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OZET

TOFISOPAM’IN SKOPOLAMIN ILE AMNEZI OLUSTURULMUS SICANLARIN
KOGNITIF PARAMETRELERI VE HIPOKAMPAL MORFOLOJILERI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Umut irfan UCEL

Farmakoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018
Danisman: Dog. Dr. Ozgiir Devrim CAN

Bu tez c¢alismasinda, 2,3-benzodiazepin tiirevi anksiyolitik bir ilag olan
tofisopam’in bilissel bozukluklar: tedavi etme potansiyeli, skopolamin ile amnezi
indiiklenmis siganlar kullanilarak arastirilmistir. Sicanlarin bilissel performanslari Morris
su labirenti ve pasif sakinma yontemleriyle; motor aktivitelerindeki degisimler aktivite
kafesi ve Rota-rod testleriyle ve hipokampuslarindaki morfolojik degisiklikler ise ¢esitli
immunohistokimyasal yontemlerle arastirilmistir. Elde edilen bulgular, skopolamin
uygulamasinin sicanlarin 6grenme ve bellek parametrelerini bozduguna isaret etmistir.
Biligsel performanstaki zayiflamaya hipokampal sinaptofizin, Ki-67 ve GFAP
dansitelerinde azalmalar ve ani ndron kayiplar: eslik etmistir. Tofisopam’in 50 mg/kg
dozda 7 giin siire ile uygulanmasi amnezik sicanlarin bozulmus olan biligsel
performanslarint artirmig; hipokampusta zayiflamis olan sinaptik transmisyonu
giiclendirmis, subgraniiler alanlarda proliferasyonu artirmis ve astroglial geri ¢ekilmeyi
onemli oranda diizeltmistir. Tofisopam’in anti-amnezik etki potansiyeli ve hipokampal
sinaptogenez, noérogenez ve glial plastisite tizerindeki yararli etkileri bu ¢aligma ile ilk
kez ortaya konulmustur. Klasik 1,4-benzodiazepinlerin en 6nemli yan etkilerinden birinin
amnezi oldugu goz onilinde bulunduruldugunda, anksiyolitik bir ila¢ olan tofisopam’in,
biligsel islevler tizerindeki olumlu etkilerinin klinik a¢idan énemi daha iy1 anlasilabilir.
Diger yandan, tofisopam’in bu preklinik ¢aligma ile ortaya konulmus olan anti-amnezik

etkisinin iyi tasarlanmis klinik arastirmalar ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Amnezi, GFAP, Ki-67, Sinaptofizin, Tofisopam



ABSTRACT

INVESTIGATING THE EFFECTS OF TOFISOPAM ON COGNITIVE
PARAMETERS AND HIPPOCAMPAL MORPHOLOGIES IN RATS WITH
SCOPOLAMINE INDUCED AMNESIA

Umut frfan UCEL

Department of Pharmacology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2018

Supervisor: Assoc. Prof. Ozgiir Devrim CAN

In this thesis study, therapeutic potential of tofisopam, a 2,3-benzodiazepine
derivative anxiolytic drug, in the treatment of cognitive disorders, were investigated by
using rats with scopolamine induced amnesia. The cognitive performances of the rats
were assessed by Morris water maze and passive avoidance methods; alterations in the
motor activites were investigated by activity cage and Rota-rod tests, and morphological
changes in hippocampus were evaluated by various immunohistochemical methods.
Obtained findings indicate that scopolamine administration significantly impairs the
learning and memory parameters of rats. The failing of the cognitive performance was
accompanied by decreased hippocampal synaptophysin, Ki-67 and GFAP densities, and
sudden neuronal loss. Administration of tofisopam at a dose of 50 mg/kg for 7 days
increased the impaired cognitive performance of amnesic rats; reinforced the weakened
hippocampal synaptic transmission, increased proliferation in the subgranular areas, and
improved the astroglial retraction, significantly. The anti-amnesic efficacy potential of
tofisopam as well as its beneficial effects on hippocampal synaptogenesis, neurogenesis
and glial plasticity were demonstrated for the first time, in this study. Considering that
one of the most important side effects of the classical 1,4-benzodiazepines is amnesia, the
importance of beneficial effect of anxiolytic drug, tofisopam, on cognitive functions can
be better understood clinically. On the other hand, the anti-amnestic activity potential of
tofisopam demonstrated by this preclinical study needs to be confirmed by well-designed

clinical trials.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢ahsma oldugunu; ¢alismamin hazirhk. veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim agamalardan bilimsel ctik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢ahisma kapsaminda clde edilen tiim veri ve bilgiler igin kaynak
posterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla™ tarandiginn ve
higbir sekilde “intihal igermedigini™ beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamia
ilgili yaptigim bu beyana aykir bir durumun saptanmast duremunda, ortaya cikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS ve AMAC

1960’11 yillarin ortalarinda, klasik 1,4-benzodiazepin halka sistemindeki nitrojen
atomlarinin  pozisyonlarmin degistirilmesi ile bazi yeni kimyasal maddeler
sentezlenmistir. S6z konusu yeni kimyasallar, benzodiazepin halkasinda bulunan azot
atomlarinin pozisyonlarindan dolay1 2,3-benzodiazepinler (homofitalazinler) olarak
adlandirilmigtir (Szénasi ve Harsing, 2004, s. 69; Hamed vd., 2007, s. 109). Bu yeni
benzodiazepinlere ait ilk ilag olan tofisopam (TOF), 1976 yilinda Grandaxin® adi ile
ruhsatlandirilmistir. Grandaxin® giiniimiizde Cek Cumbhuriyeti, Macaristan, Rusya ve
Japonya gibi ¢esitli iilkelerde anksiyete bozukluklarinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir
(Rx Media Pharma®, 2017).

TOF’tan sonra, 2,3-benzodiazepin yapisina sahip baska ajanlar da sentezlenmistir.
“Girisopam” ve “nerisopam’ anksiyolitik etkinlik gosteren diger homofitalazinlere 6rnek
olarak verilebilir (Horvath vd., 1999, s. 230; Horvath vd., 2000, s. 309; Szénasi ve
Harsing, 2004, s. 70-72; Hamed vd., 2007, s. 109).

Preklinik calismalar 2,3-benzodiazepinlerin, klasik benzodiazepin tiirevlerinden
farkli olarak, kas gevsetici ve antikonviilzan etkilere neden olmaksizin selektif
anksiyolitik etki gdsterdiklerini ortaya koymustur (Horvart vd., 2000, s. 310). Nitekim,
TOF da mutad dozlarda sedatif-hipnotik, kas gevsetici ya da antikonviilzan etkiler
gostermeyen bir anksiyolitiktir (Szego vd., 1993, s. 91; Rundfeldt vd., 2010, s.1319).
TOF’un farmakodinamik etki profili ile ilgili caligmalar bu ilacin antiparkinson ve
vejetatif modiilator etkileri olduguna isaret etmistir (Szegd vd., 1993, s.91; Szénasi ve
Harsing, 2004, s.70). Diger yandan, TOF’un psikozun adjuvant tedavisinde ozellikle
negatif ve kognitif semptomlarin giderilmesinde yararli olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Rundfeldt vd., 2010, s.1319).

Yakin tarihli calismalar homofitalazinlerin santral sinir sistemi (SSS)’nde kortikal
bolgelerde yogunlasan klasik 1,4 veya 1,5-benzodiazepin reseptorlerinden farkli olarak,
subkortikal ganglia, substantia nigra ve hipotalamus’ta lokalize olmus 6zel baglanma
bolgelerine baglandigina isaret etmistir (Horvath vd., 2000, s. 309; Leventer vd., 2008, s.
198).

Homofitalazinlerin farmakolojik etki mekanizmalarmin  GABAerjik  (y-
aminobutirik asit), dopaminerjik ve opioiderjik sistemler ile iliskili olabilecegini ileri
siiren ¢aligsmalar bulunmaktadir. GABAerjik sistem ile iliskili olarak, homofitalazinlerin

GABAA reseptorlerinin benzodiazepin baglanma boélgelerine baglanmadiklari; ancak



1,4-benzodiazepin tilirevlerinin benzodiazepin baglanma bdlgesine olan afinitelerini ve
ayrica musimol’iin GABA reseptorlerine baglanma potansiyelini artirdiklari bildirilmistir
(Petocz, 1993, 5.79; Hamed vd., 2007, s. 109). Dopaminerjik sinyal transdiiksiyonu ile
iliskili olarak ise homofitalazinlerin dopaminerjik reseptorler iizerine karisik tip agonist /
antagonist benzeri dzellikler gosterdikleri rapor edilmistir (Pellow ve File, 1986, s. 221).
Bununla birlikte, bu maddelerin etkilerini beyinde nigrostriatal sistemde kendilerine 6zgii
baglanma bolgelerinde, 6zel bir sinyal transdiiksiyonu araciligi ile gosteriyor olmalari da
mimkiindiir (Fekete vd., 1997, s.175; Horvath vd., 2000, s. 336; Hamed vd., 2007, s.
109;). Opioid sistem ile iliskili olarak da homofitalazinlerin opioid agonistlerinin
etkinligini selektif olarak artirdig1 gosterilmis ve bu bilesiklerin etki mekanizmalarinin
opioiderjik nérotransmisyon ile iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir (Fekete vd., 1997, s.
175; Horvath vd., 2000, s. 309; Hamed vd., 2007, s. 110).

2,3-benzodiazepinlerin etki mekanizmasina iliskin bir baska yaklasim da bu
maddelerin farmakolojik etkilerini, sinyal iletiminde rol oynayan proteinlerin
fosforilasyon siireglerinde degisiklige yol agarak gosterdikleri yoniindedir (Horvath vd.,
2000). TOF’un fosfodiesteraz (PDE) 1, 2, 3, 4, 5 ve 10 izoenzimlerine yiiksek afinite ile
baglandig1 ve bu enzimleri inhibe ettigi bilinmektedir (Bernard vd., 2008, s. 3196;
Rundfeldt vd., 2010, s. 1323). Bu ilacin PDE-2, PDE-4 ve PDE-10 izoenzimlerine
gosterdigi afinitenin, rolipram’in PDE-4 enzimine olan afinitesinden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfeldt vd., 2010, s. 1323). PDE enzim
inhibitorlerinin beyindeki sinyal yolaklarinda siklik adenozin monofosfat (SAMP)
vel/veya siklik guanozin monofosfat (SGMP) diizeylerini yiikselttikleri, bu ikinci
habercilerin de bellek konsolidasyonu icin gerekli olan SAMP yanit elementi baglayici
protein (CREB) miktarlarini artirarak 6grenme ve bellek siireglerini giiglendirdikleri
bilinmektedir (Heckman vd., 2015, s.108). Nitekim, rolipram ve zaprinast gibi PDE
enzim inhibitorlerinin biligsel islevleri artirdiklar1 bilinmektedir (Kanes vd. 2007, s. 239;
Akar vd., 2014, s. 105; Akar vd., 2015, s. 86).

Anksiyete tedavisi icin kullanilan klasik 1,4-benzodiazepinlerin bilissel islevlerde
neden oldugu aksakliklar g6z 6niinde bulunduruldugunda (Chapouthier ve Venault, 2002,
5.841; Inamura vd., 2015, s. 171), anksiyolitik bir ila¢ olan TOF’un PDE enzim inhibitorii
etkinligi ile iligkili olarak sahip oldugu nootropik etki potansiyelinin terapotik agidan
oldukg¢a degerli olabilecegi aciktir. Buna ragmen, literatiirde TOF’un bilissel islevler

tizerine etkisine iliskin ¢aligmalar son derece sinirli sayidadir. Bunlardan biri, Szegd ve
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arkadaglar1 tarafindan 1993 yilinda yapilmistir. S6z konusu ¢alismada TOF’un
psikomotor ve entelektiiel performansi bozmadigi; hatta aksine hafif stimiile edici etkisi
oldugu ileri stirilmiistiir (Szego6 vd., 1993, s. 91). Arushanian ve arkadaslari tarafindan
yapilan diger bir calismada ise, TOF’un tekrarli uygulanmalarinin geng¢ eriskinlerde
gorsel ve sozel kisa siireli bellegi iyilestirdigi bildirilmistir (Arushanian vd., 2004, s. 23).

TOF’un bir PDE enzim inhibitorii olarak kognitif siiregler iizerine olumlu etki
potansiyelinin (Kanes vd. 2007, s. 239; Akar vd., 2014, s. 105; Akar vd., 2015, s. 86;
Heckman vd., 2015, s.108) yani sira biligsel ve psikomotor performansi artirdigina isaret
eden Onceki raporlarin (Szegd vd., 1993, s. 91; Arushanian vd., 2004, s. 23) 1s181nda, bu
tez calismasinda, bu ilacin 6grenme ve bellek bozukluklar iizerine olast farmakolojik
etkisi deneysel amnezi modeli olusturulmus sicanlar kullanilarak arastirilmistir. Ayrica,
yine bu tez calismasi kapsaminda; beyinde 6grenme, bellek ve mantik yiiriitme gibi
islevlerin regiilasyonunu yapan ana merkez olan hipokampusa (Jarrard, 1993, s. 9; Goel
vd. 2004, s. 654) odaklanilmis ve TOF uygulamasinin amnezik siganlarin
hipokampuslarinda  neden oldugu olast morfolojik  degisiklikler  ¢esitli

immunohistokimyasal yontemler kullanilarak arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ogrenme ve Bellek

Canlilarin degisen g¢evresel sartlara uyum saglayip yasamlarinmi siirdiirebilmeleri
adaptasyon yeteneklerine baglidir. Bireylerin hayatta kalmalari, kalitimsal olarak
aktarilan biyolojik 6zelliklerin ve yeterliliklerin yani sira; bireyin kendi yasamu siiresince
stirekli degisen kosullara uyumlu davranis ve stratejiler gelistirmesini gerektirmektedir.
Anilar1 olusturma, koruma ve kullanma kapasitesi canlinin kosullara adaptasyonu i¢in
gereken en temel zihinsel siiregler arasinda yer alir (Bruel-Jungerman vd., 2007b, s.492).
Bilginin kaydedilmesi ve yeniden kullanilmasi yeteneginin genelleme, Ongdrme,
biitiinlestirme ve sonug¢ cikarma gibi ¢esitli adaptif davraniglarin olmazsa olmazi
oldugunu sdylemek miimkiindiir (Chaudhuri ve Fiete, 2016, s. 394). Ogrenme bilginin
edinilmesi igin gecen siireg, bellek ise deneyimlerin ve tekrarlanan uygulamanin
sonucunda elde edilen bilginin davranigsal yanit olarak ifade edilebilmesi olarak
tanimlanmaktadir (Gazzaniga vd., 2014, s. 380). Daha acik bir ifadeyle, sinirsel aglarin
aktivitesinde veya baglanabilirliginde meydana gelen, bir uyaran ya da durum tarafindan
tetiklenen ve tetikleyici olaydan daha uzun siireli veya kalici olan degisim bellek olarak
adlandirilir (Chaudhuri ve Fiete, 2016, s. 394).

2.2. Bellek Tipleri

Bellegi meydana getiren siire¢ kodlama (encoding), depolama (storage) ve geri
cagirma (retrieval) basamaklarindan olugmaktadir. Kodlama (encoding) islemi, gelen
duyusal bilginin bellek izi olarak kaydedilmesini igeren edinim (acquisition) ve
saglamlastirma (consolidation) siireglerini kapsar (Gazzaniga vd., 2014, s. 381). Bellegin

olusum basamaklari ile iligkili sema Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Bellek Basamaklari

Devamh Tekrar

Duyusal . Kodlama
girdi Dikkat Cahsma /

Kisa siireli

Bellek

Duyusal
Bellek

Hatirlama

Sekil 2.1. Bellek olusum basamaklart
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Ogrenme ve bellek konusunda gergeklestirilen arastirmalar farkli bellek tipleri ile
ilgili stniflandirmalar yapilabilmesine olanak saglamistir. Ornegin, 1968 yilinda Atkinson
ve Shiffrin bellek sistemlerinin yapisal 6zelliklerine gore duyusal bellek (kayit), kisa
stireli bellek ve uzun siireli bellek olmak {izere {li¢ temel bilesenden olustugunu 6ne
stirmiislerdir (Atkinson ve Shiffrin, 1968, s. 89).

Sekil 2.2.°de bellek sistemlerininin bellek izinin kayith tutuldugu siireye ve

kaydedilen bilginin islevine gore siniflandirilmasina iligkin bir sema sunulmustur.

BELLEK }

Duyusal Bellek

Kisa siireli Bellek
Calisma Bellegi

Uzun Siireli Bellek

Acik (Deklaratif) Bellek Ortiik (Non-deklaratif) Bellek

fliskisel olmayan
(Nonasosiyatif)

Ogrenme: Habitiiasyon
ve Sensitizasyon

Onciilleme, I_l_iskisel (Asosiyatif)
Hazirlama Ogrenme: Klasik ve
(Priming) Edimsel Kosullanma

Epizodik Bellek Semantik Bellek Prosediirel
(Olaylar) (Gergekler) Bellek

Sekil 2.2. Bellek tiplerinin siniflandiriimas: (Gazzaniga vd., 2014, s. 381)

Uzun siireli bellek, acik (deklaratif) bellek ve ortiik (non-deklaratif) bellek olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir (Clark ve Squire, 1998, s. 77). Deklaratif bellek, gercekler
(semantik) ve olaylarin (epizodik) kaydedilmesini destekleyen bellek sistemidir. Olay ve
gerceklerin bilingli algilanmasini gerektirir. Buna karsin 6rtiik bellek beceri, aliskanlik ve
kosullanmanin basit formlarin1 kapsamaktadir. Ortiik bellek tiirlerinin ortak 6zelligi
bellegin biling dis1 olmasidir (Squire vd., 2004, s. 280-281).

Ortiik bellek cesitlerinden olan “prosediirel bellek” ya da “islem bellegi”,
becerilerden ve aliskanliklardan ibaret olup, motor becerilerin edinilmesi ile ilgilidir.
Karmagik bir motor dizgenin sirasina uygun olarak hatirlanmasi, s6z gelimi bir miizik
aletini ¢calmak, prosediirel tipte ortiik bellege 6rnek olarak verilebilir.

Diger bir ortiik bellek c¢esidi olan Onciilleme (hazirlama), bilginin bilince
yansimadan taninmasi olarak tanimlanabilir. Bireyin 6nceden gordiigii bir ylizii, resmi ya
da kelimeyi daha kolay algilamasi bu bellek tipine 6rnek olarak verilebilir (Moscovitch
vd., 2005, 5.38-39).

Giinliik 6grenme aktivitesinin biiyiik kismimi olustuan asosiyatif ¢grenmede,

organizma bir uyaran ile digeri arasindaki iliskiyi 6grenir (Squire vd., 2008, s. 1133-1134;
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Barret vd., 2010, s. 290). Asosiyatif 6grenme, klasik ve edimsel kosullanma olmak iizere
iki temel paradigma ile temsil edilmektedir. Otomatik ve refleksif davranissal tepkinin
olustugu bir 6grenme bicimi olan klasik (Pavlovian) kosullanmada ‘kosullu uyaran’
olarak adlandirilan dogal bir uyarici ile normal kosullarda davranigsal bir yanit
olusturmayan ‘kosulsuz uyaranin’ eslestirilerek tekrarlanmasi sonrasinda; yalnizca
kosulsuz uyaran uygulandiginda organizmada normal sartlarda dogal uyarana verilen
davranigsal yanit indiiklenir. Edimsel ya da baska bir ifadeyle enstriimental kosullanmada
ise organizmanin kendi davranislar1 ile sonuglarim iligkilendirdigi 6diillendirme veya
cezalandirmaya dayali bir 6grenme s6z konusudur (Kirsch vd., 2004, s.369; Squire vd.,
2008 s. 1134).

Ogrenmenin basit bir formu olan non-asosiyatif dgrenmenin iki farkli bigimi
“habitiiasyon” ve “sensitizasyon” dur. Habitliasyon organizmaya tekrar eden bir uyaranin
uygulanmasi sonucunda davranigsal yanitta (genellikle refleksif) gézlemlenen azalma ile
karakterize bir durumdur (Bailey vd., 2015, s. 104). Diger yandan, sensitizasyon terimi
ise giigli bir uyaranin tekrarli uygulanmasi sonucu organizmanin uyarana karsi
reaktivitesinde meydana gelen artis1 ifade etmektedir (Duerr ve Quinn, 1982, s. 3646).

Bellek tipleri iglenen bilginin kullanim bi¢imine gore calisma bellegi (working
memory) ve arsivsel bellek olarak da ikiye ayrilabilir (Izquierdo vd., 1999, s. 1). Calisma
bellegi, tipik olarak, olaylar1 " kisa siire akilda tutma" yetenegi olarak tanimlanir. Calisma
bellegindeki bilgiler, davranist yonlendirmek i¢in  kullanildigindan  siirekli
giincellenmektedir. Insanlarda ve diger primatlarda gergeklestirilen kapsamli
arastirmalar, ¢aligma belleginin prefrontal korteks ve posterior asosiyasyon alanlarini
iceren bir ndronal devreye dayandig: fikrini desteklemektedir (Sarnthein vd., 1998, s.
7092).

2.3. Ogrenme ve Bellek Siirecleri ile iligkili Noroanatomik Yapilar

Ogrenme ve bellek siireglerinde farkli beyin bolgelerinin farkli gorevler tistlendigi
1950’lerden bu yana benimsenmeye baslanmis olan bir goriistiir (Shu vd., 2003, s. 609).
Sekil 2.3.’te c¢esitli bellek tipleriyle iliskili ndroanatomik yapilara ait bir sema

sunulmustur.



