (7. giin) siirdiiriilmesinde zamansal boyutta zit yonlii
degisiklikler — goOsterebilecegini de  goOstermektedir. Bu durum Reln
metilasyonundaki ~ degisimlerin  bellek  olusumuyla  sistematik  olarak

etkilesmeyebilecegini diigiindiirmektedir.

4.2.4 Geng¢ sicanlarin CaN ve Reln Genlerinin Promotor Bolge

DNA Metilasyonuna Iliskin Bulgularin Genel Olarak Tartisilmasi

CaN metilasyonu, prefrontal korteks ve amigdala bolgelerinde uzun siireli
bellek zamanlarinda azalma, prefrontal kortekste ise kisa siireli bellek

zamanlarinda artis yoniinde degisim gostermektedir.

Reln metilasyonunun, korku belleginin konsolidasyonunda amigdala
bolgesinde birbirlerine zit yonde (sirasiyla; azalma, artma) degistigi ayrica
prefrontal kortekste kisa siireli bellek olusmasinda arttigi, prefrontal korteks ve
amigdalada ise uzun siireli bellek doneminde azalma yoniinde degistigi

gOriilmustir.

Korku belleginin olusmast ve depolanmasinda CaN ve Reln

metilasyonunun zamansal ve uzaysal olarak degistigi goriilmektedir.

4.3 Yash sicanlarin CaN ve Reln Genlerinin Promotor Bolge DNA

Metilasyonuna iliskin Bulgularin Tartisilmasi

Yasl sicanlarin 1. saat ve 7. giin deney gruplarindaki donma davranisinin

kontrollere gore anlamli farklilasma gostermemesinden dolayi, bu gruplarda
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bellek olugsmadigi kabul edilmistir. Yasl sicanlar arasinda 24. saat ve 21. giin
bellek olusumu olan ve 1. saat ve 7. giin bellek olusumu olmayanlar olarak ikiye

ayrilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: Yash sicanlarda CaN ve Reln genlerinin DNA metilasyon degisimleri

>t 3§ (swrastyla; degismedi, artt1 ve azaldi) ( Bellek olusumu olan alan;
Bellek olusumu olmayan alan).

Yash Gruplar

Kalsinorin

1.saat 24.saat

Hipokampus - -
Prefrontal Korteks : ! -
Amigdala * 4
Reelin
1.saat 24.saat
Hipokampus - -
Prefrontal Korteks 2§ -
Amigdala - -

4.3.1 Yash Sicanlarin Hipokampus Bolgesindeki CaN ve Reln
Genlerinin Promotor Bolge DNA Metilasyonuna Iliskin

Bulgularin Tartisiimasi

Literatiirde, yash sicanlarda korku belleginin olugmasina bagli olarak CaN
ve Reln DNA metilasyonunu ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir.Yaslanma ile
birlikte beyinde genel olarak DNA metilasyonunun arttig1 ayrica CA1 bdlgesinde
spesifik genlerin (Gabra5, Hspa5 ve Syn) yaslanma ile DNA metilasyonlarinin

arttig1 gosterilmistir (Haberman ve ark., 2011).

Yashi siganlarin hipokampus bolgesinde korku bellegi olusan ve olusmayan
zaman noktalarinda CaN ve Reln metilasyonunda herhangi bir degisiklik

gosterilmemistir.
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4.3.2 Yash Sicanlarin Prefontal Korteks Bolgesindeki CaN ve Reln
Genlerinin Promotor Bolge DNA Metilasyonuna iliskin

Bulgularin Tartisilmasi

Bellek olusan olan 24. saat ve 21. gilin gruplarinda,;

CaN ve Reln genlerinin metilasyonunda herhangi bir degisiklik

goriilmemistir.
Bellek olusmayan 1. saat ve 7. giin gruplarinda ise;

1. saatte CaN geninin metilasyonu azalirken, Reln metilasyonunun arttigi
goriilmiistiir. CaN metilasyonundaki artisin bellek olugmasi igin gerekli oldugu
distintildigiinde, CaN metilasyonunda saptanan bu azalma korku belleginin

olusmamasi i¢in bir gerekce olabilir.

7. ginde CaN metilasyonunda degisiklik  goriilmezken  Reln

metilasyonunda azalma bulunmustur.

