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1. OZET:

Ostrojenin 6zellikle uzaysal hafiza basta olmak iizere dgrenme ve hafizay1
etkilemektedir. Ostrojen sentezleyen aromataz enzimi noronlarda ve astrositlerde
bulunmaktadir. Letrazol bu enzimi geri doniisiimlii ve giicli bir sekilde inhibe
etmektedir. Bu calisma, letrazoliin uzaysal 6grenme ve hafiza performanslari, ¢esitli
beyin bolgelerinde noéral hiicre adezyon molekiilleri (NCAM) ve katekolaminerjik
norotransmitter diizeyleri lizerine etkilerinin ve bunlarm birbirleriyle iligkilerinin
arastirilmasi amaciyla yapildi.

Intakt modelde, diizenli siklus gosteren toplam 32 adet yetiskin Sprague-
Dawley sican dort gruba ayrildi (n=8). Kontrol grubuna sadece serum fizyolojik
verildi. ikinci ve iigiincii gruplara giinliikk oral gavaj ile sirasiyla 0.2 ve 1 mg/kg
dozlarinda letrazol alti hafta uygulandi. Letrazol (1mg/kg) uygulanan diger bir grup
uygulamadan sonra iki hafta iyilesmeye birakild1 (iyilesme grubu). Ovarektomize
(Ovx) modelde ise, 32 adet sican iki tarafli ovarektomize edildikten sonra dort gruba
ayrildi. Birinci gruba sadece serum fizyolojik verildi. ikinci gruba letrazol (1mg/kg)
alt1 hafta uygulandi. Ovx siganlarin {igiincii grubuna letrazol (1mg/kg) ile giinliik
ostradiol (E,, 10ug/sican) ve son gruba ise 1mg/kg letrazol ile birlikte 10ug/sigan
dozunda E; giin asir1 uygulandi. Uygulamalar sonunda tiim hayvanlar Morris su tanki
uzaysal 6grenme testlerine tabi tutuldular. Sonra hayvanlar dekapite edildiler ve hizla
beyinleri ¢ikarilip bolgelere ayrildi. Katekolaminlerin konsantrasyonu HPLC-ECD
ile belirlendi. NCAM 120, 140 ve 180 izoformlar1 Western blot ile ve serum E,
seviyeleri ise ELIZA yontemi ile dl¢iildii.

Uterus agirliklar letrazol tarafindan doz bagimli olarak azaldigi (p<0.01);
iyilesme grubunda ise bu parametrelerin kontrol degerlerine bir miktar yaklastigi

gozlendi (p<0.05). Serum E, seviyeleri de benzer seyir gosterdi (p<0.01). Letrazol



uygulanan sicanlarin uzaysal 0grenme performansinda istatiksel fark bulunamadi.
Buna ragmen prob testinde yiiksek doz letrazol uygulanan intakt sicanlar hedef
kadranda kontrole gore daha fazla zaman gecirdiler (p<0.05). Ovx hayvanlardan
letrazol uygulananlarin kacinma siireleri Ovx kontrol gruba gore anlamli olarak azdi
(p<0.001); fakat prob testi performanslar1 daha yiiksekti (p<0.05). Giinlik E,
uygulanan hayvanlarin  6grenme performanslari  diger tiim gruplar ile
karsilstirildiginda oldukga yetersizdi; ancak giin asir1 E, tedavisinde ise dgrenme
performanslar giinliik E; uygulanan hayvanlardan daha iyiydi (p<0.05). Letrazol
intakt sicanlarda hem hipokampusta hem de kortekste NCAM 180 ve 140
ekspresyonunu arttirdi (sirasiyla; p<0.01 ve p<0.001). Ovx hayvanlarin hepsinde
korteks NCAM 180 intakt kontrolden daha diisik bulundu (p<0.05).
Katekolaminerjik norotransmitterlerin  konsantrasyonlart beyin bolgesine ve
katekolaminin tiiriine gore degisiklik gosterdi.

Sonug olarak; bu bulgular beyinde 6strojen sentezinin inhibisyonunun uzaysal
ogrenmeye faydali olabilecegini gostermektedir. Katekolaminerjik ndrotransmitterler
ve NCAM ekspresyononu gibi yapisal degisiklikler Ostrojen bagimli kognitif
fonksiyonlardaki degisikliklerin temelini olusturuyor olabilir. Ayn1 zamanda bu
calisma Ovx hayvanlara Ostrojen uygulama yontemi Ogrenme performansini ve
katekolamin seviyelerini etkileyebilecegini gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: Aromataz, letrazol, oOstrojen, NCAM, noradrenalin,

dopamin ve kognitif fonksiyonlar.



2. ABSTRACT:
Effects of Aromatase Inhibitor Letrazole on Monoaminergic
Neurotransmitters, NCAM Levels and Cognitive Functions in Female Rats

It is well-known that estrogen influences the learning and memory, especially spatial
memory. Expression of aromatase which synthesizes estrogen has been demonstrated
in neurons and astrocytes. However, letrazole strongly inhibits this enzyme in a
reversible manenr. In this study, we aimed to investigate effecte of letrazol on spatial
learning, memory perfomances, neural cell adhesion molecules (NCAM) in different
brain regions and the catecholaminergic neurotransmitter levels and their
relationship.

In intact model, 32 adult Sprague-Dawley rats with regular oestrous cycles were
divided into four groups (n=8). Rats in control group received saline alone. Letrazole
was administered to the animals in the second and third groups by daily oral gavage
at 0.2 and 1 mg/kg doses, respectively, for six weeks. Another group of letrazole
(Img/kg)-treated rats were allowed to recover for two weeks. In the second model,
32 rats were divided into four groups after bilateral ovariectomy. The first group
served as control and received saline alone. Letrazole (1 mg/kg) was administered to
second group for six weeks. Ovariectomized (ovx) rats in the third group were
administered letrazole (1 mg/kg) and daily estradiol (E,, 10 pg/rat). The rats in the
last group were administered letrazole (1 mg/kg) and E,, (10 pg/rat) on alternate
days. At the end, all rats were subjected to a spatial version of Morris water maze.
Then, the animals were decapitated and the brains rapidly removed and seperated
into regions. Catecholamine concentrations were determined by HPLC-ECD. NCAM
180, 140 and 120 isoforms were detected by Western blotting. Levels of serum E;

were determined by ELISA.



Uterine weights were significantly reduced by letrazole in a dose-dependent manner
(p<0.01) which returned to control values following two weeks of recovery (p<0.05).
Serum E; levels followed a similar course (p<0.01). Although improvement in spatial
learning performance of letrazole-treated rats was not statistically significant, high-
dose letrazole-treated group remained significantly longer in the target quadrant
compared to the control in probe trial performance test (p<0.05). Administration of
letrazole to ovx animals significantly reduced the latency (p<0.001) and increased
the probe trial performance compared to ovx controls (p<0.05). The learning
performance was rather insuficient in rats treated with daily E, compared to all of the
others groups, but it was better with E, on alternate days than treated with daily E,
animals (p<0.05). Letrazole increased expressions of NCAM 180 and NCAM 140 in
both hippocampus and cortex of intact rats (p<0.01 and p<0.001, respectively). In the
cortex samples of ovx animals, NCAM 180 was overall lower than the intact control
values (p<0.05). Concentrations of catecholaminergic neurotransmitters differed
according to the brain region and types of catecholaminergic neurotransmitters
studied.
It appears that inhibition of estrogen synthesis in the brain may have beneficial
effects on spatial memory. We suggest that structural changes such as NCAM
expression and catecholaminergic neurotransmitters in the hippocampus and
prefrontal cortex may be the neural basis for estrogen-dependent alterations in
cognitive functions. Moreover, the method for estrogen administration to ovx rats
may affect the learning performance and catecholamine levels.

Keywords: Aromatase, letrazole, estrogen, NCAM, noradrenaline, dopamine

and cognitive functions.



3. GIRIS:

3.1. Aromataz Enzimi:

3.1.1. Genel Karekteristik Ozellikleri:

Aromataz, androstenedionu Ostrona (E;) ve testosteronu Ostradiole (E;)
doniistiiren bir enzimdir. Aromataz enzimi, cyp/9 geninin {iriinii olan sitokrom P450
(P450arom) ve viicutta her yerde bulunan, gidalarin oksidasyonuna yol acan
nikotinamid adenin dinukleotid fosfati (NADPH) rediikte eden sitokrom P450
rediiktaz adli iki yapidan meydana gelir (1,2). Sitokrom P450 elektron verici
molekiillerden elektron tasinmasina baglh reaksiyonlarla substratlardaki molekiillerle
oksijeni birlestirir. Bir mol Ostrojen sentezi icin elektronlarin ii¢ ciftinin transferi ile
birlikte ti¢c mol oksijen ve ii¢ mol rediitkte NADPH gereklidir. Reaksiyon ardarda iki
hidroksilasyonla steroid substratin1 once C19 metil grup (19-hidroksilaz aktivitesi) ile
19-hidroksiye ve devaminda 19-oxo-ara iiriine gevirir. Ugiincii ve tartismali (3) bir
oksitatif reaksiyonla acili olan C19 metil grubunu bélerek (19-demetilaz ve ya
desmolaz aktivititesi) steroidin aromatizasyonunu ve Ostrojen formunu meydana
getirtir (Sekil 1).

Aromataz, gebeligin 16. haftasindan sonra her iki cinsiyette de prenatal
periyotta gosterilmistir (4). Bu enzim dogumdan sonra azalmaya baslar ve
puberteden sonra iyice azalir. PA50arom ekspresyonunun diizenlenmesi beyinde ve
gonadlarda farklidir. Over ve testiste luteinizan hormon (LH) ve folikiil stiimiilan
(uyaric1) hormon (FSH) siklik adenozin monofosfati (cAMP) arttirarak P450arom
ekspresyonunu indiiklerken beyinde yiiksek cAMP seviyeleri aromataz aktivitesinde
azalmaya neden olur. Bunun sebebi muhtemelen androjenlerin etkilerini gen
ekspreyonu yolu ile gosterebilmesidir (5). Insanlarda gonad ve beynin yani sira

sinsityotrofoblastlarda, yag stromal hiicrelerinde, kemikte osteoblastlarda, deride



fibtoblastlarda, damarlarin belli bolgelerinde ve fetal karaciger gibi diger fetal
dokularda da P450arom sentezlendigi gosterilmistir (6,7).

Aromatazin fizyolojik olarak en 6nemli ve en yaygin substrati androstenedion
ve testosterondur. Bununla birlikte bazi gebe primatlarda  adrenal
dehidroepiandrosteron siilfatdan (DHEAS) karaciger hidroksilasyonu ile meydana
getirilen 16-OH-androstenedion plasental Ostradiol sentezinde substrat olarak
kullanilmaktadir (8). Yapilan ¢alismalarda erkek ve disi gonad hiicrelerinde aromataz
aktivitenin bulundugu gosterilmistir. Overlerde kiigiik folikiillerde preoviilator
graniiloza hiicrelerinde P450arom ekspresyonu fazla bulunmustur (9). Erkek gonadi
testislerde puberteden Once aromataz aktivitesi sertoli hiicrelerinde iken, aktivitenin
yetigkin kemirgenlerde leyding hiicrelerine kaydigi gosterilmistir (10). Erkek
germinal hiicreleri sertoli ve leyding hiicrelerinde aromataz sentezi erkek iireme
yolunda 6strojen kaynagi icin énemli olabilir. Insan ve kemirgenler gibi baz1 tiirlerde
korpus luteumda da P450aromun varligi bildirilmigtir (11).

Aromataz enziminin yetersizliginde her iki cinsiyette de ©nemli saglik
problemleri meydana gelir. Tamamen P450arom fonksiyonundan yoksun kadinlarda
genital belirsizlik ve addlesan dénemde hipergonadotropik hipogonadizm goriiliir
(12). Genetik olarak P450arom defektli erkeklerde ve erkek farelerde strojenin erkek
gelisiminde ve tiremesinde de onemli oldugu bildirilmistir (13). Benzer sekilde erkek
aramotaz knockout (ArKO) farelerde testikiiler dejenerasyon bulunmustur (13,14) ve
erkeklerde osteopeni ile birlikte epifiz kapanmasinda yetersizlikler ve anormal kemik

gelisimi izlenmistir (13,15).
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Sekil 1. Aromataz enzim kompleksinin sematik ¢izimi. Mikrozomal zara sikica
tutunan sitokrom P450 aromataz (P450arom), rediiksiyona yardimci nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve sitokrom P450 oksidorediiktazin (rediiktaz)
olusturdugu aromataz enzimi. Rediiktaza eklenen flavin gruplarindan flavin adenin
diniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid (FMN) gosterilmistir. NADPH’dan
indirgenme sayisina esit miktarda elektron (e-) alinir. P450arom’un substrat baglayan
cebinde oksijen (O;) ve hemin diizenledigi demir (Fe) goriilmektedir. C19 substrat
olan androstenedion (A4) ve testesterondan (T4) 190H- ve 190xo- ara iiriinler ve
nihayetinde sirasiyla ostron (E;) ve ostradiol (E;) olugmasi i¢in ii¢ oksidatif siklusa

ihtiya¢ vardir (Kaynak 16’dan degistirilerek alinmistir).



3.1.2. Beyinde Aromataz:

Bu enzimin hem erkek hem de kadinlarda gonad, plesanta, yag dokusu, deri ve
karacigerde eksprese oldugu bilinmektedir. Bu lokalizasyon alanlarina son
zamanlarda beyin de eklenmistir. Beyinde normal cinsiyet davranislari icin dstrojen
biyosentezi ve bundan dolayr P450arom ekspresyonu gereklidir. Aromataz
hipotalamus, preoptik area ve limbik sistem gibi tireme fonksiyonlarinin kontroliinii
saglayan fakli beyin bolgelerinde mevcuttur (5,17,18). Immiinohistokimyasal
calismalar enzimin noéronlarda mevcut oldugunu ancak glial hiicrelerde bulunmadigini
gostermistir (17-22). Sigcan beyninde immiinohistokimyasal olarak sadece néronlarda
aromataz aktivitesi olabilecegi buna karsin tip 1 astrosit, oligodendrositler ve karisik
glial hiicrelerin bu aktiviteden yoksun olduklar1 belirlenmistir (23). Erkek sicanlarda
amigdaloid bolgede ve medial bazal hipotalamik alanda yiiksek seviyede aromataz
aktivitesinin varlhigr tespit edilmistir (24). Spesifik olarak iireme ve davranislarin
diizenlendigi amigdalada, periventrikiiler preoptik niikleusta ve medial preoptik
niikleusta yiliksek aromataz aktivitesi gosterilirken siiperkiazmatik niikleus, anterior
hipotalamus, periventrikiiler anterior hipotalamus, arkuat niikleus, korteks ve cesitli
bolgelerde diisiik aromataz aktivitesi bulunmustur.

Aromataz beyinde, Ostrojen i¢in doniistiiriilme yoluyla noronal farklilasma,
noron plastisitesi, noroendokrin fonksiyonlar ve seksiiel davranislar {izerine
androjenlerin etkilerinin diizenlendigi yerlerde eksprese olur (24-27). Normal
kosullarda memelilerin merkezi sinir sisteminde (MSS) sadece noronlarda aromataz
eksprese edilir (23,24,26,28). Bu noronlar baslica lateral septal bolge, striya
terminalisin niikleus katmaninda, amigdalada, birkac hipotalamik niikleusta, mediyal
preoptik areada, niikleus akkumbenste ve Ozellikle piriform lob olmak iizere cesitli

korteks bolgelerinde yerlesmislerdir (29-32). Normal sartlar altinda in vivo olarak



kemirgenlerin glial hiicrelerinde aromataz immiinreaktivitesi gosterilememistir.
Bununla beraber yenidogan sicanlarin beyin kortekslerinden izole edilen kemirgen
astrositlerinin aromataz eksprese ettikleri bulunmustur (33,34). Son c¢aligmalarda
serum eksikligi gibi stresli sartlar altindaki astrositlerin kiiltiirlerinde aromataz
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (35). Bunlara ilaveten sicanlarin ve farelerin
beyinlerinde norotoksik ve mekanik lezyonlarin farkli formlarinda reaktif gliada
enzimin de novo ekspresyonu ve aromataz aktivitesi artmistir (36,37). Aromataz
eksprese eden glialarin hepsi olmasa da cogu astrosit hiicreleridir. Astrositlerin
eksprese ettigi aromataz iki cinsiyetin de korteks, korpus kallozum, striatum,
hipokampus, talamus ve hipotalamusu iceren beyin bolgelerinin hasarinda

gosterilmistir (36,37).

3.1.3. Noron Koruyucu Ozellikleri:

Noronal hasari takiben zebra balig1 glialarinda aromataz mRNA ve proteininde
hizl1 ve lokal bir sekilde upregiilasyon oldugu belirlenmistir (38). Hasarlanan beyin
bolgelerinde aromatazin ekspresyonundaki artis lokal dstrojen seviyelerinin artmasini
ve noronlarin korunmasin sagliyor olabilir (36-38). Astrositlerin salgiladig1 dstrojen,
hasarlanan noéronlar icin besin kaynagi ve hasarlanan beyin dokusunun
kompansatuvar cevabini igeriyor olabilir. Boylece astroglialar tarafindan salgilanan
Ostrojen sinaptik fonksiyonlar etkileyebilir, néronal iyilesmeye katkida bulunabilir ve
noron Oliimiint azaltabilir.

Aromatazdan yoksun farelerin hipokampusu norodejenerasyon icin daha
hassastir (39). Sistemik aromataz inhibisyonu hipokampusda norodejenerasyonu
artinr. Osmotik minipompa ile aromataz inhibitorii olan fadrozol uygulanan intak

erkek sicanlarda aromatazin noron koruyucu 6zelikte oldugu gozlemlenmistir (39).



Hilar norotoksisite yapan kainik asit uygulanan intak sicanlarda hilar noronlar iizerine
etki bulunamamigken kastre edilen sicanlarin hiluslarinda anlamli néron kaybi
bulunmustur (40). Tek basina kainik asit veya fadrazol uygulanan hayvanlarda hilar
noron sayisinda degisiklik olmadigi ama ikisi birden verildiginde tek tek verilmeleri
ve coziiclinlin verildigi gruplara goére anlamli bir ndéron sayisinda azalma oldugu
saptanmistir (39). Bu bulgular aromatazin ekzotoksisiteye karsi ndron koruyucu
etkisinin oldugunu gostermektedir.

Kastre edilen hayvanlarda norotoksinlere karsi hassasiyetin artmasi testikiiler
sekresyonun noron koruyuculukta 6nemli oldugunu gosterir (39,40). Norotoksinlerin
overektomi yapilan hayvanlarda artmasi ve Ostrus siklusu siiresince ovariyan
hormonlarin fluktasyonundan norotoksinlerin etkilenmesi ovariyan hormonlarin da
disilerde néron koruyuculugunda 6énemli oldugunu gosterir (40). Beyin hasarinda her
iki cinsiyette de aromataz ekspresyonunun artmasi (37) beyin aromatazin disilerde de

bazi ndron koruyucu ve 1slah edici etkilerinin olabilecegini gostermektedir.

3.1.4. Beyinde Aromataz icin Substratin Kaynag:

Beyin aromataz i¢in substratin kaynaginin noronal doku olup olmadigi tam
olarak anlagilmis degildir. Pregnenolon MSS’de kolesterolden sentezlenir (41,42). In
vitro glial hiicreler pregnenolonu dehidroepiandrosterona (DHEA), onu da
testesterona doniistiirebilirler (33). /n vivo olarak beyin testesteron olusturabilir
(43,44) ve noronal hasarda lokal beyin steroid yapimi artar (45,46). Fakat beyinde
lokal formasyondaki testesteronun ndron koruyucu etki icin yeterli olup olmadigi
bilinmemektedir. Beyinde androjen prekiirsorlerinin testesterona doniistiigii tam

olarak kanitlanamamuistir.
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3.2. Ostrojenler:

3.2.1. Genel Ozellikleri:

Ostrojenler, 18 karbonlu steroid hormonlardir; androjenlerden C-10’da metil
grubunun bulunmayisi ve A halkasmin aromatik olmasiyla farklidirlar. Ostrojen
sentezi icin prekiirsor, androstenedion ve testosterondur. Ostrojenlerin sentezi baslica
overlerde, bobrek {istii bezlerinde, plasentada ve testislerde gerceklesir ve FSH
tarafindan uyarilir. Sentezlenme agamalar1 Sekil 2’de gosterilmistir.

Kanda bulunan baslica dstrojenik hormon, Ostrojenlerin en onemli aktif sekli

olan Ostradiol (Ez)’dir ve daha az aktif olan 6stron (E;) ile dengededir. Ostrondan
olusan ostriol (E,), gebelerin idrarinda ve plasentada bulunan baslica dstrojendir ve
etki giicii hepsinden daha zayiftir (Sekil 3). Kanda E, androjenleri de tastyan spesifik

bir tastyic1 proteine baglanarak tasmir. Ostrojenler idrarda siilfat veya glukuronat

konjugeleri seklinde atilirlar.

3.2.2. Ostrojenin Noron Koruyucu Etkileri:

Menapozdan sonra Ostrojen seviyelerinin azalmasi kognitif yeteneklerin kaybu,
depresif semptomlarin artisi, norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesi ve diger
psikolojik bozukluklarla iligkilendirilmistir (47-52). Bazi arastirmacilar tarafindan
Ostrojenin yashiliktaki beyin fonksiyonlarinin kaybim iyilestirebilecegi iddia edilmigtir
(53-56).

Ostrojenin  noron koruyucu ozelliklere sahip oldugu bir ¢ok hayvan
calismalarinda gosterilmistir  (57-61). Bu noron koruyucu etkiler Ostrojenin
pregnenolon, DHEA ve testosteron gibi prekiirsorlerine de atfedilmektedir. Son
zamanlarda yapilan bir ¢aligmada ovarektomize (OVX) sicanlara dstrojen uygulamasi

ovarektominin sebep oldugu degisiklikleri normale dondiirdiigii, sinaptik yarigin
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genisligini azalttig1, postsinaptik yogunlugun kalinligimi artirdigi, presinapsta sinaptik
vezikiillerin sayisim artirdigi ve bunlart hem serebral korteksin Frl hemde
hipokampal CA1l alanlarinda meydana getirdigi gosterilmistir (62). Baska bir
caligmada da hem akut hemde kronik E, uygulamasi kainik asitin neden oldugu
hipokampal CA1 alanlarindaki hiicre 6liimlerini azalttig1 bulunmustur (63).

Bir¢ok noron lezyon modellerinde erkek hayvanlarin disilerden daha hassas
olduklarmin  bulunmasi, Ostrojenin  ndron  koruyucu olabilecegi  fikrini
desteklemektedir. Ornegin disi sicanlarin erkeklere gore stroktan daha iyi
cikabilecekleri gosterilmistir (64), yine benzer sekilde korteks lezyonlarindan sonra
uzaysal hafiza bozulmasi erkek sicanlarda daha fazla meydana gelmistir (65).

Ostrojenin noron koruyuculugu in vitro ¢alismalarla da ispatlanmistir. Hiicre
kiiltiirlerine 17p-0stradiol (17B-E;) eklenmesi hiicrelerin yasam kabiliyetini, yasam
stiresini ve primer Kkiiltlirlin farklilasmasinm1 amigdala noronlar (66), neokortikal
noronlar (67) veya hipokampal noronlar (68) gibi farkli ndron populasyonlarinda
artirdig1 belirlenmistir.

Ostrojenin néron koruyucu etkileri uygulama dozu ve siiresiyle yakindan
iligkilidir. ~ Ciinkii diisiik doz Ostrojen noron koruyucu olurken yiiksek dozda
uygulanmasi norotoksik olabilmektedir. Kronik olmayan siklik 6strojen uygulamalar
yaslt disi kemirgenlerde hipokampal dentritik uzantilarin yogunlugunu artirir (69).
Dogal siklik salinimi taklit eden siklik uygulamalar omurgalilarda dentritik uzanti
say1sini tesir etmede daha etkin olabilirler (70). Farkli beyin bolgelerinin ndronlarinin
iskemiye karsi korunmasinda da genel olarak diisiik doz Ostrojen koruyucu etki
sergilerken yiiksek doz Ostrojen uygulamasi ya faydasiz ya da olumsuz etkiler
gostermektedir (68,71,72). Yiiksek seviyede Ostrojen bazi hipotalamik néronlar icin

norotoksik olabilmektedir (73,74).
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Sekil 2. Merkezi sinir sisteminde Ostrojenlerin sentez basamaklari; P450 yza;
P450 yan zincir ayirici, 3B-HSD; 3B hidroksisteroid dehidrojenaz, p450 cl17; 17a-
hidroksilaz/C17-20-ligaz, 17B-HSD; 17B-hidroksisteroid dehidrojenaz,

P450aromataz; aromataz enzimi (Kaynak 75’den degistirilerek alinmustir).
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Sekil 3. Ostrojen tipleri ve birbirlerine doniisiimleri (17p-HSD; 17p-

hidroksisteroid dehidrojenaz).

Benzer sekilde Ostrojenin iskemiye karst noéron koruyuculugu da doz
bagimlidir. Gerbillerde 0.25 pg/giinliik dstrojen uygulamasi iskemik hasar1 azaltirken
1.25 pg uygulanmasi etkisiz hatta ndron 6liimiinii artirici olabildigi bulunmustur (68).
Sicanlarda kronik diisiik doz Ostrojen uygulanmasi on beyin iskemisinde kortikal kan
akimin faydali etkilerken daha yiiksek doz uygulanmasi faydalar1 ortadan kaldirir
(71). Uzun stire 17B-E; 25 pg (plazma diizeyi 20 pg/ml) uygulanmasi ovarektomize
sicanlarda strok hasarim azaltirken 100pg (plazma diizeyi 46 pg/ml) verilmesi ise
azalma meydana getirmemistir (72). Farkli olarak baska bir ¢calismada hem diisiik (10

pg/ml) hem de yiiksek doz (100 pg/ml) plazma Ostrojen sican beyin korteksinde
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iskemiden sonra noron koruyucu etkileri oldugu bulunmustur (76). Baska bir
calismada bu bulgularin aksine hipokampal CA1 pramidal hiicrelerindeki gecici
iskemiye kars1 gerbillerde yiiksek doz Gstrojenin iyilestirici etkisi varken diisiik doz
ostrojenin koruyucu etkisi olmadigi tespit edilmistir (77). In vivo néron koruyucu
etkiler i¢in Ostrojenin optimal dozunu ayarlamak gerekmektedir. Bu nedenle farkli

beyin dokularinda optimal dstrojen dozu farkli olabilmektedir.

3.2.3. Ostrojenin Kognitif Fonksiyonlar Uzerine Etkileri:

Menstriial siklusun farkli evrelerinde kognitif foksiyonlarin degismesi kognitif
fonksiyonlar icin Ostrojenin optimal diizeyde olmasina bagli olabililecegini
gostermistir. Ornegin; uzaysal Ogrenme kabiliyeti Ostrojen seviyesinin yiiksek
diizeylerde oldugu siklusun ortasinda diisiikk oldugu menstriial evreden daha kotii
oldugu yapilan calismalarla ortaya konulmustur (78). Ancak bu fazda sozel kabiliyet
giiclenmistir (79). Menapozun baslangicina yakin hormon replasman tedavisi
uygulanmis kadinlarda yas bagimli kognitif azalmada gecikmelerin bulunmasiyla
(53,80-82) ostrojenin kognitif fonksiyonlar iizerine etkisi daha ilgi ¢ekici olmustur.
Dahasi, dogal ve cerrahi operasyonu takiben olusan menopozda hafizadaki azalmay1
Ostrojenin diizelttigi rapor edilmistir (83,84). Vaka kontrol (85) ve geriye doniistimlii
(53) yapilan ¢aligmalarda 6strojenin postmenopozal kadinlar1 kognitif fonksiyonlarin
bozulmasindan korudugu ispatlanmustir.

