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ÖZET 
 

TOFİSOPAM’IN SKOPOLAMİN İLE AMNEZİ OLUŞTURULMUŞ SIÇANLARIN 

KOGNİTİF PARAMETRELERİ VE HİPOKAMPAL MORFOLOJİLERİ ÜZERİNE 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Umut İrfan ÜÇEL 

 

Farmakoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ocak 2018 

 

Danışman: Doç. Dr. Özgür Devrim CAN 

 

Bu tez çalışmasında, 2,3-benzodiazepin türevi anksiyolitik bir ilaç olan 

tofisopam’ın bilişsel bozuklukları tedavi etme potansiyeli, skopolamin ile amnezi 

indüklenmiş sıçanlar kullanılarak araştırılmıştır. Sıçanların bilişsel performansları Morris 

su labirenti ve pasif sakınma yöntemleriyle; motor aktivitelerindeki değişimler aktivite 

kafesi ve Rota-rod testleriyle ve hipokampuslarındaki morfolojik değişiklikler ise çeşitli 

immunohistokimyasal yöntemlerle araştırılmıştır. Elde edilen bulgular, skopolamin 

uygulamasının sıçanların öğrenme ve bellek parametrelerini bozduğuna işaret etmiştir. 

Bilişsel performanstaki zayıflamaya hipokampal sinaptofizin, Ki-67 ve GFAP 

dansitelerinde azalmalar ve ani nöron kayıpları eşlik etmiştir. Tofisopam’ın 50 mg/kg 

dozda 7 gün süre ile uygulanması amnezik sıçanların bozulmuş olan bilişsel 

performanslarını artırmış; hipokampusta zayıflamış olan sinaptik transmisyonu 

güçlendirmiş, subgranüler alanlarda proliferasyonu artırmış ve astroglial geri çekilmeyi 

önemli oranda düzeltmiştir. Tofisopam’ın anti-amnezik etki potansiyeli ve hipokampal 

sinaptogenez, nörogenez ve glial plastisite üzerindeki yararlı etkileri bu çalışma ile ilk 

kez ortaya konulmuştur. Klasik 1,4-benzodiazepinlerin en önemli yan etkilerinden birinin 

amnezi olduğu göz önünde bulundurulduğunda, anksiyolitik bir ilaç olan tofisopam’ın, 

bilişsel işlevler üzerindeki olumlu etkilerinin klinik açıdan önemi daha iyi anlaşılabilir. 

Diğer yandan, tofisopam’ın bu preklinik çalışma ile ortaya konulmuş olan anti-amnezik 

etkisinin iyi tasarlanmış klinik araştırmalar ile doğrulanması gerekmektedir. 

 

Anahtar Sözcükler: Amnezi, GFAP, Ki-67, Sinaptofizin, Tofisopam 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATING THE EFFECTS OF TOFISOPAM ON COGNITIVE 

PARAMETERS AND HIPPOCAMPAL MORPHOLOGIES IN RATS WITH 

SCOPOLAMINE INDUCED AMNESIA  

  

Umut İrfan ÜÇEL 

 

Department of Pharmacology 

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2018 

 

Supervisor: Assoc. Prof. Özgür 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. 

 

Keywords: Amnesia, GFAP, Ki-67, Synaptophysin, Tofisopam  
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

1960’lı yılların ortalarında, klasik 1,4-benzodiazepin halka sistemindeki nitrojen 

atomlarının pozisyonlarının değiştirilmesi ile bazı yeni kimyasal maddeler 

sentezlenmiştir. Söz konusu yeni kimyasallar, benzodiazepin halkasında bulunan azot 

atomlarının pozisyonlarından dolayı 2,3-benzodiazepinler (homofitalazinler) olarak 

adlandırılmıştır (Szénási ve Hársing, 2004, s. 69; Hamed vd., 2007, s. 109). Bu yeni 

benzodiazepinlere ait ilk ilaç olan tofisopam (TOF), 1976 yılında Grandaxin® adı ile 

ruhsatlandırılmıştır. Grandaxin® günümüzde Çek Cumhuriyeti, Macaristan, Rusya ve 

Japonya gibi çeşitli ülkelerde anksiyete bozukluklarının tedavisi için kullanılmaktadır 

(Rx Media Pharma®, 2017).  

TOF’tan sonra, 2,3-benzodiazepin yapısına sahip başka ajanlar da sentezlenmiştir. 

“Girisopam” ve “nerisopam” anksiyolitik etkinlik gösteren diğer homofitalazinlere  örnek 

olarak verilebilir (Horváth vd., 1999, s. 230; Horváth vd., 2000, s. 309; Szénási ve 

Hársing, 2004, s. 70-72; Hamed vd., 2007, s. 109). 

Preklinik çalışmalar 2,3-benzodiazepinlerin, klasik benzodiazepin türevlerinden 

farklı olarak, kas gevşetici ve antikonvülzan etkilere neden olmaksızın selektif 

anksiyolitik etki gösterdiklerini ortaya koymuştur (Horvárt vd., 2000, s. 310). Nitekim, 

TOF da mutad dozlarda sedatif-hipnotik, kas gevşetici ya da antikonvülzan etkiler 

göstermeyen bir anksiyolitiktir (Szegó vd., 1993, s. 91; Rundfeldt vd., 2010, s.1319). 

TOF’un farmakodinamik etki profili ile ilgili çalışmalar bu ilacın antiparkinson ve 

vejetatif modülatör etkileri olduğuna işaret etmiştir (Szegó vd., 1993, s.91; Szénási ve 

Hársing, 2004, s.70). Diğer yandan, TOF’un psikozun adjuvant tedavisinde özellikle 

negatif ve kognitif semptomların giderilmesinde yararlı olabileceği ileri sürülmüştür 

(Rundfeldt vd., 2010, s.1319). 

Yakın tarihli çalışmalar homofitalazinlerin santral sinir sistemi (SSS)’nde kortikal 

bölgelerde yoğunlaşan klasik 1,4 veya 1,5-benzodiazepin reseptörlerinden farklı olarak, 

subkortikal ganglia, substantia nigra ve hipotalamus’ta lokalize olmuş özel bağlanma 

bölgelerine bağlandığına işaret etmiştir (Horváth vd., 2000, s. 309; Leventer vd., 2008, s. 

198).  

Homofitalazinlerin farmakolojik etki mekanizmalarının GABAerjik (γ-

aminobutirik asit), dopaminerjik ve opioiderjik sistemler ile ilişkili olabileceğini ileri 

süren çalışmalar bulunmaktadır. GABAerjik sistem ile ilişkili olarak, homofitalazinlerin 

GABAA reseptörlerinin benzodiazepin bağlanma bölgelerine bağlanmadıkları; ancak  



2 
 

1,4-benzodiazepin türevlerinin benzodiazepin bağlanma bölgesine olan afinitelerini ve 

ayrıca musimol’ün GABA reseptörlerine bağlanma potansiyelini artırdıkları bildirilmiştir 

(Petócz, 1993, s.79; Hamed vd., 2007, s. 109). Dopaminerjik sinyal transdüksiyonu ile 

ilişkili olarak ise homofitalazinlerin dopaminerjik reseptörler üzerine karışık tip agonist / 

antagonist benzeri özellikler gösterdikleri rapor edilmiştir (Pellow ve File, 1986, s. 221). 

Bununla birlikte, bu maddelerin etkilerini beyinde nigrostriatal sistemde kendilerine özgü 

bağlanma bölgelerinde, özel bir sinyal transdüksiyonu aracılığı ile gösteriyor olmaları da 

mümkündür (Fekete vd., 1997, s.175; Horváth vd., 2000, s. 336; Hamed vd., 2007, s. 

109;). Opioid sistem ile ilişkili olarak da homofitalazinlerin opioid agonistlerinin 

etkinliğini selektif olarak artırdığı gösterilmiş ve bu bileşiklerin etki mekanizmalarının 

opioiderjik nörotransmisyon ile ilişkili olabileceği öne sürülmüştür (Fekete vd., 1997, s. 

175; Horváth vd., 2000, s. 309; Hamed vd., 2007, s. 110).  

2,3-benzodiazepinlerin etki mekanizmasına ilişkin bir başka yaklaşım da bu 

maddelerin farmakolojik etkilerini, sinyal iletiminde rol oynayan proteinlerin 

fosforilasyon süreçlerinde değişikliğe yol açarak gösterdikleri yönündedir (Horváth vd., 

2000). TOF’un fosfodiesteraz (PDE) 1, 2, 3, 4, 5 ve 10 izoenzimlerine yüksek afinite ile 

bağlandığı ve bu enzimleri inhibe ettiği bilinmektedir (Bernard vd., 2008, s. 3196; 

Rundfeldt vd., 2010, s. 1323). Bu ilacın PDE-2, PDE-4 ve PDE-10 izoenzimlerine 

gösterdiği afinitenin, rolipram’ın PDE-4 enzimine olan afinitesinden daha yüksek olduğu 

bildirilmiştir (Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfeldt vd., 2010, s. 1323). PDE enzim 

inhibitörlerinin beyindeki sinyal yolaklarında siklik adenozin monofosfat (sAMP) 

ve/veya siklik guanozin monofosfat (sGMP) düzeylerini yükselttikleri, bu ikinci 

habercilerin de bellek konsolidasyonu için gerekli olan sAMP yanıt elementi bağlayıcı 

protein (CREB) miktarlarını artırarak öğrenme ve bellek süreçlerini güçlendirdikleri 

bilinmektedir (Heckman vd., 2015, s.108). Nitekim, rolipram ve zaprinast gibi PDE 

enzim inhibitörlerinin bilişsel işlevleri artırdıkları bilinmektedir (Kanes vd. 2007, s. 239; 

Akar vd., 2014, s. 105; Akar vd., 2015, s. 86). 

Anksiyete tedavisi için kullanılan klasik 1,4-benzodiazepinlerin bilişsel işlevlerde 

neden olduğu aksaklıklar göz önünde bulundurulduğunda (Chapouthier ve Venault, 2002, 

s.841; Inamura vd., 2015, s. 171), anksiyolitik bir ilaç olan TOF’un PDE enzim inhibitörü 

etkinliği ile ilişkili olarak sahip olduğu nootropik etki potansiyelinin terapötik açıdan 

oldukça değerli olabileceği açıktır. Buna rağmen, literatürde TOF’un bilişsel işlevler 

üzerine etkisine ilişkin çalışmalar son derece sınırlı sayıdadır. Bunlardan biri, Szegó ve 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pet%C3%B3cz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8100112
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arkadaşları tarafından 1993 yılında yapılmıştır. Söz konusu çalışmada TOF’un 

psikomotor ve entelektüel performansı bozmadığı; hatta aksine hafif stimüle edici etkisi 

olduğu ileri sürülmüştür (Szegó vd., 1993, s. 91). Arushanian ve arkadaşları tarafından 

yapılan diğer bir çalışmada ise, TOF’un tekrarlı uygulanmalarının genç erişkinlerde 

görsel ve sözel kısa süreli belleği iyileştirdiği bildirilmiştir (Arushanian vd., 2004, s. 23).  

TOF’un bir PDE enzim inhibitörü olarak kognitif süreçler üzerine olumlu etki 

potansiyelinin (Kanes vd. 2007, s. 239; Akar vd., 2014, s. 105; Akar vd., 2015, s. 86; 

Heckman vd., 2015, s.108) yanı sıra bilişsel ve psikomotor performansı artırdığına işaret 

eden önceki raporların (Szegó vd., 1993, s. 91; Arushanian vd., 2004, s. 23) ışığında, bu 

tez çalışmasında, bu ilacın öğrenme ve bellek bozuklukları üzerine olası farmakolojik 

etkisi deneysel amnezi modeli oluşturulmuş sıçanlar kullanılarak araştırılmıştır. Ayrıca, 

yine bu tez çalışması kapsamında; beyinde öğrenme, bellek ve mantık yürütme gibi 

işlevlerin regülasyonunu yapan ana merkez olan hipokampusa (Jarrard, 1993, s. 9; Goel 

vd. 2004, s. 654) odaklanılmış ve TOF uygulamasının amnezik sıçanların 

hipokampuslarında neden olduğu olası morfolojik değişiklikler çeşitli 

immunohistokimyasal yöntemler kullanılarak araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Öğrenme ve Bellek 

Canlıların değişen çevresel şartlara uyum sağlayıp yaşamlarını sürdürebilmeleri 

adaptasyon yeteneklerine bağlıdır. Bireylerin hayatta kalmaları, kalıtımsal olarak 

aktarılan biyolojik özelliklerin ve yeterliliklerin yanı sıra; bireyin kendi yaşamı süresince 

sürekli değişen koşullara uyumlu davranış ve stratejiler geliştirmesini gerektirmektedir. 

Anıları oluşturma, koruma ve kullanma kapasitesi canlının koşullara adaptasyonu için 

gereken en temel zihinsel süreçler arasında yer alır (Bruel-Jungerman vd., 2007b, s.492). 

Bilginin kaydedilmesi ve yeniden kullanılması yeteneğinin genelleme, öngörme, 

bütünleştirme ve sonuç çıkarma gibi çeşitli adaptif davranışların olmazsa olmazı 

olduğunu söylemek mümkündür (Chaudhuri ve Fiete, 2016, s. 394). Öğrenme bilginin 

edinilmesi için geçen süreç, bellek ise deneyimlerin ve tekrarlanan uygulamanın 

sonucunda elde edilen bilginin davranışsal yanıt olarak ifade edilebilmesi olarak 

tanımlanmaktadır (Gazzaniga vd., 2014, s. 380). Daha açık bir ifadeyle, sinirsel ağların 

aktivitesinde veya bağlanabilirliğinde meydana gelen, bir uyaran ya da durum tarafından 

tetiklenen ve tetikleyici olaydan daha uzun süreli veya kalıcı olan değişim bellek olarak 

adlandırılır (Chaudhuri ve Fiete, 2016, s. 394). 

 

2.2. Bellek Tipleri  

Belleği meydana getiren süreç kodlama (encoding), depolama (storage) ve geri 

çağırma (retrieval) basamaklarından oluşmaktadır.  Kodlama (encoding) işlemi, gelen 

duyusal bilginin bellek izi olarak kaydedilmesini içeren edinim (acquisition) ve 

sağlamlaştırma (consolidation) süreçlerini kapsar (Gazzaniga vd., 2014, s. 381). Belleğin 

oluşum basamakları ile ilişkili şema Şekil 2.1.’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 2.1. Bellek oluşum basamakları 
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Öğrenme ve bellek konusunda gerçekleştirilen araştırmalar farklı bellek tipleri ile 

ilgili sınıflandırmalar yapılabilmesine olanak sağlamıştır. Örneğin, 1968 yılında Atkinson 

ve Shiffrin bellek sistemlerinin yapısal özelliklerine göre duyusal bellek (kayıt), kısa 

süreli bellek ve uzun süreli bellek olmak üzere üç temel bileşenden oluştuğunu öne 

sürmüşlerdir (Atkinson ve Shiffrin, 1968, s. 89).  

Şekil 2.2.’de bellek sistemlerininin bellek izinin kayıtlı tutulduğu süreye ve 

kaydedilen bilginin işlevine göre sınıflandırılmasına ilişkin bir şema sunulmuştur. 

 

Şekil 2.2. Bellek tiplerinin sınıflandırılması (Gazzaniga vd., 2014, s. 381) 

 

Uzun süreli bellek, açık (deklaratif) bellek ve örtük (non-deklaratif) bellek olmak 

üzere ikiye ayrılmaktadır (Clark ve Squire, 1998, s. 77). Deklaratif bellek, gerçekler 

(semantik) ve olayların (epizodik) kaydedilmesini destekleyen bellek sistemidir. Olay ve 

gerçeklerin bilinçli algılanmasını gerektirir. Buna karşın örtük bellek beceri, alışkanlık ve 

koşullanmanın basit formlarını kapsamaktadır. Örtük bellek türlerinin ortak özelliği 

belleğin bilinç dışı olmasıdır (Squire vd., 2004, s. 280-281). 

Örtük bellek çeşitlerinden olan “prosedürel bellek” ya da “işlem belleği”, 

becerilerden ve alışkanlıklardan ibaret olup, motor becerilerin edinilmesi ile ilgilidir. 

Karmaşık bir motor dizgenin sırasına uygun olarak hatırlanması, söz gelimi bir müzik 

aletini çalmak, prosedürel tipte örtük belleğe örnek olarak verilebilir. 

Diğer bir örtük bellek çeşidi olan öncülleme (hazırlama), bilginin bilince 

yansımadan tanınması olarak tanımlanabilir. Bireyin önceden gördüğü bir yüzü, resmi ya 

da kelimeyi daha kolay algılaması bu bellek tipine örnek olarak verilebilir (Moscovitch 

vd., 2005, s.38-39). 

Günlük öğrenme aktivitesinin büyük kısmını oluştuan asosiyatif öğrenmede, 

organizma bir uyaran ile diğeri arasındaki ilişkiyi öğrenir (Squire vd., 2008, s. 1133-1134; 
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Barret vd., 2010, s. 290). Asosiyatif öğrenme, klasik ve edimsel koşullanma olmak üzere 

iki temel paradigma ile temsil edilmektedir. Otomatik ve refleksif davranışsal tepkinin 

oluştuğu bir öğrenme biçimi olan klasik (Pavlovian) koşullanmada ‘koşullu uyaran’ 

olarak adlandırılan doğal bir uyarıcı ile normal koşullarda davranışsal bir yanıt 

oluşturmayan ‘koşulsuz uyaranın’ eşleştirilerek tekrarlanması sonrasında; yalnızca 

koşulsuz uyaran uygulandığında organizmada normal şartlarda doğal uyarana verilen 

davranışsal yanıt indüklenir. Edimsel ya da başka bir ifadeyle enstrümental koşullanmada 

ise organizmanın kendi davranışları ile sonuçlarını ilişkilendirdiği ödüllendirme veya 

cezalandırmaya dayalı bir öğrenme söz konusudur (Kirsch vd., 2004, s.369; Squire vd., 

2008 s. 1134).   

Öğrenmenin basit bir formu olan non-asosiyatif öğrenmenin iki farklı biçimi 

“habitüasyon” ve “sensitizasyon” dur. Habitüasyon organizmaya tekrar eden bir uyaranın 

uygulanması sonucunda davranışsal yanıtta (genellikle refleksif) gözlemlenen azalma ile 

karakterize bir durumdur (Bailey vd., 2015, s. 104). Diğer yandan, sensitizasyon terimi 

ise güçlü bir uyaranın tekrarlı uygulanması sonucu organizmanın uyarana karşı 

reaktivitesinde meydana gelen artışı ifade etmektedir (Duerr ve Quinn, 1982,  s. 3646).  

Bellek tipleri işlenen bilginin kullanım biçimine göre çalışma belleği (working 

memory) ve arşivsel bellek olarak da ikiye ayrılabilir (Izquierdo vd., 1999, s. 1).  Çalışma 

belleği, tipik olarak, olayları " kısa süre akılda tutma" yeteneği olarak tanımlanır. Çalışma 

belleğindeki bilgiler, davranışı yönlendirmek için kullanıldığından sürekli 

güncellenmektedir. İnsanlarda ve diğer primatlarda gerçekleştirilen kapsamlı 

araştırmalar, çalışma belleğinin prefrontal korteks ve posterior asosiyasyon alanlarını 

içeren bir nöronal devreye dayandığı fikrini desteklemektedir (Sarnthein vd., 1998, s. 

7092). 

 

2.3. Öğrenme ve Bellek Süreçleri İle İlişkili Nöroanatomik Yapılar     

Öğrenme ve bellek süreçlerinde farklı beyin bölgelerinin farklı görevler üstlendiği 

1950’lerden bu yana benimsenmeye başlanmış olan bir görüştür (Shu vd., 2003, s. 609). 

Şekil 2.3.’te çeşitli bellek tipleriyle ilişkili nöroanatomik yapılara ait bir şema 

sunulmuştur. 
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Şekil 2.3. Bellek tipleri ile ilişkili nöroanatomik yapılar (Barret vd., 2010, s. 290) 

 

  1957 yılında yapılan bir çalışmada, bilateral medial temporal lob rezeksiyonu 

gerçekleştirilmiş hastalarda bellek süreçlerinin bozulduğu, bazı vakalarda hem anterograd 

hem retrograd amnezi; bazılarında ise yalnızca anterograd amnezi görüldüğü 

bildirilmiştir. Ayrıca, bu etkilerin hipokampus ve amigdala gibi yapılarla ilişkili olduğu 

ileri sürülmüştür (Scoville ve Milner, 1957, s. 21). Takip eden çalışmalarla hipokampus 

ile prefrontal korteks; talamus ile hipokampus; prefrontal korteks ile talamus; amigdala 

ile hipokampus; Meynert’in bazal nükleusu ile medial temporal lob sistemi ve amigdala 

ile talamus arasındaki bağlantılar ve işlevsel ilişkiler gösterilmiştir (Shu vd., 2003, s. 

609). Böylece belleğin tek bir nöroanatomik yapıda toplanmadığı ve beyinde farklı 

nöroanatomik yapılar tarafından desteklenen çeşitli bellek tiplerinin olduğu açıkça ortaya 

konulmuştur (Poldrack ve Packard, 2003, s. 245).  

İleri sürülen çoklu bellek sistemleri hipotezine göre, hipokampus ve onunla 

anatomik olarak ilişkili yapılar deklaratif bellek ile ilgilidir.  Bu noktadan hareketle, diğer 

bazı bellek tiplerinin hipokampus ve diğer medial temporal lob yapılarıyla doğrudan 

ilişkili olmadığı sonucu çıkarılmaktadır (Tranel vd., 1994, s. 165; Poldrack ve Packard, 

2003, s. 245). Örneğin hipokampal kompleks-medial temporal lob veya diensefalik hasar 

sonucu amnezi oluşan bireylerde örtük bellek tipleri ile ilişkili edinim, saklama ve 

hatırlama süreçlerinin sağlam kaldığı bildirilmiştir (Moscovitch vd., 2005, s. 39).  

