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OZET

Osman CENGIL, Deneysel Vaskiiler Demans Modelinde Cevresel
Zenginlestirmesinin Depresyon Benzeri Davranis ve Beyin inflamatuar Cevabi
Uzerine Etkisi, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Fizyoloji Tezi. Zonguldak, 2019.

Kronik serebral hipoperfiizyon enerji metabolizmasi bozuklugu, protein sentezi
anormallikleri, glial aktivasyon, apoptoz, oksidatif stres, ndronal hasar, inflamatuar
cevap neden olur. Deneysel calismalarda cevresel zenginlestirmenin yaslanma,
Alzheimer hastaligi ve vaskiiler demans modellerinde yararli etkiler gosterdigi
saptanmigtir. Bu ¢alismanin amaci, kronik serebral hipoperfiizyonda c¢evresel
zenginlestirmenin  noroprotektif etkisini  depresyon benzeri davranis1 Ve
noroiflamasyonu degerlendirerek belirlemektir. Calismamizda 30 adet erkek Wistar
Albino cinsi sigan kullanildi. Siganlarda bilateral ortak karotid arter okliizyonu ile
kronik serebral hipoperfiizyon olusturuldu. Cevresel zenginlestirme 4 hafta boyunca
uygulandi. Hayvanlar; 1) Bir islem yapilmayan standart kafeslerde barindirilan
kontrol grubu (n:10), 2) Standart kafeslerde barindirilan kronik serebral
hipoperfiizyon grubu (n:10), 3) 4 hafta boyunca gevresel zenginlestirmeye maruz
birakilan Kkronik serebral hipoperfiizyon +¢evresel zenginlestirme grubu (n:10)
olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Siikroz tercih testi ve zorlu yiizme testi depresyon
benzeri davranist degerlendirmek i¢in kullanildi. Hipokampiis ve kortekste BDNF,
IL-1B ve kaspaz-1 diizeyleri ELISA ydntemiyle olgiildii. Gruplar arasindaki farklar
Kruskal-Wallis ile ardindan post-hoc Bonferroni testi ile gruplar igi farkliliklar
degerlendirildi. Zorlu ylizme testinde hareketsizlik siiresinin kronik serebral
hipoperfiizyon grubunda arttig1 ve cevresel zenginlestirme uygulamas: ile azaldigi
tespit edilmistir. Hipokampiistaki BDNF seviyelerinin ¢evresel zenginlestirme
uygulanan grupta kronik serebral hipoperfiizyon grubuna gore anlamli olarak arttigi
tespit edildi. IL-1B ve kaspaz-1 diizeyleri kronik serebral hipoperfiizyon sonrasi
artarken, bu artis gevresel zenginlestirme ile azaltilabilmistir. Sonug olarak, ¢evresel
zenginlestirme hipokampiisde inflamatuar yanit1 azaltarak BDNF yapimini koruyarak
kronik serebral hipoperfiizyon sonrasi depresif davranis azaltmada etkili olmustur.
Anahtar Kelimeler: Kronik serebral hipoperfiizyon, BDNF, IL-1B3, Kaspaz-1,

Depresyon benzeri davranis, Cevresel zenginlestirme.



ABSTRACT

Osman Cengil, Effects of environmental enrichment on behavior like depression
and inflamatuar response in experimental vascular dementia models,
Zonguldak Biilent Ecevit University Institute Of Health Sciences, Physiology
Thesis. Zonguldak, 2019.

Chronic cerabral hypoperfusion causes energy metabolism disorder, protein synthesis
abnormalities, glial activation, apoptosis, oxidative stres, neuronal damage,
inflammatory response. Experimental studies, environmental enrichment haas been
found to show beneficial effects on aging, Alzheimer’s disease and vascular
dementia models. The aim of the this study was to determine the neuroprotective
effect of environmental enrichment in chronic cerabral hypoperfusion by evaluating
depression-like behavior and neuroinflammation. In our study, 30 male Wistar
Albino rats were used. Chronic cerabral hypoperfusion was induced by bilateral
carotid artery occlusion. Environmental enrichment was done for 4 weeks. Animals
are divided in three groups; 1) Control group housed in standard cages without any
treatment (n:10), 2) Chronic cerabral hypoperfusion group, housed in standard cages
(n:10), 3) Chronic cerabral hypoperfusion+environmental enrichment group which
exposed to environmental enrichment for 4 weeks (n:10). The sucrose preference test
and force swimming test were used to evaluate depression-like behavior. BDNF, IL-
1B and caspase-1 levels in hippocampus and cortex were measured by ELISA. The
differences between the groups were evaluated by Kruskal-Wallis and post-hoc
Bonferroni test. It was determined that the duration of immobility of chronic cerabral
hypoperfusion group increased in force swimming test and decreased after
environmental enrichment exposure. It was determined that BDNF levels in the
hippocampus increased significantly in the environmental enrichment group
compared to the chronic cerabral hypoperfusion group. The levels of caspase-1 and
IL-1PB increased by chronic cerabral hypoperfusion, this increase was reduced by
environmental enrichment exposure. As a result, environmental enrichment was
effective in reducing depressive behavior after chronic cerabral hypoperfusion by
reducing inflammatory response and preserving BDNF level in the hippocampus.

Keywords: Chronic cerebral hypoperfusion, BDNF, IL-1B, Caspase-1, Depression-

like behavior, Environmental enrichment.
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1. GIRIS

Demans, bilissel fonksiyonlarda ve hafizada genel bir azalma ile karakterize
bir sendromdur. Demansin en yaygin sekli olan Alzheimer hastaligi (AH), beyinde
amiloid plak (Ap) ve ndrofibriler yumaklarin (NFY) birikimi ile kendini gosterir (1).
AH’den sonra en yaygin ikinci demans tiiri olan vaskiiler demans (VaD), iskemi,
hipoperfiizyon veya hemorajik beyin lezyonlarina yol acan bir dizi kardiyovaskiiler
veya serebrovaskiiler durumdan kaynaklanir (2). Ileri yas, hipertansiyon, yiiksek kan
kolesterol seviyesi ve ateroyoskleroz gibi risk faktorleri VaD ve AH’de goriilen
biligsel ve hafiza fonksiyonlarinda azalmaya yol agan serebral hipoperfiizyon ve
iskemik beyin hasarina neden olur (3).

Kronik serebral hipoperfiizyon (KSH), beyindeki kan akiminin azalmasi
durumudur. Kan akimimin azalmasi, néronlarin normal fonksiyonlar1 ve yasamasi
icin gerekli olan oksijen ve glukoz yoksunlugu meydana getirerek reaktif oksijen
tiirleri (ROS) birikimine yol agar (4). Serebral kan akiminda siirekli olarak azalma,
AH ve VaD’de gozlenen biligsel bozulmaya katkida bulundugu diisiiniilen mikroglial
aktivasyon, norodejenerasyon ve kolinerjik iglev bozuklugu gibi bir ndropatolojik
olaylar dizisini baslatir (5, 6).

Hem beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF) hem de N-metil-D-aspartat
(NDMA) reseptorleri, biligsel fonksiyonlardaki bozulmada 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. BDNF, kemirgen hipokampiisiinde bol miktarda sentezlenir ve
mekansal 6grenme ve hafizanin edinilmesi ve birlestirilmesi igin kritik Oneme
sahiptir (7). Hipokampiisiin cornu ammonis (CAl) bolgesinde yapilan NDMA
reseptorleri, hipokampiise bagli uzun donem giliglenme (LTP) olusumunda ve
mekansal 6grenme ve hafizada rol oynar (8). BDNF, fonksiyonel olarak NDMA
reseptor kompleksine baghdir ve mekansal 6grenme ve hafizanin yani sira beyin
plastisitesine aracilik eder. Ayrica BDNF sentezi ve salinimi, NDMA resoptorlerinin
aktivitesi ile diizenlenir (9, 10).

Cesitli  c¢aligmalar Interlokin-1beta’da (IL-1B) iceren inflamatuar ve
kemotaktik sitokinlerin diizeylerini KSH sonras1 degisiklige ugradigin1 gostermistir
(2, 3).

Cevresel zenginlestirme (EE) ile ortaya ¢ikan fonksiyonel iyilesme, dendritik
biiyiime (11), gen yapimui (12) ve ndrogenezis (13) ile iliskilidir. BDNF nin yoklugu,
EE tarafindan saglanan ndrojenezin gelisimini engeller (14). Ek olarak EE, NMDA



reseptOr alt birimlerinin yapimint uyarir (15). Hafiza bozuklugu, hipokampal CA1
bolgesindeki  N-metil-D-aspartat  reseptor (NR1) geninin  spesifik olarak
inhibisyonuyla olusmaktadir (16).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Demans Tanim ve Tarihcesi

Demans, Latincede uzak anlamina gelen “de” ile zihin anlamina gelen
“mens” kelimesinden tliremistir ve “zihnin bozulmasi” anlamina gelmektedir. Halk
arasinda poptler kullanimai ile “bunama” olarak bilinmektedir. Demans merkezi sinir
sisteminin hasarindan kaynaklanan ilerleyen zihinsel yeteneklerde bozulma ve bu
bozulmanin birden fazla alanda saptanmasidir. Demans sadece hafiza ve bellek kaybi
degildir. Aynt zamanda giinliik yagam siirdiirmek i¢in edinilmis becerileri (6rnegin
giyinme, yemek yeme, alet kullanma, konusma, yol bulma) yapmakta giicliik ve
davranis degisikligi ile kendini gdsterir (19).

M.O. 2000 yillarinda, eski misirhlar, kalp ve diyaframin zihinsel yasamin ana
unsuru oldugunu One siirmelerine ragmen, yaslanmanin biiyiikk bir hafiza
bozukluguna eslik edebileceginin farkindaydilar. Benzer sekilde, Platon ve daha
sonra Horatius, yasliligin kendi basina senil (yaslilik) demansi ile esanlamli
oldugunu digiinmiislerdir (21). Modern psikiyatrinin kurucusu Philippe Pinel (1745-
1826) demansin en iyi tanimini yapan ilk kisilerden biriydi ve demans “demence”
terimini 1797°de kullanildig1 gibi yazilmaktadir (22).

18. yiizy1lda demans her yasta edinilmis entelektiiel acig1 olan insanlar icin
kullanilan bir terim oldu. 19. Yiizyilin sonunda, bilissel yetenek kaybina sahip
insanlar icin kullanilmaya baslandi. Bu yiizyilda “yashlik demansi” terimi Doktor
James Cowles Prichard tarafindan “Delilik Uzerine Bir Inceleme” kitabinda
belirtilmistir (23).