Ostrojenin kognitif fonksiyonlar iizerine etkileri fonksiyonun cesidine ve
kullanilan metoda gore degisebilmektedir. Ornegin; bazi arastirmacilar Ostrojenin
sozel hafiza Ol¢timii {izerine etkisini bulamamisken (86,87) diger arastirmacilar
arttiric1  etkisi oldugunu gostermislerdir (88-90). Son zamanlarda yapilan bir

calismada Ostrojen uygulanan hastalarin sozel geri cagirim (frontal sistemin kontrol
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ettigi bir fonksiyon) sirasinda plasebo grubuna gore daha az hatalar1 oldugu ve sozel
geri cagirma gorevleri siiresince prefrontal korteks aktivasyonlarinda da artig oldugu
tesbit edilmistir (91). Benzer sekilde oOstrojenin gorsel hafiza iizerine etkilerinin
arttirdigi (92,93) veya etkilemedigi (88) bulunmustur. Diger kognitif fonksiyonlardan
secme reaksiyonu zamanin (89) arttirici 6zelligi oldugu veya dikkat {izerine farkli
etkisi olmadigr (94) bildirilmistir. Baska bir ¢calismada fonksiyonel manyetik rezonans
goriintiileme testlerinden yararlanilarak Ostrojenin postmenopozal yash kadinlarda
dikkat gorevi sirasinda devamlilik performansi siiresince beyin fonksiyonlarinin
etkinligini kolaylastirdigr ileri siiriilmiistiir (95).

Ostrojen replasman tedavisinin baslama yas1 ve dozu kognitif fonksiyonlar
tizerine olan etkilerinde degisiklik yapabilmektedir. Orta yasli perimenopozal
kadinlarda Ostrojenin faydasi sinirli olabilir (96). Perimenopozal kadinlarin aksine
geng kadinlarda yiiksek doz Ostrojen seviyesi uzaysal hafizada bozulmayla iligkilidir
(97-99). Yapilan calismalarda Alzheimer hastalii (AH) tamis1 almadan Once
(100,101) veya yash postmenopozal kadinlarda (102-104) ostrojenin hafiza iizerine
etkisinin olmadig1 seklinde kani olugsmustur. Hormon replasman tedavisi eger AH
semptomlart goriindiikten veya menopozun baslangicindan birkag yil igerisinde
uygulanmaya baslanmaz ise yararli etkisi biiyilk oranda azalmakta veya hig
olmamaktadir (100,105). Benzer sekilde baz1 kognitif sahalar icin hormon replasman
tedavisinin menopoza yakin dénemde erken baslanmasi daha faydali iken geg
menopozda baslanmas1 zararli olabilmektedir (106). Ostrojen uygulamaya
ovarektomiden hemen sonra baslanirsa islek bellek i¢in pozitif etki gosterir fakat geg
baglamanin (hormon yoksunlugundan uzun zaman sonra) bellek iizerine yararh etkisi
yoktur (107). Postmenopozal yash kadinlarda Ostrojenin 6grenmeyi kolaylastirici

etkisi yiiksek plazma Ostrojen seviyesiyle dogru orantilidir. Bu yiiksek Ostrojen
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seviyesi muhtemelen biyoyarilanimin azalmasi i¢in (108) veya Ostrojen
cevapliligindaki bir azalmanin iistesinden gelmek icin (109-113) gereklidir. Alternatif
olarak belki de Ostrojen bu vakalar1 antioksidan etki gibi reseptdrden bagimsiz
mekanizmalarla etkilemektedir (114). Sonug olarak normal yaslanma ve AH &strojen
uygulanmasi beyin yaglanmasina ve hafiza azalmasina kars1 koruyucu etki veya
yedek kapasite saglar (115-119).

Ostrojenin kognitif fonksiyonlar iizerine etkisi norodejeneratif hastaliklar ile
yapilan caligsmalarda da gosterilmisti. AH insidanst kadinlarda biiyiikk oranda ileri
dekatlarda hizla artis gostermektedir (%68) (120). Ostrojen uygulanmast AH ve
normal yaslilarda hafiza kaybinini1 ertelemekte (118) ve bu 6zelligi ile halk saghig
acisindan 6nemli bulunmaktadir. Yasli AH olmus olan kadinlarda hormon replesman
tedavisi AH semptomlarin hafifletmekte oldugu (82,121,122) ve kognitif
fonksiyonlarinin devam ettirilmesine de yardimci oldugu bulunmustur (123).
Menopozun baslangicina yakin hormon replesman tedavisi uygulanmis kadinlarda
AH’nin ilerlemesinde gecikmelerin oldugu gosterilmistir (119,122,124,125). Ostrojen
kullanimi ile AH arasnda ters bir iligki oldugu konusunda fikir birligine varilmistir
(53,122,125). Sizofreni ile ilgili yapilan ¢aligmalarda cinsiyet arasinda farkliliklarin
cok az oldugu (126) veya erkek hastalarda kognitif bozukluk kadinlardan daha fazla
oldugu bulunmustur (127).

Son zamanlarda yapilan calismalarda Ostrojenin cesitli kognitif fonksiyonlar
izerine etki etmedigi sonuglart ¢ikarilmistir. Goreceli olarak yiiksek doz Ostrojenin
(20 hafta) kognitif fonksiyonlar, ruhsal durum ve yasam kalitesi agisindan anlamli
degisiklik yapmadig1 gosterilmistir (128). Kognitif fonksiyonlar1 60 yasin tizerindeki
normal kadinlara transdermal 50 pg/giin 6stradiol verilmis ve gorsel hafiza, yiiz ve

resim hatirlamada gecikme, kelime cagirmada hiz ve gecikme, uzaysal islev gibi
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kognitif testler yapilmis ve Ostrojenin bunlan etkilemedigi bulunmustur (129).
Avustralya’da yaglar1 45-50 arasindaki kadinlarda yapilan calismada hormon
replesman tedavisi almayan, onceden almis ve hali hazirda almaya devam eden
kadinlarda sozel, gorsel ve geri cagirmadaki gecikme, dikkat ve konsantrasyon ve
sozel anlama yOniinden genel hafiza performanslari arasinda fark bulunmamistir
(130). Yapilan anketler ve sonrasinda hormon replesman tedavisi veya oral
konraseptif alan postmenopozal kadinlarda sozel Ogrenme arasinda iligki
bulunamadig bildirilmistir (131). Benzer sekilde premenopzal kadinlara ostradiol-
medroksiprogesteron verilmesi hafiza testlerinde degisiklik yapmadigr gézlenmistir
(132).

flging olarak, yakin zamanlarda yapilan calismalarda Ostrojen kullaniminin
demans ihtimalini artirabilecegi iddia edilmektedir (133,134).

Ogrenme Kkabiliyeti ve onun tekrar hatirlanmasinda strojenin rolii tam olarak
anlasilmis degildir. Ostrojenin roliiyle ilgili kamitlar klinik calismalarin yamisira
deneysel calismalara da dayanmaktadir. Cinsiyet hormonlar1 erkek ve disiler arasinda
kognitif performans iizerine farkli rol oynarlar. Dogumdan ilk hafta sonra testesteron
uygulanan erkek ve disi sicanlar yetiskin doneme geldiklerinde yapilan uzaysal
ogrenme testinde kontrol gruplarinda erkekler daha iyi performans gostermisken
testesteron uygulanan gruplar arasinda disilerin daha iyi performans gosterdigi tespit
edilmistir (135). Hipokampal olmayan 6grenmede pro-ostrus safhasindaki si¢anlarin
performans1 iyi iken hipokampal uzaysal Ogrenme performansinda ise Ostrus
safhasindaki siganlar daha iyi performans gosterdigi bulunmustur (136). Baska
calismalarda ise bunun tersi olacak sekilde diisiik doz Ostrojen, OVX farelerde

uzaysal 6grenmeyi artirirken yiiksek seviyelerde etki etmedigi tespit edilmistir (137).
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Intrahipokampal estradiol enjeksiyonu hem erkek sicanlarin hem de OVX disilerin
Morris water maze testi (MWM) kazanimini bozmustur (138,139).

Yapilan calismalarda sudan kaginma gorevi iizerine gen¢ kemirgenlerde
Ostrojenin hafizay1 gelistirici (137,140-144), azaltict (136,145-151) veya etki
etmedigine yonelik (152,153) bulgular elde edilmisti. Ornegin gen¢ intak
hayvanlarda plazma Ostrojen seviyesi artarken veya en yiiksek degere yakinken
MWM gorevinde 6grenmede azalma vardir (136,147,149-151). Benzer sekilde artan
Ostrojen seviyesi veya iki ovariyan hormonun dalgali seviyeleri ile O6grenmede
bozulma arasinda iliski vardir (145,147,148). Beta Ostrojen reseptor knockout
(BERKO) farelerde kontrol gruplarina gore hipokampusun diizenledigi korku durum
modeli hafizasinda gerileme ve CAl alanlarinda sinaptik bozulma tespit edilmistir
(154).

Ostradiolun uzaysal ogrenmeyi gelistirmesi veya azaltmasi doza ve farkli
Ostradiol reseptorlerinin etkilemesine bagli olabilir. OVX MWM 6grenmeyi normal
hayvanlarda azaltirken transgenic olarak ER-a olmayan hayvanlarda etkilemedigi
goriilmiistiir (155).

Kognitif fonksiyonlar ile Ostrojen arasindaki iliskinin gosterilmesinde en ¢ok
kullanilan deneysel metodlardan birisi OVX yapilan hayvanlar ile kontrol gruplarinin
karsilastirilmasidir. Bu deneylerdeki bulgular birbirleriyle ters diismektedir. Bazi
arastirmacilar calismalarinda ovarektominin uzaysal hafizayr  artirict etkileri
oldugunu gostermislerdir (156). OVX sicanlarda islek bellek artmasma (157-159)
ragmen referans hafiza performansinda etki gosterilememistir (159). Ovarektomi
eksitator amino asit tipi olan N-metil-D-aspartatin (NMDA) non-kompatatif bir
antagonisti olan dekstrometorfanin geng disi siganlardaki uzaysal hafiza iizerine olan

olumsuz etkilerini diizeltmekte ve Ostrojen uygulanmasi ise bozulmay1 tekrardan eski
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haline getirmektedir (160). Bu ¢alismalardaki bulgulara zit olarak ovarektomi sonucu
hipokampal ve striatal hafiza sistemlere bagl farkli iki tip hafiza siirecine (137) iki
secenekli su kaginma testi gibi islek hafiza dl¢timleri iizerine (141) ve MWM testinde
platform bulma siiresine (62) olumsuz etkileri oldugu ve Ostrojen uygulamasinin bu
olumsuzluklar diizelttigi rapor edilmistir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada OVX
sicanlara Ostrojen ile birlikte norotoksik olan kainik asit verilmesi MWM testinde
uzaysal performansta bozulmaya neden oldugu ama bu iki maddenin tek tek
uygulamalarinin ise uzaysal performansi etkilemedigi gosterilmistir (63). Erkek
sicanlarda intraserebroventrikiiler (ICV) streptozotosin uygulamasinin sebep oldugu
hafizada bozulmalarn ve O6grenme yetersizligini Ostradiol uygulamasi kismen telafi
etmistir (161).

Primatlarda yapilan calismalarda, insanlarda oldugu gibi Gstrojen uygulamasi
ile gen¢ maymunlarda kognitif bozukluk (162-164) orta yash maymunlarda ise

kognitif diizelme (165,166) oldugu tespit edilmistir.

3.2.4. Ostrojenin Beyinde Etki Mekanizmalari:

Ceyrek yiizyildan fazla siiredir Ostrojenin beyin yap1 ve fonksiyonlarmi ¢ok
farkli yonlerde etkiledigi bilinmektedir. Hayvanlarda amigdala, serebral korteks ve
hipokampus gibi hafiza ve kognisyon iizerine etkili bir ¢cok beyin bolgesinin dstrojen
reseptorii acgisindan zengin oldugu bulunmustur (167). Hipokampusun hafiza
fonksiyonlari iizerine rollerinden dolay1 caligmalar buraya odaklanmistir ve Ostrojen
hipokampusun anatomisini, fizyolojisini ve biyokimyasim etkiledigi kabul edilmistir
(168). Ostrojenin ciddi norotopik etkilerinin olmasi (59,169), asetil kolin icin sentetik
enzim olan kolin asetitransferaz konsantrasyonunu artirmast (170), hipokampus CA1

alanlarinda dentritik uzantilarin yogunlugunu artirmasi ve dstrojen reseptorleri alfa ve
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betanin (ER-a, ER-B) hipokampus CAl noronlarinin dentritlerinde bulunmasi
(171,172) kadinlarda Ostrojenin kognitif fonksiyonlar1 etkilleyebilecegini akla
getirmistir.

Ostrojenin beyindeki etkileri kisaca Sekil 4’de gosterilmistir. Ostrojen bu
etkilerini beyinde bulunan farkl reseptorleri araciligiyla yapmaktadir. En cok ER-a ve
ER-B olmak iizere bircok ostrojen reseptor alttipi noronal dokularda tanimlanmistir
(167,173-176). ER-a ve B aymi beyin bolgelerinde iist tiste binmektedir (177).
Genomik Ostrojen resptorlerinin hafizada rolii acik degildir, bununla birlikte hafiza
gelisimiyle ilgili denemelerden birka¢ giin Once Ostrojen uygulanmasinin hafiza
gelisimini artirdign bulunmustur (143,165,178). Bu belirtilerin uzun siireli olmasi
Ostrojenin genomik etkilerinin hafiza siirecini etkiledigini gosteririr. Ek olarak ER-a
knockout farelerde uygun hipokampal fonksiyonlar1 gerektiren hafizada bozulmalar
gosterilmistir (148,179). Ostrojenin beyindeki etkileri klasik genomik tamimlamaya ek
olarak, bircok hizli1 etki membran reseptorleri araciligiyla da olmaktadir (60,180).
ERKO farelerde Ostrojen uygulanmasi hafizay1 kolaylastirmasi (179) ve etkisiz alfa-
Ostrojenin de hafizay1 gelistirmesi (181) genomik olmayan yolla hafiza iizerine etki
olabilecegini gostermektedir. Bu hizli etkiler, protein ve Ca*? diizenlenmesini ve
fosfokinaz aktivitesinin artis1 ile fosfataz aktivitesinin azalmasini igerir (Sekil 4) (182-
187). Ek olarak oOstrojen adenil siklaz yolunu (188-191), fosfolipaz C (192) veya
tirozin kinaz (193-195) ve G-prot baglayan reseptor (GPCR) bagh Ca+> salimmu
(182) etkileyebilir. Fosfataz aktivitesinde azalma (146,185) ve kinaz aktivitesindeki
artis (196,197) sinaptik plastisite sinyal selalesinde (cascade) degisikliklere neden
olur. Gergekte bu sinyal yollaninin farmakolojik diizenlenmesi hafiza

saglamlastirtlmasim kolaylastirir (198-201).
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Sekil 4. Ostrojenin beyinde koruyucu etkilerinin mekanizmalar1 (Kaynak
202’den degistirlerek alinmistir).

Beyindeki Ostrojen gen transkripsiyonun devamini diizenler ve bu
transkripsiyonal siire¢ reseptor aktivitesinin veya hormon yoklugunun uzun siirmesi
durumunda bozulabilir. Gen¢ hayvanlarda, yapic1 tanskripsiyonel siire¢ beyin
fonksiyonlarin1 korumak i¢in yeterli olabilir (203). Ek olarak genc¢ hayvanlar lokal
Ostrojen sentezini i¢ceren hormon kaybin1 kompanse edebilecek mekanizmalar olabilir
(204). Yaglanma ile Ostrojenin kaybi veya Ostrojen reseptorlerinde azalma yaglilik
stiresince cevaplilikta bir progresif azalmaya katkida bulunabilir. Yaglanma siirecinde
hormon reseptor arasinda etkilesimin bozulmasi mekanizmasi tiirler arasinda
degisiklikler gosterir. Ornegin, memelilerde hormon seviyesi azalmasi ile reseptor
azalmas1 arasinda iliski varken kemirgenlerde sabit Ostrojen seviyesi ile reseptor

azalmasi arasinda iliski vardir (70).
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Gliniimiizde Ostrojen reseptoriiniin noron koruyuculugu ile ilgili tartigmalar
bulunmaktadir. Farkliliklar beyin bolgesi veya beyin calismalarinin tipiyle alakali
olabilir. ER-B aktivitesi Ostrojenin noron koruyucu ozellikleri ile alakali olabilir
clinkii; ER-B mRNA (205) ve protein (206) ekspresyonu yaslanma ile belirli beyin
bolgelerinde azaldigr rapor edilmistir. Yine ER-B’nmin yerlesimi ve seviyesi
norodejeneratif hastaliklarla iliskili goriinmektedir (207). Baska bir calismada da ER-
B reseptor agonistleri glutamat toksisitesi ve iskemiden dolayr olusan hasarda
noronlart korudugu ispatlanmistir (208,209). Ilging bir sekilde bu reseptor amiloid B
prekiirsorii ile iligkili mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) aktivitesini de
etkileyebilir (210) ve cAMP cevap element baglayict proteinin (CREB)
fosforilasyonu icin gerekli olabilir (211). Sonug¢ olarak ER-B knockout farelerde P
amiloid birikiminin kanitlar1 ve yasin negatif sonucu ile iliskili néron koruyuculugu
ileri stiriilir (212,213). Yaslanmanin CREB gibi diger transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonu ve ligand bagimsiz transkripsiyonu tiizerine derin etkisi var gibi
goriinmektedir (214).

Ostrojen uygulamast NMDA reseptor ekspresyonunu ve fonksiyonunu hizli bir
sekilde artirir (214,215). Ostrojen sentezinin yoklugu hipokampusta NMDA reseptor
alt tipinde degisiklik yapmakta ama uzaysal 6grenme kabiliyetinde ¢ok az degisiklik
yapmaktadir. NMDA reseptor alt tipleri olan NR1, NR2A ve NR2B'nin aromataz
knockout (ArKO) disi farelerin hipokampusunda normal disi farelere oranla daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Fakat NR2C reseptor alt tipinde bdyle birk fark
izlenmemistir. MWM testinde ise iki genotipde esit 6grenme egilimi gozlenmistir
(216).

Ostrojen uzun donemli potansiasyonun (LTP) indiiksiyonunu kolaylastirir

(185,217,218) ve uzun donem depresyonun (LTD) indiiksiyonunu azaltmaktadir
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(146,185,219). Dahas1 6strojen hizli bir sekilde trofik (besleyici) faktor ve MAPK
yolunu etkiler (191,197,220,221). Son zamanlarda yapilan ¢ok sayida arastirma
hipokampusta Ostrojen etkileri icin MAPK’nin aktivasyonuna ihtiyac duydugunu
gostermektedir (189,222-228). G-protein-MAPK sinyal yolundaki bozulma yas
bagimli hafiza bozulmas: ile iligkili olabilir (229-231). Boylece Ostrojenin hizli
etkileri Ca*> bozulmus diizenlenmesine kars koyarak, G-protein sinyalinin
noronmodiilatére araciligimi desteklemekte ve besleyici faktorler saglayarak beyin
yaslanmasini etkileyebilirler (202).

Benzer sekillerde Ostrojenin G-protein yoluyla hiicre i¢i sinyalin aktivasyonu
(190,232), CREB’in fosforilasyonu (233-237) ve hiicre ici kalsiyum seviyelerinin
degisimini (238,239) iceren noron koruyucu etkiler detayli olarak hala aciklanabilmis

degildir.

3.2.5. Ostrojen ve Norotransmitterler:

Kolinerjik sistemdeki degisim cinsiyet farkliligina dayanan MWM
Ogrenmesinin temelini olusturur. Kolinerjik blokor olan skopolamin uygulanmasi disi
farelerin erkeklerden daha duyarli oldugu bulunmustur (240). Ostradiol kolinerjik
sistemi etkileyerek uzaysal 6grenmeyi artirir ¢iinkii 6stradiol MWM kazanimini disi
sicanlarda artirir ve skopolamin tarafindan bu artig engellenir (138). Ovx sigcanlara
Ostrojen uygulamasi sonucu kolinerjik sistemin ve kognitif performansin daha iyi
oldugu gosterilmistir (152). Hayvan calismalarinda bazal 6n beyinden hipokampus ve
serebral kortekse uzantilar1 olan kolinerjik sistemin disi sicanlarda &strojen
diizenlenmsinde asil sorumlu oldugu gosterilmistir (241). Kolin asetiltrasferaz
aktivitesindeki azalma kognitif fonksiyonlardaki azalmayla ilskilidir (242). Ostrojenin

disi sicanlarin bazal 6n beyin, hipokampus ve frontal korteksde kolin asetiltransferaz
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enzimini artirdig1r bulunmustur (243) ama uzun siire ostrojen uygulanmasi kolinerjik
fonksiyonlar1 azaltabilir (244,245). AH’li hastalarin bazal 6n beyninde kolinerjik
noronlar dejenere olurlar (246). Ostrojen sican beyninde kolin asetil transferazi
upregiile eder (247). Postmenopozal kadinlarda Ostrojen uygulamasi antikolinerjik
ilaglarin dikkat ve hiz bilesenini iceren gorevlerdeki bozucu etkilerini hafifletir (248).
Asetil kolin muskarinik reseptér antagonisti uygulanmast Ostrojenin indiikledigi
MWM tesindeki artig1 azaltmistir bu etki hipokampusa uygulamada goziikiirken
kortekse yapilan uygulamada gosterilememistir (249). Bu sonuclar asetil kolinin
hipokampusta lokalize muskarinik reseptorlerini etkileyerek Ostrojenin islek hafiza
izerine olan pozitif etkilerini diizenlemekte oldugunu diistindiirmektedir.

C)strojenler, aktif olmayan 2-hidroksiostradiole  doniisebilirler;  2-
hidroksiostradiol de katekolaminlerin katekol-o-metil transferaz (COMT) ile
metabolize edilmelerini kompatatif olarak inhibe eder ve gebelikte katekolaminlerin
plazma diizeylerinin artis1 ile kan basinci artisina neden olabilir. Dopaminerjik
sistemin diizenlenmesi Ostrojenin koruyucu etkileri arasindadir. Sizofren kadin
hastalarda tedavide daha diisiik doz noroleptik ilaca ihtiya¢ duyulur (250,251).

Santral noradrenerjik ve dopaminerjik néronlarin dstrojen reseptorii tagidiklar
gosterilmistir  (252,253). Bazi beyin bolgelerinde dopamin reseptor afinitesi
kadinlarda erkeklerden daha azdir (254). Kronik olmayan siklik éstrojen uygulamasi
substantia nigrada tirozin hidroksilaz salgilatan mRNA’y1 artinr (255) ve yasla
birlikte ayn1 bolgede tirozin hidroksilaz transkripsiyonunu azaltir (256-259). Ayrica,
Ostrojenin triptofan azalmasinin sebep oldugu sozel hafizadaki bozulmayi
iyilestirdigi belirlenmistir (260). Dopamin ve Ostrojen etkilesimiyle ilgili yapilan bir
calismada Ovx sicanlarda kronik Ostrojen replasmaninin 6grenme cevabi iizerine

etkilerini sadece D2 reseptorleri araciligi ile olabilecegi ileri siiriilmiistiir (261).
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Ostrojenin  noéron  koruyucu etkisinin bir kismi  nortransmitterlerin
diizenlenmesiyle olmaktadir. Ornegin; ostrojen dopamin salmimini diizenleyerek
nigrostrial sistemi korur (262-264). Ostrojenin nigrostriatal dopaminerjik sistemde
norotoksik etkiye karst noron koruyucu 6zelligi vardir ve Ovx farelerin striatumunda
dopamin konsantrasyonunda azalmayr Onler (265-269). Farelerde dopaminerjik
norotoksisite cinsiyet farkliligi gosterir ve erkeklerde disilere gore dopaminin daha

fazla azalmasina neden olur (270,271).

3.3. Kognitif (Bilissel) Fonksiyonlar; Ogrenme ve Bellek:

Biligsel fonksiyonlar, kisinin analiz yetenegi ve gelen bilgiyi davranisi ile
koordineli bir sekilde kullanabilme kapasitesidir. Benzer sekilde kisinin ¢evreden
gelen bilgiyi alarak Oziimleme ve yine cevreye karsi etkili olarak kullanabilme
yetenegidir ve oryantasyon, bellek fonksiyonlar1 da dahil olmak {iizere algilama,
dikkat, yargilama, soyutlama, hesaplama, zeka ve gercegi degerlendirme yetilerini
kapsar (272).

Davranisim1 deneyimlere gore degistirebilme yetenegi hayvanlara ve ozellikle
insana ait bir 6zelliktir. Ogrenme bunu gerceklestirebilmek icin deneyimlerden bilgi
kazanabilme, bellek ise bu bilgiyi koruma ve depolamadir. Bu iki olay birbiri ile
yakindan iliskilidir ve her ikisinin birlikte ele alinmas1 gerekir (273).

Fizyolojik olarak bellek; eksplisit (net) ve implisit (gizli) olarak iki tipe
ayrilabilir. Net bellek tanima bellegi veya deklaratif bellek olarak da adlandirilir.
Burada biling esleniktir ve hipokampus ile beyinin medial temporal loblarinin diger
boliimlerinde depolamaya bagimlhidir. Olaylara ait (epizodik), sozciik, kural, dile ait
(semantik) bellek olarak alt gruplara ayrilir. Implisit bellek, bir kez kazanildiktan

sonra bilingsiz ve kendiliginden gergeklesir hale gecen beceri ve aligkanliklar1 kapsar.
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Bu bellek, daha o©nce karsilasilmis olan sozcilk veya cisimlerin taninmasini
kolaylastiran durumu da icerir. Bunun bir Ornegi, ilk birka¢ harfin soylenilmesi
sonucu bir kelimenin daha kolay hatirlanmasidir. Implisit bellegin diger gesitleri,
asosiyatif olan ve olmayan formlara ayrilabilir. Asosiyatif olmayan Ogrenmede
organizma tek bir diirtii ile 6grenirken asosiyatif 6grenmede organizma bir diirtiiniin
diger diirtii ile olan iliskisini 6grenir. Gizli bellek uyaniklig1 icermez ve buna varligi
anlasilmayan veya refleksif bellek de denir. Bunun depolanmasi her zaman
hipokampusta islenlemeyi gerektirmez ve beceri, aligkanlik ve kosullu refleksleri
kapsar.

Eksplisit bellek ile implisit bellegin cesitli formlari, saniyeler ile dakikalar
boyu siiren kisa siireli bellek ve bellegin yillarca ve bazen yasam boyu depolandigi
uzun siireli bellek olugumunu igerir.

Kisa siireli bellek sirasinda ami kalintilar1 travmalar ve cesitli ilaglarla
bozulabilir, halbuki uzun siireli an1 kalintilar1 bozulmaya belirgin sekilde direnglidir.
Kisa siireli bir bellek tipi olan islek bellek, kisi bir bilgiye dayanan girisim planlarken
bilgiyi hazir tutan bellektir.

Uzun siireli hafiza, bilginin depolanma sekline bagli olarak kapali ve agik olmak
izere ikiye ayrilmaktadir. Kapali hafiza tipik bir sekilde refleks olarak uygulanabilen
motor ve algilama durumunda s6z konusudur. Ornek olarak bireyin daha 6nce yazdig
bir kelimenin ilk harfini gordiigiinde devamim hatirlamasi verilebilir. A¢ik hafizada
ise kisiler, yerler ve cisimlerin birbirleriyle olan baglantilarinin hatirlanmasi1 s6z
konusudur .