BELLEK J

— Duyusal Bellek
Uzun Siireli Bellek Kisa siireli Bellek

Isleyen Bellek

Acik (Deklaratif) Bellek Ortiik (Non-deklaratif) Bellek
. _ &t g .. Iligkisel olmayan
Epizodik Bellek Semantik Bellek Prosediirel (I){I;Czlllll::gz Icl)l?kgilnéAIi(;:;}stgg . N onasosi}iatiﬂ
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Hippokampus . ) . . .
el Wmmya] Ll Striatum Neokorteks Serebellum Refleks yolaklarn

Sekil 2.3. Bellek tipleri ile iligkili noroanatomik yapilar (Barret vd., 2010, s. 290)

1957 yilinda yapilan bir galismada, bilateral medial temporal lob rezeksiyonu
gercgeklestirilmis hastalarda bellek siireglerinin bozuldugu, bazi vakalarda hem anterograd
hem retrograd amnezi; bazilarinda ise yalnizca anterograd amnezi gorildigi
bildirilmistir. Ayrica, bu etkilerin hipokampus ve amigdala gibi yapilarla iliskili oldugu
ileri siirtilmustiir (Scoville ve Milner, 1957, s. 21). Takip eden ¢aligmalarla hipokampus
ile prefrontal korteks; talamus ile hipokampus; prefrontal korteks ile talamus; amigdala
ile hipokampus; Meynert’in bazal niikleusu ile medial temporal lob sistemi ve amigdala
ile talamus arasindaki baglantilar ve islevsel iligkiler gosterilmistir (Shu vd., 2003, s.
609). Boylece bellegin tek bir ndroanatomik yapida toplanmadigi ve beyinde farkli
noroanatomik yapilar tarafindan desteklenen gesitli bellek tiplerinin oldugu agik¢a ortaya
konulmustur (Poldrack ve Packard, 2003, s. 245).

lleri siiriilen goklu bellek sistemleri hipotezine gore, hipokampus ve onunla
anatomik olarak iligkili yapilar deklaratif bellek ile ilgilidir. Bu noktadan hareketle, diger
baz1 bellek tiplerinin hipokampus ve diger medial temporal lob yapilariyla dogrudan
iliskili olmadig1 sonucu ¢ikarilmaktadir (Tranel vd., 1994, s. 165; Poldrack ve Packard,
2003, s. 245). Ornegin hipokampal kompleks-medial temporal lob veya diensefalik hasar
sonucu amnezi olusan bireylerde ortiik bellek tipleri ile iliskili edinim, saklama ve
hatirlama siireglerinin saglam kaldigi bildirilmistir (Moscovitch vd., 2005, s. 39).

Parkinson, Huntington ve Alzheimer hastalarinda farkli ortiik bellek tiplerinin

degerlendirildigi diger bir arastirmada da konu ile ilgili ilging bulgular elde edilmistir. Bu



calismada Huntington hastalarinda motor 6grenmede bozukluk goriiliirken, sozel
hazirlamanin (lexical priming) bozulmadigi gosterilmistir. Alzheimer tipi demansh
hastalarda ise tam tersi bir durum oldugu; s6zel hazirlamanin bozuldugu ancak motor
O0grenmenin etkilenmedigi gosterilmistir. Elde edilen bulgular, sézel hazirlamanin
semantik bellegin depolanmasina katilan neokortikal asosiyasyon alanlariin
biitiinliigline bagl olduguna; motor becerilerin 6grenimine ise kortikostriatal bir sistemin
aracilik ettigine isaret etmistir (Heindel vd., 1989, s. 582).

Gliniimiizde, motor dizgelerin 6grenilmesinde; objelerin, yiizlerin ve kelimelerin
algilanmasinda posterior neokorteksin; sirali motor aktivitelerde ise striatum, substantia
nigra ve pars compacta gibi yapilari i¢eren bazal gangliyonlarin 6nemli islevleri oldugu
bilinmektedir (Graybiel, 1995, s. 733; Moscovitch vd., 2005, s. 39). Yine serebellum,
talamus ve frontal lobun motor kortikal bolgeleri de motor davranislarin 6grenilmesi ve
hatirlanmasi siireglerinde 6nemli rol oynayan néroanatomik bolgelerdir (Graybiel, 1995,
s. 733; Doyon vd., 1997, s. 218).

Farkli bellek tipleri ile iliskili baslica ndroanatomik yapilar asagida 6zetlenmistir.

2.3.1. Medial temporal lob ve hipokampus
Medial temporal lob, deklaratif bellek ile iliskili temel anatomik yapilar1 kapsayan

bir sistemi icermektedir. Bu sistem cornu ammonis (CA) alanlar1, gyrus dentatus (DG),
subikular kompleksi barindiran hipokampal kompleks ve bu bélgeye komsu olan
peririnal, parahipokampal ve entorinal korteks (EK) alanlarindan olusmaktadir (Squire
vd., 2004, s. 280; Schultz ve Engelhardt, 2014, s. 6).

Hipokampus (Sekil 2.4.), medial temporal lobun bir par¢asi olan lateral
ventrikiillerin temporal boynuzu tabaninda yerlesmis C harfi seklinde bir yapidir (Schultz
ve Engelhardt, 2014, s. 6). Hipokampus 6ncelikli olarak EK ve subikulum olmak iizere
cok cesitli limbik, kortikal ve subkortikal alanlardan multimodal duyusal girdiler
almaktadir. Hipokampusu innerve eden primer eksitatér noral yolagi EK’den projekte
olan noronlart DG néronlarina baglayan perforant yolak (PY) ile birlikte CA1 ve CA3

noronlarini innerve eden kollateraller olusturmaktadir (Knowles, 1992, s. 252).



Temporoamonik
- yolak

’ ‘\, EK
Schaffer 5 7
kollateralleri
Sl
\ CA3 - , 7YdSUﬂSU lifler Dentat giI'US Perforant
yolak

Sekil 2.4. Sican hipokampusunun koronal Kesitinde eksitator noral devrelerin gésterimi (Deng vd., 2010,
s. 348)

EK, DG, CA3 ve CAl noronlarn arasinda olusan bu temel noronal yolaklar
trisinaptik devre olarak adlandirilmaktadir (Wojtowicz, 2012, s. 490; Kaptan ve Uziim,
2016, s. 152). EK’nin II. hiicre tabakasindaki néronlarin aksonlari lateral ve medial PY
araciligiyla DG’ye projekte olmaktadir. Lateral PY ile gelen ndronlar, DG’nin dis
molekiiler hiicre tabakasinda sonlanir. Kortikal girdilerin % 80’inden fazlas1 medial PY
araciligiyla orta molekiiler hiicre tabakasini innerve eder. Graniiler hiicre tabakasinin
hemen istiinde yer alan i¢ molekiiler hiicre tabakasi, kontralateral hipokampustan gelen
asosiyasyonel/kommisstiral girdiler alir. Bu girdilerin ¢ogunlugunu beynin diger
hemisferindeki hipokampustan projekte olan piramidal ndronlarin akson kollateralleri
olusturmaktadir (Wojtowicz, 2012, s. 491). Bunlara ek olarak, beynin g¢esitli
bolgelerinden gelen kolinerjik, serotonerjik, noradrenerjik ve peptiderjik modiilator
afferentlerin aksonlar1 DG’nin gesitli tabakalarinda sonlanmaktadir (Wojtowicz, 2012, s.
491). Hipokampusun temel noral devrelerine ait sema (Sekil 2.5.) sunulmustur.

DG graniiler néronlart, hilus (hl)’da bulunan yosunsu hiicreler ve hilar ara-néronlar
ile eksitator ve inhibitér dongiisel projeksiyonlar olusturmaktadir. DG yosunsu lifler
araciligiyla CA3 piramidal ndronlarina projeksiyonlar gondermektedir. CA3 bolgesi de
EK’nin II. tabakasindan PY lifleri araciligiyla direkt projeksiyonlar almaktadir. CAl
noronlarma gelen sinirsel uyarilar Schaffer kollateralleri araciligiyla CA3 bolgesinden
gonderilmektedir. Ayrica CA1 bolgesi EK’nin III. tabakasindan temporoamonik yolak
(TAY) lifleri aracihigiyla direkt projeksiyonlar almaktadir. CA1 bélgesinden ¢ikan

aksonlar tekrar EK’nin derin tabakalarini innerve etmektedir. Boylelikle, hipokampusa
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gelen bilgi, islenmesinin ve konsodilasyonunun ardindan beyin aktivitesini etkilemek
tizere EK’ye geri donmektedir (Deng vd., 2010, s. 348; Wojtowicz, 2012, s. 490; Kaptan
ve Uziim, 2016, s. 152).
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Sekil 2.5. Hipokampus noral devrelerinin sematik gésterimi, Trisinaptik eksitator yolak (EK-DG-CA3-
CAl-EK) diiz oklarla gosterilmektedir. (Deng vd., 2010, s. 348)

Trisinaptik devrenin bellegin kodlanmasi siirecinde aktif rol oynadig
diisiiniilmektedir (Kaptan ve Uziim, 2016, s. 152). Gergeklestirilen yakin tarihli bir
calisma; Ozellikle DG-CA3 hiicreleri arasindaki baglantinin ayirict ve yeni bilgilerin
kodlanmasinda 6zel 6nem tagidigina isaret etmistir (Bakker vd., 2008, s. 1640).

Hipokampusun da bir pargasi oldugu medial temporal korteksin deklaratif bellegin
olusumu ile iliskili siireclerde dnemli rol oynadig: bilinmektedir. Oyle ki, hipokampusta
sinirl bolgedeki bir hasara, medial temporal korteks hasarinin da eklendigi durumlarda,
bellek kaybinin derecesinin ciddi oranda arttig1 bilinmektedir (Rempel-Clower vd., 1996,
s. 5253; Stefanacci vd., 2000, s. 7024). Medial temporal lobda bulunan yapilarin yeni
anilarin olusumunda ve yakin zamanda olusturulmus anilarin hatirlanmasinda rol
oynadigi bilinmekle birlikte; uzun siireli epizodik bellek i¢in neokortikal yapilarin ve
bunlar arasindan 6zellikle frontal, lateral temporal ve oksipital loblarin katiliminin son

derece onemli oldugu da ortadadir (Bayley vd., 2005, s. 807). Dolayisiyla, hipokampusun

10



neokortekste dagilmis halde bulunan bolgeler ile birlikte deklaratif bellek deposunun

biitiiniinti olusturdugunun altin1 ¢izmek gerekir (Squire, 1992, s.195).

2.3.2. Serebellum ve bazal gangliyonlar

Organizmanin hareketlerinin planlanmasindan prefrontal korteks ve premotor
alanlar sorumludur. Serebellum ve bazal gangliyonlar ise motor 6grenme i¢in gerekli olan
ana subkortikal alanlardir (Ito, 2000, s. 237).

Serebellum, korteks ve niikleuslardan olusan bir arka beyin bolimiidiir (Hirano,
2013, s. 183). Serebellar kortekse giren iki temel eksitator yolak vardir (Sekil 2.6.).
Bunlardan ilki, beyin sap1 ve omurilikten gelen duyusal ve motor bilgilerin yosunsu lifler
ile tasindig1 ve sonra graniiler ara noronlar araciligiyla purkinje hiicrelerine iletildigi
yolaktir. Graniiler ndronlarin aksonlarinin olusturdugu paralel lifler purkinje hiicreler ile
indirekt sinaptik baglantilar olusturmaktadir. ikinci eksitatdr yolak ise inferior olive
niikleustan koken alip dogrudan purkinje hiicrelerine baglanan tirmanici lifler tarafindan
olusturulan yolaktir (Ito vd., 1982, s.114; Massey ve Bashir, 2007, s. 178; Hirano, 2013,
s. 183).
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Sekil 2.6. Serebellar korteksin noronal devrelerinin sematik gosterimi (Marmolino ve Manto, 2010, s. 43)

Inhibitér purkinje hiicrelerinin aksonlar1 ise vestibiiler ve derin serebellar

niikleuslara projekte olurlar (Massey ve Bashir, 2007, s. 178).

11



Bazal gangliyonlarin 6grenme ve bellek ile iligkilerinin en belirgin kanit1 Parkinson
hastalarinda rastlanan bilissel islev bozukluklaridir. Substantia nigra ve striatum
arasindaki dopaminerjik etkinligin progresif bi¢cimde hasarlandigi bu hastalikta,
ektrapiramidal sistem ile iligkili hareket bozukluklarina 6grenme ve bellek bozukluklari
da eslik etmektedir (Foerde ve Shohamy, 2011, s. 625-626).

2.3.3. Amigdala

Amigdala, her temporal lobun medial 6n kutbunun korteksinin hemen altinda
bulunan ¢ekirdek toplulugudur. Amigdala islevsel olarak “bazolateral kompleks” ve
“santral ¢ekirdek” olmak tizere iki alt ana kismdan olusur. Limbik sistem ile ¢ok sayida
¢cift yonlii baglantilara sahip bir yap1 olan amigdala, limbik korteksin biitiin bolimlerinden
oldugu kadar; temporal, pariyetal, oksipital loblarin neokortekslerinden, 6zellikle isitsel
ve gorsel asosiasyon alanlarindan noron sinyalleri alir. Sinyallerini ise yukari kortikal
alanlara, hipokampusa, septuma, talamusa ve hipotalamusa gonderir (Hall, 2011, s. 719).

Amigdalanin duygusal tetiklenmeye bagli 6grenme ve bellek siireclerinde
diizenleyici gorevler Tlstlendigi bilinmektedir. Bu gorevler oOzellikle amigdalanin
bazolateral kompleksi ile iligskilendirilmis, bu kompleksteki muskarinik ve noradrenerjik
aktivasyonu etkileyen bazi néromodiilator sistemlerin de siirece katkilariin bulundugu
gosterilmistir. Amigdalanin kaudat niikleus, niikleus akumbens ve korteksin de dahil
oldugu diger beyin bolgelerine gonderdigi efferentlerin de bellek konsolidasyonun
diizenlenmesine katkida bulundugu bildirilmistir (McGaugh, 2004, s. 1).

2.4. Ogrenme ve Bellek ile Tliskili Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmalar

Ogrenme ve bellekle iliskili siireglerde ¢ok sayida néromediyatdr sisteminin ve

norotrofik faktériin 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir.

2.4.1. Ogrenme ve bellek siireclerinde rol oynayan néromediyator sistemleri
2.4.1.1. Asetilkolin

Kolinerjik ndrotransmisyonun yeni bilgilerin depolanmasi ve geri ¢agrilmasindaki
roliiniin degerlendirildigi ilk ¢alisma 1971 yilinda gerceklestirilmistir (Deutsch, 1971, s.

788). O giinden bu yana Kolinerjik reseptorleri etkileyen ajanlarin 6grenme ve bellek
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performansi tizerine etkilerinin incelendigi pek ¢ok arastirma yapilmistir (Bunce vd.,
2004, s. 450).

Insanda, muskarinik kolinerjik reseptdrlerin skopolamin (SCP) gibi antagonist
ilaglar tarafindan bloke edilmesinin yeni anilarin kodlamasin1 bozdugu; ancak daha 6nce
depolanan anilarin hatirlanmasini engellemedigi bilinmektedir (Atri vd., 2004, s. 223;
Hasselmo, 2006, s. 710). Kolinerjik muskarinik reseptorleri bloke eden ajanlarin deney
hayvanlarina uygulanmasinin bellek bozuklugu olusturdugunun fark edilmesi iizerine,
non-selektif muskarinik reseptor blokori bir madde olan SCP, deneysel amnezi modeli
olusturmak igin siklikla kullanilan bir ajan haline gelmistir (Drachman ve Leavitt, 1974,
s.113; Blokland vd.,1992, s.373; Tang vd., 1997, s. 12667; Potter vd., 2000, s.37; Atri
vd., 2004, s. 223). SCP’ye benzer sekilde spesifik muskarinik M1 reseptor antagonisti
pirenzepin’in, kolin gerialim inhibitorii bir madde olan hemikolinyum’un ve nikotinik
reseptor antagonisti bir ilag olan mekamilamin’in de 6grenme ve bellek parametreleri
tizerine olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (Blokland, 1995, s. 286). Diger yandan,
asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerinin deney hayvanlarinda SCP ile indiiklenen
amneziyi diizelttigi gosterilmistir (Snyder vd., 2005, s. 126). Tim bu ¢alismalar,
kolinerjik sistemin O6grenme ve bellek stireclerinin devami i¢in Onemini ortaya
koymaktadir.

Klinik agidan bakildiginda da, kolinerjik sistemin bilissel islevler acisindan
yasamsal Onemini ortaya koyan en temel patalojinin Alzheimer hastaligi oldugu
sOylenebilir. Progresif, irreversibl norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer
hastaliginin kolinerjik ndéronlarda hasar ile karakterize oldugu bilinmektedir. Alzheimer
hastaligina benzer bi¢cimde, yaslanmaya bagh diger demans formlarinda da Meynert’in
bazal niikleusunda bulunan kolinerjik magnoseliller noéronlarin  dejenerasyonu
karakteristik bir patolojik bulgudur. Nitekim bu ¢ekirdekten neokortekse projekte olan
kolinerjik noéronlarda hasar olusturularak deneysel demans modeli indiikklemek
mimkiindiir (Muir, 1997, s. 687).

Bazal 6n beyin kompleksi ve pontomesensefalik kompeks basta olmak {izere,
SSS’de bellek ile iliskili ndroanatomik yapilardan olan hipokampus, striatum ve amigdala
kolinerjik iletimin biiyiik 6nem tasidig1 alanlar arasindadir (Gold, 2003, s.195; Barret vd.,
2010, s. 134). Diger yandan, bazal 6n beyin kolinerjik néronlarinin glutamat, GABA,

katekolaminler, hipokretin/oreksin, adenozin, vazopresin, oksitosin, P maddesi,
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noropeptid Y ve galanin gibi néromediyator sistemleri tarafindan modiilasyonunun da

bilissel siiregler agisindan 6nemli oldugu bilinmektedir (Blake ve Boccia, 2017, baskida).

2.4.1.2. Glutamat

Glutamat, SSS’nin ana eksitatér norotransmitteridir (McEntee ve Crook, 1993, s.
391). Glutamat noronal iletisim, sinyal isleme, 6grenme ve bellek olusumunu belirleyen
stiregler tizerine etkilerini, presinaptik ve postsinaptik dagilim gdsteren iyonotropik ve
metabotropik reseptorleri araciligi ile gergeklestirmektedir (Riedel vd., 2003, s. 2).

Esas olarak postsinaptik yerlesimli metabotropik glutamat reseptorlerinden
(mGIuR), mGIuR1 ve mGIuRS5 reseptorlerinin aktivasyonu, intraseliiler inozitol trifosfat
ve diagil gliserol seviyelerinin yiikselmesine; esas olarak presinaptik yerlesimli olan
mGIuR2, mGIuR3, mGIluR4, mGIuR6, mGIUR7 ve mGIluRS8 reseptorlerin aktivasyonu ise
intraseliiler SAMP seviyelerinin azalmasina yol agar. Bu reseptorlerin SSS’de yaygin
dagilim gosterdikleri ve oOzellikle hipokampus ve serebellumdaki sinaptik plastisite

stireclerine katildiklart bilinmektedir (Barret vd., 2010, s. 141).
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Sekil 2.7. NMDA reseptor organizasyonunun diyagrami, P: fosforilasyon bélgeleri; G: glikozilasyon
bélgeleri (Riedel vd., 2003, s. 4.)

Iyonotropik glutamat reseptdrleri ise a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol
propionik asit (AMPA)/kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA) (Sekil 2.7.) reseptorleri
olarak siniflandirilabilirler. NMDA reseptorleri 6grenme ve bellek siireglerine dogrudan
katilirken; AMPA reseptorlerinin 6grenme ve bellek siireglerine katilimi daha sinirlt ve

dolaylidir (Riedel vd., 2003, s. 2).
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2.4.1.3. Nitrik oksit

Deney hayvanlar tizerinde gergeklestirilen arastirmalar, nitrik oksit (NO)’in;
beslenme, penil ereksiyon, esneme, damar dilatasyonu ve immiin cevap gibi siireglerin
yani sira; kortikal uyarilma ve 6grenme ve bellek gibi néronal olaylarda da 6nemli
gorevler iistlendigine isaret etmektedir (Paul ve Ekambaram, 2011, s. 473).

NO’nun sinir sistemindeki dagilimi, NO sentaz (NOS) enziminin lokalizasyonu ile
acikliga kavusturulmustur. NOS, kortekste somatostatin, ndropeptid Y ve GABA iceren
noronlarda; serebellumda ise glutaminerjik graniil hiicreleri ile GABAerjik basket
hiicrelerinde bulunmaktadir. Corpus striatum ‘da da korteks ile benzer sekilde noropeptid
Y ve somatostatin ile ko-lokalize halde bulunmaktadir (Dawson ve Dawson, 1995, s. 9).

Geleneksel norotransmitterlerden farkli olarak NO saliverilmeden hemen oOnce
sentezlenir ve vezikiiller igerisinde depolanmaz. NO iiretimi, intraseliiler Ca*?
konsantrasyonunun artmasina bagl olarak tetiklenir (Susswein vd., 2004, s. 154). NOS
enzimi hiicrede Ca*?/kalmodulin araciliiyla aktive olarak NO iiretimine aracilik eder.
NO sentezlendikten sonra, hedef molekiilii olan ¢oziinebilir guanilil siklaz (sGC)
enzimine ait hem grubuna baglanarak SGMP iiretimine aracilik eder (Haley vd., 1992, s.
211). sSGMP de protein kinaz G ve protein kinaz A gibi kinazlarin aktivasyonuna yol
acarak hiicresel cevabi olusturur (Susswein vd., 2004, s. 154).

NO, hem su hem de lipid i¢erisinde ¢dziinebilir oldugundan sentezlendigi hiicreden
disartya difiize olabilmektedir. Bu 6zelliginden dolayi, retrograd bir sinyal molekiilii
olarak islev goriir ve presinaptik noronlarin ve/veya glia hiicrelerinin uzun siireli
potansiyelizasyon siirecine katilimlarina olanak saglar (Haley vd., 1992, s. 215). Bunlara
ek olarak, endojen NO’nun asetilkolin, serotonin, histamin, adenozin ve eksitator ve
inhibitér aminoasitlerin saliverilmesinde de modiilator islevleri oldugu bilinmektedir
(Prast ve Philippu, 2001, s. 51).

2.4.1.4. GABA

GABA, SSS’nin ana inhibitér noromediyatoriidiir (Kalueff ve Nutt, 1996, s. 100).
Benzodiazepinler gibi GABAerjik etkinligi artirdigi bilinen maddelerin bellek islevleri
tizerinde olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir (Chapouthier ve Venault, 2002, s. 841,
Inamura vd., 2015, s. 171). GABAerjik etkinligi azaltan B-karbolin-3-karboksilik asit
etilester, pentilentetrazol ve pikrotoksin gibi maddelerin diisiik dozlarda, hafif diizeyde
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anksiyeteye neden olarak bellek siireglerini olumlu yonde etkiledikleri ileri stirilmiistiir
(Chapouthier ve Venault, 2002, s. 841).

