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OZET

Serebral iskemi diinya genelinde tigiincii 6liim ve birinci morbidite sebebidir.
Serebral iskemi/reperfiizyona (I/R) her yil yiiz binlerce insan maruz kalmakta ve bu
hastalarin %45’i 6zel tibbi destek almadan iyilesememektedir. Serebral I/R, agir
ogrenme ve hafiza bozukluguna sebep oldugu icin calismamizda hipokampal hasar
iizerindeki etkisi incelenmistir. Antioksidan ve hafiza gelistirici 6zellikleri sebebiyle
aclik hormonu olarak adlandirilan ghrelin tedavi edici ajan olarak secilmistir.

Calismamizda 80 adet 3 aylik Wistar erkek sican, her grupta 20 hayvan
olacak sekilde rastgele boliinerek sham (SHAM), ghrelin (GHR), iskemi/reperfiizyon
(I/R) ve iskemi/reperfiizyont+ghrelin (I/R+GHR) gruplar1 olusturulmustur. Deney
siiresi boyunca SHAM grubuna ameliyat sonrasinda 3 giin boyunca serum
fizyolojik, GHR grubuna ameliyat yapilip 3 giin boyunca ghrelin, I/R grubuna I/R
uygulanip 3 giin boyunca serum fizyolojik ve I/R+GHR grubuna I/R uygulanip 3 giin
boyunca ghrelin intraperitoneal olarak verilmistir. Ameliyat sonrasi 24. ve 48.
saatlerde Y labirent ve acgik alan testleri uygulanmis, 72. saatte ise siganlardan kan
ornekleri almip beyin dokular1 ¢ikartilmistir. Iskemi/reperflizyon hasarmni gdstermek
amaciyla hematoksilen eozin boyamasi yapilmis, plazmada acile ghrelin ve deagile
ghrelin diizeyleri ile hipokampusta total oksidan kapasite (TOK), total antioksidan
kapasite (TAK), nitrit+nitrat, iINOS ve nNOS seviyelerine, bakilmstir.

I/R grubunun davranis testleri sonucunda &grenme ve hafizada bozulma
olustugu ve buna paralel olarak I/R grubunun hipokampal TOK degerlerinin SHAM
gruba gore arttig1 goriilmiistiir. I/R+GHR grubunun TOK degerleri ile SHAM ve
GHR gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamis, 6grenme ve hafiza
bozulmasinin I/R grubuna gore belirgin bicimde diizeldigi tespit edilmistir. Gruplarin
TAK degerleri arasinda anlamli fark bulunmamistir. Plazma ghrelin diizeyleri
incelendiginde GHR grubu plazma agile ghrelin diizeyinin SHAM gruba gore arttigi,
I/R+GHR grubu degerlerinin ise GHR ve I/R grubuna gore azaldigi goriilmiistiir.
SHAM, GHR ve I/R gruplarnin plazma deagile ghrelin seviyeleri arasinda fark
bulunmazken, I/R+GHR grubunun degerlerinin SHAM ve I/R grubuna gore anlamli
olarak azaldig1 saptanmistir. Hematoksilen eozin boyamasi sonucunda I/R grubunda
hipokampal ndron hasar1 olustugu, I/R+GHR grubunda hasarin azaldig1 gdzlenmistir.
GHR, I/R ve I/R+GHR gruplarinmn hipokampal nitrit+nitrat seviyeleri arasinda fark
goriilmezken, tiim gruplarin degerleri SHAM gruba gore artmustr. I/R grubunda
hipokampustaki iINOS ekspresyonu diger gruplara gore belirgin bigimde artmistir.
Hipokampal nNOS ekspresyonunun GHR, I/R ve I/R+GHR gruplarinda SHAM
gruba gore arttig1 gozlenmistir.

Sonug olarak calismamizda, global serebral I/R’nin total oksidan kapasiteyi
arttirmakla beraber 6grenme ve hafiza bozukluguna yol a¢tig1, ghrelinin serebral I/R
hasarmi tedavisinde fayda saglayabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Iskemi/Reperfiizyon, Ogrenme ve Hafiza, Nitrik Oksit, Ghrelin
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ABSTRACT

Cerebral ischemia is the third leading cause of death and first cause of
morbidity worldwide. Hundreds of thousands of people suffer from cerebral ischemia
reperfusion injury each year and approximately 45% of those patients cannot heel
without private medical aid. Since the most striking result of cerebral ischemia
reperfusion injury is learning and memory impairment, we focused on mechanisms
relating cerebral ischemia reperfusion injury to hippocampal damage. Ghrelin, so-
called hunger hormone, is used as a therapeutic agent in our study because of its
antioxidant and memory enhancing effects.

Eighty adult male Wistar rats were divided randomly into Sham (SHAM),
Ghrelin (GHR), Ischemia/Reperfusion (I/R) and Ischemia/Reperfusion+Ghrelin
(I/R+GHR) groups. SHAM group rats only underwent sham surgery, i.e. without any
vessel occlusion, and received saline daily for three reperfusion days. GHR group
rats also underwent sham surgery, additionally, they were administered ghrelin daily
for three days of reperfusion. I/R group rats were exposed to global cerebral
ischemia/reperfusion and given saline daily for three days of reperfusion. /R+GHR
group rats, however, both underwent global cerebral ischemia/reperfusion surgery
and received ghrelin daily for three days of reperfusion. Y-Maze and Open Field
tests were carried out at postischemic 24™ and 48™ hours. On the third reperfusion
day, blood samples and brains of the animals were collected. Plasma acylated ghrelin
levels, plasma unacylated ghrelin levels, total oxidant status (TOS), total antioxidant
status (TAS), nitrate + nitrite levels, iINOS and nNOS expressions in the hippocampi
were analysed.

Y-maze and Open Field test results revealed that cerebral
ischemia/reperfusion caused learning and memory impairment due to hippocampal
damage. Furthermore, ghrelin administration attenuated ischemia/reperfusion
induced cognitive impairment. High TOS levels of I/R group were in consistency
with hippocampal damage. Plasma acylated ghrelin levels were increased in GHR
group with respect to SHAM group and, I[/R+GHR group acylated ghrelin levels
were significantly decreased with respect to GHR and I/R groups. Unacylated ghrelin
plasma levels were dramatically decreased in [/R+GHR group in reference to SHAM
and I/R groups. Hippocampal nitrate+nitrite levels of GHR, I/R and I/R+GHR
groups were sharply increased with respect to SHAM group. iNOS expression in the
hippocampi of I/R group was markedly increased in reference to other groups.
nNOS levels of GHR, I/R and I/R+GHR groups were slightly increased in reference
to SHAM group.

In conclusion, our study clearly showed that cerebral ischemia/reperfusion

resulted in TOS increase coupled with cognitive impairment and ghrelin can be
proposed as a therapeutic agent for cerebral ischemia/reperfusion injury.

Key words: Ischemia/Reperfusion, Learning and Memory, Nitric Oxide, Ghrelin
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GIRIS
Serebral iskemi, serebral kan akisinin beynin tamaminda veya belirli bir
bolgesinde hasar olusturabilecek bicimde kritik bir esik degerin altina diismesi olarak
tanimlanmaktadir. Beyin dokusunda normal serebral kan akisi dakikada 50-75
mL/100g iken, 18 mL/100g seviyesine diistiiglinde iskemi, 10 mL/100g’in altina
distiigiinde ise noronal hiicre 6liimi gorilmektedir [1].

Serebral kan akisinin yeniden saglandigi reperfiizyon siirecinde, ndotrofil
gocii, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) artmasi,
serebral 6dem ve asir1 kan kayb1 gibi nedenlerle beyin hasar1 ortaya ¢ikmaktadir.
Reaktif oksijen tiirleri ve RNS’deki artis, oksidasyon ve hiicre dliimiinii tetikleyen
diger yolaklarla intraselliiler proteinlerde ve deoksiriboniikleik asitte (DNA) hasara
yol agmaktadir [1]. Her ne kadar ROS ve RNS normal metabolik siire¢lerde olugsalar
ve Oonemli fizyolojik mekanizmalarda yer alsalar da, oksidatif strese bagli olarak
fazla miktarda iiretildiklerinde hiicreye zarar vermektedirler [2]. Iskemi-reperfiizyon
hasar mekanizmalarmi ¢alismak i¢in pek ¢ok deneysel hayvan modeli
kullanilmaktadir. Kemirgenlerde uygulanan en temel iki in vivo model; global iskemi
ve fokal iskemidir [3]. Global iskemi, serebral kan akisinin beynin tamaminda, fokal
iskemi ise serebral kan akiginin beynin belirli bir bolgesinde azalmasidir. Siganlarda
global iskemi olusturmak i¢in dort damar okliizyon modeli veya iki damar okliizyon
modeli kullanilmaktadir. Bu hayvan modellerinde, hipokampus CAl piramidal
noronlarmin, striatumdaki ndronlarin, serebellum purkinje hiicrelerinin iskemik
hasara duyarli oldugu ve bu néronlarda 6liimlerin meydana geldigi gosterilmistir [1].

Iskemik ndron Sliimleri genelde iskemiden giinler sonra gerceklesir ve buna
ertelenmis néron Slimii denir. Noron Sliimiindeki bu gecikme beynin etkilendigi
bolgeye ve iskeminin uygulanma siiresine gore degiskenlik gostermektedir. Bazi
durumlarda ertelenmis néron 6liimii gilinler ya da haftalar alirken bazilarinda ise bir
kac¢ saat veya daha kisa zamanda olusur [4, 5]. Her néron popiilasyonunun iskemiye
kars1 duyarliig: farklidir [6]. Ornegin; 5 dakikalik global iskemi CA1 bdlgesindeki
piramidal néronlarin hemen hemen tamaminda ertelenmis ndéron 6liimiine yol agip
diger noronlar1 etkilemezken, 20 dakikalik iskemi CA3 bdlgesindeki ndronlarda
O0lime neden olmus, fakat hipokampustaki dentat graniil hiicrelerine ve CAl
bolgesindeki ara noronlara etki etmemistir [7, 8]. Daha once belirtildigi gibi
hipokampusun CA1 bolgesindeki piramidal noronlar, serebral iskemiye karsi en
duyarli olan ndronlardandir. Bilindigi ilizere hipokampus, karmasik (dekleratif)
hafizanm depolandig1 ve hafizanin pekistirildigi kortikal beyin bdlgesidir [9]. Iskemi
sonrasinda CA1 piramidal noronlarimin 6liimii uzaysal (spatial) 6grenme ve hafiza
gibi hipokampus bagimli beyin fonksiyonlarinda ciddi kayiplara yol agmaktadir [10].
Uzaysal hafiza yer, yon ve uzaysal ipuglarmin 6grenilmesi ve daha sonra
hatirlanmasin1  gerektiren bir siirectir [11]. Kemirgenlerde uzaysal hafizanin
degerlendirilmesinde T-labirent ve Y-labirent testleri kullanilmaktadir [12]. Gegici
global serebral iskemi uygulanan siganlarda Y-maze testi ile hafizada bozulma



oldugu ve hipokampus CA1 bdlgesinde lipid peroksidasyonun arttigi tespit edilmistir
[13].

Hipokampustaki noronal yolaklarin yiiksek frekansli (100Hz) uyarilmasi
sinaptik etkinlikte uzun siireli artisa neden olmakta ve bu elektrofizyolojik olaya
uzun siireli gliclenme (LTP) denmektedir. Hafizanin temeli olarak bilinen LTP,
aktivite bagimli sinaptik plastisitenin bir formudur [14]. Beyinde bir ¢ok yolakta LTP
olusur ve LTP olusumunda primer mekanizma N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorlerinin aktivasyonudur. N-metil-D-aspartat reseptorlerinin aktivasyonu i¢in
presinaptik membrandan salinan glutamatin reseptore baglanmasi ve AMPA (a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol  propionik  asit) reseptor aktivasyonu
araciligiyla yeterli postsinaptik depolarizasyonun olusmas1 gerekmektedir [15]. N-
metil-D-aspartat reseptorlerinin  aktivasyonu ile olusan hiicre ic¢i kalsiyum
diizeyindeki artis LTP’y1 baslatan olaydir. Kalsiyum girisi G-protein aracili
metabotrofik glutamat reseptorlerinin aktivasyonunu da arttirir ve IP3 (inozitol-tri-
fosfat) sistemi yoluyla hiicre i¢i depolardan kalsiyum salinmasina neden olur [14].
Postsinaptik néronda kalsiyum seviyesinin yiikselmesi protein kinaz C (PKC) ve
kalstiyum/kalmodulin kinaz II (CaMKII) enzimlerinin aktivasyonuna neden olur.
Kalsiyum/kalmodulin kinaz II nitrik oksit sentaz (NOS) enzimlerini aktive ederek
nitrik oksit (NO) olusmasini saglar. Nitrik oksit postsinaptik nérondan diflizyon yolu
ile presinaptik norona gegerek daha fazla glutamatin sinaptik aralia salimmasima
neden olur [16].

Nitrik oksit, L-Arjinin ve oksijenden (O,) NOS enziminin kataliziyle tiretilir
ve yan {iriin olarak da sitrulin ortaya ¢ikar. Nitrik oksit organizmada farkli hiicre
tiplerinde ii¢ ayr1 NOS ile olusturulur. Bu izoformlar néronal NOS (nNOS-Tipl),
endotelyal NOS (eNOS-Tipll) ve indiiklenebilir NOS (iNOS-Tiplll) olarak bilinir
[17]. Noronal NOS merkez ve periferik sinir sistemi hiicrelerinde goriiliir,
aktivasyonu CaMKII bagimhidir. Noronal nitrik oksit sentazin  merkezi sinir
sisteminde dagilimi homojen degildir; serebellum, serebral korteks, hipotalamus,
hipokampus ve amigdalada daha fazla miktarda bulunur. Endotelyal NOS damar
endotel hiicrelerinde bulunur ve nNOS gibi CaMKII bagimli aktiviteye sahiptir.
Noronal NOS ve eNOS konstitiitift NOS (cNOS) olarak da adlandirilirlar.
Indiiklenebilir NOS ise makrofaj hiicrelerinde bulunur ve ¢NOS’tan farkli olarak
aktivitesi CaMKII bagimli degildir [18].

Deneysel serebral iskemi ¢aligmalar1 sonucunda, hasar sonrasi ekspresyon
modellerinin farkli olmasma ragmen, biitin NOS izoformlarinda artis (up-
regililasyon) gozlenmistir [19-21]. Sicanlarda gecici iskemi uygulamasi korteksteki
nNOS immiinoreaktif néronlarda ilk 15 dakikada belirgin bir artisa ve takip eden 24
saat boyunca da ekspresyonun devamina sebep olmustur [19]. Kalic1 iskemide ise
iskemik c¢ekirdegin serebral damarlarinda eNOS ekspresyonu 24 saatte maximal
degere ulasmustir [20]. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonu da yerlesik ve
gdcen hiicrelerde iskemiye cevap olarak indiiklenmistir [20, 21]. Indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz indiiksiyonunun eNOS ve nNOS ekspresyonundan daha sonra olugmasi
iINOS'un erken hasara katkisinin olmadigini gostermektedir. Deneysel serebral
iskemi modellerinde NO donérleri ve NOS inhibitorleri uygulanarak cesitli



calismalar yapilmis ve bir takim sonuglar elde edilmistir. Ornegin, fokal iskemiyi
takiben uygulanan NO prekiirsoriiniin damarlarda dilatasyon yaparak serebral kan
akismni siddetlendirdigi ve infarkt hacminde azalmaya yol a¢tig1 tespit edilmistir [22,
23]. El Eter ve arkadaslarmin [24] yaptig1 gastrik iskemi ¢aligmasinda ise iNOS
ekspresyonunu azaltan bir ajan olarak ghrelin kullanilmis ve I/R’ye bagh gastrik
hasarin hafifledigi tespit edilmistir.

Ghrelin ; 28 amino asitten olusan agillenmis bir peptid hormondur ve biiyiime
hormonu sekretagog reseptoriiniin (GHSR) endojen ligandi olarak ilk defa 1999°da
tanimlanmistir [25]. Ghrelinin biiylik bir kism1 midede iiretilirken, geri kalan kism1
da ince barsak, pankreas, hipofiz bezi, bobrek ve plasentada tretilmektedir [26].
Yapilan calismalarda si¢anlarin midelerinin asit tireten kismini aldiktan sonra
dolasimda bulunan ghrelin miktarmin %80 azaldig1 belirlenmistir [27]. Iskemi
reperflizyon hasarinda ghrelinin iINOS ekspresyonunu azaltmasmin yani sira
antioksidan aktivitesinin de oldugu diisiiniilmektedir. El Eter ve arkadaslar1 [24]
periferal ghrelin uygulamasinin gastrik iskemide ROS {iretimini inhibe ettigini
bildirmiglerdir. Ghrelinin ROS iiretimini nasil inhibe ettigine dair mekanizmalar
heniiz aydmlatilmamis olup ROS fliretiminde gorev alan bazi enzimleri bloke ederek
bu etkiyi gerceklestirdigi diisiiniilmektedir . Ayrica barsak I/R’si olusturulan bir
calismada plazma ghrelin diizeyinin azaldigi tespit edilmistir [28]. Global beyin
I/R’sinde plazma ghrelin diizeylerinde degisim olup olmadig1 ise bilinmemektedir.