Acik hafizanin olusumunda kodlama, konsolidasyon, depolama ve geri ¢cagirma
olmak {iizere dort saftha vardir. Kodlama, 6grenilen bilgi ile ilk kez karsilagildiginda

gosterilen Ogrenme motivasyonu ve dikkat ile baglanih olarak bilginin
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smiflandirilmasidir. Konsolidasyon, bilginin uzun siireli depolamaya uygun olacak
sekilde degistirilerek islenmesidir ve genlerin ekspresyonunu ve yeni protein sentezini
gerektirir. Depolama, bellegin zaman i¢inde saklanmasiin mekanizmasinm ve yerlerini
icerir. Uzun siireli depolama kapasitesi sinirsiz iken kisa siireli depolama kapasitesi ¢cok
stnirlidir. Geri ¢agirma ise depolanan bilginin kullanilacagi zaman geri ¢agrilmasidir .

Aligkanlik (habitiiasyon), noral bir uyarinin defalarca yinelendigi basit bir
ogrenme seklidir. Bir uyart ilk kez uygulandiginda, o canli i¢in yeni olup bir tepkime
uyandirir. Bu uyan yinelenecek olursa, giderek daha az elektriksel cevap olusturur.
En sonunda denek uyarana alisir ve buna aldiris etmez. Duyarlanma (sensitizasyon)
bir anlamda bunun tersi olan bir olaydir. Yinelenen uyaran, eSer hos veya hos
olmayan bir bagka uyaranla bir veya daha fazla birlikte verilirse daha biiyiik bir cevap
meydana getirir. Uyaranlarin uyandirma degerinin benzeri yogunlagmasinin insanda
meydana geldigi bilinmektedir. Cesitli tiir giiriiltiiler arasinda uyuyan annenin bebegi
aglaymca hemen uyanmasi buna ornektir. Aligkanlik asosiyatif olmayan bir 6grenme
Ornegidir. Asosiyatif 6grenmenin klasik ornegi kosullu reflekstir. Kosullu bir refleks,
onceden cevap olusturmayan veya ¢ok hafif bir cevap olusturan bir diirtiiye karsi, bu
diirtiiniin, bu cevabi normal olarak uyandiran bir diger diirtiiyle tekrar tekrar
eslestirilmesiyle kazanilan bir refleks cevaptir.

Bellekte kilit 6ge, secilmis kavsak baglantilarin giiciinde degisiklik olmasidir.
En basit olanlar hari¢ biitiin bellek bicimlerinde, bu degisiklik protein sentezini ve
genlerin etkinlestirilmesini igerir. Bu olay, kisa siireli bellekten uzun siireli bellege
gecis sirasinda goriiliir. Hayvanlarda, her egitim oturumunu izleyen bes dakika icinde
anestezi uygulanir, elektrosok verilir veya protein sentezini bloke eden ilag, antikor
veya oligoniikleotidler kullanilirsa, uzun siireli 6grenilmis cevaplarin kazanilmasi

Onlenir. Bu girisimler, egitim oturumlarindan dort saat sonra yapilirsa kazanim
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iizerine herhangi bir etki goriilmez. insanda bu olaylarin karsiligi, beyin sarsintisi
veya elektrosok tedavisinden hemen once gerceklesmis olaylara ait bellegin yitimidir
(retrograd amnezi). Bu amnezi, deney hayvanlarindakinden daha uzun donemleri
kapsarsa da uzak bellekler el degmemis olarak kalir (274).

Hipokampus’un oOzellikle kisa siireli hafiza ile ilgili oldugu bilinmektedir
(275). Kisa siireli hafiza, yeni bilgilerin depolanma kapasitesini ifade etmektedir. Bu
nedenle mekanizma ne olursa olsun sag ve sol hipokampus olmadan verbal veya
sembolik uzun siireli anilarin kalici olmast miimkiin degildir (276). Diger yandan,
sag hipokampus gorsel, sol hipokampus ise sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha
fazla aktivite gostermekte ve bu bolgelerin lezyonlarinda da ilgili hafizalarda
kayiplar gelismektedir (273). Hipokampusu etkileyen lezyonu olan hastalarda kisa
siireli hafizanin uzun siireli hafizaya doniistiiriilmedigi gézlenmistir. Lezyonun sol
hipokampusta oldugu durumlarda daha ¢ok sozel hafiza etkilenirken, sagda oldugu
durumlarda ise gorsel hafiza etkilenmektedir (277).

Hipokampusun, kisa siireli bellegin uzun siireli bellege cevirilmesine neden
olan diirtiiyli sagladig ileri siiriilmiistiir. Yani baz1 tip sinyalleri kalic1 deponun yer
aldigr uzun siireli bellegin depo alanlarina tasir. Mekanizma ne olursa olsun,
hipokampus olmadan, uzun siireli bellegin pekistirilmesi miimkiin olmamaktadir
(278).

Sicanlarda MWM testi 6zellikle hipokampal lezyonlarin etkilerine duyarlidir
(279). Uzaysal 6grenme hipokampal hasarin boyutuyla ilskili olarak bozulmaktadir
ve dorsal hipokampal lezyonlar ventral olanlardan daha fazla etkiledigi rapor
edilmistir (280,281). Yapilan bir ¢calismada ibotenik asitin indiikledigi hipokampal
lezyonlu sicanlarda gercekte gizli platform 6grenmesi bozdugu bildirilmistir. Buna

ragmen uzaysal olmayan ayirim normal bulunmustur (282).
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Hipokampus, MWM gizli platform bulma altindaki uzaysal Ggrenmenin
birincil yeridir (283). Pekistirme ve depolamada oldugu gibi uzaysal bilginin
alimmas1 ve kazanilmasi i¢in hipokampus gereklidir. Suda ¢oziinebilen AMPA/kainat
antagonisti kullanilarak geri doniisiimlii hipokampus inaktivasyonu ciddi bir sekilde

sicanlarda MWM testi performansini bozdugu bulunmustur (284).

3.4. Hiicre Adezyon Molekiilleri (CAM):

Hiicre adezyon molekiilleri, glikoprotein molekiillerinden olusan yapilar olup
bir¢ok hiicrenin yiizeyinden salinirlar ve hiicrelerin birbirlerine, endotel hiicrelerine
veya ekstraselliiler matrikse baglanmalarim1 saglarlar (285). Adezyon molekiilleri;
ekstraselliiler matriksten hiicreye bilgi akisi, doku/organ gelisimi ve hiicre cogalmast,
embriyogenez, kemotaksis ve kanser metastazi gibi bir ¢ok olayda rol oynarlar.

Molekiiler biyoloji ¢calismalarinda transmembran diizeyinde kadherin, integrin,
selektin ve immiinoglobiilin (Ig) siiper ailesine ait bircok hiicre adezyon molekiilii
bulunmustur (286). Aktive immiinoglobiilinler hiicre icindeki iskelet sistemine
baglanan tek gecisli transmembran glikoproteinlerdir. Bazi c¢alismalarda Ig
familyasinin hem sinaptogenez hem de sinaptik plastisiteye katildigi bildirilmistir
(287,288). Ig siiper ailesi iiyeleri tarafindan aracilik edilen hiicre-hiicre baglantilar
sadece noronlar arasinda degil aymt zamanda noronlarla glialar arasinda da
bulunabilir. Noronlarla glialar arasindaki baglantilar ayrica sinaptik diizenlemelere de
katilabilirler (289,290).

Hiicre adezyon molekiilleri hiicre dis1 matriks komponentleri sayesinde
hiicrelerle diger hiicrelerin arasindaki baglantilara aracilik ederler ve boylelikle
sinaptik plastisitedeki degisiklikleri etkilerler. Bunlarin yanmisira, CAM’lar hiicre ici ve

dis1 sinyallere aracilik ederler. CAM’larin néron gelismesinin dahil oldugu ilk
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etaptaki hiicresel cevaplarda hiicreler arasi sinyal transdiiksiyon akimini aktive ettigi
gozlemlenmistir (291). Bununla birlikte belirli CAM’larin ekspresyonlar1 néronal
aktiviteyle etkilenebilir (292). CAM’in gelisme esnasinda noronal baglantilarin
formasyonunda gorev aldig1 ve son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla néronal CAM’1n

sinaptik plastisiteye katildig1 one siirlilmiistiir (293-295).

3.4.1. NCAM Yapusi ve Ozellikleri:

NCAM hiicre adezyon molekiilleri icerisinde iyi bilinenlerdendir (296) ve Ig
siiper ailesi icinde incelenen protein yapilardir. NCAM’in hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimleri ile noron geligsmesini arttirmada diizenleyici olarak hareket eden
yiizey glikoproteinleri oldugu bilinmektedir (297-300). NCAM molekiili N
terminaline 6zgii bes adet C2 bolgesi iceri. NCAM yapilarinin extraselliiler kismina
tutunmus uglarinda ise iki adet fibronektin homolog bolgesi (Fn-III) ve bes adet Ig
bolgesi (Ig-1) icermektedir (Sekil 5) (301). Bes Ig bolgesi de hafiza ve 6grenmede
onemli roller iistlenen polisialik asit (PSA) iceren alanlara sahiptir. NCAM salinim
sinir sisteminin yanisira beyin omurilik sivisi, amniyon sivisi, plazma, kalp kas1 ve
cizgili kas gibi yapilarda da bulunur. Miza¢ bozuklugu, sizofrenli hastalarinin
kimyasal beyin tahribi sonrasi beyin omurilik sivisinda NCAM yiiksek seviyelerde
bulunmustur (302,303). Bu yiizden NCAM’in beyin patolojisi ve plastisitesinde
Oonemli bir rol oynadig: diisiiniiliir (304). Bu molekiiller ayrica hiicresel gog, aksonal
gelisme, sinaptik plastisite ve cevresel aksonlarin rejenerasyonuna katilirlar (305-
308). NCAM sadece merkezi sinir sisteminde yapisal organizasyona katilmaz ayni
zamanda yetiskin beyinde sinaptik modifikasyonlara da katilir. Periferal sinirlerin
cikarilmasindan sonra NCAM ekspresyonunun yiikseldigi gozlemlenmis ve bu da

NCAM’1n rejenerasyona katkida bulunabilecegini akla getirmistir (309-311).
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Sekil 5. NCAM molekiillerinin yapisi. (A) Ug major NCAM izotipinin genel
yapilar1 ve hiicre zan ile iliskisi. (B) NCAM izotiplerinin alternatif birlesmeler ile

farkli adezyon molekiilleri ve PSA ile olan baglantis1 (Kaynak 301’den alinmistir).

Farkli baglantilarla olusmus beyinde molekiil agirliklart 120, 140, 180 kDa
olan 3 ana NCAM izoformu bulunmustur (301,312). Bunlardan NCAM-180 ve
NCAM-140 formlar hiicre disindan hiicre i¢ine dogru COOH zincirleri ile uzanmis
transmembran proteinleridir. Ancak NCAM-120 ise hiicre membranina kadar uzanir
ve glikosilfosfatidil inositol vasitasiyla membrana tutunarak sitoplazmada ilerler
(Sekil 5). Bu protein yapilar sinir sisteminde bol miktarda iiretilirler (313). Asir
NCAM ekspresyonu fonksiyonel degisiklik olmaksizin ndromuskiiler sinapslarin yapi
ve biiyiikliigiinde artisa neden olur (314). NCAM hiicre membranina baglandiktan
sonra transmembran sinyalini ortaya c¢ikarir. Boylece NCAM’ler adezyon islemini
diger hiicrelere araci olarak ve ekstraselliiler matrikste veya aktive intraselliiler sinyal

yollarinda gorev alarak yaparlar (301,313).
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Alternatif baglantilarla plazma membranina molekiiller farkli sekillerde
tutunurlar (285). Alternatif u¢ uca baglanma ile NCAM yapilarmin degisik
bolgelerine tutunan birka¢ protein yapisi daha vardir. Bunlar Exon 15, Exon 18, a, b,
¢, AAG ve Ig bolgesine tutunan VASE ve PSA’dir (301). Ozellikli olarak dérdiincii Ig
bolgesi 7. ve 8. eksonlar tarafindan kodlanir, bu eksonlarin arasina da VASE denilen
30 bazlik ekson girebilir (Sekil 5). Sonug¢ olarak karmasik yapilanmalar ve alternatif
ekson kullanimi ile, transkriptin sonunda bilinen iic ana NCAM formu da beyinde
olusur (315).

3.4.2. NCAM’in Ogrenme ve Hafizann Sekillenmesindeki Rolii:

Farelerde hipokampal mossy fiber sistemde NCAM ve PSA salimiminin
ayrintili bir sekilde analiz eden son ¢alismalarda, NCAM salimmi sadece noéronal
diizenleme icin Onemli olmadigi, aym zamanda go¢ (migrasyon) gibi yapisal
degisiklikler, aksonal biiylime ve fasikiilasyon ile plastisite aktivitesi i¢inde gerekli
oldugu gosterilmigtir (285).

NCAM antikorlarinin intraventrikiiler enjeksiyonu ile tavuklarda hafiza
kaybina (amnezi) neden olmasi NCAM’m 6grenme {izerine katkilarinin kanitidir
(316). Bagka bir calismada NCAM’dan yoksun birakilan farelerde uzaysal 6grenme
ve bulma yeteneginin bozuldugu, MWM testlerinde 6grenmelerinde geri kalmalar
oldugu tespit edilmistir (317). Bununla beraber 6grenmedeki bu yetersizligin neden
kaynaklandigi bilinmemektedir. Bunun yanmisira PSA-NCAM’in enzimatik olarak
ortadan kaldirilmasiyla sicanlarda uzaysal Ogrenme engellenmistir (318). Yine
deneysel olarak deniz yumusakcalarindan Aplysia california’lar iizerinde yapilan
calismalarda Aplysia hiicre adhezyon molekiillerinin diizeylerinin diisiiriilmesi ile
yeni sinaptik baglantilarin  6grenmeyle iliskili formasyonu olumsuz etkiledigi

gosterilmistir (319). Geng ve yash noronlarin rejenerasyon ve ¢ogalma yeteneklerinin
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ortaya cikarilmasi yasa bagli gerilemelerin diizeltilmesinde ve noron hasan ile
seyreden hastaliklarin tedavisinde umut vaat etmektedir ve bu noktada NCAM
molekiillerinin olumlu etkileri giindeme gelmektedir (320).

NCAM sadece gelisme esnasinda MSS yapisal organizasyonuna katkida
bulunmaz, ayn1 zamanda beyindeki tahrip olmus sinaptik modifikasyonlara da
yardimc1 olur. Bu ozelliklerinden dolayr PSA-NCAM basta olmak iizere NCAM
saliniminin, dgrenmenin ve uzun dénem hafizanin olusumunda etkin bir role sahip

oldugu anlasilmaktadir (321).

3.4.3. Sinaptik Plastisite ve PSA-NCAM’in Rolii:

Sinir sisteminin gelismesi noronal dongiiyii olusturmak igin yol gosteren
sinaptik baglarin yeniden olusmasinin devam ettirilmesiyle karekterize edilir.
Yetiskinlerde sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza olusumu gibi fizyolojik ve
patolojik sartlarin tanimlanmasi ve nodronal dongiiniin tamamlanmasiyla anlagilir
(322). NCAM ve onun polisiale olmus formu olan PSA-NCAM’in noronal plastisite
ve sinapslarda cok énemli bir rol oynadigi bilinmektedir (323).

Coziinebilen NCAM tipleri beyinde, beyin omurilik sivisinda ve plazmada
bulunur (301,324). NCAM hiicre gociinii, norit uzanimim ve fasikiilasyonunu
etkileyerek beyinde sinapslarin olusumunda rol oynayabilirler. Ayrica NCAM’in
etkisinin bloke edildigi farelerde olfaktor bulbusun ve hipokampustaki mossy fiber
sistemin gelisiminin geri kaldig1 gosterilmistir (301). Bu nedenle NCAM molekiilleri
beynin gelismesi esnasinda MSS yapisal organizasyonuna girerken, olgun beyinde ise
sinapslarin yeniden olusum ve diizenlenmesine katilmaktadirlar. Bu molekiillerin
sinaptik plastisite disinda hiicre gogii, aksonal biiyiime, periferal aksonlarin

yenilenmesinde de gorev aldiklan diistiniilmektedir (285).
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Noronal plastisite 6grenme ve hafiza formasyonunda onemli gorevler alir
(315). Kortikal noronlarin farklilagsmasi, iyilesmesi ve sinaptik plastisitede aktivite
artist icin PSA-NCAM’1n gii¢lii bir sekilde salinimi olduk¢a 6nemlidir.

NCAM formlan i¢inde sinaptik plastisitede rol alan en énemli molekiil PSA-
NCAM’dir (301,325). PSA, alfa-2-8-linked sialik asit artiklarinin  uzun
homopolimerazidir (285). NCAM izoformlarinin %30’unu PSA olusturmaktadir. Bu
nedenle PSA-NCAM terimi siklikla kullanilmaktadir. PSA’nin buradaki rolii karsilikli
membranlar arasindaki adezyonlarin kolaylikla yapilmasimi saglamaktir. Polisialize
olmus yapt NCAM’1n adhezif etkilerini artirir (285,326).

Sinaptik plastisite ve noronal aktiviteye bagli ndrogenezis olayinda onemli rol
alan PSA-NCAM’1n, 6zellikle hipokampal formasyonda rol alan olfaktor sistem ve
dentat girus gibi beyinin belli bolgelerinde diizeylerinin artmis oldugu gozlenmistir
(327-330). Yasa bagli olarak ortaya c¢ikan hafiza bozukluklart hipokampal
plastisitedeki azalma ile birliktedir. Merkezi sinir sisteminin olusumunda NCAM’1n
polisialize olmamis hali rol alirken, gelisimi sirasinda PSA-NCAM bolca sentezlenir.
Kemirgenlerde hipokampal formasyonda, yeni olusan noronlarin farklilasma ve
matiirasyonunda da PSA-NCAM saliniminin aktif rol aldig1 gosterilmistir (297,329).
Digli graniil hiicrelerinin polisilizasyonu ise yasla birlikte azalir. Ancak yasla
baglantili aktif azalmanmin polisializasyondaki azalmayla direkt bir iligkisi
bulunmamaktadir (331,332).

Kafa travmasi sonrasi1 fonksiyonel iyilesme ve tamirde, ndronal baglantilarin
yap1 ve fonksiyonel plastisitesinde de PSA-NCAM gorev alir (333). PSA-NCAM’1n
giiclii bir sekilde salimimi beyin yapilarinda dokunun yeniden organizasyonunda ve
plastisitede Onemli roller {istlenir NCAM polisializasyonunun artist yetiskin

sicanlarda, hem pasif kaginma cevabinin 6grenilmesinden sonra ve hem de MWM
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testinde uzaysal 6grenmeden sonra gosterilmistir (334,335). Bu artis sicanlarin dentat
girusunun  graniil hiicrelerinde tespit edilmistir Baska bir calismada
polisializasyondaki bu yiikselme hipokampal olusumda disli graniil hiicrelerinin
bulundugu yerde ve Ogrenmeye katilan kortiko-hipokampal yoldan sekillenebilen
entorhinal korteksteki noronlarda lokalize olmuslardir (285,336). NCAM
polisializasyonunun artis1 ayni sekilde 6grenmeye katilan korti-kohipokampal yolda
PSA-NCAM salmiminida aktive etmektedir (334). Ancak bu formasyon icin
hipotalamo-pitiiiter-adrenal aksin 6nemli oldugu ortaya konulmustur (285).

Genellikle uzun dénem hafizanin olusmasindaki yapisal degisikliklerin néronal
baglantilarla olustuguna inanilmaktadir. Uzun donem hafizanin olusmasinda ve
ogrenmede NCAM’in rolii giderek daha fazla sayida arastirmaya konu olmaya
baslamistir (321). Ogrenme ve hafizanin olusumunda temel mekanizma olan sinaptik
plastisiteye NCAM molekiillerinin aracilik ettikleri artik bilinmektedir (321,337).
Ogrenme siirecinde noronal baglantilarda yapisal degisikliklerin olusmasi uzun
donem hafizanin yerlesmesini saglar. Bu noronal baglanti ve yeniden organizasyon
isleminde NCAM molekiilleri cok énemli gorevler iistlenir (338).

PSA-NCAM’m artis1 adhezyon hiicrelerinde azalmaya ve norit uyarilmasinda
artisa neden olmaktadir. Norogenezin indiiklenmesi ile hipokampal formasyon
artmakta, 6grenme ve hafiza islemleri de olumlu etkilenmektedir. Sonucta polisialize
olmus NCAM, uzun dénem hafizanin (depo hafizanin) kurulmasi esnasinda néronal
baglantilarin yapisal modellerinin yeniden olusumuna katkida bulunmus olurlar (339).
Ayrica PSA-NCAM salmimi hizli bir sekilde Ca* bagimli noéronal aktiviteyi
sekillendirebilmektedir (333,340). Tiim bu etkiler, basta PSA-NCAM olmak {iizere
NCAM salinmminin, 6grenmenin ve uzun donem hafizanin olusumunda ne kadar

gerekli oldugunu gostermektedir (321).
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3.4.4. NCAM ve LTP:

LTP ve LTD gibi mekanizmalar kortikal yeniden organizasyon haritalarinin
temelini olusturdugu kabul edilmektedir. Bunlarin beyinde bilgi depolamanin hiicresel
temelini olusturduguna inanilmaktadir (333). PSA-NCAM’1n presinaptik plastisiteye
spesifik katkilar1 oldugu bilinmektedir (285).

Yetiskinlerde Ogrenme ve hafizaya alma olaylarinda rol oynayan noronal
plastisitenin NCAM molekiilleri tarafindan saglandigr artik bilinmektedir (338,341).
Sinaptik plastisitenin bir ifadesi olan hafizanmin olusumunda NCAM’m roliinii
anlamak i¢in hipokampusta mossy fiber sinapsta LTP uyarist kullanilir (285). LTP in
vivo ve in vitro sartlarda hipokampal sinir liflerinin yiiksek sikliktaki uyarilar ile
uyarilabilen sinaptik gecislerdeki uzun siiren bir yiikselmedir. LTP 6grenme ile cogu
ozellikleri paylasir. Hafiza ve 6grenmede sinaptik degisiklikleri kontrol ettigi sanilan
molekiiler mekanizmalar1 anlamada ve tespit etmede artik yaygin olarak LTP 6l¢timii
kullanilmaktadir (342).

Bir uygulamada in vitro sartlarda lokal NCAM antikorlarinin sicanlarin
hipokampal kesitlerindeki CA1 bolgelerine enjeksiyonu ile LTP’nin devamliligin1 ve
uyarisini engelledigi gosterilmistir (342).

Sinir sisteminin gelisimi sirasinda olusan sinaptik degisiklikler, sinaptik
plastisitenin de kapasitesinde degisikliklere neden olur. Tamimlanan bu kapasite
hatirlama ve 6grenme yeteneginde onemli rol oynar. Erginlerde bu olay 6grenme ve
hafiza olusumu gibi fizyolojik ve patolojik sartlarin tanimlanmasi ve ndronal

dongiiniin tamamlanmasi ile anlasilir (319).
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3.5. Aromataz Enzim Inhibitorleri:

Postmenopozal kadinlarda meme kanserlerinin ii¢te ikisi Ostrojen reseptor
pozitifdir ve hastaligin dogast hormon bagimlidir. Bu hastalarda 0Ostrojenin
etkilerinden korunmak i¢in iki ana yaklasim vardir: Birincisi; selektif Ostrojen
reseptor inhibitorleri, ikincisi; aromataz inhibitorleri tarafindan Ostrojen sentezinin
inhibisyonu. Son zamanlara kadar Ostrojen reseptor pozitif meme kanseri tedavisinde
aromataz inhibitorleri ikinci c¢izgi (basamak) tedavide kullanilirken, tamoksifen
birinci cizgi tedavide kullanimi tamamen yerlesmis bir standart olarak biliniyordu.
Fakat son zamanlarda yapilan klinik calismalar birinci basamak tedavide iiciincii
kusak aromataz inhibitorlerinden anastrozol ve letrazolun tamoksifenden daha fazla
etkin oldugu bulundu. Aromataz enzim inhibitorleri overlerde ve periferal dokularda
ostrojen iiretimini baskilar (343). Ostrojene bagimli olarak biiyiime gosteren meme
kanserli hastalarda aromataz inhibitorlerinin kullanilmasi Ostrojen seviyelerinin
azalmasina bagli olarak hastaligin seyrini diizeltmesi aromataz inhibitorlerinin
Onemini arttirmustir (344).

Aromataz enzim inhibitorleri steroid (geri doniisiimsiiz) ve steroid olmayan
(geri doniisiimlii) olmak iizere iki grupta siniflandirilirlar (345) (Tablo 1, Sekil 6):

1- Tip 1 (Steroid) aromataz inhibitorleri: Eksemestan ve formestan olup,
enzimdeki substrat baglanan protein yapiya kovalent olarak ve geri doniisiimsiiz
baglanirlar. Bu nedenle dolasimdan uzaklagincaya kadar kalici enzim inhibisyonu
yaparlar (346).

2- Tip Il (Nonsteroid) aromataz inhibitorleri: Aminoglutetimid, fadrazol,
rogletimid, vorozol, letrazol ve anastrazol olup aromataz sitokrom p450’nin hem
grubuna yarismali olarak geri doniisiimlii sekilde baglanarak Ostrojen sentezini

baskilarlar (344). Bu intibitorler aromataz enzimine yiiksek affinite gosterirler (347).
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Aminoglutetimid klinikte ilk kullanilan aromataz inhibitorii olmasina ve iyi
etkinlik gostermesine ragmen seciciliginin olmamasindan ve kortikosteroid takviyesi
gerektirdiginden dolay1 hastalarin uyumu zorlasir. Bu sikintilardan otiirii daha giiclii,
daha iyi tolere edilen ve daha fazla aromataz secici 3. kusak aromataz inhibitorleri
gelistirildi. Bunlar kompatatif olan ve steroid olmayan letrazol ve anestrozol ile geri

doniisiimsiiz steroid inhibitorii eksemestandir.

Tablo 1. Aromataz inhibitorlerinin simiflandirilmasi.