2.4.1.5. Dopamin

Dopamin’in 6grenme, bellek ve sinaptik plastisitenin belirli agamalarinda gozlenen
spesifik sinaptik degisikliklerde diizenleyici islevleri oldugu bildirilmistir. Striatum,
hipokampus ve prefrontal korteks beyinde dopaminerjik innervasyon ile sinaptik

plastisitenin iliskilendirildigi temel bolgelerdir (Jay, 2003, s. 376).

2.4.1.6. Noradrenalin

Noradrenalin’in dikkat, duygulanim ve bellek olusumu gibi fizyolojik islevlerde rol
oynadigi bilinmektedir (Kobayashi ve Yasoshima, 2001, s. 371).

Noradrenerjik noronlarin beyin sapinda bulunan lateral tegmental alan ve locus
coeruleus’ta bulunan hiicre gruplarindan kéken alarak, farkli aksonal yolaklar tizerinden
korteks, hipokampus ve amigdalay1 da igeren gesitli beyin bolgelerine projekte olduklari
bilinmektedir (Kobayashi ve Yasoshima, 2001, s. 371; Tully ve Bolshakov, 2010, s. 2).
Locus coeruleus’un uyarilmasinin, uyarilmanin derecesine bagl olarak, duyu, dikkat ve
bellek ile iligkili néronal devrelerde “bilgilerin toplanmasi” ve “islenmesi” siire¢lerini
artirdigi ve/veya diizenledigi bildirilmistir (van Stegeren, 2008, s. 533; Berridge ve
Waterhouse, 2003, s. 33).

2.4.1.7. Serotonin

Serotonin’in SSS’de duygulanimin, beslenmenin, motor aktivitenin, viicut 1sisinin,
sirkadiyen ritmin, cinsel davranigin ve agri algisinin diizenlenmesi gibi ¢esitli fizyolojik
islevlerde rol oynadig: bilinmektedir.

Gerek preklinik calismalar gerekse negatif semptomlu sizofreni hastalarinda
yapilan ¢aligmalar, triptofan (serotonin prekiirsorii) uygulamasmin bilissel islevleri
artirdigin1 ortaya koymustur (Haider vd., 2006, s. 421; Levkovits vd., 2010, s. 568).
Bunun yani sira, yaslilarda ve Alzheimer hastalarinda triptofan deplesyonu sonucu bellek
parametrelerinin bozulmasi da serotonerjik sistemin bilissel siireclerde de diizenleyici
gorevler tistlendigine isaret etmektedir (Porter vd., 2003, s. 41; Buhot, 2000, s. 210; Svob

Strac vd., 2016, s. 35). Beyin sapinda yer alan rafe niikleusundan koken alan serotonerjik
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noronlarin (Meneses ve Liy-Salmeron, 2012, s. 545) serebral korteks, hipokampus,
septum ve amigdala gibi 6grenme ve bellek ile iliskili beyin bolgelerini innerve ediyor
olmasi da bu diisiinceyi desteklemektedir (Ogren vd., 2008, s. 54). Ayrica, serotonerjik
sistemin bilissel islevler lizerine etkilerini yalniz basina degil; kolinerjik, glutaminerjik,
dopaminerjik ve GABAerjik sistemler ile etkileserek gosterdigi bilinmektedir (Buhot,
2000, s. 210).

2.4.2. Ogrenme ve bellek siireclerinde sinaptik plastisitenin rolii

Ic ve dis uyaranlara bagli olarak beyindeki ndronlarin ve bunlarin olusturdugu
sinapslarin yapisal Ozelliklerindeki ve islevlerindeki degisiklikler “plastisite” olarak
tanimlanir. Sinapslarin iletim etkinliginde gerceklesen degisimin, diger bir ifade ile
sinaptik plastisitenin, bellek olusumunun temel mekanizmasi oldugu ileri siirilmistiir
(Okano vd., 2000, s. 1403). Kisaca ifade etmek gerekirse, kisa siireli bellek halihazirda
var olan proteinlerin kovalent modifikasyonunu ve var olan sinaptik baglantilarin
giiciindeki degisiklikleri igerirken; uzun stireli bellek yeni proteinlerin sentezini ve yeni
sinaptik baglantilarin olusmasini gerektirir (Mayford vd., 2012, s. 10).

Noronlar arasindaki baglantinin giicliniin degistirilmesinin, SSS’de bellek izlerini
kodlayan ve depolayan mekanizma oldugu kabul edilmektedir. S6z konusu sinaptik
baglantilarm giicii, ndrotransmitter saliverilmesinin modiilasyonu ile belirlenir. Ornegin,
norotransmitter saliverilmesinde azalmanin kisa siireli habitiiasyon ile; artmanin ise
dishabitiiasyon ve sensitizasyon ile iliskili oldugu bilinmektedir (Castelluci vd., 1970, s.
1745; Castellucci ve Kandel, 1974, s. 5004; Castellucci ve Kandel, 1976, s. 1176).

Sinaptik plastisite ve bellek hipotezine gore, aktivite-bagimli sinaptik plastisite
bellek olusumu sirasinda uygun sinapslarda indiiklenir ve s6z konusu plastisitenin
gozlemlendigi beyin alani ile iligkili bellek siiregleri i¢in gereklidir. Bununla birlikte,
ogrenme ve bellek olusumu i¢in sinaptik plastisitedeki degisimi destekleyen baska
faktorlerin de olabileceginin alt1 ¢izilmistir (Martin vd., 2000, s. 649).

Noronal iletimin uzun siireli potansiyelizasyonu (LTP) ve uzun siireli depresyonu
(LTD), memeli beyninde bellek olusumu ile iligkili oldugu bilinen iki temel fizyolojik
stirectir (Malenka ve Bear, 2004, s. 5; Cooke ve Bliss, 2006, s. 1659; Kumar, 2011, s. 3).

Bu iki temel fizyolojik siirece iliskin temel bilgiler asagida 6zetlenmistir.
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2.4.2.1. Ogrenme ve bellek siireclerinde Uzun siireli potensiyalizasyonun rolii

LTP, gergeklestirilen aktivite paternlerine bagli olarak sinapslarin kalici bir sekilde
giiclendirilmesi olarak tanimlanabilir. S6z konusu sinaptik aktivite paternleri, iki néron
arasindaki sinyal iletiminde uzun siireli bir artig yaratmaktadir.

LTP, memeli beyninde ilk kez entorinal korteksten ¢ikan PY fiberlerinin DG’deki
graniiler noronlar ile yaptiklar1 eksitator glutamaterjik Sinapslarda tanimlanmistir (Bliss
ve Gardner-Medwin, 1973, s. 357; Bliss ve Lomo, 1973, s. 331; Bliss ve Collingridge,
1993, s. 31). Sonrasinda amigdala (Rogan vd., 1997, s. 604), korteks (Tsumoto, 1990, s.
573; Kirkwood vd., 1993, s. 1518; Fox, 2002, s. 799), striatum (Charpier ve Deniau, 1997,
s. 7036) ve serebellum (Salin vd., 1996, s. 797) gibi ¢esitli beyin bolgelerinde de
gosterilmistir.

SSS’de LTP indiiksiyonu, olusumu ve devamliligi i¢in birden fazla molekiiler
mekanizma oldugu diistiniilmektedir (Kumar, 2011, s. 3). LTP olusumunun sinapslarda
glutamat araciliki NMDA reseptor aktivasyonu sonucu, reseptorle iliskili Ca*?
kanallarinin agilmasi ile ilgili oldugu bilinmektedir (Lynch, 2004, s. 93). LTP

indiiksiyonu sirasinda sinaps diizeyinde gelisen olaylar Sekil 2.8.’de sunulmustur.

Presinaptik ndron
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Sekil 2.8. LTP indiiksiyonunun molekiiler mekanizmas: (Mayford vd., 2012, s. 8)
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[k asamada presinaptik liflerin tetanik stimiilasyonu, glutamat basta olmak iizere
baz1 norotransmitterlerin sinaptik bosluga salimina neden olmaktadir. Saliverilen
glutamatin postsinaptik AMPA reseptorlerine baglanmasi, pozitif yiiklii Na* iyonlarinin
postsinaptik membrandan hiicre i¢ine akisimi tetikler ve depolarizasyona neden olur.
AMPA reseptor aktivasyonuna bagli olusan bu depolarizasyon, postsinaptik hiicrede
NMDA reseptoriine bagli non-selektif katyon kanalindaki Mg*? blogunu ortadan
kaldirmak igin yeterli diizeyde ise kanal Ca*? ve Na* iyonlarinin hiicre i¢ine akisina izin
verir (Soderling ve Derkach, 2000, s. 75; Kumar, 2011, s. 3). Bu siiregte, LTP
indiiksiyonunun postsinaptik intraseliiler Ca*? konsantrasyonun artmas: ile yakindan
iliskili oldugu; voltaj ve ligand-kapili Ca*? kanallarmin blokajinin LTP olusumunu
baskiladig1 gosterilmistir (Grover ve Teyler, 1990, s. 477). Diger yandan, postsinaptik
AMPA reseptorlerinin sayisinin ve aktivite bagiml regiilasyonunun da sinapslarin uzun
stireli ve kapsamli reorganizasyonu, varolan sinapslarin kaybolmasi ve yeni sinapslarin
olusumu gibi siiregler agisindan 6nemli oldugunun alt1 ¢izilmelidir (Malenka, 2003, s. 9).

LTP olusum siirecinde, intraseliiler Ca*?

konsantrasyonunun ani yiikselisi
Ca*?/kalmodulin-bagimli protein kinaz I (CaMKII), protein kinaz C ve tirozin kinaz Fyn
gibi ¢esitli kinazlarin aktivasyonunu tetiklemektedir (Kumar, 2011, s. 3; Kandel, 2012, s.
7). CaMKII'nin kalmodulin tarafindan otofosforilasyonu, enzimin Ca*? varligindan
bagimsiz bigimde aktif kalmasina neden olmaktadir (Lisman, 1994, s. 406). CaMKII
aktivasyonunun ¢ok sayida hiicre i¢i hedef molekiiliin fosforilasyonuna ve regiilasyonuna
neden oldugu ve norotransmisyon, ndronal plastisite, hiicre eksitabilitesi, gen
ekspresyonu, hiicre sekli ve iskeletinde meydana gelen degisimler ile iligkili olaylara
aracilik ettigi bildirilmistir (De Koninck ve Schulman, 1998, s. 227). Protein kinaz C’nin
aktivasyonu ise Ca*?, diagil gliserol, arasidonik asit gibi bir dizi ikinci haberci tarafindan
diizenlenmektedir (Nishizuka, 1992, s. 607).

LTP’nin beyinde saniyelerle sinirli bir siirede tetiklendigi; ancak ¢ok uzun siireli
etkiler olusabildigi bilinmektedir (Malenka ve Nicoll, 1999, s.1870). LTP’nin erken fazi
icin tetanus olugmasi yeterli iken; gec faz i¢in gen trankripsiyonu ve de novo protein
sentezi gerektirdigi ortaya konulmustur (Madison vd., 1991, s. 389; Lynch, 2004, s. 90).
Diger bir ifade ile NMDA reseptoriiniin uyarilmasi sonucu postsinaptik norona Ca*?2
girisine bagl protein kinazlarin aktivasyonu ve sinapsa yeni reseptorlerin entegrasyonu
kisa siireli plastisite ile iliskili iken; uzun siireli plastisite, ¢esitli protein kinazlarin

etkinligine bagl olarak niikleusta CREB-1 bagimli gen aktivasyonu gerektirmektedir.
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SSS’de NMDA-bagimli LTP olusumunun istisnast CA3-yosunsu lif (mossy fiber)
sinapslaridir (Lynch, 2004, s. 93). Yosunsu lif tipi LTP, NMDA bagimli LTP’nin aksine
presinaptik  terminalde  aktivite-bagimli intraseliiler ~Ca™  konsantrasyonunun
yiikselmesini gerektirmektedir. Ayrica, presinaptik kainat reseptorlerinin endojen
glutamat tarafindan aktive edilmesinin de yosunsu lif tipi LTP’nin tetiklenmesinde

fasilitator bir rolii bulunmaktadir (Malenka ve Bear, 2004, s. 8).

2.4.2.2. Ogrenme ve bellek siireclerinde Uzun siireli depresyonun rolii

LTD, uzun paternli bir uyari sonrasinda néronal sinapslarin etkinliginde saatlerce
veya daha da uzun siiren aktivite bagimli bir azalmadir. LTD, LTP'nin tersine, sinaptik
kuvvette uzun siireli bir diislise neden olur. Hipokampus ve serebellum, LTD siireglerinin
oldukga basarili bigimde karakterize edildigi yerler olmakla birlikte; LTD olusumunun
SSS’nin baska alanlarinda da meydana geldigi bilinmektedir. LTD'nin ¢esitli
norotransmitterleri salgilayan farkli néron tiirlerinde olustugu kesfedilmis olmakla
birlikte; LTD siirecinde rol oynayan ana nérotransmitterin glutamat oldugu bilinmektedir.
L-glutamat’in LTD olusumu ile ilgili etkilerini, NMDA, AMPA ve metabotropik
glutamat reseptorleri iizerinden gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. LTD’yi serebellar
Purkinje hiicrelerinde oldugu gibi giiclii bir sinaptik uyarim olusturabilecegi gibi,;
hipokampusta oldugu gibi zayif bir sinaptik stimiilasyon da indiikleyebilir (Massey ve
Bashir, 2007, s. 176). LTD’nin hipokampusla iliskili tiim bellek tiplerine ait bilgilerin
kodlanmas: siireclerinde islev gordiigii ve hipokampal LTD’nin eski bellek izlerinin
temizlenmesi i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (Malenka ve Bear, 2004, s. 8; Nicholls
vd., 2008, s. 104; Malleret vd., 2010, s. 3813). Benzer sekilde, serebellumda paralel lif-
purkinje hiicresi sinapslarinda olusan LTD’nin de motor 6grenmede 6nemli oldugu
hipotezi ileri stiriilmiistiir (Schonewille vd., 2011, s. 43;s. 9).

LTD’nin esas olarak postsinaptik reseptdr yogunlugundaki azalmadan
kaynaklandig: diigiiniilmekle birlikte; presinaptik norotransmitter saliniminda azalmanin
da bu siirecte rol oynamas1 miimkiindiir (Massey ve Bashir, 2007, s. 176).

Ozet olarak LTD, LTP’nin neden oldugu sinaptik giiglendirmeyi yapici bir sekilde
kullanabilmek icin spesifik sinapslarda selektif zayiflatici etki gosteren birkag islemden
biridir. Sinapslardaki s6z konusu zayiflatic1 etkinin yasamsal bir 6nemi vardir; ¢linkii
sinaptik giiciin siirekli artmaya devam etmesi halinde maksimum etkinlik diizeyine ulasan

sinapslarin yeni bilgileri kodlamasi miimkiin olmayacaktir (Purves, 2008, s. 197).
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Glinlimiizde, sinaptik plastisite  LTP’nin ve LTD’nin yam sira, sinaps
morfolojisinde meydana gelen degisiklikler ile de iliskilendirilmektedir. Ornegin, yeni ve
islevsel dendritik ¢ikintilarin (spine) olusmasi ya da var olan uzantilarin biiyiimesi gibi
degisimlerin sinaptik plastisite ve dolayisiyla bilissel islevler agisindan onemli oldugu

gosterilmistir (Malenka ve Bear, 2004, s. 7).

2.4.3. Ogrenme ve bellek siireclerinde norotrofik faktérlerin rolii

Noronlar yasamak, farklilasmak ve noroplastisite ig¢in kendi salgiladiklari
norotrofik faktorlere gereksinim duymaktadirlar. Norotrofik faktorler, noéronlarin
gelisimini ve korunmasini saglayan biyomolekiillerdir. Biiylime i¢in gereken trofik
destegi saglayarak hiicre sagkalimini artirirlar ve hiicre 6liim dongiilerini inhibe ederler
(Kotan vd., 2009, s. 27).

Giintimiizde norotrofik faktorler arasinda en iyi tanimlanmis grup norotrofinler
(NT) olarak adlandirilan beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), sinir biiylime faktori
(NGF), NT-3 ve NT-4/5’ten olusan gruptur (Hellweg ve Jockers-Scheriibl, 1994, s. 2165).

Norotrofik faktorler, fizyolojik islevlerini hiicre zar1 reseptorlerine baglanip hiicre
ici sinyal ileti dongiilerini diizenleyerek gergeklestirmektedirler. Bu molekiillerin tirozin
kinaz ailesi reseptorleriyle etkileserek otofosforilasyon gerceklestirdikleri ve bu
mekanizma ile ¢esitli intraseliiler sinyal molekiillerini aktive ettikleri bildirilmistir
(McKay vd., 1999, s. 193). NGF, tirozin kinaz (Trk) A reseptoriine; BDNF ve NT—-4/5,
Trk B reseptoriine; NT-3 ise Trk C reseptoriine baglanmaktadir (Kotan vd., 2009, s. 27).

NT’lerin yiiksek baglanma gosterdikleri Trk reseptorlerinin yani sira; onlardan
yapisal olarak farkli olan ve daha diisiik baglanma gdsterdikleri pan-nérotrofik reseptorler
olan p75 reseptorleri ile de etkilestikleri bildirilmistir. Norotrofik faktorler, reseptorlerine
baglandiktan sonra reseptdrleri ile beraber hiicre i¢ine alinmaktadirlar (Kotan vd., 2009,
s. 28; Meakin ve Shooter, 1992, s. 323).

Norotrofik faktorlerin, trofik etkilerinin yani sira; sinir sisteminde sinaptik
plastisitede yer alan molekiiler olaylara katkida bulunduklari ve bilissel islevleri
destekledikleri bilinmektedir (McKay vd., 1999, s. 193). Ornegin, hipokampusta yasam
boyu firetilen bir norotrofik faktér olan NGF’nin septal kolinerjik ndronlara retrograd
bicimde tasindigi, kolinerjik inputlar1 ve bdylece hipokampal plastisiteyi modiile edici
etkiler gosterdigi bildirilmistir. Endojen NGF blokajinin hipokampal LTP’yi azalttig1 ve

uzamsal bellegi bozdugu; dolayisiyla NGF’nin intakt eriskin beyinde plastisitenin ve
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bellek ile ilgili fizyolojik mekanizmalarin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu rapor
edilmistir (Conner vd., 2009, s. 10883).

Morris su labirenti, korku ile kosullanma ve pasif sakinma gibi testlerde 6grenme
performansindaki artisa, BDNF’nin mesajci riboniikleik asit ekspresyon diizeylerinde
hizli ve gegici bir artisin ve TrkB reseptor aktivasyonunun eslik etmesi (Yamada ve
Nabeshima, 2003, s. 268); anti-BDNF antikoru uygulanmis si¢anlarda pasif sakinma ve
Morris su labirenti testlerinde bellek parametrelerinin bozulmasi (Mu vd., 1999, s. 259;
Alonso vd., 2002, s. 551) ve ayrica NT-3 geni silinmis farelerde uzamsal bellegin ve
DG’de norogenezin bozuldugunun gosterilmesi (Shimazu vd., 2006, s. 307) norotrofik
faktorlerin biligsel islevler agisindan 6nemini ortaya koyan ¢alismalardan bazilaridir.

Klinik  calismalar, noérotrofik  faktérlerin  dengesiz ~ dagiliminin  ve
disregiilasyonunun Alzheimer hastalig1 gibi ndrodejeneratif demanslarda karakteristik bir

bulgu olduguna isaret etmektedir (Schindowski vd., 2008, s. 43).

2.4.4. Ogrenme ve bellek siireclerinde nérogenezin rolii

Noronal kok hiicrelerinden noéronlarin iretildigi siirece “ndrogenez” adi
verilmektedir. Genel kaninin aksine, norogenez yalnizca gelisim siirecindeki beyinde
goriilmez; norogenez siirecinin erigkin beynin belirli bolgelerinde araliksiz devam ettigi
bilinmektedir (Ernst ve Frisén, 2015, s. €1002045).

Norogenez, erigkin insan beyninde hipokampal DG ve subgraniiler tabakada
gortliir (Altman, 1963, s. 573; Altman, 1965, s. 319; Altman, 1969, s. 433). Striatumda
da yeni ndronlar olugmakla birlikte, bunlar interndron 6zellik gdsteren ve beynin diger
bolgelerine projekte olmayan noronlardir. Diger yandan, memelilerin diger tiirlerinde,
ozellikle kemirgenlerde, yeni olugan noronlara bulbus olfactorius’ta da rastlanmaktadir
(Dayer vd., 2003, s. 563; Vadodaria vd., 2014, s. 1114; Ernst vd., 2014, s. 1072).

Beyinde norogenez agisindan en dikkat ¢ekici bolge DG’dir. DG’de yeni olusan
noronlarin bir kismi, olustuktan kisa bir siire sonra 6lmekte (Shors vd., 2001, s. 372;
Dayer vd., 2003, s. 563); diger bir kism1 ise ¢evresindeki beyin dokusuna islevsel olarak
entegre olmaktadir (Toni vd., 2007, s. 727; Toni vd., 2008, s. 901; Vivar vd., 2012,
s.1107). Yetiskin insanlarda hipokampusa her giin yaklasik 700 yeni néron eklenmektedir
(Spalding vd., 2013, 5.1219).

Eriskin noérogenezinin biligsel ve emosyonel siirecler {izerinde 6nemli bir etki

potansiyeline sahip oldugu agiktir. Eriskin memeli beyninin DG, bulbus olfactorius gibi
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baz1 6zel bolgelerinde progenitor hiicrelerin mitotik aktivite gosterdiklerinin, olgun
noronlara doniiserek islevsellik kazandiklariin ve yerel sinir agina entegre olduklarinin
ortaya konulmasi, 6grenme ve bellek alaninda gerceklestirilen ¢alismalar agisindan bir
doniim noktasi olmustur (Bruel-Jungerman vd., 20074, s. 93).

Hipokampal erigskin ndrogenezinin 6grenme ve bellek i¢cin son derece Onemli
oldugu (Neves vd., 2008, s. 65); norogenez kapasitesinde artigin bilissel performansi
artirdig1 bilinmektedir. Yeni olusan ndronlarin; bellek kapasitesini arttirdigi (Becker,
2005, s. 722), anilar arasindaki bulaniklig1 azalttigi (Wiskott vd., 2006, s. 329) ve ani-
zaman iligkisini giiclendirdigi (Aimone vd., 2006, s. 723) ileri siiriilmiistiir.