Parkinson, Huntington ve Alzheimer hastalarında farklı örtük bellek tiplerinin 

değerlendirildiği diğer bir araştırmada da konu ile ilgili ilginç bulgular elde edilmiştir. Bu 
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çalışmada Huntington hastalarında motor öğrenmede bozukluk görülürken, sözel 

hazırlamanın (lexical priming) bozulmadığı gösterilmiştir. Alzheimer tipi demanslı 

hastalarda ise tam tersi bir durum olduğu; sözel hazırlamanın bozulduğu ancak motor 

öğrenmenin etkilenmediği gösterilmiştir. Elde edilen bulgular, sözel hazırlamanın 

semantik belleğin depolanmasına katılan neokortikal asosiyasyon alanlarının 

bütünlüğüne bağlı olduğuna; motor becerilerin öğrenimine ise kortikostriatal bir sistemin 

aracılık ettiğine işaret etmiştir (Heindel vd., 1989, s. 582).  

Günümüzde, motor dizgelerin öğrenilmesinde; objelerin, yüzlerin ve kelimelerin 

algılanmasında posterior neokorteksin; sıralı motor aktivitelerde ise striatum, substantia 

nigra ve pars compacta gibi yapıları içeren bazal gangliyonların önemli işlevleri olduğu 

bilinmektedir (Graybiel, 1995, s. 733; Moscovitch vd., 2005, s. 39). Yine serebellum, 

talamus ve frontal lobun motor kortikal bölgeleri de motor davranışların öğrenilmesi ve 

hatırlanması süreçlerinde önemli rol oynayan nöroanatomik bölgelerdir (Graybiel, 1995, 

s. 733; Doyon vd., 1997, s. 218).   

Farklı bellek tipleri ile ilişkili başlıca nöroanatomik yapılar aşağıda özetlenmiştir. 

 

2.3.1. Medial temporal lob ve hipokampus 

Medial temporal lob, deklaratif bellek ile ilişkili temel anatomik yapıları kapsayan 

bir sistemi içermektedir. Bu sistem cornu ammonis (CA) alanları, gyrus dentatus (DG), 

subikular kompleksi barındıran hipokampal kompleks ve bu bölgeye komşu olan 

peririnal, parahipokampal ve entorinal korteks (EK) alanlarından oluşmaktadır (Squire 

vd., 2004, s. 280; Schultz ve Engelhardt, 2014, s. 6).  

Hipokampus (Şekil 2.4.), medial temporal lobun bir parçası olan lateral 

ventriküllerin temporal boynuzu tabanında yerleşmiş C harfi şeklinde bir yapıdır (Schultz 

ve Engelhardt, 2014, s. 6). Hipokampus öncelikli olarak EK ve subikulum olmak üzere 

çok çeşitli limbik, kortikal ve subkortikal alanlardan multimodal duyusal girdiler 

almaktadır. Hipokampusu innerve eden primer eksitatör nöral yolağı EK’den projekte 

olan nöronları DG nöronlarına bağlayan perforant yolak (PY) ile birlikte CA1 ve CA3 

nöronlarını innerve eden kollateraller oluşturmaktadır (Knowles, 1992, s. 252).  
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Şekil 2.4. Sıçan hipokampusunun koronal kesitinde eksitatör nöral devrelerin gösterimi (Deng vd., 2010, 

s. 348) 

 

EK, DG, CA3 ve CA1 nöronları arasında oluşan bu temel nöronal yolaklar 

trisinaptik devre olarak adlandırılmaktadır (Wojtowicz, 2012, s. 490; Kaptan ve Üzüm, 

2016, s. 152). EK’nin II. hücre tabakasındaki nöronların aksonları lateral ve medial PY 

aracılığıyla DG’ye projekte olmaktadır. Lateral PY ile gelen nöronlar, DG’nin dış 

moleküler hücre tabakasında sonlanır. Kortikal girdilerin  % 80’inden fazlası medial PY 

aracılığıyla orta moleküler hücre tabakasını innerve eder. Granüler hücre tabakasının 

hemen üstünde yer alan iç moleküler hücre tabakası, kontralateral hipokampustan gelen 

asosiyasyonel/kommissüral girdiler alır. Bu girdilerin çoğunluğunu beynin diğer 

hemisferindeki hipokampustan projekte olan piramidal nöronların akson kollateralleri 

oluşturmaktadır (Wojtowicz, 2012, s. 491). Bunlara ek olarak, beynin çeşitli 

bölgelerinden gelen kolinerjik, serotonerjik, noradrenerjik ve peptiderjik modülatör 

afferentlerin aksonları DG’nin çeşitli tabakalarında sonlanmaktadır (Wojtowicz, 2012, s. 

491). Hipokampusun temel nöral devrelerine ait şema (Şekil 2.5.) sunulmuştur.   

DG granüler nöronları, hilus (hl)’da bulunan yosunsu hücreler ve hilar ara-nöronlar 

ile eksitatör ve inhibitör döngüsel projeksiyonlar oluşturmaktadır. DG yosunsu lifler 

aracılığıyla CA3 piramidal nöronlarına projeksiyonlar göndermektedir. CA3 bölgesi de 

EK’nin II. tabakasından PY lifleri aracılığıyla direkt projeksiyonlar almaktadır. CA1 

nöronlarına gelen sinirsel uyarılar Schaffer kollateralleri aracılığıyla CA3 bölgesinden 

gönderilmektedir. Ayrıca CA1 bölgesi EK’nin III. tabakasından temporoamonik yolak 

(TAY) lifleri aracılığıyla direkt projeksiyonlar almaktadır. CA1 bölgesinden çıkan 

aksonlar tekrar EK’nin derin tabakalarını innerve etmektedir. Böylelikle, hipokampusa 
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gelen bilgi, işlenmesinin ve konsodilasyonunun ardından beyin aktivitesini etkilemek 

üzere EK’ye geri dönmektedir  (Deng vd., 2010, s. 348; Wojtowicz, 2012, s. 490; Kaptan 

ve Üzüm, 2016, s. 152).  

 

 

Şekil 2.5. Hipokampus nöral devrelerinin şematik gösterimi, Trisinaptik eksitatör yolak (EK-DG-CA3-

CA1-EK) düz oklarla gösterilmektedir. (Deng vd., 2010, s. 348) 

 

Trisinaptik devrenin belleğin kodlanması sürecinde aktif rol oynadığı 

düşünülmektedir (Kaptan ve Üzüm, 2016, s. 152). Gerçekleştirilen yakın tarihli bir 

çalışma; özellikle DG-CA3 hücreleri arasındaki bağlantının ayırıcı ve yeni bilgilerin 

kodlanmasında özel önem taşıdığına işaret etmiştir (Bakker vd., 2008, s. 1640). 

Hipokampusun da bir parçası olduğu medial temporal korteksin deklaratif belleğin 

oluşumu ile ilişkili süreçlerde önemli rol oynadığı bilinmektedir. Öyle ki, hipokampusta 

sınırlı bölgedeki bir hasara, medial temporal korteks hasarının da eklendiği durumlarda, 

bellek kaybının derecesinin ciddi oranda arttığı bilinmektedir (Rempel-Clower vd., 1996, 

s. 5253; Stefanacci vd., 2000, s. 7024). Medial temporal lobda bulunan yapıların yeni 

anıların oluşumunda ve yakın zamanda oluşturulmuş anıların hatırlanmasında rol 

oynadığı bilinmekle birlikte; uzun süreli epizodik bellek için neokortikal yapıların ve 

bunlar arasından özellikle frontal, lateral temporal ve oksipital lobların katılımının son 

derece önemli olduğu da ortadadır (Bayley vd., 2005, s. 807). Dolayısıyla, hipokampusun 
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neokortekste dağılmış halde bulunan bölgeler ile birlikte deklaratif bellek deposunun 

bütününü oluşturduğunun altını çizmek gerekir (Squire, 1992, s.195). 

 

2.3.2. Serebellum ve bazal gangliyonlar  

Organizmanın hareketlerinin planlanmasından prefrontal korteks ve premotor 

alanlar sorumludur. Serebellum ve bazal gangliyonlar ise motor öğrenme için gerekli olan 

ana subkortikal alanlardır (Ito, 2000, s. 237).  

Serebellum, korteks ve nükleuslardan oluşan bir arka beyin bölümüdür (Hirano, 

2013, s. 183). Serebellar kortekse giren iki temel eksitatör yolak vardır (Şekil 2.6.). 

Bunlardan ilki, beyin sapı ve omurilikten gelen duyusal ve motor bilgilerin yosunsu lifler 

ile taşındığı ve sonra granüler ara nöronlar aracılığıyla purkinje hücrelerine iletildiği 

yolaktır.  Granüler nöronların aksonlarının oluşturduğu paralel lifler purkinje hücreler ile 

indirekt sinaptik bağlantılar oluşturmaktadır. İkinci eksitatör yolak ise inferior olive 

nükleustan köken alıp doğrudan purkinje hücrelerine bağlanan tırmanıcı lifler tarafından 

oluşturulan yolaktır (Ito vd., 1982, s.114; Massey ve Bashir, 2007, s. 178; Hirano, 2013, 

s. 183).  

 

Şekil 2.6. Serebellar korteksin nöronal devrelerinin şematik gösterimi (Marmolino ve Manto, 2010, s. 43) 

 

İnhibitör purkinje hücrelerinin aksonları ise vestibüler ve derin serebellar 

nükleuslara projekte olurlar (Massey ve Bashir, 2007, s. 178).   
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Bazal gangliyonların öğrenme ve bellek ile ilişkilerinin en belirgin kanıtı Parkinson 

hastalarında rastlanan bilişsel işlev bozukluklarıdır. Substantia nigra ve striatum 

arasındaki dopaminerjik etkinliğin progresif biçimde hasarlandığı bu hastalıkta, 

ektrapiramidal sistem ile ilişkili hareket bozukluklarına öğrenme ve bellek bozuklukları 

da eşlik etmektedir (Foerde ve Shohamy, 2011, s. 625-626). 

 

2.3.3. Amigdala 

Amigdala, her temporal lobun medial ön kutbunun korteksinin hemen altında 

bulunan çekirdek topluluğudur. Amigdala işlevsel olarak “bazolateral kompleks” ve 

“santral çekirdek” olmak üzere iki alt ana kısmdan oluşur. Limbik sistem ile çok sayıda 

çift yönlü bağlantılara sahip bir yapı olan amigdala, limbik korteksin bütün bölümlerinden 

olduğu kadar; temporal, pariyetal, oksipital lobların neokortekslerinden, özellikle işitsel 

ve görsel asosiasyon alanlarından nöron sinyalleri alır. Sinyallerini ise yukarı kortikal 

alanlara, hipokampusa, septuma, talamusa ve hipotalamusa gönderir (Hall, 2011, s. 719). 

Amigdalanın duygusal tetiklenmeye bağlı öğrenme ve bellek süreçlerinde 

düzenleyici görevler üstlendiği bilinmektedir. Bu görevler özellikle amigdalanın 

bazolateral kompleksi ile ilişkilendirilmiş, bu kompleksteki muskarinik ve noradrenerjik 

aktivasyonu etkileyen bazı nöromodülatör sistemlerin de sürece katkılarının bulunduğu 

gösterilmiştir. Amigdalanın kaudat nükleus, nükleus akumbens ve korteksin de dâhil 

olduğu diğer beyin bölgelerine gönderdiği efferentlerin de bellek konsolidasyonun 

düzenlenmesine katkıda bulunduğu bildirilmiştir (McGaugh, 2004, s. 1).  

 

2.4. Öğrenme ve Bellek ile İlişkili Hücresel ve Moleküler Mekanizmalar 

Öğrenme ve bellekle ilişkili süreçlerde çok sayıda nöromediyatör sisteminin ve 

nörotrofik faktörün önemli rolleri olduğu bilinmektedir. 

 

2.4.1. Öğrenme ve bellek süreçlerinde rol oynayan nöromediyatör sistemleri 

2.4.1.1. Asetilkolin 

Kolinerjik nörotransmisyonun yeni bilgilerin depolanması ve geri çağrılmasındaki 

rolünün değerlendirildiği ilk çalışma 1971 yılında gerçekleştirilmiştir (Deutsch, 1971, s. 

788). O günden bu yana kolinerjik reseptörleri etkileyen ajanların öğrenme ve bellek 
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performansı üzerine etkilerinin incelendiği pek çok araştırma yapılmıştır (Bunce vd., 

2004, s. 450).  

İnsanda, muskarinik kolinerjik reseptörlerin skopolamin (SCP) gibi antagonist 

ilaçlar tarafından bloke edilmesinin yeni anıların kodlamasını bozduğu; ancak daha önce 

depolanan anıların hatırlanmasını engellemediği bilinmektedir (Atri vd., 2004, s. 223; 

Hasselmo, 2006, s. 710). Kolinerjik muskarinik reseptörleri bloke eden ajanların deney 

hayvanlarına uygulanmasının bellek bozukluğu oluşturduğunun fark edilmesi üzerine, 

non-selektif muskarinik reseptör blokörü bir madde olan SCP, deneysel amnezi modeli 

oluşturmak için sıklıkla kullanılan bir ajan haline gelmiştir (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 şekilde spesifik muskarinik M1 reseptör antagonisti 

pirenzepin’in, kolin gerialım inhibitörü bir madde olan hemikolinyum’un ve nikotinik 

reseptör antagonisti bir ilaç olan mekamilamin’in de öğrenme ve bellek parametreleri 

üzerine olumsuz etkileri olduğu bildirilmiştir (Blokland, 1995, s. 286). Diğer yandan, 

asetilkolinesteraz enzim inhibitörlerinin deney hayvanlarında SCP ile indüklenen 

amneziyi düzelttiği gösterilmiştir (Snyder vd., 2005, s. 126). Tüm bu çalışmalar, 

kolinerjik sistemin öğrenme ve bellek süreçlerinin devamı için önemini ortaya 

koymaktadır. 

Klinik açıdan bakıldığında da, kolinerjik sistemin bilişsel işlevler açısından 

yaşamsal önemini ortaya koyan en temel patalojinin Alzheimer hastalığı olduğu 

söylenebilir. Progresif, irreversibl nörodejeneratif bir hastalık olan Alzheimer 

hastalığının kolinerjik nöronlarda hasar ile karakterize olduğu bilinmektedir. Alzheimer 

hastalığına benzer biçimde, yaşlanmaya bağlı diğer demans formlarında da Meynert’in 

bazal nükleusunda bulunan kolinerjik magnoselüler nöronların dejenerasyonu 

karakteristik bir patolojik bulgudur. Nitekim bu çekirdekten neokortekse projekte olan 

kolinerjik nöronlarda hasar oluşturularak deneysel demans modeli indüklemek 

mümkündür (Muir, 1997, s. 687).  

Bazal ön beyin kompleksi ve pontomesensefalik kompeks başta olmak üzere, 

SSS’de bellek ile ilişkili nöroanatomik yapılardan olan hipokampus, striatum ve amigdala 

kolinerjik iletimin büyük önem taşıdığı alanlar arasındadır (Gold, 2003, s.195; Barret vd., 

2010, s. 134).  Diğer yandan, bazal ön beyin kolinerjik nöronlarının glutamat, GABA, 

katekolaminler, hipokretin/oreksin, adenozin, vazopresin, oksitosin, P maddesi, 
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nöropeptid Y ve galanin gibi nöromediyatör sistemleri tarafından modülasyonunun da 

bilişsel süreçler açısından önemli olduğu bilinmektedir (Blake ve Boccia, 2017, baskıda). 

 

2.4.1.2. Glutamat 

Glutamat, SSS’nin ana eksitatör nörotransmitteridir (McEntee ve Crook, 1993, s. 

391). Glutamat nöronal iletişim, sinyal işleme, öğrenme ve bellek oluşumunu belirleyen 

süreçler üzerine etkilerini, presinaptik ve postsinaptik dağılım gösteren iyonotropik ve 

metabotropik reseptörleri aracılığı ile gerçekleştirmektedir (Riedel vd., 2003, s. 2). 

Esas olarak postsinaptik yerleşimli metabotropik glutamat reseptörlerinden 

(mGluR), mGluR1 ve mGluR5 reseptörlerinin aktivasyonu, intraselüler inozitol trifosfat 

ve diaçil gliserol seviyelerinin yükselmesine; esas olarak presinaptik yerleşimli olan 

mGluR2, mGluR3, mGluR4, mGluR6, mGluR7 ve mGluR8 reseptörlerin aktivasyonu ise 

intraselüler sAMP seviyelerinin azalmasına yol açar. Bu reseptörlerin SSS’de yaygın 

dağılım gösterdikleri ve özellikle hipokampus ve serebellumdaki sinaptik plastisite 

süreçlerine katıldıkları bilinmektedir (Barret vd., 2010, s. 141).   

 

Şekil 2.7. NMDA reseptör organizasyonunun diyagramı, P: fosforilasyon bölgeleri; G: glikozilasyon 

bölgeleri (Riedel vd., 2003, s. 4.) 

 

İyonotropik glutamat reseptörleri ise α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol 

propionik asit (AMPA)/kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA) (Şekil 2.7.) reseptörleri 

olarak sınıflandırılabilirler. NMDA reseptörleri öğrenme ve bellek süreçlerine doğrudan 

katılırken; AMPA reseptörlerinin öğrenme ve bellek süreçlerine katılımı daha sınırlı ve 

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

Deney hayvanları üzerinde gerçekleştirilen araştırmalar, nitrik oksit (NO)’in; 

beslenme, penil ereksiyon, esneme, damar dilatasyonu ve immün cevap gibi süreçlerin 

yanı sıra; kortikal uyarılma ve öğrenme ve bellek gibi nöronal olaylarda da önemli 

görevler üstlendiğine işaret etmektedir (Paul ve Ekambaram, 2011, s. 473).  

NO’nun sinir sistemindeki dağılımı, NO sentaz (NOS) enziminin lokalizasyonu ile 

açıklığa kavuşturulmuştur. NOS, kortekste somatostatin, nöropeptid Y ve GABA içeren 

nöronlarda; serebellumda ise glutaminerjik granül hücreleri ile GABAerjik basket 

hücrelerinde bulunmaktadır. Corpus striatum’da da korteks ile benzer şekilde nöropeptid 

Y ve somatostatin ile ko-lokalize halde bulunmaktadır (Dawson ve Dawson, 1995, s. 9). 

Geleneksel nörotransmitterlerden farklı olarak NO salıverilmeden hemen önce 

sentezlenir ve veziküller içerisinde depolanmaz. NO üretimi, intraselüler Ca+2 

konsantrasyonunun artmasına bağlı olarak tetiklenir (Susswein vd., 2004, s. 154). NOS 

enzimi hücrede Ca+2/kalmodulin aracılığıyla aktive olarak NO üretimine aracılık eder. 

NO sentezlendikten sonra, hedef molekülü olan çözünebilir guanilil siklaz (sGC) 

enzimine ait hem grubuna bağlanarak sGMP üretimine aracılık eder (Haley vd., 1992, s. 

211). sGMP de protein kinaz G ve protein kinaz A gibi kinazların aktivasyonuna yol 

açarak hücresel cevabı oluşturur (Susswein vd., 2004, s. 154).  

NO, hem su hem de lipid içerisinde çözünebilir olduğundan sentezlendiği hücreden 

dışarıya difüze olabilmektedir. Bu özelliğinden dolayı, retrograd bir sinyal molekülü 

olarak işlev görür ve presinaptik nöronların ve/veya glia hücrelerinin uzun süreli 

potansiyelizasyon sürecine katılımlarına olanak sağlar (Haley vd., 1992, s. 215). Bunlara 

ek olarak, endojen NO’nun asetilkolin, serotonin, histamin, adenozin ve eksitatör ve 

inhibitör aminoasitlerin salıverilmesinde de modülatör işlevleri olduğu bilinmektedir 

(Prast ve Philippu, 2001, s. 51).   

  

2.4.1.4. GABA 

 GABA, SSS’nin ana inhibitör nöromediyatörüdür (Kalueff ve Nutt, 1996, s. 100). 

Benzodiazepinler gibi GABAerjik etkinliği artırdığı bilinen maddelerin bellek işlevleri 

üzerinde olumsuz etkileri olduğu gösterilmiştir (Chapouthier ve Venault, 2002, s. 841; 

Inamura vd., 2015, s. 171). GABAerjik etkinliği azaltan β-karbolin-3-karboksilik asit 

etilester, pentilentetrazol ve pikrotoksin gibi maddelerin düşük dozlarda, hafif düzeyde 
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anksiyeteye neden olarak bellek süreçlerini olumlu yönde etkiledikleri ileri sürülmüştür 

(Chapouthier ve Venault, 2002, s. 841).  

 

2.4.1.5. Dopamin 

Dopamin’in öğrenme, bellek ve sinaptik plastisitenin belirli aşamalarında gözlenen 

spesifik sinaptik değişikliklerde düzenleyici işlevleri olduğu bildirilmiştir. Striatum, 

hipokampus ve prefrontal korteks beyinde dopaminerjik innervasyon ile sinaptik 

plastisitenin ilişkilendirildiği temel bölgelerdir (Jay, 2003, s. 376). 

  

2.4.1.6. Noradrenalin 

Noradrenalin’in dikkat, duygulanım ve bellek oluşumu gibi fizyolojik işlevlerde rol 

oynadığı bilinmektedir (Kobayashi ve Yasoshima, 2001, s. 371).  

Noradrenerjik nöronların beyin sapında bulunan lateral tegmental alan ve locus 

coeruleus’ta bulunan hücre gruplarından köken alarak, farklı aksonal yolaklar üzerinden 

korteks, hipokampus ve amigdalayı da içeren çeşitli beyin bölgelerine projekte oldukları 

bilinmektedir (Kobayashi ve Yasoshima, 2001, s. 371; Tully ve Bolshakov, 2010, s. 2). 