AH, Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda “Aguste D.” Adli hastanin
gosterdigi klinik belirtiler sonucu ilk olarak tanimlanmistir. Dr. Alois’in post mortem
beynin incelenmesi sonrasinda Aguste D.’nin hem biligsel hem de biligsel olmayan
eksikliklerinin beynindeki plaklar ve ateroyosklerotik degisikliklerden kaynaklandigi
saptanmistir (20).

Dr. Alois’in kesfinden bu yana ¢ok sey yapildi. 1931°de Max Knoll ve Ernst
Ruska elektron mikroskobunu icat etti. 1 milyon kata kadar biiyliten mikroskop,
bilim adamlarinin beynin hiicrelerini daha derinlemesine incelemelerine yardimci

oldu.



Demans hastalarinin beynindeki yaygin amiloid plak birikimi nedeniyle
vaskiiler olaylardan AH patolojisine odaklanma kademeli olarak artmaya basladi.
Plaklara ve yumaklara artan ilgi ile uzmanlar bir araya gelerek AH’nin klinik teshisi
i¢cin bir takim kriterler olusturuldu. Paralel olarak, post mortem AH histolojik tanisi

i¢cin mikroskobik kriterler belirlenmistir (24).

2.2. Epidemiyoloji

Diinyada yasli niifusun giderek artmasi nedeniyle yaslilikta ortaya c¢ikan
norodejeneratif hastaliklardan korunma ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ile
ilgili arastirmalar son yillarda giderek artmaktadir. Yaslilik sonucu meydana gelen en
onemli hastaliklardan birisi demansdir. Yapilan calismalarda diinyada demansin
goriilme oran1 65 yas ve tizerindeki bireylerde % 6.5 (25, 26), Tiirkiye’de 70 yas ve
tizeri bireylerde % 20 olarak belirlenmistir (27).

Demans, yaghlarda engellilik ve bagimliligin 6nde gelen bir nedenidir.
Yaglilikla birlikte hipokampiisde atrofi ve disfonksiyon meydana gelmektedir ve
hastaligin erken evresinde teshisi zordur. Demans, diinya genelinde 50 milyon kisiyi
etkilemektedir ve her 3 saniyede bir diinyada ortaya ¢ikan yeni bir demans vakasi
goriilmektedir. Demans prevalansinin artmaya devam ettigi ve 2050 yilina kadar
diinya genelinde 150 milyondan fazla insam etkileyecegi tahmin edilmektedir (28).
Demans nedeniyle ortaya ¢ikan saglik bakim maliyetleri olduk¢a yiiksek rakamlara
ulagsmaktadir. Ailelerin ve bakim verenlerin yasam kalitesi ve ruh saghig: tizerindeki
olumsuz etkileri de artmaktadir (28, 29).

AH su anda sanayilesmis tilkelerdeki niifusun yaklasik % 2'sini etkilemekte
ve goriilme sikliginin gelecekte carpici sekilde artacagi tahmin edilmektedir (30).
Tiirkiye’de Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2017 verilerine gére AH’den &len
yaslilarin oram1 2011 yilinda %2.9 iken bu oran 2015 yilinda % 4.3'e yiikselmistir.
AH’den o6len yaglhilarin orani cinsiyet bazinda incelendiginde, her iki cinsiyette de
artis oldugu goriilmektedir. AH’den 6len yaghlarin orani, 2011 yilinda erkeklerde
%2.4, kadinlarda %3.4 iken bu oranlar 2015 yilinda erkeklerde %3.5’e, kadinlarda
ise %5.2’ye yiikselmistir (31).

Yapilan ¢aligmalarda standart bir yas aralifinin alinmamasi ve AH ve diger
miks patolojilerle goriilmesinden dolayr VaD’in prevalansini tespit etmek zordur.

Yas standardize edilmis prevalanst AH i¢in % 4.4 ve VaD igin % 1.6 dir. VaD



prevalansi yasla birlikte siirekli olarak artmis ve 65-69 yaslar1 arasindaki grupta %

0.8 ve 90 yas ve iistlilerde% 28.5 olarak tespit edilmistir (32).

2.3. Demans Siiflandirmasi

Demansin en yaygin tipi AH’dir ve tim demans vakalarmmin % 60-70’m1
olusturur (33). Demansin ikinci yaygin tipi VaD’dir ve tiim demanslarin %15-20
kadarim1 olusturur (34). Farkli demans tiirlerinin goriilme yiizdeleri Sekil 1°de

gosterilmistir.

B Alzeheimer Hastaligl

B Vaskiler Demans

M Miks Demans

B Lewy Cisimcigi Demans
B Prakinson Hastaligi

m Diger Demans Tipleri

Sekil 1. Demans tiirlerinin goriilme yiizdeleri (33, 34, 35, 36)

Ayrica demans etyolojik, klinik ve noropatolojik oOzelliklerine gore
simiflandirilabilir  (37). Demanslar genel olarak primer ve sekonder olarak

siiflandirilirlar (38). Demans siniflandirmasi Tablo1’de gosterilmistir.



Tablo 1. Demans Siniflandirmasi (37)

Primer (Dejeneratif)

Sekonder (Nondejeneratif)

Alzheimer Hastalig

Lewy Cisimcikli Demans
Fronto-temporal Demans
FTD-Davranigsal Varyant
flerleyici Tutuk Afazi
Semantik Demans

FTD-ALS

Hareket Bozukluguyla Birlikte
Parkinson Hastalig1
Kortiko-bazal Dejenerasyon
Progresif Supraniikleer Paralizi
Huntington Hastalig
Multi-sistem Atrofiler

Wilson Hastaligi
Norokantositoz

Prion Hastaliklar1
Creutzfeldt-Jacob Hastaligi
Gerstmann-Straussler-Scheinker Hastalig
Fatal Familyal Insomni

Cesitli Pediyatrik Demanslar
Kufs Hastalig1

Metakromatik Lokodistrofi
Gaucher Hastalig1
Niemann-Pick Hastalig1

Diger Ender Demanslar
Limbik Demans

Poliglukozan cisimcik Hastalig1
Arjirofilik Tahil Hastaligt

Vaskiiler Demans

Multi-infarkt Demans
Binswanger Hastalig1

Stratejik Infarkt Demansi
CADASIL

Normal Basingli Hidrosefali
Toksik-metabolik Demanslar
Wernicke-Korsakoff Hastaligi
B12 Vitamin eksikligi

Hipotiroidi

Kronik Karaciger Hastalig1
Organik Coziiciilere Maruz Kalma
Ilaglar

Infeksiyonlar

Herpes Simpleks Ensefaliti
Norosifilis

Kronik Menenjitler

HIV- Demans Kompleksi
Whipple Hastalig

Kafa I¢i Yer Kaplayict Hastaliklar
Neoplastik Durumlar

Subdural Hematom
Otoimmun-inflamatuar Hastaliklar
Multipl Skleroz

Behget Hastalig1

Praneoplastik Limbik Ensefalit
VGKCve NMDAR Kanalopatileri
Graniilpmatdz Anjitis

Primer Sinir Sistemi Vaskiiliti

NAIM Sendromu

2.3.1. Alzheimer hastahgi (AH)

AH, Dr. Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda “Aguste D.” adli hastanin

gosterdigi klinik belirtiler sonucu ilk olarak tanimlanmistir (20). AH, dejeneratif

beyin hastaligidir ve demansin en sik birinci nedenidir (39).



AH, yaslanmanin normal bir pargast degildir ancak yas en biiylik risk
faktoriinii olusturur. AH beyinde ekstraseliiler amiloid-f proteini (AB) plaklarinin
birikimi ve intraseliiler NFY ile karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Ayrica
inflamasyon, oksidatif hasar, glutamat ekzitotoksisitesi, insiilin direnci, kolinerjik
ndronlarda kayip ve sinaps kaybi gibi faktorlerin de bu ndrodejenerasyona katkida
bulundugu diisiiniilmektedir (40, 41). AH en 6nemli histopatoljik belirtisi AP plak
olusumunun 6zellikle amigdala, hipokampus ve neokortekste goriilmesidir. Kesin
tan1 icin NFY ve AP’lerin belli bir néroanatomik dagilimda ve miktarlarda olduklar1
gosterilmelidir (42, 43).

AH semptomlari bireyler arasinda farklilik gosterir. En sik goriilen ilk belirti,
yeni edinilen bilgileri hatirlamakta giiclik ¢ekmektir. Semptomlart degerlendirme
amactiyla ¢ok sayida dlgcek gelistirilmistir. Kullanilan en yaygin 6lcekler hastaligin
erken, orta ve gec evrelere ayrilmasidir. Hastaligin her asamasi, ilerleyici 6zellige
sahip farkli psikolojik ve davranigsal belirtilerle ortaya ¢ikar ve farkli saglik bakim
hizmetleri gerektirir. Erken evredeki bir hastada yakin bellek bozuklugu o6n
plandadir ve evde fazla yardima ihtiya¢ duymaz. Genellikle giinlik yasam
aktivitelerinde iyi performans gosterir. Orta evrede, yakin bellek bozuklugu belirgin
hale gelmistir, yeni 6grenilen bilgiler hizlica unutulurken uzak bellek bozukluklar1 da
tabloya eklenmistir. Ozellikle hasta haliisinasyonlar, yanilsamalar, uykusuzluk ve
ajitasyon davraniglarini gostermektedir. Bu asamada, gilinliik yasam aktivitelerini
siirdiirmekte ciddi sorunlar yasar ve bir yardimci ise alma ihtiyact nedeniyle bakim
maliyetinde ylikselme meydana gelir. Geg evrede, bellek ileri derece bozulmustur ve
giinliik yasam aktivitelerinde tamamen yardimciya bagimli hale gelir. Hasta

tekerlekli sandalye veya yataga bagimli hale gelir (44, 45).

2.3.2. Vaskiiler demans (VaD)

VaD, AH’dan sonra ikinci en sik goriilen demans tiiridiir ve diinyadaki tiim
demans vakalariin % 17 ile % 25'ini olusturur (46, 47, 48). VaD yeterli serebral kan
akimi olmamasi nedeniyle olusan ilerleyici bilissel bozukluk olarak tanimlanabilir.
Akil yiiriitme, bellek, dil, algi, bilgi gibi bilingsel fonksiyonlarda azalma ile
karakterizedir (49, 50). Bu hastalik iskemik ataklar, infarktlar, serebral kanama ve

kardiyak arreste sekonder olarak gelisen hipoksi nedeniyle olusmaktadir. Serabral



kan damarlarinin daralmasi parankimal lezyonlara ve sonugta VaD neden olmaktadir

(51, 52, 53).