Diger yandan, 6grenme etkinliginin de ndrogenezi artirdigini gosteren calismalar
bulunmaktadir (Gould vd., 1999, s. 260). Ornegin, deneklerde hipokampus bagimli bir
ogrenme tipi olan uzamsal 6grenmeyi destekleyen egitimlerinin, DG’de yeni olusan
noronlarin sayisinda anlamli bir artiga yol actig1 gosterilmistir (Gould vd., 1999, s. 262;
Shors vd., 2001, s.372; Dupret vd., 2008, s. 1). Hatta, baz1 6grenme tiplerinin nérogenez
bagimli oldugunu ileri sliren arastirmalara rastlamak miimkiindiir (Shors vd., 2002, s.

578).

2.4.5. Ogrenme ve bellek siireclerinde glia hiicrelerinin rolii

Glialar, santral ve periferik sinir sistemlerinde ndronlara destek ve koruma
saglayan hiicrelerdir. SSS’deki glial hiicreler; astrositler, oligodendrositler, ependimal
hiicreler ve mikroglialardir. Glialarin baslica fonksiyonlari, néronlari ¢evrelemek ve
yerinde tutmak; noronlara besin maddeleri ve oksijen saglamak; bir néronu bagka bir
norondan izole etmek; patojenleri ve 6li néronlar1 yok etmek olarak siralanabilir (Fields
vd., 2014, s. 427).

Astrositler, ndronlar ve kan damarlari ile yakin temas halinde bulunan ve binlerce
noronu sarmalayan yildiz seklinde glial hiicrelerdir (Genoud vd., 2006, s. 2064; Oberheim
vd., 2009, s. 3276). Bu hiicrelerin GAP-baglantilariyla birbirine baglanabildikleri ve
komsu hiicreler arasinda ¢ok az ortiisme ile yiiksek oranda organize edilmis anatomik
alanlar olusturabildikleri bilinmektedir (Houades vd., 2008; s. 5207; Oberheim vd., 2009,
S. 3276). Sahip olduklar1 essiz morfolojik ve fenotipik dzellikler sayesinde, astrositler
cevrelerini  hissedebilmekte ve ¢evresel degisikliklere dinamik olarak cevap
verebilmektedirler. Astrositlerin glukoz metabolizmasinin korunmasini, glutamat ve

potasyum diizeylerinin izlemesini, serebral kan akisinin diizenlenmesini ve norotrofik
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faktorlerin sekresyonunu da igeren ¢ok ¢esitli homeostatik ve destekleyici fonksiyonlara
sahip olduklar1 bilinmektedir. S6z konusu destekleyici fonksiyonlarin hepsi normal
noronal islevlerin siirdiiriilebilirligi ve dolayisiyla da bilissel siireclerin saglikli bicimde
islemesi i¢in son derece dnemlidir (Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskida).

Astrositlerin sinapslar ile olan uzamsal iligkileri, homeostatik islevleri ve
sagladiklar1 metabolik destegin yani1 sira eksprese ettikleri norotransmitter reseptorlerinin
cesitliligi, bu hiicrelerin SSS’de 6grenme ve bellek gibi 6zellesmis beyin fonksiyonlarina
olas1 katilimlarinin yakindan incelenmesine neden olmustur. Son yirmi yilda yapilan
arastirmalar, astrositlerin bilgi isleme ve bellek olusumunun altyapisin1 olusturan ve
noronal aktiviteyi dogrudan etkileyen “sinaps olusumunun regiilasyonu”, “sinaptik
transmisyon”, ‘“ndromodiilasyon” ve “plastisite” gibi islevler ilizerine sasirtic1 etkileri
olduguna isaret etmistir (Eroglu ve Barres, 2010, s.223; Araque vd., 2014, s. 728;
Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskida).

Astrositlerin bellek siireglerine katilimi ile iliskili potansiyel mekanizmalar, Sekil

2.9.’da Ozetlenmistir.
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Sekil 2.9. Astrositlerin bellek siiveglerine katilumi ile iliskili potansiyel mekanizmalar (Adamsky ve Goshen,
2017, s. baskida)

Bellek modiilasyonu ig¢in astrositlerin ve néronlarin karsilikli etkilesiminin son
derece 6nemli oldugu kabul edilmektedir. Astrositlerin, 6grenme ve bellek siiregleri ile
ilgili olumlu etkilerini, yeni sinaptik baglantilarin olusumunu regiile ederek ve ayrica var
olan sinapslarda modiilator etkiler gostererek gergeklestirdikleri diisiiniilmektedir.
Sinaptik modiilasyon iizerindeki etkilerinin ise bu hiicrelerin “sinaptik aktivitiye yanit

9% ¢¢

verme”, “onu sekillendirme” ve hatta “sinaptik kilif tizerindeki diizenleyici islevleri” ile
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iliskili oldugu ileri siiriilmistiir. Diger yandan, astrositlerin dogrudan néronlar tizerindeki
modiilator etkilerinin de biligsel islevlerin siirdiiriilmesi i¢in 6nemli oldugunun altini
cizmek gerekir (Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskida).

Astrositlerdeki vezikiiler saliimin; 6grenme, depolama ve geri ¢agirma gibi
stirecler ile iligkili oldugu bilinen gama frekans bandindaki (25-80 Hertz) osilasyonlarin
stirekliligine ve tanima bellegine katkida bulundugunu ortaya konulmus ve s6z konusu
vezikiiler salinimin bellek olusumuna ve konsolidasyonuna onemli Olgiide katkida
bulunabilecegi ileri stiriilmistiir (Basar-Eroglu vd., 1996, s. 101; Lee vd., 2014, s. E3343,;
Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskida).

Vezikiiler salinima ek olarak; astrositlerin sinaptik fonksiyonu modiile etmesine
aracilik edebilecek baska mekanizmalar da Onerilmistir. Bunlardan biri de konneksin
hemikanallaridir (Chever vd., 2014, s. 11228; Bazargani ve Attwell, 2016, s. 182). Bellek
konsolidasyonu sirasinda konneksin43 hemikanallarinin bloke edilmesinin, uzun siireli
bellegi bozdugu goriilmiistiir. S6z konusu bellek kaybinin astrositlerden salindigi bilinen
glutamat, glutamin, laktat, D-serin, glisin ve adenozin trifosfat gibi gliotransmitterlerin
karisiminin Ko-inflizyonundan sonra diizelebildigi ileri siiriilmistiir (Stehberg vd., 2012,
S. 3649). Tim bu bulgular, néroaktif molekiillerin astrositler tarafindan aliminin ve onlar
tarafindan saglanmasinin bellek olusumu ve konsolidasyonu icin gerekliligini ortaya
koymustur.

Astrosit-néron sinyalizasyonunda yer aldig1 6ne siiriilen adaylardan biri de Ca*2
baglayici bir protein olan S100p°dir. Esas olarak astrositlerde sentezlendigi diisiiniilen bu
protein, immunohistokimyasal ¢alismalarda bir belirteg olarak kullanilmaktadir. Insan
S100B’sin1 asir1 diizeyde eksprese eden transgenik farelerin, hipokampal LTP
olusumlarinda ve uzamsal 6grenme yeteneklerinde bozulma oldugu (Gerlai vd., 1995, s.
26); buna karsilik S100B°dan yoksun mutant farelerde hipokampal LTP’nin arttigi ve
hipokampus bagimli 6grenme ve bellek iglevlerinin gii¢lendigi belirlenmistir (Nishiyama
vd., 2002, s. 4037).

Astrositlerin, iyonlarin ve enerji substratlarinin ndronlar ve lokal kan akimi
arasindaki degisimini kontrol ettikleri bilinmektedir (Moore ve Cao, 2008, s. 2035).
Giincel caligmalar, astrositlerin sagladigi metabolik destegin, civcivlerde ve
kemirgenlerde bellek olusumunda 6nemli rol oynadigina isaret etmistir (Hertz ve Gibbs,
2009, s.10; Suzuki vd., 2011, s. 810). Omegin, bellek depolama isleminin ilk agamasi

sirasinda, glikojenolizin farmakolojik yolla inhibisyonunun, 6grenilen gorevin geri
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cagrilmasint engelledigi gosterilmistir. Glikojenoliz engellendiginde, ekzojen laktat
uygulamasinin bellek bozuklugunun tamirine yardimci olmus olmasi, astrosit ile néron
arasindaki laktat taginiminin sinaptik plastisite ve uzun siireli bellek konsolidasyonu igin
gerekli oldugunun bir isareti olarak kabul edilebilir (Suzuki vd., 2011, s. 810). Diger
yandan, biligsel performansta ilag kullanimina bagli artisin da astrositler tarafindan
noronlara saglanan metabolik destek ile iliskili oldugu gosterilmistir (Boury-Jamot vd.,
20164, s. 1070, Boury-Jamot vd., 2016b, s. 1266; Zhang vd., 2016, s. 928).

2.5. Deneysel Amnezi Modelleri

Amnezi terimi; beyin hasarina yol agan cerrahi girisim, hastalik, fiziksel ya da
psikolojik travma gibi nedenlerden kaynaklanan bellek bozukluklar1 ve kayiplarini ifade
eder. Amnezik bireylerde tipik olarak belirli bellek tiirlerinde veya bellek isleme
stireglerinde eksiklikler goriiliir. Amnezi kisa siireli bellek, ¢alisma bellegi ve uzun stireli
bellek yeteneklerini ¢esitli diizeylerde etkileyebilmektedir. Hasar olusumundan 6ncesine
ait olaylar ve bilgilere ait bellek kayiplar1 retrograd amnezi olarak adlandirilir. Lezyon
sonrasinda meydana gelen olaylara ait bellek kaybi ise anterograd amnezi olarak
bilinmektedir (Gazzaniga vd., 2014, s. 382).

Ogrenme, bellek ve dikkatin fizyolojik ve nérolojik temellerinin aydimlatiimas,
potansiyel terapdtik ajanlarin etkilerinin aragtirilmasi, ¢evresel kirleticilerin ve ilag
suistimalinin neden oldugu norotoksik etkilerinin test edilmesinde deney hayvam
modelleri kritik bir 6nem tasimaktadir. Biligsel islev bozukluklarini arastirmak {izere en
en yaygin kullanilan yontemler, bellek bozuklugunun farmakolojik ajanlar ile
indiiklendigi modellerdir. Farmakolojik modeller, Alzheimer hastalig1 ve yaslanma ile
iliskili diger demans tablolariin ve ayrica Parkinson hastaligi ve sizofreni gibi
hastaliklara eslik eden bilissel bozukluklarin tedavisinde potansiyel nootropik ajanlarin
olast etkilerinin test edilmesi i¢in anahtar niteligindedir (Levin ve Buccafusco, 20006, s.
1).

Gilinlimiizden yaklasik yarim yiizyil 6nce, gorece diisilk doz muskarinik reseptor
antagonisti uygulanan gen¢ goniilliillerde, yashlardakine benzer biligsel gerileme
belirtilerinin goriilmiis olmasi; beynin kolinerjik sisteminin biligsel islevler acisindan
Oonemini ortaya koymustur (Drachman ve Leavitt, 1974, s. 121). Nitekim, SSS’de
kolinerjik fonksiyon kaybinin Alzheimer hastalig1 ve senil demans ile yakindan iliskili

oldugu bilinmektedir (Terry, 2006, s. 6).
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Kolinerjik sistemin biligsel islevler i¢in kritik 6neminin ortaya konulmasini takiben,
non-selektif muskarinik reseptor antagonisti bir madde olan “SCP” deney hayvanlarinda
biligsel islev bozuklugunu indiiklemek amaci ile kullanilmaya baglanmistir. Boylece, SCP
ile indiiklenmis deneysel amnezi modelleri; Morris su labirenti (Terry vd., 1999, s. 97;
Bejar vd., 1999, s. 231; Buckton vd., 2001, s. 229; Albiston vd., 2004, s. 239), T-labirent
(Spangler vd., 1986, s. 673), Y-labirent (Kwon vd., 2010, s. 210), radyal kollu labirent
(Dennes ve Barnes, 1993, s. 435; Ormerod, ve Beninger, 2002, s. 139), pasif sakinma
(Bejar vd., 1999, s. 231; Albiston vd., 2004, s. 239; Foley vd., 2004, s. 93) ve korku
kosullandirmas: (Wallenstein ve Vago, 2001, s. 245) gibi 6grenme ve bellek testleri ile
kombine edilerek kullanilmaya baslanmistir.

SCP’nin yan1 sira biligsel fonksiyonlar1 bozdugu bilinen atropin (Nilsson ve Gage,
1993, 5.487; Fontana vd., 1997, s.689), pirenzepin (Sala vd., 1991, s. 45), triheksifenidil,
biperiden (Roldan vd., 1997, s. 93), benztropin (Jones ve Shannon, 2000, s. 1071),
disiklomin (Fornari vd., 2000, s. 287) gibi diger muskarinik reseptor antagonistlerinin de
deneysel amnezi modeli olusturmak amaciyla kullanilabildigi rapor edilmistir.

Literatiirde, muskarinik reseptorlerin yani sira; nikotinik reseptorlerin de bilissel
performans ile iligkili siireclere katildigina ve bu reseptorleri uyaran ajanlarin nootropik
etkili olduklarina iligkin ¢alismalara rastlamak miimkiindiir (Levin, 1992, s. 417; Decker
vd., 1993, s. 571; Levin, 1996, s. 188). Muskarinik reseptor blokorii SCP’ye benzer
bigimde non-selektif, non-kompetitif bir nikotinik reseptdr antagonisti olan
mekamilamin’in de rodentlerde amnezi olusturmak amaci ile kullanilabildigi
bilinmektedir (Roegge ve Levin, 2006, s. 22).

Beynin 6grenme ve bellek siirecleri ile iligkili diger bir néromediyatorii de
glutamattir. Glutamat, biligsel islevler tizerindeki etkilerini 6zellikle NMDA reseptorleri
aracilig ile gosterir (Rezvani, 2006, s.38). Dolayisiyla, NMDA reseptorlerini bloke eden
dizosilpin (MK-801), ketamin, fensiklidin ve 2-amino-5-fosfonopentanoat gibi ajanlar,
deney hayvanlarinda biligsel islev bozukluklugu indiiklemek i¢in kullanilabilmektedir.
NMDA-reseptor antagonistlerinin, 6zellikle hipokampus ya da amigdala ile iliskili
bilissel performansi bozdugu gosterilmistir (Rezvani, 2006, s.39).

Literatiirde kolinerjik ve glutaminerjik mekanizmalar1 hedef alan biligsel bozukluk
modellerinin yani sira; amnezi indiiksiyonu amaciyla midazolam (Hirshmana vd., 2002,
S. 499; Quevedo vd., 2002, s. 319), diazepam (Prabhakar vd., 2008, s. 27; Costa vd., 2010,
s. 1756), klordiazepoksit (Nabeshima vd., 1990, s. 233) gibi benzodiazepinlerin ve
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etanoliin (Raghavendra ve Kulkarni, 2001, s. 595; Singh vd., 2003, s. 1245; Rezayof vd.,
2010, s. 260) kullanildig1 ¢calismalara da rastlamak miimkiindiir.

2.6. Tofisopam

1960 yillarmin ortalarinda, klasik 1,4-benzodiazepin halka sistemindeki nitrojen
atomlarinin pozisyonlarinin degistirilmesi ile bir seri yeni kimyasal sentezlenmistir. Bu
kimyasallar benzodiazepin halka yapisinda bulunan azot atomlarinin pozisyonlarindan
dolay1 2,3-benzodiazepinler (homofitalazinler) olarak adlandirilmigtir (Szénasi ve
Harsing, 2004, s. 69; Hamed vd., 2007, s. 109). TOF, bu gruba ait ilk ilagtir (Sekil 2.10.).

Farmakokinetik profili acisindan TOF’un absorbsiyonunun ve dagiliminin
(siganlarda tmax= 0,5-1 saat, insanlarda tmax=1-1,5 saat) oldukg¢a hizli oldugunu séylemek
miimkiindiir. Ayrica, plazma yarilanma 6mriiniin insanda 15-21 saat oldugu bilinmektedir

(Klebovich ve Abermann, 1993, s. 83).

Sekil 2.10. Tofisopam i kimyasal yapisi [1-(3, 4-dimetoksifenil)-5-etil-7, 8 dimetoksi-4-metil-5H-2, 3-
benzodiazepin]

Sedatif-hipnotik, kas gevsetici ve antikonviilzan etkiler gostermeksizin
anksiyolitik, antiparkinson ve vejetatif modiilator etkilere sahip bir ilag olan TOF,
Grandaxin® adu ile ilk olarak 1976 yilinda ruhsatlandirilmistir (Pellow ve File, 1986, s.
212; Andrasi vd., 1987, s. 1119; Szego6 vd., 1993, s. 91; Kalashnikov vd., 2002, s. 59;
Szénasi ve Harsing, 2004, s. 69; Hamed vd., 2007, s. 109). TOF, giinimiizde Cek
Cumbhuriyeti, Macaristan, Rusya ve Japonya dahil olmak tizere 15’den fazla tilkede
anksiyete bozukluklariin tedavisi i¢in regete edilmektedir (Srivastava vd., 2014, s. 154;
Rx Media Pharma®, 2017;).
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TOF’un da iyesi oldugu homofitalazinlerin etki mekanizmalari halen
kesinlesmemis olmakla birlikte beyinde etkilestikleri bolgelerin 1,4-benzodiazepinlere
gore farklilik gosterdigi bilinmektedir (Fekete vd., 1997, s. 175). Homofitalazinlerin
farmakolojik etki mekanizmalarinin GABAerjik, dopaminerjik ve opioiderjik sistemler
ile iliskili olabilecegini ileri sliren ¢aligmalar bulunmaktadir.

GABAerjik sistem ile iligkili olarak, homofitalazinlerin GABAa-benzodiazepin
reseptor kompleksine afinite gostermedikleri; ancak 1,4-benzodiazepinlerin  bu
reseptoriin benzodiazepin baglanma boélgesine olan afinitelerini artirdiklar bildirilmistir.
Homofitalazinlerin GABAAa reseptorlerine  musimol baglanmasini da  artirdiklart
gosterilmistir (Saano, 1986, s. 201; Andrasi vd., 1987, s. 1119; Hamed vd., 2007, s. 109).

TOF’un dopaminerjik sistem ile iliskisinin arastirildigi klinik bir calismada, giinde
iki kez 100 mg dozunda TOF uygulamasinin, hastalarin serebrospinal sivilarinda
homovanilikasit konsantrasyonunu belirgin bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir. TOF’un
SSS’de dopamin agonisti benzeri davranis sergileyebilecegi one siiriilmiistiir. TOF un
dopaminerjik agonist bir ilag olan apomorfin ile ya da indirekt agonistler olan amfetamin
ve amineptin ile birlikte uygulanmasinin, bu ilaglarin davranis itizerindeki etkilerini
potansiyelize ettigi gosterilmistir (Hovi-viander vd., 1985, s. 492). Diger yandan, lityum
ile  kronik tedavinin, dopaminerjik ilaglarin  etkinliginde TOF aracilikli
potansiyelizasyonu engelledigi gosterilmistir. Bu bulgu TOF’un, santral dopaminerjik
reseptor duyarliliginda, lityum ile engellenebilen bir artisa neden olduguna isaret etmistir
(Chopin vd., 1985, s. 917). Dopaminerjik sinyal transdiiksiyonu ile iliskili olarak yapilan
diger baz1 ¢aligmalar, homofitalazinlerin dopaminerjik reseptorler iizerine karisik tip
agonist/antagonist benzeri etkiler gosterdiklerini ortaya koymustur (Pellow ve File, 1986,
s. 221). Diger yandan, bu maddelerin etkilerini beyninde nigrostriatal sistemde
kendilerine 6zgli baglanma bolgelerinde, 6zel bir sinyal transdiiksiyonu araciligi ile
gosteriyor olmalari da miimkiindiir (Fekete vd., 1997, s.175; Horvath vd., 2000, s. 309;
Hamed vd., 2007, s.110).

Homofitalazinlerin farmakolojik etkilerinin opioid sinyal transdiiksiyonu ile iligkili
olabilecegini diisiindiiren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Bu maddelerin opioid
agonistlerinin etkinligini selektif olarak artirdiklar1 hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar
ile gosterilmistir (Fekete vd., 1997, s. 175; Horvath vd., 2000, s. 309; Hamed vd., 2007,
s. 110). Ornegin, TOF ve benzeri bilesiklerin opioidlerin antinosiseptif etkilerini

potansiyalize edebildigi bildirilmistir (Horvath vd., 2000, s.309). Homofitalazinlerin
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farmakolojik etkinliklerinin morfin toleransi olan hayvanlarda ortadan kalkmasi, bu
bilesiklerin etki mekanizmalarmin opioid nérotransmisyonu ile iliskili olabilecegine
isaret eden diger bir bulgudur (Fekete, 1997, s. 175). Diger yandan bu ilaglarin,
opioidlerden ve benzodiazepinlerden farkli olarak bagimlilik yapicit 6zelliklerinin
olmadigi ileri stiriilmiistiir (Srivastava vd., 2014, s. 154).

TOF’un R-enantiomeri olan dekstofisopam’in ise klasik reseptorlere veya iyon
kanallarina belirgin bir afinite gostermedigi; ancak SSS’de 6zel bir baglanma bolgesine
sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. S6z konusu baglanma bolgesinin klasik 1,4- veya 1,5-
benzodiazepin reseptorlerinden farkli oldugu ve 2,3-benzodiazepin reseptorii olarak
karakterize edilebilecegi bildirilmistir (Leventer vd., 2008, s. 198). Bazi arastirma
gruplari, bu reseptorleri “girisopam baglanma bolgesi” olarak adlandirmistir (Rundfeldt
vd., 2010, s. 1319). Kortikal bolgelerde yogunlasan klasik benzodiazepin reseptorlerinin
aksine; 2,3-benzodiazepin reseptorlerinin subkortikal ganglia, substantia nigra ve
hipotalamus’ta lokalize oldugu bildirilmistir (Leventer vd., 2008, s. 198).