Locus coeruleus’un uyarılmasının, uyarılmanın derecesine bağlı olarak, duyu, dikkat ve 

bellek ile ilişkili nöronal devrelerde “bilgilerin toplanması” ve “işlenmesi” süreçlerini 

artırdığı ve/veya düzenlediği bildirilmiştir (van Stegeren, 2008, s. 533; Berridge ve 

Waterhouse, 2003, s. 33). 

 

2.4.1.7. Serotonin 

Serotonin’in SSS’de duygulanımın, beslenmenin, motor aktivitenin, vücut ısısının, 

sirkadiyen ritmin, cinsel davranışın ve ağrı algısının düzenlenmesi gibi çeşitli fizyolojik 

işlevlerde rol oynadığı bilinmektedir.   

Gerek preklinik çalışmalar gerekse negatif semptomlu şizofreni hastalarında 

yapılan çalışmalar, triptofan (serotonin prekürsörü) uygulamasının bilişsel işlevleri 

artırdığını ortaya koymuştur (Haider vd., 2006, s. 421; Levkovits vd., 2010, s. 568). 

Bunun yanı sıra, yaşlılarda ve Alzheimer hastalarında triptofan deplesyonu sonucu bellek 

parametrelerinin bozulması da serotonerjik sistemin bilişsel süreçlerde de düzenleyici 

görevler üstlendiğine işaret etmektedir (Porter vd., 2003, s. 41; Buhot, 2000, s. 210; Švob 

Štrac vd., 2016, s. 35). Beyin sapında yer alan rafe nükleusundan köken alan serotonerjik 
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nöronların (Meneses ve Liy-Salmeron, 2012, s. 545) serebral korteks, hipokampus, 

septum ve amigdala gibi öğrenme ve bellek ile ilişkili beyin bölgelerini innerve ediyor 

olması da bu düşünceyi desteklemektedir (Ogren vd., 2008, s. 54). Ayrıca, serotonerjik 

sistemin bilişsel işlevler üzerine etkilerini yalnız başına değil; kolinerjik, glutaminerjik, 

dopaminerjik ve GABAerjik sistemler ile etkileşerek gösterdiği bilinmektedir (Buhot, 

2000, s. 210).  

 

2.4.2.  Öğrenme ve bellek süreçlerinde sinaptik plastisitenin rolü 

İç ve dıș uyaranlara bağlı olarak beyindeki nöronların ve bunların olușturduğu 

sinapsların yapısal özelliklerindeki ve ișlevlerindeki değișiklikler “plastisite” olarak 

tanımlanır. Sinapsların iletim etkinliğinde gerçekleşen değişimin, diğer bir ifade ile 

sinaptik plastisitenin, bellek oluşumunun temel mekanizması olduğu ileri sürülmüştür 

(Okano vd., 2000, s. 1403). Kısaca ifade etmek gerekirse, kısa süreli bellek halihazırda 

var olan proteinlerin kovalent modifikasyonunu ve var olan sinaptik bağlantıların 

gücündeki değişiklikleri içerirken; uzun süreli bellek yeni proteinlerin sentezini ve yeni 

sinaptik bağlantıların oluşmasını gerektirir (Mayford vd., 2012, s. 10).   

Nöronlar arasındaki bağlantının gücünün değiştirilmesinin, SSS’de bellek izlerini 

kodlayan ve depolayan mekanizma olduğu kabul edilmektedir. Söz konusu sinaptik 

bağlantıların gücü, nörotransmitter salıverilmesinin modülasyonu ile belirlenir. Örneğin, 

nörotransmitter saliverilmesinde azalmanın kısa süreli habitüasyon ile; artmanın ise 

dishabitüasyon ve sensitizasyon ile ilişkili olduğu bilinmektedir (Castelluci vd., 1970, s. 

1745; Castellucci ve Kandel, 1974, s. 5004; Castellucci ve Kandel, 1976, s. 1176).  

Sinaptik plastisite ve bellek hipotezine göre, aktivite-bağımlı sinaptik plastisite 

bellek oluşumu sırasında uygun sinapslarda indüklenir ve söz konusu plastisitenin 

gözlemlendiği beyin alanı ile ilişkili bellek süreçleri için gereklidir. Bununla birlikte, 

öğrenme ve bellek oluşumu için sinaptik plastisitedeki değişimi destekleyen başka 

faktörlerin de olabileceğinin altı çizilmiştir (Martin vd., 2000, s. 649).  

Nöronal iletimin uzun süreli potansiyelizasyonu (LTP) ve uzun süreli depresyonu 

(LTD), memeli beyninde bellek oluşumu ile ilişkili olduğu bilinen iki temel fizyolojik 

süreçtir  (Malenka ve Bear, 2004, s. 5; Cooke ve Bliss, 2006, s. 1659; Kumar, 2011, s. 3). 

Bu iki temel fizyolojik sürece ilişkin temel bilgiler aşağıda özetlenmiştir. 
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2.4.2.1. Öğrenme ve bellek süreçlerinde uzun süreli potensiyalizasyonun rolü 

LTP, gerçekleştirilen aktivite paternlerine bağlı olarak sinapsların kalıcı bir şekilde 

güçlendirilmesi olarak tanımlanabilir. Söz konusu sinaptik aktivite paternleri, iki nöron 

arasındaki sinyal iletiminde uzun süreli bir artış yaratmaktadır. 

LTP, memeli beyninde ilk kez entorinal korteksten çıkan PY fiberlerinin DG’deki 

granüler nöronlar ile yaptıkları eksitatör glutamaterjik sinapslarda tanımlanmıştır (Bliss 

ve Gardner-Medwin, 1973, s. 357; Bliss ve Lomo, 1973, s. 331; Bliss ve Collingridge, 

1993, s. 31). Sonrasında 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 çeşitli beyin bölgelerinde de 

gösterilmiştir. 

SSS’de LTP indüksiyonu, oluşumu ve devamlılığı için birden fazla moleküler 

mekanizma olduğu düşünülmektedir (Kumar, 2011, s. 3). LTP oluşumunun sinapslarda 

glutamat aracılıklı NMDA reseptör aktivasyonu sonucu, reseptörle ilişkili Ca+2 

kanallarının açılması ile ilgili olduğu bilinmektedir (Lynch, 2004, s. 93). LTP 

indüksiyonu sırasında sinaps düzeyinde gelişen olaylar Şekil 2.8.’de sunulmuştur. 

 

Şekil 2.8. LTP indüksiyonunun moleküler mekanizması (Mayford vd., 2012, s. 8) 
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İlk aşamada presinaptik liflerin tetanik stimülasyonu, glutamat başta olmak üzere 

bazı nörotransmitterlerin sinaptik boşluğa salımına neden olmaktadır. Salıverilen 

glutamatın postsinaptik AMPA reseptörlerine bağlanması, pozitif yüklü Na+ iyonlarının 

postsinaptik membrandan hücre içine akışını tetikler ve depolarizasyona neden olur. 

AMPA reseptör aktivasyonuna bağlı oluşan bu depolarizasyon, postsinaptik hücrede 

NMDA reseptörüne bağlı non-selektif katyon kanalındaki Mg+2 bloğunu ortadan 

kaldırmak için yeterli düzeyde ise kanal Ca+2 ve Na+ iyonlarının hücre içine akışına izin 

verir (Soderling ve Derkach, 2000, s. 75; Kumar, 2011, s. 3). Bu süreçte, LTP 

indüksiyonunun postsinaptik intraselüler Ca+2 konsantrasyonun artması ile yakından 

ilişkili olduğu; voltaj ve ligand-kapılı Ca+2 kanallarının blokajının LTP oluşumunu 

baskıladığı gösterilmiştir (Grover ve Teyler, 1990, s. 477). Diğer yandan, postsinaptik 

AMPA reseptörlerinin sayısının ve aktivite bağımlı regülasyonunun da sinapsların uzun 

süreli ve kapsamlı reorganizasyonu, varolan sinapsların kaybolması ve yeni sinapsların 

oluşumu gibi süreçler açısından önemli olduğunun altı çizilmelidir (Malenka, 2003, s. 9). 

LTP oluşum sürecinde, intraselüler Ca+2 konsantrasyonunun ani yükselişi 

Ca+2/kalmodulin-bağımlı protein kinaz II (CaMKII), protein kinaz C ve tirozin kinaz Fyn 

gibi çeşitli kinazların aktivasyonunu tetiklemektedir (Kumar, 2011, s. 3; Kandel, 2012, s. 

7). CaMKII’nin kalmodulin tarafından otofosforilasyonu, enzimin Ca+2 varlığından 

bağımsız biçimde aktif kalmasına neden olmaktadır (Lisman, 1994, s. 406). CaMKII 

aktivasyonunun çok sayıda hücre içi hedef molekülün fosforilasyonuna ve regülasyonuna 

neden olduğu ve nörotransmisyon, nöronal plastisite, hücre eksitabilitesi, gen 

ekspresyonu, hücre şekli ve iskeletinde meydana gelen değişimler ile ilişkili olaylara 

aracılık ettiği bildirilmiştir (De Koninck ve Schulman, 1998, s. 227). Protein kinaz C’nin 

aktivasyonu ise Ca+2, diaçil gliserol, araşidonik asit gibi bir dizi ikinci haberci tarafından 

düzenlenmektedir (Nishizuka, 1992, s. 607).  

LTP’nin beyinde saniyelerle sınırlı bir sürede tetiklendiği; ancak çok uzun süreli 

etkiler oluşabildiği bilinmektedir (Malenka ve Nicoll, 1999, s.1870).  LTP’nin erken fazı 

için tetanus oluşması yeterli iken; geç faz için gen trankripsiyonu ve de novo protein 

sentezi gerektirdiği ortaya konulmuştur (Madison vd., 1991, s. 389; Lynch, 2004, s. 90). 

Diğer bir ifade ile NMDA reseptörünün uyarılması sonucu postsinaptik nörona Ca+2 

girişine bağlı protein kinazların aktivasyonu ve sinapsa yeni reseptörlerin entegrasyonu 

kısa süreli plastisite ile ilişkili iken; uzun süreli plastisite, çeşitli protein kinazların 

etkinliğine bağlı olarak nükleusta CREB-1 bağımlı gen aktivasyonu gerektirmektedir. 
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SSS’de NMDA-bağımlı LTP oluşumunun istisnası CA3-yosunsu lif (mossy fiber) 

sinapslarıdır (Lynch, 2004, s. 93). Yosunsu lif tipi LTP, NMDA bağımlı LTP’nin aksine 

presinaptik terminalde aktivite-bağımlı intraselüler Ca+2 konsantrasyonunun 

yükselmesini gerektirmektedir. Ayrıca, presinaptik kainat reseptörlerinin endojen 

glutamat tarafından aktive edilmesinin de yosunsu lif tipi LTP’nin tetiklenmesinde 

fasilitatör bir rolü bulunmaktadır (Malenka ve Bear, 2004, s. 8). 

 

2.4.2.2. Öğrenme ve bellek süreçlerinde uzun süreli depresyonun rolü 

LTD, uzun paternli bir uyarı sonrasında nöronal sinapsların etkinliğinde saatlerce 

veya daha da uzun süren aktivite bağımlı bir azalmadır. LTD, LTP'nin tersine, sinaptik 

kuvvette uzun süreli bir düşüşe neden olur. Hipokampus ve serebellum, LTD süreçlerinin 

oldukça başarılı biçimde karakterize edildiği yerler olmakla birlikte; LTD oluşumunun 

SSS’nin başka alanlarında da meydana geldiği bilinmektedir. LTD'nin çeşitli 

nörotransmitterleri salgılayan farklı nöron türlerinde oluştuğu keşfedilmiş olmakla 

birlikte; LTD sürecinde rol oynayan ana nörotransmitterin glutamat olduğu bilinmektedir. 

L-glutamat’ın LTD oluşumu ile ilgili etkilerini, NMDA, AMPA ve metabotropik 

glutamat reseptörleri üzerinden gerçekleştirdiği düşünülmektedir. LTD’yi serebellar 

Purkinje hücrelerinde olduğu gibi güçlü bir sinaptik uyarım oluşturabileceği gibi; 

hipokampusta olduğu gibi zayıf bir sinaptik stimülasyon da indükleyebilir (Massey ve 

Bashir, 2007, s. 176). LTD’nin hipokampusla ilişkili tüm bellek tiplerine ait bilgilerin 

kodlanması süreçlerinde işlev gördüğü ve hipokampal LTD’nin eski bellek izlerinin 

temizlenmesi için önemli olduğu bilinmektedir (Malenka ve Bear, 2004, s. 8; Nicholls 

vd., 2008, s. 104; Malleret vd., 2010, s. 3813). Benzer şekilde, serebellumda paralel lif-

purkinje hücresi sinapslarında oluşan LTD’nin de motor öğrenmede önemli olduğu 

hipotezi ileri sürülmüştür (Schonewille vd., 2011, s. 43; s. 9).   

LTD’nin esas olarak postsinaptik reseptör yoğunluğundaki azalmadan 

kaynaklandığı düşünülmekle birlikte; presinaptik nörotransmitter salınımında azalmanın 

da bu süreçte rol oynaması mümkündür (Massey ve Bashir, 2007, s. 176). 

Özet olarak LTD, LTP’nin neden olduğu sinaptik güçlendirmeyi yapıcı bir şekilde 

kullanabilmek için spesifik sinapslarda selektif zayıflatıcı etki gösteren birkaç işlemden 

biridir. Sinapslardaki söz konusu zayıflatıcı etkinin yaşamsal bir önemi vardır; çünkü 

sinaptik gücün sürekli artmaya devam etmesi halinde maksimum etkinlik düzeyine ulaşan 

sinapsların yeni bilgileri kodlaması mümkün olmayacaktır (Purves, 2008, s. 197).  
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Günümüzde, sinaptik plastisite LTP’nin ve LTD’nin yanı sıra, sinaps 

morfolojisinde meydana gelen değişiklikler ile de ilişkilendirilmektedir. Örneğin, yeni ve 

işlevsel dendritik çıkıntıların (spine) oluşması ya da var olan uzantıların büyümesi gibi 

değişimlerin sinaptik plastisite ve dolayısıyla bilişsel işlevler açısından önemli olduğu 

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

 

2.4.3. Öğrenme ve bellek süreçlerinde nörotrofik faktörlerin rolü 

Nöronlar yașamak, farklılașmak ve nöroplastisite için kendi salgıladıkları 

nörotrofik faktörlere gereksinim duymaktadırlar. Nörotrofik faktörler, nöronların 

gelișimini ve korunmasını sağlayan biyomoleküllerdir. Büyüme için gereken trofik 

desteği sağlayarak hücre sağkalımını artırırlar ve hücre ölüm döngülerini inhibe ederler 

(Kotan vd., 2009, s. 27). 

Günümüzde nörotrofik faktörler arasında en iyi tanımlanmıș grup nörotrofinler 

(NT) olarak adlandırılan beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF), sinir büyüme faktörü 

(NGF), NT-3 ve NT-4/5’ten olușan gruptur (Hellweg ve Jockers-Scherübl, 1994, s. 2165).   

Nörotrofik faktörler, fizyolojik ișlevlerini hücre zarı reseptörlerine bağlanıp hücre 

içi sinyal ileti döngülerini düzenleyerek gerçekleştirmektedirler. Bu moleküllerin tirozin 

kinaz ailesi reseptörleriyle etkileşerek otofosforilasyon gerçekleştirdikleri ve bu 

mekanizma ile çeşitli intraselüler sinyal moleküllerini aktive ettikleri bildirilmiştir 

(McKay vd., 1999, s. 193). NGF, tirozin kinaz (Trk) A reseptörüne; BDNF ve NT–4/5, 

Trk B reseptörüne; NT–3 ise Trk C reseptörüne bağlanmaktadır (Kotan vd., 2009, s. 27). 

NT’lerin yüksek bağlanma gösterdikleri Trk reseptörlerinin yanı sıra; onlardan 

yapısal olarak farklı olan ve daha düşük bağlanma gösterdikleri pan-nörotrofik reseptörler 

olan p75 reseptörleri ile de etkileştikleri bildirilmiştir. Nörotrofik faktörler, reseptörlerine 

bağlandıktan sonra reseptörleri ile beraber hücre içine alınmaktadırlar (Kotan vd., 2009, 

s. 28; Meakin ve Shooter, 1992, s. 323). 

 Nörotrofik faktörlerin, trofik etkilerinin yanı sıra; sinir sisteminde sinaptik 

plastisitede yer alan moleküler olaylara katkıda bulundukları ve bilişsel işlevleri 

destekledikleri bilinmektedir (McKay vd., 1999, s. 193). Örneğin, hipokampusta yaşam 

boyu üretilen bir nörotrofik faktör olan NGF’nin septal kolinerjik nöronlara retrograd 

biçimde taşındığı, kolinerjik inputları ve böylece hipokampal plastisiteyi modüle edici 

etkiler gösterdiği bildirilmiştir. Endojen NGF blokajının hipokampal LTP’yi azalttığı ve 

uzamsal belleği bozduğu; dolayısıyla NGF’nin intakt erişkin beyinde plastisitenin ve 
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bellek ile ilgili fizyolojik mekanizmaların düzenlenmesinde önemli bir rolü olduğu rapor 

edilmiştir (Conner vd., 2009, s. 10883). 

Morris su labirenti, korku ile koşullanma ve pasif sakınma gibi testlerde öğrenme 

performansındaki artışa, BDNF’nin mesajcı ribonükleik asit ekspresyon düzeylerinde 

hızlı ve geçici bir artışın ve TrkB reseptör aktivasyonunun eşlik etmesi (Yamada ve 

Nabeshima, 2003, s. 268); anti-BDNF antikoru uygulanmış sıçanlarda pasif sakınma ve 

Morris su labirenti  testlerinde bellek parametrelerinin bozulması (Mu vd., 1999, s. 259; 

Alonso vd., 2002, s. 551) ve ayrıca NT-3 geni silinmiş farelerde uzamsal belleğin ve 

DG’de nörogenezin bozulduğunun gösterilmesi (Shimazu vd., 2006, s. 307) nörotrofik 

faktörlerin bilişsel işlevler açısından önemini ortaya koyan çalışmalardan bazılarıdır. 

Klinik çalışmalar, nörotrofik faktörlerin dengesiz dağılımının ve 

disregülasyonunun Alzheimer hastalığı gibi nörodejeneratif demanslarda karakteristik bir 

bulgu olduğuna işaret etmektedir (Schindowski vd., 2008, s. 43).   

 

2.4.4. Öğrenme ve bellek süreçlerinde nörogenezin rolü 

Nöronal kök hücrelerinden nöronların üretildiği sürece “nörogenez” adı 

verilmektedir. Genel kanının aksine, nörogenez yalnızca gelişim sürecindeki beyinde 

görülmez; nörogenez sürecinin erişkin beynin belirli bölgelerinde aralıksız devam ettiği 

bilinmektedir (Ernst ve Frisén, 2015, s. e1002045).  

Nörogenez, erişkin insan beyninde hipokampal DG ve subgranüler tabakada 

görülür (Altman, 1963, s. 573; Altman, 1965, s. 319; Altman, 1969, s. 433). Striatumda 

da yeni nöronlar oluşmakla birlikte, bunlar internöron özellik gösteren ve beynin diğer 

bölgelerine projekte olmayan nöronlardır. Diğer yandan, memelilerin diğer türlerinde, 

özellikle kemirgenlerde, yeni oluşan nöronlara bulbus olfactorius’ta da rastlanmaktadır 

(Dayer vd., 2003, s. 563; Vadodaria vd., 2014, s. 1114; Ernst vd., 2014, s. 1072). 

Beyinde nörogenez açısından en dikkat çekici bölge DG’dir. DG’de yeni oluşan 

nöronların bir kısmı, oluştuktan kısa bir süre sonra ölmekte (Shors vd., 2001, s. 372; 

Dayer vd., 2003, s. 563); diğer bir kısmı ise çevresindeki beyin dokusuna işlevsel olarak 

entegre olmaktadır (Toni vd., 2007, s. 727; Toni vd., 2008, s. 901; Vivar vd., 2012, 

s.1107). Yetişkin insanlarda hipokampusa her gün yaklaşık 700 yeni nöron eklenmektedir 

(Spalding vd., 2013, s.1219).  

Erişkin nörogenezinin bilişsel ve emosyonel süreçler üzerinde önemli bir etki 

potansiyeline sahip olduğu açıktır. Erişkin memeli beyninin DG, bulbus olfactorius gibi 
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bazı özel bölgelerinde progenitör hücrelerin mitotik aktivite gösterdiklerinin, olgun 

nöronlara dönüşerek işlevsellik kazandıklarının ve yerel sinir ağına entegre olduklarının 

ortaya konulması, öğrenme ve bellek alanında gerçekleştirilen çalışmalar açısından bir 

dönüm noktası olmuştur (Bruel-Jungerman vd., 2007a, s. 93).  

Hipokampal erişkin nörogenezinin öğrenme ve bellek için son derece önemli 

olduğu (Neves vd., 2008, s. 65); nörogenez kapasitesinde artışın bilişsel performansı 

artırdığı bilinmektedir. Yeni oluşan nöronların; bellek kapasitesini arttırdığı (Becker, 

2005, s. 722), anılar arasındaki bulanıklığı azalttığı (Wiskott vd., 2006, s. 329) ve anı-

zaman ilişkisini güçlendirdiği (Aimone vd., 2006, s. 723) ileri sürülmüştür.  

Diğer yandan, öğrenme etkinliğinin de nörogenezi artırdığını gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır (Gould vd., 1999, s. 260). Örneğin, deneklerde hipokampus bağımlı bir 

öğrenme tipi olan uzamsal öğrenmeyi destekleyen eğitimlerinin, DG’de yeni oluşan 

nöronların sayısında anlamlı bir artışa yol açtığı gösterilmiştir (Gould vd., 1999, s. 262; 

Shors vd., 2001, s.372; Dupret vd., 2008, s. 1). Hatta, bazı öğrenme tiplerinin nörogenez 

bağımlı olduğunu ileri süren araştırmalara rastlamak mümkündür (Shors vd., 2002, s. 

578). 