2.4. Beyin Iskemi Modelleri

Deney hayvanlarindaki serebral iskemi modeli, insanlarda ortaya ¢ikan
olaylara fizyopatolojik, anatomik, fonksiyonel ve metabolik yonden benzerlik
gostermeli ve ayrica anti-iskemik ilaglarin klinik uygulamasina izin vermelidir. Bu
amagla serebral iskemi (SI) modelleri, genel iskemi, fokal iskemi ve 6n beyin iskemi
olarak ii¢ alt gruba ayrilabilir (54). Saglikli hayvanlarda global veya fokal serabral
iskemi, bir veya birkag arterin mekanik olarak ligasyonu ile veya emboli olusturmak

amaciyla arter liimeninin igine yabanct bir maddenin yerlestirilmesi ile

olusturulmaktadir.
Deneysel Iskemi Modelleri
Focal Global On Beyin
Orta serebral Tiun vaciit iki tarafls ortak
arter oklizyonu iskemisi karotis okliizy onu
Tek karotid Global serebral Dort damar
arter oklizyonu iskemi tikamkh g

Tablo 2. Beyin Iskemi Modelleri (54)

Iki tarafli ortak karotid arterlerin okliizyonu (2VO); tam bir Willis poligonuna
sahip olduklarindan sicanlarda VaD’nin patogenezini ve tedavisini arastirmak icin
siklikla kullanilmaktadir. 2VO, biligsel fonsiyon bozuklugu ve beyaz cevher (WM)

lezyonlar ile karakterize kronik beyin hipoperfiizyonu i¢in tercih edilmektedir (55) .



2.5. Demansin Komplikasyonlari

VabD, bilissel yetenekleri etkileyen ve beyne giden kan akiginin azalmasindan

kaynaklanan ilerleyici bir hastaliktir. VaD hastalarinda yavas diisiinme, unutkanlik,

depresyon, endise, kayitsizlik ve problem ¢6zme, akil yiirlitme, yargilama, planlama

ve yiirlitme gibi iglevlerin kayb1 ile artan gorev karmasikligi ile birlikte performansda

azalma gozlenmektedir (50).

VaD tanist basit degildir ve klinik siddet, hafif bilissel bozulmadan siddetli

disfonksiyona kadar degisken olabilmektedir. Klinik olarak, akut veya sinsi

baslangigli, kademeli veya yavas bozulma ile karakterize oldugu icin genellikle

ongoriilemez. Ek olarak, VaD'nin néropsikolojik profili de degiskendir. Tiim bu

faktorler vaskiiler beyin lezyonlarma bagli biligsel bozulmanin klinik olarak

tanimlanmasini zorlastirmaktadir.
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Sekil 2. KSH kaynakli biyokimyasal degisiklikler ve VaD'deki KSH mekanizmalari (56)



2.6. Demans Komplikasyonlarinin Patofizyolojisi

2.6.1. Oksidatif stres (OS)

Redoks homeostazi, ROS iiretimi ve eliminasyonu arasindaki dengenin
korunmast i¢in gerekli karmasik bir mekanizmadir (57). Biyiik Olclide
mitokondrilerde iiretilen ROS, hiicresel metabolizmanin yan {iriinleridir (58). ROS
arasinda serbest radikaller (siiperoksit, peroksinitrit, nitrik osit), hidroksil radikaller
ve radikal olmayanlar (hidrojen peroksit) yer alir. ROS, hiicresel sinyal iletimi ve
apoptoz gibi 6nemli fizyolojik siire¢lerde rol oynar. Bunlar oldukca reaktif olduklar
i¢in proteinlerin, lipidlerin, deoksiriboniikleik asidin ( DNA) ve sekerlerin hiicresel
isleyisine zarar verebilirler (59, 60). Nonenzimatik ve enzimatik antioksidanlar
(6rnegin, glutatyon, flavonoidler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalazlar (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) ile olusturulan antioksidan savunma sistemi, hiicreleri
ROS ile olusacak hasarlardan korur (61). Redoks homeostazi basarisiz olursa, yiiksek
miktarda ROS iiretimine karsi koymak i¢in yetersiz kalir ve “oksidatif stres” (OS)
ortaya cikar (62). OS, travmatik beyin hasari, serebral iskemi, AH ve Parkinson
hastalig1 gibi bircok merkezi sinir sistemi hastaliginin patofizyolojisinde merkezi bir
rol oynar (63). Pek c¢ok ndrodejeneratif hastalikta OS'nin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Ciinkii beyin peroksidasyona duyarli yag asitleri bakimimdan zengin
oldugu i¢cin ROS’un etkilerine son derece duyarlidir. Ayrica beyin giiclii bir
antioksidan aktiviteye sahip degildir ve ¢ok fazla oksijen tiiketir; bu nedenle serbest
radikal birikimine maruz kalir (64).

Hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperkolesterolemi ve hiperhomosisteinemi,
ateroyoskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar ve inme VaD i¢in 6nemli risk faktorleri
olusturur (65). OS'ye yol acan mitokondriyal proteinlerin islev bozuklugu
ateroyosklerozun patogenezinde dnemlidir. iskemik inmeli hastalarda OS ile iliskili
diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu ve lipid hidroperoksit
saliimin arttirdig1 saplanmustir (66).

Iskemik bir beyin hasarindan sonra meydana gelen kan-beyin bariyerinin
(BBB) proteolitik bozulmasinda ve VaD'nin tipik beyaz cevher lezyonlarinda yer
alan proteazlarin aktivasyonunun OS'ye bagli oldugu bildirilmektedir (67). EkK
olarak, ROS serebral perfiizyon ve gecirgenlikteki degisikliklerden dogrudan

sorumludur, bu nedenle serebrovaskiiler hastaliga katkida bulunurlar (68).
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2.6.2. Mitokondriyal disfonksiyon

Noronlarin neredeyse hig¢ enerji rezervi bulunmadigindan, oksijen ve glukoz
enerji lretimi i¢in birincil bilesenlerdir. 2VO tarafindan indiiklenen serebral
hipoperfiizyon, kritik ATP (adenozin trifosfat) tiikenmesine neden olmaktadir.
Boylece mitokondriyal disfonksiyon, protein sentezi inhibisyonunu ve iyonik pompa
bozuklugu ortaya ¢ikmaktadir (69). Antioksidanlarin tiretimi de azalir, ¢iinkii protein
sentezi hiicresel iskemik hasara karsi ¢ok duyarlidir (70). Bu arada, mitokondriyal
disfonksiyon ROS iiretiminin artmasina neden olur. ROS ve antioksidanlarin
dengesizligi, ROS'un daha fazla iiretilmesine ve daha ciddi oksidatif hasara neden
olur. KSH’da anormal A agregasyonu da gozlenir (71).

Ayrica, normal fonksiyonu bozulan mitokondride Ca ?* dengesizligi; elektron
transfer zincirini (ETC), solunum kontrol indeksini (RCI) ve sitokrom c oksidaz IV'i
olusturan mitokondriyal membran potansiyel seviyesinin ve solunum kompleksi

enzimlerinin (kompleksler I, II ve IV) azalmasina yol agar (69, 70).

2.6.3. Iinflamasyon

Iskemik inflamasyon yerlesik mikroglial hiicrelerin hizli aktivasyonu hem
hayvan modellerinde hem de inme hastalarinda gosterildigi gibi hasarli parankimaya
nétrofillerin ve makrofajlarin infiltrasyonu ile karakterizedir (72, 73). Iskemiden
sonraki saatler icinde, artan sitokinler ve kemokinler ve hiicre i¢i adezyon molekiili
1 (ICAM-1) gibi adezyon molekiillerinin yapimi, endotel hiicrelerine dolasimdaki
nétrofillerin ve monositlerin adezyonunu ve transendoteliyal gociinii kolaylastirir. Bu
hiicreler kapiller damarlarda birikerek, beyin kan akisin1 bozabilir veya
proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve oksijen / azot serbest radikalleri dahil olmak
tizere pek ¢ok norotoksik maddeyi salgilayarak beyin parankimine ekstravazasyon
yapabilir (74). iskemiden hemen sonra astrositler hipertrofik hale gelir, ardindan
mikroglial hiicrelerin aktivasyonu izlenir. Mikroglial hiicrelerin aktivasyonu,
inflamatuar siireci arttirir (75). Zararh rollerine ek olarak, makrofajlar ve mikroglial
hiicreler ayn1 zamanda nekrotik kalintilar1 temizleyerek ve plastisiteyi kolaylastirarak

doku iyilesmesine katkida bulunur (74).
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Adezyon Molekiilleri; Beyine 10kositlerin girisi ve infiltrasyonu, iskemik
hasarin ardindan salgilanan néroinflamatuar mediatorlerin neden oldugu reseptdrlerin
ve adezyon molekiillerinin yapimi ile gergeklesir. Fokal beyin iskemi modellerinde,
timor nekroz faktor (TNF-a), IL-1p ve IL-6 gibi sitokinlerinde ve monosit
kemotaktik protein-1 (MCP-1) gibi kemokinlerin seviyesinin arttigi gozlenmistir (76,
77). Bu etkilerle aktive nétrofiller ve trombositler serebral kilcal damarlarda birikir
ve yaralanan dokunun kan perfiizyonunu daha da bozar (78).

Hem hayvan modellerinde hem de iskemili hastalarda dokuya gecen
nétrofillerde, mikroglia / makrofajlar ve endotelyal hiicrelerinde, indiiklenebilir nitrik
oksit sentezi (iNOS) izoformu yoluyla toksik miktarlarda nitrik oksit (NO) yapimi
gozlenir (79).

iNOS tarafindan agir1 miktarda NO iiretimi ATP iireten enzimleri inhibe eder
(80). Ayrica, S-nitrosozilasyon ve matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9) aktivasyonu
ile iskemik hiicrelerde 6liime neden olur (81).