Homofitalazinlerin etki mekanizmalarina iliskin bir baska yaklasim ise hedef
proteinin bir reseptor molekiilii degil; sinyal iletim siire¢lerinde rol oynayan proteinlerin
fosforilasyonunda rol alan diizenleyici bir molekiil olabilecegine iliskin varsayimdir
(Horvath vd., 2000, s. 309).

TOF’un PDE 1, 2, 3, 4, 5 ve 10 izoenzimlerine yiiksek afinite ile baglandigi ve bu
enzimleri inhibe ettigi bilinmektedir (Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfeldt vd., 2010, s.
1323). Bu ilacin PDE-2, PDE-4 ve PDE-10 izoenzimlerine gosterdigi afinitenin,
rolipram’in PDE-4 enzimine olan afinitesinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfeldt vd., 2010, s. 1323). PDE enzim inhibitorlerinin
beyindeki sinyal yolaklarinda SAMP velveya SGMP diizeylerini yiikselttikleri; bu ikinci
habercilerin de bellek konsolidasyonu i¢in gerekli olan CREB miktarlarini artirarak
ogrenme ve bellek siireclerini giiclendirdikleri bilinmektedir (Heckman vd., 2015, s.108).
Nitekim, rolipram ve zaprinast gibi PDE enzim inhibitorlerinin biligsel performansi
artirdiklar bilinmektedir (Kanes vd. 2007, s. 239; Akar, 2014, s. 105; Akar vd., 2015, s.
86). TOF’un selektif PDE inhibisyonu yaparak psikozun adjuvant tedavisinde 6zellikle
negatif ve kognitif semptomlarmin giderilmesinde yararli olabilecegi bildirilmistir
(Rundfeldt vd., 2010, s. 1323).

Anksiyete tedavisi i¢in kullanilan klasik 1,4-benzodiazepinlerin bilissel islevlerde

neden oldugu aksakliklar g6z 6niinde bulunduruldugunda (Chapouthier ve Venault, 2002,
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s. 841; Inamuravd., 2015, s. 171), anksiyolitik bir ila¢ olan TOF’un PDE enzim inhibitorii
etkinligi ile iliskili olarak sahip oldugu nootropik etki potansiyelinin terapdtik agidan
oldukca degerli olabilecegi aciktir. Bununla birlikte, literatiirde TOF’un bilissel islevler
tizerine etkisine iliskin ¢alismalar son derece sinirli sayidadir. Bunlardan biri, Szeg6 ve
arkadaglar1 tarafindan 1993 yilinda yapilmistir. S6z konusu ¢aligmada TOF’un
psikomotor ve entelektiiel performansi bozmadigi; hatta aksine hafif stimiile edici etkisi
oldugu ileri stirilmiistiir (Szego6 vd., 1993, s. 91). Arushanian ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan diger bir calismada ise, TOF’un tekrarli uygulanmalarinin geng¢ eriskinlerde
gorsel ve sozel kisa siireli bellegi iyilestirdigi bildirilmistir (Arushanian vd., 2004, s. 23).
Dikkat tizerinde olumsuz etkiler gdstermemesi, bagimlilik ve tolerans gelisimi gibi
sorunlara neden olmamasi da bu ilacin iistiin yonleri olarak bildirilmistir (Srivastava vd.,
2014, s. 154).

Bu bilgilerin 1s18inda, bu tez ¢alismasinda, bilissel performansi artirici potansiyele
sahip bir ilag olan TOF’un bellek bozukluklar1 iizerine olas1 teapotik etkilerinin

arastirilmasi planlanmistir.
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3. GERECLER
3.1. Deney Hayvanlari

Deneyler igin 200-250 g agirliginda, ayni yasta, erkek Wistar sicanlar
kullanilmistir. Deneylerde kullanilan hayvanlar 12 saat karanhik 12 saat aydinhik
dongiisiinde (1siklar 8%-20° arasinda acilmaktadir), 24 + 1°C sicakliktaki iyi

havalandirilan odalarda bulundurulmus ve standart hayvan yemi ile beslenmislerdir.

3.2. Kullamlan Kimyasal Madde ve Tlaclar

Tofisopam (Grandaxin®) (Egis PLC, Budapest, Macaristan)
Pirasetam (Nootropil®) (UCB Pharma, Istanbul, Tiirkiye)
Skopolamin hidrobromiir (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

GFAP (glial fibriler asidik protein) Ab-6  (Thermo Scientific, MA, ABD)

Sinaptofizin Ab-2 (Clone SYP02) (Thermo Scientific, MA, ABD)
Ki-67 tavsan poliklonal antikoru (Thermo Scientific, MA, ABD)
Halotan (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

UltrAB diluent (antijen seyreltici) (Thermo Scientific, MA, ABD)

UltraVision quanto detection system HRP  (Thermo Scientific, MA, ABD)

Sitrik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)
Trisodyum sitrat (Merck, Darmstadt, Almanya)
Monobazik potasyum fosfat (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
Dibazik sodyum fosfat (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
Parafin (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
Paraformaldehit (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
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Hidrojen peroksit

Ksilen

Sodyum karboksimetil seliiloz
Tween® 80

Etanol

Serum fizyolojik

3.3. Kullanilan Cihazlar

Pasif sakinma cihazi

Morris su labirenti test cihazi
Aktivite kafesi cihazi
Rota-rod cihazi

Perfiizyon cihazi

Mikrotom cihazi

Stereolnvestigator goriintiileme sistemi

Isik mikroskobu

Hassas terazi

Kronometre

(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)

(Adeka, Samsun, Tiirkiye)

(Ugo Basile, 7551, Verase, Italya)
(Ugo Basile, 40185, Verase, Italya)
(Ugo Basile, 7420, Verase, Italya)
(Ugo Basile, 47700, Verase, Italya)

(Cole-Parmer Instrument Co., Vera
Manostat® pump, IL, ABD)

(Thermo  Scientific,  Shandon

AS325, MA, ABD)

(MicroBrightField Inc., VT, ABD)

(Leica, DM3000, Wetzlar,
Almanya)
(Ohaus, E 12140, Greifensee,
Isvigre)
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4. YONTEMLER
4.1. Ila¢ Uygulamalar
TOF, sicanlara 50, 100 ya da 200 mg/kg dozlarda gastrik gavaj (per oral, p.o.) ile

uygulanmistir (Ozawa ve ark., 1994, s. 181). Pozitif kontrol olarak tercih edilen pirasetam
(PRS)’mn dozu ise 200 mg/kg (p.o.) olarak belirlenmistir (Alikatte vd., 2012, s.844).
Kontrol ¢ozeltisi olarak TOF’u ¢6zmekte kullanilan %5 karboksimetilseliiloz - Na / %
0,04’liik Tween 80 (w/w) ¢ozeltisi kullanilmastir.

TOF, PRS ve kontrol ¢6zeltisi 7 giin siire ile her giin birer kez uygulanmistir.

4.2. Deneysel Amnezi Modelinin Olusturulmasi

Ogrenme ve bellek parametrelerinin degerlendirildigi testlerde SCP ile indiiklenmis
amnezi modeli olusturmak amaciyla iligkili deney gruplarina edinim denemelerinden 30
dakika 6nce 0,5 mg/kg (i.p.) dozunda SCP uygulanmistir (Guan ve ark., 2010, s. 222).

Deney gruplar1 asagidaki bigimde olusturulmustur;

Motor aktivite deneyleri igin,

Kontrol grubu : 7 gln silire ile her glin diizenli olarak %5
karboksimetilseliilloz - Na / % 0,04’liik Tween 80
(w/w) soliisyonu uygulanan grup.

TOF (50 mg/kg) : 7 giinsiire ile her giin diizenli olarak 50 mg/kg dozda

grubu TOF uygulanan grup.

TOF (100 mg/kg) : 7 gilin siire ile her giin diizenli olarak 100 mg/kg

grubu dozda TOF uygulanan grup.

TOF (200 mg/kg) : 7 giin siire ile her giin diizenli olarak 200 mg/kg

grubu dozda TOF uygulanan grup.

Morris su labirenti, pasif sakinma ve motor aktivite testleri (aktivite kafesi ve Rota-

rod) i¢in, her biri 8’er sigcandan olusan ayr1 ayr1 gruplar olusturulmustur.
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Ogrenme deneyleri igin,

Kontrol grubu : 7 gin silire ile her gin diizenli olarak %S5
karboksimetilseliilloz - Na / % 0,04’liik Tween 80
(w/w) soliisyonu ve edinim denemelerinin 30 dakika
oncesinde serum fizyolojik uygulanan grup.

SCP grubu : 7 gin silire ile her gin diizenli olarak %5
karboksimetilseliilloz - Na / % 0,04’liik Tween 80
(w/w) soliisyonu ve edinim denemelerinin 30 dakika
oncesinde 0,5 mg/kg SCP uygulanan grup.

SCP + PRS (200 : 7 gin siire ile 200 mg/kg dozunda PRS ve edinim

mg/kg) grubu denemelerinin 30 dakika oncesinde 0,5 mg/kg SCP
uygulanan grup.

SCP + TOF (50 : 7 giin siire ile her giin diizenli olarak 50 mg/kg

mg/kg) grubu dozunda TOF ve edinim denemelerinin 30 dakika
oncesinde 0,5 mg/kg SCP uygulanan grup.

Immiinohistokimyasal incelemeler ilgili deney gruplarindaki sicanlarin davranig

deneylerinin bitimini takiben gerceklestirilmistir.

4.3. Motor Aktivitenin Degerlendirilmesi
4.3.1. Aktivite kafesi testi

Davranis deneylerinin gergeklestirildigi tiim gruplardaki hayvanlarin dikey ve
yatay lokomotor aktivite sayilari, aktivite kafesi cihazi ile 10 dakika boyunca
kaydedilmistir (Can vd., 2011, s. 1971).

4.3.2. Rota-rod testi

Motor koordinasyon parametrelerindeki olas1 degisikliklerin degerlendirilmesi
amactyla Rota-rod cihazi (Ugo Basile, 47700, Varese, Italya) kullanilmistir. Deneye
aliacak hayvanlara, uygulamalardan once {i¢ giin siire ile alistirma (training) yapilmas;
test giinli cihaz 8 rpm sabit hiza ayarlanmis ve sicanlarin dénen milin iizerinden diisme

stireleri kaydedilmistir (Spolidério vd., 2007, s. 185).
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4.4. Ogrenme ve Bellek Parametrelerinin Degerlendirilmesi
4.4.1. Pasif sakinma testi

Pasif sakinma testi, korku ile kosullandirilmis duygusal bellegin degerlendirilmesi
icin kullanilmistir (Gacar ve ark., 2011, s.317). Cihaz 22x21x22 cm 6lgiilerinde iki farkl
bolmeden olugsmaktadir. Aydinlatilmis beyaz bdlme, elektrik akimi uygulayabilen (0,5
mA) 1zgara zemine sahip karanlik bir b6lmeye baghidir. Kacinilmasi olanaksiz elektrik
akimi, bir sok jeneratorii araciligl ile deney hayvaninin ayaklarina uygulanmaktadir.
Bolmeler, zemininde otomatik isleyen siirgiilii bir kap1 bulunduran diiz bir kesit ile
ayrilmaktadir.

Hayvanlara deneyin baslangicinda bir deneme egitimi uygulanmistir. Bu amagla
aydinlik bolmeye birakilmis olan siganlarin; bélmeler arasindaki kapinin 30 saniye sonra
acilmasi ile karanlik alana serbestge gegmeleri saglanmistir. 15 dakika sonra da edinim
denemesi uygulanmistir. Deney hayvanlar tekrar aydinlik bolmeye yerlestirilmis ve 30
saniyelik bir alisma periyodu sonrasinda bdlmeler arasi kap1 agilarak, deney hayvaninin
karanlik alana ilk gegis siiresi (IGS) olarak kaydedilmistir. Deney hayvaninin aydinlik
bolmeden karanlik alana gecisi 300 saniye igerisinde gerceklesmezse, deney hayvan
deneyden elimine edilmistir. Deney hayvani karanlik alana tamamen girdiginde, bolmeler
arasindaki kapi otomatik olarak kapanmis ve 1zgara zemin araciligi ile 3 saniye siiren 0,5
mA’lik elektrik soku deney hayvaninin ayaklarina uygulanmistir. Daha sonra deney
hayvani cihazdan uzaklastirilarak kafesine konulmustur. Edinim denemeleri arasinda her
bir bélme, olas1 koku ipuglarini ortadan kaldirmak amaciyla temizlenmistir.

Edinim denemesinden 24 saat sonra bellek denemesi uygulanmistir. Agrili uyaran
ile edinilen bellek, deney hayvanlarmnin karanlik alana ikinci giris siirelerindeki (IkGS)
gecikmenin kaydedilmesi ile degerlendirilmistir. Bu deneme siiresince elektrik soku
verilmemistir. Deney hayvanimin karanlik alana girmesi i¢in maksimum 300 saniye

beklenmistir.

4.4.2. Morris su labirenti testi

Morris su labirenti testi, deney hayvanlarinda uzamsal 6grenme ve bellek islevlerini
degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir.

Test cihazi, 60 cm ylikseklikte ve 150 cm capinda dairesel bir tanktir. Tank, 25 +
1°C su ile 50 cm yiikseklige kadar doldurulmus ve silindirik kagis platformu, su

seviyesinin 2 cm altinda kalacak sekilde deney siiresince hep ayni1 bélmeye yerlestirmistir
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(Griinblatt vd., 2007, s.761-762). Tankin icerisindeki su, kacis platformunu gizleyecek
sekilde siit tozu ile opak hale getirilmistir.

Sicanlar 4 giin boyunca her giin 5 dakikalik aralarla birbirini takip eden dort
denemeye tabi tutulmustur. Deneye alinan sican yiizii tank duvarma bakacak sekilde,
tankin hipotetik olarak boliinmiis dort esit kadranindan birine nazikge yerlestirilmistir.
Sicanlar, her yeni denemede takip eden bdlmeden olmak iizere suya birakilmis ve
platformu kesfetmelerine kadar gecen siire “kagis siiresi” (escape latency) olarak
kaydedilmistir. Suya birakilan siganin kagis platformunu kesfetmesi i¢in 120 saniye
zaman taninmig (cut-off) ve platformu bulan hayvanin platform iizerinde 20 saniye
kalmasina izin verilmistir. Platformun 120 saniyelik stirede kesfedilememesi durumunda
hayvan manuel olarak platforma yonlendirilmistir. Deneye alinan hayvan, edinim
denemelerinin bitiminde bir havlu ile kurulanarak tekrar barindirildigi kafese
yerlestirilmistir.

Edinim denemelerinin sonunda (5. giin) platform tank icinden alinmig ve
hayvanlarin tank igerisinde 120 saniye siire ile serbest¢e yiizmelerine izin verilmistir. Bu
denemelerde hayvanlarin hedef kadranda gegirdikleri siire kaydedilmistir (Sharma ve
Singh, 2011, s. 679).

4.5. Doku Isleme ve Immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Immiinohistokimyasal incelemelere alinan tiim sigan gruplarina davranis deneyleri
sonrasinda halotan ile anestezi uygulanmistir. Siganlar transkardiyal olarak énce 0,1 M
fosfat tamponlu serum fizyolojik (pH 7,4) ile ardindan fosfat tamponu igindeki % 4’liik
paraformaldehit ile perfiize edilmistir. Beyin, serebellum ve olfaktér bulbus da dahil
olmak tizere, disekte edildikten sonra gece boyunca % 4’liikk paraformaldehit igerisinde
post-fiksasyona tabi tutulmustur. Tespit edilen dokular, artan konsantrasyonda etanol
serisinden gegirilip dehidrate edildikten sonra ksilen ile saydamlastirilma ve parafin ile
sertlestirme islemleri uygulanmistir. Sertlestirilen beyin dokulari parafin bloklara
gomiilmiistiir.

Daha sonra, mikrotom ile koronal planda 3 pum kalinliginda alinan doku kesitleri
arasindan, hipokampusu ayirt etmek amaciyla, bregma referans noktasina gore -2,52 mm
(Paxinos ve Watson, 2007, s. 54), -3,00 mm (Paxinos ve Watson, 2007, s. 58) ve -3,48

mm (Paxinos ve Watson, 2007, s. 62) koordinatlar1 ile uyumlu kesitler secilmistir.
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Segilen kesitler, bir firga yardimiyla 45°C’lik su banyosuna alindiktan sonra pozitif
sarjli lamlara monte edilmistir. Daha sonra, 70°C’deki etiivde 30 dakika bekletilmis ve
iic ayr1 ksilen kabinda 10’ar dakikalik deparafinizasyon islemi tamamlanmistir. Ornekler
bu islemi takiben, 6nce azalan konsantrasyonda etanol serisi, sonra musluk suyu ve sonra
da distile su ile 1’er dakika muamele edilerek hidrate edilmistir.

Immiinohistokimyasal boyama o6ncesinde kesitlerde olusabilecek antijen
maskelenmesini elimine etmek amaciyla; kesitler 10 mM, pH 6,0 sitrat tamponu
igerisinde yiiksek basingta kaynama noktasina kadar 1sitilarak antijen retrieval protokolii
uygulanmistir. Oda sicakliginda sogutulan preparatlar boyama iglemine alinmistir.

Hipokampal formasyonda astrositleri tespit etmek icin anti-GFAP, sinaptik
yogunlugun incelenmesi amaciyla anti-sinaptofizin ve hiicre proliferasyonu diizeylerinin
tayini amaciyla da anti-Ki67 antikorlar1 kullanilarak immiinohistokimyasal olarak
boyanmustir.

Boyama igleminin tamami, kapali bir kutu icerisinde nemli bir ortamda
gerceklestirilmistir. Lamlara monte edilmis dokularin etrafi doku sinirlama kalemi ile
siirlandirilmistir. Kesitlerde endojen peroksidaz aktivitesinin onlenmesi i¢in %3’ liikk
hidrojen peroksit ¢ozeltisi ve non-spesifik zemin boyanmasin1 6nlemek icin 20 dakika
stireyle blokaj soliisyonu uygulanmistir. Bu islemleri takiben, primer antikor uygulamasi
gergeklestirilmis ve dokular 8 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
primer antikor amplifiye edici soliisyonda 30 dakika ve Horseradish peroksidaz
(yabanturbu peroksidaz enzimi) polimer soliisyonunda da 20 dakika inkiibe edilmistir.
Boyama islemi siiresince blokaj soliisyonu uygulanmasi basamagi disindaki tiim
islemlerden sonra kesitler notral pH’l1 fosfat tamponu ile yikanmustir.

Kesitlerin gériiniir hale getirilmesi amaciyla, 3 dakika siire ile 3,3'-diaminobenzidin
uygulanmis ve sonra akan musluk suyu ile yikama yapilmistir. Zit boyama i¢in tiim
preparatlara 1 dakika Harris hematoksilen boyasi uygulanmis ve sonra yine akan musluk
suyu ile yikama yapilmistir. Zit boyama isleminin ardindan, lamlar artan konsantrasyonda
etanol serisi ve ksilen ile ¢alkalanmis ve sonra ksilen bazli kapama maddesi kullanilarak

kapatilmistir.

38



4.6. Isik Mikroskopisi ve Immiinoreaktivitenin Degerlendirilmesi

Immiimohistokimyasal incelemeler i¢in hazirlanan tiim kesitler 2,5X objektif lensli
151k mikroskobu ve bilgisayar destekli goriintiileme sistemi Stereolnvestigator (Version
9.0) ile gorsellestirilmistir.

Gorsellestirilen preparatlarda, oOncelikle kiigiik biiyiitmeli objektifte dorsal
hipokampusa ait alanlarin konturlar ¢izilerek hipokampusun temel néron katmanlari
belirlenmistir. Sayimlar ve dansitometrik Ol¢iimler icin tarafsizligin saglanabilmesi
amaciyla her bir kesitten alinan fotomikrograflar sistematik randomize 6rnekleme metodu
kullanilarak secilmistir. Hesaplamalarda mikroskobik kalibrasyon skalasi araciligiyla
biiylitme faktoriine gore hesaplanan gercek uzunluk birimleri kullanilmistir.

Fotomikrograflarin immiinoreaktiviteleri, Image] (National Institutes of Health,
Bethhesda, MD, ABD) goriintii isleme ve analiz programi araciligtyla degerlendirilmistir.

Sinaptofizin (Sekil 4.1.) ve GFAP (Sekil 4.2.) immiinoreaktiviteleri CA1-2, CA3
ve DG alanlarinda immiinohistokimyasal olarak boyali bolgelerin dansitelerine gore
secilen alanlara karsilik gelen piksel sayist baz alinarak, esit 6l¢ekli fotomikrograflar

tizerinden hesaplanmuistir.
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Sekil 4.1. Anti-sinaptofizin antikoru ile immiinohistokimyasal boyama islemi gerceklestirilmis si¢an
hipokampusunun temsili fotomikrografi, optik biiyiitme: 4X (A). CAI-2, CA3 ve DG
bélgelerinde birim alana diigsen sinaptofizin dansitelerini belirlemek amacwyla sistematik
rastgele ornekleme metodu ile fotomikrograflari alinan bélgeleri gosteren diyagram (B).
Stratum oriens (so), stratum pyramidale (sp), stratum radiatum (sr), stratum moleculare, (sm),
stratum granulosum (sg), hilus (hl), stratum lucidum (sl).
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Sekil 4.2. Anti-GFAP antikoru ile immiinohistokimyasal boyama islemi gerceklestirilmis si¢an
hipokampusunun temsili fotomikrografi, optik biiyiitme: 4X (4). CAI-2, CA3 ve DG
bélgelerinde birim alana diisen GFAP dansitelerini belirlemek amaciyla sistematik rastgele
ornekleme metodu ile fotomikrograflar: alinan bélgeleri gésteren diyagram (B).

Ki-67 dansitesi ise DG’nin graniiler hiicre tabakasi ve subgraniiler bolge
alanlarindan (Sekil 4.3.) esit 6l¢ekli alinan fotomikrogramlarda birim alana diisen Ki-67

immiinopozitif hiicre sayisindan yola ¢ikilarak hesaplanmstir.
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Sekil 4.3. Anti-Ki-67 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama islemi gerceklestirilmis sican
hipokampusunun temsili fotomikrogrami, optik biiyiitme: 4X (4). DG bélgelerinde birim
alanda bulunan Ki-67 immiinopozitif hiicre sayisini belirlemek amacwyla sistematik rastgele
ornekleme metodu ile fotomikrograflar: alinan bélgeleri gésteren diyagram (B).