 

2.4.5. Öğrenme ve bellek süreçlerinde glia hücrelerinin rolü 

Glialar, santral ve periferik sinir sistemlerinde nöronlara destek ve koruma 

sağlayan hücrelerdir. SSS’deki glial hücreler; astrositler, oligodendrositler, ependimal 

hücreler ve mikroglialardır. Gliaların başlıca fonksiyonları, nöronları çevrelemek ve 

yerinde tutmak; nöronlara besin maddeleri ve oksijen sağlamak; bir nöronu başka bir 

nörondan izole etmek; patojenleri ve ölü nöronları yok etmek olarak sıralanabilir (Fields 

vd., 2014, s. 427).  

Astrositler, nöronlar ve kan damarları ile yakın temas halinde bulunan ve binlerce 

nöronu sarmalayan yıldız şeklinde glial hücrelerdir (Genoud vd., 2006, s. 2064; Oberheim 

vd., 2009, s. 3276). Bu hücrelerin GAP-bağlantılarıyla birbirine bağlanabildikleri ve 

komşu hücreler arasında çok az örtüşme ile yüksek oranda organize edilmiş anatomik 

alanlar oluşturabildikleri bilinmektedir (Houades vd., 2008; s. 5207; Oberheim vd., 2009, 

s. 3276). Sahip oldukları eşsiz morfolojik ve fenotipik özellikler sayesinde, astrositler 

çevrelerini hissedebilmekte ve çevresel değişikliklere dinamik olarak cevap 

verebilmektedirler. Astrositlerin glukoz metabolizmasının korunmasını, glutamat ve 

potasyum düzeylerinin izlemesini, serebral kan akışının düzenlenmesini ve nörotrofik 
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faktörlerin sekresyonunu da içeren çok çeşitli homeostatik ve destekleyici fonksiyonlara 

sahip oldukları bilinmektedir. Söz konusu destekleyici fonksiyonların hepsi normal 

nöronal işlevlerin sürdürülebilirliği ve dolayısıyla da bilişsel süreçlerin sağlıklı biçimde 

işlemesi için son derece önemlidir (Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskıda). 

Astrositlerin sinapslar ile olan uzamsal ilişkileri, homeostatik işlevleri ve 

sağladıkları metabolik desteğin yanı sıra eksprese ettikleri nörotransmitter reseptörlerinin 

çeşitliliği, bu hücrelerin SSS’de öğrenme ve bellek gibi özelleşmiş beyin fonksiyonlarına 

olası katılımlarının yakından incelenmesine neden olmuştur. Son yirmi yılda yapılan 

araştırmalar, astrositlerin bilgi işleme ve bellek oluşumunun altyapısını oluşturan ve 

nöronal aktiviteyi doğrudan etkileyen “sinaps oluşumunun regülasyonu”, “sinaptik 

transmisyon”, “nöromodülasyon” ve “plastisite” gibi işlevler üzerine şaşırtıcı etkileri 

olduğuna işaret etmiştir (Eroglu ve Barres, 2010, s.223; Araque vd., 2014, s. 728; 

Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskıda). 

Astrositlerin bellek süreçlerine katılımı ile ilişkili potansiyel mekanizmalar, Şekil 

2.9.’da özetlenmiştir. 

 

Şekil 2.9. Astrositlerin bellek süreçlerine katılımı ile ilişkili potansiyel mekanizmalar (Adamsky ve Goshen, 

2017, s. baskıda) 

 

Bellek modülasyonu için astrositlerin ve nöronların karşılıklı etkileşiminin son 

derece önemli olduğu kabul edilmektedir. Astrositlerin, öğrenme ve bellek süreçleri ile 

ilgili olumlu etkilerini, yeni sinaptik bağlantıların oluşumunu regüle ederek ve ayrıca var 

olan sinapslarda modülatör etkiler göstererek gerçekleştirdikleri düşünülmektedir. 

Sinaptik modülasyon üzerindeki etkilerinin ise bu hücrelerin “sinaptik aktivitiye yanıt 

verme”, “onu şekillendirme” ve hatta “sinaptik kılıf üzerindeki düzenleyici işlevleri” ile 
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ilişkili olduğu ileri sürülmüştür. Diğer yandan, astrositlerin doğrudan nöronlar üzerindeki 

modülatör etkilerinin de bilişsel işlevlerin sürdürülmesi için önemli olduğunun altını 

çizmek gerekir (Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskıda). 

Astrositlerdeki veziküler salınımın; öğrenme, depolama ve geri çağırma gibi 

süreçler ile ilişkili olduğu bilinen gama frekans bandındaki (25-80 Hertz) osilasyonların 

sürekliliğine ve tanıma belleğine katkıda bulunduğunu ortaya konulmuş ve söz konusu 

veziküler salınımın bellek oluşumuna ve konsolidasyonuna önemli ölçüde katkıda 

bulunabileceği ileri sürülmüştür (Başar-Eroglu vd., 1996, s. 101; Lee vd., 2014, s. E3343; 

Adamsky ve Goshen, 2017, s. baskıda). 

Veziküler salınıma ek olarak; astrositlerin sinaptik fonksiyonu modüle etmesine 

aracılık edebilecek başka mekanizmalar da önerilmiştir. Bunlardan biri de konneksin 

hemikanallarıdır (Chever vd., 2014, s. 11228; Bazargani ve Attwell, 2016, s. 182). Bellek 

konsolidasyonu sırasında konneksin43 hemikanallarının bloke edilmesinin, uzun süreli 

belleği bozduğu görülmüştür. Söz konusu bellek kaybının astrositlerden salındığı bilinen 

glutamat, glutamin, laktat, D-serin, glisin ve adenozin trifosfat gibi gliotransmitterlerin 

karışımının ko-infüzyonundan sonra düzelebildiği ileri sürülmüştür (Stehberg vd., 2012, 

s. 3649). Tüm bu bulgular, nöroaktif moleküllerin astrositler tarafından alımının ve onlar 

tarafından sağlanmasının bellek oluşumu ve konsolidasyonu için gerekliliğini ortaya 

koymuştur. 

Astrosit-nöron sinyalizasyonunda yer aldığı öne sürülen adaylardan biri de Ca+2 

bağlayıcı bir protein olan S100β’dir. Esas olarak astrositlerde sentezlendiği düşünülen bu 

protein, immunohistokimyasal çalışmalarda bir belirteç olarak kullanılmaktadır. İnsan 

S100β’sını aşırı düzeyde eksprese eden transgenik farelerin, hipokampal LTP 

oluşumlarında ve uzamsal öğrenme yeteneklerinde bozulma olduğu (Gerlai vd., 1995, s. 

26); buna karşılık S100β’dan yoksun mutant farelerde hipokampal LTP’nin arttığı ve 

hipokampus bağımlı öğrenme ve bellek işlevlerinin güçlendiği belirlenmiştir (Nishiyama 

vd., 2002, s. 4037). 

Astrositlerin, iyonların ve enerji substratlarının nöronlar ve lokal kan akımı 

arasındaki değişimini kontrol ettikleri bilinmektedir (Moore ve Cao, 2008, s. 2035). 

Güncel çalışmalar, astrositlerin sağladığı metabolik desteğin, civcivlerde ve 

kemirgenlerde bellek oluşumunda önemli rol oynadığına işaret etmiştir (Hertz ve Gibbs, 

2009, s.10; Suzuki vd., 2011, s. 810). Örneğin, bellek depolama işleminin ilk aşaması 

sırasında, glikojenolizin farmakolojik yolla inhibisyonunun, öğrenilen görevin geri 
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çağrılmasını engellediği gösterilmiştir. Glikojenoliz engellendiğinde, ekzojen laktat 

uygulamasının bellek bozukluğunun tamirine yardımcı olmuş olması, astrosit ile nöron 

arasındaki laktat taşınımının sinaptik plastisite ve uzun süreli bellek konsolidasyonu için 

gerekli olduğunun bir işareti olarak kabul edilebilir (Suzuki vd., 2011, s. 810). Diğer 

yandan, bilişsel performansta ilaç kullanımına bağlı artışın da astrositler tarafından 

nöronlara sağlanan metabolik destek ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Boury-Jamot vd., 

2016a, s. 1070, Boury-Jamot vd., 2016b, s. 1266; Zhang vd., 2016, s. 928). 

 

2.5. Deneysel Amnezi Modelleri 

Amnezi terimi; beyin hasarına yol açan cerrahi girişim, hastalık, fiziksel ya da 

psikolojik travma gibi nedenlerden kaynaklanan bellek bozuklukları ve kayıplarını ifade 

eder. Amnezik bireylerde tipik olarak belirli bellek türlerinde veya bellek işleme 

süreçlerinde eksiklikler görülür. Amnezi kısa süreli bellek, çalışma belleği ve uzun süreli 

bellek yeteneklerini çeşitli düzeylerde etkileyebilmektedir. Hasar oluşumundan öncesine 

ait olaylar ve bilgilere ait bellek kayıpları retrograd amnezi olarak adlandırılır. Lezyon 

sonrasında meydana gelen olaylara ait bellek kaybı ise anterograd amnezi olarak 

bilinmektedir (Gazzaniga vd., 2014, s. 382).  

Öğrenme, bellek ve dikkatin fizyolojik ve nörolojik temellerinin aydınlatılması, 

potansiyel terapötik ajanların etkilerinin araştırılması, çevresel kirleticilerin ve ilaç 

suistimalinin neden olduğu nörotoksik etkilerinin test edilmesinde deney hayvanı 

modelleri kritik bir önem taşımaktadır. Bilişsel işlev bozukluklarını araştırmak üzere en 

en yaygın kullanılan yöntemler, bellek bozukluğunun farmakolojik ajanlar ile 

indüklendiği modellerdir. Farmakolojik modeller, Alzheimer hastalığı ve yaşlanma ile 

ilişkili diğer demans tablolarının ve ayrıca Parkinson hastalığı ve şizofreni gibi 

hastalıklara eşlik eden bilişsel bozuklukların tedavisinde potansiyel nootropik ajanların 

olası etkilerinin test edilmesi için anahtar niteliğindedir (Levin ve Buccafusco, 2006, s. 

1). 

Günümüzden yaklaşık yarım yüzyıl önce, görece düşük doz muskarinik reseptör 

antagonisti uygulanan genç gönüllülerde, yaşlılardakine benzer bilişsel gerileme 

belirtilerinin görülmüş olması; beynin kolinerjik sisteminin bilişsel işlevler açısından 

önemini ortaya koymuştur (Drachman ve Leavitt, 1974, s. 121). Nitekim, SSS’de 

kolinerjik fonksiyon kaybının Alzheimer hastalığı ve senil demans ile yakından ilişkili 

olduğu bilinmektedir (Terry, 2006, s. 6). 
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Kolinerjik sistemin bilişsel işlevler için kritik öneminin ortaya konulmasını takiben, 

non-selektif muskarinik reseptör antagonisti bir madde olan “SCP” deney hayvanlarında 

bilişsel işlev bozukluğunu indüklemek amacı ile kullanılmaya başlanmıştır. Böylece, SCP 

ile indüklenmiş 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 sakınma 

(Bejar vd., 1999, s. 231; Albiston vd., 2004, s. 239; Foley vd., 2004, s. 93) ve korku 

koşullandırması (Wallenstein ve Vago, 2001, s. 245) gibi öğrenme ve bellek testleri ile 

kombine edilerek kullanılmaya başlanmıştır. 

SCP’nin yanı sıra bilişsel fonksiyonları bozduğu bilinen atropin (Nilsson ve Gage, 

1993, s.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 diğer muskarinik reseptör antagonistlerinin de 

deneysel amnezi modeli oluşturmak amacıyla kullanılabildiği rapor edilmiştir.  

Literatürde, muskarinik reseptörlerin yanı sıra; nikotinik reseptörlerin de bilişsel 

performans ile ilişkili süreçlere katıldığına ve bu reseptörleri uyaran ajanların nootropik 

etkili olduklarına ilişkin çalışmalara rastlamak mümkündür (Levin, 1992, s. 417; Decker 

vd., 1993, s. 571; Levin, 1996, s. 188). Muskarinik reseptör blokörü SCP’ye benzer 

biçimde non-selektif, non-kompetitif bir nikotinik reseptör antagonisti olan 

mekamilamin’in de rodentlerde amnezi oluşturmak amacı ile kullanılabildiği 

bilinmektedir (Roegge ve Levin, 2006, s. 22).  

Beynin öğrenme ve bellek süreçleri ile ilişkili diğer bir nöromediyatörü de 

glutamattır. Glutamat, bilişsel işlevler üzerindeki etkilerini özellikle NMDA reseptörleri 

aracılığı ile gösterir (Rezvani, 2006, s.38). Dolayısıyla, NMDA reseptörlerini bloke eden 

dizosilpin (MK-801), ketamin, fensiklidin ve 2-amino-5-fosfonopentanoat gibi ajanlar, 

deney hayvanlarında bilişsel işlev bozuklukluğu indüklemek için kullanılabilmektedir. 

NMDA-reseptör antagonistlerinin, özellikle hipokampus ya da amigdala ile ilişkili 

bilişsel performansı bozduğu gösterilmiştir (Rezvani, 2006, s.39).  

Literatürde kolinerjik ve glutaminerjik mekanizmaları hedef alan bilişsel bozukluk 

modellerinin yanı sıra; amnezi indüksiyonu amacıyla 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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etanolün (Raghavendra ve Kulkarni, 2001, s. 595; Singh vd., 2003, s. 1245; Rezayof vd., 

2010, s. 260) kullanıldığı çalışmalara da rastlamak mümkündür. 

 

2.6. Tofisopam 

1960 yıllarının ortalarında, klasik 1,4-benzodiazepin halka sistemindeki nitrojen 

atomlarının pozisyonlarının değiştirilmesi ile bir seri yeni kimyasal sentezlenmiştir. Bu 

kimyasallar benzodiazepin halka yapısında bulunan azot atomlarının pozisyonlarından 

dolayı 2,3-benzodiazepinler (homofitalazinler) olarak adlandırılmıştır (Szénási ve 

Hársing, 2004, s. 69; Hamed vd., 2007, s. 109). TOF, bu gruba ait ilk ilaçtır (Şekil 2.10.). 

Farmakokinetik profili açısından TOF’un absorbsiyonunun ve dağılımının 

(sıçanlarda tmax= 0,5-1 saat, insanlarda tmax=1-1,5 saat) oldukça hızlı olduğunu söylemek 

mümkündür. Ayrıca, plazma yarılanma ömrünün insanda 15-21 saat olduğu bilinmektedir 

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

 

Şekil 2.10. Tofisopam’ın kimyasal yapısı [1-(3, 4-dimetoksifenil)-5-etil-7, 8 dimetoksi-4-metil-5H-2, 3-

benzodiazepin] 

 

Sedatif-hipnotik, kas gevşetici ve antikonvülzan etkiler göstermeksizin 

anksiyolitik, antiparkinson ve vejetatif modülatör etkilere sahip bir ilaç olan TOF, 

Grandaxin® adı ile ilk olarak 1976 yılında ruhsatlandırılmıştır (Pellow ve File, 1986, s. 

212; Andrási vd., 1987, s. 1119; Szegó vd., 1993, s. 91; Kalashnikov vd., 2002, s. 59; 

Szénási ve Hársing, 2004, s. 69; Hamed vd., 2007, s. 109). TOF, günümüzde Çek 

Cumhuriyeti, Macaristan, Rusya ve Japonya dahil olmak üzere 15’den fazla ülkede 

anksiyete bozukluklarının tedavisi için reçete edilmektedir (Srivastava vd., 2014, s. 154; 

Rx Media Pharma®, 2017;). 
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TOF’un da üyesi olduğu homofitalazinlerin etki mekanizmaları halen 

kesinleşmemiş olmakla birlikte beyinde etkileştikleri bölgelerin 1,4-benzodiazepinlere 

göre farklılık gösterdiği bilinmektedir (Fekete vd., 1997, s. 175). Homofitalazinlerin 

farmakolojik etki mekanizmalarının GABAerjik, dopaminerjik ve opioiderjik sistemler 

ile ilişkili olabileceğini ileri süren çalışmalar bulunmaktadır. 

GABAerjik sistem ile ilişkili olarak, homofitalazinlerin GABAA-benzodiazepin 

reseptör kompleksine afinite göstermedikleri; ancak 1,4-benzodiazepinlerin bu 

reseptörün benzodiazepin bağlanma bölgesine olan afinitelerini artırdıkları bildirilmiştir. 

Homofitalazinlerin GABAA reseptörlerine musimol bağlanmasını da artırdıkları 

gösterilmiştir (Saano, 1986, s. 201; Andrási vd., 1987, s. 1119; Hamed vd., 2007, s. 109).  

TOF’un dopaminerjik sistem ile ilişkisinin araştırıldığı klinik bir çalışmada, günde 

iki kez 100 mg dozunda TOF uygulamasının, hastaların serebrospinal sıvılarında 

homovanilikasit konsantrasyonunu belirgin bir şekilde azalttığı tespit edilmiştir. TOF’un 

SSS’de dopamin agonisti benzeri davranış sergileyebileceği öne sürülmüştür. TOF’un 

dopaminerjik agonist bir ilaç olan apomorfin ile ya da indirekt agonistler olan amfetamin 

ve amineptin ile birlikte uygulanmasının, bu ilaçların davranış üzerindeki etkilerini 

potansiyelize ettiği gösterilmiştir (Hovi-viander vd., 1985, s. 492). Diğer yandan, lityum 

ile kronik tedavinin, dopaminerjik ilaçların etkinliğinde TOF aracılıklı 

potansiyelizasyonu engellediği gösterilmiştir. Bu bulgu TOF’un, santral dopaminerjik 

reseptör duyarlılığında, lityum ile engellenebilen bir artışa neden olduğuna işaret etmiştir 

(Chopin vd., 1985, s. 917). Dopaminerjik sinyal transdüksiyonu ile ilişkili olarak yapılan 

diğer bazı çalışmalar, homofitalazinlerin dopaminerjik reseptörler üzerine karışık tip 

agonist/antagonist benzeri etkiler gösterdiklerini ortaya koymuştur (Pellow ve File, 1986, 

s. 221). Diğer yandan, bu maddelerin etkilerini beyninde nigrostriatal sistemde 

kendilerine özgü bağlanma bölgelerinde, özel bir sinyal transdüksiyonu aracılığı ile 

gösteriyor olmaları da mümkündür (Fekete vd., 1997, s.175; Horváth vd., 2000, s. 309; 

Hamed vd., 2007, s.110).   

Homofitalazinlerin farmakolojik etkilerinin opioid sinyal transdüksiyonu ile ilişkili 

olabileceğini düşündüren çalışmalar da bulunmaktadır. Bu maddelerin opioid 

agonistlerinin etkinliğini selektif olarak artırdıkları hem in vivo hem de in vitro çalışmalar 

ile gösterilmiştir (Fekete vd., 1997, s. 175; Horváth vd., 2000, s. 309; Hamed vd., 2007, 

s. 110). Örneğin, TOF ve benzeri bileşiklerin opioidlerin antinosiseptif etkilerini 

potansiyalize edebildiği bildirilmiştir (Horváth vd., 2000, s.309). Homofitalazinlerin 
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farmakolojik etkinliklerinin morfin toleransı olan hayvanlarda ortadan kalkması, bu 

bileşiklerin etki mekanizmalarının opioid nörotransmisyonu ile ilişkili olabileceğine 

işaret eden diğer bir bulgudur (Fekete, 1997, s. 175). Diğer yandan bu ilaçların, 

opioidlerden ve benzodiazepinlerden farklı olarak bağımlılık yapıcı özelliklerinin 

olmadığı ileri sürülmüştür (Srivastava vd., 2014, s. 154).  

TOF’un R-enantiomeri olan dekstofisopam’ın ise klasik reseptörlere veya iyon 

kanallarına belirgin bir afinite göstermediği; ancak SSS’de özel bir bağlanma bölgesine 

sahip olduğu ileri sürülmüştür. Söz konusu bağlanma bölgesinin klasik 1,4- veya 1,5-

benzodiazepin reseptörlerinden farklı olduğu ve 2,3-benzodiazepin reseptörü olarak 

karakterize edilebileceği bildirilmiştir (Leventer vd., 2008, s. 198). Bazı araştırma 

grupları, bu reseptörleri “girisopam bağlanma bölgesi” olarak adlandırmıştır (Rundfeldt 

vd., 2010, s. 1319). Kortikal bölgelerde yoğunlaşan klasik benzodiazepin reseptörlerinin 

aksine; 2,3-benzodiazepin reseptörlerinin subkortikal ganglia, substantia nigra ve 

hipotalamus’ta lokalize olduğu bildirilmiştir (Leventer vd., 2008, s. 198). 

Homofitalazinlerin etki mekanizmalarına ilişkin bir başka yaklaşım ise hedef 

proteinin bir reseptör molekülü değil; sinyal iletim süreçlerinde rol oynayan proteinlerin 

fosforilasyonunda rol alan düzenleyici bir molekül olabileceğine ilişkin varsayımdır 

(Horváth vd., 2000, s. 309).  

TOF’un PDE 1, 2, 3, 4, 5 ve 10 izoenzimlerine yüksek afinite ile bağlandığı ve bu 

enzimleri inhibe ettiği bilinmektedir (Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfeldt vd., 2010, s. 

1323). Bu ilacın PDE-2, PDE-4 ve PDE-10 izoenzimlerine gösterdiği afinitenin, 

rolipram’ın PDE-4 enzimine olan afinitesinden daha yüksek olduğu bildirilmiştir 

(Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfeldt vd., 2010, s. 1323). PDE enzim inhibitörlerinin 

beyindeki sinyal yolaklarında sAMP ve/veya sGMP düzeylerini yükselttikleri; bu ikinci 

habercilerin de bellek konsolidasyonu için gerekli olan CREB miktarlarını artırarak 

öğrenme ve bellek süreçlerini güçlendirdikleri bilinmektedir (Heckman vd., 2015, s.108). 

Nitekim, rolipram ve zaprinast gibi PDE enzim inhibitörlerinin bilişsel performansı 

artırdıkları bilinmektedir (Kanes vd. 2007, s. 239; Akar, 2014, s. 105; Akar vd., 2015, s. 