Reln metilasyonundaki azalmanin bellegin depolanmasi i¢in tek basina

yeterli olmayabilecegi ileri stiriilebilir.

4.3.3 Yash sicanlarin Amigdala Bolgesindeki CaN ve Reln
Genlerinin Promotor Bolge DNA Metilasyonuna iliskin

Bulgularin Tartisilmasi

Bellek olusan 24. saat ve 21. giin gruplarinda;

CaN metilasyonu 24. saatte artarken, Reln metilasyonunda herhangi bir

degisiklik saptanmamastir.

Bellek olugsmayan 1. saat ve 7. giin gruplarinda,;
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Sadece 1. saatte CaN metilasyonunda artig goriilirken, her iki zaman
noktasinda Reln geninin  DNA metilasyonunda herhangi bir farklilik

goriilmemistir.

1. saatte CaN metilasyonundaki artisinin korku belleginin olusmasini
saglamadig1 goriilmektedir. Bu durum CaN metilasyonunun bellek olusumu
lizerine olan etkilerinin néroanatomik bolgelere gore degisiklik gdsterebilecegini

diistindiirmektedir.

4.3.4 Yash sicanlarin CaN ve Reln Genlerinin Promotor Bolge

DNA Metilasyonuna iliskin Bulgularin Genel Olarak Tartisilmasi

Yasli siganlarin korku belleginin olustugu ve olusmadigi gruplari, bulgulari

farkl bir sekilde yorumlamamiza olanak tanimaktadir.

Bellek olusumu olan gruplari (24. saat ve 21. giin) incelendiginde geng
sicanlarda goriilen degisikliklerin higbirisinin yasli siganlarda saptanmamasi
dikkat cekicidir. Yaslanan beynin mekanizmalarinin degismesi ile baglantili
olarak bellek olusumunda da CaN ve Reln metilasyon diizenlemelerinin fark

gosterdigi diisiiniilmektedir.

Bellek olusmayan gruplar (1. saat ve 7. giin) incelendiginde ise, CaN
metilasyonundaki 1. saatte prefrontal korteksteki azalma korku belleginin
olusmamasinin nedeni oldugu diisiintilebilir. Bu durum CaN sessizlesmesinin

bellek olusumunu etkiledigi diisiincesi ile uyumludur.

Yasl sicanlarin prefrontal korteks ve amigdala bolgelerinde 1. saatte elde
edilen CaN metilasyon bulgusu birbirine zittir. Amigdala bdlgesinde 1. saatte
goriillen CaN metilasyonundaki artisinin bellegin olusmasini saglamadigi
goriilmektedir. Bu durum 1. saatteki CaN metilasyonundaki artisin olusturdugu
etkinin bolgelere gore de degistigini gostermektedir. Korku belleginin olusmasi

i¢in prefrontal kortekste meydana gelen CaN metilasyon degisikliklerinin daha
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belirleyici oldugu, amigdala bolgesinde olusan CaN metilasyonundaki artisin ise

yeterli olmadigr goriilmektedir.

Stranahan ve ark. (2011) bellek olusumu olmayan yasli siganlarda lateral
entorinal kortekste Reln ifadesinin azaldigini1 fakat medial entorinal Kortekste
degismedigini gostermislerdir (Stranahan ve ark., 2011). Mevcut calismada,
prefrontal kortekste bellek olusmayan gruplarda Reln metilasyonunun zamansal

olarak fark gosterdigi (1. saatte artma, 7. glinde azalma) goriilmektedir.

Reln metilasyonunda da zamansal ve uzaysal olarak degisim goriilmekle
birlikte korku belleginin olusmasi ya da depolanmasi igin gerekli oldugu

baglaminda bir sonug elde edilememistir.

Literatiirde reelinle ilgili arastirmalar, daha ¢ok gelisim doneminde veya
yaslanmaya bagli biligsel bozulmalar ile iliskili hastaliklara odaklanmistir. Genel
yargi, bolgesel farkliliklar gostermekle birlikte, sorunlu olan bolgede DNA

metilasyonunun arttigi ve Reln ifadesinin azaldigi yoniindedir.