Ayrica, CA1-2, CA3 ve DG bolgeleri icin birim alana diisen hiicre sayilar1 da zit

boyama ile gorsellestirilen niikleuslar sayilarak hesaplanmistir.
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4.7. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel hesaplamalar ve grafik ¢izimleri igin GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, ABD) paket programi kullanilmigtir.

Gruplar arasinda ¢oklu karsilastirma yapmayi gerektiren veriler tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak; Morris
su labirentinde Olgiilen kagis siirelerine iliskin veriler ise ¢ift yonlii ANOVA-tekrarl
Olcim testi ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilasgtirma testi uygulanarak
degerlendirilmistir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.

p<0,05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Saghkh Sicanlarda Motor Aktivitenin Degerlendirilmesi

Deney hayvanlarinin lokomotor aktivitelerinde ve motor koordinasyonlarinda
herhangi bir nedenle olusabilecek degisikliklerin, es zamanli olarak yiiriitiilen diger
davranig deneylerinin sonuglarini etkileyebildigi, arastirmacinin elde ettigi veriyi “yanlis
pozitif” ya da “yanlis negatif” olarak yorumlamasima neden olabildigi bilinmektedir
(Savi¢ ve ark., 2009, s.1186; Gacar ve ark., 2011, s.319).

Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda TOF’un olas1 anti-amnezik etkisi arastirilmadan
once, bu ilacin motor aktivite iizerine olasi etkinligi arastirilmistir. Bu amacla, deneylere
alinan siganlarin spontan lokomotor aktiviteleri “aktivite kafesi” testleri ile ve motor

koordinasyon parametreleri ise “Rota-rod” deneyleri ile degerlendirilmistir.

5.1.1. Aktivite kafesi testine iliskin bulgular
7 giin boyunca her giin diizenli olarak 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg (p.0.)
dozlarda TOF uygulamasinin, siganlarin aktivite kafesi testinde 6l¢iilen “yatay hareket

sayilar1” tizerine etkileri Sekil 5.1.’de sunulmustur.
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Sekil 5.1. 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda TOF uygulamalarinin siganlarin aktivite kafesi
testinde olgiilen “yatay hareket sayilari” iizerine etkileri. Kontrol grubuna gore anlamli
farkhilik “p<0,05; "p<0,001; 50 mg/kg TOF grubuna gore anlamh farkiilik °*p<0,001; Tek
yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi, n=8.

Elde edilen veriler, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 giin uygulanmasinin siganlarin

“yatay hareket sayilar1” lizerinde anlamli bir degisiklide neden olmadigini ortaya

koymustur. Diger yandan, bu ilacin 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda uygulanmasi

siganlarin toplam “yatay hareket sayilarin1” anlamli bigimde azaltmistir.
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Sekil 5.2., 7 giin boyunca her giin diizenli olarak 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200
mg/kg (p.o.) dozlarda TOF uygulamalarinin, siganlarin “dikey hareket sayilar1” iizerine
etkilerini gostermektedir. Elde edilen veriler, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 giin
uygulanmasinin, sicanlarin “dikey hareket sayilarin1” degistirmedigine; ancak 100 mg/kg

ve 200 mg/kg dozlarin bu sayiy1 anlamli bigimde azalttigina isaret etmistir.
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Sekil 5.2. 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda TOF uygulamalarinin sicanlarin aktivite kafesi
testinde olgiilen “dikey hareket sayilart” iizerine etkileri. Kontrol grubuna gére anlamli farklilik
"p<0,001; 50 mg/kg TOF grubuna gére anlamh farkhik °%p<0,001; Tek yénlii varyans
analizi, takiben Tukey coklu karsilastirma testi, n=8.

5.1.2 Rota-rod testine iliskin bulgular
7 gilin boyunca her giin diizenli olarak 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg (p.0.)

dozlarda TOF uygulamasinin, siganlarin Rota-rod testinde oOlgiilen “donen milin

tizerinden diisme siireleri” {izerine etkileri Sekil 5.3.’de sunulmustur.
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Sekil 5.3. 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda TOF wuygulamalarinin siganlarm Rota-rod testinde
Olgiilen “diisme siireleri” iizerine etkileri. Kontrol grubuna gore anlamli farkhihik ™" p<0,001;
50 mg/kg grubuna gére anlamli farklilik %9 p<0,001; 100 mg/kg grubuna gére anlamls farkiilik
" p<0,01; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey ¢oklu karsilastirma testi, n=8.
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Elde edilen veriler, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 giin uygulanmasinin, siganlarin
“diisme stireleri” lizerinde anlamli bir degisiklige neden olmadigini orataya koymustur.
Diger yandan, bu ilacin 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda uygulanmasi “diisme
siirelerini” anlamli bi¢cimde kisaltmistir.

Aktivite kafesi ve Rota-rod deneylerinden elde edilen veriler, TOF’un 100 mg/kg
ve 200 mg/kg dozlarda siganlarin yatay ve dikey yonlerdeki lokomotor aktivite sayilarini
azalttigina ve motor koordinasyonlarini zayiflattigina isaret etmistir. Diger yandan,
TOF’un 50 mg/kg dozu hayvanlarin motor aktiviteleri {izerine herhangi bir olumsuz
etkiye neden olmamustir.

Deney hayvanlarinda motor aktivitenin bozuldugu dozlar ile ¢alismanin davranig
deneyleri tizerindeki olumsuz etki potansiyeli (Savi¢ ve ark., 2009, s.1186; Rundfelt vd.,
2010, s. 1319; Gacar ve ark., 2011, s.319) nedeniyle, bu ¢alismada 100 mg/kg ve 200
mg/kg dozlar elenmistir. Dolayisiyla, TOF’un deneysel amnezi modeli olusturulmus
sicanlarda 6grenme ve bellek parametreleri iizerine etkinligi yalnizca 50 mg/kg’lik doz

kullanilarak arastirilmastir.

5.2. Ogrenme ve Bellek Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Bu tez galismasinda TOF’un anti-amnezik etki potansiyeli “Pasif Sakinma” ve

“Morris Su Labirenti” testleri ile degerlendirilmistir.

5.2.1. Pasif sakinma testine iliskin bulgular

7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol)
ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF
(SCP+TOF) uygulanan amnezik si¢anlarin pasif sakinma testinde 6l¢iilen “karanlik alana
gecis siireleri” ne iliskin bulgular Sekil 5.4.”de sunulmustur.

Pasif sakinma testinin 1. gilinlinde, edinim denemelerinden elde edilen bulgular
Sekil 5.4A’da gosterilmistir [F (3,31)=0,94; p>0,05]. Tukey HSD c¢oklu karsilastirma
testi sonuclari, sicanlarin edinim denemeleri sirasinda lciilen karanlik alana 1GS’leri

degerlerinin gruplar arasinda anlamli bir farklilik géstermedigini ortaya koymustur.
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Sekil 5.4. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkii (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik Si¢anlarin pasif sakinma testinde olgiilen karanlik alana gegis siireleri.
Kontrol grubuna gore anlamh farkhiik ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gére anlaml
farklilik **p<0,01; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Pasif sakinma testinin 2. giiniinde, bellek denemelerinden elde edilen bulgular ise
Sekil 5.4B’de gosterilmistir [F (3,31)=8,69; p<0,001]. Bu verilere iliskin Tukey HSD
coklu karsilastirma testi sonuglar;, SCP uygulanan siganlari karanlik alana ikGS’lerinin,
kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide kisa oldugunu ortaya koymustur (p<0,001). SCP
uygulanan sicanlarin karanlik alana giris siirelerindeki kisalma, bu hayvanlarin karanlik
bélmede uygulanan elektrik sokunu 6grenemediklerine ve hatirlayamadiklarina isaret
etmistir.

Diger yandan, SCP ile amnezi olusturulan gruplarin 7 giin siire ile PRS (p<0,01) ya
da TOF (p<0,01) ile tedavi edilmis olmasi, bu siganlarin IkGS degerlerini anlamli 8lciide
uzatmistir. Diger bir ifade ile SCP ile amnezi indiiklenen siganlarin 7 giin stire ile 200
mg/kg PRS ya da 50 mg/kg TOF ile tedavi edilmesi, bu hayvanlarin biligsel
performanslarindaki bozulmayi diizeltici yonde etki gostermistir. PRS ve TOF uygulanan
amnezik siganlarm IkGS degerleri ile kontrol grubunun IkGS degerleri arasinda anlamli

bir fark goriilmemistir (Sekil 5.4B).

5.2.2. Morris su labirenti testine iliskin bulgular

Sekil 5.5., 7 giin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan
saglikli (Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya
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50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik si¢anlarin Morris su labirenti testinde

Ol¢iilen “platformu bulma siirelerinin" degisimini gostermektedir.
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Sekil 5.5. 7 giin stireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik sicanlarin Morris su labirenti testinde 6lgiilen “platformu bulma siireleri”.
Kontrol grubunun karsilik gelen giiniine gére anlamli farklilk “p<0,01,""p<0,001;
SCP+Kontrol grubunun karsilik gelen giintine gore anlaml farkhlik **p<0,01, ***p<0,001;
Kontrol grubu 1. giin degerine gére anlamii farkliik "p<0,01, *"p<0,001; Kontrol grubu 2. giin
degerine gore anlamli farklilk *p<0,05, ##/p<0,001; SCP+Kontrol grubu 1. giin degerine gore
anlamh farkhilik #€p<0,01; SCP+Kontrol grubu 2. giin degerine gére anlaml farkhilk *p<0,05;
SCP+PRS grubu 1. giin degerine gore anlaml farkhilik "p<0,001; SCP+PRS grubu 2. giin
degerine gore anlamh farkliik #p<0,05, ###p<0,001; SCP+TOF grubu 1. giin degerine gire
anlamli farkhilik #p<0,01, ¢p<0,001; SCP+TOF grubu 2. giin degerine gére anlamh farkiilik
¥0<0,05; Cift yonlii tekrarl varyans analizi, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Cift yonli tekrarl varyans analizi sonuglar1 amnezik sicanlarin platformu bulma
stireleri tizerinde hem tedavi faktoriiniin [F (12,105)=21,07; p<0,001] hem de zaman
faktoriiniin [F (12,105)=72,31; p<0,001] etkili oldugunu ortaya koymustur. Tedavi ile
zaman arasinda anlamli bir etkilesim bulunmamaktadir [F (12,105)=1,68, p>0,05].

Coklu karsilagtirma i¢in uygulanan Bonferroni testi, SCP uygulanan si¢anlarin
Morris su labirenti testinin 2. (p<0,01), 3. (p<0,001) ve 4. (p<0,001) giinlerinde 6lgiilen
platformu bulma stirelerinin, kontrol grubundaki siganlara goére anlamli bi¢gimde ytiksek
oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular, SCP uygulanan si¢anlarin platformu
bulmalarinin daha uzun siirdiigline; diger bir ifade ile bu hayvanlarin platformun yerini
ogrenme performanslarinin diisiik olduguna isaret etmistir. Diger yandan, 7 giin siiresince
her giin diizenli olarak 200 mg/kg PRS ya da 50 mg/kg TOF ile tedavi edilmis olan

amnezik sicanlarin platformu bulma siireleri, tedavi edilmeyen amnezik hayvanlara gore,
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her ii¢ giinde de (2., 3. ve 4. giinler) kayda deger 6l¢iide kisalmistir (Sekil 5.5.). Bu bulgu,
50 mg/kg dozunda 7 giinliik TOF tedavisinin, sicanlarin 6grenme performanslarinda SCP
ile indiiklenen bozulmayi diizeltici yonde etki gdsterdigine isaret etmistir.

Sekil 5.6., 7 giin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan
saglikli (Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya
50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik si¢anlarin Morris su labirenti testinde
Olgiilen “hedef kadranda gegirilen siire" parametrelerinin degisimini gostermektedir [F
(3,31)=26,32; p<0,001].

Tukey HSD coklu karsilagtirma testinin sonuglari, SCP uygulanmis amnezik
sicanlarin hedef kadranda gecirdikleri stirenin saglikli kontrol hayvanlarina gére anlaml
derecede kisa oldugunu ortaya koymustur (p<0,001). Bu bulgu, amnezik siganlarin sakli

platformun bulundugu hedef kadran1 hatirlamakta gii¢liik ¢ektigine isaret etmistir.

PR B Kontrol

7]

E 501 Ll 8 scpP+Kontrol

= B SCP+PRS (200 mg/kg)
g 404 @ SCP+TOF (50 mg/kg)
=

‘o 30-

-5

Y

«

e 204

=

=

g 10+

S

2

o 0-

an

Sekil 5.6. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin Morris su labirenti testinde hedef kadranda gecirdikleri siireler.
Kontrol grubuna gore anlaml farkhiik ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gére anlamii
farklhilik ***p<0,001; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi,
n=8.

Diger yandan, 7 giin siiresince her giin diizenli olarak 200 mg/kg PRS (p<0,001) ya
da 50 mg/kg TOF (p<0,001) uygulanan amnezik si¢anlar, hedef kadranda, tedavi
edilmeyen amnezik hayvanlara gore daha uzun siire gegirmislerdir (Sekil 5.6.). Bu bulgu,
50 mg/kg dozunda 7 giinliik TOF tedavisinin siganlarin bellek performanslarinda SCP ile
indiiklenen bozulmay1 diizeltici yonde etki gosterdigine isaret etmistir.

SCP, beyinde kolinerjik aktiviteyi inhibe eden non-selektif muskarinik reseptor

antagonisti bir ilagtir. Bu maddenin, mitokondri kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin neden
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oldugu oksidatif stres araciligiyla beyinde asetilkolin seviyelerini azalttig1 ve kolinerjik
disregiilasyona neden oldugu bilinmektedir (Melo vd., 2003, s. 117). Preklinik ¢aligmalar
o0grenmeyi ve kisa siireli bellegi bozan bu ajanin; muskarinik reseptor sinyal yolaklari,
apoptoz, hiicre iskeletinin rekonstriiksiyonu, protein trafigi ve hiicre farklilagmasi ile
iligkili genler de dahil olmak {iizere genis bir gen spektrumunun ekspresyonunu
etkiledigini gostermistir (Hsieh vd., 2003, s. 1007). Deney hayvanlarina uygulandiginda,
demans ve Alzheimer hastaligi gibi klinik durumlarda gozlenen bilissel islev
bozukluklarini taklit eden bir tablo indiikleyen SCP, kemirgenlerde deneysel amnezi
modeli olusturmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. S6z konusu amnezi modeli
nootropik ila¢ gelistirme ¢alismalart i¢in akla gelen ilk tarama yontemleri arasindadir
(Ebert, 1998, s. 944; Deiana vd., 2009, s. 53; Choi vd., 2011, s. 93).

Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda, bilissel islev bozuklugunu indiiklemek amaciyla
SCP kullanilmistir. Yiriitiilen in vivo deneyler sonucunda, pasif sakinma ve Morris su
labirenti testinden elde edilen bulgular, SCP uygulanmis siganlarin 6grenme ve bellek
performanslarinin bozuldugunu ortaya koymustur. Dolayisiyla bu calismada deneysel
amnezi modelinin basart ile olusturuldugu sdylenebilir.

Modelin olusturulmasini takiben, SCP ile indiiklenen amnezi tizerine TOF’un olas1
terapotik etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular TOF’un 50 mg/kg dozunda 7 giinliik
uygulamasinin, sicanlarda SCP ile indiiklenen 6grenme bellek bozukluklarini referans
ilag olan PRS ile karsilastirilabilir diizeyde iyilestirdigini ortaya koymustur (Sekil 5.4.,
5.5.ve 5.6.).

Literatiirde TOF’un 6grenme ve bellek ilizerindeki etkilerine dair ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir. Bunlarda biri olan ve Szegd ve arkadaslari tarafindan 1993
yilinda yapilan bir ¢aligmada, TOF’un, diger benzodiazepinler gibi psikomotor ve
entelektiiel performanst bozmadigi, aksine hafif uyarict bir etki gosterdigi ileri
stiriilmiistiir (Szego vd., 1993, s. 91). Arushanian ve arkadaslari tarafindan yapilan klinik
bir caligmada ise, TOF un tekrarli uygulanmalarinin geng eriskinlerde gorsel ve sozel kisa
stireli bellegi iyilestirdigi bildirilmis; s6z konusu nootropik etkinligin, diiirnal ritim
degisikliklerinden ve deneklerin cinsiyetinden etkilendigi ileri siiriilmiistiir (Arushanian
vd., 2004, s. 23). S6zii edilen bu ¢alismalar, bu arastirmada elde edilen bulgular1 destekler
ozelliktedir.

Diger yandan, oldukga eski tarihli bir baska klinik caligmada; 1. giin boliinmiis
dozlar halinde toplam 200 mg, 2. giin ise tek doz 100 mg/kg TOF uygulanmis deneklerin
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bellek performanslar1 6lgiilmiistiir. Calisma sonucunda, TOF’un diazepam ve alkolden
farkli olarak, deneklerin biligsel performanslarini bozmadig bildirilmistir. Ancak s6z
konusu ¢alismada TOF uygulamasi, deneklerin biligsel performanslarini artirici yonde de
bir etki gostermemistir (Seppild vd., 1980, s. 209). Bu sonug, bu tez ¢alismasinda elde
edilen bulgular ile Ortlismemekle birlikte; s6z konusu caligmada kullanilan denek
sayisinin azligi (her grupta 6 denek), uygulanan doz semasinin farkliligi ve preklinik ve
klinik ¢alismalar arasindaki olas1 farkliliklar, boyle celiskili bulgulara neden olmus
olabilir.

Yapilan literatlir taramalarinda, TOF’ un bilissel islevler lizerindeki etkinligi ile
iligkili olarak yukarida sozii edilen birkag¢ kiigiik kapsamli klinik ¢alismanin disinda
herhangi bir rapora rastlanmamistir. Dolayisiyla bu tez ¢aligmasi, TOF un 6grenme ve
bellek bozukluklar: tizerindeki olas1 terapotik potansiyelinin deneysel bir amnezi modeli
kullanilarak arastirildigr ilk kapsamli preklinik ¢aligma olma 6zelligi tasimaktadir.

Bu galismada, TOF’un anti-amnezik etkisinin ortaya konulmasinin ardindan, bu
etkinin altinda yatabilecek olasi mekanizmalarin arastirilmast planlanmistir. Bu
baglamda, beyinde 6grenme, bellek ve mantik yiiriitme gibi islevlerin regiilasyonunu
yapan ana merkez olan hipokampus’a (Jarrard, 1993, s. 9; Goel vd. 2004, s. 654)
odaklanilmis ve TOF uygulamasimin amnezik sicanlarin hipokampuslarinda neden

oldugu bazi morfolojik degisiklikler arastirilmistir.

5.3. iImmiinohistokimyasal Incelemelere Iliskin Bulgular
5.3.1. Hipokampal formasyona ait bolgelerde sinaptofizin immiinoreaktivitelerine
iliskin bulgular

Sinapslarda norotransmisyonda rol oynayan proteinlerin ekspresyonlarinda ve
miktarlarinda meydana gelen degisimlerin, sinaptogenez i¢in Onemli oldugu
bilinmektedir (Hajjar vd., 2013, s. 1). Bu nedenle, bu tez ¢calismasinda, néroplastisitedeki
olast degisimlerin bir belirteci olarak, pre-sinaptik bir protein olan sinoptofizin’in

immiinoreaktivitesi degerlendirilmistir.
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Sekil 5. 7. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglhkli (Kontrol, A) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik sicanlarin
hipokampal DG alanlarinda sinaptofizin immiinoreaktivitelerinin temsili gériintiileri (Olgek: 25

pm)

7 giin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-
sinaptofizin antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu DG alanindan
elde edilen fotomikrograflar Sekil 5.7.’de gosterilmektedir.

S6z konusu fotomikrograflarda, DG’nin {ist kolundaki graniiler hiicre katmani,

hematoksilen Harris soliisyonu ile mavi-mor boyanmis olarak goriilmektedir.
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Fotomikrogramda kahverengi boyali olarak goriilen bazal sinaptofizin dansitesinin (Sekil
5.7A), SCP uygulanmasina bagh olarak azaldigi (Sekil 5.7B), TOF tedavisinin ise
azalmis sinaptofizin immiinoreaktivitesini artirdigi (Sekil 5.7C) goriilmektedir.

7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik si¢anlarin DG alanlarindan elde edilmis fotomikrograflarda

sinaptofizin dansitesindeki degisim Sekil 5.8.’de gosterilmistir [F(2,17)=18,2; p<0,001].
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Sekil 5.8. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik si¢anlarin
hipokampal DG bolgelerinde birim alana diisen sinaptofizin dansiteleri. Kontrol grubuna gore
anlamh farklilik *p<0,05; SCP+Kontrol grubuna gire anlamli farkllk *++p<0,001) Tek yonlii
varyans analizi, Takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=6.

7 giin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-
sinaptofizin antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal

CAl alt-alanlarindan elde edilen fotomikrograflar Sekil 5.9.’da gésterilmektedir.
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Sekil 5.9. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol, A) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik sicanlarin
hipokampal CAl alt-alanlarinda sinaptofizin immiinoreaktivitelerinin temsili goriintiileri
(Olgek: 25 um)

S6z konusu fotomikrograflarda, CA1l alanindaki piramidal hiicre tabakasi
hematoksilen Harris soliisyonu ile mavi-mor boyanmig olarak goriilmektedir. Piramidal
noronlarin Sr dogrultusunda uzanan dendritik arborizasyonlari, immiinoreaktivitenin
gozlenmedigi boyanmamis alanlar olarak goriilmektedir. Sr ve so alanlarinda goriilen
kahverengi boyali bolgeler ise sinaptofizin pozitif akson terminallerini gostermektedir.

Fotomikrografda goriilen immiinoreaktif alanlar incelendiginde, kontrol grubuna ait bazal

sinaptofizin diizeyinin (Sekil 5.9A), SCP uygulanmasina bagl olarak azaldigi (Sekil
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5.9B) ve TOF tedavisinin azalmis sinaptofizin immiinoreaktivitesini artirdigi (Sekil
5.9C) goriilmektedir.