86). TOF’un selektif PDE inhibisyonu yaparak psikozun adjuvant tedavisinde özellikle 

negatif ve kognitif semptomlarının giderilmesinde yararlı olabileceği bildirilmiştir 

(Rundfeldt vd., 2010, s. 1323).  

Anksiyete tedavisi için kullanılan klasik 1,4-benzodiazepinlerin bilişsel işlevlerde 

neden olduğu aksaklıklar göz önünde bulundurulduğunda (Chapouthier ve Venault, 2002, 
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s. 841; Inamura vd., 2015, s. 171), anksiyolitik bir ilaç olan TOF’un PDE enzim inhibitörü 

etkinliği ile ilişkili olarak sahip olduğu nootropik etki potansiyelinin terapötik açıdan 

oldukça değerli olabileceği açıktır. Bununla birlikte, literatürde TOF’un bilişsel işlevler 

üzerine etkisine ilişkin çalışmalar son derece sınırlı sayıdadır. Bunlardan biri, Szegó ve 

arkadaşları tarafından 1993 yılında yapılmıştır. Söz konusu çalışmada TOF’un 

psikomotor ve entelektüel performansı bozmadığı; hatta aksine hafif stimüle edici etkisi 

olduğu ileri sürülmüştür (Szegó vd., 1993, s. 91). Arushanian ve arkadaşları tarafından 

yapılan diğer bir çalışmada ise, TOF’un tekrarlı uygulanmalarının genç erişkinlerde 

görsel ve sözel kısa süreli belleği iyileştirdiği bildirilmiştir (Arushanian vd., 2004, s. 23). 

Dikkat üzerinde olumsuz etkiler göstermemesi, bağımlılık ve tolerans gelişimi gibi 

sorunlara neden olmaması da bu ilacın üstün yönleri olarak bildirilmiştir (Srivastava vd., 

2014, s. 154). 

Bu bilgilerin ışığında, bu tez çalışmasında, bilişsel performansı artırıcı potansiyele 

sahip bir ilaç olan TOF’un bellek bozuklukları üzerine olası teapötik etkilerinin 

araştırılması planlanmıştır.  
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3. GEREÇLER 

3.1. Deney Hayvanları 

Deneyler için 200-250 g ağırlığında, aynı yaşta, erkek Wistar sıçanlar 

kullanılmıştır. Deneylerde kullanılan hayvanlar 12 saat karanlık 12 saat aydınlık 

döngüsünde (ışıklar 800-2000 arasında açılmaktadır), 24 ± 1°C sıcaklıktaki iyi 

havalandırılan odalarda bulundurulmuş ve standart hayvan yemi ile beslenmişlerdir.  

 

3.2. Kullanılan Kimyasal Madde ve İlaçlar 

Tofisopam (Grandaxin®) (Egis PLC, Budapest, Macaristan) 

Pirasetam (Nootropil®) (UCB Pharma, İstanbul, Türkiye) 

Skopolamin hidrobromür (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 tavşan 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 (Sigma, St. Louis, MO, ABD) 

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

Sodyum karboksimetil selüloz (Sigma, St. Louis, MO, ABD) 

Tween® 80  (Sigma, St. Louis, MO, ABD) 

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

Serum fizyolojik (Adeka, Samsun, Türkiye) 

 

3.3. Kullanılan Cihazlar 

Pasif sakınma cihazı (Ugo Basile, 7551, Verase, İtalya) 

Morris su labirenti test cihazı (Ugo Basile, 40185, Verase, İtalya) 

Aktivite kafesi cihazı (Ugo Basile, 7420, Verase, İtalya) 

Rota-rod cihazı (Ugo Basile, 47700, Verase, İtalya) 

Perfüzyon cihazı (Cole-Parmer Instrument Co., Vera 

Manostat® pump, IL, ABD) 

Mikrotom cihazı (Thermo Scientific, Shandon 

AS325, MA, ABD) 

StereoInvestigator görüntüleme sistemi (MicroBrightField Inc., VT, ABD) 

Işık mikroskobu (Leica, DM3000, Wetzlar, 

Almanya) 

Hassas terazi  (Ohaus, E 12140, Greifensee, 

İsviçre) 

Kronometre  
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4. YÖNTEMLER 

4.1. İlaç Uygulamaları 

TOF, sıçanlara 50, 100 ya da 200 mg/kg dozlarda gastrik gavaj (per oral, p.o.) ile 

uygulanmıştır (Ozawa ve ark., 1994, s. 181). Pozitif kontrol olarak tercih edilen pirasetam 

(PRS)’ın dozu ise 200 mg/kg (p.o.) olarak belirlenmiştir (Alikatte vd., 2012, s.844). 

Kontrol çözeltisi olarak TOF’u çözmekte kullanılan %5 karboksimetilselüloz - Na  / % 

0,04’lük Tween 80 (w/w) çözeltisi kullanılmıştır.  

TOF, PRS ve kontrol çözeltisi 7 gün süre ile her gün birer kez uygulanmıştır. 

 

4.2. Deneysel Amnezi Modelinin Oluşturulması 

Öğrenme ve bellek parametrelerinin değerlendirildiği testlerde SCP ile indüklenmiş 

amnezi modeli oluşturmak amacıyla ilişkili deney gruplarına edinim denemelerinden 30 

dakika önce 0,5 mg/kg (i.p.) dozunda SCP uygulanmıştır (Guan ve ark., 2010, s. 222).  

Deney grupları aşağıdaki biçimde oluşturulmuştur; 

Motor aktivite deneyleri için, 

Kontrol grubu : 7 gün süre ile her gün düzenli olarak %5 

karboksimetilselüloz - Na  / % 0,04’lük Tween 80 

(w/w) solüsyonu uygulanan grup. 

TOF (50 mg/kg)  

grubu 

: 7 gün süre ile her gün düzenli olarak 50 mg/kg dozda 

TOF uygulanan grup. 

TOF (100 mg/kg)  

grubu 

: 7 gün süre ile her gün düzenli olarak 100 mg/kg 

dozda TOF uygulanan grup. 

TOF (200 mg/kg)  

grubu 

: 7 gün süre ile her gün düzenli olarak 200 mg/kg 

dozda TOF uygulanan grup. 

 

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

rod) için, her biri 8’er sıçandan oluşan ayrı ayrı gruplar oluşturulmuştur.  
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Öğrenme deneyleri için, 

Kontrol grubu : 7 gün süre ile her gün düzenli olarak %5 

karboksimetilselüloz - Na  / % 0,04’lük Tween 80 

(w/w) solüsyonu ve edinim denemelerinin 30 dakika 

öncesinde serum fizyolojik uygulanan grup. 

SCP grubu : 7 gün süre ile her gün düzenli olarak %5 

karboksimetilselüloz - Na  / % 0,04’lük Tween 80 

(w/w) solüsyonu ve edinim denemelerinin 30 dakika 

öncesinde 0,5 mg/kg SCP uygulanan grup. 

SCP + PRS (200 

mg/kg) grubu 

: 7 gün süre ile 200 mg/kg dozunda PRS ve edinim 

denemelerinin 30 dakika öncesinde 0,5 mg/kg SCP 

uygulanan grup. 

SCP + TOF (50 

mg/kg)  grubu 

: 7 gün süre ile her gün düzenli olarak 50 mg/kg 

dozunda TOF ve edinim denemelerinin 30 dakika 

öncesinde 0,5 mg/kg SCP uygulanan grup. 

İmmünohistokimyasal incelemeler ilgili deney gruplarındaki sıçanların davranış 

deneylerinin bitimini takiben gerçekleştirilmiştir. 

 

4.3. Motor Aktivitenin Değerlendirilmesi 

4.3.1. Aktivite kafesi testi 

Davranış deneylerinin gerçekleştirildiği tüm gruplardaki hayvanların dikey ve 

yatay lokomotor aktivite sayıları, aktivite kafesi cihazı ile 10 dakika boyunca 

kaydedilmiştir (Can vd., 2011, s. 1971). 

 

4.3.2. Rota-rod testi 

Motor koordinasyon parametrelerindeki olası değişikliklerin değerlendirilmesi 

amacıyla Rota-rod cihazı (Ugo Basile, 47700, Varese, Italya) kullanılmıştır. Deneye 

alınacak hayvanlara, uygulamalardan önce üç gün süre ile alıştırma (training) yapılmış; 

test günü cihaz 8 rpm sabit hıza ayarlanmış ve sıçanların dönen milin üzerinden düşme 

süreleri kaydedilmiştir (Spolidório vd., 2007, s. 185).  
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4.4. Öğrenme ve Bellek Parametrelerinin Değerlendirilmesi 

4.4.1. Pasif sakınma testi 

Pasif sakınma testi, korku ile koşullandırılmış duygusal belleğin değerlendirilmesi 

için kullanılmıştır (Gacar ve ark., 2011, s.317). Cihaz 22x21x22 cm ölçülerinde iki farklı 

bölmeden oluşmaktadır. Aydınlatılmış beyaz bölme, elektrik akımı uygulayabilen (0,5 

mA) ızgara zemine sahip karanlık bir bölmeye bağlıdır. Kaçınılması olanaksız elektrik 

akımı, bir şok jeneratörü aracılığı ile deney hayvanının ayaklarına uygulanmaktadır. 

Bölmeler, zemininde otomatik işleyen sürgülü bir kapı bulunduran düz bir kesit ile 

ayrılmaktadır.  

Hayvanlara deneyin başlangıcında bir deneme eğitimi uygulanmıştır. Bu amaçla 

aydınlık bölmeye bırakılmış olan sıçanların; bölmeler arasındaki kapının 30 saniye sonra 

açılması ile karanlık alana serbestçe geçmeleri sağlanmıştır. 15 dakika sonra da edinim 

denemesi uygulanmıştır. Deney hayvanları tekrar aydınlık bölmeye yerleştirilmiş ve 30 

saniyelik bir alışma periyodu sonrasında bölmeler arası kapı açılarak, deney hayvanının 

karanlık alana ilk geçiş süresi (İGS) olarak kaydedilmiştir. Deney hayvanının aydınlık 

bölmeden karanlık alana geçişi 300 saniye içerisinde gerçekleşmezse, deney hayvanı 

deneyden elimine edilmiştir. Deney hayvanı karanlık alana tamamen girdiğinde, bölmeler 

arasındaki kapı otomatik olarak kapanmış ve ızgara zemin aracılığı ile 3 saniye süren 0,5 

mA’lik elektrik şoku deney hayvanının ayaklarına uygulanmıştır. Daha sonra deney 

hayvanı cihazdan uzaklaştırılarak kafesine konulmuştur. Edinim denemeleri arasında her 

bir bölme, olası koku ipuçlarını ortadan kaldırmak amacıyla temizlenmiştir. 

Edinim denemesinden 24 saat sonra bellek denemesi uygulanmıştır. Ağrılı uyaran 

ile edinilen bellek, deney hayvanlarının karanlık alana ikinci giriş sürelerindeki (İkGS) 

gecikmenin kaydedilmesi ile değerlendirilmiştir. Bu deneme süresince elektrik şoku 

verilmemiştir. Deney hayvanının karanlık alana girmesi için maksimum 300 saniye 

beklenmiştir. 

 

4.4.2. Morris su labirenti testi 

Morris su labirenti testi, deney hayvanlarında uzamsal öğrenme ve bellek işlevlerini 

değerlendirmek amacıyla gerçekleştirilmiştir.  

Test cihazı, 60 cm yükseklikte ve 150 cm çapında dairesel bir tanktır. Tank, 25 ± 

1°C su ile 50 cm yüksekliğe kadar doldurulmuş ve silindirik kaçış platformu, su 

seviyesinin 2 cm altında kalacak şekilde deney süresince hep aynı bölmeye yerleştirmiştir 
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(Grünblatt vd., 2007, s.761-762). Tankın içerisindeki su, kaçış platformunu gizleyecek 

şekilde süt tozu ile opak hale getirilmiştir. 

Sıçanlar 4 gün boyunca her gün 5 dakikalık aralarla birbirini takip eden dört 

denemeye tabi tutulmuştur. Deneye alınan sıçan yüzü tank duvarına bakacak şekilde, 

tankın hipotetik olarak bölünmüş dört eşit kadranından birine nazikçe yerleştirilmiştir. 

Sıçanlar, her yeni denemede takip eden bölmeden olmak üzere suya bırakılmış ve 

platformu keşfetmelerine kadar geçen süre “kaçış süresi” (escape latency) olarak 

kaydedilmiştir. Suya bırakılan sıçanın kaçış platformunu keşfetmesi için 120 saniye 

zaman tanınmış (cut-off) ve platformu bulan hayvanın platform üzerinde 20 saniye 

kalmasına izin verilmiştir. Platformun 120 saniyelik sürede keşfedilememesi durumunda 

hayvan manuel olarak platforma yönlendirilmiştir. Deneye alınan hayvan, edinim 

denemelerinin bitiminde bir havlu ile kurulanarak tekrar barındırıldığı kafese 

yerleştirilmiştir.  

Edinim denemelerinin sonunda (5. gün) platform tank içinden alınmış ve 

hayvanların tank içerisinde 120 saniye süre ile serbestçe yüzmelerine izin verilmiştir. Bu 

denemelerde hayvanların hedef kadranda geçirdikleri süre kaydedilmiştir (Sharma ve 

Singh, 2011, s. 679).  

 

4.5. Doku İşleme ve İmmünohistokimyasal Boyama Protokolü 

İmmünohistokimyasal incelemelere alınan tüm sıçan gruplarına davranış deneyleri 

sonrasında halotan ile anestezi uygulanmıştır. Sıçanlar transkardiyal olarak önce 0,1 M 

fosfat tamponlu serum fizyolojik (pH 7,4) ile ardından fosfat tamponu içindeki % 4’lük 

paraformaldehit ile perfüze edilmiştir. Beyin, serebellum ve olfaktör bulbus da dâhil 

olmak üzere, disekte edildikten sonra gece boyunca % 4’lük paraformaldehit içerisinde 

post-fiksasyona tabi tutulmuştur. Tespit edilen dokular, artan konsantrasyonda etanol 

serisinden geçirilip dehidrate edildikten sonra ksilen ile saydamlaştırılma ve parafin ile 

sertleştirme işlemleri uygulanmıştır. Sertleştirilen beyin dokuları parafin bloklara 

gömülmüştür.  

Daha sonra, mikrotom ile koronal planda 3 μm kalınlığında alınan doku kesitleri 

arasından, hipokampusu ayırt etmek amacıyla, bregma referans noktasına göre -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) koordinatları ile uyumlu kesitler seçilmiştir.  
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Seçilen kesitler, bir fırça yardımıyla 45°C’lik su banyosuna alındıktan sonra pozitif 

şarjlı lamlara monte edilmiştir. Daha sonra, 70°C’deki etüvde 30 dakika bekletilmiş ve 

üç ayrı ksilen kabında 10’ar dakikalık deparafinizasyon işlemi tamamlanmıştır. Örnekler 

bu işlemi takiben, önce azalan konsantrasyonda etanol serisi, sonra musluk suyu ve sonra 

da distile su ile 1’er dakika muamele edilerek hidrate edilmiştir.  

İmmünohistokimyasal boyama öncesinde kesitlerde oluşabilecek antijen 

maskelenmesini elimine etmek amacıyla; kesitler 10 mM, pH 6,0 sitrat tamponu 

içerisinde yüksek basınçta kaynama noktasına kadar ısıtılarak antijen retrieval protokolü 

uygulanmıştır. Oda sıcaklığında soğutulan preparatlar boyama işlemine alınmıştır. 

Hipokampal formasyonda astrositleri tespit etmek için anti-GFAP, sinaptik 

yoğunluğun incelenmesi amacıyla anti-sinaptofizin ve hücre proliferasyonu düzeylerinin 

tayini amacıyla da anti-Ki67 antikorları kullanılarak immünohistokimyasal olarak 

boyanmıştır. 

Boyama işleminin tamamı, kapalı bir kutu içerisinde nemli bir ortamda 

gerçekleştirilmiştir. Lamlara monte edilmiş dokuların etrafı doku sınırlama kalemi ile 

sınırlandırılmıştır. Kesitlerde endojen peroksidaz aktivitesinin önlenmesi için %3’lük 

hidrojen peroksit çözeltisi ve non-spesifik zemin boyanmasını önlemek için 20 dakika 

süreyle blokaj solüsyonu uygulanmıştır. Bu işlemleri takiben, primer antikor uygulaması 

gerçekleştirilmiş ve dokular 8 saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Ardından 

primer antikor amplifiye edici solüsyonda 30 dakika ve Horseradish peroksidaz 

(yabanturbu peroksidaz enzimi) polimer solüsyonunda da 20 dakika inkübe edilmiştir. 

Boyama işlemi süresince blokaj solüsyonu uygulanması basamağı dışındaki tüm 

işlemlerden sonra kesitler nötral pH’lı fosfat tamponu ile yıkanmıştır.  

Kesitlerin görünür hale getirilmesi amacıyla, 3 dakika süre ile 3,3'-diaminobenzidin 

uygulanmış ve sonra akan musluk suyu ile yıkama yapılmıştır. Zıt boyama için tüm 

preparatlara 1 dakika Harris hematoksilen boyası uygulanmış ve sonra yine akan musluk 

suyu ile yıkama yapılmıştır. Zıt boyama işleminin ardından, lamlar artan konsantrasyonda 

etanol serisi ve ksilen ile çalkalanmış ve sonra ksilen bazlı kapama maddesi kullanılarak 

kapatılmıştır. 
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4.6. Işık Mikroskopisi ve İmmünoreaktivitenin Değerlendirilmesi 

İmmümohistokimyasal incelemeler için hazırlanan tüm kesitler 2,5X objektif lensli 

ışık mikroskobu ve bilgisayar destekli görüntüleme sistemi StereoInvestigator (Version 

9.0) ile görselleştirilmiştir.  

Görselleştirilen preparatlarda, öncelikle küçük büyütmeli objektifte dorsal 

hipokampusa ait alanların konturları çizilerek hipokampusun temel nöron katmanları 

belirlenmiştir. Sayımlar ve dansitometrik ölçümler için tarafsızlığın sağlanabilmesi 

amacıyla her bir kesitten alınan fotomikrograflar sistematik randomize örnekleme metodu 

kullanılarak seçilmiştir. Hesaplamalarda mikroskobik kalibrasyon skalası aracılığıyla 

büyütme faktörüne göre hesaplanan gerçek uzunluk birimleri kullanılmıştır. 

Fotomikrografların immünoreaktiviteleri, ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethhesda, MD, ABD) görüntü işleme ve analiz programı aracılığıyla değerlendirilmiştir. 

 Sinaptofizin (Şekil 4.1.) ve GFAP (Şekil 4.2.) immünoreaktiviteleri CA1-2, CA3 

ve DG alanlarında immünohistokimyasal olarak boyalı bölgelerin dansitelerine göre 

seçilen alanlara karşılık gelen piksel sayısı baz alınarak, eşit ölçekli fotomikrograflar 

üzerinden hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.1. Anti-sinaptofizin antikoru ile immünohistokimyasal boyama işlemi gerçekleştirilmiş sıçan 

hipokampusunun temsili fotomikrografı, optik büyütme: 4X (A). CA1-2, CA3 ve DG 

bölgelerinde birim alana düşen sinaptofizin dansitelerini belirlemek amacıyla sistematik 

rastgele örnekleme metodu ile fotomikrografları alınan bölgeleri gösteren 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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Şekil 4.2. Anti-GFAP antikoru ile immünohistokimyasal boyama işlemi gerçekleştirilmiş sıçan 

hipokampusunun temsili fotomikrografı, optik büyütme: 4X (A). CA1-2, CA3 ve DG 

bölgelerinde birim alana düşen GFAP dansitelerini belirlemek amacıyla sistematik rastgele 

örnekleme metodu ile fotomikrografları alınan bölgeleri gösteren diyagram (B). 

 

Ki-67 dansitesi ise DG’nin granüler hücre tabakası ve subgranüler bölge 

alanlarından (Şekil 4.3.) eşit ölçekli alınan fotomikrogramlarda birim alana düşen Ki-67 

immünopozitif hücre sayısından yola çıkılarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.3. Anti-Ki-67 antikoru ile immünohistokimyasal boyama işlemi gerçekleştirilmiş sıçan 

hipokampusunun temsili fotomikrogramı, optik büyütme: 4X (A).  DG bölgelerinde birim 

alanda bulunan Ki-67 immünopozitif hücre sayısını belirlemek amacıyla sistematik rastgele 

örnekleme metodu ile fotomikrografları alınan bölgeleri gösteren diyagram (B).  

 

Ayrıca, CA1-2, CA3 ve DG bölgeleri için birim alana düşen hücre sayıları da zıt 

boyama ile görselleştirilen nükleuslar sayılarak hesaplanmıştır. 
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4.7. İstatistiksel Değerlendirme 

İstatistiksel hesaplamalar ve grafik çizimleri için GraphPad Prism 6.01 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, ABD) paket programı kullanılmıştır.  

Gruplar arasında çoklu karşılaştırma yapmayı gerektiren veriler tek yönlü varyans 

analizi (ANOVA) ve ardından Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi uygulanarak; Morris 

su labirentinde ölçülen kaçış sürelerine ilişkin veriler ise çift yönlü ANOVA-tekrarlı 

ölçüm testi ve ardından Bonferroni çoklu karşılaştırma testi uygulanarak 

değerlendirilmiştir. Sonuçlar, ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak verilmiştir. 

p<0,05 değeri anlamlı kabul edilmiştir. 
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5. BULGULAR ve TARTIŞMA 

5.1. Sağlıklı Sıçanlarda Motor Aktivitenin Değerlendirilmesi 

Deney hayvanlarının lokomotor aktivitelerinde ve motor koordinasyonlarında 

herhangi bir nedenle oluşabilecek değişikliklerin, eş zamanlı olarak yürütülen diğer 

davranış deneylerinin sonuçlarını etkileyebildiği, araştırmacının elde ettiği veriyi “yanlış 

pozitif” ya da “yanlış negatif” olarak yorumlamasına neden olabildiği bilinmektedir 

(Savić ve ark., 2009, s.1186; Gacar ve ark., 2011, s.319).   