4.4 Egrl Geninin Promotor Bolge DNA Metilasyonuna iliskin

Bulgularin Tartisiimasi

Mevcut calismada, gen¢ ve yashi sicanlarin naif gruplarinin IP DNA
orneklerinden RT-PCR sonucunda Ct degerleri elde edilirken, kontrol ve deney
gruplarmmin [P DNA 6rneklerinin  RT-PCR analizinde floresan sinyalleri
Olciilememistir. Bu durum hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala
bolgelerinde davranis deneyi sonrasinda uyarilan ndronal aktivite ile Egrl
ifadesinin arttigin1 ve bununla paralel olarak gen metilasyonunun asir1 derece

azaldigini diistindiirmektedir.

Egrl promotor bdlgesinin primer optimizasyonu c¢alismalarinda sorunlar
yasanmis ve 3 kez Egrl promotor bolgesi icin primer dizayn edilmistir. Uciincii
Egrl promotor bolge primerinde optimizasyon saglanmistir. Naif grubun Egrl

RT-PCR analizinde diger genlerin primerlerine nispeten zayif floresan sinyali
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elde edilmistir. Kontrol ve deney gruplarinda noéronal aktivasyon ile Egrl
metilasyonundaki azalma floresan sinyalinin iyice zayiflamasina ve 6lglim igin

gerekli esik degere ulasamamasina neden olmus olabilir.

Egrl DNA metilasyonunun, korku sartlanmasi sonrasi naif kontrole gore
hem kontrol hem de deney gruplarinda dmPF kortekste 1. ve 24. saatte, 7. giinde
azaldig1 gosterilmistir (Miller ve ark., 2010).

Penner ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, hipokampusun CALl ve
dentat girus kisimlarinda Egrl DNA metilasyonunu incelemis ve dentat girusta
Egrl gen metilasyonunun yaslanma ile azaldigini gostermislerdir. Bu ¢alismada
ayrica davranis deneyi uygulananlar ile uygulanmayanlar arasinda Egrl gen
metilasyonu karsilastirilmis ve davranis deneyi uygulanan grupta metilasyonun

anlamli olarak azaldig1 bulunmustur (Penner ve ark., 2016).

Bagka bir ¢alismada, ise ddiille 6§renmede ventral tegmental alanda, Egrl
geninin metilasyonunun azaldigi gen ifadesinin arttigi gosterilmistir (Day ve
ark., 2013).

Egrl, LTP ile iliskili olarak ve belirli 6grenme deneyimlerinden sonra
davranis ile 1lgili beyin bdlgelerinde hizla uyarilmaktadir. EQrl’in noronal
aktiviteye bagimli uzun siireli sinaptik plastisite ve bellek olusumunda yapisal ve
fonksiyonel degisiklikleri artiran ge¢ yanit genlerinin transkripsiyonunu
diizenlemede 6nemli oldugu disiiniilmektedir (Davis ve ark., 2003; Knapska ve
Kaczmarek, 2004).

Eger beynin genel olarak uyarilmasi ile Egrl geninin ifadesinin arttigi
yorumumuz dogru ise, bu artisin spesifik olarak bellek olusum siirecinden daha

cok non-spesifik ndronal aktivasyonla ilgili olabilecegi 6ne siiriilebilir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin dogrulanmas: i¢in gen ifadesi analizi

ile desteklenmesi gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Literatiirde bellek olusumu ve depolanmasinda yer alan genlere 6zel DNA
metilasyon bilgisi yetersizdir. Mevcut calisma, baglamsal korku sartlanmasi
sonrasinda prefrontal kortekste CaN ve Reln promotor bdlge metilasyon
degisikligini gdosteren ikinci calismadir. Ayrica korku bellegi aginda
(hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala) ve yaslanmaya bagli olarak CaN
ve Reln promotor bolge degisimini gosteren ilk ¢aligmadir. Kisa ve uzun siireli
bellegin olusumunda hiicre i¢cinde bircok fonksiyonel degisiklikler olmaktadir.
Bellek olusumunun tiim asamalarinda DNA metilasyonunun hiicre i¢inde nasil

bir diizenleme yaptig1 bilinmemektedir.

Bu c¢alisma kisa ve wuzun siireli korku belleginin olusmasi ve
stirdiiriilmesinde spesifik olarak (CaN ve Reln) promotor bolge DNA metilasyon

degisikliklerini, korku bellegi agi1 i¢inde genel olarak ortaya koymustur.