7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik sicanlarin hipokampal CAl-2 alanlarindan elde edilmis
fotomikrograflarda sinaptofizin dansitesindeki degisim Sekil 5.10.’da gosterilmektedir [F
(2,17)=14,48; p<0,001].
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Sekil 5.10. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sicanlarin
hipokampal CALl-2 alt-alanlarinda birim alana diisen sinaptofizin dansiteleri. Kontrol
grubuna gore anlaml farklhiik ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gore anlamh farkliik
**p<0,01; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=6.

7 giin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin, dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-
sinaptofizin antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal
CAS alanlarindan elde edilen fotomikrograflar Sekil 5.11."de gosterilmektedir.

S6z konusu fotomikrografda, CA3 alanindaki piramidal hiicre katmani
hematoksilen Harris soliisyonu ile mavi-mor boyanmis olarak goriilmektedir. Sl alaninda
goriilen kahverengi boyali bolgeler sinaptofizin pozitif akson terminallerini
gostermektedir. Fotomikrografta goriilen immiinoreaktif alanlar incelendiginde, kontrol
grubuna ait bazal sinaptofizin diizeyinin (Sekil 5.11A), SCP uygulanmasina bagl olarak

azaldig1 (Sekil 5.11B), TOF tedavisinin ise azalmis sinaptofizin immiinoreaktivitesini

artirdigi (Sekil 5.11C) goriilmektedir.
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Sekil 5.11. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol, A) ve
kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik
siganlarin  hipokampal CA3 alt-alanlarinda sinaptofizin immiinoreaktivitelerinin temsili
goriintiileri (Olgek: 25 um)

7 gilin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin hipokampal CA3 alt-alanlarindan elde edilmis
fotomikrograflarda birim alana diisen sinaptofizin dansitesindeki degisim Sekil 5.12.’de

gosterilmistir [F (2,17)= 8,19; p<0,01].
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Sekil 5.12. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik si¢canlarin
hipokampal CA3 alt-alanlarinda birim alana diigen sinaptofizin dansitesi. Kontrol grubuna gore
anlaml farkliik *p<0,05; SCP+Kontrol grubuna gore anlaml farkliik **p<0,01; Tek yonlii
varyans analizi, takiben Tukey HSD coklu karsilastirma testi, N=6.

Hipokampal sinaptofizin immiinoreaktivite diizeylerinin arastirildigi testlerden elde
edilen verileri degerlendirmek i¢in kullanilan Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testi
sonuglari, deneysel amnezi modeli olusturulan siganlarda DG (Sekil 5.8.), CA1-2 (Sekil
5.10.) ve CA3 (Sekil 5.12.) bolgelerinde birim alandaki sinaptofizin dansitelerinin kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde azaldigina isaret etmektedir.

Sinaptofizin, molekiiler agirlig1 38 kDa olan Ca*? baglayic1 bir integral membran
glikoproteinidir. Noronlarda kiiciik sinaptik vezikiillerin ve baz1 néroendrokrin hiicrelerin
kii¢iik vezikiillerinin ana bileseni olan sinaptofizin’in sinaptik vezikiillerin ekzositozunda
rol oynadig1 ve sinaptik vezikiil dongiisiiniin etkinligini modiile ettigi bildirilmistir
(Fletcher vd., 1991, s. 1617; Chen vd., 1998, s. 238; Schmitt vd., 2009, s. 234).

Sinaptofizin ekspresyonundaki artisin sinaptik islevlerdeki artisa isaret ettigi kabul
edilmektedir (Alder vd., 1995, s. 511; Edelmann vd., 1995, s. 224; Hajjar vd., 2013, s. 5).
Ogrenme ve bellek olusumu, sinaptik plastisitenin son derece kritik oldugu fizyolojik
islevlerdir. Bu baglamda, sinaptofizin’in biligsel siirecler acisindan Onem tasima
potansiyeli agiktir. Nitekim sinaptofizin’in 6grenme ve bellek ile iliskili siireclerde rol
oynadigma iliskin ¢ok sayida kanmit bulunmaktadir. Bunlardan en carpict olani
sinaptofizin gen delesyonu olusturulmus transgenik farelerin uzamsal 6grenme ve tanima
bellegi parametrelerinin, yabanil tipe kiyasla zayifladiginin gosterilmis olmasidir
(Schmitt vd., 2009, s. 234). Diger yandan, 6grenmenin ana merkezlerinden biri olan
hipokampusta sinaptofizin seviyelerinin yaglanma ile azaliyor olmasinin (Chen vd., 1998,

$.238 ) yani sira; ¢evresel zenginlestirme (Nilsson vd., 1999, 5.569; Dufty vd., 2001, 5.26)
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ve fiziksel egzersiz (Anderson vd., 2000, s.425; Yaffe vd., 2001, s. 1703) gibi
uygulamalarin biligsel siiregler iizerinde olumlu etkilerine, beyin sinaptofizin
diizeylerinde artisin eslik ediyor olmasi (Frick ve Fernandez, 2003, s. 615;
Nithianantharajah vd., 2004, s. 200; Lambert vd., 2005, s. 206) da bu proteinin bilissel
islevler tizerindeki olumlu roliinii dogrulamaktadir.

Literatiirde hipokampal sinaptofizin miktarindaki azalmanin ya da islevlerindeki
zayiflamanin bilissel islev bozukluklari ile iliskilendirildigi ¢alismalar vardir. Ornegin,
kronik serebral hipoperfiizyon ile bilissel bozukluk olusturulmus siganlarda Moris su
labirenti testi ile degerlendirilen uzamsal 6grenme ve bellek parametrelerinin bozuldugu
ve hipokampusta sinaptofizin seviyelerinin azaldig: bildirilmistir (Liu vd., 2005, s. 169).
Bir bagka biligsel islev bozuklugu modeli olan trimetiltin ile indiiklenen amnezi
modelinde de benzer sonuglar elde edilmis; farelerin bozulan uzamsal Ggrenme
parametrelerine hipokampal sinaptofizin ekspresyonunda azalmanin eslik ettigi
gosterilmistir (Zhang vd., 2014, s. 222). Deneysel Alzheimer modeli olusturmak igin
siklikla kullanilan bir ajan olan amiloid peptid beta (Ap 25-35)’nin hipokampal doku
kiiltiirlerinde neden oldugu presinaptik degisikliklerin arastirildig diger bir ¢calismada ise
AP 25-35 uygulamasmin, sigan hipokampusunda sinaptofizin’in hem ekspresyon
diizeyinde hem de protein miktarinda azalmaya yol actig1 gosterilmistir (Suh vd., 2008,
s. 691). Nitekim, Alzheimer hastalarinda hipokampal sinaptofizin seviyelerinin saglikli
kontrollere oranla ileri derecede azalmis oldugu; hastaligin erken evrelerinde diisiik olan
bu farkin ilerleyen evrelerde giderek arttigi gosterilmistir (Sze vd., 1997, s. 933).

Sozii edilen ¢alismalar1 destekler nitelikte olmak iizere, bu tez ¢calismasinda da SCP
ile deneysel amnezi modeli olusturulmus sicanlarda ortaya ¢ikan 6grenme ve bellek
bozukluklarina, hipokampusun CA1-2, CA3 ve DG bolgelerinde birim alana diisen
sinaptofizin dansitesinde azalma eslik etmistir (Sekil 5.8., 5.10. ve 5.12.). Diger yandan
7 giinliik TOF tedavisi; amnezik siganlarda hipokampal formasyonun iligkili bolgelerinde

azalmis olan sinaptofizin dansitesini anlamli 6lgiide artirmstir.

5.3.2. Gyrus dentatus bolgelerinde Ki-67 immiinoreaktivitelerine iliskin bulgular
Hipokampus, eriskin ndrogenezinin gergeklestigi 6nemli bir bolgedir (Klempin ve

Kempermann, 2007, s. 271). Yeni noronlar, hl ile graniiler hiicre tabakasi arasindaki

siirda yerel olarak olusur ve daha sonra olgun noronlarin morfolojik ve fonksiyonel

ozelliklerini gelistirdikleri graniiler hiicre tabakasina gog¢ ederler (Stanfield ve Trice,
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1988, s. 399). Bu ndronlar sinapslari olusturur ve néronal devrelere entegre hale gelmek
icin hipokampal CA3 bolgesindeki hiicrelere baglanan aksonal ¢ikintilarini uzatirlar (van
Praag vd., 2002, s. 1030). Son arastirmalar; eriskin beyninde hipokampal nérogenezin
o0grenme ve bellek ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir (Cameron ve McKay, 2001,
s. 406). Yeni noronlarin iiretilmesi, bellek kapasitesinde artisa neden olur (Becker, 2005,
s. 722) ve geri ¢agirma siireglerinde olasi aksakliklar1 6nler (Wiskott vd., 2006, $.329).
Dolayisiyla, yetiskin DG'de nérogenez artisinin, bellek performansini artirabilecegi ileri
stirilmistiir (Gould vd., 1999, s. 262; Shors vd., 2001, s.372; Dupret vd., 2008, s. 1; Deng
vd. 2010, s. 339). Bu baglamda, 6grenme ve bellek lizerine terapotik etki goésteren
farmakolojik ajanlarin etki mekanizmalarinin, nérogenez iizerindeki olumlu etkileri ile
iligkili olmasi son derece olasidir. Bu nedenle bu g¢alismada, TOF’un anti-amnezik
etkisinin, nérogenez lizerindeki olas1 bir degisiklik ile iligkili olup olmadigi mitotik bir
belirte¢ olan Ki-67 (Wojtowicz ve Kee, 2006, s. 1399) kullanilarak aragtirilmistir.

Hipokampusta eriskin norogenezinin koken aldigi prekiirsor hiicreler graniiler
hiicre tabakasi ile hl arasinda bulunan ve subgraniiler bolge olarak adlandirilan dar bir
doku bandinda bulunmaktadir (Kempermann vd., 2015, s. 2). Bu nedenle bu calismada,
norogenezde meydana gelen olasi degisiklikler, hipokampusun s6z konusu alaninda
degerlendirilmistir.

7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik sigcanlarin dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-Ki-
67 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal DG
alanlarindan elde edilmis fotomikrograflar Sekil 5.13.’te gosterilmistir.

S6z konusu fotomikrograflarda, DG’nin iist kolundaki graniiler hiicre tabakasi,
hematoksilen Harris sollisyonu ile mavi-mor boyanmis olarak goriilmektedir. Kahverengi
boyanmis alanlar, Ki-67 immiinopozitif progenitor hiicrelerin niikleuslarini temsil
etmektedir. Fotomikrograflarda goriilen immiinoreaktif alanlar incelendiginde, kontrol
grubuna ait bazal proliferatif hiicre sayisinin (Sekil 5.13A), SCP uygulanmasina bagl
olarak azaldig1 (Sekil 5.13B), TOF tedavisinin ise azalmis olan proliferatif hiicre sayisin

artirdigr (Sekil 5.13C) goriilmektedir.
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Sekil 5.13. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol, A) ve
kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik
sicanlarin hipokampal DG alanlarinda Ki-67 immiinoreaktivitelerinin temsili gorintiileri
(Olgek: 25 um)

7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin  hipkampal DG alanlarindan elde edilmis
fotomikrograflarda birim alanda bulunan Ki-67 immiinopozitif hiicre sayilarindaki
degisim Sekil 5.14.’de gosterilmistir [F (2,17)= 11,87; p<0,001].
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Sekil 5.14. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sicanlarin
hipokampal DG bolgelerinde birim alana diisen Ki-67 immiinopozitif hiicre sayilart. Kontrol
grubuna gore anlamh farklilik ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gore anlamh farklilik
*p<0,05; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testi, n=6.

Hipokampal Ki-67 immiinoreaktivitesinin arastirildigi testlerden elde edilen
verileri degerlendirmek i¢in kullanilan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi sonuglari,
deneysel amnezi modeli olusturan si¢anlarda DG (Sekil 5.14.) bolgelerinde Ki-67
immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigina isaret etmistir.

Ki-67 proteini, eriskin beyninde ndrogenezi izlemek i¢in siklikla tercih edilen
endojen bir belirtegtir. Bu protein Gi, S, G2 ve mitoz dahil hiicre dongiisiiniin tiim aktif
fazlarinda bulunup, Go fazinda dinlenim durumundaki hiicrelerde bulunmadigindan
prolifere olan hiicreler i¢in “mitotik bir belirte¢” olarak kabul edilmektedir. Mitoz
stiresince eksprese edilmesi, kisa bir yarilanma Omriine sahip olmas1 ve
immiinohistokimyasal olarak kolaylikla tespit edilebilmesi onu benzer amacla kullanilan
diger belirteglerden daha avantajli hale getirmektedir (Scholzen ve Gerdes, 2000, s. 311;
Kim vd., 2009; s.151).

Hipokampal proliferasyonun Ki-67 ile takip edildigi ¢ok sayida ¢alisma, DG’de
hiicre proliferasyonundaki artisin nootropik etkinlik ile iliskili oldugunu gostermistir
(Moon vd. 2016; s.173; Kim ve Park, 2017, s.143). Benzer bigimde, DG’de
proliferasyondaki azalma da O6grenme ve bellek siireclerinde zayiflama ile iliskili
bulunmustur. Ornegin, SCP ile indiiklenmis amnezi modeli olusturulmus farelerde
ogrenme ve bellek parametrelerinin yani sira; hipokampal nérogenezin gostergesi olarak
kabul edilen doublecortin (DCX) ve Ki-67 immiinoreaktif hiicre sayilarinin azaldigi rapor

edilmistir (Lee vd., 2015, s. 1). Diger bir ¢alismada da eriskin erkek farelere kronik SCP
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uygulanmasinin Ki-67 immiinoreaktif hiicre sayisini zamana bagli olarak azalttig
bildirilmistir (Yan vd., 2014, s. 1731).

So6zii edilen ¢alismalarin sonuglar1 ile uyumlu olarak, bu tez ¢alismasindan elde
edilen bulgular da SCP ile deneysel amnezi modeli olusturulmus siganlarda ortaya ¢ikan
o6grenme ve bellek bozukluklarina Ki-67 immiinoreaktivitesinde azalmanin eslik ettigini
ortaya koymustur. Diger yandan 7 gilinliik TOF tedavisi amnezik si¢anlarda hipokampal
formasyonun iliskili bolgelerinde azalmis olan Ki-67 immiinopozitif hiicre niikleuslarinin
sayisini, tedavi edilmeyen amnezik siganlara gore anlamli 6l¢iide artirmistir (Sekil 5.14.).
Elde edilen bu bulgular, TOF’un anti-amnezik etkisinin, bu ilacin ndérogenezi artirma

kapasitesi ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir.

5.3.3. Hipokampal formasyona ait bolgelerde birim alanda bulunan néron

sayilarina iliskin bulgular

Bu calisma kapsaminda, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 giinliik uygulamasinin DG’de
ndronal proliferasyonu artirdiginin ortaya konulmasindan sonra, bu ilacin hipokampusun
DG, CA 1-2 ve CA3 alanlarinda noéron sayilar1 iizerine herhangi bir etki gosterip
gostermedigi arastirilmastir.

Sekil 5.15., 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan
saglikli (Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik sicanlarin DG bolgelerinde birim alana diisen graniiler hiicre

sayilarin1 gostermektedir [F(2,15)=17,15; p<0,001].
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Sekil 5.15. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik siganlarin DG
bélgelerinde goriintiilenen birim alana diigsen graniiler hiicre sayilari. Kontrol grubuna gére
anlaml farkhilik ***p<0,001; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu
karstlastirma testi, n=6.
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Sekil 5.16., 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan
saglikli (Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin hipokampal CA1-2 alt bolgelerinde birim alana diisen

piramidal hiicre sayilarin1 gostermektedir [F(2,15)=17,15; p<0,001].
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Sekil 5.16. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sicanlarin
CA1-2 bélgelerinde birim alana diigen piramidal hiicre sayilari. Kontrol grubuna gore anlamii
Sfarkliik **p<0,01; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi,
n=6.

Sekil 5.17., 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan
saglikli (Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)

uygulanan amnezik siganlarin hipokampal CA3 alt bolgelerinde birim alana diisen

piramidal hiicre sayilarini gostermektedir [F(2,15)= 3,91; p<0,05].

81 @ Kontrol
@ SCP+Kontrol
@8 SCP+TOF (50 mg/kg)

Birim Alana Diisen
Piramidal Hiicre Sayisi
s

0-

Sekil 5.17. 7 giin stireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sicanlarin
hipokampal CA3 bolgelerinde birim alana diisen piramidal hiicre sayilari. Kontrol grubuna
gore anlamh farkhilik *p<0,05; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD coklu
karsilagtirma testi, n=6.
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Hipokampal bolgelerde néron sayilarinin arastirildigi testlerden elde edilen verileri
degerlendirmek icin kullanilan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi sonuclari, deneysel
amnezi modeli olusturan sicanlarda hipokampal DG (Sekil 5.15.), CA1-2 (Sekil 5.16.)
ve CA3 (Sekil 5.17.) alanlarinda noron sayilarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
azaldigina isaret etmektedir. Diger yandan 7 giinlilk TOF tedavisi amnezik si¢anlarda
hipokampal formasyonun s6z konusu bolgelerinde azalmis olan ndron sayilarini anlamli
Olclide degistirmemistir.

SCP uygulanmasinin hipokampusta piramidal ve graniiler hiicre tabakalarinda
birim alanda goriintiilenen hiicre sayilarini azaltmis olmasi beklenen bir sonugtur. Ciinkii
SCP ile indiiklenmis bellek bozuklugunun artmis Ca*2 influksu, oksidatif stres ve apoptoz
ile karakterize oldugu ve ayrica hiicre viyabilitesini azalttig1 bilinmektedir (Fan vd., 2005,
s. 222; Konar vd., 2011, s. 5; Jahanshahi vd., 2013, s. 217; Balaban vd., 2017, s. 2866).
Ayrica, SCP’nin sinaptik plastisite ve bellek olusumunda kritik rol oynayan bir NT olan
BDNF ve BDNF seviyesini diizenleyen CREB ekspreyonunu da azalttig1 bilinmektedir
(Yamada ve Nabeshima, 2003, s. 267; Shi, vd., 2013, s. 245).

Diger yandan, TOF ile 7 giinlik tedavi, SCP uygulanmasina bagli olarak
hipokampal alt-alanlarda meydana gelen ndron kayiplarini onleyememistir. TOF’un
norogenez tizerindeki olumlu etkisine ragmen, hipokampal alanlarda ndron sayilarin
degistirmemis olmasi ilging bir bulgudur. Bunun olas1 bir nedeni ilacin dozlami ya da
uygulama siiresi olabilir. Daha yiiksek dozda ve/veya daha uzun siireli uygulamalarin,
norogenezdeki artigin yani sira, olgun ndron sayilarinda da artisa neden olmasi
miimkiindiir. Nitekim CA3 alt-alanlarinda birim alanda goriintiilenen piramidal néron
sayis1, tedavisiz gruba gore artma egilimi gostermis olmakla birlikte, fark istatistiksel

anlamliliga ulagamamastir.

5.3.4. Hipokampal formasyona ait bolgelerde GFAP immiinoreaktivitelerine iliskin
bulgular

SSS’de biligsel islevlerde, 6zellikle de bellegin kodlanmasi ve konsolidasyonu
stirecinde, noronlar ile birlikte 6nemli rol oynayan diger bir hiicre tiirti de astrositlerdir
(Suzuki vd., 2011, s. 810; Navarrete vd., 2012, s. 1; Han vd., 2013, s.342). Astrositlerin,
noronlara besin desteginin saglanmasi basta olmak {izere; lokal perflizyon,

norotransmitterlerin ve néromodiilatérlerin saliverilmesi ve geri-alimi, ekstraselliiler alan
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geometrisinin ve hacminin kontrolii gibi olaylar1 etkileyerek sinaptik iletimin
diizenlenmesine katkida bulunduklari bilinmektedir (Fields vd., 2014, s. 427).

Bu nedenle bu ¢alismada, TOF’un sinaptik plastisite ve nérogenez {izerindeki olasi
etkilerinin aragtirilmasini takiben, bu ilacin anti-amnezik etkisine astrositlerin olas1
katilim1 da arastirilmistir. Bu amagla, SSS’de yogun olarak olgun astrositlerde bulunan
bir protein olan GFAP’in immunorektivitesi degerlendirilmistir (Middeldorp ve Hol,
2011, s. 421).

Sekil 5.18. 7 giin stireyle her giin diizenli olarak kontrol soltisyonu uygulanan saghkl (Kontrol, A) ve
kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik
sicanlarin hipokampal DG alanlarinda GFAP immiinoreaktivitelerinin temsili goriintiileri
(Olgek: 25 um)

7 gin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli

(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF uygulanan
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(SCP+TOF), amnezik si¢anlarin dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-
GFAP antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal DG
alanlarindan elde edilmis fotomikrograflar Sekil 5.18.’de gosterilmektedir.

Sekil 5.18.’de sunulan fotomikrografta, DG’nin iist kolundaki graniiler hiicre
tabakas1 hematoksilen Harris soliisyonu ile mavi-mor boyanmis olarak goriilmektedir.
Kahverengi boyanmis olarak gézlenen immiinoreaktif alanlar ise GFAP immiinopozitif
hiicrelerdir. Fotomikrograflarda goriilen immiinoreaktif alanlar incelendiginde, kontrol
grubuna ait bazal GFAP diizeyinin (Sekil 5.18A), SCP uygulanmasina bagli olarak
azaldig1 (Sekil 5.18B), TOF tedavisinin ise azalmis olan GFAP immiinoreaktivitesini
artirdigi (Sekil 5.18C) goriilmektedir.

7 giin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF uygulanan
(SCP+TOF) amnezik siganlarin DG bolgelerinden elde edilmis fotomikrograflarda birim
alana diisen GFAP dansitelerindeki degisim ise Sekil 5.19.°da gosterilmistir [F
(2,17)=81,2; p<0,001].
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Sekil 5.19. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF uygulanan (SCP+TOF) amnezik siganlarin DG
alanlarinda birim alana diisen GFAP dansiteleri. Kontrol grubuna gére anlamli farklilik
***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gore anlamh farklilik ***p<0,001; Tek yonlii varyans
analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=6.