Sitokinler; Beyin iskemisinde ortaya c¢ikan apoptoz, totofaji, OS ve
inflamasyon gibi ¢esitli hiicresel sinyal ve diizenleyici mekanizmalar VaD ile de
iligkilidir (82). Mikrogliala, astrositler ve oligodendrositler ve bazi hasarli néronlar
bir tehlike sinyali ile aktive olduklarinda inflamatuar mediatorleri salgilarlar (83 ).
Sitokinler 2 ana gruba ayrilirlar. IFN-y, TNF-o, IL-1, IL-6’1 igeren pro-inflamatuar
sitokinler ve IL-4, IL-5, IL-13 ve IL-10’nun dahil oldugu anti-inflamatuar
sitokinler (84). Proinflamatuar sitokinler, sitotoksik bir etkiye neden olan amiloid
plaklarinin yakinindaki devam eden inflamatuar siire¢ de yer alirlar ve amiloid
peptitlerinin yapimini artirict etki gosterirler (85). Endotelyal gecirgenliginin ve
notrofil  gocline yol acan IL-1p salgilanmasi BBB bozulmasi, endotelyal
gecirgenliginin  artist  ve notrofil gbgline neden olur (86). Ayrica, aktif
mikroglialardan salinan sitokinler ve kemokinler sistemik dolasimdaki l6kositlerin ve
makrofajlarin dokuya gegisini tetikler. Lokositler ve makrofajlar, néronal ve glial
hiicre 6liimiiniin yan1 sira BBB bozulmasina neden olan ROS, iNOS, COX-2 gibi
farkli proinflamatuar ve sitotoksik maddeleri salgilayarak noéroniflamasyona ve

norotoksisiteye aracilik eder (87).
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2.6.4. Norotransmitter sistem bozuklugu

VaD’nin bir diger 6nemli 6zelligi kolinerjik fonksiyon bozuklugudur.
Asetilkolin (ACh), merkezi sinir sisteminde sinaptik ileti, plastisite ve hafiza
olusumu i¢in oOnemli bir ndrotransmiterdir. Bazal ©6n beyin kolinerjik
innervasyonu, 6grenme ve hafizada 6nemli bolgeleri olan korteks ve hipokampiisiin
bilgi ¢ikintilarin1 saglar. Bu nedenle, VaD tarafindan tetiklenen kolinerjik fonksiyon
bozuklugunun biligsel bozulmaya yol acabilece§ine inanilmaktadir. Cesitli
caligmalar, KSH’lu si¢anlarin bazal 6n beyinlerinde ve hipokampiistinde ACh i¢in bir
biyosentetik enzim olan kolin asetil transferaz (ChAT) seviyesinin azaldigini
bildirmistir (88).

Kolinerjik sinapslardan salinan ACh, muskarinik asetilkolin reseptorlerini
(mMAChR) aktive ederek hem presinaptik hem de postsinaptik etkilere sahiptir.
Presnaptik olarak, mAChR'lerin aktivasyonu, bir G-proteinine-bagl sinyal yoluyla
sinaptik terminallerdeki voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 inhibe eder ve bdylece
eksitator sinapslarin inhibisyonu ile sonuclanan glutamat salinimini azaltir.
Postsnaptik olarak, mAChR'lerin aktivasyonu bazi potasyum kanallarin1 (6rnegin
kalsiyumla aktiflesebilen potasyum kanallar1) inhibe eder ve boylece CA1 piramidal
noronlarin uyarilabilirligini arttirir. Ek olarak, mAChR'lerin aktivasyonu postsinaptik
kalsiyum ve NMDA reseptor aracili etkileri arttirir (89).

Glutamaterjik iletim ile kolinerjik etkilesim belirli sinaptik plastisite
bigimlerini etkileyerek Ogrenme ve hafizada Onemli bir rol oynar. Kolinerjik
stimiilasyonun, hipokampus CAIl bdlgesinde LTP’yi arttirdigi gosterilmistir.
Kolinerjik inervasyon lezyonlari, hafiza ve dikkat eksikliklerine neden olabilir ve AH

patolojik ve bilissel bozukluklarin olusumuna katkida bulunabilmektedir (89).

2.6.5. Lipid peroksidasyonu

Merkezi sinir sisteminde lipidler yapisal olarak hiicre zar1 ve hiicre ici
yapilarda yer almalarmin yan1 sira madde tasinmasi, OS, sinaptogenez,
noroinflamasyon, ndronal iletisim ve sinir hiicrelerin normal fonksiyonel isleyislerine
katilirlar. Bu nedenle, beyindeki anormal lipit metabolizmas: kismen serebral

disfonksiyonu yansitir (90).
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Serebral iskemi kaynakli ROS iiretimi, dogrudan veya dolayl olarak lipitlerin
peroksidasyonunu baslatir. 2VO sonrasinda iskemik beyinde, malondialdehid
(MDA), 4-hidroksi nonenal (4-HNE) ve akrolein gibi lipid peroksidasyonunun
reaktif aldehit tirtinleri artmis olarak bulunmustur. Aldehitlerin ve lipid peroksitlerin
asirt  Uretimi, antioksidan tiikenmesine, DNA hasarina ve membran islev

bozuklugunu tesvik ederek hiicresel fonksiyon bozukluguna yol agar (91).

2.6.6. Biiyiime faktorleri degisimi

Santral sinir sistemindeki ndronlarin gelisimi ve sag kalimi bir¢ok hiicre dist
faktor tarafindan diizenlenir. Norotrofinler, hiicrelerin ¢ogalmasinda, gogiinde ve
fenotipik farklilasmasinda (norogenez) onemli bir rol oynar ve fonksiyonel ve
yapisal biitiinliiklerinin korunmasint saglar. Norotrofinlerin sinir biiylime faktorii
(NGF), BDNF, norotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin 4/5 (NT4/5) gibi gesitleri bulunur
(92, 93). Hepsi nispeten diisiik bir afinite ile p7SNTR'ye baglanirlar. Ancak daha
secici olarak tirozin kinaz reseptorlerine (Trk) yiiksek afinite ile baglanirlar (94).
BDNF, 13.5 kDa’luk dimerik bir proteindir (95). BDNF, en fazla hafiza ve
O0grenmeden sorumlu alanlarda 6zellikle hipokampiis ve kortekste bulunur. BDNF
esas olarak Trk B reseptorii ve daha az 6l¢iide p75NTR yoluyla etki eder. Noronal
sagkalim ve biliylimeyi kolaylastirir, sinaptik aktiviteyi degistirebilir ve sinaptik
plastisitesinden sorumludur (96). Ayrica, ¢oklu sinyal iletim yollar1 araciligi ile
noronal fonksiyonlar1 da etkileyebilir. BDNF’nin 6grenme ve hafiza lizerindeki etkisi
NMDAR ile sinerjistik bir sekilde etki ederek gerceklesir (97, 98). BDNFnin
NMDA reseptorlerinin agilmasini, postsinaptik membraninda a-amino-3-hidroksi-5-
metetil-4-izokzasol propionik asit (AMPA) reseptorlerinin yapimini arttirdigini ve
bunun da LTP’nin kolaylastirilmasimi sagladigini bildirilmektedir (99). Hiicresel
seviyede hafiza olusumu sinaptik yapilanmayi icerir. LTP, sinapslarda bilginin uzun
donem depolama aktivitesini gdstermektedir. Hipokampiisde LTP’de azalma
o0grenme ve hafiza bozukluklarmma neden olmaktadir. Ayrica, BDNF aksonlarin
dallanmast ve glutaminerjik ndronlarinda dendritlerinin biiyiimesinde rol oynar
(100). Bu hipokampal ve neokortikal yapilardaki glutamaterjik sinapslarin
yogunlugunu arttirir. Bu nedenle, serum BDNF seviyesi sadece ndrodejeneratif

etiyolojinin kognitif bozulmasinin erken bir belirteci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
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hafiza isleminde altta yatan sinaptik plastisitenin azalmasi gibi ndrobiligsel

bozukluklarin patogenetik yonlerini de yansitir.

proBDNF

Presynaptic

Stress

Postsynaptic

PI3K

' .
@eEf2
l MEK 1/2
Apoptosis
pop Growth cone gy ATP /
LTD  retraction ERK 1/2 AKT

\mTOR/
20
N Neuronal differentiati

survival and
synaptic plasticity

Sekil 3. BDNF. TrkB reseptoriine BDNF baglanmasi noronal sagkalim ve sinaptik
plastisiteden  sorumlu  sinyal kaskadlarin1  aktive eder. ProBDNF P75
baglayan NTR ve uzun siireli depresyon ve apoptozu tetikler. Yiiksek frekansl
sinaptik uyarim strese bagli olarak Bcl-2 {iretimini azaltmak ve etkili ATP iiretimini

arttirmak iizere mitokondriye alinir (101).

2.7. Hipokampiis

Hipokampal formasyon (formatio hippocampi) temel olarak bellek,
duygulanim, 6grenme, konumlama ve yon bulmada 6nemli rol oynayan dalgali,
biikiilmiis, birbirine gegen beyin yapisidir (102, 103). Fiziksel goriiniimii nedeniyle
denizati, ipekbocegi veya kocboynuzuna benzetilmistir ve bu benzerlikten dolay1
“hipocampiis” adin1 almistir. Lobus temporalis’in medial yiizeyinin iginde ve
ventriculus lateralis’in cornu inferioru’unun taban kisminda yer alan yaklasik 5 cm

uzunlugundaki bir gri cevher tabakasidir.
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Hipokampiis; subiculum, cornu ammonis olarak da adlandirilan hipokampiis
proprius ve dentatus girus (DG) adi verilen ii¢ ana kisimdan olusur. Subiculum,
hipokampiisiin ana ¢iktisin1 temsil eder ve entorhinal korteks (EC) ile CAl’in
yiizeysel katmanlarindan girdi alir. Bu nedenle, subikiiler néronlar (¢ogunlukla
piramidal hiicreler), her iki bolgeden de aksonlardan sinaptik girdi alirlar, EC’den
cikintilar daha distal dendritlerle sinirlidir (103, 104). Hippocampus proprius,
koronal kesitlerde kogboynuzuna (ammon) benzemesi nedeniyle cornu ammonis’ in
bas harflerini temsilen CA olarak isimlendirilir. Histolojik olarak hiicre yapisindaki
degisikliklerden dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4 alt alanlarindan olusan bir yapidir.
Bunlardan CA1 subiculum’a en yakin, CA4 ise DG nin hilus boliimii icinde bulunan
alandir, CA2 ve CA3 ise bu iki alan arasinda yer alir. DG, fimbria ile girus
parahipokampalis arasinda uzanan, ¢entikli veya dise benzer bir gri cevher yapisidir.
Koronal kesitlerde DG ve hipocampus proprius bdlgelerinde yerlesen ndronlar
birbirinin i¢ine girmis iki ayr1 “C” harfi seklinde gortiliir (105).