Bu nedenle, bu tez çalışmasında TOF’un olası anti-amnezik etkisi araştırılmadan 

önce, bu ilacın motor aktivite üzerine olası etkinliği araştırılmıştır. Bu amaçla, deneylere 

alınan sıçanların spontan lokomotor aktiviteleri “aktivite kafesi” testleri ile ve motor 

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

 

5.1.1. Aktivite kafesi testine ilişkin bulgular 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg (p.o.) 

dozlarda TOF uygulamasının, sıçanların aktivite kafesi testinde ölçülen “yatay hareket 

sayıları” üzerine etkileri Şekil 5.1.’de sunulmuştur. 
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Şekil 5.1.  50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda TOF uygulamalarının sıçanların aktivite kafesi 

testinde ölçülen “yatay hareket sayıları” üzerine etkileri. Kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık *p<0,05; ***p<0,001; 50 mg/kg TOF grubuna göre anlamlı farklılık  δδδ p<0,001;   Tek 

yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=8. 

 

Elde edilen veriler, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 gün uygulanmasının sıçanların 

“yatay hareket sayıları” üzerinde anlamlı bir değişikliğe neden olmadığını ortaya 

koymuştur. Diğer yandan, bu ilacın 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda uygulanması 

sıçanların toplam “yatay hareket sayılarını” anlamlı biçimde azaltmıştır.   
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Şekil 5.2., 7 gün boyunca her gün düzenli olarak 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 

mg/kg (p.o.) dozlarda TOF uygulamalarının, sıçanların “dikey hareket sayıları” üzerine 

etkilerini göstermektedir. Elde edilen veriler, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 gün 

uygulanmasının, sıçanların “dikey hareket sayılarını” değiştirmediğine; ancak 100 mg/kg 

ve 200 mg/kg dozların bu sayıyı anlamlı biçimde azalttığına işaret etmiştir.    

D
ik

e
y
 h

a
r
e
k

e
t 

sa
y
ıs

ı

0

50

100

150

200

Kontrol

TOF (50 mg/kg)

TOF (100 mg/kg)

TOF (200 mg/kg)

***, 
***, 

 

Şekil 5.2.  50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda TOF uygulamalarının sıçanların aktivite kafesi 

testinde ölçülen “dikey hareket sayıları” üzerine etkileri. Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık 
***p<0,001; 50 mg/kg TOF grubuna göre anlamlı farklılık  δδδp<0,001; Tek yönlü varyans 

analizi, takiben Tukey çoklu karşılaştırma testi, n=8. 

 

5.1.2 Rota-rod testine ilişkin bulgular  

7 gün boyunca her gün düzenli olarak 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg (p.o.) 

dozlarda TOF uygulamasının, sıçanların Rota-rod testinde ölçülen “dönen milin 

üzerinden düşme süreleri” üzerine etkileri Şekil 5.3.’de sunulmuştur. 
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Şekil 5.3.  50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda TOF uygulamalarının sıçanların Rota-rod testinde 

ölçülen “düşme süreleri” üzerine etkileri. Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık ***p<0,001; 

50 mg/kg grubuna göre anlamlı farklılık  δδδ p<0,001; 100 mg/kg grubuna göre anlamlı farklılık  
υυ p<0,01; Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey çoklu karşılaştırma testi, n=8. 
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Elde edilen veriler, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 gün uygulanmasının, sıçanların 

“düşme süreleri” üzerinde anlamlı bir değişikliğe neden olmadığını orataya koymuştur. 

Diğer yandan, bu ilacın 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda uygulanması “düşme 

sürelerini” anlamlı biçimde kısaltmıştır. 

Aktivite kafesi ve Rota-rod deneylerinden elde edilen veriler, TOF’un 100 mg/kg 

ve 200 mg/kg dozlarda sıçanların yatay ve dikey yönlerdeki lokomotor aktivite sayılarını 

azalttığına ve motor koordinasyonlarını zayıflattığına işaret etmiştir. Diğer yandan, 

TOF’un 50 mg/kg dozu hayvanların motor aktiviteleri üzerine herhangi bir olumsuz 

etkiye neden olmamıştır.  

Deney hayvanlarında motor aktivitenin bozulduğu dozlar ile çalışmanın davranış 

deneyleri üzerindeki olumsuz etki potansiyeli (Savić ve ark., 2009, s.1186; Rundfelt vd., 

2010, s. 1319; Gacar ve ark., 2011, s.319) nedeniyle, bu çalışmada 100 mg/kg ve 200 

mg/kg dozlar elenmiştir. Dolayısıyla, TOF’un deneysel amnezi modeli oluşturulmuş 

sıçanlarda öğrenme ve bellek parametreleri üzerine etkinliği yalnızca 50 mg/kg’lık doz 

kullanılarak araştırılmıştır. 

 

5.2. Öğrenme ve Bellek Parametrelerinin Değerlendirilmesi 

Bu tez çalışmasında TOF’un anti-amnezik etki potansiyeli “Pasif Sakınma” ve 

“Morris Su Labirenti” testleri ile değerlendirilmiştir.  

  

5.2.1. Pasif sakınma testine ilişkin bulgular 

7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) 

ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF 

(SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların pasif sakınma testinde ölçülen “karanlık alana 

geçiş süreleri” ne ilişkin bulgular Şekil 5.4.’de sunulmuştur.  

Pasif sakınma testinin 1. gününde, edinim denemelerinden elde edilen bulgular 

Şekil 5.4A’da gösterilmiştir [F (3,31)=0,94; p>0,05]. Tukey HSD çoklu karşılaştırma 

testi sonuçları, sıçanların edinim denemeleri sırasında ölçülen karanlık alana İGS’leri 

değerlerinin gruplar arasında anlamlı bir farklılık göstermediğini ortaya koymuştur. 
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Şekil 5.4. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların pasif sakınma testinde ölçülen karanlık alana geçiş süreleri. 

Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık ++p<0,01;  Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=8. 

 

Pasif sakınma testinin 2. gününde, bellek denemelerinden elde edilen bulgular ise 

Şekil 5.4B’de gösterilmiştir [F (3,31)=8,69; p<0,001]. Bu verilere ilişkin Tukey HSD 

çoklu karşılaştırma testi sonuçları, SCP uygulanan sıçanların karanlık alana İkGS’lerinin, 

kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde kısa olduğunu ortaya koymuştur (p<0,001). SCP 

uygulanan sıçanların karanlık alana giriş sürelerindeki kısalma, bu hayvanların karanlık 

bölmede uygulanan elektrik şokunu öğrenemediklerine ve hatırlayamadıklarına işaret 

etmiştir.  

Diğer yandan, SCP ile amnezi oluşturulan grupların 7 gün süre ile PRS (p<0,01) ya 

da TOF (p<0,01) ile tedavi edilmiş olması, bu sıçanların İkGS değerlerini anlamlı ölçüde 

uzatmıştır. Diğer bir ifade ile SCP ile amnezi indüklenen sıçanların 7 gün süre ile 200 

mg/kg PRS ya da 50 mg/kg TOF ile tedavi edilmesi, bu hayvanların bilişsel 

performanslarındaki bozulmayı düzeltici yönde etki göstermiştir. PRS ve TOF uygulanan 

amnezik sıçanların İkGS değerleri ile kontrol grubunun İkGS değerleri arasında anlamlı 

bir fark görülmemiştir (Şekil 5.4B). 

 

5.2.2. Morris su labirenti testine ilişkin bulgular  

Şekil 5.5., 7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan 

sağlıklı (Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 
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50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların Morris su labirenti testinde 

ölçülen “platformu bulma sürelerinin" değişimini göstermektedir.  
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Şekil 5.5. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların Morris su labirenti testinde ölçülen “platformu bulma süreleri". 

Kontrol grubunun karşılık gelen gününe göre anlamlı farklılık **p<0,01,***p<0,001; 

SCP+Kontrol grubunun karşılık gelen gününe göre anlamlı farklılık ++p<0,01, +++p<0,001; 

Kontrol grubu 1. gün değerine göre anlamlı farklılık ^^p<0,01, ^^^p<0,001; Kontrol grubu 2. gün 

değerine göre anlamlı farklılık ϕp<0,05, ϕϕϕp<0,001; SCP+Kontrol grubu 1. gün değerine göre 

anlamlı farklılık &&p<0,01; SCP+Kontrol grubu 2. gün değerine göre anlamlı farklılık υp<0,05; 

SCP+PRS grubu 1. gün değerine göre anlamlı farklılık ///p<0,001; SCP+PRS grubu 2. gün 

değerine göre anlamlı farklılık µp<0,05, µµµp<0,001; SCP+TOF grubu 1. gün değerine göre 

anlamlı farklılık éép<0,01, ééép<0,001; SCP+TOF grubu 2. gün değerine göre anlamlı farklılık 
Ψp<0,05; Çift yönlü tekrarlı varyans analizi, takiben Bonferroni çoklu karşılaştırma testi, n=8.  

 

Çift yönlü tekrarlı varyans analizi sonuçları amnezik sıçanların platformu bulma 

süreleri üzerinde hem tedavi faktörünün [F (12,105)=21,07; p<0,001]  hem de zaman 

faktörünün [F (12,105)=72,31; p<0,001] etkili olduğunu ortaya koymuştur. Tedavi ile 

zaman arasında anlamlı bir etkileşim bulunmamaktadır [F (12,105)=1,68, p>0,05]. 

Çoklu karşılaştırma için uygulanan Bonferroni testi, SCP uygulanan sıçanların 

Morris su labirenti testinin 2. (p<0,01), 3. (p<0,001) ve 4. (p<0,001) günlerinde ölçülen 

platformu bulma sürelerinin, kontrol grubundaki sıçanlara göre anlamlı biçimde yüksek 

olduğunu ortaya koymuştur. Bu bulgular, SCP uygulanan sıçanların platformu 

bulmalarının daha uzun sürdüğüne; diğer bir ifade ile bu hayvanların platformun yerini 

öğrenme performanslarının düşük olduğuna işaret etmiştir. Diğer yandan, 7 gün süresince 

her gün düzenli olarak 200 mg/kg PRS ya da 50 mg/kg TOF ile tedavi edilmiş olan 

amnezik sıçanların platformu bulma süreleri, tedavi edilmeyen amnezik hayvanlara göre, 
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her üç günde de (2., 3. ve 4. günler) kayda değer ölçüde kısalmıştır (Şekil 5.5.). Bu bulgu, 

50 mg/kg dozunda 7 günlük TOF tedavisinin, sıçanların öğrenme performanslarında SCP 

ile indüklenen bozulmayı düzeltici yönde etki gösterdiğine işaret etmiştir.  

Şekil 5.6., 7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan 

sağlıklı (Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 

50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların Morris su labirenti testinde 

ölçülen “hedef kadranda geçirilen süre" parametrelerinin değişimini göstermektedir [F 

(3,31)=26,32; p<0,001]. 

Tukey HSD çoklu karşılaştırma testinin sonuçları, SCP uygulanmış amnezik 

sıçanların hedef kadranda geçirdikleri sürenin sağlıklı kontrol hayvanlarına göre anlamlı 

derecede kısa olduğunu ortaya koymuştur (p<0,001). Bu bulgu, amnezik sıçanların saklı 

platformun bulunduğu hedef kadranı hatırlamakta güçlük çektiğine işaret etmiştir.  
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Şekil 5.6. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol), 200 mg/kg PRS (SCP+PRS) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların Morris su labirenti testinde hedef kadranda geçirdikleri süreler. 

Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık +++p<0,001; Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, 

n=8. 

 

Diğer yandan, 7 gün süresince her gün düzenli olarak 200 mg/kg PRS (p<0,001) ya 

da 50 mg/kg TOF (p<0,001) uygulanan amnezik sıçanlar, hedef kadranda, tedavi 

edilmeyen amnezik hayvanlara göre daha uzun süre geçirmişlerdir (Şekil 5.6.). Bu bulgu, 

50 mg/kg dozunda 7 günlük TOF tedavisinin sıçanların bellek performanslarında SCP ile 

indüklenen bozulmayı düzeltici yönde etki gösterdiğine işaret etmiştir.  

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

antagonisti bir ilaçtır. Bu maddenin, mitokondri kaynaklı reaktif oksijen türlerinin neden 
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olduğu oksidatif stres aracılığıyla beyinde asetilkolin seviyelerini azalttığı ve kolinerjik 

disregülasyona neden olduğu bilinmektedir (Melo vd., 2003, s. 117). Preklinik çalışmalar 

öğrenmeyi ve kısa süreli belleği bozan bu ajanın; muskarinik reseptör sinyal yolakları, 

apoptoz, hücre iskeletinin rekonstrüksiyonu, protein trafiği ve hücre farklılaşması ile 

ilişkili genler de dâhil olmak üzere geniş bir gen spektrumunun ekspresyonunu 

etkilediğini göstermiştir (Hsieh vd., 2003, s. 1007). Deney hayvanlarına uygulandığında, 

demans ve Alzheimer hastalığı gibi klinik durumlarda gözlenen bilişsel işlev 

bozukluklarını taklit eden bir tablo indükleyen SCP, kemirgenlerde deneysel amnezi 

modeli oluşturmak amacıyla sıklıkla kullanılmaktadır. Söz konusu amnezi modeli 

nootropik ilaç geliştirme çalışmaları için akla gelen ilk tarama yöntemleri arasındadır 

(Ebert, 1998, s. 944; Deiana vd., 2009, s. 53; Choi vd., 2011, s. 93).  

Bu nedenle bu tez çalışmasında, bilişsel işlev bozukluğunu indüklemek amacıyla 

SCP kullanılmıştır. Yürütülen in vivo deneyler sonucunda, pasif sakınma ve Morris su 

labirenti testinden elde edilen bulgular, SCP uygulanmış sıçanların öğrenme ve bellek 

performanslarının bozulduğunu ortaya koymuştur. Dolayısıyla bu çalışmada deneysel 

amnezi modelinin başarı ile oluşturulduğu söylenebilir.  

Modelin oluşturulmasını takiben, SCP ile indüklenen amnezi üzerine TOF’un olası 

terapötik etkileri araştırılmıştır. Elde edilen bulgular TOF’un 50 mg/kg dozunda 7 günlük 

uygulamasının, sıçanlarda SCP ile indüklenen öğrenme bellek bozukluklarını referans 

ilaç olan PRS ile karşılaştırılabilir düzeyde iyileştirdiğini ortaya koymuştur (Şekil 5.4., 

5.5. ve 5.6.). 

Literatürde TOF’un öğrenme ve bellek üzerindeki etkilerine dair çok az sayıda 

çalışma bulunmaktadır. Bunlarda biri olan ve Szegó ve arkadaşları tarafından 1993 

yılında yapılan bir çalışmada, TOF’un, diğer benzodiazepinler gibi psikomotor ve 

entelektüel performansı bozmadığı; aksine hafif uyarıcı bir etki gösterdiği ileri 

sürülmüştür (Szegó vd., 1993, s. 91). Arushanian ve arkadaşları tarafından yapılan klinik 

bir çalışmada ise, TOF’un tekrarlı uygulanmalarının genç erişkinlerde görsel ve sözel kısa 

süreli belleği iyileştirdiği bildirilmiş; söz konusu nootropik etkinliğin, diürnal ritim 

değişikliklerinden ve deneklerin cinsiyetinden etkilendiği ileri sürülmüştür (Arushanian 

vd., 2004, s. 23). Sözü edilen bu çalışmalar, bu araştırmada elde edilen bulguları destekler 

özelliktedir.   

Diğer yandan, oldukça eski tarihli bir başka klinik çalışmada; 1. gün bölünmüş 

dozlar halinde toplam 200 mg, 2. gün ise tek doz 100 mg/kg TOF uygulanmış deneklerin 
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bellek performansları ölçülmüştür. Çalışma sonucunda, TOF’un diazepam ve alkolden 

farklı olarak, deneklerin bilişsel performanslarını bozmadığı bildirilmiştir. Ancak söz 

konusu çalışmada TOF uygulaması, deneklerin bilişsel performanslarını artırıcı yönde de 

bir etki göstermemiştir (Seppälä vd., 1980, s. 209). Bu sonuç, bu tez çalışmasında elde 

edilen bulgular ile örtüşmemekle birlikte; söz konusu çalışmada kullanılan denek 

sayısının azlığı (her grupta 6 denek), uygulanan doz şemasının farklılığı ve preklinik ve 

klinik çalışmalar arasındaki olası farklılıklar, böyle çelişkili bulgulara neden olmuş 

olabilir.  

Yapılan literatür taramalarında, TOF’un bilişsel işlevler üzerindeki etkinliği ile 

ilişkili olarak yukarıda sözü edilen birkaç küçük kapsamlı klinik çalışmanın dışında 

herhangi bir rapora rastlanmamıştır. Dolayısıyla bu tez çalışması, TOF’un öğrenme ve 

bellek bozuklukları üzerindeki olası terapötik potansiyelinin deneysel bir amnezi modeli 

kullanılarak araştırıldığı ilk kapsamlı preklinik çalışma olma özelliği taşımaktadır.  

Bu çalışmada, TOF’un anti-amnezik etkisinin ortaya konulmasının ardından, bu 

etkinin altında yatabilecek olası mekanizmaların araştırılması planlanmıştır. Bu 

bağlamda, beyinde öğrenme, bellek ve mantık yürütme gibi işlevlerin regülasyonunu 

yapan ana merkez olan hipokampus’a (Jarrard, 1993, s. 9; Goel vd. 2004, s. 654) 

odaklanılmış ve TOF uygulamasının amnezik sıçanların hipokampuslarında neden 

olduğu bazı morfolojik değişiklikler araştırılmıştır. 

 

5.3. İmmünohistokimyasal İncelemelere İlişkin Bulgular 

5.3.1. Hipokampal formasyona ait bölgelerde sinaptofizin immünoreaktivitelerine 

ilişkin bulgular 

Sinapslarda nörotransmisyonda rol oynayan proteinlerin ekspresyonlarında ve 

miktarlarında meydana gelen değişimlerin, sinaptogenez için önemli olduğu 

bilinmektedir (Hajjar vd., 2013, s. 1). Bu nedenle, bu tez çalışmasında, nöroplastisitedeki 

olası değişimlerin bir belirteci olarak, pre-sinaptik bir protein olan sinoptofizin’in 

immünoreaktivitesi değerlendirilmiştir. 
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Şekil 5. 7. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal DG alanlarında sinaptofizin immünoreaktivitelerinin temsili görüntüleri (Ölçek: 25 

μm) 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-

sinaptofizin antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu DG alanından 

elde edilen fotomikrograflar Şekil 5.7.’de gösterilmektedir.  

Söz konusu fotomikrograflarda, DG’nin üst kolundaki granüler hücre katmanı, 

hematoksilen Harris solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. 
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Fotomikrogramda kahverengi boyalı olarak görülen bazal sinaptofizin dansitesinin (Şekil 

5.7A), SCP uygulanmasına bağlı olarak azaldığı (Şekil 5.7B), TOF tedavisinin ise 

azalmış sinaptofizin immünoreaktivitesini artırdığı (Şekil 5.7C) görülmektedir. 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların DG alanlarından elde edilmiş fotomikrograflarda 

sinaptofizin dansitesindeki değişim Şekil 5.8.’de gösterilmiştir [F(2,17)= 18,2;  p<0,001].  
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Şekil 5.8. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal DG bölgelerinde birim alana düşen sinaptofizin dansiteleri. Kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık *p<0,05; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık +++p<0,001.  Tek yönlü 

varyans analizi, Takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-

sinaptofizin antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal 

CA1 alt-alanlarından elde edilen fotomikrograflar Şekil 5.9.’da gösterilmektedir. 
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Şekil 5.9. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal CA1 alt-alanlarında sinaptofizin immünoreaktivitelerinin temsili görüntüleri 

(Ölçek: 25 μm) 

 

Söz konusu fotomikrograflarda, CA1 alanındaki piramidal hücre tabakası 

hematoksilen Harris solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. Piramidal 

nöronların sr doğrultusunda uzanan dendritik arborizasyonları, immünoreaktivitenin 

gözlenmediği boyanmamış alanlar olarak görülmektedir. Sr ve so alanlarında görülen 

kahverengi boyalı bölgeler ise sinaptofizin pozitif akson terminallerini göstermektedir. 

Fotomikrografda görülen immünoreaktif alanlar incelendiğinde, kontrol grubuna ait bazal 

sinaptofizin düzeyinin (Şekil 5.9A), SCP uygulanmasına bağlı olarak azaldığı (Şekil 
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5.9B) ve TOF tedavisinin azalmış sinaptofizin immünoreaktivitesini artırdığı (Şekil 

5.9C) görülmektedir. 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipokampal CA1-2 alanlarından elde edilmiş 

fotomikrograflarda sinaptofizin dansitesindeki değişim Şekil 5.10.’da gösterilmektedir [F 

(2,17)= 14,48; p<0,001].  
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Şekil 5.10. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal CA1-2 alt-alanlarında birim alana düşen sinaptofizin dansiteleri. Kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılık ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık 
++p<0,01;  Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların, dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-

sinaptofizin antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal 

CA3 alanlarından elde edilen fotomikrograflar Şekil 5.11.’de gösterilmektedir. 