TipI-Steroid TiplI-Steroid Olmayan
(Geri Doniisiimsiiz) (Geri Doniisiimlii)
L. Kusak - Aminoglutetimid

II. Kusak Formestan Rogletimid
Fadrozol
II1. Kusak Eksemestan Vorozol
Letrazol

Anastrozol

Ostrojenler hormon bagimli meme kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli rol oynarlar (348). Bu nedenle son yillarda giderek artan oranda hormon
bagimli meme kanseri olgularinin tedavisinde aromataz inhibitorleri kullanilmaktadir
(349). Uciincii nesil aromataz inhibitorleri strojen veya progesteron reseptdr pozitif
ileri evre meme kanserli postmenopozal kadinlarda ve cerrahi icin uygun olmayan

hormon reseptdr pozitif invaziv meme kanserli hastalarda tamoksifene alternatif
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olarak ilk basamak, ikinci basamak ve neoadjuvan (yeni yardimci) tedavide
etkinlikleri bildirilmistir (344). Hormon reseptdr pozitif meme kanserlerinde
neoadjuvan tedavide faz III randomize (rastgele) denemelerde Letrazol’iin
tamoksifenden daha fazla etkin oldugu gosterildi (350). Yapilan baska ileriye yonelik
randomize calismalarda, letrazol ve anastrozol birinci agsama tedavi icin tamoksifen
ile karsilastirildi. Bu iki ajanin da sonucu diizeltmekte oldugu bulundu (351,352) ve
FDA tarafindan postmenopozal kadinlarda hormon reseptdr pozitif ve metastatik
meme kanserinde birinci asama tedavi olarak kabul edildiler. Ayrica, pozitif 6strojen
reseptoriine sahip endometriyum tiimorlerinde de aromataz inhibitorleri sistemik
olarak kullanilmaktadir (353). Cinsiyet hormonu bagimli bening tiimorler olan
leomyomlarin tedavisinde kullanilabilmektedir (354,355). Aromataz inhibitorlerinin
Ostrojen {iretimini baskilamasindan yola c¢ikilarak kisa dénem i¢in ovulasyon
indiiksiyonu saglanmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir (356). Bu ajanlarin
follikiiler fazda kullanimimin ardindan over ve ekstra ovaryan dokularda Ostrojen
seviyesinde azalmaya bagli olarak FSH iiretimini arttirarak infertil hastalarda
ovulasyon indiiksiyonu sagladigi gosterilmistir (357). Normal endometriumda
Ostrojen iiretilmez ve aromataz aktivitesi saptanmazken ekstra-uterin implantlarda
yiilksek oranda aromataz aktivitesine ve Ostrojen iiretimine rastlanmistir (358). Bu
nedenle, son yillarda yapilan caligmalar aromataz inhibitorlerinin endometriozis
tedavisinde etkinligini gostermistir (359,360). Oniimiizdeki yillarda aromataz enzim

inhibitorlerinin tedavide daha genis bir kullanim alani bulabilecegi diistintilmektedir.
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Steroid aromataz inhibitérleri

Ikinci kusak Uciincii kusak

0 0
0 ; { 0 j
A CH,

Formestan Eksemestan

Steroid olmayan arem ataz inhibitorleri

Birinci kusak Ikinci kusak
/
N
CH;, N J
NH;
0///\11 4]
H
CN
Aminoglutetimid Fadrozol
Uciincii kusak
[
N
- | |
CH;
F s
NC CN Ne
CH; CHj
Anastrozol Letrozol

Sekil 6. Aromataz inhibitorlerinin yapisi.
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3.5.1. Letrazol (CGS 20267):

3.5.1.a. Farmakokinetigi:

Saglikli kisilerde letrazol agizdan alindiktan sonra hizli bir sekilde ve tamamen
emilir, genis bir dagilim hacmine sahiptir (1.87 l/kg) ve orta derecede proteine
baglanir (%60) (361). Tek doz alimdan sonra plazma son yarilanimi saglikl kisilerde
4?2 saat (362,363) ve meme kanserli hastalarda ise 82 saattir (364). Meme kanserli
hastalarda saglikli kisilerden daha yiiksek egri alti alami vardir ve bu durum
hastalardaki azalmis metabolik klirensten dolay1 eliminasyon hizinin azalmasindan
kaynaklanmir (364). Daha gen¢ olan saglikli bireyler (ortalama yas 61) ile
postmenopozal hasta kadinlar (ortalam yas 71) arasinda letrazoliin farmakokinetigi
acisindan anlaml farklilik yoktur (364).

Letrazoliin major eliminasyon yolu sitokrom P-450 izoenzimleri CYP3A4 ve
CYP2A6 tarafindan metobolize edilmektir ve farmakolojik olarak aktif olmayan
karbonil metobolitine ¢evrilir (362,365). Onceki klinik ¢alismalarda yiiksek tek doz
(>10mg) veya giinliik tekrarlayan 2.5 mg dozlardan sonra letrazoliin farmakokinetigi
linear olmadig tespit edilmistir. (366). Letrazoliin farmakokinetigindeki bu dogrusal
olmama, bu aromataz inhibitoriinin CYP2A6 yolu ile otoinhibisyona veya
doygunluga ugratmasma baglanabilir (365). Letrazolin kararli  durum
konsantrasyonuna 2-6 hafta giinlik doz uygulamalarindan sonra ulasir. Ilag

uygulamalarinin devaminda dokularda ilag¢ birikmesi meydana gelmemektedir (367).

3.5.1.b. Letrazoliin Etkinligi:
Yapilan in vitro calismalarda letrazol insan plasentasi, hamster over
hiicrelerinde (368,369), sican over mikrozomlari (370), JEG-3 insan koriyokarsinoma

hiicrelerinde, MCF-7Ca kanser hiicrelerinde ve insan meme kanserinde (368,369,371-

42



373), giiclii bir sekilde aromatazi inhibe etmektedir. Tiim bu hiicresel sistemlerde
letrazoliin anastrazolden 10-20 kat daha giiclii etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Aromataz inhibitorlerinin etkinliginin in vivo 6l¢ciim metodu ise gencg siganlarda
androstenedionun uyardigi uterus hipertrofisinin inhibe etmeleridir. Yetiskin disi
sicanlarda letrazol (0.3-1 mg/kg giinliik p.o, 14 giin) uygulamas1 tamamen ovariyan
siklusu bozmakta (kesmekte), uterus agirlifinda ve serum Ostradiol seviyesinde

ovarektomiden sonraki miktarlara benzer diisiisler yapmaktadir (369,374-376).

3.5.1.c. Letrazoliin Anti-tiimor Etkileri:

Letrazol yetiskin sicanlarda olusturulan Ostrojen bagimli DMBA indiikledigi
meme tiimorlerinde 100 pg/kg giinlitkk dozda (EDS5S0 10-30 pg/kg giinliik) yaklasik
tamamen gerileme meydana getirmistir (369,375). Ovarektomize findik farelerinde
olusturulan ve androstenedion tarafindan biiylimesi uyarilan MCF-7Ca kanseri
olusturulmus ve 2 mg/kg oral doz letrazol anlamli bir sekilde tiimor biiyiimesini
azaltirken 20 mg/kg giinliik doz ise biiylimeyi tamamen baskilamistir (377). Benzer
sekilde findik farelerinde subkutan 5 pg giinliik letrazol uygulamas giiglii bir sekilde
meme timor gelisimini azaltmistir (372). Yine findik faresi modelinde letrazol
(10mg/giin) anti-ostrojen ICI 182780 (5 mg haftalik), tamoxifen (60 pg/giin) ve
anastrozole (60 pg/giin) uygulamalarindan daha giiclii bir sekilde tiimor biiyiimesini
azaltmistir (378). Findik faresi meme kanseri modelinde letrazol (Spg giinliik)
beraberinde ya tamoksifen (3 pg/giin) veya ICI 182780 (70 pg/hafta) verilmis ve
etkilerinin letrazoliin tek basina verilmesinden anlamli olmamakla beraber daha az
oldugu bulunmustur (372). Bundan dolay1 kombine tedavini avantaji bu hayvan

modelinde yoktur.
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Karsinojenik ¢alismalarda letrazoliin sicanlarin distal disi iireme kanah
glandiiler hiicre tiimorleri ve meme tiimorlerinin kendiliginden olusma insidansini
azalttig1 bulunmustur (379,380).

Birinci kusak aromataz inhibitérii aminoglutetimid aromartizasyonu %90-92
inhibe ederlerken (381,382) ikinci kusak fadrozol bunlardan biraz daha iyiydi (383).
Fakat iiclin¢li kusak aromataz inhibitorleri in vivo aromatizasyonu %96’dan daha
fazla baskilamaktadir (384-386). Faz-I letrazol denemelerinde postmenopozal meme
kanserli kadinlarda 0.1, 0.5 ve 2.5 mg giinliik uygulamalardan 4 hafta sonra serum
Ei’i %79 ve serum E,’yi de %74 oraninda azalmalara sebep olmustur. U¢ dozda ve 24
saat icinde %50’den fazla etki gostermekte en fazlada 14 giinde Ostrojen seviyelerini
diisiirmekte oldugu yapilan calismalarla ortaya konulmustur. Cogu serum
orneklerinde Ostron (<3 pmol/l) ve Ostradiol (10 pmol/l) tamimlanabilir sinirlarin
altinda bulumus ve 0l¢iilebilir en fazla inhibisyon degeri %86 olarak tesbit edilmistir
(387). Benzer sonuclar giinliikk 0.1-5 mg letrazol alan kadinlarin plazma E;, E,, E;-
siilfat, idrar E; ve E;’nin 2 haftada doz bagimsiz bir sekilde %90’dan daha fazla
azalttig1 bulunmustur (388). Yapilan caligmalarda 0,1-5 mg ve 2,5 mg letrazol verilen
hastalarin plazma Ostrojen seviyelerinin letrezol uygulama Oncesine gore sirasiyla
9%95’1 ve %99.4 oraninda azaldig ortaya konmustur (389,390). Baska bir caligmada
letrazoliin farkli iki dozu 0.5 ve 2.5 mg/giin verilmesi randomize calismalarda
aromataz inhibisyonunda doz bagimli degisiklik gostermedigi belirlenmistir (%98.4
ve %98.9 sirasiyla) (384).

Postmenopozal kadmlarin plazma seviyelerinden meme tiimoriindeki
ostradioliin 10-20 ve ostronun 2-10 kat daha fazla oldugu bulunmustur (391). Tiimor
ici Ostrojen kaynag kisiler arasinda farkli varyasyonlar gostermesine ragmen (392)

muhtemelen aktif Gstrojen alinmi (393) ve lokal sentezinin (394) birlikteliginden
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kaynaklanir.

Maymunlarda yapilan bir ¢alismada letrazol insan koryon gonadotropini
(HCG) kullamilarak ovulasyon yapilabilecek ¢ok sayida olgun folikiil olusumunda
yiiksek bir sekilde etkin olmustur (395). Baska bir caligmada daha once klomifen ile
basarisiz  indilksiyon olmus kadinlarda letrazol  verilmesi ovulasyonu
indiikleyebilecegi gosterildi (396). Letrazol infertil anovulatoar kadinlarin %75’ inde

ovulasyonu uyarabilmektedir.

3.5.1.d. Letrazoliin Seciciligi:

Letrazoliin seciciligini 6l¢cmek i¢in iki hayvan modeli kullanilmaktadir:

1. Hamster over kesitlerinde LH nin uyardig1 dstrojen ve progesteron iiretimi,

2. Sican adrenal dokusunda adrenokortikotrop hormonun (ACTH) uyardigi
kortikosteron ve aldosteron liretimidir.

Letrazol giiclii bir sekilde Ostrojen tiretimini azaltirken (IC50 0.02 uM), en
yiiksek konsantrasyonlarda bile (350 uM) kortikosteron veya progesteron azaltmasi
hi¢ yoktur ve aldesteron inhibisyonu i¢in IC50 degeri 120 pM olmas1 gerekmektedir
(369). Letrazoliin in vitro segiciligini in vivo metodlarla teyit etmek icin ACTH
uyaran ilaglar klinik olarak adrenal kapasiteleri 6l¢mek icin kullanilir (369). Yetiskin
disi sicanlara cilt alt1 tek doz ACTH aromataz inhibitorleri verilmeden 16 saat 6nce
uygulanir ve aromataz inhibitorleri verildikten 2 saat sonra serum kortikosteron ve
aldesteron seviyeleri Olciiliir. Fadrozol anlamli olarak hem aldesteron hemde
kortikosteron seviyelerini baskilarken letrazol in vivo aromataz inhibisyonu ig¢in
gerekli ED50’den (1-3 pg/kg) 1000 kat fazla olan en yiiksek doz (4 mg/kg)
uygulamalarinda bile ne aldesteronu nede Kkortikosteron seviyesini anlamlh

etkilememektedir.
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Letrazoliin seciciligi ile ilgili klinik calismalar da hayvan deneylerini
desteklemektedir (387,389,397). Sadece bir ¢alismada plazma kortizol seviyesi %20-
25 diisiis bulunmasina ragmen bu seviyeler de hala normal degerlerindedir (398).
Benzer sekilde plazma aldesteron seviyesi iizerine letrozulun etkisi ile ilgili yapilan
calismalarda plazma aldesteron seviyesinde degisiklik tesbit edilememistir
(387,389,398). Letrazoliin normal sinirlar arasinda kalmak sartiyla plazma aldesteron
seviyesinde ¢ok az bir artis sebep oldugu tesbit edilmistir (397).

Disi sicanlarda yapilan bir bagka calismada bir haftalik letrazol tedavisi
sonrasinda LH ve FSH seviyelerinde ve ovaryan agirliklarinda artis gozlendigi
bildirilmistir (376). Letrazoliin plazma 17a-OH progesteron, tiroid uyarict hormon
(TSH), LH, FSH veya androstenedion seviyelerini (387,397) ve normal idrar

elektrolit atimini veya tiroid fonksiyonlarini etkilemedigi gosterilmistir (389).

3.5.1.e. Diger Etkiler:

Sistemik letrazol kullanimimin 6zellikle Ostrojen bagimhi  kemik ve
kardiyovaskiiler sistemler gibi etkileri kemoterapik olarak kullaniminda onem arz
etmektedir.

Randomize bir klinik ¢alismada saglikli postmenopozal kadinlara 6 ay giinliik
2.5 mg letrazol uygulanmis ve kemik formasyonuna herhangi bir etkisi
gozlenmemisken idrarda kemik resorpsiyonunun markerlarinda artis tesbit edilmistir
(399). Harper-Wynne ve ark. baska bir calismasinda 3 ay giinlik 2.5 mg letrazol
kullanan postmenopozal kadinlarda kemik resorbsiyonunda anlamli artis bulmustur

(400).
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Letrazoliin serum lipitleri iizerine etkileri ile ilgili yapilan caligmalarda
celiskili sonuclar vardir. Ileri meme kanserli postmenopozal 20 kadinda letrazol
tedavisinin 8-16. haftalarinda serum total kolesterolde (%8), LDL kolesterolde
(%15), ve apolipoprotein B’de (%17) artis bulunmustur. Bu ¢alismada arterojenik
risk oranler1 olan total kolesterol/HDL kolesterol (%14), LDL kolesterol/HDL
kolesterol (%21) anlamlh artis ve arterojenik risk faktdrii ApoAl/ApoB oraninda
(%15) anlamli azalma gosterilmistir (401). Bu calismaya ters bulgularin oldugu iki
ayr1 calismada 3 ve 6 ay letrazol uygulamasi total, HDL ve LDL kolesterol
seviyelerinde anlamh degisiklik bulunmamistir (399,400).

Kiigiik bir randomize ¢alismada 0.5 ve 2.5 mg giinliikk letrazol alan meme
kanserli hastalarda tedaviden 3 ay sonra insiilin benzeri biiyiime faktor-1 (IGF-1)
seviyesi anlamli olarak %24 arttig1 bulundu. Aymi calismada IGF baglayici protein 3
seviyesinde herhangi bir degisiklik bulunamadi (402). Yaygin bir sekilde tamoksifen
uygulamasinin postmenopozal saglikli kadinlarda IGF-1 seviyesini azalttig
gosterilmesine ragmen 3 ay siireyle giinliik 2.5 mg letrazol alan kadinlarda 1GF-1
seviyelerinde herhangi bir degisiklik tesbit edilemedi (400).

Ozetle, letrazol preklinik modellerde meme kanseri tiimorlerine karsi ok giiglii
ve secici bir aromataz inhibitoriidiir. Postmenopozal ilerlemis meme kanseri endokrin
tedavisinde altin standart olan tamoksifenden daha iyi bir etkinlige sahip oldugu artik
bilinmektedir. Kemik resorbsiyon belirtecleri iizerine olanlarin disinda biiyiik bir
farmakolojik degisiklere sebep olmamasi letrazolii erken meme kanseri tedavisinde ve

ya ovulasyonun uyarilmasinda ¢ok 6nemli bir konuma getirmistir.
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3.6. Amac:

Merkezi katekolaminler ve NCAM miktarlarinin 6l¢ctimlenmesi ile 6grenme ve
hafiza arasinda iliski oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak Ostrojenin de kognitif
fonksiyonlar1 etkiledigi bilinmektedir. Aromataz inhibitorii anastrozol ile tedavi
edilen kii¢iik bir grup meme kanseri hastalarinda yapilan pilot calismada bu ajanlarin
yan etkileri kognitif fonksiyonlar yoniinden ele alinmis ve sozel hafizada defisit
olabilecegi bildirilmistir (403). Ancak, bu konuda simdiye kadar yapilmis deneysel
bir ¢alisma yoktur.

Bu nedenle, giiclii bir aromataz inhibitorii olan letrazoliin kognitif
fonksiyonlar, hipokampus ve kortekste NCAM ekspresyonu ile hipokampus,
striatum, korteks ve hipotalamus beyin bolgelerinde noradrenalin, dopamin ve
bunlarin  metobolitlerinin  (sirasiyla  dihidroksifenil  glikol (DHPG) ve
dihidroksifenilasetik asit (DOPAC)) diizeyleri iizerine etkilerini ve aralarindaki

iliskiyi arastirmay1 amacladik.
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4. GEREC VE YONTEM:

4.1. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmeleri:

Calismada F.U. Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin edilen,
200-250 gr agirhiginda 64 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan kullanildi.

Tiim hayvanlar 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ve standart oda sicakligi
(21£1°C) saglanan ortamda, dorderli gruplar halinde, her giin temizlenen pleksiglas
kafeslerde tutuldu. Hayvanlar ¢cesme suyuyla ve Elaz1ig Yem Fabrikasi’nda hazirlanan

pelet halindeki 6zel sigcan yemiyle beslendi. (Tablo 2).

Tablo 2. Sican yeminin bilesimi ve kalori degeri.

Maddenin adi Birim Deger
Kuru madde % 93,69
Ham protein % 34,15
Ham yag % 3,00
Metabolik enerji Kcal/kg 2095
Kalsiyum % 3,36
Sodyum % 1,09
Magnezyum % 0,50
Cinko mg/kg 286,80
Demir mg/kg 920,00
Bakir mg/kg 29,33

Ham maddeler

Balik unu, misir, bugday, aycicegi kiispesi,

cavdar ve mineral maddeler
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4.2. Kimyasal maddeler:
Letrazol (Femera) Istanbul Novartis firmasindan 17p-6stradiol ise Sigma

Chemical Co.’dan (St. Louis, MO, USA) temin edildi.

4.3. Deney Dizayni:

4.3.1. Birinci Deney Diizenegi:

Bu boliimde kullanilan ve arka arkaya 3 diizenli siklus gosterdigi giinlitk
vajinal smear (metot asagida agiklanmistir) takibiyle belirlenen toplam 32 intak disi
sican, dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna (n=8) oral yolla (gavaj) tasit soliisyonu
(serum fizyolojik, 0.5 ml/sigan) verildi. ikinci (n=8) ve ii¢iincii (n=8) gruptaki
sicanlara ise sirasiyla 0.2mg/kg ve Img/kg dozunda Letrazol oral yolla (gavaj) (0.5
ml) uygulandi. Diger bir grup (n=8) hayvana da letrazol 1mg/kg dozunda (0.5 ml)
uygulandi ve uygulama sonrasinda 15 giinliik iyilesme siirecine birakildi (iyilesme
grubu). Tiim gruplardaki ilac uygulamalar1 saat 9 ve 11 arasinda ve giinliik olarak
toplam 42 giin siireyle gerceklestirildi.

4.3.2. ikinci Deney Diizenegi:

Bu deneylerde kullanilan toplam 32 disi sican bilateral olarak ovarektomize
(OVX) edildi ve daha sonra dort ayr gruba ayrildi. Birinci gruptaki sicanlar (n==8)
OVX olarak ayrildi ve bu hayvanlara tasit soliisyonu olan serum fizyolojik oral yolla
(gavaj) (0.5 ml/sigan) verildi. Ikinci grup OVX sicanlara (n=8) Letrazol 1mg/kg (0.5
ml) dozunda orogastik yolla uygulandi ve iigiincii grup OVX sicanlara (n=8) Letrazol
Img/kg (0.5 ml) dozunda orogastik olarak uygulandi ve 10 ug/sican dozunda 17f-
ostradiol (17B-E,) cilt altina (0.5 ml) uygulandi. Dordiincii gruptaki (n=8) hayvanlara
ise ayn yolla 17B-E; (10 pg/sigcan/0.5 ml) uygulamalan birer giin atlayarak giin agir

olarak uygulandi. Tiim gruplardaki uygulamalar 42 giin siireyle gergeklestirildi.
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Tiim gruplar:
1-Kontrol grubu
2- Letrazol (0.2mg/kg; Letrazol (0.2))
3- Letrazol (1mg/kg; Letrazol (1))
4- Letrazol (1mg/kg) + 15 giin iyilesme (Iyilesme)
5- OVX grubu (OVX)
6- OVX + letrazol (1mg/kg)
7- OVX+letrazol+ 17B-E, (EST-I, 10 pg/sican )

8- OVX+letrazol+ 17B-E, (EST-II, 10 pg/sican giin asir1 uygulandi)

4.4. Sicanlarda Vajinal Smear Degerlendirilmesi:

Puara sabitlenmis pipete 0,5 ml serum fizyolojik cekildi. Sicana karn1 iistte
bas1 asag1 meyilli olacak sekilde pozisyon verilerek serum fizyolojik ¢ekilmis pipetin
ucu vajinaya yerlestirilerek puar iki ii¢ kez yavasca sikilarak vajinal sekresyon ve
hiicrelerin pipete alinmasit saglandi. Pipetteki sividan bir damla lam iizerine
damlatilip boyanmadan 1s1tk mikroskopunda 10x ve 40x biiylitmede incelendi.
Mikroskopik incelemede siganlarin reprodiiktif sikluslarinin hangi sathada olduklari
tespit edildi. Didstrus (bazal ve parabazal hiicreler), proostrus (cok sayida
intermedier, az sayida parabazal ve siiperfisial hiicreler), ostrus (karnifiye siiperfisial
hiicre, keratinize hiicre) safhalar1 her sigan igin ayr1 ayr1 kaydedildi. Ust iiste iki kez
normal reprodiiktif siklus 6zelligi gosteren sicanlar (ortalama 12-15 giin) deney

grubuna dahil edildi.
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4.5. Ovarektomi:

Ikinci deney diizenegindeki sicanlar, kas ici yolla uygulanan 60mg/kg ketamin
(Eczacibasi, Istanbul) ve 5 mg/kg rompun (Bayer, Istanbul) kombinasyonu ile genel
anesteziye alindi. Hayvanlar dorso-ventral pozisyonda diseksiyon tahtasina
sabitlendi. Sirtin orta kismu ile kuyruk kaidesi arasinda kalan abdominal bolge
tizerindeki tiiyler kesilerek temizlendi ve etil alkol ile silindi. Temizlenen abdominal
bolgenin merkez kisminda orta hatta makasla kiiciik bir deri insizyonu (0.5-1 cm)
acildi. Bir makas insizyon yerinden deri altina sokularak bag dokusu ayrildi, sonra
kas tabakasi kesildi ve periton bosluguna ulasildi. Ovaryum, insizyon bolgesinden
ucu kiit bir pens yardimiyla kendisini ¢evreleyen yag tabakasiyla birlikte dikkatlice
cekildi. Disariya alinan ovaryumlar, uterus tiipii ile birlestigi yerin hemen altindan
ligatiire edilerek makas yardimiyla biitiiniiyle kesildi ve uterus tekrar eski yerine
yerlestirildi. Islem bittikten sonra kas tabakasi ve deri 4.0 ipek iplik ile dikildi ve
yara kenarlarina betadin siiriildii. Bu islem bilateral olarak gerceklestirildi ve

hayvanlar iyilesme siiresince (15-25 giin) bireysel kafeslerde tutuldu.

4.6. Morris’in Su Tanki Testi:

Ogrenme testi olarak Morris Water Maze Testi (Morris’in su tanki testi)
kullanild1 (404). MWM testi; sican ve farelerde en yaygin olarak kullanilan bir
o0grenme ve bellek testidir. Kullanilan su tanki dairesel olup 120 cm ¢apinda
galvanizli ve 50 cm yiiksekligine sahiptir. Tank 25 cm kadar su ile dolduruldu ve siit
tozu ile boyandr ve 10 cm ¢apindaki platformun su yiizeyinden 2 cm alta birakilarak
sicanlar tarafindan goriinmesi engellendi. Suyun 1s1s1 24+2°C de sabit tutuldu. Su
tankin yerlestirildigi konum ve platform yeri deney siiresince sabit tutuldu.

Deneklerin bulundugu yerin uzaysal konumunu algilayabilmeleri icin gorsel bir
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isaret olan kirmiz1 151k kaynagi tank disina konuldu (visual cues). Sanal olarak dort
esit parcaya ayrilan tankin bir ¢eyreginin ortasina tank duvarindan 30cm uzaklikta
kalacak sekilde platform birakildi. Sicanlar sirayla diger % oranindaki alanlardan
birine birakilarak yiizerek platformu bulmalart i¢in 60 saniye (sn) zaman verildi.
Platformu bulunca 30 sn platform iizerinde dinlenmelerine izin verildi. Sonra sicanlar
almip kurutularak ayri bir kafeste 30 sn bekletildi. Farkli bir ¢eyrekten tekrar su
tankina birakilarak ayni islem her hayvan i¢in 4 kez tekrarlanip platformu bulma
siireleri kaydedildi. 60 sn i¢inde platformu bulamayan si¢an alinip platforma birakildi
ve 30 sn platform iizerinde kalmasi saglandi. Her hayvan igin 5 giin siireyle ayni
denemeler yapilip deneklerin 6grenme yetenegi zaman olarak (sn) kaydedildi.

Bellegin pekistirilme islemini test etmek igin 5 giinliik testten 24 saat sonra
probe testi yapildi. Bu testte platform tanktan alindi ve denekler yiizdiiriildii.
Denekler dogal olarak platformun 6nceden bulunduklari tankin dortte birlik kisminda
daha cok arama yaparlar. Bu siire bellegin pekistirilmesini olger. Deneklerin eski
platformun bulundugu dortte birlik alanda yiizdiikleri siire kaydedildi.

Ogrenme testleri tamamlandiktan sonra sicanlar dekapite edildi. Sicanlarin
beyinleri hizla ¢ikarildi ve beyin bélgeleri korteks, hipokampus, striatum ve
hipotalamus olacak sekilde ayrildi. Her si¢an icin beyin bolgelerinin sag prefrontal
korteksi ve 3% hipokampusu western blot yontemi kullanilarak NCAM analizi i¢in
ayrilirken kalan diger beyin dokular1 elektrokimyasal deteksiyonlu-yiiksek
performanslh sivi kromatografisi (HPLC-ECD) ile monoamin tayini yapilmak icin
birakildi. Tiim beyin dokular1 analizler yapilana kadar -80°C’de saklandi.

Tiim hayvanlarin viicut agirliklar1 deney basinda ve calismanin sonunda
belirlendi. Ayrica, sicanlarin uterus ve intak siganlarin over agirliklar da deneylerden

sonra tartild1 ve viicut agirliklarinin yiizde kacini olusturduklart hesaplandi.
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4.7. Western Blot Yontemiyle NCAM Analizi:

4.7.1. Orneklerin Hazirlanmast:

Dondurulmus dokular 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon solusyonunda
(10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.ImM fenil metil siilfonil florid
(PMSF), 5uM soybean (bir tripsin inhibitdrii olarak)) cam bir homojenizator
yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde
+4°C’de 60 dakika siireyle 60.000xg’de santrifiij edildi. i1k siipernatantlar eppendorf
tiiplere alinarak pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon solusyonunda (25
mM Tris-HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX-100 ve % 1’lik SDS)
yeniden siispanse edildi. Homojenatlar +4°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve
tekrar sogutmali santrifiijde +4°C’de 60 dakika siireyle 60.000xg’de santrifiij edildi.
Elde edilen 2. siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid gel elektroforez (SDS-PAGE) ve western blot analizleri i¢in —80°C’de

muhafaza edildi.