Hipokampiisiin ana noronlar1 katmanlar halinde diizenlenir ve EC'den tek
yonlii polimodal girdi alir, burada katman II ndronlar1 DG’daki graniil hiicrelere
perforan yoldan yansitir (106). DG'den CA3'e yosunsu liflerle ve ileriye dogru CAl'e
Schaffer kollateralleri ile trisinaptik yol, hipokampus vasitasiyla bilginin
islenmesinde yer alan temel ileri besleme devresidir. Ek olarak, EC'den gelen katman
IIT noéronlari, temporoammonik (CAl'e perforan yol) yoluyla dogrudan CAl
noronlarina uzanir. CA1 piramidal hiicreleri ana c¢ikis ndronlaridir ve subikiiler
kompleks tlizerinden EC'nin derin katmanlarina ve c¢esitli subkortikal ve kortikal
bolgelere bilgiyi iletir (107). CA1 - CA3 bolgeleri dort katmana ayrilir (piramidal,
stratum oriens, stratum lucidum, stratum radiatum). Bu ileri besleme devresinin
yapist nedeniyle hipokampilis Ogrenme ve hafiza ic¢in kritik Oneme sahiptir
(108). Hipokampal devrelerdeki 6grenme ve hafiza siiregleri, belirli molekiiler
kaskadlarin  aktivasyonunu gerektiren sinaptik plastisite mekanizmalariyla
diizenlenir. Ornegin, CA1 bdlgesindeki LTP'nin uyarilmasi, protein kinazlarm aktive
olmastyla birlikte NMDA reseptorleri yoluyla postsinaptik kalsiyum iyonu girisini
icerir (109).
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Sekil 4. Hipokampiis Anatomik Yapis1 (102)

2.8. Cevresel Zenginlestirmenin Tanim ve Etki Mekanizmasi

Cevresel zenginlestirme (EE), laboratuarlar arasinda degisen standart
barindirma sartlarinda tanimlanan goreceli bir terimdir. Laboratuar kemirgenleri i¢in
standart barindirma, kafes ve kafes i¢ine eklenen minimum nesneleri (talas, altlik)
icerir. Laboratuar hayvanlarina uygulanan EE, hayvanlarin gevrelerinin yenilik ve
karmagiklik seviyelerini artiran nesnelerin eklenmesini ifade eder. EE duyusal
stimiilasyon, biligsel aktivite ve fiziksel egzersiz seviyelerini artirir (110).
Zenginlestirme nesneleri farkli sekil, boyut, renk, doku ve kokularim yani sira
tiineller, merdivenler, halatlar ve fiziksel aktiviteleri kolaylastirici hareket eden
tekerlekler gibi ¢esitli oyuncaklart igerir (111).

Laboratuar hayvanlar1 igin zenginlestirmenin 6nemi ilk olarak 1940'larda
Donald Hebb tanimlamistir. Hebb laboratuardan aldigi hayvanlari evcil hayvan
olarak serbestce dolagsmalarina izin verdigi farelerin standart laboratuar kosullarinda
barmdirilan farelere gore daha iistiin problem ¢6zme ve 6grenme yeteneklerine sahip
oldugunu tespit etmistir (117).

EE’nin ¢esitli hayvan modellerinde beyin hasarini iyilestirici etkilere neden
oldugu gosterilmistir. Genetik olarak hedeflenen bir hayvan modelinde EE’nin
yararli etkilerinin ilk kanit1 Huntington hastas1 transgenik fareler kullanilarak elde

edilmistir (116). Daha sonraki c¢alismalarda EE’nin Parkinson hastaligi, inme,
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travmatik beyin hasari, epilepsi, multiple skleroz, depresyon, sizofreni ve otizm gibi
cesitli norolojik ve psikiyatrik bozukluklarin hayvan modellerinde, davranissal,
hiicresel ve molekiiler diizeyde iyilestirici 6zelligi oldugu bulunmustur (125).

EE etkileri ilk olarak anatomik diizeyde gosterilmistir. EE’nin Kkortikal
kalinlik ve agirlikta, hiicre soma ve ¢ekirdeginin biyiikligiinde, dendrit
arborizasyonunda, dendritik ¢ikintilariin (spine) uzunlugunda ve sinaptik say1 ve
bliytikliiglinde artisa neden oldugu gozlenmistir (124).

Daha yeni ¢alismalar EE’nin laboratuar hayvanlarinda hipokampal ndron
sayisini artirdigi ve apoptotik hiicre Sliimiini azalttigi gosterilmistir. EE'ye maruz
kalma, ndrodejeneratif hastaliklar ve farkli beyin hasar tiirleri de dahil olmak tizere
sinir sistemi bozukluklarinin hayvan modellerinde dikkate deger bigimde yararl
etkilere sahiptir. EE’nin en sasirtict 6zelliklerinden biri, 6zellikle karmasik bilissel
islevler igeren testlerde, davranisi degistirme kapasitesidir. EE 6grenmeyi ve hafizayi
gelistirir ve tipik olarak yaslanma ile iligkili bilissel diisiisii azaltir (112).

EE yararli etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin davranis
tizerindeki etkisini aragtiran Rosenzweig ve arkadaslarinin beyinde asetilkolinesteraz
aktivitesinde bir artis oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgular EE’nin kolinerjik sisteme
bir etkisi oldugunu gostermektedir (113). Daha sonraki arastirmalar, serotoninerjik
ve noradrenerjik sistemler gibi beynin tamamina yayilmis uzantilari bulunan diger
norotransmiter sistemlerini etkiledigini ortaya koymustur (114, 115).

EE ile gergeklesen plastisitede glutamaterjik ve GABAerjik ileti ile ortaya
cikan giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir (118). EE maruz kalan siganlarin
hipokampiisiinde glutamat’in AMPA reseptorlerine baglanmasinin izole ortamdaki
sicanlara gore arttig1 gosterilmistir (119). Buna ek olarak sinaptik glutamatin artmasi
hipokampiis LTP gibi plastisite mekanizmalarin artmasina neden olabilmektedir
(120).

EE siganlarinin hipokampiis hacminin izole kontrollere kiyasla arttig1
gosterilmistir (119) . Buna ek olarak, sinaptik glutamatin artmasi hipokampiiste LTP
gibi plastisite mekanizmalarin artirtig1 gosterilmistir (120).

BDNF’nin, hipokampal CA1 sinapslarinda LTP’yi artirdig1 saptanmistir. Bir
yil stire ile EE kosullarinda barindirilan deney hayvanlarinda kontrol
kosullarindakilere gore hipokampiis ve korteksde BDNF diizeylerinin daha ytliksek
oldugu saptanmustir (121). BDNF hipokampiis ve serebral kortekste ndronal
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yapilarda degisikliklere neden olmaktadir ve bu nedenle EE’nin ndronal morfoloji
tizerine olan etkisinde BDNF nin katkida bulundugu bildirilmistir (124).

Beyindeki ¢evresel manipiilasyonlarla meydana gelen norotrofik faktorlerin
seviyelerindeki degisimin beynin anatomik, morfolojik ve davranissal islevleri
tizerinde bir etkisi olmas1 beklenir. Norotrofik faktorlerdeki azalma stres, anksiyete
ve depresyon davranist ile iliskilendirilmistir. Monoamin norotransmiterleri ile
etkilesimleri nedeniyle EE hastaliklarin tedavisinin gelistirilmesi i¢in potansiyel

hedefte olusturabildigi bildirilmektedir (123).
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3. GEREC VE YONTEM

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim dalinda 01/10/2016-05/11/2016 tarihleri arasinda gergeklestirilen ¢alisma
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
11/02/2015 tarih ve 2015-13-01/07 sayili karar1 ile onaylanmistir (Ek-1). Ayrica
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan 2016-26259946-01 nolu proje ile desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilen 7-8 aylik 300-350 gr arasinda
degisen 30 adet erkek Wistar Albino sican kullanilmistir. Denekler Eurostandart Tip-
IV tip kafeslerde gruplar halinde barindirildi. Deneyler 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik sirkadiyen ritimde, sicakligin 20-25 C ve nispi nemin %50-60 oldugu
ortamda tutulmuslardir. Siganlar, ayn1 bakim kosullarinda giinliik degistirilen taze

musluk suyu ve standart sican pelet yem ile beslenmeleri saglanmistir.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi (Caliyma Yontemi)

Deney hayvanlarinin viicut agirliklar eslestirildi ve rastgele olarak li¢c gruba

ayrild.

1. Grup (Kontrol Grubu) : herhangi bir okliizyon yapilmayan ve standart
Eurostandart Tip-IV tip kafes ortaminda barindirilan hayvanlardan olusan grup
(n:10).

2.  Grup(KSH Grubu): Karotid arter okliizyonu yapildiktan sonra 30 giin boyunca
standart Eurostandart Tip-I1V tip Kafes ortaminda barindirilan hayvanlardan olusan
grup (n:10).

3. Grup(KSH+Cevresel zenginlestirme): Karotid arterlerin okliizyonu yapildiktan
sonra (30 giin) ¢evresel zenginlestirilme yapilan kafeslerde barindirilan hayvanlardan

olusan grup (n:10).
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3.3. Kronik Serebral Hipoperfiizyon Olusturulmasi

Bilateral karotid arter okliizyon olusturmak i¢in rastgele 20 adet sigan segildi.
Secilen tlim hayvanlar 12 saat once yeme ulasmalari kisitlandi ancak su igmelerine
herhangi bir kisitlama getirilmedi. Anestezi intraperitoneal yoldan Ketamin (Prizer,
Ketalar 500 mg) 70 mg/kg ve Ksilazin (Bavet, Basilazin %2) 10 mg/kg dozunda
uygulandi.

Anestezi uygulanan hayvanlar boyun bdlgesi tras edildikten sonra povidon
iyot ile temizlendi ve Ortiildii. Sirtiistii yatar pozisyonda boyun ortasina yaklagik 2
cmlik kesi ile boyun bdlgesine girildi. Forceps kullanilarak submandibular bez
yavag¢a kenara cekildi. Ortaya cikan sternokleidomastoid kasi ve sternohyoid kasi
arasindan ortak karotit arter (CCA) goriildii. Yapisik olan doku ve vagus siniri zarar
vermeden CCA’dan ayrildi. 3-0 ipek dikislerle siki bir sekilde baglandi. Daha sonra
cerrahi hat siitiir ile kapatildi. Anestezi siiresince denekler, solunum destegine ihtiyag
duymadan, oda havasinda izlendiler. Deney sirasinda gelisebilecek hipotermiyi
onlemek amaciyla, cerrahi girisim 1sitic1 battaniye ile yapildi (126). Bilateral karotid
arter okliizyonu siganlarda kronik serabral hipoperfiizyon olustururarak VaD’in

deneysel modeli olarak siklikla kullanilan bir yontemdir (6).