Iskemi reperfiizyonun Ogrenme iizerine olan etkileri gdz Oniinde
bulundurularak, iskemiye bagli 6grenme ve hafiza degisikliklerinde ghrelinin
etkisinin olup olmadigma dair bir caligma yapilmamistir. Daha Once yapilan bir
calismada I/R hasarma bagli hipokampal apoptozisin ghrelin tedavisi ile diizeldigi
gosterilmis, ancak literatiirde mekanizma ile ilgili bilgiye rastlanmamistir [29, 30].
Bu bilgilerin 15181 altinda, projemizde asagidaki amacglarin gergeklestirilmesi
planlanmistir:

1. Global beyin I/R hasarina bagl uzaysal hafiza degisiklikleri ve ghrelinin etkileri
ogrenme deneyleri ile degerlendirilecek,

2. Global beyin I/R’si olusturulan siganlarda plazma ghrelin diizeylerine bakilacak
ve ghrelin diizeyi ile 6grenme deneyleri arasindaki iliski degerlendirilecek,

3. Ghrelinin hipokampustaki olas1 etkilerinde iINOS ve nNOS’un roliiniin olup
olmadig1 saptanacak,

4. Beyin I/R’sinde oksidan ve antioksidan kapasite degisikliklerinde ghrelinin etkisi
ve 6grenme parametreleri ile iliskisi ortaya konacaktir.



GENEL BiLGILER

2.1. iskemi Reperfiizyon
2.1.1 iskemi Reperfiizyon Hasar

Bir organ ya da dokuya gelen kan akimmin kesilmesine iskemi, etkilenen
alanin tekrar kanlanmasina reperfliizyon denmektedir. Iskemi-reperfiizyon hasari
inme, miyokardiyal enfarktiis, sok, organ cerrahisi ve organ transplantasyonu
sonrasinda onemli problem olusturmaktadir [31].

Serebral iskemi, serebral kan akisinin beynin tamaminda veya belirli bir
bolgesinde hasar olusturabilecek bigimde kritik esik degerin altina diismesi olarak
tanimlanmaktadir. Beyin dokusunda normal serebral kan akis1 dakikada 50 — 75
mL/100g iken, 18 mL/100g seviyesine diistiiglinde iskemi, 10 mL/100g’in altina
distiigiinde ise noronal hiicre o6liimii goriilmektedir [1]. Serebral iskemi diinya
genelinde {igiincli mortalite sebebidir ve akut fazda mortalite orami %20
diizeyindedir. Serebral iskemik ataga maruz kalan kisilerin %40’1 yasamlarini
sirdiirmek icin  kisisel bakim destegi almakta, %25’1 1ise yardimsiz
yiliriyememektedir [32].

Serebral iskemi temel olarak iki sekilde incelenmektedir. Bunlar; global
serebral iskemi ve fokal serebral iskemidir. Global serebral iskemi beynin tamaminda
kan akisinin azalmasi iken, fokal iskemi kan akisinin beynin belli bir béliimiinde
azalmasi olarak tamimlanmaktadir. Klinik olarak global iskemiye ventrikiiler
fibrilasyon veya 5 — 10 dakika siiren kardiyak arrest, fokal iskemiye ise
tromboembolik veya atherotrombotik vazo-okliisiv hastaliklar sebep olmaktadir.
Fokal serebral iskemide global iskemiden farkli olarak iskemik c¢ekirdek ve iskemik
penumbra bdlgeleri olusmaktadir. Iskemik ¢ekirdek serebral kan akismm ciddi
derecede azaldig1 (iskemik) odak bolgedir. iskemik penumbra ise iskemik cekirdegin
daha distalinde bulunan ve kollateral damarlar ile az da olsa beslenmeye devam eden
beyin dokusudur. Iskemik g¢ekirdekte major olarak nekrotik ndronlar bulunurken,
penumbrada apoptotik noronlarin daha fazla oldugu belirlenmistir [1].

Insanlarda olusan global serebral iskemi hasar mekanizmalarini
aydmlatabilmek amaciyla hayvanlarda pek c¢ok deneysel iskemi modeli
olusturulmustur. Bu modellerde en ¢ok kemirgenler kullanilmaktadir. Kemirgen
(gerbil, fare ve sican) kullanilmasinin sebeplerinden bazilari, maliyetin diisiik
olmasi, serebral hasarin tutarh bir bicimde tekrarlanabilmesi, transgenik tiirlerin elde
edilmesi ve iskemik beyin hasarmin spesifik mekanizmalarinin calisilabilmesidir.
Temel olarak iki deneysel serebral iskemi modeli bulunmaktadir. Bunlar fokal
serebral iskemi ve global serebral iskemi modelleridir [1],[3] .



Fokal Serebral Iskemi Modelleri

Pek c¢ok memeli tiiriinde fokal serebral iskeminin hemen hemen tiim
modelleri orta serebral arterlerden (middle cerebral artery — MCA) birinin
okliizyonunu igermektedir (Sekil 2.1) [33]. Fokal serebral iskemi modelinin global
serebral iskemi modellerinden ayrildig: iki farkli 6zellik mevcuttur. Birincisi, fokal
iskeminin ¢ekirdek bdlgesinde bile kan akisi global iskemiye nazaran oldukca
fazladir. Dolayisiyla, fokal iskemi modellerinde serebral hasar olusturabilmek i¢in
gereken iskemi siiresi global iskemi modellerinden daha uzundur. Ikincisi, fokal
iskemide lezyon farkli metabolik kosullar sebebiyle ¢ekirdekten penumbranin distal
simirina kadar belirgin farkliliklar gdstermektedir . Sonug olarak, uygulama siiresi ve
lezyon heterojenligi agisindan fokal iskemi global iskemi modelinden ¢ok daha
kompleks bir uygulamadir [3]. Giiniimiizde en sik uygulanan fokal serebral iskemi
modelinde MCA’nin proksimalinden okliizyon yapilmaktadir. Naylon bir siitur
karotid arter i¢ine yerlestirildikten sonra MCA dallanma noktasina kadar yiiriitiilerek
MCA’nin baslangi¢ noktasindan okliizyon saglanmaktadir [3, 34, 35].

Global serebral iskemi modelleri

Kemirgenlerde global serebral iskemi dort damar okliizyonu veya iki damar
okliizyonu teknikleriyle olusturulmaktadir. Dort damar okliizyonu tekniginde
vertebral arterlerin elektrokoagiilasyonundan hemen sonra veya 24 saat sonra arteria
carotis communis gegici olarak okliide edilmektedir (Sekil 2.1). 1ki damar okliizyonu
ise arteria carotis communisin gegici okliizyonunun yani sira arterial kan basincinin
40 — 50 mmHg diizeyine disiiriilmesiyle gerceklestirilmektedir. Gerbillerde global
serebral iskemi olusturulurken posterior kommunikan arterler gelismedigi igin,
sadece arteria carotis communis okliide edilmektedir. Her iki modelde de onbeyin
yapilarinda ileri derecede iskemi olusturulmaktadir [1],[3].
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2.1.2. iskemi Reperfiizyon Hasar Mekanizmalari

Iskemide noronal fonksiyonu etkileyen en temel faktdr adenozin trifosfat
(ATP) azalmasidir. Iskemi siirecinde oksijen ve glukozun azalmasi nedeniyle ATP
iretilememekte, ATP yoksunlugu ATP-bagimli iyon pompalarimi inaktive ederek
membran depolarizasyonuna neden olmakta ve transmembran iyon gradientleri
bozulmaktadir. Iyon gradientinin bozulmasi Ca®"nin ekstraselliiller ortamdan
intraselliiler ortama ge¢mesine neden olmakta ve selliiler proteazlar ve lipazlar aktive
olarak serebral doku hasarini baglatmaktadir [36].

Iskemiyi takip eden reperflizyon, serebral kan akisini diizeltirken, ndtrofil
gocli, ROS ve RNS’de artis, serebral 6dem gibi yollarla beyin hasarina neden
olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ve RNS’deki artis, oksidasyon ve hiicre 6liimiinii
tetikleyen diger yolaklarla beraber intraselliiler proteinlerde ve DNA’da hasara yol
acmaktadir [1]. Her ne kadar ROS ve RNS normal metabolik siire¢lerde olusup



onemli fizyolojik mekanizmalarda yer alsalar da, oksidatif strese bagli olarak fazla
miktarda iiretildiklerinde hiicreye zarar vermektedirler.

2.1.3. Serebral iskemi Reperfiizyonda Oksidatif ve Nitrozatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerin yiliksek miktarda molekiiler oksijene veya ROS’ye
maruz kalmasi ile olusan haraplayict etkinin antioksidanlarla dengelenemedigi
durumlar1 ifade etmektedir. Oksidatif stres, yaslanma, ateroskleroz, kanser,
norodejeneratif bozukluklar ve inme gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde yer
almaktadir [37]. Inme (Stroke) patogenezinde oksidatif stresin oldukca giiclii bir
etkiye sahip olmasi beynin ROS kaynakli hasara fazlasiyla duyarli olmasma
baglanmaktadir. Beynin bu duyarliligi, perokside olabilen lipid konsantrasyonunun
yiiksek ve protektif antioksidanlarin diisiik seviyede olmasi, fazla oksijen tiiketimi,
patolojik kosullarda prooksidan etki gosteren yliksek demir konsantrasyonu ve
dopamin, glutamat oksidasyonunu igeren ¢ok miktarda reaksiyonun olugmasina
baglanmaktadir [37]. Reaktif oksijen tiirleri, lipidler, proteinler ve niikleik asitler
gibi makromolekiilleri tahrip ederek hiicresel hasara ve 6liime yol agmaktadir [38].

Reaktif oksijen tiirleri oksijen metabolizmasinin dogal yan iirlinleridir.
Reaktif oksijen tiirleri, eslenmemis elektronlara sahip olduklar i¢in kararlt duruma
gecmeye calisan reaktif yapilardir. Normal kosullar altinda hiicre sinyalizasyonu,
mitojenik yanit indiiksiyonu, immiin savunma, apoptozis ve toksik bilesiklerin
kirilmas1 gibi fizyolojik siireclerde ROS pek cok yararli fonksiyona sahipken,
biyolojik stres ihtiva eden siireglerde ROS toksik seviyeye gelecek miktarda
birikerek hiicresel hasara ve fonksiyon kaybina yol agmaktadir [39]. Uzerinde en gok
durulan ROS siiperoksit anyonu (O;), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikalidir (OH" ) olup bu radikallerin simge ve elektron dagilimlar1 Tablo 2.1°de
goriilmektedir.

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin simgeleri ve elektron yapilari

Reaktif Oksijen Tiirleri Simgesi Elektron Yapisi
Siiperoksit radikali 0, - [ 00 ]
Hidroksil radikali -OH -O:H
2
Peroksit radikali o [ ~Q:0)- ]
Hidrojen peroksit H.0, H: é:.) 20:H
Singlet oksijen '0, . O:b

Stiperoksit anyonu oksidan hasarda rol oynayan primer reaktif oksijen
tiirtidiir. Dokularda O, olusumuyla sonuglanan pek c¢ok reaksiyon bulunmaktadir.
Stiperoksit anyonunun hiicresel kaynaklarindan bazilar1 hemoglobin, miyoglobin gibi
kiiciik molekiillerin oto-oksidasyonu, ksantin oksidaz (XO), NADPH oksidaz,



siklooksijenaz (COX) gibi oksidatif enzimler, mitokondriyal komponentler ve
doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur [40]. Siiperoksitin olusma hizi,
oksitlenebilir substrat konsantrasyonu, oksijen miktar1 ve antioksidan enzimlerin
aktivitesine baghidir. Iskemide primer O, kaynagi adenin niikleotidlerinin yikimiyla
olusan hipoksantindir. Ksantin oksidaz enziminin oksijen varliginda hipoksantini
kullanarak ksantin ve iirik asit olusturmasi esnasinda bol miktarda O,  agiZa
cikmaktadir [3] (Sekil 2.2).

AiP
ADP
AMP
=
m
o
“ Adenozin
Inozin
Ksantin Oksidaz Ksantin Oksidaz
v Hipoksantin /\ > Ksantin /\ » Urik Asit
0, o, 0, ()
¢ SOD ¢ SOD
H,0, H,0,
REPERFUZYON )

Sekil 2.2. Genel iskemi reperfiizyon hasar mekanizmasi

Stiperoksit anyonunun siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle dismutasyonu
veya oksijenin direkt indirgenmesiyle H,O, olusmaktadir (Sekil 2.2).

2 02'_ +2H" SOD H,O, + O,

Hidrojen peroksit, O,” ile reaksiyona girerek OH™ olusturmakta ve bu
reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu ad1 verilmektedir.

H,0, + O;" ———— «OH +OH + O,
Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat,
gecis metalleri, metal selatorler veya hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizli

olusur. Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Fenton reaksiyonlar1 ile de
Fe** varliginda H,O,’den en reaktif ROS’lardan biri olan OH" radikali iiretilmektedir.



02'_ + Fe+3 _— > Fe+2 +0,
Fe? + H,0,— 5 Fe™ + OH + «OH

Oksijen radikallerinin NO ile reaksiyonu sonucu ise RNS iiretilmektedir.
Ornegin, O, “nin NO' ile etkilesimi peroksinitroz asit (ONOOH) olusturmakta ve
ONOOH kendiliginden OH™ olusturacak bicimde dekompoze olmaktadir [41].
Iskemi reperflizyon hasarinda ROS’un yani sira RNS’nin de nitrozatif stres
olusturarak 6nemli rol aldig1 bilinmektedir.

0,” + NOO — ONOO + H'
ONOO + H" «— «OH + NO;’

Nitrozatif stres, protein yap1 ve fonksiyonlarini nitrozilasyonla degistiren
RNS iiretiminin artmis oldugu durumdur. Reaktif nitrojen tiirleri, ayni ROS gibi
normal kosullar altinda iiretilen fakat patolojik durumlarda iiretiminde artig goriilen
yapilardir. Inflamatuvar siireclerde immiin hiicreler O,” ve NO iiretirler. Ortamda
artan O,” ve NO" etkilesimiyle peroksinitrit (ONOQ"), nitrozonyum katyonu (NO")
ve nitrozil anyonu (NO") a¢i8a ¢cikmaktadir. Peroksinitrit reperfiize dokularda protein
tirozin rezidiilerini nitratlayarak 3-nitrotirozin (3-NT) olusmasini saglamaktadir.
Potent oksidan ajan olan bu yapilar DNA fragmantasyonuna ve lipid
peroksidasyonuna yol agarak hiicre hasar1 meydana getirmektedirler [40].

Nitrozatif stres olusumunda 6nemli bir ajan olan NO, L-Arjinin ve O,’den
NOS’nin kataliziyle iiretilmekte ve yan iirlin olarak da L-Sitrulin agiga ¢ikmaktadir
(Sekil 2.3). Olusan NO’nun yarilanma omrii 2—5 saniyedir.
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Sekil 2.3. NO iiretimi

Nitrik oksit sentaz enziminin 3 tipi mevcuttur. Bu izoformlar nNOS, eNOS ve
INOS olarak bilinmektedir [17] . Noronal NOS merkezi ve periferik sinir sistemi
hiicrelerinde goriiliir ve aktivasyonu CaMKII bagimlidir. Noronal NOS’nin  merkezi
sinir sisteminde dagilimi homojen degildir; serebellum, serebral korteks,
hipotalamus, hipokampus ve amigdalada daha yogun miktarda bulunmaktadir.
Endotelyal NOS, damar endotel hiicrelerinde lokalizedir ve nNOS gibi CaMKII
bagiml aktiviteye sahiptir. Noronal NOS ve eNOS konstitiitif NOS (¢cNOS) olarak



da adlandiriimaktadirlar. Indiiklenebilir NOS ise makrofajlarda bulunur ve ctNOS’tan
farkl olarak aktivitest CaMKII bagimli degildir [18].

Serebral I/R sonrasinda NO seviyesi belirgin bicimde artmaktadir. Bu artisin
enfarkt alanina gocen astrosit ve noétrofillerdeki iINOS ve cNOS aktivitesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir [42-44]. Nitrik oksit sentaz aktivitesi postiskemik
Ca’" artisina bagl olarak da yiikselmektedir. Deneysel serebral iskemi ¢alismalar1
sonucunda postiskemik siirecte NOS izoformlarmin kendi aralarinda uzaysal ve
zamansal farkliliklar gostererek arttigi tespit edilmistir [19-21]. Siganlarda yapilan
gecici serebral iskemi calismasinda kortekste nNOS immiinreaktif néronlarin sayisi
ilk 15 dakikada artmis ve ekspresyon 24 saat kadar devam etmistir [19]. Kalic1
iskemide ise iskemik ¢ekirdegin serebral damarlarinda eNOS ekspresyonu 24. saatte
maksimum diizeye ulasmistir. Indiiklenebilir NOS ekspresyonu da yerlesik ve gdgen
hiicrelerde iskemiye cevap olarak indiiklenmistir [20, 21]. Indiiklenebilir NOS
artisinin eNOS ve nNOS ekspresyonundan daha sonra olusmasi erken hasara
INOS’un katk1 yapmadigini gostermektedir. Serebral iskemide NOS izoformlarinin
parsiyel etkileri halen c¢oziilebilmis degildir. Noronal NOS knockout farelerde
enfarkt hacminde azalma goriiliirken, eNOS knockout farelerde hasarin siddetlendigi
tespit edilmistir [45, 46].