7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-
GFAP antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal CA1 alt-

alanlarinda elde edilen fotomikrograflar Sekil 5.20.’de gosterilmektedir.
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Sekil 5.20. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol, A) ve
kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik
siganlarin hipokampal CAL alt-alanlarinda GFAP immiinoreaktivitelerinin temsili goriintiileri
(Olgek: 25 um)

Fotomikrograflarda, CA1 alanindaki piramidal hiicre tabakas1 hematoksilen Harris
soliisyonu ile mavi-mor boyanmis olarak goriilmektedir. CA1 bdlgesinde goriilen
kahverengi boyali alanlar GFAP immiinopozitif astrositleri gdstermektedir. Kontrol
grubuna ait astrositlerde bazal GFAP diizeyinin (Sekil 5.20A), SCP uygulanmasina bagl
olarak azaldigi (Sekil 5.20B), TOF tedavisinin ise astrositlerde azalmis GFAP
immiinoreaktivitesini artirdigi (Sekil 5.20C) goriilmektedir.
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7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik si¢anlarin hipokampal CA1-2 alt-alanlarindan e¢lde edilmis
fotomikrograflarda birim alana diisen GFAP dansitelerindeki degisim ise Sekil 5.21.’de
gosterilmistir [F (2,17)=70,84; p<0,001].
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Sekil 5.21. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik si¢canlarin
hipokampal CA1-2 alt-alanlarinda birim alana diisen GFAP dansitesi. Kontrol grubuna gore
anlamh farkhlk “"p<0,01; ™p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gére anlamli farkhiik
***p<0,001; Tek yonlii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=6.

7 glin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin dokularindan elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-
GFAP antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal CA3 alt-
alanlarindan elde edilen fotomikrograflar Sekil 5.22.’de gosterilmektedir.

S6z konusu fotomikrograflarda, CA3 alanindaki piramidal hiicre tabakasi
hematoksilen Harris soliisyonu ile mavi-mor boyanmis olarak goriilmektedir. CA3
bolgelerinde goriilen kahverengi boyali alanlar GFAP immiinopozitif astrositleri
gostermektedir. Kontrol grubuna ait astrositlerde bazal GFAP diizeyinin (Sekil 5.22A),
SCP uygulanmasma bagli olarak azaldigi (Sekil 5.22B) ve TOF tedavisinin
astrositlerdeki azalmis GFAP immiinoreaktivitesini artirdigi  (Sekil 5.22C)

goriilmektedir.
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Sekil 5.22. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkli (Kontrol, A) ve
kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik
siganlarmm hipokampal CA3 alanlarinda GFAP immiinoreaktivitelerinin temsili goriintiileri
(Olgek: 25 um)

7 gilin boyunca her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli
(Kontrol) ve kontrol soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF)
uygulanan amnezik siganlarin hipokampal CA3 alt-alanlarindan elde edilmis
fotomikrograflarda birim alana diisen GFAP dansitelerindeki degisim ise Sekil 5.23.’te
gosterilmistir [F (2,17)=81,32; p<0,001].

Hipokampal GFAP immiinoreaktivitesinin arastirildigi testlerden elde edilen

verileri degerlendirmek igin kullanilan Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari,
deneysel amnezi modeli olusturan siganlarda DG (Sekil 5.19.), CA1-2 (Sekil 5.21.) ve
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CA3 (Sekil 5.23.) bolgelerinde birim alana diisen GFAP dansitesinin, kontrol grubuna

gore anlaml diizeyde azaldigina isaret etmektedir.
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Sekil 5.23. 7 giin siireyle her giin diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol) ve kontrol
soliisyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sicanlarn
hipokampal CA3 alt-alanlarinda birim alana diisen GFAP dansiteleri. Kontrol grubuna gore
anlaml  farkhlik *p<0,01,”*p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gore anlaml farkilik
+++<0,001; Tek yonlkii varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=6.

GFAP, SSS’de yogun olarak olgun astrositlerde (Middeldorp ve Hol, 2011, s. 421)
sentezlenen tip Ill ara filament proteinidir (Bodega vd., 1994, s. 113). GFAP, glial
hiicrelerin sitoskelet filamentlerinin olusumuna ve miyelinizasyona, hiicre adezyonuna,
proliferasyona, norit biiylimesine ve sinaptogeneze katillan spesifik bir astrosit
isaretleyicidir (Konar vd., 2015, s.2). Noronlara yapisal destek saglayan ve SSS’de
morfogenez i¢in gerekli bir protein olan GFAP (Drozdov ve Chorna, 2003, s.98) néron-
glia etkilesimlerini kontrol eden bir glial plastisite belirteci olarak kabul edilmektedir
(Konar vd., 2011, s.2; Middeldorp ve Hol, 2011, s. 428-433).

Bu tez ¢alismasinda, SCP ile amnezi olusturulmus sicanlarda hipokampusun tiim
bolgelerinde GFAP miktarinin azaldigi belirlenmistir (Sekil 5.19., 5.21. ve 5.23.).
SCP’nin ndroplastisite molekiillerinin down-regiilasyonuna neden oldugu ve néronlarin
yanm sira glial hiicrelere de zarar verdigi gz oniinde bulunduruldugunda (Konar vd.,
2011, s.1), SCP ile indiiklenen amnezi modelinde GFAP immunoreaktivitesindeki azalma
aciklanabilir. Nitekim, SCP ile amnezi olusturulmus deney hayvanlarinda GFAP
immunoreaktivitesinin azaldigina iliskin 6nceki ¢alismalar, bu caligmada elde edilen
bulgular1 destekler niteliktedir. Ornegin, farelere i.p. SCP uygulamasmin, BDNF ve
GFAP ekspresyonlarinda doza ve zamana bagimli bir down-regiilasyona neden oldugu

gosterilmistir (Konar vd., 2011, s.1). Aym ¢aligma grubu tarafindan yapilan bir baska
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calismada da SCP ile amnezi olusturulan farelerin beyinlerinde néronal (BDNF ve Ark)
ve glial (GFAP) plastisite belirteclerinin ekspresyonlarinin ve protein seviyelerinin
saglikli kontrollere gbre azaldigi bildirilmistir (Konar vd., 2015, s.1). Jahanshahi ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan diger bir calismada ise, bir hafta siiresince her giin SCP
enjekte edilen (i.p.) sicanlarda, hipokampal formasyonun tiim alanlarindaki astrosit
sayilarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide azaldig1 rapor edilmistir (Jahanshahi
vd.,, 2012b, s. 92). SCP ile amnezi olusturulmus deney hayvanlarinda GFAP
immunoreaktivitesinin azaldigina iliskin onceki calismalar, bu calismada elde edilen
bulgular1 destekler niteliktedir.

Literatiirde, SCP uygulamasiin beyinde astrosit sayisini artirdigina (Ghumatkar
vd., 2015, s. 189; Xu vd., 2016, s. 211) ya da bazi alanlarda artirip bazi alanlarda
azalttigina (Azami vd., 2012, s. 36; Jahanshahi vd., 2012a, s. 392) iliskin bir kag ¢alisma
bulunmakla beraber; kullanilan hayvanin tiirii, uygulama yolu/siiresi ve deneysel/gevresel
kosullarin farklilig1 calisma sonuglari arasindaki farkliliklara neden olmus olabilir.

Bu tez calismasinda, 7 giinliik TOF tedavisinin amnezik siganlarda hipokampal
formasyonun alt-alanlarinda azalmig olan GFAP immiinoreaktivitesini, tedavi edilmeyen
amnezik siganlara gore anlamli dlglide artirdigi saptanmustir (Sekil 5.19., 5.21. ve 5.23.).
Elde edilen bu bulgular, TOF uygulamasinin, astrosit aktivasyonunu artirdigina ve SCP
tarafindan zayiflatilmis olan glial plastisiteyi giiclendirmis olduguna isaret etmektedir.

Glial hiicrelerin ve GFAP’in néronal girdiyi entegre ettikleri, sinaptik aktiviteyi
modiile ettikleri, sitoskeletal filamentlerin olusumu yoluyla 6grenme ve bellek ile ilgili
sinyalleri isledikleri ve bellek olusum mekanizmalarini kontrol ettikleri bilinmektedir
(Kurosinski ve Gotz, 2002, s. 1524; Konar vd., 2011, s. 2). Bu bilgiden hareketle, glial
plastisitede TOF ile indiiklenen artisin, bu ilacin bilissel stirecler lizerindeki olumlu
etkisine katkida bulunmus olmas1 son derece olas1 goriinmektedir.

Diger yandan, TOF uygulamasinin GFAP immunoreaktivitesini, SCP
uygulanmamis saglikli hayvanlarin seviyesinden de yukariya tasimis olmasi dikkat
cekicidir. Astrositlerin beyin homeostazinda merkezi rollerinin oldugu ve cesitli
noroprotektif ve norotrofik molekiillerin saliverilmesinde gorev aldiklari bilinmektedir.
Ayrica, astrosit aktivitesindeki artisin ndronal dejenerasyona karsi koruyucu bir reaksiyon
olarak ortaya ¢iktig1 da vurgulanmaktadir (Yelkenli vd., 2016, s. 286). TOF’un
hipokampal alanlarda ndéron kaybin1 Onleyemedigine dair bulgular goz Oniinde

bulunduruldugunda, astrositlerin s6z konusu alanlarda “ndronal hasar1 tamir etmek”
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amactyla y1gilmig olmasi olasidir. Ciinkii astrosit aktivasyonunun skar olusumu i¢in kritik
oldugu; inflamatuvar hiicrelerin yayilmasimi ve kalicihigini azalttigi, kan-beyin
bariyerinin biitiinliigiinii korudugu, doku hasarini ve lezyon boyutunu azalttig1 ve néronal
kayip ve demiyelinizasyonu hafiflettigi bilinmektedir (Sofroniew, 2005, s. 400; Barres,
2008, s. 430). Bu baglamda, 7 giinlik TOF uygulamasinin hipokampal néron kaybini
onleyemedigi; ancak en azindan astrosit aktivasyonu yolu ile ndronal hasari tamir etmis
olabilecegi ileri siiriilebilir. Ancak, bu hipotezin gegerlilik kazanmasi i¢in ek ¢aligsmalara

gereksinim duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, 2,3-benzodiazepin tiirevi anksiyolitik etkili bir ilag olan
TOF un biligsel bozukluklarin tedavisindeki olasi terapotik potansiyeli, SCP ile deneysel
amnezi modeli olusturularak aragtirilmistir.

Bu tez calismasindan elde edilen bulgular, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 giin
uygulanmasinin, amnezik siganlarda Moris su labirenti testi ile degerlendirilen “uzamsal”
ve pasif sakinma testi ile degerlendirilen “emosyonel” 6grenme ve bellek parametrelerini,
referans ilag PRS ile karsilastirilabilir 6l¢iide diizelttigine isaret etmistir. Davranig
deneylerini takiben, TOF un bu ¢alismada ilk kez gosterilen anti-amnezik etkisinin iliskili
olabilecegi bazi olas1 hipokampal morfolojik degisimler de ¢esitli immunohistokimyasal
yontemler ile aragtirilmistr.

Bu ¢alismada, TOF’un anti-amnezik etkisine sinaptogenez itizerindeki olasi bir
degisikligin aracilik edip etmedigi, pre-sinaptik bir integral membran glikoproteini olan
sinaptofizin’in immonorektivitesi tizerinden degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular,
TOF tedavisinin SCP uygulamasi ile hipokampal CA1-2, CA3 ve DG bolgelerinde
azalmis olan sinaptofizin dansitesini artirdigini gostermistir.

TOF’un anti-amnezik etkisine, norogenez siireglerindeki proliferatif bir
degisikligin katilip katilamadigi ise mitotik bir belirte¢ olan Ki-67 kullanilarak
aragtirtlmistir. TOF tedavisi, SCP uygulamasi ile hipokampal DG’de azalmis olan Ki-67
immiinoreaktivitesini artirmistir. Bununla birlikte, s6z konusu anti-amnezik etkinin,
hipokampal néron sayisindaki olas1 bir degisik ile iligkili olup olmadig: da incelenmistir.
Elde edilen veriler, SCP ile amnezi olusturulan siganlarda hipokampusun CA1-2, CA3 ve
DG bolgelerinde birim alana diisen ndron sayilarinda 6nemli azalmalar olduguna ve TOF
tedavisinin s6z konusu noron kaybini diizeltemedigine isaret etmistir.

Diger yandan, TOF un anti-amnezik etkisinin, glial plastise tizerindeki olasi bir
degisiklik ile iligkili olup olmadig1 da spesifik bir astrosit igaretleyicisi olan GFAP
immiinoreaktivitesi lizerinden degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, TOF tedavisinin
SCP uygulamasi ile hipokampal CA1-2, CA3 ve DG bdélgelerinde azalmis olan GFAP
dansitesini artirdigini géstermistir.

Immunohistokimyasal bulgular birlikte degerlendirildiginde, SCP uygulamasinin
hipokampusun CA1-2, CA3 ve DG bolgelerinde sinaptik transmisyonu zayiflattigi, ani
noron kayiplarina ve astroglial geri c¢ekilmeye neden oldugu ve ayrica DG’nin

subgraniiler bolgesinde proliferasyonun azalmasina yol a¢ti§i sonucuna ulasilmistir.
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Bununla birlikte, 50 mg/kg TOF ile yapilan 7 giinliik tedavinin, si¢canlarda 6grenme ve
bellek parametrelerindeki diizelmeye paralel bir sekilde hipokampusta sinaptik
plastisiteyi, norogenezi ve glial plastiseteyi giliglendirdigine iliskin bulgular elde
edilmistir. TOF, nérogenez itizerindeki olumlu etkisine ragmen; hipokampal alanlarda
noron kaybini diizeltememistir. Daha yiliksek dozda ve/veya daha uzun siireli
uygulamalarin, nérogenezdeki artigin yani sira; olgun néron sayilarinda da artisa neden
olmast miimkiindiir. Nitekim CA3 alt-alaninda birim alanda gériintiilenen toplam
piramidal néron sayisi, tedavisiz gruba gore artma egilimi gostermis olmakla birlikte; fark
istatistiksel anlamliliga ulasamamustir.

Diger yandan, TOF tedavisinin hipokampal morfoloji iizerine etkilerine iliskin daha
detayli calismalar yapmak da miimkiindiir. Ornegin, TOF’un sinaptik plastisite
tizerindeki etkinligi Ozelikle sinaps sayisini yansitan presinaptik bir protein olan
sinaptofizin’in yani sira; sinapslarda reseptorler ve sitoskeletal elementlerle iliskili post
sinaptik bir protein olan post sinaptik yogunluk-95 (PSD-95) immunoreaktivitesi
tizerinden de degerlendirilebilir (Choi vd., 2011, s. 93).

Benzer bi¢cimde, eriskin DG’de proliferatif olaylari incelemek tizere Ki-67’nin yani
sira; 5-bromo-2'-deoksiuridin  (BrdU), prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA),
fosfohiston Hz (PH3), MCM2 (minikromozom bakim proteini 2) gibi isaretleyiciler ile de
calisilabilir (von Bohlen und Halbach O, 2011, s. 1). Ancak s6z konusu isaretleyicilerden
hi¢birinin Ki-67’ye islevsel bir tistiinliigii yoktur.

Diger yandan, glial plastisenin ve astrosit aktivasyonunun degerlendirilmesi i¢in
GFAP’m yam sira Ca*? baglayici bir protein olan S1I00B da kullanilabilir. S100B’nin
astrositler i¢in en spesifik ve giivenilir isaretleyicilerden biri oldugu disiiniilmekle
birlikte, bu belirtecin DG’de, radyal astrositleri degil, yalnizca yatay astrositleri
boyayabildigi bilinmektedir (Savchenko vd., 2000, s.195; Seri vd., 2004, s.359).
Astrositlerde gosterilebilen diger belirtegler olan EAATI1 (glutamat-aspartat tasiyici,
GLAST)’in ve EAAT?2 (glutamat tasiyici, GLT1) nin hipokampal kiiltlirlerde néronal alt
popiilasyonlar tarafindan da eksprese edildigi bilinmektedir (Brooks-Kayal vd., 1998,
s.95; Plachez vd., 2000, s. 587). Nitekim EAAT2’nin en azindan hipokampal CA1-CA3
alt-alanlarinda astositlerin yani sira noronlar1 da isaretledigi gosterilmistir (von Bohlen
und Halbach, 2011, s.10). Bu baglamda, sozii edilen isaretleyicilerden hi¢birinin bu

calismada kullanilan belirte¢ olan GFAP’a tistiinliigii bulunmamaktadir.
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Bu ¢alismanin devaminda, TOF’un ndrogenez iizerindeki etkilerinin daha detayl
bi¢imde arastirilmasi planlanmaktadir. Bu amagla, bu ilacin nérogenezin erken
evrelerinde progenitor hiicreler iizerinde neden oldugu degisiklikleri incelemek iizere
nestin, Sox2, Musashi-1 ve Pax 6 gibi isaretleyicilerin kullanilmasi diisiiniilmektedir.
Diger yandan, bu ilacin glial lineage tizerine etkilerinin vimentin ve beyin lipid baglayici
proteini (brain lipid-binding protein, BLBP) gibi belirtecler kullanilarak (Bramanti vd.,
2010, s. 558); noronal lineage tizerine etkilerinin ise eomesodermin (Tbr2), nérojenik
farklilagsma faktorii (NeuroD), polisiyalile-néral hiicre adezon molekiilii (PSA-NCAM),
TUC-4, DCX, noron spesifik sinif III beta-tiibiilin (Tuj-1) ve kalretinin kullanilarak
incelenmesi miimkiindiir. TOF’un nérogenezin ge¢ evreleri ilizerine etkileri de DG’de
olgun noronlari isaretleyen kalbindin, NeuN (noronal niikleus) ve Prox-1 gibi belirtegler
ile arastirilabilir (von Bohlen und Halbach, 2011, s. 1).

TOF’un hipokampus morfolojisi tizerindeki etkilerine iliskin bulgular, bu ilacin
anti-amnezik etki mekanizmasina bir 6l¢iide 151k tutmus olmakla birlikte; soz konusu
farmakolojik etkinin altinda yatan diger olasi mekanizmalar hala aydinlatilmay1
beklemektedir.

Bunlardan biri TOF’un PDE enzim inhibitorii etkisi ile iliskili olabilir. PDE
inhibitorlerinin beyindeki sinyal yolaklarinda SAMP ve/veya sGMP gibi ikinci
habercilerin diizeylerini yiikseltip, bellek konsolidasyonu icin gerekli olan CREB
fosforilizasyonunu artirarak 6grenme ve bellegi gii¢lendirdikleri bilinmektedir (Domek-
Lopacinska ve Strosznajder, 2008, s. 68; Rutten vd., 2008, s. 643; Garcia-Barroso vd.,
2014, s. S561; Redrobe ve ark., 2014, s. 3151). Bu baglamda, TOF’un PDE enzim
inhibitori etkisinin (Nielsen vd., 2007; Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfelt vd., 2010, s.
1323), bu caligmada ortaya konulan anti-amnezik etki potansiyeli ile iligkili olmasi olas1
goriinmektedir. Bu tez c¢alismasindan elde edilen immiinohistokimyasal bulgulari
destekler nitelikte olmak tizere; PDE inhibitorlerinin  sinaptik  plastisiteyi
giiclendirdiklerine (Boess vd., 2004, s. 1081; Barad vd., 1998, s. 15020; Kroker vd., 2012,
s. 1964) ve DG’de proliferasyonu artirdiklarina (Nakagawa vd., 2002, s. 1373) iliskin
raporlar, TOF un etki mekanizmasinin PDE enzim inhibisyonu ile iligkili olabilecegi
goriisiinti desteklemektedir. Bununla birlikte, bu hipotezin dogrulugunun uygun deneysel
yontemler ile test edilmesi gereklidir.

Diger yandan Kkolinerjik, glutamaterjik ve nitrerjik sistemler basta olmak iizere,

SSS’de 6grenme ve bellek ile iliskili oldugu bilinen ¢esitli norotransmitter/ndromodiilator
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sistemlerin de, bu c¢alismada ortaya konulan anti-amnezik etkiye katilmig olmasi
miimkiindiir. Dolayisiyla, iligkili olabilecek tiim ndrotransmitter/ndromodiilator
sistemlerin olas1 katilmlarimin  uygun mekanistik c¢alismalar ile arastirilmasi
gerekmektedir.

TOF’un biligsel islevler iizerine olumlu etkilerinin noronal sagkalim, biiylime ve
farklilasmanin temel diizenleyicileri olan norotrofik faktorler ile iliskili olmasi da
miimkiindiir. Basta BDNF olmak iizere NT’lerin noronal plastisiteyi destekledikleri ve
bilissel siiregleri giiclendirdikleri bilinmektedir (Lim vd., 2014, s. 1058; Mitre vd., 2017,
5.13). Bu baglamda, TOF’un ndrotrofik faktorlerin ekspresyonlari, miktarlari ve iglevleri
tizerine olasi etkileri de arastirilmasi gereken diger konular arasindadir.

Sonug olarak, TOF un skolopamin ile indiiklenen amnezi modeli tizerine terapotik
etki potansiyeli ve hipokampal sinaptogenez, nérogenez ve glial plastise tizerindeki
olumlu etkileri bu tez ¢aligmasi ile ilk kez ortaya konulmustur. Anksiyete tedavisinde
siklikla bagvurulan ilaglar olan klasik 1,4-benzodiazepinlerin en 6nemli yan ekilerinden
birinin amnezi oldugu (Chapouthier ve Venault, 2002, s.841; Inamura vd., 2015, s. 171)
g6z oniinde bulunduruldugunda, anksiyolitik bir ilag olan TOF’un, biligsel islevler
tizerindeki olumlu etkilerinin klinik agidan 6nemi daha iyi anlasilabilir.

TOF un farmakolojik etki profili g6z 6niinde bulundurulduguda, bu ilacin demans
hastalarinda ortaya ¢ikan anksiyetinin (Kraus vd., 2008, s.186; Seignourel vd., 2008, s.
1071; Barton vd., 2017, baskida;) tedavisi igin iyi bir se¢enek olabilecegi diisiiniilebilir.
Diger yandan, TOF un bu preklinik ¢alisma ile ortaya konulmus olan anti-amnezik etki
potansiyelinin, biligsel islev bozuklugu olan ¢esitli hasta gruplar: lizerinde yapilacak 1yi

tasarlanmis klinik arastirmalar ile dogrulanmasi gerekmektedir.
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