Söz konusu fotomikrografda, CA3 alanındaki piramidal hücre katmanı 

hematoksilen Harris solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. Sl alanında 

görülen kahverengi boyalı bölgeler sinaptofizin pozitif akson terminallerini 

göstermektedir. Fotomikrografta görülen immünoreaktif alanlar incelendiğinde, kontrol 

grubuna ait bazal sinaptofizin düzeyinin (Şekil 5.11A), SCP uygulanmasına bağlı olarak 

azaldığı (Şekil 5.11B), TOF tedavisinin ise azalmış sinaptofizin immünoreaktivitesini 

artırdığı (Şekil 5.11C) görülmektedir. 
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Şekil 5.11. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve 

kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik 

sıçanların hipokampal CA3 alt-alanlarında sinaptofizin immünoreaktivitelerinin temsili 

görüntüleri (Ölçek: 25 μm) 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipokampal CA3 alt-alanlarından elde edilmiş 

fotomikrograflarda birim alana düşen sinaptofizin dansitesindeki değişim Şekil 5.12.’de 

gösterilmiştir [F (2,17)= 8,19; p<0,01].  
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Şekil 5.12. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal CA3 alt-alanlarında birim alana düşen sinaptofizin dansitesi. Kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık *p<0,05; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık ++p<0,01; Tek yönlü 

varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

Hipokampal sinaptofizin immünoreaktivite düzeylerinin araştırıldığı testlerden elde 

edilen verileri değerlendirmek için kullanılan Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi 

sonuçları, deneysel amnezi modeli oluşturulan sıçanlarda DG (Şekil 5.8.), CA1-2 (Şekil 

5.10.) ve CA3 (Şekil 5.12.) bölgelerinde birim alandaki sinaptofizin dansitelerinin kontrol 

grubuna göre anlamlı düzeyde azaldığına işaret etmektedir.  

Sinaptofizin, moleküler ağırlığı 38 kDa olan Ca+2 bağlayıcı bir integral membran 

glikoproteinidir. Nöronlarda küçük sinaptik veziküllerin ve bazı nöroendrokrin hücrelerin 

küçük veziküllerinin ana bileşeni olan sinaptofizin’in sinaptik veziküllerin ekzositozunda 

rol oynadığı ve sinaptik vezikül döngüsünün etkinliğini modüle ettiği bildirilmiştir 

(Fletcher vd., 1991, s. 1617; Chen vd., 1998, s. 238; Schmitt vd., 2009, s. 234).   

Sinaptofizin ekspresyonundaki artışın sinaptik işlevlerdeki artışa işaret ettiği kabul 

edilmektedir (Alder vd., 1995, s. 511; Edelmann vd., 1995, s. 224; Hajjar vd., 2013, s. 5). 

Öğrenme ve bellek oluşumu, sinaptik plastisitenin son derece kritik olduğu fizyolojik 

işlevlerdir. Bu bağlamda, sinaptofizin’in bilişsel süreçler açısından önem taşıma 

potansiyeli açıktır. Nitekim sinaptofizin’in öğrenme ve bellek ile ilişkili süreçlerde rol 

oynadığına ilişkin çok sayıda kanıt bulunmaktadır. Bunlardan en çarpıcı olanı 

sinaptofizin gen delesyonu oluşturulmuş transgenik farelerin uzamsal öğrenme ve tanıma 

belleği parametrelerinin, yabanıl tipe kıyasla zayıfladığının gösterilmiş olmasıdır 

(Schmitt vd., 2009, s. 234). Diğer yandan, öğrenmenin ana merkezlerinden biri olan 

hipokampusta sinaptofizin seviyelerinin yaşlanma ile azalıyor olmasının (Chen vd., 1998, 

s.238 ) yanı sıra; çevresel zenginleştirme (Nilsson vd., 1999, s.569; Duffy vd., 2001, s.26) 
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ve fiziksel egzersiz (Anderson vd., 2000, s.425; Yaffe vd., 2001, s. 1703) gibi 

uygulamaların bilişsel süreçler üzerinde olumlu etkilerine, beyin sinaptofizin 

düzeylerinde artışın eşlik ediyor olması (Frick ve Fernandez, 2003, s. 615; 

Nithianantharajah vd., 2004, s. 200; Lambert vd., 2005, s. 206) da bu proteinin bilişsel  

işlevler üzerindeki olumlu rolünü doğrulamaktadır.  

Literatürde hipokampal sinaptofizin miktarındaki azalmanın ya da işlevlerindeki 

zayıflamanın bilişsel işlev bozuklukları ile ilişkilendirildiği çalışmalar vardır. Örneğin, 

kronik serebral hipoperfüzyon ile bilişsel bozukluk oluşturulmuş sıçanlarda Moris su 

labirenti testi ile değerlendirilen uzamsal öğrenme ve bellek parametrelerinin bozulduğu 

ve hipokampusta sinaptofizin seviyelerinin azaldığı bildirilmiştir (Liu vd., 2005, s. 169). 

Bir başka bilişsel işlev bozukluğu modeli olan trimetiltin ile indüklenen amnezi 

modelinde de benzer sonuçlar elde edilmiş; farelerin bozulan uzamsal öğrenme 

parametrelerine hipokampal sinaptofizin ekspresyonunda azalmanın eşlik ettiği 

gösterilmiştir (Zhang vd., 2014, s. 222). Deneysel Alzheimer modeli oluşturmak için 

sıklıkla kullanılan bir ajan olan amiloid peptid beta (Aβ 25-35)’nın hipokampal doku 

kültürlerinde neden olduğu presinaptik değişikliklerin araştırıldığı diğer bir çalışmada ise 

Aβ 25-35 uygulamasının, sıçan hipokampusunda sinaptofizin’in hem ekspresyon 

düzeyinde hem de protein miktarında azalmaya yol açtığı gösterilmiştir (Suh vd., 2008, 

s. 691). Nitekim, Alzheimer hastalarında hipokampal sinaptofizin seviyelerinin sağlıklı 

kontrollere oranla ileri derecede azalmış olduğu; hastalığın erken evrelerinde düşük olan 

bu farkın ilerleyen evrelerde giderek arttığı gösterilmiştir (Sze vd., 1997, s. 933).  

Sözü edilen çalışmaları destekler nitelikte olmak üzere, bu tez çalışmasında da SCP 

ile deneysel amnezi modeli oluşturulmuş sıçanlarda ortaya çıkan öğrenme ve bellek 

bozukluklarına, hipokampusun CA1-2, CA3 ve DG bölgelerinde birim alana düşen 

sinaptofizin dansitesinde azalma eşlik etmiştir (Şekil 5.8., 5.10. ve 5.12.). Diğer yandan 

7 günlük TOF tedavisi; amnezik sıçanlarda hipokampal formasyonun ilişkili bölgelerinde 

azalmış olan sinaptofizin dansitesini anlamlı ölçüde artırmıştır.  

 

5.3.2. Gyrus dentatus bölgelerinde Ki-67 immünoreaktivitelerine ilişkin bulgular 

Hipokampus, erişkin nörogenezinin gerçekleştiği önemli bir bölgedir (Klempin ve 

Kempermann, 2007, s. 271). Yeni nöronlar, hl ile granüler hücre tabakası arasındaki 

sınırda yerel olarak oluşur ve daha sonra olgun nöronların morfolojik ve fonksiyonel 

özelliklerini geliştirdikleri granüler hücre tabakasına göç ederler (Stanfield ve Trice, 
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1988, s. 399). Bu nöronlar sinapsları oluşturur ve nöronal devrelere entegre hale gelmek 

için hipokampal CA3 bölgesindeki hücrelere bağlanan aksonal çıkıntılarını uzatırlar (van 

Praag vd., 2002, s. 1030). Son araştırmalar; erişkin beyninde hipokampal nörogenezin 

öğrenme ve bellek ile yakından ilişkili olduğunu göstermiştir (Cameron ve McKay, 2001, 

s. 406). Yeni nöronların üretilmesi, bellek kapasitesinde artışa neden olur (Becker, 2005, 

s. 722) ve geri çağırma süreçlerinde olası aksaklıkları önler (Wiskott vd., 2006, s.329). 

Dolayısıyla, yetişkin DG'de nörogenez artışının, bellek performansını artırabileceği ileri 

sürülmüştür (Gould vd., 1999, s. 262; Shors vd., 2001, s.372; Dupret vd., 2008, s. 1; Deng 

vd. 2010, s. 339). Bu bağlamda, öğrenme ve bellek üzerine terapötik etki gösteren 

farmakolojik ajanların etki mekanizmalarının, nörogenez üzerindeki olumlu etkileri ile 

ilişkili olması son derece olasıdır. Bu nedenle bu çalışmada, TOF’un anti-amnezik 

etkisinin, nörogenez üzerindeki olası bir değişiklik ile ilişkili olup olmadığı mitotik bir 

belirteç olan Ki-67 (Wojtowicz ve Kee, 2006, s. 1399)  kullanılarak araştırılmıştır.  

Hipokampusta erişkin nörogenezinin köken aldığı prekürsör hücreler granüler 

hücre tabakası ile hl arasında bulunan ve subgranüler bölge olarak adlandırılan dar bir 

doku bandında bulunmaktadır (Kempermann vd., 2015, s. 2). Bu nedenle bu çalışmada, 

nörogenezde meydana gelen olası değişiklikler, hipokampusun söz konusu alanında 

değerlendirilmiştir.  

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-Ki-

67 antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal DG 

alanlarından elde edilmiş fotomikrograflar Şekil 5.13.’te gösterilmiştir. 

Söz konusu fotomikrograflarda, DG’nin üst kolundaki granüler hücre tabakası, 

hematoksilen Harris solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. Kahverengi 

boyanmış alanlar, Ki-67 immünopozitif progenitör hücrelerin nükleuslarını temsil 

etmektedir. Fotomikrograflarda görülen immünoreaktif alanlar incelendiğinde, kontrol 

grubuna ait bazal proliferatif hücre sayısının (Şekil 5.13A), SCP uygulanmasına bağlı 

olarak azaldığı (Şekil 5.13B), TOF tedavisinin ise azalmış olan proliferatif hücre sayısını 

artırdığı (Şekil 5.13C) görülmektedir. 
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Şekil 5.13. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve 

kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik 

sıçanların hipokampal DG alanlarında Ki-67 immünoreaktivitelerinin temsili görüntüleri 

(Ölçek: 25 μm) 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipkampal DG alanlarından elde edilmiş 

fotomikrograflarda birim alanda bulunan Ki-67 immünopozitif hücre sayılarındaki 

değişim Şekil 5.14.’de gösterilmiştir [F (2,17)= 11,87; p<0,001]. 
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Şekil 5.14.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal DG bölgelerinde birim alana düşen Ki-67 immünopozitif hücre sayıları. Kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılık ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık 
+p<0,05;  Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

 

Hipokampal Ki-67 immünoreaktivitesinin araştırıldığı testlerden elde edilen 

verileri değerlendirmek için kullanılan Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi sonuçları, 

deneysel amnezi modeli oluşturan sıçanlarda DG (Şekil 5.14.) bölgelerinde Ki-67 

immünoreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azaldığına işaret etmiştir. 

Ki-67 proteini, erişkin beyninde nörogenezi izlemek için sıklıkla tercih edilen 

endojen bir belirteçtir. Bu protein G1, S, G2 ve mitoz dâhil hücre döngüsünün tüm aktif 

fazlarında bulunup, G0 fazında dinlenim durumundaki hücrelerde bulunmadığından 

prolifere olan hücreler için “mitotik bir belirteç” olarak kabul edilmektedir. Mitoz 

süresince eksprese edilmesi, kısa bir yarılanma ömrüne sahip olması ve 

immünohistokimyasal olarak kolaylıkla tespit edilebilmesi onu benzer amaçla kullanılan 

diğer belirteçlerden daha avantajlı hale getirmektedir (Scholzen ve Gerdes, 2000, s. 311; 

Kim vd., 2009; s.151). 

Hipokampal proliferasyonun Ki-67 ile takip edildiği çok sayıda çalışma, DG’de 

hücre proliferasyonundaki artışın nootropik etkinlik ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

(Moon vd. 2016; s.173; Kim ve Park, 2017, s.143). Benzer biçimde, DG’de 

proliferasyondaki azalma da öğrenme ve bellek süreçlerinde zayıflama ile ilişkili 

bulunmuştur. Örneğin, SCP ile indüklenmiş amnezi modeli oluşturulmuş farelerde 

öğrenme ve bellek parametrelerinin yanı sıra; hipokampal nörogenezin göstergesi olarak 

kabul edilen doublecortin (DCX) ve Ki-67 immünoreaktif hücre sayılarının azaldığı rapor 

edilmiştir (Lee vd., 2015, s. 1). Diğer bir çalışmada da erişkin erkek farelere kronik SCP 
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uygulanmasının Ki-67 immünoreaktif hücre sayısını zamana bağlı olarak azalttığı 

bildirilmiştir (Yan vd., 2014, s. 1731). 

Sözü edilen çalışmaların sonuçları ile uyumlu olarak, bu tez çalışmasından elde 

edilen bulgular da SCP ile deneysel amnezi modeli oluşturulmuş sıçanlarda ortaya çıkan 

öğrenme ve bellek bozukluklarına Ki-67 immünoreaktivitesinde azalmanın eşlik ettiğini 

ortaya koymuştur. Diğer yandan 7 günlük TOF tedavisi amnezik sıçanlarda hipokampal 

formasyonun ilişkili bölgelerinde azalmış olan Ki-67 immünopozitif hücre nükleuslarının 

sayısını, tedavi edilmeyen amnezik sıçanlara göre anlamlı ölçüde artırmıştır (Şekil 5.14.). 

Elde edilen bu bulgular, TOF’un anti-amnezik etkisinin, bu ilacın nörogenezi artırma 

kapasitesi ile ilişkili olabileceğine işaret etmektedir. 

 

5.3.3. Hipokampal formasyona ait bölgelerde birim alanda bulunan nöron 

sayılarına ilişkin bulgular 

Bu çalışma kapsamında, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 günlük uygulamasının DG’de 

nöronal proliferasyonu artırdığının ortaya konulmasından sonra, bu ilacın hipokampusun 

DG, CA 1-2 ve CA3 alanlarında nöron sayıları üzerine herhangi bir etki gösterip 

göstermediği araştırılmıştır. 

Şekil 5.15., 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan 

sağlıklı (Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların DG bölgelerinde birim alana düşen granüler hücre 

sayılarını göstermektedir [F(2,15)= 17,15; p<0,001]. 
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Şekil 5.15.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların DG 

bölgelerinde görüntülenen birim alana düşen granüler hücre sayıları. Kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık ***p<0,001; Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu 

karşılaştırma testi, n=6. 
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Şekil 5.16., 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan 

sağlıklı (Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipokampal CA1-2 alt bölgelerinde birim alana düşen 

piramidal hücre sayılarını göstermektedir [F(2,15)= 17,15; p<0,001]. 
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Şekil 5.16.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

CA1-2 bölgelerinde birim alana düşen piramidal hücre sayıları. Kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık **p<0,01; Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, 

n=6. 

 

Şekil 5.17., 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan 

sağlıklı (Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipokampal CA3 alt bölgelerinde birim alana düşen 

piramidal hücre sayılarını göstermektedir [F(2,15)= 3,91; p<0,05]. 
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Şekil 5.17.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal CA3 bölgelerinde birim alana düşen piramidal hücre sayıları. Kontrol grubuna 

göre anlamlı farklılık *p<0,05; Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu 

karşılaştırma testi, n=6. 
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Hipokampal bölgelerde nöron sayılarının araştırıldığı testlerden elde edilen verileri 

değerlendirmek için kullanılan Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi sonuçları, deneysel 

amnezi modeli oluşturan sıçanlarda hipokampal DG (Şekil 5.15.), CA1-2  (Şekil 5.16.) 

ve CA3 (Şekil 5.17.) alanlarında nöron sayılarının kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde 

azaldığına işaret etmektedir. Diğer yandan 7 günlük TOF tedavisi amnezik sıçanlarda 

hipokampal formasyonun söz konusu bölgelerinde azalmış olan nöron sayılarını anlamlı 

ölçüde değiştirmemiştir. 

SCP uygulanmasının hipokampusta piramidal ve granüler hücre tabakalarında 

birim alanda görüntülenen hücre sayılarını azaltmış olması beklenen bir sonuçtur. Çünkü 

SCP ile indüklenmiş bellek bozukluğunun artmış Ca+2 influksu, oksidatif stres ve apoptoz 

ile karakterize olduğu ve ayrıca hücre viyabilitesini azalttığı bilinmektedir (Fan vd., 2005, 

s. 222; Konar vd., 2011, s. 5; Jahanshahi vd., 2013, s. 217; Balaban vd., 2017, s. 2866). 

Ayrıca, SCP’nin sinaptik plastisite ve bellek oluşumunda kritik rol oynayan bir NT olan 

BDNF ve BDNF seviyesini düzenleyen CREB ekspreyonunu da azalttığı bilinmektedir 

(Yamada ve Nabeshima, 2003, s. 267; Shi, vd., 2013, s. 245). 

Diğer yandan, TOF ile 7 günlük tedavi, SCP uygulanmasına bağlı olarak 

hipokampal alt-alanlarda meydana gelen nöron kayıplarını önleyememiştir. TOF’un 

nörogenez üzerindeki olumlu etkisine rağmen, hipokampal alanlarda nöron sayılarını 

değiştirmemiş olması ilginç bir bulgudur. Bunun olası bir nedeni ilacın dozlamı ya da 

uygulama süresi olabilir. Daha yüksek dozda ve/veya daha uzun süreli uygulamaların, 

nörogenezdeki artışın yanı sıra, olgun nöron sayılarında da artışa neden olması 

mümkündür. Nitekim CA3 alt-alanlarında birim alanda görüntülenen piramidal nöron 

sayısı, tedavisiz gruba göre artma eğilimi göstermiş olmakla birlikte, fark istatistiksel 

anlamlılığa ulaşamamıştır. 

 

5.3.4. Hipokampal formasyona ait bölgelerde GFAP immünoreaktivitelerine ilişkin 

bulgular 

SSS’de bilişsel işlevlerde, özellikle de belleğin kodlanması ve konsolidasyonu 

sürecinde, nöronlar ile birlikte önemli rol oynayan diğer bir hücre türü de astrositlerdir 

(Suzuki vd., 2011, s. 810; Navarrete vd., 2012, s. 1; Han vd., 2013, s.342). Astrositlerin, 

nöronlara besin desteğinin sağlanması başta olmak üzere; lokal perfüzyon, 

nörotransmitterlerin ve nöromodülatörlerin salıverilmesi ve geri-alımı, ekstrasellüler alan 
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geometrisinin ve hacminin kontrolü gibi olayları etkileyerek sinaptik iletimin 

düzenlenmesine katkıda bulundukları bilinmektedir (Fields vd., 2014, s. 427). 

Bu nedenle bu çalışmada, TOF’un sinaptik plastisite ve nörogenez üzerindeki olası 

etkilerinin araştırılmasını takiben, bu ilacın anti-amnezik etkisine astrositlerin olası 

katılımı da araştırılmıştır. Bu amaçla, SSS’de yoğun olarak olgun astrositlerde bulunan 

bir protein olan GFAP’ın immunorektivitesi değerlendirilmiştir (Middeldorp ve Hol, 

2011, s. 421). 

 

Şekil 5.18. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve 

kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik 

sıçanların hipokampal DG alanlarında GFAP immünoreaktivitelerinin temsili görüntüleri 

(Ölçek: 25 μm) 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF uygulanan 
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(SCP+TOF), amnezik sıçanların dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-

GFAP antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal DG 

alanlarından elde edilmiş fotomikrograflar Şekil 5.18.’de gösterilmektedir. 

Şekil 5.18.’de sunulan fotomikrografta, DG’nin üst kolundaki granüler hücre 

tabakası hematoksilen Harris solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. 

Kahverengi boyanmış olarak gözlenen immünoreaktif alanlar ise GFAP immünopozitif 

hücrelerdir. Fotomikrograflarda görülen immünoreaktif alanlar incelendiğinde, kontrol 

grubuna ait bazal GFAP düzeyinin (Şekil 5.18A), SCP uygulanmasına bağlı olarak 

azaldığı (Şekil 5.18B), TOF tedavisinin ise azalmış olan GFAP immünoreaktivitesini 

artırdığı (Şekil 5.18C) görülmektedir. 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF uygulanan 

(SCP+TOF) amnezik sıçanların DG bölgelerinden elde edilmiş fotomikrograflarda birim 

alana düşen GFAP dansitelerindeki değişim ise Şekil 5.19.’da gösterilmiştir [F 

(2,17)=81,2; p<0,001]. 
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Şekil 5.19.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF uygulanan (SCP+TOF) amnezik sıçanların DG 

alanlarında birim alana düşen GFAP dansiteleri. Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık 

***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık +++p<0,001; Tek yönlü varyans 

analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-

GFAP antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal CA1 alt-

alanlarında elde edilen fotomikrograflar Şekil 5.20.’de gösterilmektedir.  



67 
 

 

Şekil 5.20. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve 

kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik 

sıçanların hipokampal CA1 alt-alanlarında GFAP immünoreaktivitelerinin temsili görüntüleri 

(Ölçek: 25 μm) 

 

Fotomikrograflarda, CA1 alanındaki piramidal hücre tabakası hematoksilen Harris 

solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. CA1 bölgesinde görülen 

kahverengi boyalı alanlar GFAP immünopozitif astrositleri göstermektedir. Kontrol 

grubuna ait astrositlerde bazal GFAP düzeyinin (Şekil 5.20A), SCP uygulanmasına bağlı 

olarak azaldığı (Şekil 5.20B), TOF tedavisinin ise astrositlerde azalmış GFAP 

immünoreaktivitesini artırdığı (Şekil 5.20C) görülmektedir.  
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7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipokampal CA1-2 alt-alanlarından elde edilmiş 

fotomikrograflarda birim alana düşen GFAP dansitelerindeki değişim ise Şekil 5.21.’de 

gösterilmiştir [F (2,17)=70,84; p<0,001].  
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Şekil 5.21.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal CA1-2 alt-alanlarında birim alana düşen GFAP dansitesi. Kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık **p<0,01; ***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık 
+++p<0,001;  Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların dokularından elde edilen koronal beyin kesitlerine anti-

GFAP antikoru ile yapılan immünohistokimyasal boyamalar sonucu hipokampal CA3 alt-

alanlarından elde edilen fotomikrograflar Şekil 5.22.’de gösterilmektedir.  