Iskemik beyinde NO, demir-siilfir (4Fe-4S) proteiniyle tersinir olarak
reaksiyona girerek inaktif 4Fe-4S-NO firiinlerini iiretmekte ve mitokondriyal
akonitaz, NAD-ubikinon oksidorediiktaz (Kompleks I), siiksinat-ubikinon rediiktaz
(Kompleks II) inaktivasyonuna ve indirekt respirasyon inhibisyonuna sebep
olabilmektedir. Bunun yani1 sira NO sitokrom oksidaza baglanarak mitokondriyal
solunum zincirini direkt olarak da inhibe edebilmektedir [47]. Kisaca NO, glikolitik
ve mitokondriyal enzimleri inhibe edip noronal enerji iiretimini azaltarak, DNA
fragmantasyonunu arttirmakta, siiperoksitin peroksinitrite doniismesini saglayarak ve
toksik serbest radikallerin artigina yol agarak serebral hasar1 amplifiye etmektedir
[48]. Fokal serebral iskemide NOS inhibitorii olan L-NAME (L-NG-Nitroarjinin
metil ester), L-NA (NG-nitro-L-arjinin) ve aminoguanidinin ndroprotektif oldugu
gosterilmistir  [44, 49]. Buna karsilik, baz1 kosullar altinda artmig NO iiretiminin
noroprotektif oldugu ve bu etkinin vazodilatasyona bagli olabilecegi bildirilmistir
[50]. Organizmada aciga c¢ikan NO oksihemoglobin ile reaksiyona girerek
temizlenmekte ve bu reaksiyon sonucu nitrat (NO3) agiga ¢ikmaktadir [2].
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Sekil 2.4. Serebral iskemi reperfiizyon hasar mekanizmasi

2.1.4. Serebral iskemi Reperfiizyonda Antioksidan Savunma

Hiicreler ROS ve RNS hasarina kars1 kendilerini enzimatik ve nonenzimatik
(vitamin C ve E) inaktivasyon ve degradasyon ile savunmaktadirlar [42].
Antioksidan sistemin primer enzimleri SOD , katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidazdir (GPx) (Sekil 2.4).

Siiperoksit Dismutaz (SOD):
Stiperoksit dismutaz enzimi homodimerik yapida olan 32 kDa’luk bir
proteindir. Stiperoksit dismutaz iki tane O,” anyonunu alarak H,O; ve O, olusturur.

2 02'_ +2H" SOD > H,O, + O,
Katalaz (CAT):
Peroksidaz ailesinin {iyesi olan CAT peroksizomlarda lokalizedir ve
yapisinda dort ‘hem’ grubu bulunduran 220 kDa agirliginda bir hemoproteindir.
Katalaz, H,O; ‘yi O, ve suya parcalamaktadir.

2H202 CAL» 2H20 + 02

Glutatyon Peroksidaz (GPx):
Tetramerik yapida olan enzim, H,O, ve biiyiik molekiillii hidroperoksitlerin
indirgenme reaksiyonlarini katalizlemektedir [51].

2GSH + H,0O, GPx GSSG + 2H,0O
2GSH + ROOH GPx l GSSG + H,O + ROH
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Enzimatik Olmayan Antioksidanlar ( C Vitamini ve E Vitamini) :

Suda eriyen vitaminlerden olan C vitamini ¢ok gii¢lii bir indirgeyici ajandir.
ROO', 0,", *OH, '0, ve ONOO" ile kolayca reaksiyona girerek bunlari ortamdan
temizlemektedir. Ayrica C vitamini tokoferoksil radikalini tokoferole indirgeyerek,
yilikseltgenmis E vitamininin antioksidan ozelliklerinin tekrar kazanilmasini
saglamaktadir. Vitamin E, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid
peroksil radikallerini ve diger radikalleri indirgemektedir. Peroksil radikalini (LOO")
yikarak lipid peroksidasyonu sonlandirdigi i¢in “zincir kirict antioksidan” olarak da
tanimlanmaktadir [52].

2.1.5. Serebral iskemi Reperfiizyon ve Hiicre Oliimii

Iskemi reperfiizyon, hiicre hasarina ve hiicre dliimiine sebep olan kaskadlar1
tetikleyerek apoptozisi indiiklemektedir (Sekil 2.5). Genelde programlanmis hiicre
Olimii olarak tanimlanan apoptozis, organizma tarafindan hiicrelerin yok edilmesinde
kullanilan biyomolekiiler bir siirectir. Komsu hiicreler icin tehdit olusturan enfekte
hiicreler, genetik hasara sahip hiicreler, yaslanmis immiin hiicreler veya I/R’de
oldugu gibi strese maruz kalan hiicreler apoptozise yol agmaktadir [53].

Iskemi reperfiizyon sonrasinda goriilen bir diger hiicre dliimii ise apoptozisten
tamamen farkli olan nekrozistir. Ekzojen bir etki sonucunda, programsiz bigimde
gerceklesen nekrozisin temel olarak iki tiirii bulunmaktadir. iskemide en sik gériilen,
nekrozisteki hiicrelerin dramatik sekilde biiziismesi ve elektron bakimindan asir
yogun bir hal almasidir. Daha nadir goriilen tiir ise, hiicrelerin sismesi ve
organellerin formlarini yitirmesidir. Fokal serebral iskemide iskemik c¢ekirdekteki
noronlar agirlikli olarak nekrotik iken, penumbrada ve global serebral iskemiye
maruz kalmis beyin dokusunda apoptotik noronlarin daha baskin oldugu tespit
edilmistir [3].

Genel olarak organizmada apoptozis ekstrensek ve intrensek mekanizmalarla
olusmaktadir. Ekstrensek yolakta Oliim reseptorii aracili sinyalizasyon etkin olup
intraselliiler ve ekstraselliiler ortamlar arasindaki iletisimde anahtar rolii oynayan
plazma membrani lizerinde eksprese edilen Oliim reseptdrleri apoptotik olaylari
baslatmaktadir. Intrensek yolakta ise mitokondri kaynakli kaskadlar aktive olmakta
ve Bcl-2 protein ailesi tarafindan regiile edilmektedir [53].

Cok cesitliligin yani sira iskemik hiicre 6liimiiniin en 6nemli karakteristigi
gecikmeli bigimde meydana gelmesidir. Iskemik hiicre hasari, iskeminin {izerinden
uzun bir zaman gectikten sonra gergeklesmekte ve bu olay gecikmis noron Sliimii
olarak bilinmektedir. Gecikme, iskemik etkinin dogasina ve etkilenen beyin
bolgesine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Gecikmis ndron Oliimii bazi
durumlarda giinleri, hatta haftalar1 alirken, baz1 durumlarda ise birkag saat veya daha
kisa stirebilmektedir [4, 5, 54]. Gecikmis noron Oliimiine yonelik yapilan
calismalarda iskemi sonrasinda hipokampal CA1 piramidal noronlari, striatumun orta
biiyiikliikteki noronlar1 ve serebellumun Purkinje hiicreleri gibi belirli ndron
popiilasyonlarinin hasara ¢ok daha duyarli oldugu gosterilmistir. Yapilardaki
hassasiyet de kendi i¢inde iskeminin siddetine ve siiresine bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Ornegin; hipokampal CA1 bdlgesindeki ndronlar 3 — 5 dakika siireli
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iskemide hasar goriirken, striatumdaki orta biiyiikliikteki noronlar 15 — 20 dakikalik
iskemiye dayanabilmektedir. Kardiyak arrest sonrasinda olusan ndronal hasarin
popiilasyonlar arasindaki zamansal profili de farklilik gostermektedir. Basarili bir
resiisitasyonun 3 saat sonrasinda striatumun orta biiyiikliikteki néronlarinda hasar
gozlenirken, CA1 hipokampal néronlarinda hasar olusmasi 48 — 72 saat sonrasina
kadar uzayabilmektedir. Dolayisiyla, hipokampus I/R’de dnemli hasara ugrayan
beyin bolgesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1].

ISKEMI

+ Doku ATP diizeymde azahna *

Na™/K"Pompa Yetersizligi —9 Ekstraseliiler Glutamar Arigt - Ca™ Tamponlama Sistemleri
ve Pompalarnda Yetersizlik

: iy -

Membran Depolarizasyony —p  NMDA Reseptor AMPA Reseptor
Aktivasyonu Aktivasyonu
| > Sigme

Voltaja Bagimh Ca™
Kanallarmum Acilmas:

Intraseliiler Ca™ Artisa

+ Mitokondri Zedelemmesi
NO Yapum <€ NOS
Lipaz Akrtivasyonu
l ‘/ Proteaz (Kalpain)
v
Serbest Radikal Olugumu Proteoliz Sic
Peroksiirit Lipad Perc-ksulzm
DNA Zedelenmesi P HUCRE OLOMU
(Apopitoz, Nekroz)
PARS aktivasyonu — Eneiji Tiikenisi /

»> tnﬂfunasyon ——— 3% Sitokin Salmum

Sekil 2.5. Iskemi genel hasar mekanizmasi
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2.1.6. Serebral Iskemi Reperfiizyonun Ogrenme ve Hafiza Uzerine Etkileri
Hipokampus insanlarda ve hayvanlarda I/R’nin nérodejeneratif etkilerine
kars1 en fazla duyarliliga sahip olan beyin bolgesidir [55-57]. Gegici global serebral
iskeminin en belirgin semptomu davranigsal ve kognitif bozulmalardir [58, 59].
Gegici serebral iskeminin kemirgenlerde olusturulan modellerinde uzaysal 6grenme
ve hafiza bozuklugu lizerinde en ¢ok durulan parametrelerdir. Dolayisiyla, iskemik
beyin hasarmi tedavi etmeye yonelik ilaglarin pre-klinik potansiyeli, bu ilaglarin
uzun vadeli fonksiyonel ve davranigsal etkilerine bakilarak belirlenmektedir [60].

Gegici On beyin iskemisine maruz kalan siganlarda 6zellikle hipokampal CA1
bolgesinde noronal hasar olustugu ve hafizada bozulma meydana geldigi tespit
edilmistir [61-66]. Kumaran ve arkadaslarmin [67] yaptig1 calismada da 20 dakikalik
global serebral iskeminin 6grenme ve hafizada bozulmalara sebep oldugu davranig
deneyleriyle ortaya konmus, postiskemik dokuzuncu giinde hipokampal CAl
bolgesinde oldukca fazla apoptotik noron oldugu ve iNOS ekspresyonunun arttigi
gozlenmistir. In vivo modellerin yani sira in vitro iskemi g¢alismalar1 ile oksijen
glukoz yoksunlugunun, sinaptik iletinin verimini ve fizyolojik LTP ekspresyonunu
engelleyerek veya glutamat aracili sinaptik iletimde giiglenme (postiskemik LTP)
saglayarak diistirdligii gosterilmistir [68, 69].

2.2. Ogrenme ve Hafiza

Memelilerde davranisin belirlenmesindeki en 6nemli etken g¢evresel sartlar
hakkinda yeni bilgiler edinilmesi ve bu bilgilerin saklanmasidir. Ogrenme, gevre
hakkinda bilgi edinilmesi islemi; hafiza ise edinilen bilgilerin tekrar hatirlanabilecek
bir bi¢cimde sifrelenerek depolanmasidir [70]. Hafiza, kalicilik siiresine ve icerigine
gore smiflandirilmaktadir (Sekil 2.6).

Kahcilik Siiresine Gore Hafiza Tiirleri
Ogrenilen bilginin ne kadar siire ile hafizada tutulduguna dayanarak uzun
stireli hafiza ve kisa siireli hafiza tiirleri tanimlanmastir.

1. Uzun siireli hafiza (LTM — Long term memory) edinilen bilginin yillarca, hatta
yasam boyu depolandigi hafiza tiirtidiir.

2. Kisa stireli hafiza (STM — Short term memory) kisa siirede kazanilan bilginin
birkag saat kadar hatirlanabildigi hafiza tiirtidiir.

Ogrenilmis bir bilgiye dayanan girisim planlanirken bilgiyi hazir tutan kisa
sireli hafiza tipine calisan hafiza (working memory) denmektedir. Kisa siireli
hafizada edinilmis bilgi travmalara veya cesitli ilaglara bagli olarak bozulabilirken,
uzun siireli hafiza bozulmaya kars1 belirgin olarak direnglidir [70, 71].

Icerigine Gore Hafiza Tiirleri
Igerigine gore hafiza temel olarak ikiye ayrilmustir: implisit (dekleratif
olmayan, refleksif) hafiza ve eksplisit (dekleratif) hafiza.
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Implisit Hafiza

Implisit hafiza, bir kez kazanildiktan sonra otomatik olarak gerceklesen
beceri ve aligkanliklar1 kapsar. Bu hafiza tiirii fazla esneklik gdstermez, katidir ve
ogrenmenin gerceklestigi orijinal uyaran kosullarma siki sikiya baghdir. Implisit
hafizanin tohumlama, prosediirel, asosiyatif ve asosiyatif olmayan olmak {izere dort
alt tiirii mevcuttur. Tohumlama; daha 6nce karsilagiimis olan sdzciik veya cisimlerin
taninmasini kolaylastiran hafiza tiirtidiir. Tohumlama i¢in verilebilecek en tipik
ornek ilk birka¢ harfinin sdylenilmesi sonucunda bir sozciigiin daha kolay
hatirlanmasidir. Prosediirel hafiza; bilginin uzun siireli kullanimindan sonra ilgili
davranislarin aligkanlik ve beceri haline gelmesidir. Belli bir aktiviteyi ayni
asamalarla uzun bir siire gerceklestirmekle olusur. Araba kullanmak prosediirel
hafizaya Ornek olarak gosterilebilir. Asosiyatif Ogrenmede ise organizma bir
uyaranmn diger bir uyaran ile olan iliskisini 6grenir. Asosiyatif 68renme klasik
sartlanma ve operan sartlanma olarak iki grupta incelenmektedir.Klasik sartlanma,
onceden belirli bir yanit olusturmayan veya cok hafif bir yanit olusturan uyaran
(kosullu uyaran — conditioned stimulus CS) ile bu yanit1 dogal olarak uyandiran bir
diger uyaranin (kosulsuz uyaran — unconditioned stimulus US) tekrar tekrar
eslestirilmesi ile kazanilan bir refleks yanittir. Kosullu uyaran ve US yeterli sayida
eslestirildikten sonra CS, baslangigta sadece US tarafindan ortaya ¢ikarilan yaniti
uyandirrr. Klasik sartlanmada CS’nin US’den Once gelmesi zorunludur. Operan
sartlanmada ise, organizma bir 6diil elde etmek veya cezadan sakinmak i¢in bazi
gorevleri o6grenir. Burada US, iyi veya kotii bir olay; CS, organizmanin gorevini
yapmasl1 i¢in uyaran igarettir. Operan sartlanmaya denegin ayagina gelecek elektrik
sokunu bir ¢ubuga basarak Onleyebilecegini 6grenmesi veya denegin bir pedala
basarak kafese yem gelmesini saglayabilecegini 6grenmesi 0rnek olarak verilebilir
[70, 71]. Asosiyatif olmayan 6grenmede organizma tek bir diirtii ile 6grenir. Bu
ogrenme tiirti aliskanlik (habitiiasyon) ve duyarlanma (sensitizasyon) olarak ikiye
ayrilir. Aliskanlik, notral (zararsiz) bir uyaranin defalarca yinelenmesiyle olusan en
basit 6grenme formudur. Bir uyar1 ilk kez uygulandiginda organizma bir tepki
olusturur. Uyaran tekrarlandiginda giderek daha az elektriksel yanit olusur ve
organizmanin uyarana alismasi durumu gergeklesir. Giiriiltiilii bir ortama girildikten
bir siire sonra giiriiltiiniin daha az duyulmasi alisma icin verilebilecek giizel bir
ornektir [70, 71]. Duyarlanma aliskanligm bir bakima tersidir. Zararlh bir uyaridan
sonra gelen uyarilara verilen yanit beklenenden daha siddetli olur [80].

Eksplisit Hafiza

Dekleratif hafiza veya tanima hafizasi olarak da adlandirilan eksplisit hafiza
implisit hafizadan farkli olarak karmasik, bilince eslenik, esnek ve degismeye aciktir.
Bilgi hipokampus ile beynin medial temporal loblarinmn diger boliimlerinde
depolanmaktadir. Insanlar, mekanlar ve tarih gibi gesitli bilgi tiirleriyle iliskili olup
semantik ve episodik hafiza olarak ikiye ayrilmaktadir. Semantik hafiza genel kabul
goren bilgileri kapsarken, episodik hafiza kisisel deneyim ve olaylara iligskin bilgileri
icermektedir. Semantik ve episodik hafizanin olusumu i¢in birbiriyle iligki i¢inde
fakat ayr1 olan en az dort islem gerekmektedir. Bu islemler sirasiyla kodlama
(encoding), pekistirme (consolidation), depolama (storage) ve geri cagirmadir
(retrieval). Kodlama, ilk defa karsilasilan bilginin islenip hafizaya alinma siirecidir.
Bu islemin kapsami ve dogas1 6grenilen bilginin ilerleyen zamanlarda ne kadar iyi
hatirlanabileceginin belirlenmesinde kritik onem tagimaktadir. Pekistirme, yeni
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kodlanmis ve heniiz yerlesmemis olan bilgilerin uzun siireli depolanabilmesi, daha
yerlesik duruma getirilmesi i¢in gereken islemleri kapsamaktadir. Depolama,
hafizanin uzun siire boyunca korunmasini saglayan mekanizmalardan olusmaktadir.
Geri Cagirma ise, depolanan bilgilerin hatirlanmasi ve kullanilmasidir.