4.7.2. Orneklerin SDS-PAGE ile Analizi:

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina
yerlestirilmek iizere 10 ml’lik separating jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel
solusyonu iyice karistirild1 ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan
sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. Iki cam levha
arasina jel ilave edilirken iist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (~1cm) bir
bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel 30
dakika oda sicakliginda bekletilerek igindeki akrilamid ~monomerlerinin
polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina 12 dise sahip tarak

yerlestirildi.
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Tarak dislerinin ara dolgu jeli (10 ml) hazirlandi. Hazirlanan bu jel kasete
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Kaset 25-30 dakika
oda sicakliginda bekletilerek dolgu jelin de polimerlesme saglandi. Tarak,
polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi. Cam levhalardan olusan kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8),
%2’lik SDS, 9%0.002 oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk

merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Protein orneklerinden 150 W1 alindi ve her

birine esit oranda ¢oziici solusyondan eklenerek iyice karstirildi. Hazirladigimiz

karisimdan 13 1 tarak dislerinin bosluklarina dolduruldu. Tank icerisine yeterli

miktarda tank solusyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi.
Voltaj degeri 10 dakika sonra yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen
mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢cikarildi. Protein bantlarinin goriiniir hale gelebilmesi icin bu jel
% 1.25’lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir
gece boyunca oda sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alinan jel boyay1 giderici solusyon ortamina birakildi. Jel
calkalayici iizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde boya giderici solusyonla yikandi.
Boylece jel tizerinde bulunan protein bantlariin disindaki boya giderilmis olundu

(405).
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4.7.3. Orneklerin Western Blot ile Analizi:

4.7.3.a. Blotlama; Jeldeki Proteinlerin Nitroselilloz Membrana Aktarimma:

SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi.
Nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA) transferin
gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran yiizeyleri arasinda
bosluk kalmayacak bicimde karsi karsiya getirildi ve filtre kagitlariyla sarilmig bir
sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu.
Sogutulmus tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek icin 60
dakika boyunca 150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi

saglanmis oldu.

4.7.3.b. Bloklama; Spesifik Olmayan Reaksiyonlar1 Engellemek icin
Nitroselilloz Membranda Protein Baglanmams Bolgelerin ilgisiz Proteinlerle
Kaplanmasi:

Blotlama islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz
membranlar tampon solusyonla (NaH,PO,4.2H,0 (0.025 M), Na,HPO,4.12H,0 (0.075
M), NaCl (1.45 M)) calkalayici iizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi.
Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO,
(pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum albumini ile 37 °C’de 90 dakikalik

inkiibasyonla bloklandi.

4.7.3.c. Ozgiil Antikorlarla Tepkime:
Primer antikor olarak poliklonal tavsan anti-sican NCAM antikoru kullanildi.
NCAM primer antikoru % 0.05 oraninda Tween-20 bulunan tamponda 1:2000

oraninda hazirlanarak kullamildi. Nitroseliilloz membranlar NCAM antikoru ile
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+4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada nitroseliiloz
membranlar 5 kez 5 dakika tampon solusyonuyla yikandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membranlar %0.05 oraninda Tween-20 bulanan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis keci-anti-tavsan
immiinoglobulinle 37°C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki

asamada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon solusyonuyla yikandi.

4.7.3.d. Bantlarin Goriintiilenmesi:

Bantlarin goriintillenmesi icin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda %0.03-0.05
oraninda hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroselilloz membranlar {izerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriinir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice
yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklar analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklar1 Lab. Works
4.0 (Ultra Violet Products Ltd. Combridy, CD4s ITG UK) software programi

kullanilarak analiz edildi (405).

4.8. Monoamin Tayini:

4.8.1. Monoamin Tayini icin Beyin Dokularimn Ekstraksiyonu:

Hipokampus, korteks, striatum ve hipotalamus dokulart bulunan ependorf
tiipler, derin dondurucudan cikarildi ve hassas terazide tartildi. Tartilan dokular cam
bir homojenizatoriin icerisine konuldu ve iizerlerine 300 ul Dihidroksi benzilamin
(DHBA) (2 ng/20 wl), ile 600 pl 0.1M HCI ilave edildi. Dokular 3-4 dakika soguk

ortamda homojenize edildi ve numuneler tekrar ependorf tiiplerine kondu.
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Homojenizasyondan sonra numuneler santrifiij cihazina yerlestirildi. +4°C sicaklikta
4500 devir/dk hizinda 20 dk. santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra tiiplerin {ist
bolgesindeki berrak sivi icerigi enjektdr yardimiyla alindi ve 0.20’lik
mikrofiltrelerden siiziildiikkten sonra 0.5’lik ependorf tiiplere kondu. Analiz

yapilincaya kadar numuneler -80°C ‘de saklandi.

4.8.2. Monoamin Analiz islemleri:

Beyin 6rneklerindeki noradrenalin, dopamin ve bunlarin metabolit diizeyleri,
(sirastyla DHPG ve DOPAC) HPLC-ECD (Waters, Ireland) kullanilarak tayin edildi.

HPLC’den elde edilen pg cinsinden monoamin miktarlari, yas doku
agirliklarina boliindii. Sonucta monoamin konsantrasyonlart pg amin/mg yas doku

olarak degerlendirildi.

4.8.3. Noradrenalin, Dopamin ve Metabolitlerin Tayini:

HPLC, yiiksek basin¢ altinda kimyasal ayrismanin hizlandirilmasi esasina
dayanan sivi kromatografisidir. HPLC'de ki temel calisma prensibi, bir numunenin
yiiksek basing altinda bir tampon ¢ozelti vasitasiyla kolon i¢inden kosturulmasidir.
Tampon c¢ozelti onceden belirlenmis bir akim hiziyla (1 ml/dk.) sirkiile edilir.
Numune icindeki maddeler, kolondan gecerken kimyasal uygunluklarina gore
(icerdikleri OH iyonu miktariyla orantili olarak) ayrisirlar. Bu nedenle, her madde
elektrokimyasal detektore farkli zamanlarda ulasir ve sisteme bagl bilgisayar
ekranindaki kromatogramda farkli zamanlarda pik olarak ortaya ¢ikar. Bu pik alanlart
bilgisayar programinda otomatik olarak hesaplanir ve ekrandan okunur.
Ayrisan maddelerin konsantrasyonlari ile pik alanlar arasinda dogru orant1 vardir.

Analizlerde, 25 cm, Waters, ODS2 paslanmaz c¢elikten yapilmis mikro
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parcalardan olusmus ve iizeri oktadesil silan hipersil (S5um) ile kaplanmis analitik
kolon kullanild1 (SSODS2-250A, 5m m, 4.6 mm i.d.325 cm, Waters).

Tampon c¢ozeltinin HPLC'deki fonksiyonu (pompadan gelen yiiksek basing
altinda) enjekte edilen numunenin sistem icerisinde tasinmasini saglamaktir.
Cozeltiyi olusturan maddeler, analiz yapilmasi diisiiniilen kimyasal maddelerin
elektrokimyasal 6zelliklerine gore bazi degisiklikler icerir. Monoaminlerin analizi
icin deneylerimizde kullanilan tampon ¢6zeltinin icerigi asagidaki gibi hazirlands;

Mobil Faz:

25 ml HPLC metanol (Merck, Darmstadt, Almanya)

3 ml tetrahidroforan (Merck, Darmstadt, Almanya)

1.15 ml glasiyal asetik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

6.74 gr sitrik asit (Surechem Products Ltd, Ingiltere)

4.81 gr sodyum sitrat (Merck, Darmstadt, Almanya))

400 mg heptasulfonik asit (Sigma Chemicals Co., St. Louis, ABD)

47 mg EDTA (Sigma Chemicals Co., St. Louis, ABD)

Bu kimyasallar 100 ml bidistile su i¢inde ¢oziildii ve ¢ozelti 1 1t’ye bidistile
suyla tamamlandi. IM NaOH (Merck, Darmstadt, Almanya) ile solusyonun pH’s1
4.9’a ayarlandi.

Cozeltideki hava kabarciklarimi elimine icin 20 dakika siireyle sonikasyon
uygulandi. Sistemde bilgisayar kontrollii, tampon ¢6zelti ve numunenin yiiksek
basing altinda sirkiilasyonunu saglayan bir HPLC pompas1 (Waters 1515 Model)
kullanildi. Akim hiz1 analiz esnasinda ECD agikken 1 ml/dk, analiz yapilmayan diger
siireclerde ise 0.2 ml/dk olarak ayarlandi (406).

Standart ¢oOzeltiler veya analizi yapilmak istenen numuneler sisteme

enjeksiyon {initesi (injection port)’'nden verildi. Enjeksiyon islemi 100 ul’lik
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mikroenjektorle toplam hacim 20 pl olacak sekilde yapildi. Uygulamadan 6nce ve
sonra enjeksiyon iinitesi metanol ile yikandi.

Analiz islemlerinde kromatografi cihazina eklenmis bir elektrokimyasal
detektor kullanildi. Voltaj +0.70 mV olarak ayarlandi. Bu detektor sabit akimda
calisan cam benzeri bir karbon elektrot esasina dayanmaktadir. ECD’de asil
fonksiyonu “cell” denen bolim yapmaktadir. Cell, iizerinde calisan (working),
referans ve yardimci olmak {iizere ii¢ elektrot tasir. Cell ve kolonu muhafaza eden
boliim 35°C olagak sekilde ayarlandi.

Tampon ¢ozelti icerisinde yiiksek basing altinda kosturulan maddeler analitik
kolon iizerinde iyonize olurlar ve daha sonra detektor tarafindan okunurlar. Farkli
maddeler farkli zamanlarda iyonize oldugu icin bu degisiklikler bilgisayar
monitoriinde degisik zamanlarda pik olarak yansir. Deteksiyonu yapilan
monoaminler ve metabolitlerin standart c¢ozeltileri tek tek sisteme verildi ve
monitorde ortaya c¢ikan piklerin goriinme zamanlar bilgisayar programina (Breeze
Software, Waters) kaydedilerek, hangi maddenin hangi zaman diliminde ortaya
ciktif1 belirlendi. Dokulardan ekstrakte edilmis numune c¢ozeltiler sisteme enjekte
edildikten sonra monitorde goriilen pikler, standart pikleriyle karsilagtirilarak hangi
madde olduklar1 program vasitasiyla saptandi.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen piklerin alanlarn hesaplanarak

monoaminlerin miktar1 belirlendi. Hesaplama isleminde kullanilan formiiller :

Standart soliisyondaki DHBA'in pik alam

Respons Faktor (RF) = -----------mm e

Standart soliisyondaki monoaminin pik alan
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Ornekteki bilinmeyen pikin alani

Pik Konsantrasyonu = ------=--=mmmmmmmmmmm oo x RF x SF*

Ornekteki DHBA pikinin alani

Pik konsantrasyonu

Sonug = ------mmemmem- - (pg amin /g yas doku)

Yas doku agirligi

*SF = Sulandirma Faktori = 45

4.9. Serum Hormon Konsantrasyonlarmmn Olciilmesi:
4.9.1. Serum Elde Edilmesi:

Sicanlar dekapite edildikten sonra kan oOrnekleri cam tiiplerde toplandi ve

daha sonra +4°C’de 10 dk siireyle santrifiij (3000 devir/dk) edildi. Elde edilen serum

ornekleri kuru buz icine yerlestirilmis 1.5 ml’lik plastik ependorf tiiplere transfer

edilerek hemen donduruldu ve analiz edilinceye kadar -80°C’de saklandi.

4.9.2. Serum 17p-E, Konsantrasyonunun Olciilmesi:

Serum Ornekleri hazir olarak alinan 96 numunelik Eliza kitleri (DiaMetra,

Foligno, Italya) kullanilarak &lgiildii. Oncelikle her bir standart ve 6rnekten ikiserli

olacak sekilde 25 ul kuyucuklara kondu, iizerlerine 100ul konjugat solusyonunda

eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Sonra tiim kuyucuklar 300 pl distile

su ile yikanarak su kalmayacak sekilde akitildi. Tim kuyucuklara 100 pl TMB-

substrat eklendi ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildi.
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Sonra 100 pl stop soliisyon eklendi ve 450 nm’de okutuldu. Standart ve 6rneklerin
ortalama absorbans degerleri alindi. Asagidaki formiil kullanilarak %B/B, degerleri
bulundu. Standart egri logit-log grafik ile cikartilarak 6rneklerin %B/Bg degerleri
yerlestirilerek 17f3-E, konsantrasyonlart pg/ml cinsinden hesaplandi (407).

Ortalama Absorbans

%B/By= — —x100

Sifir Standart1 Ortalama Absorbansi

4.9.3. Serum DHEA Konsantrasyonunun Olciilmesi:

Serum Ornekleri hazir olarak alinan 96 numunelik Eliza kitleri (DRG
Diagnostics, Marburg,Almanya) kullanilarak 6lciildii. Oncelikle her bir standart ve
ornekten ikiserli olacak sekilde 20 ul kuyucuklara kondu, tizerlerine 100ul konjugat
solusyonunda eklenerek oda 1sisinda 60 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra tim
kuyucuklar 400 pl yikama soliisyonu ile 3 defa yikanarak soliisyon kalmayacak
sekilde akitildi. Tiim kuyucuklara 100 pl TMB-substrat eklendi ve oda sicakliginda
15 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 100 ul stop soliisyon eklendi ve 450 nm’de
okutuldu. Standart ve orneklerin ortalama absorbans degerleri alindi. Yukaridaki
formiil kullanilarak %B/B, degerleri bulundu. Standart egri linear grafik ile
cikartilarak orneklerin %B/B, degerleri yerlestirilerek DHEA konsantrasyonlari

pg/ml cinsinden hesaplandi.
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4.10. Istatistiksel Degerlendirme:

Bulgularn istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS paket programindan (12.0
for Windows) yararlanildi. Tiim sonuglar Ortalama+Standart Hata (ORT+SH) olarak
gosterildi.

Agirlik dlgiimleri ve NCAM analiz sonuclar icin Tek Yonlii Varyans Analizi,
katekolamin analiz sonuclar1 ile serum 17B-E, ve DHEA analiz sonuglariin
karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR:

5.1. Agirhk Olgiimleri:

5.1.1. Viicut Agirhig1 Yiizde Degisimi (Tablo 3, Sekil 7):

S.1.1.a. Birinci Deney Diizenegi: Tiim sicanlarin deney siiresince viicut
agirlik alimlar1 yilizde olarak hesaplandiginda letrazol uygulanan gruplarda doz
bagimli viicut agirhik artisi oldugu belirlendi. Letrazol (0.2) grubu viicut agirhik
artisinda kontrole grubuna gore anlamli olmayan artis vardi ancak letrazol (1)
grubunda konrol ve diisiik doz letrazol grubuna gore anlamli viicut agirlik artisi tesbit
edildi (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05). Viicut agirlik artis1 iyilesme grubunda kontrol
grubuna gore artarak devam ettigi goriildii (p<0.001).

5.1.1.b. ikinci Deney Diizenegi: EST-II grubu sicanlarin diger ovarektomize
gruplardan anlamli olarak daha fazla viicut agirliklarinin artigs tesbit edildi (p<0.01).

5.1.1.c. Iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi:

EST-II grubu haric OVX gruplarda viicut agirlik artisinda kontrole gore
anlamli olmayan azalma bulundu ama EST-II grubu sicanlarin tiim gruplardan
anlamli olarak viicut agirliklarinin daha fazla artig1 tesbit edildi (p<0.05 iyilesme
grubuna gore, p<0.01 letrazol (1) grubuna gore ve p<0.001 diger gruplarla

kiyaslandiginda).
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5.1.2. Yiizde Uterus Agirliklar: (Tablo 3, Sekil 8):

5.1.2.a. Birinci Deney Diizenegi: Intak gruplarda letrazol uygulamasi doz
bagimli olarak yilizde uterus agirliklarinda azalma meydana getirdi. Kontrole gore
letrazol (0.2) grubundaki uterus agirligi anlamli azalma gosterirken (p<0.01) letrazol
(1) grubundaa uterus agirhigmin daha fazla azaldig: tespit edildi (p<0.001). Iyilesme
grubunda ise uterus agirliklan yiiksek doz letrazol grubuna gore artmis oldugu
bulundu (p<0.05) ancak bu artis kontrol grubu seviyesine ulagmadi (p<0.05).

5.1.2.b. 1dkinci Deney Diizenegi: Ovarektomize gruplara Gstradiol

uygulanmasi uterus agirligini anlamli olarak artirdi ve normal seviyelerine donmesini
sagladi (p<0.001).

5.1.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: OVX ve OVX+Letrazol
gruplarinda uterus agirliklar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi tespit

edildi (p<0.001).

5.1.3. Yiizde Over Agirliklar (Tablo 3, Sekil 9):

Intak gruplarin over a@irliklarinin viicut agirliklarina yiizde oranlarinda

gruplar arasinda anlamli degisiklik bulunmadi.
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Tablo 3. Tim gruplarin viicut agirlik degisimi, uterus agirliklart ve intak

grubun over agirliklar1 yiizde olarak degerleri (ORT+SH).

Z)GVIEE}JC;TI %UTERUS _ %OVER
DECISIM AGIRLIKLARI  AGIRLIKLARI
KONTROL 10.28+1.79 0.18£0.02 0.07£0.01
LETRAZOL (0.2) 14.0122.51 0.0920.01 0.0620.00
LETRAZOL (1) 22.56+1.88 0.0420.00 0.0520.00
IYILESME 23.0842.81 0.1140.01 0.0620.00
ovX 3.4941.51 0.0420.00
OVX+LETRAZOL 6.85+1.43 0.0420.00
EST-I 3.3341.10 0.200.02
EST-IT 33.1841.43 0.2120.02
40 «
35 - £
T
30 4 %
£
25 4 ?

n
o
2

-
a
2

Viicut agirhgi degisimi (%)

-

o
Y

=3

-

&

Sekil 7. Deney sonunda baslangic agirliklarina gore viicut agirlik
degisimlerinin yiizdelik gosterimi (ORT£SH; «: p<0.01. =« p<0.001 kontrole gore. a:
p<0.05 Letrazol (0.2)’ye gore. b: p<0.001 EST-II'ye gore; Tek Yonlii Varyans

Analizi).
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% Uterus agirhgi (g/100g viicut agirhigi)
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Sekil 8. Uterus agirliklarinin viicut agirliklarina yiizde olarak oram1 (ORT+SH;
« p<0.05. s p<0.01. = p<0.001 kontrol ile, a: p<0.05 Letrazol (1) ile, b: p<0.001
OVX ve OVX+Letrazol gruplariyla karslastirildiginda; Tek Yonlii Varyans Analizi).

0,08 1

0,07 4 I

0,06 1 T

0,05 4

0,04 4

0,03 4

0,02 4

% Over agirhigi (g/100g viicut agirhigi)

0,01 9

0,00

KONTROL LETRAZOL (0.2) LETRAZOL (1) iYILESME

Sekil 9. intak gruplarda over agirliklarinin viicut agirhigma yiizde olarak orani

(ORT4+SH).
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5.2. Ogrenme Deneyleri Bulgular:

5.2.1. MWM Testinde Gizli Platform Bulma Siireleri (Tablo 4, Sekil 10):

5.2.1.a: Birinci Deney Diizenegi: Ogrenme testlerinde tiim gruplarin ilk
giindeki 6grenme yetenekleri arasinda anlamli farkliliklar bulunmazken, bes giinliik
deney sonucunda tiim gruplarin 6grenme performansinin giderek arttigi tespit edildi.
Intak gruplarda ilk giin ile son giiniin performanslari karsilagtirildiginda kontrol ve
iyilesme gruplarinin ilk giine gore platform bulma siireleri (p<0.001) letrazol
uygulanan gruplardan (p<0.01) daha fazla azaldig tesbit edildi. Gruplarin 6grenme
performanslar bir 6nceki giine gore kiyaslandi ve anlamli farklilik bulunmad.

5.2.1.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX gruplarda ilk giin ile son giiniin
platform bulma siireleri kargilastinldifinda OVX+Letrazol grubu ve EST-1I
gruplarinda ilk giine gore anlamli olarak platform bulma siiresi azalmig bulundu
(p<0.001). OVX grubunda ilk giine gore son giin platform bulma siiresi anlaml
olmayan azalma gosterdigi belirlendi (p=0.065). EST-I grubunda ise ilk giinkii
performansla son giinkii performans arasinda anlamli fark bulunamadi. Gruplarin
o0grenme performanslarinin giinliikk olarak kendi aralarinda kiyaslanmasinda EST-I
grubu iiciincii giinde OVX+Letrazol grubuna gore (p<0.05) dordiincii giinde ise hem
OVX grubuna (p<0.05) hem de OVX+Letrazol grubuna gore (p<0.01) daha kotii
performans gosterdi.

5.2.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Uciincii giinde EST-I
grubu sicanlarin platform bulma siireleri kontrol (p<0.01) ve iyilesme (p<0.05)
gruplarma gore daha uzun siirdiigii bulundu. Dordiincii giinde ise EST-1 grubu
iyilesme (p<0.001), kontrol (p<0.01), letrazol (1) (p<0.01) ve letrazol (0.2) (p<0.05)

gruplarindan gizli platformu daha ge¢ zamanda bulduklan gozlendi.
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5.2.2. Prob Testi Bulgular: (Tablo 4, Sekil 11):

5.2.2.a: Birinci Deney Diizenegi: Intak gruplarda yiiksek doz letrazol
uygulanan gruptaki sicanlar kontrol ve iyilesme gruplarindakilere gore hedef
kadranda daha fazla siire kaldilar (p<0.05).

5.2.2.b. Ikinci Deney Diizenegi: OVX gruplarda letrazol uygulanan grupdaki
hayvanlar hedef kadranda Ovx gruptan daha fazla zaman geg¢irdiler (p<0.05).

5.2.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Letrazol (1) grubu kontrol
ve iyilesme gruplarinda oldugu gibi OVX ve EST-I gruplarindan da daha uzun siire

hedef kadranda kaldiklar tesbit edildi (p<0.05).
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Tablo 4. Bes giinlilk 6grenme siirecinde sicanlarin platform bulma siireleri (sn) ve prob testinde hedef kadranda kalma yiizdeleri

(ORT+SH).

.. .. . .. . KADRANDA
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN . .
KALIS SURESI
(sn) (sn) (sn) (sn) (sn)
(%)

KONTROL 42.19+4.45 26.34+4.46 15.75+3.49 17.59+£2.27 17.34+3.85" 21.25+£2.61
LETRAZOL (0.2) 42.07+£3.68 26.91+5.77 30.38+5.59 20.09+2.20 19.16+4.16" 23.33+2.52
LETRAZOL (1) 40.86+£5.46  30.39+5.71 23.14+2.80 15.36+2.62 14.7143.06" 33.81+5.10
IYILESME 43.06+3.97 25.59+3.88 19.03+3.17 14.22+1.81 18.59+3.38" 20.21+1.59
OvX 42.16+4.50 30.75+5.64 32.94+5.66 21.72+5.14 21.19+5.73 20.21+1.82
OVX+LETRAZOL 43.16+5.04 32.59+5.63 20.66+5.77 17.75+2.30 9.542.26" 26.67+£2.50
EST-I 47254290 35.36+5.68  41.47+4.84*°  38.06+£5.265%¢  32.19+6.61 19.44+2 .45
EST-I1 53.89+2.94  34.18+3.26 34.86+5.20 27.21+5.03 19.29+2.67" 22.86+4.06

(+: p<0.01, «: p<0.001, birinci giin ile karsilastirnldiginda; a: p<0.05 OVX+Letrazol ve lyilesme gruplari ile; b: p<0.01 Kontrol
grubu ile; c: p<0.05 OVX ve Letrazol (0.2) gruplan ile; d: p<0.01 Konrol, Letrazol (1) ve OVX+Letrazol gruplan ile; e: p<0.001
Iyilesme gruplari ile karsilastirildiginda; Tek Yonlii Varyans Analizi).
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Sekil 5.4. Tiim gruplardaki siganlarda uzaysal 6grenmenin kazaniminin MWM
testi ile Olciilmesi. Her 8 grup i¢in toplam 5 giin siireyle giinlilk 4 denemenin

ortalama platform bulma siireleri gosterildi.
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Sekil 5.5. Ogrenmenin kazanimu siiresince platformun kaldig1 hedef kadranda
platform alindiktan sonra sicanlarin bir dakika i¢inde gegirdikleri siirenin yiizde
degerleri (ORT+SH; « p<0.05 Letrazol (1) grubu ile, a: p<0.05 Ovx grubu ile
karsilastirildiginda, Tek Yonlii Varyans Analizi).
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5.3. NCAM Polipeptit Bandlarinin Densitometrik Analiz Degerleri:

5.3.1. Hipokampus NCAM Polipeptit Bandlarimin Densitometrik Analiz
Degerleri:

5.3.1.1. Hipokampus NCAM 180 KkDa Polipeptit Bandlarimn
Densitometrik Analiz Degerleri (Tablo 5, Sekil 12):

5.3.1.1.a: Birinci Deney Diizenegi: Diisiik doz letrazol uygulamasi kontrol
grubuna gore anlamli olarak NCAM 180 kDa polipeptit bandlarinin densitometrik
analiz degerlerini artinrken (p<0.01) yiiksek doz uygulanmast NCAM 180 kDa
degerlerinde anlamli degisiklik olusturmadigi belirlendi. Bununla birlikte iyilesme
siirecine birakilan hayvanlarda NCAM 180 kDa degerleri kontrol ve letrazol (1)
grubuna gore daha fazla (p<0.001) letrazol (0.2) grubundana gore ise daha az
(p<0.01) bir artis gosterdigi bulundu.

5.3.1.1.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX gruplar arasinda hipokampus NCAM
180 kDa polipeptit bandlarinin densitometrik analiz degerleri acisindan anlamli
faklilik bulunmad.

5.3.1.1.c. ki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: OVX gruplar ile
karsilastirildiginda hem letrazol (0.2) grubu (p<0.01) hem de iyilesme (p<0.001)
grubunda daha yiiksek hipokampus NCAM 180 kDa polipeptit bandlarimin

densitometrik analiz degerleri saptandi.

5.3.1.2. Hipokampus NCAM 140 KkDa Polipeptit Bandlarinn
Densitometrik Analiz Degerleri (Tablo 5, Sekil 13):

5.3.1.2.a: Birinci Deney Diizenegi: intak sicanlarda letrazol uygulanan tiim
gruplarda hipokampus NCAM 140 kDa seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli

olarak yiiksek bulundu (p<0.001).
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5.3.1.2.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX gruplarda hipokampus NCAM 140
kDa seviyeleri etkilenmedigi belirlendi.

5.3.1.2.c. Iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Intak letrazol uygulanan
gruplarin hipokampus NCAM 140 kDa seviyeleri ovarektomize gruplardan yiiksek
bulundu (p<0.001).

5.3.1.3. Hipokampus NCAM 120 KkDa Polipeptit Bandlarinn
Densitometrik Analiz Degerleri (Tablo 5, Sekil 14):

Hipokampus NCAM 120 kDa polipeptit bandlarinin densitometrik analizleri
sadece intak gruplarda gosterilebildi. Yiikksek doz letrazol uygulanan grubun hem
diisiik doz letrazol uygulanan gruptan hem de iyilesme grubundan anlamli olarak
daha disiik hipokampus NCAM 120 kDa degerlerine sahip oldugu saptandi
(p<0.05).

5.3.2. Korteks NCAM Polipeptit Bandlarmin Densitometrik Analiz
Degerleri:

5.3.2.1. Korteks NCAM 180 kDa Polipeptit Bandlarimin Densitometrik
Analiz Degerleri (Tablo 5, Sekil 15):

5.3.2.1.a: Birinci Deney Diizenegi: intak gruplar arasinda korteks NCAM
180 kDa polipeptit bandlarinin densitometrik Sl¢iimleri kiyaslandiginda iyilesme
grubu degerlerinin kontrol (p<0.001) ve letrazol uygulanan gruplardan (p<0.01) daha
yiiksek oldugu gézlendi.

5.3.2.1.b. ikinci Deney Diizenegi: Korteks NCAM 180 kDa polipeptit
bandlarinin densitometrik dl¢timleri OVX gruplar arasinda farklilik géstermedi.