21



KRR A

Sekil 5. Ortak karotid arter okliizyonu

Hayvanlarin 6liim riskini azaltmak i¢in ilk 6nce sag taraf, bir hafta sonra ise
sol taraf karotid aterleri kalici olarak modifiye ortak karotit arter (CCA) modeli
uygulanarak okliize edildi. Cerrahi sonrasi agri kesici olarak Novalgin 1 g/2 ml
(Sanofi Saglik Uriinleri, Metamizol Sodyum) 10 mg/kg dozunda intramuskiiler
olarak uyguland.

3.4. Cevresel Zenginlestirme

Cevresel zenginlestirme protokolii olarak tiire 6zgii farkli renk ve sekillerde
oyuncaklar, tiineller, kosu tekerlekleri, ahsap ve metal merdiven ve platformlar
igeren Ozel tasarlanmig biiyiik kafesler (90 cm uzunlugunda x 75 cm genigliginde %
45 cm yiiksekliginde) kullanildi. Nesnelerin konumlar1 giinliik olarak degistirildi.
Altlik malzemesi olarak talas kullanildi (127). Yiyecek ve su giinliik taze olarak
adlibitum olarak verildi. Yem altlik malzeme altina ve tiineller igerisine gizlenerek

verildi.
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Sekil 7. KSH uygulanan si¢anlarda c¢evresel zenginlestirme uygulamasinin

kafeslerdeki goriiniimii

3.5. Davrams Testleri

Davranis testleri, standart aydinlatma ve sicaklik kontrollii bir ortamda saat

9:00 ile 16:00 arasinda yapildi.
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3.5.1. Zorlu yiizme testi (FST)

Zorlu yiizme testi Porsolt, Lepichan ve Jalfee’nin 1977’de gelistirdigi
depresyon benzeri davranisi test etmek i¢in siklikla kullanilan bir testtir. Bu modelde
su tanki icerisinde platform bulamayan deney hayvanlarmin kacamayacaklari bir
ortamda yiizmeye zorlanmasidir. Testin esasi; silindirik seffaf (hayvanin su
igerisinde hareketi gérmek i¢in) tank i¢ine birakilan deney hayvaninin belli bir siire
kagmak i¢in ¢aba gdstermesi ve daha sonra hareketsiz bir postiir sergilemesidir.
Teste 45 cm ylikseklik x 20 cm ¢apinda dayanikli camdan yapilmis silindir kullanildi
(128). Tanklarin 30 cm’lik kismina 22 £+ 1 ° C su dolduruldu (tiim hayvanlar i¢in esti
olmasi icin bu seviye isaretlendi). Su diizeyi deney hayvanin tankin tabanina temas
ederek durmalarina, kenarlara tutunarak ve sigrayarak disar1 ¢ikmalarina izin
vermeyecek bir sekilde ayarlandi. Hayvanlarin strese girmemesi ve 1s1k ve sesten
uzak olmasi icin sessiz bir oda secildi. Deney yapilacak deney grubu bu odaya
getirildi. FST uygulamas1 yapilirken diger hayvanlarin uygulamay: gérmemesi igin
kafeslerin Oniline bir bariyer yerlestirildi. Hayvanlara egitim vermek ve alistirmak
iizere ilkgiin 15 dakikalik bir siire ile hayvanlar yiizmeye tabi tutuldu. Ik oturumdan
24 saat sonra hayvanlar 6 dk boyunca suyun ic¢inde birakildi. Deney hayvaninin
suyun icindeki hareketsizlik davranislar izlenerek siireler arastirmacilar tarafindan
belirlenip not edildi. Hayvanlarin tanktan ¢ikmak i¢in miicadeleyi biraktigi ve suyun
tizerinde baslarin1 yukarida tutarak hareketsiz kaldiklari siire hareketsizlik olarak
kabul edildi. Hareketsizlik siiresi davranigsal ¢aresizlik olarak degerlendirildi.
Hayvan testten sonra sudan ¢ikarilip havlu ile kurulanip sicak bir ortamda kurumasi

i¢in birakildi.

Olgiilen davranissal parametreler.

Hayvanin suyun {izerinde bagini tuttugu ve nefes almasi disinda higbir fiziksel

aktivitede bulunmadig1 hareketsiz kaldigi siire saniye cinsinden kaydedilmistir.
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Sekil 8. FST havuzu

~.~
il

Sekil 9. FST de hareketsizlik davranisi

3.5.2. Siikroz tercih testi (STT)

Siikroz tercih testi (STT) deney hayvanlarinda anhedoniayr 6l¢gmek igin
kullanilir. Baglangicta kafesin sag ve sol tarafinda 2 farkli su sisesi konuldu. Deney
hayvanlarin 24 saat boyunca her iki siseden de su igcmesine izin verildi (129). 2 giin

egitim yapildiktan sonra rastgele siselerden birine % 2 sukroz igeren su konuldu.
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Siseler siganlara verilmeden Once ve 24 saat sonra tartildi. Su ve sukroz tiiketimi

total tiiketim olarak degerlendirildi (130).

Stkroz Tiiketimi= Siikroz tiketimix100/ total tiikketim

Sekil 10. Siikroz Tercih Testi (SST)

3.6. Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim denekler davranis testleri yapildiktan sonra yiliksek doz anestezi
(ksilazintketamin kombinasyonu) verilerek feda edildi. Daha sonra kafatas1 agilarak
buz {Ustiinde hipokampiis ve korteks hizlica ¢ikarildi. Farkli parametreleri
degerlendirmek amaciyla ornekler iki esit pargaya ayrildi ve -80 ‘C de derin

dondurucuda saklandi.

3.7. BDNF, IL-1p ve Kaspaz-1 Diizeylerinin ELISA Yéntemi ile Belirlenmesi

3.7.1. Fosfat tampon soliisyonun (PBS) hazirlanmasi

0,8g NaCl (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany), 0,02g KCI (Sigma
Chemical Co.,St. Louis, MO, US), 0,144g Na2HPO4 (Merck KGaA, 64271
Darmstadt, Germany) ve 0,024g KH2PO4 (Merck KGaA, 64271 Darmstadt,
Germany) balon jojeye alind1 ve hacmi 100ml’ye tamamlanarak ¢éziinmesi saglandi.

IN HCl eklenerek pH’s1 7.2-7.4’e sabitlendi.
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3.7.2. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Daha once - 80 °C saklanan hipokampiis ve korteks ornekleri derin
dondurucudan ¢ikartilarak buz {istinde ¢oziinmesi saglandi. Ornekler tartilarak
agirliklar1  kaydedildi ve sonra mekanik homojenizatorle PBS kullanilarak
homojenize edildi. Homojenatlar 2-8°C’de 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek
siipernatantlar analizlerde kullanildi. BDNF, IL-1p ve Kaspaz-1 diizeyleri enzyme-
linked immiin sorbent assay (ELISA) yontemi ile ticari kit kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.7.3. BDNF tayini

Hipokampiis ve korteks BDNF diizeyleri Rat Brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) ELISA kiti (Cloud-clone Corp. SEA111Ra) ticari kiti kullanilarak
Olciildi. Kitin kullamim kilavuzuna uygun olarak standartlar hazirlandi ve 6lgiim
islemleri kilavuz referans alinarak yapildi. Plate ELISA cihazinda (Awareness,
Chromate 4300, USA) 540 nm dalga boyunda okutularak 6l¢iim yapild1 ve sonuglar
standart BDNF egrisine gére ng/ml olarak degerlendirildi.

3.7.4. IL-1pB tayini

Hipokampiis ve korteks IL-1p diizeyleri Rat Interleukin-1 Beta (IL-1p)
ELISA Kkiti (Hazngzhou Eastbiopharm CO. LTD. E2016120203b) ticari Kiti
kullanilarak olgiildii. Kitin kullanim kilavuzuna uygun olarak standartlar hazirlandi
ve Ol¢lim islemleri kilavuz referans alinarak yapildi. Plate ELISA cihazinda 540 nm
dalga boyunda okutularak 6l¢iim yapildi ve sonuglar standart IL-1B egrisine gore
pg/ml olarak belirlendi.

3.7.5. Kaspaz-1 tayini

Hipokampiis ve korteks Kaspaz-1 diizeyleri Rat Caspase 1 (Caspl) ELISA
kiti (Bioassay Technology Laboratory E1357Ra) ticari kiti kullanilarak olgiildii.
Kitin kullanim kilavuzuna uygun olarak standartlar hazirland1 ve Ol¢iim islemleri

kilavuz referans alinarak yapildi. Plate ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
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okutularak dl¢iim yapildi ve sonuglar standart kaspaz-1 egrisine gére ng/ml olarak

degerlendirildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesi SPSS 22 istatistik paket programi kullanilarak
yapilmistir. Sayisal degerler ortalama + standart hata (SE) olarak verilmistir. Gruplar
arasi farkliliklar Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir. Grup igindeki anlamlilik
ise Bonferroni testi ile karsilagtirllmistir. p’nin <0.05 oldugu degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Davrams Testleri Sonuclari
4.1.1. STT sonuglari
Deney gruplarinin STT’de degerlendirilen siikroz tercih etme yiizdesi
(%) Tablo 3 ve Sekil 11°da verilmistir. Gruplar arasinda siikroz tercih etme yiizdesi

(%) agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Tablo 3. Gruplarin STT Degerleri

Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme
Stikroz Tercih Yiizdesi 72.18+1.91 65.25+5.71 71.06+1.33

(%)

Gruplar arasinda siikroz tercih etme yiizdesi (%) agisindan istatistiksel olarak

anlamli farklilik saptanmamustir.