Semantik Hafiza
\ Medial Tempaoral

Dekleratif Hafiza /
By Lob
Episodik Hafiza / Diensefelon
Uzun Siireli

Haf Prosediirel ——— Stnatum
afiza / Llato
Dekleratif

Olmayan —————— Tohumlama———— — Neokorleks
Hafiza Emosyonel )
\ / 'l’anliiFar --- Amigdala
Klasik Sartlanma
\‘ Motor __ Serebelium
Asosiyatif Yamtlar

Olmayan Ogrenme Refleks Yolaklar

Kisa Siireli Hafiza ——  » Galisan Hafiza

Sekil 2.6. Uzun ve kisa siireli hafiza tiirleri

Hafiza beynin cesitli bdlgelerinin integrasyonunu gerektiren kompleks bir
islemdir ve farkli hafiza islemlerinde bazi serebral bolgeler diger bolgelerden daha
baskin gorevlere sahiptir (Sekil 2.6).

Insanlar ve deney hayvanlarinda yapilan c¢alismalarda eksplisit hafiza
siirecinde prefrontal, limbik veya parieto-oksipito-temporal korteksler araciligiyla
bilginin gorsel, isitsel ve somatik bigimde islenerek kazanildigi gosterilmistir. Alinan
bilgi sirasiyla parahipokampal korteks, perirhinal korteks, entorhinal korteks, dentat
girus, hipokampus, subikuluma aktarilmakta ve tekrar entrohinal kortekse
taginmaktadir (Sekil 2.7). Bilginin entorhinal korteksten parahipokampal korteks,
perirhinal korteks ve son olarak da neokorteksin polimodal asosiasyon alanlarma geri
gonderilmesiyle depolama siireci tamamlanmaktadir [70, 72].
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P Transvars Eksan o Cisinl

Earforan Yolak

Sekil 2.7. Hipokampal yolaklar

Bilgi depolama siirecinde entorhinal korteks hipokampus i¢in hem giris hem
de ¢ikis saglayarak ¢ift yonli islev gormektedir. Polimodal asosiasyon
kortekslerinden hipokampusa gelen bilgiler ve hipokampustan polimodal asosiasyon
kortekslerine giden bilgiler entorhinal kortekste entegre edilmektedir. Bu durum
entorhinal korteks hasarinin sadece belirli bir alanda degil, hemen hemen tiim duysal
modalitelerde onarilamaz ciddi hafiza bozulmalarina nasil yol agtigin1 agiklamaktadir
[70].

Kognitif islemlerde beynin pek cok bdlgesi gorev alirken, belirli 6grenme ve
hafiza tiirlerinde hipokampus kilit rol oynamaktadir. Hipokampusun &zellikle
episodik ve uzaysal hafiza tiplerinde dnemli oldugu bilinmektedir [73]. Siganlarda ve
farelerde olusturulan hipokampal lezyonlarin uzaysal hafizada hasar yarattigi ve
hipokampustaki hiicrelerin her birinin spesifik bir uzaysal bilgiyi kodladig: tespit
edilmistir.

Uzaysal bilgi tiim hayvan tiirlerinde goriilen iggiidiisel bir davranis olan
arastirma, kesfetme davranisiyla kazanilir. Bu davranis tipi yeni bir uyarana yanit
veya dogal bir merak ifadesi olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, uzaysal
hafiza objelerin veya spesifik yollarin yerlesimi hakkindaki bilgiyi kodlama,
pekistirme, depolama ve geri ¢agirmadan sorumlu beyin fonksiyonu olarak
tanimlanabilmektedir [74].

2.2.1. Hipokampusun Yapisi

Hipokampus, hipokampal formasyon adi verilen ve dentat girus, hipokampus
proper, subikulum, presubikulum, parasubikulum ve entorhinal korteksten olusan
yapinm onemli bir parcasidir. Insan hipokampusu, primat hipokampusu ve sigan
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hipokampusu noronal organizasyon ve fonksiyonlar1 agisindan benzerlik gosterseler
de morfolojik olarak aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. insan ve primat
hipokampal formasyonlar1 serebral korteksin baskisiyla temporal lob i¢ine gomiili,
lineer ve transvers bir pozisyona sahipken, si¢canlardaki hipokampal formasyon orta
hatta yakin cekirdeklerden baslayp talamusun iizerinden temporal loba kadar
uzanmakta ve C seklinde vertikal bir durus sergilemektedir [72]. 1934 yilinda CAl,
CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan dort hipokampal alt birim tanimlanmistir. Bu
birimler yapisal olarak bazi farkliliklara sahiptir ve her birinin girdi ve ¢ikt1 alanlar1
ayridir.

Hipokampusta ii¢ major noronal yolak bulunmaktadir. Bunlar; perforant,
Mossy fiber ve Schaffer kollateral yolaklaridir. Perforant yolak entorhinal korteksten
dentat girusun graniil hiicrelerine projekte olur. Mossy fiber yolagi graniil
hiicrelerinin aksonlarindan baglar ve CA3’teki piramidal ndronlara baglanir. Schaffer
kollateral yolagi ile de CA3’teki piramidal noéronlarin eksitatdr kollateralleri
CA1’deki piramidal néronlara uzanir.

1973 yilinda Bliss ve Loémo [75] tavsanlar {lizerinde yaptiklar1 caligmada
hipokampustaki noronal yolaklarin daha 6nce gerceklesen aktivitelere karsi oldukca
duyarl oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar, anestezi altindaki tavsanda perforant
yolaga yliksek frekansl stimulus uygulamis ve dentat girustan ekstraselliiler eksitator
post sinaptik potansiyel (EPSP) kaydi almislardir. Kayitlar1 degerlendirdiklerinde
EPSP sayisinin arttigmni, esik degerin azaldigimmi ve bu degisimin bir saat kadar
korundugunu tespit etmislerdir [75]. ilerleyen zamanlarda konunun iizerine gidilerek
anestezi altinda olmayan hayvanlarda da caligmalar yapilmis ve hipokampusun her
iic yolaginda da yiiksek frekansh uyariya bagli olarak sinaptik etkinligin arttig1 ve
haftalar hatta aylar boyu siirebildigi belirlenmistir. Sinaptik etkinlikte meydana gelen
bu degisim uzun siireli giiglenme (LTP) olarak adlandirilmistir [75, 76].

2.2.2. Uzun Siireli Giiclenme (LTP)

Uzun siireli giiglenme, ndronlarin uyarana karsi cevabini degistirebilme
yetenegi olan ndronal plastisitenin ve yine aymi sekilde sinapslardaki degisim olan
sinaptik plastisitenin altinda yatan en 6nemli olgulardan biridir [14]. Ogrenme ve
hafiza depolanmas1 ile de iliskili oldugu diisiiniilen LTP belirgin olarak
hipokampusta goriilse de serebellum, neokortikal alanlar, subkortikal alanlar gibi
beynin diger bolgelerinde de olugsmaktadir [76].

LTP olusumunda Rol Alan Reseptorler

Glutamat, LTP’nin olusma ve devam etme siirecinde rol alan temel
norotransmitterdir ve etkilerini reseptorlerine baglanarak gostermektedir. Bilindigi
iizere glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak iizere iki smifa
ayrilmaktadir. Iyonotropik reseptdrler glutamatin baglanmasi ile bir kanal haline
gelerek intraselliiler ortama iyon girigini saglamaktadir. Metabotropik reseptorler ise
glutamatin baglanmasiyla ikincil haberci sistemi kullanarak bazi hiicre i¢i sinyal
mekanizmalarini tetikleyerek islev gormektedir (Sekil 2.8).
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Glutamat Reseptorleri
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Sekil 2.8. Glutamat Reseptdrleri

LTP’nin Ozellikleri

Uzun siireli giiglenmenin olusma ve korunma mekanizmalar1 sinapstan
sinapsa degiskenlik gdstermektedir [77]. Ornegin, Mossy fiber yolagndaki dentat
girusun graniil hiicrelerinde ve CA3 postsinaptik piramidal néronlarinda NMDA
reseptorlerinin sinaptik plastisitedeki rolii ok az oldugundan NMDA blokaji LTP
indiiksiyonunu engellemezken, Schaffer kollaterallerinde LTP olusumu NMDA
reseptorii aktivasyonuna baglidir. Hipokampal CA1l bélgesindeki LTP’nin NMDA
reseptorlerinden ileri gelen iki 6nemli o6zelligi bulunmaktadwr. Bu ozellikler
kooperativite ve asosiyativite olarak adlandirilmaktadir. Kooperativite, birden ¢ok
afferent aksonun es zamanl aktivasyonu, asosiyativite ise hem presinaptik néronun
hem de post sinaptik néronun es zamanli aktivasyonu olarak tanimlanmaktadir [70].
Hipokampal sinapslar tek baslarina  gerekli  postsinaptik  aktivasyonu
olusturamadiklar1 i¢in birden ¢ok aksonun es zamanli ateslenmesi ile postsinaptik
hiicre giiclii sekilde aktive edilmektedir. Asosiyativite 6zelliginin sagladig1 avantaj
da, LTP’y1 indiiklemeye yetmeyecek bir uyarmnin, daha giiclii bir bagka uyaranla
giiclenerek LTP’yi indiikleyebilmesidir. Bunun yani swra LTP girdiye 6zgii bir
olusum olup giliclenme sadece aktive olmus noronlarla yapilan sinapslarda
olusmaktadir [78].

2.2.3. LTP’nin Molekiiler Mekanizmalar

Memelilerde hafiza depolanabilmesi i¢in gerekli olan LTP iki fazda
incelenmektedir. Bunlardan ilki LTP olusumunu tetikleyen sathayr kapsayan
Schaffer ve Mossy fiber yolaklarinda farklhiliklar gosteren siiregtir ve bu siirece
LTP’nin erken fazi denmektedir. ikincisi ise indiiklenmis LTP’nin devamliliginin
saglandig siirectir ve LTP’nin geg¢ fazi olarak adlandirilmaktadir.

LTP - Erken Faz

Presinaptik terminalden afferent bir uyariyla sinaptik bosluga salinan
glutamat post sinaptik membrandaki NMDA ve AMPA reseptorlerine baglanir (Sekil
2.9 A). Postsinaptik membran dinlenim durumundayken NMDA reseptorleri Mg

19



blokajina bagl olarak iyon gecisine izin vermez. Postsinaptik membran AMPA
reseptdrii araciligiyla depolarize oldugunda NMDA reseptorlerindeki Mg®" atilir ve
reseptor kanal formunu alarak Na™ ve Ca®" iyonlarina gegirgen hale gelir. Kalsiyum
inflaks1 sonucu Ca®" bagimli CaMKII, PKC ve tirozin kinaz enzimleri aktive olur.
CaMKII enzimi AMPA reseptorlerini fosforile ederek hem bu reseptorlerin glutamat
duyarliligmi arttirir hem de pasif durumdaki AMPA reseptorlerinin aktif duruma
gelmesini saglar [77]. Bunun disinda CaMKII, NOS enzimlerini de aktive ederek NO
olugsmasmi saglar (Sekil 2.9 B). Nitrik oksitin postsinaptik nérondan presinaptik
norona retrograd haberci olarak ge¢mesi daha fazla glutamatin sinaptik araliga
salinmasina neden oldugu diistiniilmektedir [70].

LTP - Geg Faz

LTP indiiksiyonu saglandiktan sonra uyarmin devam etmesi halinde
postsinaptik noronda artan intraselliiler Ca’” AC enzimini aktif hale getirir. Adenilil
siklaz aktive olduktan sonra cAMP konsantrasyonunu arttirarak cAMP kinaz
aktivasyonuna sebep olur. Aktif cAMP kinaz niikleus i¢ine gecerek CREB proteinini
fosforile eder. CREB araciligiyla yapisal degisikliklerden sorumlu birimler aktive
olur. Geg fazda goriilen protein ve RNA sentezi erken fazdan farkli olarak goriilen en
belirgin 6zelliktir.

2.2.4. LTD — Uzun Siireli Azalma

Uzun siireli azalma (LTD) LTP’nin tam tersine sinaptik etkinligin uzun bir
sire boyunca azalmasi olarak tanimlanmistir. LTD indiiksiyonunun temel
mekanizmas1 diisiik frekanshi (1 Hz gibi) stimuluslarin ard arda uygulanmasina
dayanmaktadir [79]. iki farkli LTD formu bulunmaktadir. Ik LTD formu olan
“depotansiyelizasyon” LTP’nin terse ¢evrilmesidir. Diger form ise de novo LTD
olarak adlandirilmistir. De novo LTD, giigclenmemis bir sinapsin sinaptik etkinliginin
bazal seviyenin altina inmesidir. LTD formlar1 genellikle NMDA reseptoriine
bagimhidir ve diisiik postsinaptik Ca** konsantrasyonu ile tetiklenir. Kalsiyuma cevap
veren bazi fosfatazlar LTD mekanizmasinda efektor molekiil olarak gérev yapmakta
ve glutamat reseptorleri gibi kinazlarin fosforile ettigi yapilar1 ve kinazlar
defosforile etmektedirler.

LTD’nin merkezi sinir sisteminde 6grenmeye bagli sinaptik satiirasyonun
engellenmesi i¢cin homeostatik bir mekanizma oldugu ve bunun yani swra dgrenilen
bilgilerin unutulmasini veya becerilerin azalmasini sagladigi1 diisiiniilmektedir [80]
[81].
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2.2.5. Deneysel Ogrenme Modelleri
Uzaysal hafizanin incelenmesinde hayvan modelleri olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Deney hayvanlarinda uzaysal hafiza cesitli testlerle degerlendirilmektedir.

Klasik Labirent Testi:

Sicanlarla yapilan 6grenme deneylerinde siklikla kullanilan diizenekler klasik
labirentlerdir. Klasik labirentler dikdortgen veya kare seklinde olup pek ¢ok yatay ve
dikey duvardan olusmaktadirlar. Protokoller siganin labirente gizlenmis odiilii
bulmalar1 esasina dayanmaktadir. Baslangic kapisinin acilmasiyla sican labirente
almmaktadir. Sicanin bagka bir uca yerlestirilen 6diile yanhs bir kola girmeden
kacinci oturumda, ne kadar siirede ulastigi, oturum sayisi arttik¢a bu stirenin degisimi
kaydedilip analiz edilmektedir. Oturumlar boyunca yapilan hatalarin zamana bagl
grafikleri ¢izilerek sicanin 6grenme profili ¢ikarilmaktadir.

T — Labirent Testi:

Spontan alternasyon ve uzaysal hafiza analizlerinde en c¢ok kullanilan
testlerden biri T-Labirent testidir. Test diizenegi T seklinde plastik veya ahsaptan
yapilmis, tercihen koyu mat siyah renkte bir labirentten olugsmaktadir. Kollardan bir
tanesi “baslangic kolu” olarak adlandirilmakta ve sicanlar diizeneg§e bu koldan
birakilmaktadir. T-Labirent testinde en sik kullanilan ydntem &diillendirmedir.
Baslangi¢c kolu digindaki kollardan birine 6diil olarak yem konur ve si¢an baslangic
kolundan labirente brrakilip ka¢ oturum sonra oOdiiliin bulundugu kola girdigi
kaydedilmektedir. Daha sonra yem koldan almir ve tekrarlanan oturumlarda siganin
0diil bulunan kola girme orani 6l¢iiliir.

Y — Labirent Testi:

Spontan alternasyon ve uzaysal hafiza analizinde kullanilan bir bagka test de
Y-Labirent testidir. T-Labirentinden farkli olarak ii¢ kolu da birbirine estir ve kollar1
birlestiren koseler daha yumusak oldugu i¢in T-labirent testine gére daha kolay
oldugu diisiiniilmektedir. T-labirent testindeki ddiile dayali yontemlere ek olarak Y-
labirent testinde  degisiklikleri algilama ve arastirma davraniglarina yonelik
protokoller yer almaktadir. Birbirine es li¢ koldan bir tanesi kapatilir, bu kola “yeni
kol” denmektedir. Sigana “baslangic kolu” ve “diger kol” denilen iki kolda
dolagmas1 i¢in on bes dakika verilmektedir. Dort saat gectikten sonra yeni kol
acilarak, bes dakikalik kayit oturumu i¢in sigan baslangic kolundan labirente
konulmaktadir. Sicanin yeni kola girme orani, bu kolda kalma siiresi ve kat ettigi
mesafe degerlendirmeye alinmaktadir.

Radial Kol Labirent Testi:

Kisa siireli hafizanin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan ¢ok kollu bir
labirent sistemidir. Dairesel merkezden ¢ikan birbirine es sekiz, on iki veya on alt1
koldan meydana gelmektedir. Kisa siireli hafizay1 test edebilmek i¢in her bir kolun
u¢ kismma yem konulmaktadir. Sican merkeze birakildiktan sonra kisa siireli
hafizasin1 ve ¢evredeki uzaysal ip ug¢larini kullanarak hangi kola girip girmedigini
hatirlamas1 beklenmektedir. Eger sigan bir kola girip oradaki yemi yedikten sonra o
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kola bir daha girerse bu bir hata olarak kaydedilmektedir. Siganin labirentteki
performansina bakilarak kisa siireli hafizasinin durumu degerlendirilmektedir.