5.3.2.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol, letrazol (1) ve
iyilesme gruplarinin korteks NCAM 180 kDa polipeptit bandlarinin densitometrik

Olctimleri OVX gruplardan daha yiiksek seviyede bulundu (p<0.05 ve p<0.001).
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5.3.2.2. Korteks NCAM 140 kDa Polipeptit Bandlarimin Densitometrik
Analiz Degerleri (Tablo 5, Sekil 16):

5.3.2.2.a: Birinci Deney Diizenegi: Intak gruplardan letrazol (1) NCAM 140
kDa degerlerinde kontrol ve letrazol (0.2) gruplaria gore anlamli olmayan bir artis
tespit edildi. Fakat iyilesme grubu korteks NCAM 140 kDa polipeptit bandlarinin
densitometrik l¢iim sonuglart hem kontrol hem de letrazol (0.2) grubundan anlaml
olarak daha yiiksek bulundu (p<0.01).

5.3.2.2.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX gruplar arasinda korteks NCAM 140
kDa polipeptit bandlarinin densitometrik dl¢iimlerinde fark bulunmadi.

5.3.2.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Korteks NCAM 140
kDa polipeptit bandlarinin densitometrik Ol¢iim sonuglan iyilesme grubu degerleri
OVX (p<0.05), OVX+Letrazol (p<0.01) ve EST-I (p<0.01) gruplarimin degerlerinden

daha yiiksek diizeylerde oldugu bulundu.

5.3.2.2. Korteks NCAM 120 kDa Polipeptit Bandlarimin Densitometrik
Analiz Degerleri (Tablo 5, Sekil 17):

Korteks NCAM 120 kDa polipeptit bandlar1 sadece kontrol ve OVX gruplarda
gosterilebildi. Olgiim sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik tespit edilmedi.
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Tablo 5. Western blot ile oOlgiilebilen tim NCAM polipeptit bandlarinin

densitometrik analiz sonuclart (ORT+SH).

HiIPOKAMPUS KORTEKS
NCAM NCAM NCAM NCAM NCAM NCAM
180 KDA 140 KDA 120 KDA 180 KDA 140 KDA 120 kDA
KONTROL 0.13+0.01  0.05+0.00 0.38+0.04 0.20£0.01  0.20000 0.50+0.14
LETRAZOL (0.2) 0.2840.03  0.10£0.00 0.42+0.03  0.27+0.07  0.20+0.01
LETRAZOL (1) 0.18£0.01  0.12£0.01  0.28+0.03  0.44+0.12  0.50+0.20
IYILESME 0.44+£0.05  0.12£0.01 0.43£0.04 0.83£0.09  0.83+0.07
OvVX 0.14£0.00  0.04+0.00 0.05£0.03  0.29+0.08 1.27+0.38
OVX+LETRAZOL 0.16+£0.01  0.05%0.00 0.08£0.04  0.16+0.07 1.13£0.39
EST-1 0.15£0.01  0.04+0.00 0.12£0.05  0.17+£0.08 1.40+£0.40
0,60 1
0,50 4 ik
_ 040
E "
f 0,30 4 T
:E
0,20 4 T
0,10 4
0,00
& ¢ e & s S
& & & N &
& Ng &

Sekil 12. Western blot ile hipokampus NCAM 180 kDa polipeptit bandlarinin

densitometrik analiz sonuglari (ORT+SH; «: p<0.01 Letrazol (1) hari¢ tiim gruplara

gore, = p<0.001 Letrazol (0.2) hari¢ tiim gruplara gore, Tek Yonlii Varyans Analizi).
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Sekil 13. Western blot ile hipokampus NCAM 140 kDa polipeptit bandlarinin
densitometrik analiz sonuclar1t (ORT+SH; « p<0.001 Kontrol, OVX, OVX+Letrazol
ve EST-I gruplartyla kiyaslandiginda, Tek Yonlii Varyans Analizi).

0,50 4

045 4 T I
0,40 4 I

=3
W
by

=3
%
=
:
—

Rolatif degerler
= =3 = =3
- = 'y 5
=3 wm =3 wm

o

=

b
2

=
=3
S

0\) \Qﬂ)
N
WV
&

R

N &

o &

& &

A%
Sekil 14. Western blot ile hipokampus NCAM 120 kDa polipeptit bandlarinin

densitometrik analiz sonuglart (ORT+SH; s p<0.05 Letrazol (0.2) ve lyilesme

gruplarma gore, Tek Yonlii Varyans Analizi).
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Sekil 15. Western blot ile korteks NCAM 180 kDa polipeptit bandlarinin
densitometrik analiz sonuglar1 (ORT#SH; :: p<0.001 Kontrol ile, a: p<0.05
ovarektomize gruplan ile, b: p<0.01 Letrazol (0.2) ve Letrazol (1) gruplan ile, c:

p<0.001 ovarektomize gruplar ile karsilastirildiginda, Tek Yonlii Varyans Analizi).

1,00 4

*
a

0,90 4 '|'

0,80 4

0,70 4
5
= 0,604
D
=T
%]
< 0,50 4
=
3
S 040 1
]

0,30 4 .[

0,20 4 T .[

0,10 4

0,00

» > >
& S O N & al &
N » o & > <
Oé (\)0 U3 *\\) &Q‘
& Q_Y' &g RS \)@
& 3 &
S *

Sekil 16. Western blot ile korteks NCAM 140 kDa polipeptit bandlarinin
densitometrik analiz sonuglart (ORT+SH; :: p<0.01 Kontrol, Letrazol (0.2),
OVX+Letrazol ve EST-I gruplariyla, a: p<0.05 OVX grubu ile karsilastirldiginda,
Tek Yonlii Varyans Analizi).
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Sekil 17. Western blot ile korteks NCAM 120 kDa polipeptit bandlarinin
densitometrik analiz sonu¢lar1 (ORT+SH, Tek Yonlii Varyans Analizi).
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5.4. Monoaminerjik Norotransmitter Seviyeleri:

5.4.1. Hipokampus Monoaminerjik Norotransmitter Seviyeleri:

5.4.1.1. Hipokampus Noradrenalin Degerleri (Tablo 6, Sekil 18):

S5.4.1.1.a: Birinci Deney Diizenegi: Kontrol ve letrazol (0.2) gruplarina
kiyasla hem letrazol (1) grubu (p<0.05) hem de iyilesme grubu (p<0.01)
noradrenalin konsantrasyonlar1 diisiik bulundu.

5.4.1.1.b: ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gore OV X+Letrazol grubu
noradrenalin diizeyinde artis saptanirken (p<0.01), EST-II grubu noradrenalin
seviyesinde azalma tespit edildi (p<0.01). OVX+Letrazol grubu ile 0&strojen
uygulanan gruplar karsilagtinldiginda EST-I ve EST-II gruplarinda noradrenelin
konsantrasyonlar1 daha diisiik seviyede oldugu bulundu (sirasiyla p<0.01 ve
p<0.001). Ostrojen uygulanan gruplar arasinda farklihk olup olmadig
incelendiginde ise EST-II grubunun noradrenalin diizeyleri EST-I grubuna gére daha
diisiik oldugu gézlendi (p<0.01).

5.4.1.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX grubunda (p<0.05) ve OVX+Letrazol grubunda (p<0.01) noradrenalin
seviyelerinin arttig tespit edilirken EST-II grubunda ise azaldigi bulundu (p<0.01).
Letrazol (1) grubu noradrenalin diizeyi OVX, OVX+Letrazol ve EST-I gruplarindan
anlamli olarak daha diisiik seviyelerde oldugu (p<0.01) buna karsiik EST-II

grubundan daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlendi (p<0.05).
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5.4.1.2. Hipokampus DHPG Degerleri (Tablo 6, Sekil 19):

5.4.1.2.a: Birinci Deney Diizenegi: Intak grublar birbirleri ile
karsilastirildiginda sadece iyilesme grubunda hipokampus DHPG seviyesi kontrol
grubuna gore anlamhi diizeyde azaldigi bulundu (p<0.05) diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklilik yoktu.

5.4.1.2.a: ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gore OVX+Letrazol
grubunda hipokampal DHPG konsantrasyonu artarken (p<0.05) EST-I grubu buna
ters olarak azaldigi bulundu (p<0.05). EST-I grubu OVX+Letrazol grubunda artmis
olan hipokampal DHPG miktarin1 anlaml bir sekilde azalttig1 belirlendi (p<0.01).
Ostrojen uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda EST-II hipokampal
DHPG seviyesi EST-I grubuna gore anlamli olarak arttigi tespit edildi (p<0.05).

5.4.1.2.c. iIki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: OVX grubunun
hipokampal DHPG degerleri kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik diizeyde
oldugu az belirlendi (p<0.05) ve EST-I grubunda bu azalma daha da belirgindi
(p<0.01). intak letrazol (1) grubu ile EST-I gruplar kiyasladiginda EST-I grubunda

hipokampal DHPG seviyesinde bir azalma oldugu bulundu (p<0.01).

5.4.1.3. Hipokampus Dopamin Degerleri (Tablo 6, Sekil 20):

5.4.1.3.a: Birinci Deney Diizenegi: Yiiksek doz letrazol uygulanan letrazol
(1) ve iyilesme grubu, kontrol grubuna gore hipokampus dopamin seviyeleri azalmig
bulundu (p<0.05). Letrazol gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda yiiksek doz
letrazol grubunun dopamin diizeyleri daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05).

5.4.1.3.b: ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gore OVX+Letrazol
grubunda dopamin miktar1 daha yiiksek bulundu (p<0.05) ancak 6strojen uygulanan

EST-I ve EST-II gruplarinda dopamin miktarinin daha diisiik diizeyde oldugu
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belirlendi (sirasiyla p<0.01, p<0.001). OVX+Letrazol grubuna goére EST-I1 ve EST-1I
gruplarinda da dopamin diizeyleri diisiik analiz edildi (sirasiyla p<0.01 ve p<0.001).
Ostrojen uygulanan gruplarda kendi aralarinda farklilik gosterdi ve EST-II grubunda
daha diisiik dopamin seviyesi tesbit edildi (p<0.05).

5.4.1.3.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX (p<0.05), EST-I (p<0.01) ve EST-IT (p<0.001) gruplar1 anlamli olarak daha
diisiik dopamin seviyeleri Olgiildii. Letrazol (1) grubuna kiyasla OVX+Letrazol

grubunda dopamin konsantrasyonlar1 daha yiiksek belirlendi (p<0.05).

5.4.1.4. Hipokampus DOPAC Degerleri (Tablo 6, Sekil 21):

5.4.1.4.a: Birinci Deney Diizenegi: Letrazol (1) ve iyilesme gruplarinda
DOPAC seviyeleri kontrole gore daha diisiik bulundu (p<0.05).

5.4.1.4.b: ikinci Deney Diizenegi: OVX gruplardan OVX+Letrazol grubunda
OVX ve EST-I gruplarina gére DOPAC miktarinin yiiksek oldugu goriildii (p<0.05).

5.4.1.4.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX (p<0.01), OVX+Letrazol (p<0.05) ve EST-I (p<0.01) gruplarmin DOPAC
seviyeleri diisiik bulundu. EST-I grubu letrazol (1) grubuna goére DOPAC
konsantrasyonunun azalmis oldugu saptandi (p<0.01). EST-II grubu DOPAC

diizeyleri tiim gruplardan anlaml diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Tablo 6. Hipokampus

monoamin konsantrasyonlari

(pg/g yas doku;

ORT=+SH).

NORADRENALIN DHPG DOPAMIN DOPAC

(pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas
doku) doku) doku) doku)

KONTROL 2871442496 13661£1159 26682+2475 1515+79
LETRAZOL (0.2) 29417+3730 158174903 2317844786  1391+120
LETRAZOL (1) 1737542539 127581864 11208+2078 1241136
iYILESME 117314473 100684964  16609+2000  1243+164
ovX 43079+5086 103284920  14608+1808 576+72
OVX+LETRAZOL 78219+7180 161874794 2743942852  1045+135
EST-I 3212441687 5717+585 7807+873 473+111
EST-II 48374992 1297342661 1172+48 17629+2119
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Sekil 18. Hipokampus noradrenalin seviyeleri (ORT+SH, =: p<0.05, = p<0.01

kontrol ile, a: p<0.05, b: p<0.01 Letrazol (0.2) ile, c: p<0.01, d: p<0.05 Letrazol (1)
ile, e: p<0.01 OVX ile, f: p<0.01, g: p<0.001 OVX+Letrazol ile, h: p< 0.01 EST-II

ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).

DHPG konsantrasyonu (pg/g yas doku)
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Sekil 19. Hipokampus DHPG seviyeleri (ORT#SH, = p<0.05, «: p<0.01

kontrol ile, a: p<0.01 Letrazol (1) ile, b: p<0.05 OVX ile, c: p<0.01 OVX+Letrazol
ile, d: p<0.01 EST-I ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 20. Hipokampus dopamin seviyeleri (ORT+SH, «: p<0.05, «: p<0.01,
«=x. p<0.001 kontrol ile, a: p<0.05 Letrazol (0.2) ile, b: p<0.05 Letrazol (1) ile, c:
p<0.05, d: p<0.01 e: p<0.001 OVX ile, f: p<0.01, g: p<0.001 OVX+Letrazol ile, h:
p< 0.01 EST-II ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 21. Hipokampus DOPAC seviyeleri (ORT£SH, « p<0.05, «: p<0.01
kontrol ile, a: p<0.01 Letrazol (1) ile, b: p<0.05 OVX ve EST-I ile, #: p<0.01 tim

gruplar ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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5.4.2. Korteks Monoaminerjik Norotransmitter Seviyeleri:

5.4.2.1. Korteks Noradrenalin Degerleri (Tablo 7, Sekil 22):

5.4.2.1.a: Birinci Deney Diizenegi: Letrazol (1) grubu noradrenalin miktari
kontrol ve letrazol (0.2) gruplarindan anlamh diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi
(p<0.05). lyilesme grubu noradrenalin seviyesi hem kontrol grubundan hem de
letrazol (1) grubundan anlamli bir sekilde diisiik seviyede oldugu bulundu (p<0.01).

5.4.2.1.b: Ikinci Deney Diizenegi: OVX+Letrazol grubunde diger iic OVX
gruptan anlamh olarak yiiksek noradrenalin seviyeleri belirlendi (p<0.01). Benzer
sekilde EST-II grubunun degerleri de OVX ve EST-I degerlerinden daha fazla
miktarda oldugu belirlendi (p<0.01).

5.4.2.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuyla
karsilastinrldiginda OVX, EST-I (p<0.01) ve EST-II (p<0.05) gruplar daha diisiik,
OVX+Letrazol grubu (p<0.01) ise daha yiiksek seviyelerde noradrenalin diizeyi
gosterdi. Letrazol (1) grubunda noradrenalin seviyesi OVX, EST-I ve EST-II
gruplarindan  yiikksek  bulundu ancak OVX+Letrazol grubundan  diisiik

konsantrasyonda oldugu gézlendi (p<0.01).

5.4.2.2. Korteks DHPG Degerleri (Tablo 7, Sekil 23):

5.4.2.2.a: Birinci Deney Diizenegi: Letrazol (1) grubu DHPG degerleri diger
intak gruplardan anlamli anlaml diizeyde yiiksek oldugu bulundu (p<0.01). Diger
gruplar arasinda anlaml farkliliklar tespit edilmedi.

5.4.2.2.b: ikinci Deney Diizenegi: OVX+Letrazol grubunun DHPG seviyeleri
diger ovarektomize ii¢ gruptan da onemli dl¢iide yiiksek seviyede bulundu (p<0.01).
EST-II grubunun DHPG seviyeleri OVX ve EST-I grubundan anlamli olarak yiiksek

diizeyde oldugu belirlendi (p<0.01).
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5.4.2.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirllmasi: Kontrole gére OVX ve
EST-1 grubunun DHPG miktar1 daha diisiik seviyede oldugu tespit edildi (p<0.01)
ancak OVX+Letrazol grubunda DHPG miktarinin daha yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.01). OVX, EST-I ve EST-II gruplarinin DHPG seviyeleri letrazol (1) grubu

DHPG diizeyinden daha diisiik oldugu bulundu (p<0.01).

5.4.2.3. Korteks Dopamin Degerleri (Tablo 7, Sekil 24):

5.4.2.3.a: Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore letrazol (0.2) ve
letrazol(1) gruplarinda dopamin seviyeleri daha diisiik seviyede bulundu (p<0.05).
Benzer sekilde letrazol uygulanan gruplar karsilastinldiginda letrazol (0.2) grubunun
dopamin diizeyleri letrazol (1) grubu dopamindiizeylerinden daha diisiikk oldugu
belirlendi (p<0.05).

5.4.2.3.b: Ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gére OVX+Letrazol ve
EST-II grubu yiiksek miktarlarda dopamin konsantrasyonu tespit edildi (p<0.05).
EST-I grubunda diger iic OVX gruptan da daha diisiik diizeyde dopamin miktarlar
ol¢iildii (p<0.05).

5.4.2.3.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrole gore OVX ve
EST-1 gruplan1 daha anlamli olmakla beraber (p<0.01) OVX+Letrazol ve EST-1I
gruplarinda (p<0.05) daha diisilkk dopamin seviyeleri bulundu. Benzer sekilde
letrazol (1) grubunun dopamin konsantrasyonunun OVX ve EST-1 gruplarindan daha

yiiksek seviyede oldugu belirlendi (p<0.05).
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5.4.2.4. Korteks DOPAC Degerleri (Tablo 7, Sekil 25):

5.4.2.4.a: Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore letrazol (0.2) ve
letrazol (1) gruplarinda DOPAC miktar1 yiiksek bulundu (p<0.05). Iyilesme
grubunda hem kontrol hem de letrazol (1) grubundan daha diisitk DOPAC miktarlari
saptand1 (p<0.01).

5.4.2.4.b: ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gore EST-I (p<0.05),
OVX+Letrazol ve EST-II grubunda (p<0.01) daha yiiksek DOPAC diizeyleri
belirlendi. OVX+Letrazol grubu hem OVX hem de EST-I grubundan daha yiiksek
DOPAC seviyeleri gosterdigi gozlendi (p<0.01). EST-II grubu diger iic OVX gruptan
da yiiksek DOPAC konsantrasyonu tesbit edildi (p<0.01).

5.4.2.4.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX (p<0.01) ve EST-I (p<0.05) gruplarinda daha diisiik buna karsilik
OVX+Letrazol ve EST-II gruplarinda (p<0.01) ise daha yiiksek DOPAC diizeyleri
belirlendi. Benzer bulgular letrazol (1) grubu ile OVX gruplar arasinda da vardi
(p<0.01). EST-II grubu tim OVX gruplardan oldugu gibi intak gruplardan da daha

yiikksek DOPAC seviyelerinde seyretti (p<0.01).
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Tablo 7. Korteks monoamin diizeyleri (pg/g yas doku; ORT+SH).

NORADRENALIN DHPG DOPAMIN DOPAC
(pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas
doku) doku) doku) doku)
KONTROL 14578+1404 6216812  10377+1378 87338
LETRAZOL (0.2) 13117+£3148 7692+806 3571283 1471+126
LETRAZOL (1) 2413542644 16892+1647 72024210 1591+379
IYILESME 6228+533 5166+320 10590+897 464+49
ovX 822465 692+120 218431 425465
OVX+LETRAZOL 100174+7754 152384887 6923+395 6974+527
EST-1 722+105 625+99 59+18 647481
EST-I 8849+1158 6076960 5336+1074  16495+1653
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Sekil 22. Korteks noradrenalin konsantrasyonu (ORT£SH, :: p<0.05,
p<0.01 Kontrol ile, a: p<0.05 Letrazol (0.2) ile, b: p<0.01 lyilesme, OVX,
OVX+Letrazol, EST-I ve EST-II gruplan ile, c: p<0.01 OVX, EST-I ve EST-II
gruplari ile, d: p<0.01 OVX ve EST-I gruplar ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney
U Testi).
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Sekil 23. Korteks DHPG seviyeleri (ORT£SH, :: p<0.01 Kontrol ile, a:
p<0.01 Letrazol (0.2), iyile§me, OVX, EST-I ve EST-II ile, b: p<0.01 OVX, EST-I ve
EST-II ile, c: p<0.01 OVX ve EST-1 ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 24. Korteks dopamin konsantrasyonu (ORT#SH, «: p<0.05, «: p<0.01
Kontrol ile, a: p<0.05 Letrazol (0.2), Iyilesme, OVX ve EST-I, b: p<0.05
OVX+Letrazol, EST-I ve EST-II ile, c: p<0.05 OVX+Letrazol ve EST-II ile
karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 25. Korteks DOPAC konsantrasyonu (ORT#SH, :: p<0.05, «: p<0.01
Kontrol ile, a: p<0.01 1yilesme, OVX, OVX+Letrazol, EST-I ve EST-1I ile, b: p<0.05
EST-l1ile, c: p<0.01 OVX ve EST-1ile, d: p<0.01 tiim gruplar ile karsilastirildiginda,
Mann-Whitney U Testi).
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5.4.3. Hipotalamus Monoaminerjik Norotransmitter Seviyeleri:

5.4.3.1. Hipotalamus Noradrenalin Degerleri (Tablo 8, Sekil 26):

5.4.3.1.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore hem letrazol (0.2)
hem de letrazol (1) gruplarinda noradrenalin seviyesi daha yiiksek oldugu tesbit
edildi (p<0.05). Iyilesme grubu noradrenalin konsantrasyonu letrazol (1) grubundan
anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0.01).

5.4.3.1.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gore OVX+Letrazol, EST-I
(p<0.01) ve EST-II (p<0.05) gruplarinda daha yiiksek noradrenalin miktarlar
belirlendi. OVX+Letrazol grubuna gore hem EST-I hemde EST-II gruplarinda daha
diisiik noradrenalin seviyesi belirlendi (p<0.05). EST-II grubunun noradrenalin
miktart EST-I grubundan daha diisiik bulundu (p<0.05).

5.4.3.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda OVX+Letrazol ve EST-I gruplarinda daha yiiksek noradrenalin
seviyesi hesaplandi (p<0.01). Letrazol (1) grubunun noradrenalin seviyeleri OVX
grubundan daha yiiksek (p<0.01) ama OVX+Letrazol (p<0.01) ve EST-I (p<0.05)

gruplarindan daha diisiik bulundu.

5.4.3.2. Hipotalamus DHPG Degerleri (Tablo 8, Sekil 27):

5.4.3.2.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore hem letrazol (0.2)
hem de letrazol (1) gruplarinda DHPG seviyesi daha yiiksek tesbit edildi (p<0.05).
Iyilesme grubu DHPG konsantrasyonu letrazol (1) grubundan anlamli olarak diisiik
bulundu (p<0.01).

5.4.3.2.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gére OVX+Letrazol
(p<0.01) ve EST-I (p<0.05) gruplarinda DHPG seviyesi daha yiiksek tespit edildi

(p<0.01). Bununla birlikte EST-II grubunda ise DHPG miktar1 daha diisiik olarak
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belirlendi (p<0.01). OVX+Letrazol grubuna gore hem EST-I (p<0.05) hemde EST-II
(p<0.01) gruplarinda daha diisik DHPG seviyesi saptandi. Ostrojen gruplari kendi
icinde karsilastirildiginda ise EST-II grubunun DHPG miktar1 EST-I grubundan
anlamh diizeyde diisiik bulundu (p<0.01).

5.4.3.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuyla
OVX+Letrazol grubu karsilastirildiginda DHPG seviyesi kontrol grubunda anlaml
olarak diisiik iken (p<0.05), EST-II grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek DHPG
seviyesi tespit edildi (p<0.01). Letrazol (1) grubunun DHPG seviyesi OVX (p<0.01),

EST-I (p<0.05) ve EST-II (p<0.01) gruplarindan daha yiiksek bulundu.

5.4.3.3. Hipotalamus Dopamin Degerleri (Tablo 8, Sekil 28):

5.4.3.3.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol ve Letrazol (1) gruplarina gore
Letrazol (0.2) grubunda dopamin konsantrasyonu yiiksek bulundu (p<0.05).

5.4.3.3.b. Ikinci Deney Diizenegi: OVX grubunda OVX+Letrazol ve EST-I
grubundan diisiik diizeylerde dopamin seviyesi belirlendi (p<0.05). EST-II grubunun
dopamin diizeyi diger tiim OVX gruplardan daha diisiik saptandi (p<0.05).

5.4.3.3.c. Iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol ve Letrazol (1)
grubuna gore OVX (p<0.05) ve EST-II (p<0.01) gruplarinda daha diisiik dopamin

miktar1 bulundu.

92



5.4.3.4. Hipotalamus DOPAC Degerleri (Tablo 8, Sekil 29):

5.4.3.4.a. Birinci Deney Diizenegi: Letrazol (0.2) grubunun DOPAC
konsantrasyonu Kontrol ve Letrazol (1) grubundan daha diisiikk seviyede idi
(p<0.05).

5.4.3.4.b. Ikinci Deney Diizenegi: OVX+Letrazol grubunun DOPAC seviyesi
OVX ve EST-I grubundan daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). EST-II grubunun
DOPAC miktar1 diger ii¢ OVX gruptanda yiiksek tesbit edildi (p<0.05).

5.4.3.4.c. Iki Deney Diizeneginin Karsilastirlmasi: EST-II grubunun
DOPAC diizeyi Kontrol grubundan daha yiiksek bulundu (p<0.05). Letrazol (1)
grubunun DOPAC miktar1 EST-I grubundan yiiksek olmakla birlikte EST-II

grubundan diisiik seviyede belirlendi (p<0.05).
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Tablo 8. Hipotalamus monoamin diizeyleri (pg/g yas doku, ORT£SH).

NORADRENALIN DHPG DOPAMIN DOPAC
(pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas
doku) doku) doku) doku)

KONTROL 2585344328 1712142503 5128949514 22074339

LETRAZOL (0.2) 3955042057 27337+1638 93860+11177 1302465
LETRAZOL (1) 3892942493 27809+1977 52336+11028  2400+188
IYILESME 17732+1157 19810+1358  49712+8704 17624214
ovX 1745543598 9643+1975 13568+2858 14214413
OVX+LETRAZOL 8200649221 2347242192  32707+2388 28474294
EST-I 60835+5379 1722342436 3702845163 1953+175
EST-IT 39620+5745 54354677 1164+115 5429+1182
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Sekil 26. Hipotalamus noradrenalin konsantrasyonu (ORT#SH, s p<0.05
Kontrol ile, a: p<0.01 1yile§me, OVX ve OVX+Letrazol ile, b: p<0.01
OVX+Letrazol ve EST-1, c: p<0.05 Letrazol (1) ve OVX+Letrazol ile, d: p<0.05
OVX, OVX+Letrazol ve EST-1 ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 27. Hipotalamus DHPG konsantrasyonu (ORT#SH, « p<0.05 «: p<0.01
Kontrol ile, a: p<0.05 Letrazol (1) ile, b: p<0.01 Letrazol (1) OVX+Letrazol ve EST-
IT ile, c: p<0.05 Letrazol (1), OVX ve OVX+Letrazol ile, d: p<0.01 Letrazol (1),
OVX+Letrazol ve EST-1 ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 28. Hipotalamus dopamin konsantrasyonu (ORT£SH, :: p<0.05
p<0.01 Kontrol ile, a: p<0.05 lyilesme ve OVX ile, b: p<0.01 EST-II ile, c: p<0.05
OVX+Letrazol ve EST-I ile, d: p<0.01 OVX, OVX+Letrazol ve EST-I ile
karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 29. Hipotalamus DOPAC konsantrasyonu (ORT+SH, :: p<0.05 Kontrol
ile, a: p<0.05 Letrazol (0.2), EST-I ve EST-II ile, b: p<0.05 OVX, EST-I ile, c:
p<0.05 OVX, OVX+Letrazol ve EST-1 ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U
Testi).
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5.4.4. Striatum Monoaminerjik Norotransmitter Seviyeleri:

5.4.4.1. Striatum Noradrenalin Degerleri (Tablo 9, Sekil 30):

5.4.4.1.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore hem letrazol (0.2)
hem de letrazol (1) grubunun noradrenalin konsantrasyonu daha yiiksek bulundu
(p<0.05). lyilesme grubunun noradrenalin miktar1 Letrazol (1) grubundan diisiik
oldugu tesbit edildi (p<0.05).