Söz konusu fotomikrograflarda, CA3 alanındaki piramidal hücre tabakası 

hematoksilen Harris solüsyonu ile mavi-mor boyanmış olarak görülmektedir. CA3 

bölgelerinde görülen kahverengi boyalı alanlar GFAP immünopozitif astrositleri 

göstermektedir. Kontrol grubuna ait astrositlerde bazal GFAP düzeyinin (Şekil 5.22A), 

SCP uygulanmasına bağlı olarak azaldığı (Şekil 5.22B) ve TOF tedavisinin 

astrositlerdeki azalmış GFAP immünoreaktivitesini artırdığı (Şekil 5.22C) 

görülmektedir.  
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Şekil 5.22. 7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol, A) ve 

kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol, B) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF, C) uygulanan amnezik 

sıçanların hipokampal CA3 alanlarında GFAP immünoreaktivitelerinin temsili görüntüleri  

(Ölçek: 25 μm) 

 

7 gün boyunca her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı 

(Kontrol) ve kontrol solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) 

uygulanan amnezik sıçanların hipokampal CA3 alt-alanlarından elde edilmiş 

fotomikrograflarda birim alana düşen GFAP dansitelerindeki değişim ise Şekil 5.23.’te 

gösterilmiştir [F (2,17)=81,32; p<0,001].  

Hipokampal GFAP immünoreaktivitesinin araştırıldığı testlerden elde edilen 

verileri değerlendirmek için kullanılan Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi sonuçları, 

deneysel amnezi modeli oluşturan sıçanlarda DG (Şekil 5.19.), CA1-2 (Şekil 5.21.) ve 
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CA3 (Şekil 5.23.) bölgelerinde birim alana düşen GFAP dansitesinin, kontrol grubuna 

göre anlamlı düzeyde azaldığına işaret etmektedir.  
B

ir
im

 A
la

n
a
 D

ü
şe

n
 G

F
A

P

D
a
n

si
te

le
r
i

0

10

20

30

SCP+Kontrol

Kontrol

SCP+TOF (50 mg/kg)

***

**, +++

 

Şekil 5.23.  7 gün süreyle her gün düzenli olarak kontrol solüsyonu uygulanan sağlıklı (Kontrol) ve kontrol 

solüsyonu (SCP+Kontrol) veya 50 mg/kg TOF (SCP+TOF) uygulanan amnezik sıçanların 

hipokampal CA3 alt-alanlarında birim alana düşen GFAP dansiteleri. Kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık **p<0,01,***p<0,001; SCP+Kontrol grubuna göre anlamlı farklılık 
+++p<0,001;  Tek yönlü varyans analizi, takiben Tukey HSD çoklu karşılaştırma testi, n=6. 

 

GFAP, SSS’de yoğun olarak olgun astrositlerde (Middeldorp ve Hol, 2011, s. 421) 

sentezlenen tip III ara filament proteinidir (Bodega vd., 1994, s. 113). GFAP, glial 

hücrelerin sitoskelet filamentlerinin oluşumuna ve miyelinizasyona, hücre adezyonuna, 

proliferasyona, nörit büyümesine ve sinaptogeneze katılan spesifik bir astrosit 

işaretleyicidir (Konar vd., 2015, s.2). Nöronlara yapısal destek sağlayan ve SSS’de 

morfogenez için gerekli bir protein olan GFAP (Drozdov ve Chorna, 2003, s.98) nöron-

glia etkileşimlerini kontrol eden bir glial plastisite belirteci olarak kabul edilmektedir 

(Konar vd., 2011, s.2; Middeldorp ve Hol, 2011, s. 428-433). 

Bu tez çalışmasında, SCP ile amnezi oluşturulmuş sıçanlarda hipokampusun tüm 

bölgelerinde GFAP miktarının azaldığı belirlenmiştir (Şekil 5.19., 5.21. ve 5.23.). 

SCP’nin nöroplastisite moleküllerinin down-regülasyonuna neden olduğu ve nöronların 

yanı sıra glial hücrelere de zarar verdiği göz önünde bulundurulduğunda (Konar vd., 

2011, s.1), SCP ile indüklenen amnezi modelinde GFAP immunoreaktivitesindeki azalma 

açıklanabilir. Nitekim, SCP ile amnezi oluşturulmuş deney hayvanlarında GFAP 

immunoreaktivitesinin azaldığına ilişkin önceki çalışmalar, bu çalışmada elde edilen 

bulguları destekler niteliktedir. Örneğin, farelere i.p. SCP uygulamasının, BDNF ve 

GFAP ekspresyonlarında doza ve zamana bağımlı bir down-regülasyona neden olduğu 

gösterilmiştir (Konar vd., 2011, s.1). Aynı çalışma grubu tarafından yapılan bir başka 
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çalışmada da SCP ile amnezi oluşturulan farelerin beyinlerinde nöronal (BDNF ve Ark) 

ve glial (GFAP) plastisite belirteçlerinin ekspresyonlarının ve protein seviyelerinin 

sağlıklı kontrollere göre azaldığı bildirilmiştir (Konar vd., 2015, s.1). Jahanshahi ve 

arkadaşları tarafından yapılan diğer bir çalışmada ise, bir hafta süresince her gün SCP 

enjekte edilen (i.p.) sıçanlarda, hipokampal formasyonun tüm alanlarındaki astrosit 

sayılarının kontrol grubuna kıyasla anlamlı ölçüde azaldığı rapor edilmiştir (Jahanshahi 

vd., 2012b, s. 92). SCP ile amnezi oluşturulmuş deney hayvanlarında GFAP 

immunoreaktivitesinin azaldığına ilişkin önceki çalışmalar, bu çalışmada elde edilen 

bulguları destekler niteliktedir. 

Literatürde, SCP uygulamasının beyinde astrosit sayısını artırdığına (Ghumatkar 

vd., 2015, s. 189; Xu vd., 2016, s. 211) ya da bazı alanlarda artırıp bazı alanlarda 

azalttığına (Azami vd., 2012, s. 36; Jahanshahi vd., 2012a, s. 392) ilişkin bir kaç çalışma 

bulunmakla beraber; kullanılan hayvanın türü, uygulama yolu/süresi ve deneysel/çevresel 

koşulların farklılığı çalışma sonuçları arasındaki farklılıklara  neden olmuş olabilir. 

Bu tez çalışmasında, 7 günlük TOF tedavisinin amnezik sıçanlarda hipokampal 

formasyonun alt-alanlarında azalmış olan GFAP immünoreaktivitesini, tedavi edilmeyen 

amnezik sıçanlara göre anlamlı ölçüde artırdığı saptanmıştır (Şekil 5.19., 5.21. ve 5.23.). 

Elde edilen bu bulgular, TOF uygulamasının, astrosit aktivasyonunu artırdığına ve SCP 

tarafından zayıflatılmış olan glial plastisiteyi güçlendirmiş olduğuna işaret etmektedir.  

Glial hücrelerin ve GFAP’ın nöronal girdiyi entegre ettikleri, sinaptik aktiviteyi 

modüle ettikleri, sitoskeletal filamentlerin oluşumu yoluyla öğrenme ve bellek ile ilgili 

sinyalleri işledikleri ve bellek oluşum mekanizmalarını kontrol ettikleri bilinmektedir 

(Kurosinski ve Gotz, 2002, s. 1524; Konar vd., 2011, s. 2). Bu bilgiden hareketle, glial 

plastisitede TOF ile indüklenen artışın, bu ilacın bilişsel süreçler üzerindeki olumlu 

etkisine katkıda bulunmuş olması son derece olası görünmektedir.  

Diğer yandan, TOF uygulamasının GFAP immunoreaktivitesini, SCP 

uygulanmamış sağlıklı hayvanların seviyesinden de yukarıya taşımış olması dikkat 

çekicidir. Astrositlerin beyin homeostazında merkezi rollerinin olduğu ve çeşitli 

nöroprotektif ve nörotrofik moleküllerin salıverilmesinde görev aldıkları bilinmektedir. 

Ayrıca, astrosit aktivitesindeki artışın nöronal dejenerasyona karşı koruyucu bir reaksiyon 

olarak ortaya çıktığı da vurgulanmaktadır (Yelkenli vd., 2016, s. 286). TOF’un 

hipokampal alanlarda nöron kaybını önleyemediğine dair bulgular göz önünde 

bulundurulduğunda, astrositlerin söz konusu alanlarda “nöronal hasarı tamir etmek” 
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amacıyla yığılmış olması olasıdır. Çünkü astrosit aktivasyonunun skar oluşumu için kritik 

olduğu; inflamatuvar hücrelerin yayılmasını ve kalıcılığını azalttığı, kan-beyin 

bariyerinin bütünlüğünü koruduğu, doku hasarını ve lezyon boyutunu azalttığı ve nöronal 

kayıp ve demiyelinizasyonu hafiflettiği bilinmektedir (Sofroniew, 2005, s. 400; Barres, 

2008, s. 430). Bu bağlamda, 7 günlük TOF uygulamasının hipokampal nöron kaybını 

önleyemediği; ancak en azından astrosit aktivasyonu yolu ile nöronal hasarı tamir etmiş 

olabileceği ileri sürülebilir. Ancak, bu hipotezin geçerlilik kazanması için ek çalışmalara 

gereksinim duyulmaktadır.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında, 2,3-benzodiazepin türevi anksiyolitik etkili bir ilaç olan 

TOF’un bilişsel bozuklukların tedavisindeki olası terapötik potansiyeli, SCP ile deneysel 

amnezi modeli oluşturularak araştırılmıştır.  

Bu tez çalışmasından elde edilen bulgular, TOF’un 50 mg/kg dozda 7 gün 

uygulanmasının, amnezik sıçanlarda Moris su labirenti testi ile değerlendirilen “uzamsal” 

ve pasif sakınma testi ile değerlendirilen “emosyonel” öğrenme ve bellek parametrelerini, 

referans ilaç PRS ile karşılaştırılabilir ölçüde düzelttiğine işaret etmiştir. Davranış 

deneylerini takiben, TOF’un bu çalışmada ilk kez gösterilen anti-amnezik etkisinin ilişkili 

olabileceği bazı olası hipokampal morfolojik değişimler de çeşitli immunohistokimyasal 

yöntemler ile araştırılmıştır. 

Bu çalışmada, TOF’un anti-amnezik etkisine sinaptogenez üzerindeki olası bir 

değişikliğin aracılık edip etmediği, pre-sinaptik bir integral membran glikoproteini olan 

sinaptofizin’in immonorektivitesi üzerinden değerlendirilmiştir. Elde edilen bulgular, 

TOF tedavisinin SCP uygulaması ile hipokampal CA1-2, CA3 ve DG bölgelerinde 

azalmış olan sinaptofizin dansitesini artırdığını göstermiştir.  

TOF’un anti-amnezik etkisine, nörogenez süreçlerindeki proliferatif bir 

değişikliğin katılıp katılamadığı ise mitotik bir belirteç olan Ki-67 kullanılarak 

araştırılmıştır. TOF tedavisi, SCP uygulaması ile hipokampal DG’de azalmış olan Ki-67 

immünoreaktivitesini artırmıştır. Bununla birlikte, söz konusu anti-amnezik etkinin, 

hipokampal nöron sayısındaki olası bir değişik ile ilişkili olup olmadığı da incelenmiştir. 

Elde edilen veriler, SCP ile amnezi oluşturulan sıçanlarda hipokampusun CA1-2, CA3 ve 

DG bölgelerinde birim alana düşen nöron sayılarında önemli azalmalar olduğuna ve TOF 

tedavisinin söz konusu nöron kaybını düzeltemediğine işaret etmiştir.  

Diğer yandan, TOF’un anti-amnezik etkisinin, glial plastise üzerindeki olası bir 

değişiklik ile ilişkili olup olmadığı da spesifik bir astrosit işaretleyicisi olan GFAP 

immünoreaktivitesi üzerinden değerlendirilmiştir. Elde edilen bulgular, TOF tedavisinin 

SCP uygulaması ile hipokampal CA1-2, CA3 ve DG bölgelerinde azalmış olan GFAP 

dansitesini artırdığını göstermiştir. 

İmmunohistokimyasal bulgular birlikte değerlendirildiğinde, SCP uygulamasının 

hipokampusun CA1-2, CA3 ve DG bölgelerinde sinaptik transmisyonu zayıflattığı, ani 

nöron kayıplarına ve astroglial geri çekilmeye neden olduğu ve ayrıca DG’nin 

subgranüler bölgesinde proliferasyonun azalmasına yol açtığı sonucuna ulaşılmıştır. 
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Bununla birlikte, 50 mg/kg TOF ile yapılan 7 günlük tedavinin, sıçanlarda öğrenme ve 

bellek parametrelerindeki düzelmeye paralel bir şekilde hipokampusta sinaptik 

plastisiteyi, nörogenezi ve glial plastiseteyi güçlendirdiğine ilişkin bulgular elde 

edilmiştir. TOF, nörogenez üzerindeki olumlu etkisine rağmen; hipokampal alanlarda 

nöron kaybını düzeltememiştir. Daha yüksek dozda ve/veya daha uzun süreli 

uygulamaların, nörogenezdeki artışın yanı sıra; olgun nöron sayılarında da artışa neden 

olması mümkündür. Nitekim CA3 alt-alanında birim alanda görüntülenen toplam 

piramidal nöron sayısı, tedavisiz gruba göre artma eğilimi göstermiş olmakla birlikte; fark 

istatistiksel anlamlılığa ulaşamamıştır. 

Diğer yandan, TOF tedavisinin hipokampal morfoloji üzerine etkilerine ilişkin daha 

detaylı çalışmalar yapmak da mümkündür. Örneğin, TOF’un sinaptik plastisite 

üzerindeki etkinliği özelikle sinaps sayısını yansıtan presinaptik bir protein olan 

sinaptofizin’in yanı sıra; sinapslarda reseptörler ve sitoskeletal elementlerle ilişkili post 

sinaptik bir protein olan post sinaptik yoğunluk-95 (PSD-95) immunoreaktivitesi 

üzerinden de değerlendirilebilir (Choi vd., 2011, s. 93).  

Benzer biçimde, erişkin DG’de proliferatif olayları incelemek üzere Ki-67’nin yanı 

sıra; 5-bromo-2'-deoksiuridin (BrdU), prolifere hücre nükleer antijeni (PCNA), 

fosfohiston H3 (PH3), MCM2 (minikromozom bakım proteini 2) gibi işaretleyiciler ile de 

çalışılabilir (von Bohlen und Halbach O, 2011, s. 1). Ancak söz konusu işaretleyicilerden 

hiçbirinin Ki-67’ye işlevsel bir üstünlüğü yoktur. 

Diğer yandan, glial plastisenin ve astrosit aktivasyonunun değerlendirilmesi için 

GFAP’ın yanı sıra Ca+2 bağlayıcı bir protein olan S100β da kullanılabilir. S100β’nın 

astrositler için en spesifik ve güvenilir işaretleyicilerden biri olduğu düşünülmekle 

birlikte, bu belirtecin DG’de, radyal astrositleri değil; yalnızca yatay astrositleri 

boyayabildiği bilinmektedir (Savchenko vd., 2000, s.195; Seri vd., 2004, s.359). 

Astrositlerde gösterilebilen diğer belirteçler olan EAAT1 (glutamat-aspartat taşıyıcı, 

GLAST)’in ve EAAT2 (glutamat taşıyıcı, GLT1)’nin hipokampal kültürlerde nöronal alt 

popülasyonlar tarafından da eksprese edildiği bilinmektedir (Brooks-Kayal vd., 1998, 

s.95; Plachez vd., 2000, s. 587). Nitekim EAAT2’nin en azından hipokampal CA1-CA3 

alt-alanlarında astositlerin yanı sıra nöronları da işaretlediği gösterilmiştir (von Bohlen 

und Halbach, 2011, s.10). Bu bağlamda, sözü edilen işaretleyicilerden hiçbirinin bu 

çalışmada kullanılan belirteç olan GFAP’a üstünlüğü bulunmamaktadır. 
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Bu çalışmanın devamında, TOF’un nörogenez üzerindeki etkilerinin daha detaylı 

biçimde araştırılması planlanmaktadır. Bu amaçla, bu ilacın nörogenezin erken 

evrelerinde progenitor hücreler üzerinde neden olduğu değişiklikleri incelemek üzere 

nestin, Sox2, Musashi-1 ve Pax 6 gibi işaretleyicilerin kullanılması düşünülmektedir. 

Diğer yandan, bu ilacın glial lineage üzerine etkilerinin vimentin ve beyin lipid bağlayıcı 

proteini (brain lipid-binding protein, BLBP) gibi belirteçler kullanılarak (Bramanti vd., 

2010, s. 558); nöronal lineage üzerine etkilerinin ise eomesodermin (Tbr2), nörojenik 

farklılaşma faktörü (NeuroD), polisiyalile-nöral hücre adezon molekülü (PSA-NCAM), 

TUC-4, DCX, nöron spesifik sınıf III beta-tübülin (Tuj-1) ve kalretinin kullanılarak 

incelenmesi mümkündür. TOF’un nörogenezin geç evreleri üzerine etkileri de DG’de 

olgun nöronları işaretleyen kalbindin, NeuN (nöronal nükleus) ve Prox-1 gibi belirteçler 

ile araştırılabilir (von Bohlen und Halbach, 2011, s. 1).   

TOF’un hipokampus morfolojisi üzerindeki etkilerine ilişkin bulgular, bu ilacın 

anti-amnezik etki mekanizmasına bir ölçüde ışık tutmuş olmakla birlikte; söz konusu 

farmakolojik etkinin altında yatan diğer olası mekanizmalar hala aydınlatılmayı 

beklemektedir.  

Bunlardan biri TOF’un PDE enzim inhibitörü etkisi ile ilişkili olabilir. PDE 

inhibitörlerinin beyindeki sinyal yolaklarında sAMP ve/veya sGMP gibi ikinci 

habercilerin düzeylerini yükseltip, bellek konsolidasyonu için gerekli olan CREB 

fosforilizasyonunu artırarak öğrenme ve belleği güçlendirdikleri bilinmektedir (Domek-

Łopacińska ve Strosznajder, 2008, s. 68; Rutten vd., 2008, s. 643; García-Barroso vd., 

2014, s. S561; Redrobe ve ark., 2014, s. 3151). Bu bağlamda, TOF’un PDE enzim 

inhibitörü etkisinin (Nielsen vd., 2007; Bernard vd., 2008, s. 3196; Rundfelt vd., 2010, s. 

1323), bu çalışmada ortaya konulan anti-amnezik etki potansiyeli ile ilişkili olması olası 

görünmektedir. Bu tez çalışmasından elde edilen immünohistokimyasal bulguları 

destekler nitelikte olmak üzere; PDE inhibitörlerinin sinaptik plastisiteyi 

güçlendirdiklerine (Boess vd., 2004, s. 1081; Barad vd., 1998, s. 15020; Kroker vd., 2012, 

s. 1964) ve DG’de proliferasyonu artırdıklarına (Nakagawa vd., 2002, s. 1373) ilişkin 

raporlar, TOF’un etki mekanizmasının PDE enzim inhibisyonu ile ilişkili olabileceği 

görüşünü desteklemektedir. Bununla birlikte, bu hipotezin doğruluğunun uygun deneysel 

yöntemler ile test edilmesi gereklidir. 

Diğer yandan kolinerjik, glutamaterjik ve nitrerjik sistemler başta olmak üzere, 

SSS’de öğrenme ve bellek ile ilişkili olduğu bilinen çeşitli nörotransmitter/nöromodülatör 
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sistemlerin de, bu çalışmada ortaya konulan anti-amnezik etkiye katılmış olması 

mümkündür. Dolayısıyla, ilişkili olabilecek tüm nörotransmitter/nöromodülatör 

sistemlerin olası katılımlarının uygun mekanistik çalışmalar ile araştırılması 

gerekmektedir.  

TOF’un bilişsel işlevler üzerine olumlu etkilerinin nöronal sağkalım, büyüme ve 

farklılaşmanın temel düzenleyicileri olan nörotrofik faktörler ile ilişkili olması da 

mümkündür. Başta BDNF olmak üzere NT’lerin nöronal plastisiteyi destekledikleri ve 

bilişsel süreçleri güçlendirdikleri bilinmektedir (Lim vd., 2014, s. 1058; Mitre vd., 2017, 

s.13). Bu bağlamda, TOF’un nörotrofik faktörlerin ekspresyonları, miktarları ve işlevleri 

üzerine olası etkileri de araştırılması gereken diğer konular arasındadır. 

Sonuç olarak, TOF’un skolopamin ile indüklenen amnezi modeli üzerine terapötik 

etki potansiyeli ve hipokampal sinaptogenez, nörogenez ve glial plastise üzerindeki 

olumlu etkileri bu tez çalışması ile ilk kez ortaya konulmuştur. Anksiyete tedavisinde 

sıklıkla başvurulan ilaçlar olan klasik 1,4-benzodiazepinlerin en önemli yan ekilerinden 

birinin amnezi olduğu (Chapouthier ve Venault, 2002, s.841; Inamura vd., 2015, s. 171) 

göz önünde bulundurulduğunda, anksiyolitik bir ilaç olan TOF’un, bilişsel işlevler 

üzerindeki olumlu etkilerinin klinik açıdan önemi daha iyi anlaşılabilir.  

TOF’un farmakolojik etki profili göz önünde bulundurulduğuda, bu ilacın demans 

hastalarında ortaya çıkan anksiyetinin (Kraus vd., 2008, s.186; Seignourel vd., 2008, s. 

1071; Barton vd., 2017, baskıda;) tedavisi için iyi bir seçenek olabileceği düşünülebilir. 

Diğer yandan, TOF’un bu preklinik çalışma ile ortaya konulmuş olan anti-amnezik etki 

potansiyelinin, bilişsel işlev bozukluğu olan çeşitli hasta grupları üzerinde yapılacak iyi 

tasarlanmış klinik araştırmalar ile doğrulanması gerekmektedir. 
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