Morris Su Tanki Testi:

Uzaysal hafiza ve 6grenme testlerinden biridir. Morris su tanki testi kokuya
dayal1 ipucu bulundurmamasi ve sicana daha fazla kacgis alan1 saglamasi sebepleriyle
labirent testlerine gore daha avantajlidir. Testin diizenegi opak plastik veya metal bir
maddeden yapilmis, 40 cm derinli§inde i¢i su dolu yuvarlak bir tank ve cesitli
platformlardan olugsmaktadir. Bu test i¢in ¢ok sayida protokol bulunmaktadir. En ¢ok
uygulanan protokolde ise tanktaki su toksik olmayan bir boyayla boyanarak
opaklastirilmakta, tanka suyun 1-2 cm altinda kalacak bir platform
yerlestirilmektedir.  Sican suya birakildiktan sonra c¢evredeki uzaysal ipuglarini
kullanarak platformu bulma latansi, ylizme mesafesi ve ylizme hizi gibi parametreler
degerlendirmeye alinmaktadir. Hipokampus bagimli uzaysal hafiza analizinde en ¢ok
kullanilan test Morris su tanki testidir.

Acik Alan Testi:

Acik alan testi sicanlarda lokomotor aktiviteyi, arastirmaya dayali ve anksiyete
icerikli davranislar1 analiz etmek amaciyla kullanilmaktadir. Testte plastik veya
ahsaptan yapilmis yaklasik 30 cm derinliginde kare veya yuvarlak bir tank
kullanilmaktadir. Incelenmek istenen parametreye yonelik ¢esitli protokoller
bulunmaktadir. Anksiyete degerlendirmesinde siganmn agik alanin merkez ve
kenarlarinda gecirdigi zaman ele alinmaktadir.

2.3. Ghrelin

Ghrelin major olarak midede iiretilen, 28-amino asitten olusan, biiyiime
hormonu (GH) salict etkisi olan bir peptid hormondur. Ghrelinin kesfinden once
biliylime hormonu sekretegoglar1 (GHS) olarak adlandirilan peptidil ve non-peptidil
bliylime hormonu salic1 etki gosteren sentetik yapilar gelistirilmistir. Cesitli
calismalara dayanarak GHS’ler i¢in reseptdr baglanma bdlgelerinin biiyiime
hormonu salici hormon (GHRH) reseptorlerinden farkli oldugu bildirilmistir. Elde
edilen sonuglar GHS ve GHRH’nin farkli mekanizmalar ile GH salict etki
gosterdiklerini isaret etmistir. Bu sebeple, bilim diinyasi i¢in GHRH’nin hiicre igi
cAMP’yi, GHS’nin ise hiicre ici serbest kalsiyum konsantrasyonunu arttirdigi
sonucu sasirtict olmamustir. Tiim bu veriler dogrultusunda GHSR’leri aktive edecek
heniiz tanimlanmamig bir hormon olabilecegi fikri ortaya konmustur. Uzun siiren
calismalardan sonra, 1999 yilinda Kojima ve arkadaslar1 [25] GHSR i¢in dogal bir
ligand olan ghrelini kesfettiklerini agiklamiglardir.

Ghrelinin agile ve deagile olmak tizere iki tipi bulunmaktadir. Acile ghrelin
28 aminoasitlik peptidin 3. amino asidi olan serine (Ser3) n-oktanoil baglanmasiyla
meydana gelmektedir. Deacile-ghrelinde ise acil baglanmasi goriilmemekte ve amino
asit dizilimi GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR seklinde karsimiza
cikmaktadir (Sekil 2.10). Acile ghrelin, bir yag asidi tarafindan modifiye edildigi
belirlenen ilk peptid hormondur. Bu posttranslasyonal modifikasyonun ghrelinin
etkileri i¢in oldukga kritik bir asama oldugu diistiniilmektedir. Giiniimiizde agile-
ghrelin aktif form, deagile-ghrelin inaktif form olarak bilinmektedir. Literatiirde
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deacile-ghrelinin inaktif olmadigini iddia eden g¢aligmalara rastlanmakla birlikte,
deagile-ghrelinin etkileri ve mekanizmalarma dair heniiz bir kanit bulunmamaktadir.
Eriskinlerde acile-ghrelinin plazma konsantrasyonu 10 — 30 fmol/ml, deacile-
ghrelinin plazma konsantrasyonu ise 90 — 110 fmol/ml seviyesindedir [25].
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Sekil 2.10. Ghrelin’in Molekiiler Yapisi

2.3.1. Ghrelin Reseptorleri

Biiylime hormonu sekretegog reseptorii kromozomal lokasyonu 3q26.2. olan
tek bir gen tarafindan kodlanmaktadir. Alternatif mRNA siiregleri 2 tip GHSR
iretmektedir: GHSR-1a ve GHSR-1b [82] Biiylime hormonu sekretegog reseptorii —
la 366 aminoasit ve 7 transmembran bodlgeye sahip olan G-protein bagli bir
reseptordiir. GHSR-1a’nin GHS ile stimulasyonu PLC, diagil gliserol (DAG)/
inozitol trifosfat (IP3) yolagini tetikleyerek hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda
artisa neden olmaktadir (Sekil 2.11). Ayrica GHSR-la aktivasyonu potasyum
kanallarin1 inhibe ederek voltaj kapili L- ve T- tipi kalsiyum kanallarindan hiicre
icine kalsiyum girigini saglamaktadir. Buna zit olarak GHSR-1b reseptorii 289
aminoasitten olusup 5 transmembran domaine sahiptir. GHSR-1b’nin fonksiyonel bir
reseptdr olup olmadigi halen tartisma konusudur. Fakat, GHSR-1a ve GHSR-1b
arasindaki yapisal farkliliklar ve sentetik GHS’lerin veya ghrelinin GHSR-1b’ye
baglanamamas1 g6z Oniinde bulunduruldugunda GHSR sinyal yolagmni modiile
edebilecek bagka ligand(lar) olabilecegi gercegi akla gelmektedir. Yakin zamanlarda
Hosoda ve arkadaslarmin [26] post-translasyonal siirecte ghrelin deriveli pek ¢ok
molekiil oldugunu belirlemeleri bu diisiinceyi giiglendirmektedir.

2.3.2. Ghrelinin Lokalizasyonu

Ghrelin lokalizasyonunun en yogun oldugu bdlge gastrointestinal kanaldir. In
situ hibridizasyon ve immiinohistokimyasal analizler, X/A benzeri hiicre olarak
bilinen ghrelin i¢eren hiicrelerin, insan ve siganlari oksintik bezlerinde bulunan asit
iireten hiicrelerden farkli bir endokrin hiicre tipi oldugunu gostermistir. X/A benzeri
hiicreler ghrelin proteini iceren vezikiiller ve elektron yogunlugu bulunan graniiller
sentezlerler. Normal erigskin plazma Orneklerinde 100-120 fmol/ml total ghrelin
bulunmasi, ghrelin sekresyonunun gastrointestinal kanala degil, sistemik dolasima
yapildigin1 ve bu sayede ghrelinin endokrin, parakrin ve otokrin etkilerinin
bulunabilecegini gostermistir. Her ne kadar dolasimdaki ghrelinin biliyiik miktar
mide kaynakli olsa da, ghrelinin eser miktarlarda hipofiz, akciger, pankreas,
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ozefagus, karaciger, tiroid, kalp, kolon gibi baska dokularda da sentezlendigi
kesfedilmistir [82].
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Sekil 2.11. Ghrelinin reseptorii izerinden etki mekanizmasi
2.3.3. Ghrelinin Fizyolojik Etkileri

Gastrointestinal Fonksiyonlar

Ghrelin intravendz olarak uygulandiginda doz bagimli bir sekilde mide asit
sekresyonunu ve mide hareketini arttirmaktadir. Bilateral servikal vagotomi
yapildiginda ghrelinin gastrik etkilerinin ortadan kalktig1 tespit edilmistir [83, 84].
Yapilan ¢caligmalarda vagal afferent noronlarda ghrelin reseptorlerine rastlanmis ve
midede bulunan ghrelinin nervus vagus aracilifiyla beyinde sinyaller olusturdugu
one striilmistiir [85-87]. Sonuglar goz oniinde bulunduruldugunda ghrelinin etki
mekanizmasinda vagal sistemin biiyiik bir 6neme sahip oldugu diistiniilmektedir.

Kardiyovaskiiler Fonksiyonlar

Ghrelinin kardiyovaskiiler sistemdeki varlig1 bir tiir isaretleme metodu olan
“radiolabelling” ile gosterilmistir. Isaretlenen ghrelin molekiillerinden alinan
sinyaller sayesinde ghrelinin bu sistemdeki lokalizasyonu incelenmis, kalbe ve
periferal vaskiiler dokuya baglandigi tespit edilmistir. Ghrelinin kalpte en ¢ok
aterosklerotik bolgelerde lokalize olmasi, ateroskleroz gelisiminde ghrelinin
fonksiyonu olup olmadig1 veya aterosklerotik dokuda GHS-R1a artis1 olup olmadigi
sorularin1 akla getirmektedir. McNay ve arkadaslar1 [30], intravendz ghrelin
uygulamasinin kan basincinda diislise sebep oldugunu ve in vitro primer erigkin
H9c2 kardiyomiyositlerinde, endotelyal hiicrelerde ghrelinin apoptozisi inhibe
ettigini gostermiglerdir.

Biiyiime Hormonu Salim

Ghrelinin endokrin sistemdeki primer etkisi biiyiime hormonu salimmi
saglamaktir. G-protein bagli GHS-R reseptoriine baglandiginda IP3 araciligiyla hiicre
ici Ca’” y1 arttirarak biiyiime hormonu salmimini stimiile etmektedir. Ghrelinin
bliylime hormonu {izerindeki etkisinin doz bagimli oldugu in vitro ve in vivo
deneylerle gosterilmistir. Intravenéz ghrelin uygulamasmin hem siganlarda hem de
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insanlarda yogun miktarda biiyiime hormonu salimina sebep oldugu tespit edilmistir
[88].

Insiilin Sekresyonu

Ghrelinin  insiilin ~ sekresyonuna etkisinin ne yonde oldugu halen
tartisgilmaktadir. Insiilin sekresyonunu stimule ettigini veya inhibe ettigini sdyleyen
gruplar mevcuttur. Deney sonuglarinin farkl ¢ikmasinda ¢alisma kosullarinin ve
kullanilan deneklerin etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Kan glukoz diizeyinin,
ghrelinin insiilin sekresyonu iizerine etkisini belirleyen faktorlerden biri oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Adeghate ve arkadaslar1 [89] kan glukoz diizeyi 2.8 mM iken ghrelinin
insiilin sekresyonunu etkilemedigini fakat, kan glukoz seviyesi 8.3 mM oldugunda
ghrelinin insiilin sekresyonunu stimule ettigini gostermislerdir.

Istah Regiilasyonu

Istah regiilasyonunda gorev alan hipotalamik arkuat cekirdekte ghrelin iceren
noronlar bulundugu immiinohistokimyasal tekniklerle belirlenmis ve ghrelinin
oreksijenik etki mekanizmas1 Sekil 2.12°de gosterilmistir. Arkuat cekirdekteki
ghrelin iceren noronlar, Noropeptid Y (NPY) ve Agouti Related Peptid (AgRP)
noronlarma efferent lifler gondererek oreksijenik peptid salinimini stimiile etmekte,
Proopiomelanokortin (POMC) néronlarina efferent lif gondererek de anoreksijenik
peptid salmimini1 suprese etmektedir. Ayrica, paraventrikiiler niikleusta bulunan
ghrelin noronlart NPY noéronlarmma efferent lifler gondererek GABA salimini
baskilamakta ve kortikotropin salict hormonu (CRH) eksprese eden noronlar: stimiile
ederek adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortizol salinimma yol agmaktadir
[88].

Arkuat Cekirdek

583

Kan Damar

Sekil 2.12. Ghrelinin oreksijenik etki mekanizmasi
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Kognisyon

Carlini ve arkadaslar1 [90] ghrelinin hipokampusun yani swra diger beyin
bolgelerindeki kognitif islemleri modiile ettigini gostermistir. Yaptiklar:1 ¢alismada
hipokampus, amigdala ve dorsal rafeye ghrelin uygulandiginda “sakinma goérevi
(avoidance task)” testi ile hafizanin gelistigini tespit etmislerdir. Bir diger ¢alismada
da amigdalaya ghrelin uygulandiginda “elevated plus maze” testinde anksiyetenin
arttiglt gozlenmistir [90, 91]. Hipokampusa uygulanan ghrelinin gida alimini
arttirmasi, ghrelinin limbik sistem icindeki etkileri ile hipotalamik islemler arasinda
baglant1 olabilecegi fikrini dogurmustur. Diano ve arkadaglari [92] sistemik ve
intraserebroventrikiiler ghrelin uygulamasmin hipokampal fizyoloji iizerindeki
etkisini sicanlar1 uzaysal hafiza ve “novel object recognition” testlerine tabi tutarak
incelediklerinde her iki uygulamada da ghrelinin hafizay1r gelistirdigini ve
hipokampusta LTP olusumunu arttirdigini tespit etmislerdir. Daha sonra yaptiklar1
bir diger calismada da ghrelin-knockout farelerin yeni objeleri tanima (novel object
recognition) hafizasinda ciddi bozulma oldugunu goéstermislerdir. Ghrelin
hipotalamusta, mezensefalonda ve hipokampusta sinaptik yogunlugu arttirmaktadir.
Fareler tizerinde yapilan bir ¢calismada 4 giin boyunca giinde 2 kere intraperitoneal
ghrelin uygulamasmin hipokampal CA1l bdlgesindeki spin yogunlugunu kontrole
gore arttirdigi, ghrelin-knockout farelerde ise spin yogunlugunun kontrol grubuna
gore azaldig1 belirlenmistir.

Ogrenme ve hafizanin temel mekanizmasi olan LTP’de NO’nun rolii goz
oniinde bulunduruldugunda, ghrelinin kognitif etkilerini NO {izerinden yapabilecegi
diistiniilmektedir. Carlini ve arkadaslarmin [93] yaptig1 ¢alismada intrahipokampal
ghrelin uygulamasinin NO seviyelerini NOS aktivitesini etkileyerek arttirdigi,
hipokampal dentat girusta LTP esigini diislirdiigli ve inhibitor sakinma testinde
ogrenmeyi gelistirdigi tespit edilmistir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali, Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlar1 ve Deney
Hayvanlar1 Unitesinde gerceklestirilen bu ¢alismada 3 aylik, ortalama 250 - 300 g
agirhiginda erkek Wistar sicanlar kullanilmistir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii
Deney Hayvanlar1 Unitesinden birer ay ara ile rastgele alinan toplam 80 adet
si¢an her grupta 20 hayvan olacak sekilde dort gruba bo linmiistiir.

Grup 1: Sham grubu (SHAM)

Grup 2: Ghrelin grubu (GHR)

Grup 3: Iskemi Reperfiizyon grubu ( I/R )

Grup 4: Iskemi Reperfiizyon + Ghrelin grubu ( I/R + GHR )

Deney protokolii:

Deney siiresi boyunca, hayvanlar her kafeste 4 hayvan olacak sekilde, 12
saatlik karanlik/aydinlik siklusunda tutulmuslardir. Bu siire i¢inde hayvanlar, ticari
sigan yemi ve musluk suyu ile beslenmistir.

Deney siiresince;

i) SHAM grubuna ameliyat yapilmis ve ameliyat sonrast 3 giin boyunca 0.3
ml/sican/gilin serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulanmistir.

ii) GHR grubuna ameliyat yapilmis ve ameliyat sonras1 3 giin boyunca 80pg/kg/giin
dozda ghrelin (GenScript) intraperitoneal olarak uygulanmastir.

iii) I/R grubunda dért damar okliizyonu metoduyla 8 dakika siiresince global serebral
iskemi olusturulmustur. Reperfiizyon siiresi olarak belirlenen 3 giin boyunca
0.3ml/sican/giin serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulanmustir.

iv) I/R + GHR grubunda dort damar okliizyonu metoduyla 8 dakika siiresince global
serebral iskemi olusturulmustur. Reperfiizyon siiresi olarak belirlenen 3 giin boyunca
80ug/kg/giin dozda ghrelin (GenScript) intraperitoneal olarak uygulanmistir.

Ameliyat sonras1 24. ve 48. saatlerde yapilan 6grenme deneylerini takiben,
iiretan anestezisi altinda sigcanlarin abdominal aortalarindan kan alindiktan sonra, sol
ventrikiilden girilip aortaya kaniil yerlestirilmis, kaniiliin distalinden okliizyon
yapilarak heparinli serum fizyolojik ile beyin perflizyonu saglanmistir. Perflizyonu
takiben beyin dokular1 ¢ikarilmis ve histolojik parametrelerin tayininde kullanilacak
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olanlar paraformaldehit i¢ine birakilmig, biyokimyasal parametrelerde kullanilacak
olanlar ise hipokampuslar1 ayrilarak ependorf tiiplere konulmus ve —80°C’de
saklanmstir.
Deneysel Global Serebral iskemi Modeli

Gegici global serebral iskemi dort damar okliizyonu (4-VO) metodu
kullanilarak olusturulmustur [95]. Kisaca, ketamin ksilazin (100:8 mg/kg) anestezisi
altinda sicanlara 2,5 cm dorsal servikal orta hat insizyonu yapilip birinci servikal
vertebra ekspoze edildikten sonra alar foraminadan elektrokoterizasyon ile vertebral
arterler kalict  bir bicimde koagiile edilmistir.  Vertebral arterlerin
elektrokoagiilasyonunun ardindan 2,5 cm ventral servikal orta hat insizyonu yapilmis
ve ortak karotid arterler nervus vagus intakt kalacak bicimde izole edilmistir. Izole
edilen arterler 3-0 ipek ile askiya alindiktan sonra mikroanevrizma klempleri
kullanilarak 8 dakika boyunca okliide edilmis ve global serebral iskemi
olusturulmustur. Global serebral iskemi, EEG monitorizasyonu ile takip edilmistir.
Klemplerin yerlestirilmesini takip eden ilk dakika icerisinde izoelektrik EEG sinyali
elde edilen sicanlar deneye alinmistir. Klemplerin ¢ikarilmasiyla 72 saatlik
reperflizyon siireci baglatilmistir.