Bulgularimiz, hipokampus bolgesinde korku belleginin olusmasinda CaN

ve Reln metilasyonuna iligkin bir diizenleme olmayabilecegine isaret edebilir.
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Prefrontal kortekste elde edilen 1. saatteki CaN ve Reln metilasyonundaki
artts bu genlerin kisa siireli korku belleginin olusmasinda yer alabilecegini
distindiirmektedir. Yash sicanlarda prefrontal kortekste CaN metilasyonundaki
azalmanin kisa silireli korku bellegin olusmasini engelleyebilecegi One

surulebilir.

Prefrontal korteks bolgesinde CaN ve Reln metilasyonunun azalma
yoniindeki zamansal farklilagsmalarin uzun siireli korku belleginin depolanmasini

etkilemedigi goriilmiistiir.

Amigdala bolgesinde CaN metilasyonundaki azalma bulgusu bu degisimin
bellegi bozmayabilecegi seklinde yorumlanmistir. Reln metilasyonundaki
degisimlerin bellek olusumuyla sistematik olarak etkilesmeyebilecegini

diistindiirmektedir.

Korku belleginin olusmasi igin prefrontal kortekste meydana gelen CaN
metilasyon degisikliklerinin daha belirleyici oldugu, amigdala bolgesinde olusan

CaN metilasyonundaki artigin ise yeterli olmadig1 goriilmektedir.

Sweatt (2016) yazdig1 incelemesinde DNA metilasyonunun, hiicre i¢cindeki
fonksiyonel durumu kontrol eden ve néronal homeostatik stabiliteyi saglayan bir

mekanizma olabilecegini 6ne siirmektedir (Sweatt, 2016).

Korku  belleginin  olusmasi ve depolanmasinda bu  genlerin
metilasyonundaki degisimin artma ya da azalma ydniinde zamansal olarak
degisebilecegi ve bu durumun korku belleginin depolanmasi i¢in mutlak bir
gereklilikten ¢ok, hiicre icinde bir diizenlemeye (homeostazis) yonelik

olabilecegi ileri siiriilebilir.

MeDIP analizi optimizasyon asamalar1 saglandiktan sonra, ¢ok sayida
dokudaki spesifik genlerin promotor bdlge DNA metilasyon bilgisine uygun
imkanlarla ulasilabilmesi agisindan Onemli bir analiz yontemidir. Mevcut
calismada  spesifik  genlerin  promotor bolge DNA  metilasyonunun
belirlenmesinde kullanilan MeDIP analizi ¢ok sayida dokunun incelenmesine

olanak saglamistir.
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DNA metilasyon analiz yontemini se¢erken calismanin amacina yonelik
olmasina ve laboratuvar imkanlarina dikkat edilmelidir. Bu analiz ydntemini
segmemizin en 6nemli nedeni ¢ok sayidaki érnekte CaN ve Reln promotor bolge
DNA metilasyon degisimini gorebilmekti ve bu sonuca ulasildi. Fakat bu
calismada goriildi ki bellek olusumunda zamansal olarak DNA metilasyonu ¢ok
hizli degisiklikler gostermekte ve naif kontrole gére DNA metilasyonunu

(3

belirlemek ve deney grubunu kontrole gore ‘‘arttt ya da azaldi’’ seklinde ifade
etmek yetersiz kalmaktadir. Ustelik ¢ok kiigiik degisiklikler ile artma ya da

azalma meydana gelmektedir.

Calisma gruplarinda yer alan sigan sayisi en az 6 olarak tutulmakla birlikte
MeDIP RT-PCR analizi sonucunda bazi verilerin kullanilamamasindan dolay1
ornek sayist bazi gruplarda 4’c diasmistiir ki bu da istatistiksel analiz

yontemlerinin sinirlarini zorlamaktadir.

Mevcut c¢alisma korku bellek aginda (hipokampus, prefrontal korteks ve
amigdala) DNA metilasyon degisikliklerinin ortaya konulmasi agisindan
onemlidir. Bolgesel olarak  degisimin  goriilmesi DNA  metilasyon
diizenlemelerinin ndéron gruplarina gore degisebilecegini disiindiirmektedir.
Korku bellek agini belirlerken hipokampus yerine daha spesifik olarak CAI,
prefontal korteks yerine ACC ya da amigdala yerine BLA niikleusunun

alinmasinin sonuglar: etkileyecegini diisiinmekteyiz.