Siikroz Tercih Testi

Kontrol KSH + Cevresel
Zenginlegtirme

ylizde (%)
~N ~
o (6,

(=)
(]

Sekil 11. Tiim gruplarin Siikroz Tercih Testi’nde siikroz tercih yiizdesi (%). Sonuglar

Ortalama =+ SE olarak gosterilmistir.
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4.1.2. FST sonuglan

Deney gruplarinin FST’de degerlendirilen hareketsizlik siiresi Tablo 4 ve
Sekil 12’de verilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir. Hareketsizlik siiresinde KSH uygulanan siganlarda FST ile Olgiilen
hareketsizlik siiresinin kontrol grubu ve g¢evresel zenginlestirme uygulanan KSH
grubuna gore arttig1 gozlenmistir. Cevresel zenginlestirme ortamina maruz birakilan
KSH uygulanan siganlarda deprezyon benzeri davranisin gosteren hareketsizlik

stiresi KSH grubuna goére anlamli 6l¢iide azalmistir. (p<<0.05)

Tablo 4. Gruplara ait FST’de Hareketsizlik Stiresi

Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme
Hareketsizlik Siiresi (sn) 3.2+1.49 31.88*+2.16 17.25%#£2.7

* Kontrole, # kronik serebral hipoperfiizyon grubuna gore farkliligi gostermektedir.

Zorlu Yiizme Testi
%

330 -

10 [
5

0 .
Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme

Sekil 12. Tiim gruplarin FST de hareketsizlik siireleri (sn). Sonuglar Ortalama + SE
olarak gosterilmistir. KSH sonrast FST’de hareketsizlik siiresinde artis oldugu
gozlenmektedir. *Kontrole, # kronik serebral hipoperfiizyon grubuna gére anlaml

farklilig1 gostermektedir (p<0.001).
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4.2. BDNF Sonugclari
Deney gruplarinin BDNF degerleri Tablo 5’de verilmistir. Gruplar arasinda
BDNF degerleri acisindan korteksde istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmezken, hipokampiisde KSH sonrasi azalma saptanmuistir.

Tablo 5. Gruplarin BDNF Sonuglari (ng/ml)

Kontrol KSH KSH + Cevresel

Zenginlestirme
Hipokampus 3.05£0.27*  2.394+0.14 3.01+0.19*
Kortex 1.96+0.11 1.89+0.15 1.94+0.13

4.2.1. Hipokampiis BDNF sonuclari

Tiim gruplarin hipokampiisden alinan doku orneklerinde BDNF degerleri

Sekil 13’de gosterilmektedir.

3,50 " Hipokampiis BDNF
:

3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

ng/ml

Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlegtirme

Sekil 13. Tiim gruplarin hipokampiisden alinan doku 6rneklerinin BDNF (ng/ml yas
doku) diizeyleri. Sonuglar Ortalama + SE olarak gosterilmistir. * KSH grubuna gore
anlamhilig1 gostermektedir. KSH hipokampiisiinde BDNF diizeylerinde azalmaya
neden olurken, Cevresel zenginlestirme ile BDNF diizeylerindeki bu azalma

engellenmistir (p<0.05).
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2VO’dan 30 giin sonra hipokampal alanlarda BDNF diizeylerinin azaldig
gozlenmistir. Bu azalma kontrol ve cevresel zenginlestirme yapilan gruplarla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Cevresel zenginlestirme
hipokampiisde BDNF diizeylerinin kontrol seviyelerinde korunmasinda etkili

olmustur.
4.2.2. Korteks BDNF sonuclari

Tiim gruplarin korteksten alinan doku 6rneklerinde BDNF degerleri acisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (Sekil 14) (p>0.05).

2,00 Korteks BDNF

1,98
1,96
1,94
1,92
1,90
1,88
1,86
1,84

|

ng/ml

Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme

Sekil 14. Tiim gruplarin korteksten alinan doku 6rneklerinin BDNF (ng/ml yas doku)
diizeyleri. Sonuglar Ortalama + Standart Hata olarak gdsterilmistir. Gruplar arasinda
anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05).

4.3. IL-1B Sonuclar:

Deney gruplarmna ait IL-1p degerleri Tablo 6’da verilmistir. Gruplar arasinda

IL-1PB degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir (p<<0.05).
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Tablo 6. Gruplara ait IL-1p Sonuglari (pg/ml)
Kontrol KSH KSH + Cevresel

Zenginlestirme

Hipokampus 943.58+113.74* 1303.13+113.24 1097.37+13.61*

Kortex 1132.36+£34.51  1210.94£113.71 1141.96+49.88

* KSH grubuna gore anlamli farklilig1 gdstermektedir.
4.3.1. Hipokampiis IL-1p sonuclari

Hipokampiisdeki IL-1B diizeyleri KSH grubunda diger gruplarla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Cevresel
zenginlestirme uygulamasinin IL-1f diizeylerini azaltmada etkili olmustur (Sekil 15)

(p<0.05).

1600 Hipokampis IL-13

1400 T
1200
1000
E 800
& 600
400
200

Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme

Sekil 15. Tiim gruplarin hipokampiisden alinan doku 6rneklerinin IL-1B (pg/ml yas
doku) diizeyleri. Sonuglar Ortalama + SE olarak gosterilmistir. * KSH grubuna gore
anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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4.3.2. Korteks IL-1p sonuclar:

Tim gruplara ait korteksten aliman doku Orneklerinde IL-1B degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (Sekil 16) (p>0.05).

1260 Korteks IL-18

1240
1220
1200
1180

£1160

3

°1140
1120
1100
1080

Kontrol KSH + Cevresel
Zenginlestirme

Sekil 16. Tiim gruplarin korteksten alinan doku 6rneklerinin IL-1B (pg/ml yas doku)
diizeyleri. Sonuglar Ortalama + SE olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda anlamli

farklilik saptanmamustir (p>0.05).
4.4. Kaspaz-1 Sonuclari

Deney gruplara ait kaspaz-1 degerleri Tablo 7°de verilmistir. Gruplar arasinda
kaspaz-1 degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmistir

(p<0.05).

Tablo 7. Gruplarin kaspaz-1 Sonuglari (ng/ml)

Kontrol KSH KSH + Cevresel

Zenginlestirme
Hipokampus 2.28+0.12*  2.65+0.08 2.28+0.06
Kortex 2.39+0.15 2.55+0.14 2.56+0.12

* KSH gore anlamli farklilig1 gostermektedir.
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4.4.1. Hipokampiis kaspaz-1 sonuclari

Hipokampiisdeki kaspaz-1 diizeyleri KSH grubunda diger gruplarla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli arttigi tespit edilmistir. Cevresel
zenginlestirme uygulamasindan sonra kaspaz-1 diizeylerindeki azalmanin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 17) (p<0.05).

Hipokampiis Kaspaz-1

T

3,00
2,50 *

Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme

Sekil 17. Tim gruplarin hipokampiisden alinan doku 6rneklerinin kaspaz-1 (ng/ml
yas doku) diizeyleri. Sonuglar Ortalama + SE olarak gosterilmistir. * KSH grubuna
gore anlaml farkliligi gostermektedir (p<0.05).

4.4.2. Korteks kaspaz-1 sonuglari

Tim gruplarin korteksten almman doku Orneklerinde kaspaz-1 degerleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (Sekil 18) (p>0.05).
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2,65 Korteks Kaspaz-1

2,60
2,55
2,50
E 2,45
22,40
2,35
2,30
2,25
Kontrol KSH KSH + Cevresel
Zenginlestirme
Sekil 18. Tim gruplarin korteksten alinan doku orneklerinin kaspaz-1 (ng/ml yas
doku) diizeyleri. Sonuclar Ortalama + SE olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda

anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Calismamizda KSH’nin IL-1p ve kaspaz-1 diizeylerinde artis ile birlikte zorlu
ylizme testinde immobilite siiresinde artis ile karakterize olan depresyon benzeri
davraniga neden oldugu tespit edildi. Cevresel zenginlestirmenin KSH sonrasinda
hipokampiisde BDNF diizeylerini artirdigi ve IL-1B, kaspaz-1 ve depresyon benzeri
davranig azalttig1 goriildii.

KSH yaslanma ve AH’da siklikla gozlenen kognitif fonksiyon bozukluklar ile
iliskili orta diizeyde iskemi ile karakterize olan bir durumdur. AH’nin yanisira VaD
kognitif fonksiyon bozukluklarmmin en sik goriilen klinik sendromu olarak kabul
edilmektedir. VaD gelisimi hipoksi, iskemik ve hemorajik beyin hasar1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla tetiklenmektedir (131). 2VO yontemi serebral kan
akiminda 6nemli Ol¢iide azalma ile KSH olusturarak deneysel VaD modeli olarak
siklikla kullanilmaktadir (6, 132). Uzun siireli kan akiminda azalma SOR iiretimi,
noroinflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, néronal apoptoz, sinaptik disfonksiyon,
norotrofik  faktorlerde azalma, beyaz cevher hasari, AP birikimi ve tau
hiperfosforilasyonunu igeren patolojik degisikliklerle sonuglanir (132, 133, 134, 135).

Depresyon geriatrik popiilasyonda en sik karsilagilan problemlerden biridir
(161). Yaslilikda gozlenen depresyon ve vaskiiler patofizyoloji arasindaki iliskiyi
vurgulayan vaskiiler depresyon hipotezi Onerilmistir. Yagh bireylerde gozlenen
depresyon semptomlarinin serebrovaskiiler hastalik, koroner arter hastaligi ve aorta
ateroyosklerozu ile iligkili oldugu ortaya konmustur (159, 160). 2VO sonrasinda
serebral kan akimi aniden diiser daha sonra yavas olarak toparlanir. Boylece
hipoperfiizyonun ilk aylarinda bu hayvanlarda davramis degisiklikleri geligebilir
(161).

Cevresel zenginlestirme farkli yerlerde degisik sekil ve biiytikliikte objelerin
kafes i¢ine yerlestirilmesi ile sosyal ve fiziksel uyarilarin artirilmasi igermektedir.
Deney hayvani igin standart cevre kosullarina gore g¢evresel zenginlestirmenin
duygu, motor fonksiyon, 6grenme ve hafiza gibi ndronal plastisitenin artmasi ile
iligkili davraniglarin gelistirilmesine hem saglikli hem de noérodejeneratif hastalik
modellerinde yardimci oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda hipokampal
norogenezin ve dendritik bliylime artisinin gevresel zenginlestirme ile kognitif ve
motor  fonksiyonlarin  gelistirilmesinde rol oynayan mekanizma olarak

tanimlanmasii saglamistir (168). KSH sonrasinda beyin BDNF diizeylerinin ve
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O0grenme-hafiza performansinin azaldigi ve bu degisikliklerin ¢evresel zenginlestirme
ile dnlenebildigi gosterilmistir (169).