3.2.08renme Parametrelerin Tayini
Projemizde, 6grenme parametreleri i¢in Y labirenti testi ve acik alan (open
field) testi kullanilmastir.

3.2.1.Y-Labirent Testi

Y-Labirent diizenegi, her bir kolu 40 cm uzunlugunda, 20 cm duvar
yiiksekliginde ve 10 cm genisliginde olan {i¢c kollu siyah bir labirenttir.
Calismamizda Y labirentin kollar1 ‘baslangig’, ‘diger’ ve ‘yeni’ kol olarak
adlandirilmistr.

DIGER KOL YENI KOL

20 cm

10 ¢m

BASLANGIC KOLU

Sekil 3.1 Y labirenti

Deneyin ilk kisminda siganlar baglangi¢ kolunun ucuna birakilmislardir. Her
bir sicana yeni kol tamamen kapali iken, diger kollar1 serbestge inceleyebilmeleri
icin 15 dakika zaman verilmistir. 15 dakikanin sonunda sicanlar kafeslere geri
almmis ve deney sirasinda koku duyusuna gore hareketlerini engellemek i¢in Y-
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labirent diizenegi %70 etanol ile temizlenmistir. Dort saat sonra kapali olan yeni kol
acilarak siganlar daha once brrakildiklar1 noktadan Y-labirent diizeneginin igine
birakilmis ve 5 dakika stireyle davranislar1 video ile kaydedilmistir. Her bir kola girisg
sayilar1, her kolda gecirdikleri toplam siire, kat ettikleri toplam yol ve ortalama
hizlar1 video takip sistemi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.2. Acik Alan Testi

Agik alan deneyleri duvar yiiksekligi 40 cm, taban1 80X80 cm’ ebatlarinda
kare seklinde mat siyah boyali diizenekte yapilmistir. Alan, birbirine es 16 kiiciik
kareye boliinmiistiir. Deneyin baslangicinda deney hayvani bu alanin merkezine
birakilmis ve 3 dakika boyunca hareketleri dijital olarak kaydedilmistir. Siganin
girdigi kare sayisi, katettigi toplam mesafe ve ortalama hizi 6l¢iilmiistiir.

3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

3.3.1. Plazma Acile Ghrelin Tayini
Plazma agile ghrelin miktarinin analizi dokuya uyumlu EIA kiti kullanilarak
yapilmistir.

Reaktifler ve Kimyasallar:

1) Sigan Agile Ghrelin Enzim Immiino Analiz Kiti ( Rat Acylated Ghrelin Enzyme
Immunoassay Kit , Cayman)

2) Etilenediaminetetra-asetik asit (EDTA)

3) Potasyum fosfat tamponu (0,1M, pH 7.4)

4) Sodyum Hidroksit (NaOH 10N)

5) p-Hidroksimerkiiribenzoik asit (PHMB)

6) Hidroklorik Asit (HCI IN)

islemler:

Kanlar, PHMB eklenmis EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra +4°C’de, 3500
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Alinan slipernatanlara hizli bir sekilde 1ml plazma
basina 100 pl oraninda 1N HCI eklendikten sonra +4°C’de, 3500 rpm’de, 5 dk
boyunca ikinci santrifiij islemi uygulanmistir. Stipernatanlar — 80°C’de saklanmastir.
EIA kiti ile yapilan 6l¢iim sonrasinda plazmadaki agile ghrelin miktar1 pg/ml plazma
olarak hesaplanmistir.

3.3.2. Plazma Deacile Ghrelin Tayini
Plazma deacile ghrelin miktarinin analizi dokuya uyumlu EIA Kkiti
kullanilarak yapilmistir.

Reaktifler ve Kimyasallar:

1) Sican Deagile Ghrelin Enzim immiino Analiz Kiti (Rat Unacylated Ghrelin
Enzyme Immunoassay Kit , Cayman)

2) Etilendiamintetra-asetik asit (EDTA)

3) Potasyum fosfat tamponu (0,1M, pH 7.4)
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islemler:

Kanlar, EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra +4°C’de, 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Stipernatanlar — 80°C’de saklanmistir. EIA kiti ile yapilan 6l¢iim
sonrasinda plazmadaki deagile ghrelin miktar1 pg/ml plazma olarak hesaplanmistir.

3.3.3. Total Antioksidan Kapasite Tayini (TAK)
Total antioksidan kapasite, kit kullanilarak kolorimetrik metod ile
Olctilmiistiir [96].

Reaktifler ve Kimyasallar:
1. Total Antioksidan Kapasite Kiti (Total Antioksidant Status Assay Kit, Relassay)
2. 140mM KCI Tamponu

islemler:

Total antioksidan kapasite tayini i¢in hipokampus dokular1 10 mg doku
basina 90 pl tampon eklenerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemini
takiben +4°C’de, 3000 rpm’de, 5 dk santrifiij yapilip siipernatanlar alinmistir.
Santrifiij islemlerinin ardindan elde edilen siipernatanlar — 20°C’de saklanmustir. Kit
ile yapilan Ol¢iim sonrasinda ornekteki total antioksidan kapasite uM H,O, Eq./L
olarak hesaplanmistir. Daha sonra protein degerlerine bdliinerek sonuglar pM/g
protein olarak verilmistir.

3.3.4. Total Oksidan Kapasite Tayini (TOK)
Total oksidan kapasite, kit kullanilarak kolorimetrik metod ile dl¢iilmiistiir
[97].

Reaktifler ve Kimyasallar:
1. Total Oksidan Kapasite Kiti (Total Oksidant Status Assay Kit, Relassay)
2. 140mM KCI Tamponu

islemler:

Total oksidan kapasite tayini i¢in hipokampus dokular1 10 mg doku basina 90
ul tampon eklenerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemini takiben +4
°C’de, 3000 rpm’de, 5 dk santrifiij yapilip siipernatanlar alinmistir. Santrifiij
islemlerinin ardindan elde edilen siipernatanlar — 20 °C’de saklanmustir. Kit ile
yapilan 6l¢iim sonrasinda ornekteki total oksidan kapasite uM H,O, Equiv./L olarak
hesaplanmistir. Daha sonra protein degerlerine boliinerek sonuglar uM/g protein
olarak verilmistir.

3.3.5. Nitrit/Nitrat Tayini
Nitrit/Nitrat miktarinin analizi dokuya uyumlu kolorimetrik kit kullanilarak
yapilmistir [98].
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Reaktifler ve Kimyasallar:

1. Nitrit/Nitrate Kolorimetrik Analiz Kiti (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit,
Cayman)

2. 1XPBS,pH7.4

islemler:

Nitrit/Nitrat miktar1 tayini i¢cin hipokampus dokular1 10 mg doku basma 200
ul PBS eklenerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemini takiben +4 °C’de,
10000 g’de, 20 dk santriflij yapilip siipernatanlar alinmistir. Alinan siipernatanlar +4
°C’de 100000 g’de 30 dk santrifiij edildikten sonra siipernatanlar 30kD’luk filtre
iceren ependorf tiiplere aktarilip 15000 g’de 30 dk santriftij edilmistir. Santrifiij
islemlerinin ardindan elde edilen siipernatanlar — 20°C’de saklanmistir. Kolorimetrik
kit ile yapilan Ol¢iim sonrasinda Ornekteki Nitrit/Nitrat  diizeyi uM olarak
hesaplanmistir. Daha sonra protein degerlerine boliinerek sonuglar uM/g protein
olarak verilmistir.

3.3.6. Protein Tayini
Hipokampus dokularinda protein tayini modifiye Bradford yontemine
dayanan bir kit ile yapilmistir[99].

Reaktifler:

1 ) Standart soliisyon: 2 pg/ ul bovin serum albiimin (Albiimin Bovina, Sigma, A-
8022)

2 ) CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210 )

Islemler: 1 pl doku siipernatant1 499 ul ve 49 ul distile su ile sulandirildiktan (1:500
ve 1:50) sonra iizerlerine sirasiyla 500 pl ve 50 pl CPPA reaktifi eklenmis ve 595
nm’de absorbanslar spektrofotometrik olarak okunmustur. Standart calismasi ise,
numune yerine artan konsantrasyonlarda 1:1000 sulandirmaya sahip BSA
kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktar1 standart grafigi
kullanilarak hesaplanmastir.

3.4. n-NOS ve iNOS Diizeylerinin Immunohistokimyasal Tayini

Beyin dokusundan alinan 5 mikron kalinligindaki parafin kesitler, Poly-L-
Lizin kapli lamlar {izerine almarak bir gece 56°C’lik etiivde bekletilmistir.
Deparafinasyon i¢in iki kere onar dakika ksilol I ve ksilol II’den gecirilen kesitler her
birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80 ve %70’lik azalan alkol
serilerinden gecirilerek rehidrate edilmislerdir. Daha sonra, distile suda ¢alkalanmis ve
fosfat tuzu tamponunda (PBS, Ph: 7.2 -7.4) ii¢c kez beser dakika yikanmigslardir.
Kesitler, antijenik maskenin giderilmesi i¢cin 200 ml sitrat tamponuna (pH:6.0)
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konularak mikrodalga firinda iki kere beser dakika muamele edilmis, daha sonra firin
disinda yirmi dakika sogumaya birakilmislardir. Bunu takiben c¢evresi hidrofobik
kalemle cizilen kesitler, distile sudan ve PBS ‘ten gecirildikten sonra endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in % 3’liik hidrojen peroksit ile yarim saat oda
isisinda inkiibe edilmislerdir. Distile suda calkalanip PBS ‘te yikanan kesitler oda
sicakliginda ve nemli ortamda 0Ozgilil olmayan immiinoglobulin baglanmalarimni
onlemek amaciyla bloklama serumu ile yedi dakika muamele edilmis ve serumun
fazlas1 almarak kesitler, tavsan poliklonal anti-nNOS ve anti-INOS antikorlartyla bir
saat siireyle oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edilmislerdir. Kontrol kesitlerine
primer antikor yerine normal tavsan immiinoglobulinleri uygulanmustir. Inkiibasyon
sonunda PBS ile {i¢ defa beser dakika yikanan kesitler oda sicakliginda bir buguk saat
biyotinli sekonder antikor ve streptavidin — peroksidaz kompleksi ile inkiibe
edilmislerdir. Tekrar PBS ile {i¢ kez beser dakika yikama uygulandiktan sonra sinyali
gelistirmek i¢in dokular 3> Diamino benzidin (DAB) kromojeni ile muamele edilmis
ve musluk suyunda yikanmislardir. Kesitler, Mayer’in hematoksilen’inde onbes
saniye zit boyama yapildiktan sonra tekrar artan alkol serilerinde dehidrate edilip
ksilole alinmis ve ardindan kapatma soliisyonu ile kapatilmiglardir. Biitiin gruplar ayni
giin igerisinde ayn1 muamelelerden gecirilerek boyanmiglardir. Boyanmis kesitler 151k
mikroskobunda degerlendirilmis ve fotograflandirilmistir.

3.5. Hematoksilen Eozin Boyama

Beyin dokusundan alman 5 mikron kalinligindaki parafin kesitler, Poly-L-
Lizin kapli lamlar tizerine alinarak bir gece 56°C’lik etiivde bekletilmistir.
Deparafinasyon i¢in iki kere onar dakika ksilol I ve ksilol II’den gegirilen kesitler her
birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80 ve %70’lik azalan alkol
serilerinden gegirilerek rehidrate edilmislerdir. Rehidratasyon islemini takiben
kesitler bir dk boyunca hematoksilen soliisyonunda tutulmustur. Hematoksilen
soliisyonundan ¢ikarilan kesitler PBS’de bes dakika yikandiktan sonra diferansiasyon
islemi icin asit-alkol soliisyonuna 1-3 s batirilip cikarilmistir. Bes dakikalik PBS
yikamasmin ardindan kesitler iki dakika boyunca eozin boya soliisyonunda
bekletilmistir. Soliisyondan c¢ikarillan kesitler, bes dakika siiresince PBS ile
yikandiktan sonra bir dakika %80, bir dakika %95 alkolde ve 1 saat ksilende
tutulmustur. Son olarak ksilenden ¢ikarilan kesitlerin iizerine entellan damlatilarak
kapatma iglemi tamamlanmis ve kesitler 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS 15.0 paket programi kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasi
karsilastirmalar Kruskal Wallis Varyans Analizi, ikili karsilastirmalar Mann-Whitney
U Testi kullanilarak yapilmistir. P<0.05°1 saglayan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim

Deney siiresince sham opere edilen siganlarda postiir bozukluguna rastlanmaz
iken, I/R uygulanan sicanlarin hareketliliginde ve yem tiiketiminde azalma
gbzlenmistir. Bunun yani sira, davrams deneyleri esnasinda I/R uygulanan siganlar
sham opere edilen sicanlardan ¢cok daha az anksiyete gostermistir.

4.2. Y- labirent Testi Sonuclar

Y-labirent testinde sicanlarmm yeni kola giris frekanslar1 incelendiginde
ameliyat sonras1 24. ve 48. saatlerde SHAM ve GHR gruplar1 arasinda anlamli bir
fark goriilmemistir. iskemi/reperfiizyon grubu frekans degerlerinin hem 24. hem de
48. saatte gruba gore belirgin bicimde azaldig1 saptanmustir. I/R+GHR grubunun 24
saatlik frekansinin SHAM grubuna gore azaldigi, I/R grubuna gore artti1 tespit
edilmis, 48.saat degerlerinin ise diger gruplardan farkli olmadigir bulunmustur. Tiim
gruplari ameliyat sonrasi 24. ve 48. saatlere ait yeni kola giris frekanslar1 Tablo 4.1
ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Y-labirent testinde sicanlarmn yeni kolda gegirdikleri siire incelendiginde,
ameliyat sonras1 24. ve 48. saatlerde SHAM ve GHR gruplar1 arasinda anlamli bir
fark goriilmezken, 24. saatte I/R grubu degerlerinin SHAM gruba gore azaldig,
I/R+GHR grubu degerlerinin ise tiim gruplara gore arttig1 goriilmiistiir. 48.saatte ise
I/R ve I/R+GHR gruplar1 arasinda anlamh fark bulunmamis, her iki grubun yeni
kolda geg¢irdikleri siire hem SHAM hem de GHR grubuna gore azalmistir. Tim
gruplarin ameliyat sonras1 24. ve 48. saatlere ait yeni kolda gecirilen siire degerleri
Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Y-labirent testinde sicanlarm aldigi toplam yol incelendiginde, ameliyat
sonrast 24. saatte SHAM ve GHR gruplari, I/R ve I/R+GHR gruplar1 arasinda
anlaml bir fark bulunmamis, I/R ve I/R+GHR gruplarinin yol degerleri SHAM ve
GHR gruplarma goére azalmistir. Ameliyat sonrasi 48. saatte tim grup degerleri
SHAM grubuna gore azalmistir. Tiim gruplarin ameliyat sonras1 24. ve 48. saatlere
ait y-labirent testinde aldiklar1 toplam yol degerleri Tablo 4.3’te ve Sekil 4.3’te
gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Gruplarin yeni kola giris frekanslari.

GRUPLAR YENI KOLA GiRiS FREKANSLARI
24.saat 48.saat
SPEAM 2,82+0,52 1,69 + 0,36
(n=15)
GHR
(n-14) 1,82+ 0,46 2,43+ 0,86
R 0.18 £ 0,12 ** 033 40,24 *
_(n=9)
IR GHR 1,00 £ 031 * # 1.0 £ 0,85
(n=8)

*p<0.05 Sham gruba gore, ** p<0.001 Sham gruba gére, # p<0.05 I/R grubuna gére fark. Degerler
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

M 24.Saat M 48.Saat

4 -

= 35 -

[ ]

T 3

[~

5

2 25 A

=

@

= 2 A

(&)

S 1,5 1

(=}

s

=

%]

> 05 -
O-

SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.1. Yeni Kola Giris Frekanslarl.
*p<0.05 Sham gruba gore, ** p<0.001 Sham gruba gore, # p<0.05 I/R grubuna gore fark. Degerler
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
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Tablo 4.2. Gruplarin yeni kolda gecirdigi siire.

YENi KOLDA GECIRILEN SURE (s)
GRUPLAR
24.saat 48.saat
SH_AM 46,91 + 7,66 32,80 + 4,20
(n=15)
GHR
(n=14) 33,48 + 4,20 24,61 + 5,64
I/R x o
(n=9) 0,00 0,00
I I({HSSR 256,40 = 34,56 *, #, T 0,00 **,

* p<0.01 Sham gruba gore, ** p<0.001 Sham gruba gére, T p<0.01 GHR grubuna gére, # p<0.01 I/R
grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

W 24.Saat M 48.Saat

*

300 - #
‘@ +
-
L 250 A
=
75
5 200 |
=
4
&) 150 -
«
=
S 100 A
N
E
>-4 50 1 skk

O " T T 1
SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.2. Yeni Kolda Gegirilen Siire .
* p<0.01 Sham gruba gore, ** p<0.001 Sham gruba gore, T p<0.01 GHR grubuna gére, # p<0.01 I/R
grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Tablo 4.3. Gruplarin Y-labirent testinde aldiklari toplam yol.