Calismada kullanilan 4 farkli zaman noktasinda g¢aligilmasi yerine, 1. saat
ve 21. gilin noktalarinin sec¢ilmesi ve grup i¢i Ornek sayisinin artirilmasi

Onerilebilir.

Ayrica gelecekte bellegin olusmasi ve depolanmasinda transkripsiyonel
diizenlemeyi daha net anlayabilmek igcin DNA metilasyonu ile histon
asetilasyonunu birlikte gosteren alan ¢alismalarinin yapilmasi konunun daha iyi
anlasilmasina olanak saglayacaktir. Mevcut ¢alismada elde edilen CaN ve Reln
metilasyon  degisikliklerinin gen ifadelerine  bakilarak  dogrulanmasi

gerekmektedir.
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Mevcut ¢aligmada beyinde uzun siireli korku belleginin nasil depolandigini
anlayabilmek icin spesifik genlerde (CaN ve Reln) promotor bolge DNA
metilasyonu diizenlemesi genel hatlar1 ile incelenmistir. Uzun siireli bellegin
depolanmasinda DNA metilasyonu degisimlerinin net olarak anlasilmasi igin tek

bir ¢alisma yeterli degildir. Bir dizi ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

OZET

Gen¢ ve Yash Sicanlarda Bellek Olusumu ve Depolanmasinin, Zaman
Bagimhi Olarak Beynin Farklhi Bolgelerinde DNA Metilasyonu Yoniinden
Incelenmesi.

Bilginin depolamasina aracilik eden ndronal devrelerdeki sinaptik etkinligin
niikleusta gen transkripsiyonunu ile diizenlendigi bilinmektedir. Bellegin nasil
depolandigini anlayabilmek igin son c¢aligmalar, niikleusta gen transkripsiyonunu
diizenleyen mekanizmalardan biri olan DNA metilasyonuna yonelmistir.

Calismada, korku belleginin olusumu ve siirdiiriilmesi sirasinda, geng ve yash
sigan beyninin hipokampus, prefrontal korteks, amigdala bolgelerinde, CaN, Reln ve
Egrl genlerin promotor bolgesinde farkli zaman noktalarindaki (1. saatte, 24. saatte, 7.
ve 21. giinde) DNA metilasyon degisimlerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amacla
3-4 aylik 63 adet ve 19-20 aylik 63 adet olmak iizere 126 adet Sprague-Dawley erkek
sicanda baglamsal korku sartlanmasi modeli kullanilmistir. Beynin hipokampus,
prefrontal korteks ve amigdala bdlgeleri izole edilmistir. Bu néroanatomik bolgelerde
CaN, Reln ve Egrl genlerinin promotor bdlgesindeki DNA metilasyonu degisimleri
MeDIP RT-PCR analiz yontemi ile incelenmistir. Donma davranis1 verilerine gore, geng
sicanlarda tiim zaman noktalarinda korku bellegi olustugu goriilmiistir. DNA
metilasyon verileri, hipokampus bdlgesinde korku belleginin olusmasinda CaN ve Reln
metilasyonuna iliskin bir diizenleme olmayabilecegini gostermistir. Prefrontal kortekste
elde edilen 1. saatteki CaN ve Reln metilasyonu artis1 bu genlerin kisa siireli korku
belleginin olusmasinda yer alabilecegini diisiindiirmektedir. Prefrontal korteks
bolgesinde CaN ve Reln metilasyonunun azalma yoniindeki zamansal farklilagmalarin
uzun siireli korku belleginin depolanmasini etkilemedigi goriilmiistiir. Amigdala
bolgesinde CaN metilasyonundaki azalma bulgusu bu degisimin bellegi
bozmayabilecegi seklinde yorumlanmigtir. Donma davranigi verilerine goére, yash
sicanlarda 1. ve 7. gilinde bellek olusmadigi, 24. saatte ve 21. glinde bellek olustugu
goriilmiistiir. DNA metilasyon verilerinde, yasli sicanlarda hipokampus bélgesinde CaN
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ve Reln metilasyonuna iligkin bir diizenleme goriilmemistir. Prefrontal kortekste CaN
metilasyonundaki azalmanin kisa siireli korku belleginin olusmasini engelleyebilecegi
one siiriilebilir. Korku belleginin olusmasi i¢in prefrontal kortekste meydana gelen CaN
metilasyon degisikliklerinin daha belirleyici oldugu, amigdala bdlgesinde olugan CaN
metilasyonundaki artigin ise bellek olusumu igin yeterli olmayabilecegi goriilmektedir.
Amigdala bolgesinde Reln metilasyonuna iliskin bir diizenleme goézlenmemistir. Bu
durum Reln metilasyon degisimlerin bellek olusumuyla sistematik olarak
etkilesmeyebilecegini diistindiirmektedir.Egrl geninin metilasyonunu
degerlendirebilmek iizere, hem gen¢ hemde yasli sican beyin orneklerinden yeterince
biiyiik bir sinyal elde edilememistir.