5.4.4.1.b. ikinci Deney Diizenegi: EST-II grubunun noradrenalin seviyesi
diger iic OVX gruptan da yiiksek gozlendi (p<0.01).

5.4.4.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX gruplardan sadece EST-II grubunun noradrenalin miktar1 yiiksek bulundu
(p<0.01) diger gruplarda anlamh faklilik yoktu. Letrazol (1) grubuna gore OVX
(p<0.01), OVX+Letrazol (p<0.05), ve EST-I (p<0.01) gruplarinin noradrenalin

diizeyleri diisiik belirlenirken EST-II grubu yiiksek bulundu (p<0.05).

5.4.4.2. Striatum DHPG Degerleri (Tablo 9, Sekil 31):

5.4.4.2.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore diger ii¢ intak
grubun DHPG diizeyi daha yiiksek bulundu (p<0.01).

5.4.4.2.b. ikinci Deney Diizenegi: EST-II grubunun DHPG seviyesi diger iic
OVX gruptan da yiiksek gozlendi (p<0.01).

5.4.4.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX gruplardan OVX (p<0.01), EST-I (p<0.05) ve OVX+Letrazol (p<0.01)
gruplarmin DHPG seviyesinin diisiik oldugu tespit edildi. Ancak EST-II grubunun
DHPG miktar kontrol grubuna gore anlamh diizede yiiksekti (p<0.01). Letrazol (1)
grubu ile OVX (p<0.01), OVX+Letrazol (p<0.05), ve EST-I (p<0.01) gruplan

karsilastirildiginda ise DHPG diizeylerinin anlaml 6l¢iide yiiksek oldugu belirlendi.
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5.4.4.3. Striatum Dopamin Degerleri (Tablo 9, Sekil 32):

5.4.4.3.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore diger ii¢ intak
grubunda dopamin konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
Letrazol (1) grubu dopamin seviyesi hem letrazol (0.2) (p<0.05) hem de iyilesme
grubuna (p<0.01) gore daha yiiksek bulundu.

5.4.4.3.b. ikinci Deney Diizenegi: OVX grubuna gore OVX+Letrazol
grubunda daha yiiksek dopamin diizeyleri belirlendi (p<0.05). EST-I grubunda
dopamin miktar1 hem OVX hem de OVX+Letrazol grubundan daha diisiik bulundu
(p<0.01). EST-II grubunun dopamin konsantrasyonu diger ii¢ ovarektomize gruptan
yiiksek hesaplandi (p<0.01).

5.4.4.3.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubuna gore
OVX gruplardan sadece EST-II grubunun dopamin seviyesi yiikksek bulundu
(p<0.05). Letrazol (1) grubuna kiyasla OVX, OVX+Letrazol ve EST-I gruplarinin
dopamin diizeyleri daha diisiik oldugu ama EST-II grubunun ki daha yiiksek oldugu

tesbit edildi (p<0.01).

5.4.4.4. Striatum DOPAC Degerleri (Tablo 9, Sekil 33):

5.4.4.4.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol grubuna gore hem letrazol (0.2)
hem de letrazol (1) grubunun DOPAC diizeyi yiiksek bulundu (p<0.01). lyilesme
grubu DOPAC miktar letrazol (1) grubuna gore daha diisiik seviyede belirlendi
(p<0.01).

5.4.4.4.b. Ikinci Deney Diizenegi: OVX+Letrazol grubu DOPAC seviyesi
hem OVX hem de EST-I grubuna goére daha yiiksek oldugu saptandi (p<0.01). EST-II
grubu DOPAC seviyesi tim OVX gruplardan daha yiiksek diizeyde bulundu

(p<0.001).
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5.4.4.4.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: EST-II grubu DOPAC
miktart tiim intak gruplardan daha yiiksek oldugu hesaplandi (p<0.001). Ayrica
kontrol grubuna goére OVX+Letrazol grubunun DOPAC diizeyi daha yiiksek oldugu
tesbit edildi (p<0.01). Letrazol (1) grubu DOPAC konsantrasyonu hem OVX hem de

EST-I grubundan daha yiiksek bulundu (p<0.01).
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Tablo 9. Striatum katekolamin degerleri (pg/g yas doku, ORT+SH).

NORADRENALIN DHPG DOPAMIN DOPAC
(pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas (pg/g yas
doku) doku) doku) doku)
KONTROL 472+101 842+188 1518443314 3371+519
LETRAZOL (0.2) 15404201 2998+540 3582443759 7343+726
LETRAZOL (1) 1047157 3208+596 5245642411 71524584
iYILESME 441+71 2747+488  28034+1501 40224203
0ovX 309+25 21119 133474831 3859+866
OVX+LETRAZOL 391+44 250412 19262+1900 8111+518
EST-I 370+28 227430 8814+447 43274433
EST-II 22214362 4999+1071 91983+7188 288869+30578
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Sekil 30. Striatum noradrenalin

konsantrasyonu (ORT#SH, :: p<0.05,

p<0.01  Kontrol ile, a: p<0.05 lyilesme, OVX+Letrazol ve EST-II ile, b: p<0.01
OVX ve EST-1 ile, c: p<0.01 OVX, OVX+Letrazol ve EST-I ile karsilastirildiginda,
Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 31. Striatum DHPG konsantrasyonu (ORT£SH, « p<0.05, =« p<0.01
Kontrol ile, a: p<0.01 OVX ve EST-l ile, b: p<0.05 Letrazol (1) ile, c: p<0.01 OVX,
OVX+Letrazol ve EST-1 ile kargilagtirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 32. Striatum dopamin konsantrasyonu (ORT#SH, :: p<0.05 Kontrol ile,
a: p<0.05 Letrazol (1), b: p<0.01 iyilesme, OVX, OVX+Letrazol, EST-I ve EST-II
ile, c: p<0.05 OVX+Letrazol ile d: p<0.01 OVX ve OVX+Letrazol ile, e: p<0.01

OVX, OVX+Letrazol ve EST-1 ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 33. Striatum DOPAC konsantrasyonu (ORT£SH, «: p<0.01 s p<0.001
Kontrol ile, a: p<0.01 OVX ve EST-l ile, b: p<0.01 Letrazol (1) ile, c: p<0.01 OVX
ve EST-I ile, d: p<0.001 tiim gruplar ile karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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5.5. Serum Hormon Seviyeleri:

5.5.1. Serum DHEA Degerleri (Tablo 10, Sekil 34):

5.5.1.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol ile karsilastirildiginda letrazol
(0.2), letrazol (1) (p<0.05) ve iyilesme grubunun (p<0.01) DHEA konsantrasyonu
daha yiiksek bulundu. Letrazol (1) grubu DHEA seviyesi iyilesme grubuna gore daha
diisiik oldugu belirlendi (p<0.05).

5.5.1.b. ikinci Deney Diizenegi: EST-II grubunun DHEA miktar1 hem OVX
hem de OVX+Letrazol grubundan daha diisiik oldugu tesbit edildi (p<0.05).

5.5.1.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirlmasi: EST-I ve EST-II grubunun
DHEA diizeyi kontrol grubuna gore daha diisiik bulundu (p<0.05). Benzer sekilde
letrazol (1) grubu DHEA seviyesi hem EST-I (p<0.05) hem de EST-II grubundan

(p<0.01) daha yiiksek saptandi.

5.5.2. Serum 17-E, Diizeyleri (Tablo 10, Sekil 35):

5.5.2.a. Birinci Deney Diizenegi: Kontrol ile karsilastirildiginda diger ii¢
intak grubun 17-E; konsantrasyonu daha diigiikk bulundu (p<0.05). Letrazol (1)
grubu 17B-Ostradiol seviyesi hem letrazol (0.2) (p<0.05) hem de iyilesme grubuna
gore daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.01).

5.5.2.b. ikinci Deney Diizenegi: EST-II grubunun 17p-Ostradiol miktar1 diger
ic ovarektomize gruptan daha yiiksek oldugu hesaplandi (p<0.001). Hem OVX hem
de OVX+Letrazol grubunun 17B-Ostradiol diizeyi EST-I grubundan daha diisiik

oldugu tespit edildi (p<0.05).
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5.5.2.c. iki Deney Diizeneginin Karsilastirilmasi: Kontrol grubu 17p-E,
konsantrasyonu OVX ve OVX+Letrazol grubuna gore daha yiiksek belirlendi ama
EST-I grubunda ise 17B-E, konsantrasyonu diisiikk bulundu (p<0.05). EST-II grubu
17B-E, seviyesi tum intak gruplardan daha yiiksek oldugu hesaplandi (p<0.001).
Letrazol (1) uygulamas1 17B-E; diizeylerini OVX (p<0.05), OVX+Letrazol (p<0.01)

ve EST-I gruplarina gore anlamli sekilde azaltt1 (p<0.01).
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Tablo 10. Serum DHEA ve 178-E, diizeyleri (pg/ml, ORT+SH).

DHEA (pg/ml) 17p-E; (pg/ml)

KONTROL 358+49 26,64+1,15
LETRAZOL (0.2) 550428 5,08+0,68
LETRAZOL (1) 542469 2,06+0,62
IYILESME 1311+136 12,68+2,49
(0)%.¢ 322463 9,85+2,4

OVX+LETRAZOL 400457 12,23+0,89
EST-I 200440 40,23+4,09

EST-11 153+43 >2000
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Sekil 34. Serum DHEA konsantrasyonu (ORT#xSH, «: p<0.05, «: p<0.01
Kontrol ile, a: p<0.05 1yi1esme ve EST-1 ile, b<0.01 EST-II ile, c: p<0.05 OVX ve
OVX+Letrazol ile kargilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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Sekil 35. Serum 17B-E, konsantrasyonu (pg/ml, ORT+SH, « p<0.05,
p<0.01 Kontrol ile, = p<0.001 tiim gruplar ile, a: p<0.05 Letrazol (0.2) ve OVXile,
b<0.01 Iyilesme, OVX+Letrazol ve EST-1 ile, c: p<0.05 OVX ve OVX+Letrazol ile
karsilastirildiginda, Mann-Whitney U Testi).
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6. TARTISMA:

6.1. Agirhiklar:

Letrazol uygulanmasinin kemirgenlerde viicut agirligimi arttirdigr fakat, over
agirhiginda degisiklik yapmadigi daha onceki calismalarda bulunmustur (376,408).
Bununla birlikte, farkli hayvan modellerinde yapilan caligmalar, letrazoliin uterus
agirliklarini anlamli diizeyde azalttigini ortaya koymustur (375,376,378,409-411). Bu
etki doz bagimlidir (408). Bu calismada literatiirle uyumlu olarak letrazol uygulanan
gruplarda viicut agirlilart artmig bulunurken, over agirliklarinda farklilik gozlenmedi.
Ostrojenin uterus iizerindeki hiperplazik ve hipertrofik etkileri strojen sentezinin
engellenmesi ile ortadan kalkmaktadir. Letrazol uygulamasinin doz bagimli olarak
uterus agirliklarin1 azaltmasi, bu ajanin Ostrojen sentezini etkin bir sekilde
baskiladiginin kanitidir. Alti haftalik letrazol uygulamasindan sonra iki hafta iyilesme
siirecine birakilan sicanlarda ise uterus agirliklari tekrar normale donme egilimi
gostermistir. Ancak uterus agiliklarmin tamamen normal seviyelerine ulagamamast,
aromataz enzim inhibisyonunun azaldigini, fakat tamamen ortadan kalkmadigini

gostermektedir.

6.2. Ogrenme Performanslari:

Ogrenme kabiliyeti ve onun tekrar hatirlanmasinda strojenin rolii tam olarak
aydinlatilabilmis degildir. Insan ve kemirgen tiirlerinde yapilan g¢aligmalarda
Ostrojenin c¢esitli kognitif fonksiyonlart arttirdignr (96,412,413,414), azaltug
(136,145-151) veya etkilemedigi (50,54) bildirilmistir.

Ostrojen uygulamasinin siiresi, dozu, uygulama yontemi ve hayvanlarin yast
ostrojenin  norobiyolojik cevaplarimi  etkileyebilir. Ornegin, farelerde yapilan

calismalarda 20 pg dozunda E, uygulanmasi uzaysal hafizay1 bozarken, 180 ug E,
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dozunun hafizay1 gelistirici etkilere yol actigi gosterilmistir (137,148). Frick ve ark.
yasl farelerde 5 pg E; uygulamasinin uzaysal hafizay: artirdigini, buna karsilik 1 pg
dozunda ise etki gostermedigini ve her iki dozun da uzaysal olmayan hafizayi
etkilemedigini bildirmislerdir (413). Yasli kemirgenlerde Ostrojen uygulamalariyla
hafiza gelistirme calismalar1 arasinda iliski vardir (157,415,416). Ornegin; 21giin
gibi uzun siire E; uygulanmasi iskeminin sebep oldugu gorsel islek hafizada
azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte kisa siireli uzaysal hafizay1 (1-7 dakika)
korumasina ragmen uzun siireli uzaysal hafizaya (15 dakika) etki etmedigi tespit
edilmistir (417). Bu bulgularin aksine Rhodes ve ark. yiikksek doz E, (10 pg)
uygulamasinin uzaysal hafizada azalmaya sebep oldugunu bulmuslardir (418).
Postmenopozal kadinlara uzun siire Ostrojen ve medroksiprogesteron asetatin
kombine verilmesinin sézel hafiza {izerine negatif, sekilsel hafiza iizerine ise pozitif
etki gosterdigi gozlenmistir (419). Kognitif fonksiyonlar iizerine pellet ile tonik
sekilde Ostrojen uygulamasi, fazik uygulamadan (ip) daha faydalidir. Tonik Ostrojen
uygulanan Ovx hayvanlarda bozulan radyal kollu labirent (RAM) hatasinda azalma
bulunmustur. Buna ragmen fazik uygulamanin ise T-labirent performansini hafifce
bozdugu gozlenmistir (420). Bagka bir ¢alismada siklik Ostrojen uygulamasinin 14
aylik ve 9 aylik sicanlarda uzaysal hafizay1 etkilemegi bildirilmistir (421). Yash
hayvanlara deneylerden birka¢ giin Once Ostrojen uygulamasinin hafiza gelisimi
izerine kronik uygulamadan daha fazla etkili oldugu bulunmustur (143,165,178).
Baska caligmalarda ise kronik Ostrojen uygulamasimnin uzaysal oOgrenmedeki
bozulmay1 azaltabilecegi bildirilmistir (146,152,422). ilging bir sekilde akut olarak
sc veya intrahipokampal Ostrojen enjeksiyonu gen¢ sicanlarda 2 saat icerisinde

MWM kazaniminda anlamh diizelme saglamaktadir (142).
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Ovx deneylerindeki kognitif fonksiyonlar ile ilgili bulgular da birbirleriyle
ters diismektedir. Yapilan bazi calismalar Ovx’in uzaysal hafizay1 arttiric1 etkileri
oldugunu gostermistir (156). Ovx sicanlarda islek bellek artmasina (157-159) ragmen
referans hafiza performansinda degisiklik gosterilememistir (159). Baska bir
calismada Ovx farelerde uzaysal islek hafizanin 6l¢iildiigii RAM testinde bozulmalar
gozlenmistir (423).

Yapilan calismalarin ¢ogu Ovx sicanlara Ostrojen uygulamasinin uzaysal
hafizayr arttirdigim  gostermektedir (157,158,424). Bu bulgularin aksine bazi
caligmalar ise Ovx si¢anlara Ostrojen uygulamasinin uzaysal hafizaya etki etmedigini
bildirmiglerdir (152,425). Ovaryumlarin uzaklastirilmasinin N-metil-D-aspartatin
(NMDA) non-kompetitif bir antagonisti olan dekstrometorfanin gen¢ disi
sicanlardaki uzaysal hafiza iizerine olan olumsuz etkilerini diizelttigi bildirilmistir.
Ostrojen uygulanmasinin ise bozulmay: tekrar eski haline getirdigi gozlenmistir
(160). Son zamanlarda yapilan bir baska ¢alismada ise bu bulgularin aksine Ovx’nin
MWM testinde platform bulma siiresini olumsuz yonde etkiledigi bulunmustur. Ovx
farelere 20 veya 100 pg/kg/giin dozunda E;’in uzun siire (4-5 hafta) enjeksiyonunun
bu olumsuzluklar1 diizelttigi rapor edilmistir (62). Benzer sekilde Ovx+dstrojen alan
sicanlarda islek uzaysal hafiza ve uzaysal referans hafiza performansinin Ovx
hayvanlardan daha iyi yonde etkilendigi gézlenmistir (244). Diisiik doz Ostrojenin,
Ovx farelerde uzaysal 6grenmeyi arttirirken, yiiksek seviyelerde etki etmedigi tespit
edilmistir (137). Intrahipokampal E, enjeksiyonu Ovx siganlarda MWM kazanimini
bozmustur (138,139). Ovx farelere yedi giin dstrojen minipelet uygulamast MWM
testinde diizelmeler saglamistir (137). Fakat Ovx farelere beg giin Ostrojen
enjeksiyonunun yapilmast MWM uzaysal Ogrenme performansimi bozdugu

bulunmustur (148). Luine ve ark. sicanlara Ovx yapilmasinin RAM gorevinde

109



bozulmalara neden oldugunu, Ostrojen uygulamasinin bu bozulmalarnn geri
dondiirdiigiinii gostermistir (424). Daniel ve Lee bu bulgularin aksine MWM testi
o0greniminde Ovx sicanlara 10 giinlik Ostrojen uygulanmasinin 6grenme
performansin1 olumsuz yonde etkiledigini gozlemlemistir (426). Belki de Ostrojenin
hafiza tizerine pozitif etkisinin tedavi edici aralifi yalmiz hafiza bozuklugu kosulu
altinda meydana gelmektedir.

Ostrojenin 6grenme iizerine etkileri farkli beyin bolgelerinde degiskenlik
gosterebilmektedir. Ornegin; Ovx sicanlara Ostrojen uygulamasi hipokampusun
diizenledigi uzaysal Ogrenmede arttirici etki gosterirken (427), striatumun
diizenledigi art1 labirent 6grenme deneylerinde ise bozulmalar bulunmustur (428).
Dorsal striatumun su labirenti 6grenme deneylerinde gorev aldigi gosterilmistir
(429). Ovx siganlara uzun siire Ostrojen replasmaninin bu Ogrenmeyi bozdugu
bildirilmistir (426).

E,’nin uzaysal Ogrenmeyi gelistirmesi veya azaltmasi doza ve farkli E,
reseptorlerinin etkilemesine bagli olabilir. Ovx’nin, MWM 06grenmeyi normal
hayvanlarda azaltirken transjenik olarak ER-a tasimayan hayvanlarda etkilemedigi
goriilmiigtiir (155). Benzer sekilde Ostrojenin biligsel fonksiyonlar iizerine etkisinin
ER-a reseptorii araciligiyla oldugu ileri siiriilmiistiir (418).

Mevcut calismada son giinkii performanslar1 ile ilk giinkii performanslari
kargilastirildiginda sadece Ovx ve giinliik 17 B-E; uygulanan gruplarda anlamli fark
bulunmadi. Hatta giinliik 17 B-E, uygulanan grubun giinliik performanslarinin diger
gruplardan daha kotii oldugu belirlendi. Buna ragmen giin asir1 Ostrojen
replasmaninin uzaysal performansi etkilemedigi tespit edildi. Ovx hayvanlara

Ostrojen replasmaninin sekli 6grenme performansini farkl etkileyebilmektedir.
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Serum 17 B-E;, seviyeleri ile MWM testi arasinda Ostrojen seviyesinin en
diisiik oldugu intak yiiksek letrazol uygulanan grubun prob testinin en iyi olmas,
hafizanin pekistirilmesinde Ostrojenin negatif etkisi olabilecegini diistindiirmektedir.
Benzer sekilde giinliik strojen replasmani yapilan Ovx grubunun platform bulma
siirelerindeki gecikme ile yiiksek plazma Ostrojen seviyesi arasinda da iliski olabilir.
Giin agir1 Ostrojen replasmani yapilan grupta serum Ostrojen seviyesinin cok yiiksek
olmasi ve Ogrenme performanslarin1 etkilememesi, Ostrojenin belirli serum
konsantrasyon araliklarinda 6grenmeyi etkileyebilecegini gostermektedir.

Bu calismadan elde edilen bulgular Ostrojenin uzaysal Ogrenmeyi negatif
yonde etkiledigine isaret etmektedir. Ayrica bu calismada 15 giinlitk bir iyilesme
siiresinin, geri doniisiimlii aromataz inhibitorii olan letrazoliin kognitif fonksiyonlar
izerine olan etkilerinin ortadan kalkmasi icin yeterli oldugunu da gostermistir.
Bunlara ek olarak Ovx hayvanlara Ostrojen takviyesinin sekli ve dozu da 6grenme

performansim etkileyebilir.

6.3. NCAM:

Cesitli calismalar NCAM salimiminin sadece néronal regiilasyon i¢in degil,
ayrica migrasyon gibi yapisal degisiklikler, aksonal biiyiime ve fasikiilasyon i¢in de
gerekli oldugunu gostermistir (285). NCAM (299,430,431) ve onun polisialize olmusg
formu olan PSA-NCAM (318,323,432,433) sadece sinir sistemi gelisimi esnasinda
hiicrelerin etkilesimi {izerine degil, aym1 zamanda yetiskinlerde sinaptik plastisitenin
diizenlenmesinde de etkili olabilir NCAM formlan i¢inde sinaptik plastisitede rol
alan en Onemli molekill PSA-NCAM’dir (301,325). Polisiyalize olmus yapi
NCAM’m yapistirict etkilerini arttinir (285,326). Sinaptik plastisite ve noronal

aktiviteye bagli norojenez olayinda onemli rol alan PSA-NCAM’n, ozellikle
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hipokampal formasyonda rol alan olfaktor sistem ve dentat girus gibi beynin belli
bolgelerinde yeni olusan noronlarin farklilagsma ve olgunlasmasinda da aktif rol
aldigi yapilan caligmalarda gosterilmistir (297,327-330). Aym1 zamanda PSA-
NCAM’m kafa travmasi sonrast fonksiyonel iyilesme ve tamirde, noronal
baglantilarin yap1 ve fonksiyonel plastisitesinde rol oynadigi ortaya konulmustur
(333).

Ogrenme ve hafizanin olusumunda temel mekanizma olan sinaptik
plastisiteye (315) NCAM molekiillerinin aracilik ettikleri artik bilinmektedir
(321,337). Ogrenme siirecinde noronal baglantilarda yapisal degisikliklerin olusmasi
uzun donem hafizanin yerlesmesini saglar. Bu noéronal baglanti ve yeniden
organizasyon isleminde NCAM ve PSA-NCAM molekiilleri ¢cok onemli gorevler
tistlenir (338,339). NCAM antikorlarinin intraventrikiiler enjeksiyonu ile sicanlarda
ve tavuklarda 6grenme ve uzun donem hafizaya zarar verdigi yapilan pasif sakinma
cevab1 testi ile gosterilmistir (316,317). Baska calismalarda NCAM’dan yoksun
birakilan farelerde uzaysal Ogrenme ve bulma yeteneginin bozuldugu, MWM
testlerinde 6grenmelerinde geri kalmalar oldugu tespit edilmistir (285,324). Benzer
sekilde PSA-NCAM’1n enzimatik olarak ortadan kaldirilmasiyla sicanlarda uzaysal
ogrenme engellenmistir (318). Siganlarda pasif kaginma denemelerinden ve uzaysal
o0grenmeden sonra hatta bu denemelerden 12 ve 24 saat sonra bile NCAM
artmaktadir (295,332). Yetiskin siganlarin dentat girusunun graniil hiicrelerinde hem
pasif kacinma cevabinin 6grenilmesinden sonra, hem de MWM testinde uzaysal
ogrenmeden sonra NCAM polisiyalizasyonunun arttigr gosterilmistir (334,335).
Baska calismalarda polisiyalizasyondaki bu yiikselme hipokampal olusumda disli
graniil hiicrelerinin bulundugu yerde ve Ogrenmeye katilan kortikohipokampal

yoldan sekillenebilen entorinal korteksteki noronlarda gerceklesmistir (285,336).
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Anti-NCAM ajanlar hipokampal uzun donem hafizanin olusumunu
engellerken kisa donem hafiza olusumuna etki etmemektedir (434). ICV olarak anti-
NCAM’in kronik bir sekilde infiizyonunda MWM uzaysal 6grenme performansi da
azalmistir (435). Yetiskin si¢anlarin dentat girusunda 6grenmeden sonra post sinaptik
membranda NCAM degisiklikleri meydana gelmektedir (436). Tiim bu etkiler basta
PSA-NCAM olmak iizere NCAM saliniminin, 6grenmenin ve uzun dénem hafizanin
olusumunda ne kadar gerekli oldugunu gostermektedir (321).

Sican ve maymunlarda bazal hipotalamusta E, sinaptik yeniden yapilanmay1
uyarir (437,438). Bu degisiklikler sicanlarda Ostrus evresi boyunca meydana gelir
(439) ve preovulatuar LH yiikselmesinin sonucuna baglanir (440). Yiiksek Ostrojen
uygulanan disi siganlarin hipokampus ve dentat giruslarinin boyutlar diisiik 6strojen
uygulananlarin boyutundan daha fazla bulunmustur (441). Buna karsilik disi tarla
farelerinin iireme evrelerinde olmadigi zamanki hipokampus hiicre proliferasyonu,
tireme evresinde tutulanlardan daha yiiksek tespit edilmistir. E;’nin yiiksek seviyeleri
ile hiicre proliferasyonunda azalma arasinda iligski vardir. Hiicre proliferasyonundaki
bu zamansal degisiklikler ile uzaysal 6grenme arasinda iligki oldugu ileri siiriilmiistiir
(442). Benzer sekilde iiretken olarak aktif olan disi tarla farelerinde iiretken
olmayanlara gore dentat girusta hiicre proliferasyonu oraninin baskilandigi
bulunmustur. Yetigkin disilerde dstrojen uygulanmasi baslangigta (ilk 4 saat) dentat
girusta hiicre proliferasyonunu arttirirken devaminda (48 saat iginde) hiicre
cogalmasini baskilamistir. Yeni hiicrelerin canli kalma oranlarinin, endojen 6strojen
diizeyi yiiksek olan iiretken aktif disilerde daha fazla oldugu belirlenmistir (443).
Disi kemirgenlerde Ostrojen seviyesinin artmasi ile CA1 alaninda dentritik uzanti ve
sinaps yogunlugunda artma (444,445) yine CAl alaninda sinaptik proteinde artma

(446) ve norojenezde artma (447) gibi hipokampusu ilgilendiren fonksiyonlar
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arasinda iliski bulunmustur. Bu ¢alismalar dstrojenin endojen veya eksojen kaynakl
olmasinin, serum seviyesinin, uygulamadan sonraki siirenin ve hayvanlarin cinsinin
beyin noronal hiicre ploriferasyonunda degisikliklere sebep olabilecegini
gostermektedir.