ALINAN TOPLAM YOL (cm)
GRUPLAR 24.Saat 48.Saat
SHAM 717,59 + 46,17 74423 + 55,02
(n=15)
GHR 643,80 + 57,75 531,00 4 58,75 *
(n=14)
(r11/= R9) 467,62 + 39,88 ** 367,34 + 67,83 ***
v &SSR 378,06 % 33,62 ***, § 396,32 % 24,78 **

*p<0.05 Sham gruba gore, ** p<0.01 Sham gruba gore, *** p<0.001 Sham gruba gore, T p<0.01GHR
grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

W 24.Saat M 48.Saat

900 -
800
700
600
500
400
300
200

100

Y-labirent Testinde Alinan Toplam Yol (cm)

SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.3. Y-labirent testinde alinan toplam yol
*p<0.05 Sham gruba gore, ** p<0.01 Sham gruba gore, *** p<0.001 Sham gruba gore, T p<0.01GHR
grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

37



4.3. Acik Alan Testi Sonuclan

Agik alan testinde si¢anlarin girdikleri kare sayilari incelendiginde ameliyat
sonrasi 24. ve 48 saatlerde benzer sonuglar bulunmustur. SHAM ve GHR gruplarinin
degerlerinin birbirine gore degismedigi, I/R grubu degerlerinin SHAM grubuna gore
carpict bigimde azaldigi, I/R+GHR grubu degerlerinin ise I/R grubuna gore arttigi
bulunmustur. Tiim gruplarin ameliyat sonrasi 24. ve 48. saatlere ait agik alan testinde
girdikleri kare sayis1 Tablo 4.4°te ve Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Acik alan testinde girilen kare sayisi.

GIRILEN KARE SAYISI
GRUPLAR Ydsant 8ot
SPEAM 28,69 + 4,01 27,67 +3,73
(n=15)
GHR
(n-14) 29,07 + 3,15 20,29 + 3,57
I/_R 8,67 + 1,04 * 8,83+ 1,56 *
_(n=9)
b I({HSSR 19,00 + 4,16 # 22,33+ 4,04 #

* p<0.001 Sham gruba gére, # p<0.05 I/R grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir.

M 24.Saat M 48.Saat
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SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.4. A¢ik Alan Testinde Girilen Kare Sayisi
* p<0.001 Sham gruba gore, # p<0.05 I/R grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
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Agik alan testinde sicanlarin aldiklar1 toplam yol incelendiginde ameliyat
sonrast 24. ve 48. saatlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Tiim gruplarin ameliyat sonrasi 24. ve 48. saatlere ait acik alan
testinde aldiklar1 toplam yol degerleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5. Acik alan testinde alinan toplam yol.

GRUPLAR ALINAN TOPLAM YOL (cm)
24.saat 48.saat

SHAM 679,82 + 90,20 691,79 + 101,02
(n=15)

GHR 655,17 + 76,74 369,19 + 63,24
(n=14)

/R

& 386,24 + 38.62 436,50 + 63,29
(n=9)

v IéngR 515,88 + 75,62 612,10 = 74,05

1 p<0.05 GHR grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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Sekil 4.5. Ac¢ik Alan Testinde Alinan Toplam Yol
Degerler ortalama = standart hata olarak verilmistir.
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4.4. Plazma Acile ve Deacile Ghrelin Sonuclar:

Plazma agile ghrelin degerleri incelendiginde GHR grubu degerlerinin SHAM
gruba gore artt1ig1, I/R+GHR grubu degerlerinin ise hem GHR hem de I/R grubuna
gore azaldigi saptanmistir. Plazma deagile ghrelin degerlerine bakildiginda, SHAM,
GHR ve I/R gruplar1 arasinda fark goriilmezken, I/R+GHR grubu degerleriinin
SHAM ve /R gruplarina gore azaldigi goriilmiistiir. Plazma agile ve deagile ghrelin
sonuclar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’ da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Plazma acile ve deagile ghrelin degerleri.

GRUPLAR ACILE GHRELIN DEACILE GHRELIN
(pg/ml) (pg/ml)
SHAM 58.72 +7.35 158.92 + 25.42
(n=15)
GHR .
(n=14) 84,34+ 8,14 104,26 + 9,33
IR 88,55 + 11,36 145,82 +17,91
(n=9)
I/I({HSSR 54,35+6,76 T, # 85,65 + 8,14 *, ##

*p<0.05 Sham gruba gére, T p<0.05 GHR grubuna gore, # p<0.05 I/R grubuna gére, ## p<0.01 I/R
grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

~

g) B DEACILE GHRELIN  ® ACILE GHRELIN
£ 200 -

=

qﬁ 180 -

A 160 -

£ 140

e

= 120 A

@)

o 100 A

S 80 -

[*]

Q 60 -

~~

= 40 A

>3

< 20 -

<

£ 0 A

N . .
E SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.6. Plazma Agile/Deagile Ghrelin Dqgerleri .
*p<0.05 Sham gruba gore, T p<0.05 GHR grubuna gore, # p<0.05 I/R grubuna gore, ## p<0.01 I/R
grubuna gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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4.5. Total Antioksidan Kapasite Sonuclar

Hipokampusta total antioksidan kapasiteleri incelendiginde gruplar arasinda
anlamlt bir fark bulunmamistir. Tiim gruplara ait TAK degerleri Tablo 4.7 ve Sekil
4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Hipokampusta total antioksidan kapasite degerleri.

GRUPLAR (nM/ Tgl?)lr(otein)
?i‘?lsv)l 0.25 0,01
(S:Hl}i) 0.28 0,01
(r11/= %) 0.29 % 0,01

v %}SSR 027 % 0,02

0,35 -
=
3 0,3
N
[=]
fut
[~}
ot 0,25 -
S~
=
< 0,2
M 7
<
[
2 0,15 -
[=]
g
v 0,1 -
=3
2
= 0,05 -

0 T

SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.7. Hipokampus TAK sonuglar1
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4.6. Total Oksidan Kapasite Sonuclar

Hipokampusta dlciilen total oksidan kapasite I/R grubunda SHAM gruba
gbre belirgin bigimde artmis, I/R+GHR grubuna gore degismemistir. SHAM, GHR
ve I/R+GHR gruplarmin degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Tiim
gruplara ait TOK degerleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Hipokampusta total oksidan kapasite degerleri.

GRUPLAR M /zgﬁ (ein)
?i‘?lsv)[ 12,19 + 2,02
(S:HIIZ) 14,40 £371
(rll/: %) 18.41 +3,03*

v IéngR 16,20 + 4,83

* p<0.001 Sham gruba gore, T p<0.05 GHR grubuna gore fark. Degerler ortalama =+ standart hata
olarak verilmistir.

25 1

20 4 *

15 -

10 -+

Hipokampus TOK (uM /g protein)

SHAM GHR i/R i/R+GHR

Sekil 4.8. Hipokampus TOK degerleri
* p<0.001 Sham gruba gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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4.7. Nitrit/Nitrat Sonuclar

Hipokampusta 6lgiilen nitrit+nitrat seviyesi GHR, I/R ve IR+GHR
gruplarmda SHAM gruba gore artmistir. GHR, I/R ve I/R+GHR gruplar1 arasinda
anlamli fark bulunmamistir. Tiim gruplara ait nitrit+nitrat degerleri Tablo 4.9 ve
Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.9. Hipokampusta Nitrit + Nitrat degerleri.

GRUPLAR NiaﬁgzngiﬁfT
?i‘?lsv)[ 18,17 £ 0,92
(S:I_{IZ) 27,72 £3,87 *

(r11/= R9) 33.61 + 4,59 **
v l(znng 25.05+3.16 *

*p<0.05 Sham gruba gore, ** p<0.001 Sham gruba gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir.

45 -

40 -

* %k

30 A

20 A

15 -

10 -+

Hipokampus Nitrit + Nitrat (uM/g protein)
N
(95 ]

SHAM GHR i/R i/R+GHR
Sekil 4.9. Hipokampus Nitrit+Nitrat Degerleri

*p<0.05 Sham gruba gore, ** p<0.001 Sham gruba gore fark. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir.
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4.8. Immiinohistokimya Sonuclar

4.8.1. iNOS Sonuclan

iNOS ekspresyonunun I/R grubunda SHAM gruba gére ciddi bigimde arttigy,
[/R+GHR grubunda ise I/R grubuna gore azaldig1 gdzlenmistir. SHAM grubuna ait
goriintiiler Sekil4.10°da, GHR grubuna ait goriintiiler Sekil 4.11°de, I/R grubuna ait
goriintiiler Sekil 4.12°de, IR+GHR grubuna ait goriintiiler Sekil4.13’te verilmistir.

: GRS T il N
Sekil 4.11. Hipokampusta GHR grubu iNOS ekspresyonu
gy o LB s ® :‘-. ]‘f‘ ‘ ‘*f i
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4.8.2. nNOS Sonugclan

nNOS ekspresyonunun GHR, I/R ve I/R+GHR gruplarinda SHAM gruba
gore arttig, en belirgin artislarm I/R, I/R+GHR gruplarmda olustugu
gozlenmistir.Gruplara ait nNOS fotograflar1 Sekil 4.14 (SHAM grup), Sekil 4.15
(GHR grubu), Sekil 4.16 (I/R grubu) ve Sekil 4.17°de (I/R+GHR grubu) verilmistir.

# 3\- - » o R u" , - \d v e
Sekil 4.15. Hipokampusta GHR grubu nNOS ekspresyonu

", 3 B o x, A -t

Sekil 4.17. Hipokémﬁusta I/R+GHR grubli ﬁﬁbﬂi{-spresyonu
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4.9. Hematoksilen Eozin Boyama Sonuglar

Gruplara ait H&E boyama goriintiileri Sekil 4.18 ve 4.19°da gosterilmistir.
Fotograflar incelendiginde I/R grubunun hipokampal CA1 bdlgesindeki piramidal
tabaka kalmliginda (Tablo 4.10) ve yasayan ndron sayisinda diger gruplara gore
belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Hipokampal CA1 bdlgesinde yasayan
ndron sayisi sonuglart SekilL 4.20°de verilmistir.

SHAM ~ GHR /R I/R+GHR

Sekil 4.19. Hipokampusta H&E boyama 40X

Tablo 4.10. Hipokampusta CA1 Piramidal Tabaka Kalinlig

GRUP CA1 Piramidal Tabaka Kalinhg (um)
SHAM 20
GHR 19
I/R 11
[/R+GHR 19

B CA1 - N6ron Sayisi

200 -

150 A
100 A
50 A

0

SHAM i/R I/R+GHR

Sekil 4.20. CA1 Bolgesinde yasayan néron sayist
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TARTISMA

Serebral I/R diinya genelinde {igiincii 6liim ve birinci morbidite sebebi olmasi
nedeniyle, tedavi edici yaklasimlarin gelistirilmesi onemli bir amag¢ haline gelmistir
[100, 101]. Serebral I/R’ye maruz kalmis kisilerde kalici motor disfonksiyonun
yanisira agir kognitif hasar meydana gelmekte ve bu hastalarin ¢ok biiyiik bir kismi
ozel kisisel bakim destegi almadan yasamlarini idame ettirememektedirler [102].

Insanlarda olusan serebral I/R’ nin hasar mekanizmalarini aydimlatabilmek ve
tedavi yaklagimlarini gelistirmek amaciyla pek ¢ok deneysel serebral iskemi modeli
olusturulmustur. En ¢ok uygulanan modeller fokal ve global serebral iskemidir ve
uygulanan modelin se¢imi arastrmanin amacma gore belirlenmektedir.
Kemirgenlerde yapilan global serebral I/R ¢alismalarinda en biiyilk hasarm
hipokampusta olustugu ve bu hasarin iskeminin siddetine, iskemi ve reperflizyon
siirelerine gore degistigi pek ¢ok kere gosterilmistir [1, 55, 58, 59, 95]. Bu nedenle
calismamizda serebral I/R’nin 6zellikle dgrenme ve hafiza iizerindeki etkilerinin
arastirilmas1 amaclanmis ve bu dogrultuda global serebral I/R modeli segilerek dort
damar okliizyon metodu ile iskemi olusturulmustur [103]. Sicanlarda yapilan global
serebral I/R c¢alismalarinda iskemi siireleri 5 ile 30 dakika arasinda segilmekte,
reperflizyon siireleri ise incelenecek parametrelere gore belirlenmektedir [104].
Olusturdugumuz global serebral I/R modelinde &liimciil olmayan siddette iskemi
olusturmak amaciyla iskemi siiresi 8 dakika, I/R hasarmin en siddetli oldugu dénemi
incelemek amaciyla da reperflizyon stiresi 72 saat olarak sec¢ilmistir [29, 105].

Gegici global serebral iskeminin 6grenme ve hafiza tlizerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla klasik labirent testi, y-labirent testi, t-labirent testi, agcik alan
testi, Morris su tanki testi, rotarod testi gibi ¢esitli davranis deneyleri yapilmakla
beraber, hipokampal hasarin en ¢ok bozukluk yarattig1 hafiza tiirii olan uzaysal
hafizay1 degerlendirmek i¢in y-labirent, t-labirent ve Morris su tanki testleri daha ¢ok
tercih edilmektedir [106-109]. Bizim calismamizda gegici global serebral I/R’nin
uzaysal hafiza iizerine etkilerini arastirmak i¢in y-labirent testi, sicanlarin arastirmaci
davranis degisimlerini gozlemlemek i¢in de agik alan testi kullanilmstir.
Calismamizda 8 dakikalik global serebral iskemiyi takiben reperflizyonun 24. ve 48.
saatlerinde yapilan testlerle uzaysal hafizanin ve arastirmaci davranisin belirgin
bicimde bozuldugu tespit edilmistir. Bizim sonucglarimiza benzer sekilde, Wang ve
arkadaslar1 sicanlarda yapmis olduklar1 10 dakikalik global serebral iskemi sonras1 5.
ve 9. reperflizyon giinlerinde uyguladiklar1 Morris su tanki ve acik alan testlerinde
serebral I/R’nin uzaysal hafiza ve arastirmaci davranis bozukluguna sebep oldugunu
gozlemlemislerdir [110]. Diger bir calismada ise global serebral iskemi uygulanan
siganlarda reperflizyonun 7.giinlinde Morris su tanki testinde uzaysal 6grenme ve
hafizanin ciddi olarak bozuldugu saptanmstir [111].
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Projemizde tedavi edici ajan olarak siganlara verilen ghrelinin 6grenme ve
hafizay arttirdig1 bilinmektedir. Nitekim eriskin si¢anlar iizerinde yapilan ¢aliymada
ghrelinin uzaysal hafizay1 arttirdigt Morris su tanki testi ile gosterilmis, ghrelin
reseptor agonistlerinin verildigi diger bir calismada ise 6§renme ve hafizadaki artis
novel object recognition test ve Morris su tanki testleri ile tespit edilmistir [112,
113]. Diano ve arkadaslarmin [92] fareler iizerinde yaptigi arastirmada ise, ghrelin
kodlayan genin bloke edilmesi ile CA1l bolgesindeki spin yogunlugunda azalma ve
farelerin hafizalarinda bozulma meydana geldigi, ghrelin uygulamasi sonucunda bu
etkilerin ortadan kalkt1§1 gdzlenmistir. Literatiire bakildiginda ghrelinin serebral I/R
kaynakli 6grenme ve hafiza bozuklugu iizerine etkileri ile ilgili bir calismaya
rastlanmamistir. Calismamizda [/R’nin 24.saatinde &grenme ve hafiza testlerinde
ghrelin tedavisine bagli olarak belirgin bir diizelmenin oldugu ancak, 48.saatte
yapilan testlerde ghrelinin diizeltici etkisinin ortadan kalktig1 gézlemlenmistir.
48.saatteki bu durumun sebebinin, I/R hasarinm, 24.saate gdre daha siddetli hale
gelmesi ve ghrelin dozunun yetersiz kalmasi ile iliskili olabilecegi kanisina
varilmistir.

Serebral I/R hasarma bagli 6grenme ve hafiza bozukluklarmin nedenlerine
yonelik pek cok arastrma yapilmis ve oksidatif stresin 6nemli bir etken oldugu
vurgulanmugtir [114-116]. Nitekim Raz ve arkadaslar1 [103] sicanlara 10 dakikalik
global serebral iskemi uygulamis ve reperflizyonun 7. giiniinde uzaysal hafizadaki
bozulmaya hipokampal CA1 bolgesindeki sliperoksit anyon miktarindaki artisin eslik
ettigini gostermiglerdir. Yirmi dakika global serebral iskemi olusturulan bagka bir
calismada da reperfiizyonun 7.giinlinde uzaysal hafizadaki bozulmayla birlikte lipid
peroksidasyon son liriinii olan malondialdehid (MDA) diizeyindeki artis saptanmistir
[117]. Yaptigimiz ¢alismada global serebral I/R’nin dgrenme ve hafiza iizerindeki
olumsuz etkisinin oksidatif stres ile iliskili olup olmadigini incelemek amaciyla TOK
olctiik. Olglimlerimiz sonucunda TOK diizeyinin I/R grubunda diger tiim gruplara
gore anlamli bigimde arttigini1 saptadik. Total oksidan kapasitedeki artigin oksidatif
stresin bir gostergesi oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, sonuglarimizin literatiir
ile uyumlu oldugu goriilmektedir [97].