Sonu¢ olarak korku belleginin olusmasi ve depolanmasinda bu genlerin
metilasyonundaki farklilasmanin artma ya da azalma ydniinde zamansal olarak
degisebilecegi ve bu durumun korku belleginin depolanmasi i¢cin mutlak bir
gereklilikten ¢ok, hiicre iginde bir diizenlemeye (homeostazis) yonelik olabilecegi ileri
suirtilebilir.

Anahtar Sozciikler: Bellek, DNA metilasyonu, CaN, Reln, Egrl, Yaslanma

SUMMARY

Investigation of Time-Dependent DNA Methylation in Different Regions of
The Brain in related with Memory Formation and Storage in Young and
Aged Rats.

It is known that the synaptic activity in the neuronal circuits mediating
information storage is regulated by gene transcription in the nucleus. Recent studies to
understand how the memory is stored have indicated the possible role of DNA
methylation, one of the mechanisms that regulate gene transcription in the nucleus.

This study is aimed to determine DNA methylation at different time points (1st
hour, 24th hours, 7th and 21st days) in the promotor region of CaN, Reln and Egrl
genes in the hippocampus, prefrontal cortex, amygdala regions of young and aged rat
brains during the formation and maintenance of fear memory. For this purpose, 126
Sprague-Dawley male rats, 63 for 3-4 months and 63 for 19-20 months, were used. The
contextual fear conditioning model was also been used to provide the formation of a
long-term memory. The hippocampus, prefrontal cortex and amygdala regions of brain
were isolated. DNA methylation changes in the promoter region of CaN, Reln and Egrl
genes in these neuroanatomical regions were examined by MeDIP RT-PCR analysis
method. The behavioral data show that fear memory formation is significantly
observable at all time-points in young rats. DNA methylation data indicate that there
may be no regulation of CaN and Reln methylation in the formation of the fear memory
in the hippocampus region. An increased methylation of CaN and Reln at 1st hour in the
prefrontal cortex suggests that these genes may be involved in the formation of short-
term fear memory. Temporal changes such as the reduction of CaN and Reln
methylation in the prefrontal cortex area does not seem to affect the long-term storage
of the fear memory. The finding of a decrease in CaN methylation in the amygdala

133



region suggests that this change may not distort memory storage. According to the
behavioral data, fear memory was not successfully formed on the 1st hour and 7th day
in the aged rats, meanwhile, fear memory was intact on the 24" hour and 21" day.
Based on the DNA methylation data, tit appears that there is no regulation of CaN and
Reln methylation in the hippocampus region in aged rats. It can be argued that a
reduction in CaN methylation in the prefrontal cortex may have an interfering effect on
the formation of short-term fear memory. It seems that CaN methylation changes in the
prefrontal cortex may have more decisive role the formation of fear memory. On the
other hand, an increase in CaN methylation in the amygdala region may not be
sufficient for memory formation. No regulation of Reln methylation has been observed
in the amygdala region. This suggests that Reln methylation changes may not
systematically interact with memory formation.

Data show that methylation levels of these genes change temporarily in the
evaluated neuroanatomical sites during formation and storage of fear memory. These
changes may be related with more general cellular homeostasis rather than a specific
involvement with fear memory.

Key words: Memory, DNA methylation, CaN, Reln, Egrl, Aging
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