PSA-NCAM’in hem gelismekte olan (448,449) hem de yetiskin (450-452)
noroendokrin  sisteminde  (hipotalamondrohipofizeyal sistem) degisiklikler
olusturdugu bildirilmistir. Hem NCAM hem de PSA-NCAM yetiskin beyninde
siirekli eksprese edilmektedir ve hipotalamusun gonadotropin salgilatict hormon
(GnRH) iceren bolgelerinde de bulunmustur (453-455). Ilging bir sekilde NCAM ve
PSA-NCAM, GnRH noéronlarinin prenatal gé¢ yolu boyunca eksprese edildikleri
belirlenmistir (456,457) NCAM ve PSA izoformunun immiin yolla notralize
edilmesi, GnRH noronal gociinii engellemektedir (448,449). Bu calismalar
NCAM’m, GnRH ve ona bagli LH ve FSH salinimim etkileyerek Ostrojen
fonksiyonlarimi etkileyebilecegini gosterir.

Ovx+ICV asit enjekte edilen siganlara tek doz (100ug/100g viicut agirhigr) 17
B-E; uygulamasinin, arkuat niikleustaki GABA(+) noronlarin sinaps yogunlugunu
azalttigi bulunmustur. Buna ragmen PSA’y1t NCAM’den ayiran endondraminidaz
enziminin ICV enjeksiyonundan sonraki E, uygulamalarinda bir degisiklik
gosterilememistir. GABA(-) noronlarda ise hicbir degisiklik belirlenememistir (458).
Bu calisma E; nin GABA’erjik noronlarin proliferasyonunu PSA-NCAM araciligiyla
etkileyebilecegini gostermektedir. Ovx yapilan hayvanlarin dentat giruslarinda
Ovx’den 6 giin sonra PSA-NCAM miktarinin azaldigi, 21 giin sonra etkilenmedigi
ve hamilelikte ise arttigt bulunmustur. Ovx’in 6. giinde E, uygulanmasi PSA-
NCAM’deki azalmay1 geri dondiirmiistiir. Boylece Ostrojenin hiicre ¢ogalmasindan

bagimsiz olarak noronal plastisiteyi kolaylastirabilecegi gosterilmistir (459). Parkash
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ve Kaur sicanlarda mediyan eminens ve arkuat niikleus bolgesindeki PSA-NCAM
yogunlugunun prodstrus evresinde (Ostrojen seviyesinin yiiksek) diostrus evresinden
(6strojen seviyesi diisiik) daha yiikksek oldugunu bulmuslardir (460). Yine aynm
calisgmada Ovx sicanlara tek doz Ostrojen+progesteron uygulanmis ve Ovx grubu
sicanlarin PSA-NCAM yogunluklarinin sham grubundan daha diisiikk miktarda
oldugu tespit edilmistir. Buna ragmen Ovx+0strojen ve progesteron uygulanan
grubun PSA-NCAM yogunluklarinin hem sham ve hem de Ovx grubundan yiiksek
oldugu belirlenmistir (460).

Aromataz inhibitorlerinin NCAM izoformlarinin ekspresyonunda ne gibi
degisiklikler meydana getirdigi bilinmemektedir. Bununla birlikte bu ¢aligma ile hem
hipokampusta hem de kortekste NCAM’in normal ekspresyon paterninin letrazol
tarafindan etkilenebilecegi ilk kez gosterildi. Bu molekiillerin normal
ekspresyonunda meydana gelecek herhangi bir degisikligin, 6grenme ve hafiza gibi
kognitif fonksiyonlar: etkileyebilecegine inanilmaktadir (321). Sinapslarda en fazla
eksprese edilen NCAM olan NCAM-180 izoformu, esas olarak néronlarin birbirleri
arasindaki adezyonlarin olusumunda rol alirken, NCAM-120 ve NCAM-140
izoformlar1 oligodendrosit ve astrositler tarafindan eksprese edilir (461,462). NCAM
180’nin sinaptik plastisitede 6nemli bir belirleyici oldugu ve sinaptik baglantinin
stabilizasyonunda yer aldig1 diisiiniilmektedir (331). NCAM 140 hem presinaptik
hem de postsinaptik membranlarda eksprese olur ve hiicrelerin adezyonu ve
ndritlerin biiyiimesinde rol oynar (323).

Bu calismada, letrazol hem hipokampus hem de kortekste NCAM-180 ve 140
ekspresyonlarini kontrol grubuna gore genel olarak arttirdi. Yiiksek doz (1 mg/kg)
letrazol uygulanan intak siganlarda hipokampus NCAM-120 izoformu diger gruplara

gore daha diisiik seviyelerde bulundu. Bu bulgular, hipokampus ve kortekste ¢strojen

115



sentezinin  azalmasinin NCAM ekspresyonunda artisa neden oldugunu
gostermektedir. Bu calismada aromataz inhibitorii uygulanan grupta hafiza
pekistirilmesinin daha iyi olmasmin altindaki mekanizma NCAM molekiillerinin
ekspresyonu ile ilgili olabilir. Ilging olarak iyilesme gruplarinda rolatif NCAM
degerleri her iki beyin bolgesinde de kontrol grubundan daha yiiksekti. Yani NCAM
ekspresyon paterninde 15 giinliikk siirenin “normale” donmede yeterli olmadig
goriildi. Bu alandaki arastirmalarin olduk¢a smirli olusu ve iyilesme grubu
uygulamasina basvurulmamasi, bu verilerin literatiir bilgilerle karsilagtirllmasini
giiclestirmektedir. Daha uzun iyilesme siiresinin kullanilacagi, beyinde NCAM ve
lokal Ostrojen sentezi arasindaki iliskinin mekanizmasinin incelenecegi arastirmalar
diisiiniilmelidir.

Ovx grup ve Ovx+letrazol uygulanan grubun korteks NCAM 180
izoformunda kontrole gore anlamli olmayan azalma bulundu ve Ostrojen
uygulamasinin bu azalmayi tekrar arttirdigi tespit edildi. Bu degisiklik disinda Ovx
gruplarin NCAM izoformunu ne hipokampusta ne de kortekste kontrol grubuna gore
etkilemedigi goriildii. Literatiire gore Ovx’in NCAM yogunlugunu azaltmasi ve
Ovx’den sonra Ostrojen uygulanmasinin bu azalmayr normale ¢evirmesi ile iliskili
bilgiler olmasina ragmen mevcut calismada Ostrojen replasmaninin beynin korteks
bolgesinde sadece NCAM 180 izoformunda benzer sekilde etki ettigi belirlendi. Bu
da bize ostrojenin NCAM ekspresyonuna etkilerinin degisik beyin bolgelerinde farkl

olabilecegini gostermektedir.
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6.4. Monoaminler:

Ostrojenin beyinde katekolaminler iizerine etkileri doz, uygulama siiresi,
beyin bolgesi ve katekolaminin tipi ile degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin
Ovx+E, (10 pg/kg, s.c., 4 hafta) uygulanan sicanlarin kaudat putameninde
noradrenalin, niikleus akkumbensinde dopamin, frontal korteks, hipokampus, kaudat
putamen, niikleus akumbens ve substansiya nigrada serotonin seviyeleri Ovx
sicanlardan daha diisiitk bulunmustur (463). Diisiik doz veya pulsatil E; uygulamasi
striatumda dopamin salimmim arttirirken  yitkksek doz E, uygulamasi ise
azaltmaktadir (464).

Disaridan 6strojen uygulanmasinin hipokampusta noradrenalin ve dopamin
serbestlemesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (465). Bununla birlikte Ovx
sicanlara Ostrojen uygulamasi hipokampusta katekolamin seviyelerine etki etmedigi
(424) veya noradrenalin seviyesini artirdigi (466) tespit edilmistir. Ovx farelerde
hipokampal noradrenalin ve DOPAC seviyeleri daha diisiik bulunurken, dopamin
seviyelerinde ise degisiklik tespit edilememistir (467). Benzer sekilde farelerde
Ovx’in hipokampusta noradrenalin ve dopamin seviyelerini azalttigi bulunmustur
(468). Bagka bir calismada Ovx sicanlara 27 giin Ostrojen uygulamasindan sonra
hipokampusta noradrenalin ve dopamin seviyelerinde degisiklik godzlenmemistir
(424). Yash intak sicanlarin hipokampusunda bazal noradrenalin seviyelerinde bir
degisiklik belirlenmemistir. Buna ragmen dopamin ve metabolitlerinin seviyesi
diisiik bulunmustur (469).

Bu calismada letrazol, intak ve Ovx si¢anlarin hipokampusunda katekolamin
seviyelerini farkli sekilde etkilemistir. Letrazol endojen Ostrojen varlifinda
hipokampal noradrenalin ve dopamin seviyesini azaltmistir. Ancak endojen Ostrojen

yoklugunda (Ovx) ise letrazol hipokampal noradrenalin ve dopamin miktarim
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artirmigtir. Bunlara ek olarak Ostrojen uygulanan gruplar arasinda farklilik olmasi,
Ostrojen uygulamasinin seklinin hipokampal noradrenalin ve dopamin miktarlarim
farkli etkiliyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Steroitlerin katekolamin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan tirozin
hidroksilaz aktivitesi iizerine etkileri, doz ve maruz kalma siiresine baglhdir.
Ventromediyal hipotalamusta tirozin hidroksilaz aktivitesi prodstrus siiresince veya
Ostrojen ve progesteron uygulamasindan sonra azalir. Bu azalma gecici olmasina
ragmen diisik dopamin seviyesi ise kalicidir (470). Ostrojen ve progesteron
uygulamasindan sonra niikleus akumbenste dopamin metabolizmas1 artmis
bulunmustur (471). Ostrojen ve progesteronun birlikte uygulanmasi sicanlarin
ventromediyal hipotalamusunda noradrenalin  konsantrasyonunu  arttirmistir.
Bununla birlikte Ostrojen ve progesteronun ayri ayri uygulanmalar ise
hipotalamusunda noradrenalin miktarin1 degistirmemistir (470). Ovx kedi baligina
diisiik dozda Ostrojen uygulandigi bir calismada, hipotalamusta noradrenalin
seviyesinin arttig1 buna karsilik yiiksek doz uygulamanin ise noradrenalin diizeyini
azalttigr  bulunmustur. Ostrojenin dopamin seviyesi iizerine ise noradrenalin
seviyesinin aksi etki gosterdigi gozlenmistir (472,473).

Bu c¢alismada kontrol grubuna gore letrazol uygulanan sicanlarin
hipotalamusunda noradrenalin ve dopamin miktarinin daha yiiksek oldugu belirlendi.

Ostrojenin  striatumda o6zellikle dopamin fonksiyonlarimi  diizenledigi
bilinmektedir (250,262-264,474). Deneysel calismalarda en yiiksek hiicre dis1 striatal
dopamin seviyelerinin, plazma Ostrojen seviyesinin yiiksek oldugu prodstrus ve
Ostrus evreleri boyunca bulunurken en diisiik seviyeler ise didstrus evresinde ve Ovx
olan sigcanlarda elde edilmistir (475). Benzer sekilde geng¢ yetiskin Ovx siganlarda

Ostrojen uygulamasinin dorsolateral striatumda dopamin salimmini = arttirdigi
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bulunmustur (476). Bagka bir calismada 0strojenin maymunlarin striatumunda tirozin
hidroksilaz1 arttirdig1 tespit edilmistir (477). Bununla birlikte dopaminin sican
striatumundan uzaklastirilmasim1  geciktirdigi bulunmustur (478). Bir in vitro
calismada Ovx siganlara Ostrojen verilmesinin dopamin salimimini striatal dilimlerde
arttirdig belirlenmistir (479).

Ostrojenin striatumdaki etkileri de doz ve siire bagimlidir. Ostrojenin diisiik
doz veya pulsatil uygulanmasi striatumda dopamin salinimini artirirken, yiiksek doz
uygulanmas1 ise azaltmaktadir (480). Ostrojen uygulamasi striatumda tirozin
hidroksilaz aktivitesini artirir ve bu da yeni dopamin salinimina neden olur (481).
Kisa siire akut ostrojen replasmani, Ovx sicanlarin striatumunda dopamin salinimini
artirir (476,480). Ostrus siklusu boyunca endojen 6strojenin seviyesinde artis striatal
dopamin seviyesini de arttirir (475). Fakat Ovx sicanlara iki hafta kronik Ostrojen
replasmaninin striatal dopamin seviyesini azalttigi bulunmustur (482). Geng yetiskin
maymunlarin 30 giin Ostrojenden yoksun birakilmalarinin, dopamin iireten subsantia
nigra’da tirozin hidroksilaz immiinreaktivitesinde azalma meydana getirdigi
gozlenmistir. Bu azalma hizli ve devamli Ostrojen replasmaniyla Onlenebilmistir
(483). Ostrojen yerine koyma tedavisinin striatal hem D1 hem de D2 dopamin
reseptor baglanma yogunlugunu artirdigi bulunmustur (484,485). Kronik olmayan
siklik bir sekilde ostrojen uygulamasi subsantia nigra’da tirozin hidroksilaz mRNA
yapimim artirir (255). Yasla birlikte ayn1 bolgede tirozin hidroksilaz transkripsiyonu
azalir (256-259).

Genel olarak yapilan caligmalarda Ostrojen uygulanmasinin hipokampusta
noradrenalin ve dopamin serbestlemesinde artiga neden oldugu bildirilmistir (465).
Bu nedenle, bizim ¢alismamizda Ostrojen sentez inhibitorii letrazoliin hipokampusta

hem noradrenalin hem de dopamin diizeylerini azaltmasi beklenilen etkiler olarak

119



diisiiniilebilir. Ostrojenin beyinde katekolaminler iizerine etkileri doz, uygulama
siiresi ve beyin bolgesi ile degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin, 6strojenin diisiik
doz veya pulsatil uygulanmasi striatumda dopamin salinimini artirirken, yiiksek doz
uygulanmasi ise azaltmaktadir (480). Bizim bulgularimiz da doz bagimli olarak
letrazol uygulamasinin noradrenalini hipokampusta azaltirken hem korteks hem de
striatumda artirmasi, benzer sekilde dopamin seviyesinde hipokampusta azalma
meydana getiritken striatumda ve hipotalamusta ise arttirmasi bu hipotezi
desteklemektedir. Bu c¢alismada intak sicanlara letrazol uygulamasi striatumda
noradrenalin, dopamin ve onlarin metabolitlerinin konsantrasyonlarin1 artirmistir.

Bunun sebebi hayvanlarin uzun siire strojenden yoksun birakilmasi olabilir.

6.5. Monoaminler ile Ogrenme Performansi Arasmdaki iliski:

Uzaysal 6grenme fonksiyonlarinin nérofarmakolojik ve norokimyasal sistem
ile iligkisini inceleyen caligmalarda MWM testi kullanilmaktadir (404,486). NMDA
sistemi MWM’de birinci Onemli norokimyasal sistemdir. NMDA reseptor
antagonistinin intraventrikiiler verilmesinin, gizli platform ve prop testlerinde
bozulmalara sebep oldugu gosterilmistir (487). NMDA tip glutamat reseptorleri yer
ogrenmede kritik rol oynarlar, fakat siirecin depolanmasinda veya geri ¢cagrilmasinda
rol almazlar (486).

Kolinerjik sistem MWM’de ikinci 6nemli norokimyasal sistemdir. Atropin
veya skopolamin ile santral muskarinik asetil kolinin blokaji, MWM kazanimim
bozmakta ama geri cagirimi etkilememektedir (404,486). Cinsiyet farkliligina
dayanan MWM o6grenmenin temelini kolinerjik sistemdeki degisim olusturur.
Kolinerjik blokor olan skopolamin uygulanmasina disi farelerin erkeklerden daha

duyarli oldugu bulunmustur (240). E; MWM kazanimim disi siganlarda artirir ve

120



skopolamin tarafindan bu artis engellenir (138). Ovx sigcanlara Ostrojen uygulamasi
sonucu kolinerjik sistemin ve kognitif performansin daha iyi oldugu gosterilmistir
(152). Kolin asetiltransferaz aktivitesindeki azalma kognitif fonksiyonlardaki
azalmayla iliskilidir (242). Ostrojenin disi sicanlarin bazal 6n beyin, hipokampus ve
frontal kortekste kolin asetiltransferaz enzimini artirdigi gosterilmistir (243). Buna
ragmen uzun siire Ostrojen uygulamasinin kolinerjik fonksiyonlar1 azaltabilecegi
bildirilmistir (244,245). Bazal 6n beyinde kolinerjik noronlar AH’li hastalarda
dejenere olurlar (246). Asetil kolin reseptdr antagonisti uygulanmasi, Ostrojenin
indiikledigi MWM testinde 6grenme performansindaki artist azaltmistir. Bu etki
hipokampusa  infiizyonda  gozlenirken  kortekse  yapilan  uygulamada
gosterilememistir (249). Yine son zamanlarda yapilan bir bagka c¢alismada
postmenopozal kadinlara Gstrojen uygulamasinin anti kolinerjik ilaclarin dikkat ve
hiz bilesenini igeren kognitif gorevlerdeki bozucu etkilerini hafiflettigi tespit
edilmistir (248).

Yapilan ilk c¢aligmalarda beyin noradrenalin, dopamin veya serotonin
azalmasinin MWM performansim  etkiledigi gosterilemediginden, aminerjik
sistemlerin uzaysal 6grenme icin major bir role sahip olmadiklar ileri siiriilmiistiir
(486). Fakat son zamanlardaki calismalarda uzaysal hafiza formasyonunda farkh
aminerjik sistemlerin sinirli fonksiyonlar1 oldugu ileri siiriilmektedir. Belli sartlar
altinda noradrenerjik sistemin uyarilmast MWM kazanimimi artirmaktadir. Selektif
monoamin oksidaz-B inhibit6rii L-deprenil, skopalaminin indiikledigi kazanim ve
prop testlerindeki hasari azaltmaktadir (488). L-amfetamin ve L-deprenil orta yas
sicanlarda MWM kazanimim arttirir (489). Buna ilavaten bazolateral amigdalaya
noradrenalin infiizyonu MWM kazanimi ve prob testi performansini arttirir (490).

DSP-4 norotoksini tarafindan noradrenalin salinmasinin, MWM performansini
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etkilemedigi fakat ilk uygulamadan 16 giin sonra geri cagirim testini etkiledigi
gosterilmistir  (491). Dopaminden noradrenalin sentezleten [-3-hidroksilazdan
yoksun farelerde, MWM ve prob testinde kontrole gore fark bulunamamaistir.
Bununla birlikte B-3-hidroksilaz yoksun farelerde son denemeden 2, 8 ve 31 giin
sonraki prob deneyi performansinda azalma goriilmiistir (492). Dopamin
antagonistlerinin gizli ve goriilebilir platform performansin1 bozmalariin altinda
sensorimotor veya motivasyon defekti yatiyor olabilir (486). DAl dopamin
reseptoriinden yoksun transjenik farelerde MWM gizli ve goriilir platform
testlerinde ciddi bozukluklar oldugu bulunmustur (493). 6-OH-dopaminin
mezohipokampal dopaminerjik sistemde olusturdugu lezyon sonucu gizli ve prob
denemelerinde defekt gosterilmisken, goriiniir platform performansim etkilemedigi
tespit edilmistir (490). DA1 dopamin reseptorii agonistinin yash si¢anlarda gizli
platform yetenegini artirdigi bulunmustur (494).

Sicanlarda yapilan caligsmalarda (dorsal noradrenalin kiimesinde) noradrenalin
azalmasi (495) ve ICV 6-OH-dopamin enjeksiyonundan sonra azalan dopamin
seviyeleri (496) ile bozulan uzaysal 6grenme arasinda iligski oldugu tespit edilmistir.
Son zamanlarda yapilan bir bagka calismada ise farelerde hipokampal dopamin,
noradrenalin ve DOPAC seviyeleri ile RAM ve T labirent testlerindeki davranislar
arasinda anlaml iligki bulunamamistir (467). Baska bir calismada Ovx sicanlara
Ostrojen uygulamasinin RAM uzaysal 6grenmeyi ve hipokampusta noradrenalin
seviyesini arttirdig tespit edilmistir (466).

Ozellikle sag hipokampusun gorsel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha fazla
aktivite gosterdigi bilinmektedir (273). Bu calismada hipokampus monoamin
seviyeleri ile 6grenme performansi arasinda zit bir iliski bulundu. Bunun sebebi sag

hipokampusun NCAM analiz icin kullanilmasi ve sol hipokampusun yarisinin
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monoamin tayini i¢in kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Hipokampus ve frontal korteks arasindaki etkilesimin hem uzaysal hem de
uzaysal olmayan hafizada 6nemli olabilecegi gosterilmistir (497,498). Yash intak
sicanlarin frontal kortekslerinde diisiik dopamin seviyeleri ile kotii RAM performansi
arasinda iliski bulunmustur (469). Aym1 zamanda primatlar ve kemirgenlerin frontal
kortekslerinde dopaminerjik aktivite ile kisa donem hafiza arasinda baglanti
bulunmustur (499,500). Yakin zamanda yapilan bir calismada, prefrontal kortekste
(PFK) noradrenalin ve dopamin serbestlenmesinde meydana gelen artis ile uzaysal
islek bellek arasinda pozitif bir iligski oldugu bildirilmistir (501). Alfa-2 noradrenerjik
reseptor agonistlerinin segici bir sekilde yashh maymunlarda (502), sicanlarda (503)
ve inen katekolaminerjik yollar1 hasarli hayvanlarda (504,505) azalmis islek hafiza
performansim diizelttikleri ortaya konulmustur. Maymunlarin PFK’ine noradrenerjik
antagonistlerin lokal olarak enjekte edildigi baska bir ¢alismada, maymunlarin islek
hafiza performansinin bozuldugu tespit edilmistir (506). PFK’deki dopaminin islek
hafiza fonksiyonlarinin diizenlenmesinde esas rol aldig ileri siiriilmistiir (507-511).
Gecerli kani, PFK’in dikkat fonksiyonlari icin 6nemli bir role sahip oldugudur (512).
Kemirgenlerde secici bir sekilde PFK néronlarinin cevabi uzaysal dgrenme igin
gereklidir ~ (513). Buna ragmen yiiksek sinaptik dopamin ve noradrenalin
konsantrasyonunun PFK islek hafiza fonksiyonunda bozulmalara neden oldugu
bildirilmistir (514).

Bu calismada kortekste yiiksek noradrenalin seviyesi ile hafizanin
pekistirilmesi arasinda pozitif bir iligki oldugu belirlendi. Noradrenalinin ¢ok yiiksek
bulundugu Ovx+letrazol uygulanan hayvanlarda prob testi performansinda bir
degisiklik olmamasi noradrenalinin belirli dozlarda hafizay1 etkileyebilecegini

disiindiirmektedir. Buna karsi olarak intak siganlarda diisiik korteks dopamin diizeyi
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ile hafiza performansi arasinda negatif bir iliski oldugu gozlendi.

Striatumun iki tarafli lezyonlart kisa siire sonra MWM performansini
etkilemektedir (515). Striatal lezyonlar ile kognitif fonksiyonlar arasinda iliski vardir
(516). Siganlara intrastriatal quinolik asit enjeksiyonu ile striatal lezyon
olusturulmasinin gizli platform 6grenmesini bozdugu bildirilmistir (517). Striatal
lezyon olusan sicanlar havuzun duvarina dogru daha fazla hareket etmekte ve
yiizmeleri kontrol grubuna gore daha fazla yavaslamaktadir. Medial striatuma
quinolik asitle lezyon olusturulmas1 gizli platform gorevinde bozulmaya neden
olurken, gorsel platform testini etkilemedigi gosterilmistir (516). Striatumun MWM
o0grenmenin hafizayla ilgili kismindan daha ¢ok, motor kontrol ve cevap esnekliginde
rol aldigr ileri siiriilmistir. D2 dopamin reseptor antagonisti sulpiridinin
posteroventral striatuma infiizyonu sicanlarda prob deneme performansini
degistirmistir (518). Striatumun bolgelerinin fonksiyonel olarak farkli oldugu ve
MWM performansiin etkilerinin aynit olmadigi son yillarda yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir (519,520). Dorsal striatal lezyonlarda gizli ve gorsel platform
performanslari  bozulmamaktadir. Lateral striatumun lezyonu sensorimotor
fonksiyonlar etkilemekte ve medial striatumun lezyonlar1t MWM gorevinin kognitif
uzaysal goriiniimiinii bozmaktadir (521).

Striatumun hafiza goérevlerinin diizenlenmesinde 6nemli oldugu ile ilgili bir
cok calisma bulunmaktadir (522). Kaudat niikleus i¢ine lidokain enjeksiyonu ile
kaudat niikleusun inaktif hale getirilmesi saga veya sola doniis yaparak si¢anlarin
dogru cevap vermelerinin olciildiigii ¢capraz labirent gorevinde, art1 ve T seklindeki
labirent 6grenme deneylerinde bozulmalar oldugu bulunmustur (428). Ek olarak
dorsal striatumun lezyonlarinda su labirentinde 6grenme deneylerinde de bozulmalar

gozlenmistir (523).
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Niikleus akumbens anatomik olarak limbik sistem ile striatum arasindadir ve
buradaki dopamin seviyeleri ile T-labirent performansi arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur (524). Benzer sekilde striatal dopamin ve prefrontal noradrenalin geri
doniisiimii ile T-labirent kazanimi arasinda pozitif bir iliski gdzlenmistir (525). Bu
sonuglar striatumda MWM o6grenme yontem farkliligina bagli olabilir. Mevcut
calismanin bulgularindan letrazol uygulanan gruplarda uzaysal 6grenmede Snemli
olan striatumda noradrenalin ve dopamin seviyelerinin yiiksek olmasi, 6zellikle
yiikksek doz letrazol uygulanan grupta prop testi performansindaki artig ile ilgili
olabilir.

Son zamanlarda yapilan bir baska calismada, PFK’da noradrenalin ve
dopamin serbestlenmesinde meydana gelen artis ile uzaysal islek bellek arasinda
pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir (501). Bu calismada, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasa da uzaysal Ogrenme kazaniminin yiiksek doz
letrazol uygulanan siganlarda daha iyi olmasi, prefrontal korteks noradrenalin
diizeyleri ile paralellik gostermektedir. Ayrica, Ogrenmenin pekistirilmesinin de
letrazol grubunda anlaml sekilde iyi oldugu goriilmiistiir. Farkli beyin bolgelerinde
katekolamin diizeylerinde gozlemlenen letrazol-iliskili bu degisiklikler kognitif
fonksiyonlar1 (6zellikle pekistirme) 6nemli oranda etkileyebilir. Iyilesme siiresinin
sonunda elde edilen amin seviyelerinin genel olarak kontrol grubu degerlerinden
daha diisiik olmasi, bu sicanlarda endojen Gstrojen dengesinin heniiz saglanmadigini
diistindiirmektedir.

Sonuc¢: Bu ¢alismanin sonuglar1 6zetlenebilir:

1-Ostrojen sentez inhibisyonunun uzaysal hafizay1 (6zellikle pekistirmeyi)
olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir. Kognitif fonksiyonlarda gézlemlenen letrazol-

iligkili bu farkliliklarin, ©zellikle hipokampus ve korteks bolgelerinde NCAM
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ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler ile iliskili olabilecegi sanilmaktadir.

2-Korteks, hipokampus, hipotalamus ve striatumda katekolaminerjik
norotransmitter diizeylerinde goriilen degisiklikler, aromataz inhibitérleri ile tedavi
edilen hastalarin kognitif fonksiyonlar basta olmak {izere olas1 santral yan etkiler
yoniinden de izlenmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

3-Iki haftalik iyilesme siiresinin uzaysal 6grenme ve pekistirme bulgularinin
normale donmesine yardimeci olmasina ragmen, NCAM gibi molekiiler diizeydeki
degisikliklerde letrazol Oncesine doniigiiniin daha uzun zaman gerektirdigi
goriilmiistiir.

4-Ovx hayvanlara Ostrojen takviyesinin sekli ve dozu da Ogrenme
performansim etkileyebilmektedir. Ostrojenin kognitif fonksiyonlar iizerine etkisi bu

steroid hormonun belirli serum konsantrasyon araliklarinda olabilmektedir.
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