Oksidatif stresin olustugu durumda oksidan hasar ile antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengenin bozuldugu bilinmektedir [37]. Oksidan hasarin hem
biyokimyasal hem de morfolojik olarak gosterildigi durumlarda antioksidan
kapasitedeki degisimlerin nasil oldugu arastirilmaktadir [118]. Bu nedenle
antioksidan sistemin Onemli bilesenleri olan SOD, CAT ve GPx diizeyleri
incelenmektedir [119-121]. Serebral I/R calismalarinda da oksidatif stresin arttig
durumlarda antioksidan enzimlerin diizeyleri ve aktiviteleri incelenmistir [122-126].
Nitekim, serebral iskemi gecirmis hastalarda yapilan calismalarda eritrosit SOD ve
serum EC-SOD aktivitelerinin degismedigi ancak BOS CuZn-SOD diizeyinin
yiikseldigi, total kanda CAT ve GPx aktivitelerinin belirgin olarak arttig:
vurgulanmugtir [127-129]. Gerbillerde yapilan deneysel bir ¢alismada ise 5 ve 10
dakika siireyle global serebral iskemi olusturulmus ve 1,2,4,7,14,28.reperflizyon
giinlerinde hipokampusta total SOD diizeyinin degismedigi rapor edilmistir. Ayni
calismada 15 dakikalik iskemiyi takip eden 1. ve 2. reperfiizyon giinlerinde ise SOD
diizeyinde diislis oldugu gosterilmistir [104]. Farkli arastrma gruplar: tarafindan 2
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saatlik fokal serebral iskemi olusturulan sicanlarm reperfiizyonun degisik
zamanlarinda alinan beyin dokularinda yapilan incelemelerde reperfiizyonun
22.saatinde GPx diizeyinin azaldigi, 24.saat, 48.saat ve 7.giinde GPx, Mn-SOD,
CuZn-SOD seviyelerinin degismedigi, 24.saatte CAT seviyesinde belirgin diisiis
oldugu belirtilmistir [122, 124, 130]. Calismamizda tek tek antioksidan enzim
diizeylerinin Olclilmesi yerine tiim antioksidan ajanlarin varligmi gosteren TAK
diizeyininin 6lgmesi uygun goriilmiistiir. Yaptigimiz istatistiksel analiz sonucunda
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 gozlemlenmistir. Sonuglarimiz antioksidan
enzim diizeylerinde degisme olmadigmi vurgulayan yaymlarla paralellik
gostermektedir. Bunun yani sira uyguladigimiz 8 dakikalik iskemi siiresinin TAK
seviyelerinin degismesi i¢in yetersiz kalmis olabilecegi kanisina varilmistir.

Serebral I/R’nin 6grenme ve hafiza iizerindeki olumsuz etkilerinde oksidan
hasarin  6nemi bilindiginden, c¢alismalarda oksidatif stresi azaltmak amaciyla
antioksidan ajan kullanimi1 yayginlasmistir [131, 132]. Bu nedenle g¢alismamizda
kalp, karaciger ve pankreasta oksidan hasari azalttigi 6ne siiriilen ve 6§renme iizerine
olumlu etkileri oldugu bilinen ghrelin tedavi edici ajan olarak kullanilmistir [112,
133-137]. El eter ve arkadaslar1 iskemiden 15 dakika Once ve reperfiizyon
baslangicinda intravendz olarak verdikleri 200ng/kg ghrelinin gastrik I/R hasarini
antioksidan etki gostererek azalttigini rapor etmislerdir [24]. Yapilan diger bir
caligmada ise sican kalbinde olusturulan ex vivo I/R hasarmm 10* pM ghrelin
uygulamasi ile hafifledigi, enfarkt hacminin de azaldigi ortaya konmustur [138].
Iskemi reperflizyon calismalarinda oksidan hasara bagl olarak apoptotik yolagin
aktive oldugu antioksidan ajan kullanimi ile apoptozisin engellendigi bir g¢ok
parametre ile gosterilmistir. Nitekim, global serebral iskemi olusturulan siganlarda
80ug/kg ghrelin antioksidan ajan olarak iskemi 6ncesi ve reperflizyon baslangicinda
intraperitoneal yolla uygulanmis ve ghrelin uygulamasi sonrasinda enfarkt hacminin
azaldigi, sitokrom c salinimmin ve kaspaz-3 aktivitesinin inhibe edildigi sonugta
apoptozisin Onlendigi ve noroprotektif etkinin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir [29,
139]. Bu bilgilerin 15181 altinda ¢alismamizda ameliyat sonrasi 0, 24 ve 48.saatte
80ug/kg ghrelin intraperitoneal olarak uygulanmis ve I/R olusturulan gruba ghrelin
verildiginde TOK’nin azaldig1 fakat bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit
edilmistir. Bu azalma g6z 6nilinde bulunduruldugunda sonucumuzun literatiire paralel
oldugu, ancak etkinin beklenen diizeyde olmayisinin ghrelinin dozuna veya I/R’nin
siiresine bagli olabilecegi kanaati olusmustur.

Endojen olarak iiretildigi bilinen ghrelinin genel anlamda I/R  hasarim
hafifletmesi, I/R siirecinde plazma ghrelin seviyelerinin degisebilecegi fikrini akla
getirmektedir. Nitekim, miyokard enfarktiisii geciren kisilerde plazma ghrelin
diizeyinin azaldig1 gosterilmistir [140]. Diger yandan Rahman ve arkadaslar1 [141],
kardiyopulmoner by-pass ameliyati olmus hastalarda, ameliyat sonrasi 24.saatte
plazmada her iki ghrelin formunun da garpici bi¢imde arttigin1 belirtmis ve bu artisin
sistemik vaskiiler diren¢ indeksi ile 1ilgili olabilecegini vurgulamislardir. Bizim
calismamizda ise I/R uygulanan grupta agile ghrelin formunun Rahman ve
arkadaslarinin ¢alismasini destekler nitelikte arttigi ancak bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi, deagile ghrelin formunun ise degismedigi tespit edilmistir.
Sonuglarimizin beyin I/R’sine bagl plazma ghrelin diizeylerinin analiz edildigi ilk
calisma niteligine sahip olmasi nedeniyle 6nemli olabilece§i ancak mekanizmaya
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yonelik ilave calismalarin yapilmasinin gerektigi diisiiniilmektedir. Bizim projemizde
GHR grubunda plazma agile ghrelin seviyesinin arttigi1 ve bu artisin ghrelin O-agile
transferaz (GOAT) ekspresyonundaki artis ve sicanlarin a¢ olmasi ile iligkili
olabilecegi diistiniilmiistiir. Ciinkii, Gahete ve arkadaslar1 [142] primer hipofiz hiicre
kiiltiirii caligmalarinda agile ghrelinin GOAT ekspresyonunda artisa yol agtigint ve
bu artisin deagile ghrelinin agile forma doniisiinii indiikledigini gostermislerdir.
Diger yandan ayni arastiricilar 12 ve 24 saat a¢ biraktiklar1 farelerde, midedeki
ghrelin ekspresyonunun ve dolasimdaki total ghrelin diizeyinin degismedigini, fakat;
dolasimdaki acile ghrelin ve midedeki GOAT mRNA seviyelerinin arttigmi tespit
etmiglerdir. Gahete ve arkadaslarmin [142] bulgularinin aksine, Kirchner ve
arkadaslar1 [143], C57B1/6 farelerinde yaptiklar1 calismada 12, 24 ve 36 saat aghigin
total ve agile ghrelin seviyesini ciddi bicimde arttirdigini, fakat; midedeki GOAT
mRNA miktarin1 azalttigii bulmuslardir. Ghrelin tedavisi uygulanan I/R grubunda
acile ve deacile ghrelin seviyeleri diger gruplara goére anlamli bir azalma
gostermistir. Bu azalmay1 agiklayacak herhangi bir mekanizma heniiz bilinmemekte
ve bu durumun aydinlatilabilmesi i¢in serebral I/R’nin vaskiiler endotelyum, doku
ghrelin diizeyleri ve GOAT ekspresyonunu nasil etkilediginin arastirilmasi gerektigi
diistiniilmektedir.

Serebral iskemi sonrasinda siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek
peroksinitrit radikalinin olugsmasini saglayan NO’nun asir1 miktarda iiretilmesinin
noron Olimiine yol agan mekanizmalarda 6nemli bir basamak oldugunu 6ngdren pek
¢ok calisma bulunmaktadir [144, 145]. Daha &nce yapilan ¢alismalarda, serebral I/R
hasar mekanizmasinda NO’nun ¢ok yonlii rol oynadigi vurgulanmustir. Iskemi
reperflizyon sonrasinda NO vazodilatasyon olusturarak serebral kan akisini
arttrmakta fakat, peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirleri olusmasini saglayarak da
glutamat eksitotoksisitesine ~ ve serbest radikal kaynakli néronal hasara yol
acmaktadir [146, 147]. Yapilan literatiir taramasinda farelerde ortak karotid arterin
10 dakika stireyle okliide edilmesiyle iskemi olusturuldugu ve reperfiizyonun 96.
saatinde beyinde NO miktarmin bir belirteci olan nitrit diizeyinin belirgin olarak
arttiginin rapor edildigi goriilmiistiir [148]. Diger yandan, Maheswari ve arkadaslar1
[130] sicanlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada 120 dakikalik fokal serebral iskemiyi
takip eden 24. reperfiizyon saatinde nitrit degerlerinde carpici bir artisin oldugunu
gostermislerdir. Bizim calismamizda da, bu calismalara paralel olarak I/R sonrasi
hipokampusta nitrit+nitrat degerlerinin arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte ghrelin
tedavisi uygulanan gruplarda da nitrit+nitrat seviyelerinde anlamli bir artig
izlenmistir. Bu artisin @ NOS  enzimlerinin  aktivitelerindeki  degisimlerden
kaynaklandig: diisiiniildiigiinden nNOS ve iNOS ekspresyonu immiinohistokimyasal
olarak analiz edilmistir.

Iskemi/reperfiizyon hasarinda, NO iiretiminden sorumlu olan NOS
enzimlerinin fonksiyonlar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Serebral I/R
siirecinde NOS izoformlarmin farkli roller oynadigini iddia eden pek cok c¢alisma
bulunmaktadir [149, 150]. Yapilan arastrmalarda beyinde kalici fokal iskemi
olusturulmus ve iskemik ¢ekirdegin serebral damarlarinda eNOS ekspresyonunun 24
saatte maksimum oldugu iINOS ekspresyonunun ise yerlesik ve gocen hiicrelerde
arttig1 tespit edilmistir. Bu c¢aligmalarda iNOS indiiksiyonunun eNOS ve nNOS
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ekspresyonunundan sonra gergeklestigi ve I/R’nin dzellikle ge¢ fazinda karsilasilan
NO iiretiminden sorumlu oldugu rapor edilmistir [20, 21, 149, 151-153]. Yapilan
diger bir calismada ise siganlara 120 dakikalik fokal serebral iskemi uygulanmis ve
reperflizyonun 15. dakikas1  ile 24. saatinde kortikal noronlarda  nNOS
immiinoreaktivitesinde belirgin artis tespit edilmistir [19]. Iskemiye bagli NOS
izoformlarindaki degisimlere istinaden Mun ve arkadaslar1 [150] yaptiklar1 ¢alismada
global serebral I/R uygulanan sicanlara nNOS, iNOS ve eNOS inhibitdrleri vermisler
ve nNOS ile iNOS’ nin serebral I/R hasarinda nérodejeneratif, eNOS’nin ise
noroprotektif oldugunu One siirmiislerdir. Bu bilgilerin 15181 altinda yaptigimiz
calismamizda I/R hasarma bagl olarak 6zellikle hipokampal CA3 bolgesinde iNOS
ve nNOS ekspresyonunun arttigi ve bu artigin literatiir ile uyum igerisinde oldugu
gosterilmistir. Sonug olarak I/R’ye bagl nitrit+nitrat seviyesindeki artism nNOS ve
ozellikle de iNOS immiinoreaktivitesinin artisina baglh oldugu tespit edilmistir.

Ghrelin verilen grubun sonuglar1 degerlendirildiginde ise iINOS diizeyinde
SHAM gruba gore fark bulunmamis, nNOS seviyesinin ise az miktarda arttig1 ve bu
artigin  nitrit+nitrat seviyesindeki ylikselmenin nedeni olabilecegi diisliniilmiistiir.
Nitekim, daha 6nce yapilan ¢alismalarda ghrelinin GHSR-1a reseptoriine baglanarak
G-protein araciligiyla PLC-DAG-IP3 yolagi {izerinden hiicre ici Ca®" miktarini
yiikselttigi ve CaMKII bagimli eNOS ve nNOS enzimlerinin aktivitesinde artisa
sebep olarak NO iiretimini arttirdigi gosterilmistir [93, 154, 155]. Bununla birlikte
Gaskin ve arkadaglar1 [156] fareler {izerinde yaptiklar1 c¢alismada 100 ng
intraserebroventrikiiler ghrelin uygulamasinin hipotalamusta ciddi bir NO artigina
sebep oldugunu ve NOS izoformlarinin inhibisyonunun ghrelinin hipotalamik
etkilerini ortadan kaldirdigimi gostermislerdir. NOS izoformlarmin knockout oldugu
farelerde yapilan diger bir arastirmada ise ghrelinin oreksijenik etkisinin ortadan
kayboldugu bildirilmistir [157]. Son yillarda iizerinde yogun olarak calisilan
ghrelinin NO/NOS yolag: lizerinden 6grenme ve hafizay: etkiledigi de 6ne siiriilmiis
olup Carlini ve arkadaslar1 [93] ghrelinin hipokampusta LTP esigini diistirdiigiinii,
NO seviyesini arttirdigin1 ve nonselektif NOS inhibitorii verildiginde ise ghrelinin
LTP iizerindeki etkisinin kayboldugunu saptamuslardir. Ghrelin verdigimiz I/R
grubundaki 6grenme parametrelerindeki diizelmenin Carlini ve arkadaslari tarafindan
ortaya konan mekanizma ile iliskili olabilecegi diistintilmiistiir.

Ghrelin tedavisi uygulanan I/R grubunda ise iNOS ekspresyonunun I/R
grubuna gore azaldigi ve bu sonucun Sibilia ve arkadaglar1 [158] tarafindan lezyonlu
gastrik mukozada ghrelinin iNOS mRNA’sin1 azalttigini gosteren g¢alisma ile
paralellik gosterdigi bulunmustur. Iskemi/reperfiizyon uygulanip ghrelin verilen
deney grubunda nNOS izoformunda degisiklik olmamuis, ¢iinkii hem I/R hem de
ghrelin nNOS immiinoreaktivitesinde artisa sebep olmustur. Bu nedenle I/R’de
nitrit+nitrat artiginin kaynagi her ne kadar iNOS ve nNOS olarak goriilse de ghrelin
sadece iNOS immiinoreaktivitesinde azalmaya sebep olarak NO bagimli I/R hasarmi
azaltmis gibi goriinmektedir. Bu ¢alismanin devaminda tiim NOS izoformlarmin
aktivitelerinin degerlendirilmesi gerektigi kanaati hasil olmustur.

Global serebral I/R’nin hipokampal ndronlar iizerindeki haraplayici etkisinin
gozlemlenebilmesi amac1 ile serebral iskemi c¢aligmalarinda yaygm olarak
hematoksilen eozin boyamasi yapilmaktadir [159-161]. Hematoksilen eozin ile
boyanan beyin dokularinda genelllikle yasayan ndron sayist ve eozinofilik néron
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miktar1 degerlendirilmektedir [150, 162, 163]. Liu ve arkadaslar1 [29] tarafindan
yapilan ¢caligmada 8 dakika siireyle iskemi olusturulmus, reperflizyonun 72. saatinde
cikarilan hipokampuslar hematoksilen eozin ile boyanmis ve hipokampal piramidal
tabakada yasayan ndron sayisininin ¢arpicit sekilde azaldigi gosterilmistir. Bir diger
calismada ise gerbillerde 5 dakikalik global serebral iskemi sonrasinda
reperflizyonun 24.saatinde hematoksilen eozin boyamasi yapilmis ve iskeminin
hipokampal CA1l bolgesinde yasayan ndron sayisini ciddi bigcimde azalttigi
gosterilmistir [164]. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismalara benzer sekilde I/R grubunda
ozellikle hipokampal CA1l bélgesinde yasayan noron sayisinda belirgin bir azalma
oldugu ve bunun yani sira piramidal tabakanin inceldigi tespit edilmistir. Antioksidan
ve noroprotektif etkileri bilinen ghrelinin tedavi edici ajan olarak verilmesiyle I/R’ye
bagli néron sayisindaki azalmanm ve piramidal tabakadaki incelmenin Onlendigi
ortaya konmustur.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglar1 sdylece 6zetlenebilir:

1.

Global serebral I/R’nin 6grenme ve hafiza bozuklufuna yol agtig1 tespit
edilmistir.

Global serebral I/R’ye bagli 6grenme ve hafiza bozukluklarinda oksidan hasarin
onemli rol oynadig1 saptanmustir.

Ogrenme, hafiza siirecinde ve oksidatif stres olusumunda énemli rol oynayan
NO’nun I/R hasarinda arttig1 nitrit+nitrat diizeylerine bakilarak tespit edilmistir.

Antioksidan ve noroprotektif etkileri oldugu bilinen ghrelinin I/R’ye bagh
o0grenme ve hafiza bozuklugunu diizelttigi ve nNOS iizerinden etki ederek NO
diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir.

Sonuglarimiz  degerlendirildiginde  I/R’ye  bagl  dgrenme ve hafiza

bozukluklarinda ghrelinin tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegi ancak,
mekanizmaya yonelik detayli arastirmalarin gerekliligi ortaya konmustur.
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