Deney hayvanlarinda depresyon benzeri davranisi test etmek igin farkli
davranis testleri kullanilmaktadir. Bunlarin i¢inde 6diil temelli test olan siikroz tercih
testi ve umutsuzluk temelli olan FST yer almaktadir (162). Siikroz tercih testinde
azalmis siikkroz tercihi depresyon modelinde anhedonia olarak yorumlanir.
Calismamizda 2VO yapilan si¢anlarda siikroz tercihinde azalma olmasi beklenmistir.
Ancak siikroz tercih testinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Lee ve arkadaslar1 (2014) KSH olusturulan sigcanlarda siikroz
tercihinin erken doneminde gozlenmedigini ve hipoperfiizyondan 3 ve 6 ay sonra
tercihin arttifini bulmuslardir. Bu artisin yeme davranisindan temel sorumlu alan
olan hipotamusdaki kan akiminin azalmasina bagli yeme davranisi degisikligi ile
olusabilecegini bildirmislerdir (161).

Depresyonla iliskili olarak hipokampal alanda BDNF miktar1 da
degerlendirilmistir. Hipokampiis 6grenme ve hafiza ile iligkili bir alan olmakla
beraber bu limbik yapiin depresif ruh hali modiilasyonunda, bilgi islemede ve
depresif davranigin olusturulmasinda daha etkin bir rol oynadigi giderek daha
belirgin hale gelmistir (163). Depresyonda IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerin
artisinin yani sira BDNF diizeylerinde azalmanin oldugu da bildirilmektedir (152).
Norotrofin hipotezine gore hipokampiis, amigdala ve prefrontal korteksde BDNF nin
azaldig1 ve bunun da noronal apoptoz ve depresyona neden oldugu one siiriilmektedir
(154). Depresyonda BDNF ve reseptoriiniin miktarin azaldigi kanitlanmistir (155).
BDNF reseptoriine baglanarak nodronlarin yagsamasi ve farklilagmasina etki eder.
IL-1B uygulamasi ile olusturulan depresyon modelinde beyinde BDNF miktarinda
azalma saptanmustir (156). KSH nin hipokampal alanda BDNF azalmamasina neden
oldugu gosterilmistir (157). Calismamizda KSH sonrasinda hipokampal alanda
BDNF seviyelerinde azalmanin oldugu ve g¢evresel zenginlestirme ile bu azalmanin
engellendigi gozlenmistir. BDNF seviyesindeki azalmanin oldugu KSH yapilan
grupta FST’de immobilite zamaninda artma ile birlikte oldugu goriilmektedir. Elde
edilen bu bulgular Sun ve arkadaslarinin (2010) cevresel zenginlestirmenin KSH
sonrast BDNF seviyelerini artirdigini tespit etmislerdir. Bizim bulgularimiz da bu
calisma ile benzerlik gostermektedir (169). Ayrica ¢evresel zenginlestirmenin kronik
strese maruz birakilan siganlarda depresif davramisi azaltmada etki oldugu

saptanmistir (164). Cevresel zenginlestirmenin depresif davranis1i azaltic1 etki
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mekanizmast tam aydmlatilamamigtir. Shen ve arkadaglart (2019) c¢evresel
zenginlestirmenin depresif davranisi azaltici etkisinin dendritik dallanmalar, sinaptik
plastisitede rol oynayan sinaptik proteinlerin ve BDNF yapimini etkileyerek ortaya
cikardigimi bildirmektedirler (164). Bizim calismamizda KSH uygulanan grupta
hipokampal alanda ¢evresel zenginlestirme ile BDNF seviyelerin korunmasinin
depresif davranigi azaltmada etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Daha onceki ¢alisgmalar KSH’nin inflamatuar glial hiicre aktivasyonuna neden
olarak cesitli inflamatuar reaksiyonlara (135, 136) ve sonucgta kognitif fonksiyon
bozuklularma neden oldugunu gostermislerdir (137). KSH mitokondriyal
disfonksiyon, protein sentez inhibisyonu ve oksidan-antioksidan dengesindeki
bozuklukla oksidatif hasara neden olur. Yaslanma ve AH’da gibi pek nérodejeneratif
hastalikda gozlenen kognitif fonksiyon bozuklugunun oksidatif hasarla yakindan
iligkili oldugu bulunmustur (138, 139). KSH ile olusan hasarda aktive olan
mikroglialar, astrositler, kemokinler, sitokinler ve diger mediatorler nemli rol oynar.
KSH sonrasi beyin dokusunda oksidan, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
miktarmin arttigr bulunmustur (140, 141). KSH sonrasi aktive olan inflamatuar
cevapta amiloid B olusumunun ve tau hiperfosforilasyonun katkida bulunabildigi
tizerinde durulmaktadir. Beyinde inflamatuar cevap yabanci maddelerin ve yash
hiicrelerin ortamdan kaldirilmast i¢in gerekli olmasmna karsin uzun siireli
noroinflamasyon ndron ve sinaptik yapilarda bozulmalara, beyaz cevher hasarina,
norodejenerasyon ve kognitif bozukluklara neden olmaktadir (18, 142, 143).
Calismamizda daha 6nceki galismalarin sonuglarina benzer sekilde KSH sonrasinda
hipokampal alanda IL-1B ve kazpaz-1 seviyelerinde artisin oldugu saptadik (144).
IL-1B mikroglia, astrosit, endotel hiicreleri, ndron ve dokuya gelen I8kositler
tarafindan 31 kDa agirliginda biyolojik olarak inaktif pro- IL-1B olarak
sentezlenmektedir. Pro- IL-1B, kaspaz-1 ile IL-1B converting enzyme (ICE) 17 kDa
agirh@inda biyolojik olarak aktif IL-1B’ya doniistiriilir. Kazpaz-1 aktivitesinin
kontrolii bu proinflamatuar sitokinin sentezi i¢in hiz sinirlayici basamagi
olusturur(145, 146). Cesitli ndrodejeneratif hastaliklarda beyinde IL-1B seviyesinin
artisinin norodejenerasyonla iligkili oldugu ortaya konmustur (146). Sitokinler bir
dongii i¢inde daha fazla astrosit ve mikroglial hiicreyi aktive ederek daha fazla
inflamatuar molekiiliin sentezine neden olur. Ayrica sentezlenen inflamatuar
molekiiller monosit ve lenfositlerin beyine gociine neden olarak ndroinflamasyonun

artisina  katkida bulunurlar. Astrositlerde IL-1f yapiminin artiginin - amiloid
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B yapimina neden oldugu saptanmistir. Ayrica IL-1B’nin tau fosforilasyonu artirarak
norofibriler yumak olusumuna katki sagladigi da bildirilmektedir (147). AH fare
modelinde IL-1fB sinyalinin inhibisyonu ile beyinde inflamatuar cevabin azaldigi,
kognitif fonksiyonlarin korundugu, tau patolojisinin ve fibriler amiloid B yapiminin
azaldig1 gosterilmistir (148).

Cesitli klinik calismalarda depresyonu da i¢eren noropsikiyatrik hastaliklarin
patogenezine IL-1 B’nin rol aldigi belirtilmektedir (149). Son zamanlarda artan
sayida yapilan deneysel calismalarla depresyon benzeri davranis ve proinflamatuar
sitokinler arasinda bir baglanti oldugu, IL-1B’nin depresyon modeli yapilan sigan
beyninde arttig1 ortaya konmustur (150, 151, 152, 153). Bu bulgularla benzer
sonuclar insan ¢alismalarinda gosterilmistir ve depresyonlu hastalarin plazma ve bazi
beyin alanlarinda proinflamatuar sitokinlerin miktarinin arttig1 saptanmistir (149). Bu
calismada KSH yapilan sicanlarin hipokampal alanlarinda IL-1B ve kaspaz-1
seviyesinde artigin oldugu ve bununda FST testinde immobilite siiresinde artma ile
iligkili oldugu gozlenmistir. Bu sonu¢lar KSH’nin hipokampal alanda IL-1P ve
kaspaz-1 seviyesini artirarak depresyon benzeri davranisin olusumunda etkili
oldugunu gostermektedir. Cesitli caligmalarda gosterildigi gibi deney hayvanlarinda
depresyon benzeri davranis ile IL-1 diizeylerinin iligkili oldugu bizim ¢alismamizda
da gozlenmistir. Hase ve arkadaslarinin (2017) yaptiklar1 calismada cevresel
zenginlestirmenin mikroglia ve astrositlerin aktive olmalarmi azalttigi bulunmustur
(165). Bilindigi gibi aktive olan mikroglialar proinflamatuar sitokinleri, SOR ve
protezlarin aktivasyonu ile noronal hasari artirict yonde etki gosterirler (165).
Cevresel zenginlestirme ile depresyon benzeri davranis hem de hipokampal alanda
IL-1B ve kaspaz-1 diizeylerinin azaldigi tespit edilmistir. Hipokampal alanda
cevresel zenginlestirme ile inflamatuar cevabin azaltilmasi depresif davranisi

engellemede etkili bir faktor olarak géormekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Hipokampiis pek ¢ok major ndropsikiyatrik hastalikta dnemli rol oynar ve
CAL1 alam entorinal korteks ile baglantilidir. FST testinde degerlendirilen immobilite
stiresinin artmas1 depresif davranis olarak yorumlanmaktadir. KSH ile beyinde
olusan patolojik  degisiklikle cogunlukla hipokampiisde  gdzlenmektedir.
Hipokampiisde sinaptik kayiplar KSH ile olusan 6grenme ve hafiza bozukluklarinin
temelini olusturmaktadir (167). Ayrica hipokampal alanda sinaptik ve hacim
azalmasi depresyonda gozlenen bir durumdur (166). Calismamizda KSH sonrasi
depresif davranisin gelisiminde hipokampal alanda BDNF diizeylerinin azalmasi, IL-
1B ve kaspaz-1 artis1 ile etkilendigini bilinen sinaptik fonksiyon bozukluklarinin
etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Ciinkii CA1l alami stres ve hasara son derce
duyarlidir ve bu alanin hacim ve fonksiyonu BDNF ile etkilenmektedir. BDNF
depresyonla yakindan ilgili olan ruh durumu ve noronal fonksiyonlarin
korunmasinda kritik etkiye sahiptir (158). Proinflamatuar faktorler de sinaptik
plastisite ve dendritik dallanmay1 degistirerek nérogenezisi azaltict ve ndronal
fonksiyon ve yapida smirlayici etkilere sahiptirler. Calismamiz sonrasinda elde
edilen sonuglara gore cevresel zenginlestirme depresyonla yakindan iligkili olan
hipokampal alanda BDNF diizeylerinin korunmasi ve inflamataur sitokin yapiminin

azaltilmasi yoluyla antidepresant etki gosterdigini sdyleyebiliriz.
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