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CAl
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CREB
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LTD
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NGF
NMDA
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RNA
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SIMGE VE KISALTMALAR

a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionik asit
Brain-derived neurotrophic factor

Cornu Ammonis 1

Cornu Ammonis 2

Cornu Ammonis 3

Cornu Ammonis 4

Cyclic adenosine monophosphate

CAMP response element binding protein
Deoksiribonikleik asit

Gama-aminobditirik asit

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Long term depression

Long term potentiation

Nerve growth factor

N-metil-D-aspartik asit

Polymerase chain reaction

Protein phosphatase 1

Relative quantitation

Ribonukleik asit

Real time-PCR



GIRIS VE AMAC

Ogrenme ve uzun siireli bellek, saatler, haftalar hatta dmiir boyu siiren ve olusumunun
altinda gen ekspresyonu, protein sentezi, sinaptik giiclenme gibi bir¢ok farkli molekiiler ve
hiicresel degisiklik yatan karmasik bir stirectir (1).

Hipokampiisiin uzaysal 6grenme ve bellek olusumuyla ilgili bir yap1 oldugu daha 6nce
birgok c¢aligmada gosterilmistir (2). Heniiz tam olarak agiklanamayan Ogrenme siireci ve
bellek olusumunun fizyolojik mekanizmalar1 ve diizenleyicileri hakkinda ¢alismalar devam
etmektedir. Ogrenme siirecinde ve bellek yapilanmasinda hipokampiiste bircok genetik
degisikligin de meydana geldigi farkli ¢alismalarda gosterilmistir. Gerek dogrudan DNA
Uzerinde, gerekse histonlar gibi DNA ile iliskili proteinler iizerinde meydana gelen
degisiklikler, hem Ogrenme siirecini hem de bellek olusumunu etkilemektedir (3). Cesitli
genlerin sinaptik plastisite ve bellek olusumunu indiikledigi ya da inhibe ettigi
diistintilmektedir (3,4). Hipokampuste oldukc¢a fazla bulunan beyin kdkenli nérotrofik faktor
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)’in uzun sireli potansiyalizasyon (long term
potentiation, LTP), bellek olusumu ve depolanmasi igin gerekli olan sinaptik plastisite ve
noronal farklilasma gibi aktivite bagimli ndronal modifikasyonlarda rol oynadigi
gosterilmistir (5-7). Reelin hipokampuste sinaptik glcl ve plastisiteyi etkileyerek islev
gosterir. Yapilan ¢aligmalar reelin sinyalinin sinaptik biitinliigiin siirdiiriilmesinde ve uzaysal
ogrenme gorevlerinde 6nemli rol oynadigini gostermistir (2,8). Protein fosfataz 1 (Protein
phosphatase 1, PP1) ise sinaptik plastisite, bellek olusumu gibi hiicresel siiregleri inhibe
ederek etki gosterir (2,4).



Bu calismada uzaysal Ogrenme ve bellek gelisiminde rol oynadigi bilinen,
hipokampiiste aktiviteleri degisen genlerin incelenmesi amaglanmaktadir. Daha 6nce yapilan
calismalarda amigdala, prefrontal korteks gibi beyin bolgeleri ile ilgili testlerde BDNF, reelin,
PP1 gibi genlerin ekspresyonlarinda degisiklikler oldugu gosterilmistir. Calismamizda
hipokampiiste ardigik egitimlerden sonra gilinler iginde ilgili genlerin ekspresyonlarinda

meydana gelen degisimi incelemeyi amagladik.



GENEL BiLGILER

OGRENME VE BELLEK
Ogrenme, cevre hakkinda bilgi ve deneyim edinme sonucunda davramista meydana
gelen degisiklikler seklinde tanimlanabilir. Bellek ise bu bilgi ve deneyimin kayit edildigi,
saklandig1 ve geri ¢agrildig1 bir siiregtir (9-11).
Bellek bilginin saklanma stresine ve saklanan bilginin tipine gore iki alt tipte
siniflandirilabilir.
1. Saklanma siresine gore
a. Kisa siireli bellek
b. Uzun sureli bellek
2. Saklanan bilginin tipine gore
a. Deklaratif bellek (eksplisit bellek)
b. Deklaratif olmayan bellek (implisit bellek)

Saklanma Suresine Gore Bellek Tipleri

Saklanma sirelerine gore bellek ilk kez 19. yiizyil sonlarinda Hering, Ebbinghaus
daha sonra ise Atkinson ve Shiffrin tarafindan smiflandirilmistir (12). Kisa siireli bellek,
birka¢ saniye ya da en ¢ok birkag¢ dakika ile sinirlidir. Uzun siireli bellekte ise bilgi bir kez
depolandiktan ~ sonra  aylar, yillar hatta yasam boyu saklanabilir  (13).



Kisa siireli bellek

Calisma bellegi olarak da bilinen kisa siireli bellek bir bilginin birkag¢ saniye ile birkag
dakika boyunca hatirlanabilmesidir (11).

Kisa siireli bellegin aciklanmasinda ileri siiriilen birkac teori vardir. One siiriilen ilk
teoriye gore kisa siireli bellek sinir sinyallerinin belirli bir devre i¢inde siirekli dolasmasindan
kaynaklanir. Kisa siireli bellegi agiklayan diger bir mekanizma ise presinaptik uclarda
norotransmitter salimi ile meydana gelen fasilitasyon (kolaylastirma) ve inhibisyondur.
Fasilitasyonun molekiiler mekanizmasinda; duysal ug ile birlikte fasilator u¢ da uyarilir ve
fasilator sinapstan serotonin salinir. Serotonin presinaptik ugta bulunan reseptorlere
baglanarak siklik adenozin mono fosfat (cyclic adenosine monophosphate, CAMP) olusmasini
saglar. cAMP, presinaptik u¢ i¢inde yer alan protein kinaz A (PKA)’y1 aktive eder ve
potasyum (K*) kanallar1 kapanir. Potasyum zar disina ¢ikamadigi i¢in aksiyon potansiyelinin
stiresi uzar. Uzayan aksiyon potansiyeli siiresi kalsiyum (Ca*?) kanallarinin uzun siire aktive
olmasina ve bu da sinaptik uca asir1 miktarda Ca*? girmesine yol acar. Kalsiyum iyonlar1 da
transmiter salinmasini artirarak sinaptik iletiyi kolaylastirir. Kisa siireli bellegin olas1 diger bir
aciklamasi ise sinaptik potansiyalizasyondur. Sinaptik potansiyalizasyon, sinaptik iletide artig
meydana getirir. Sinaptik potansiyalizasyon, presinaptik uctan bir uyari dizisi gecerken,
presinaptik u¢ icine alinan Ca*® miktarimin her impuls ile biraz daha artmasindan ve
presinaptik uclarda Ca*® iyonu birikmesinden kaynaklanabilir. Iceri giren kalsiyum miktari
mitokondrilerin veya endoplazmik retikulumun alabilecegi miktar1 astiginda, bu asirn

miktardaki kalsiyum sinapsta norotransmiter salgilanmasina neden olabilir (10,13).

Uzun sireli bellek

Uzun sureli bellek, bilgilerin yillarca ve bazen yasam boyu depolanmasidir. Uzun
streli bellek, sinapslardaki yapisal degisikliklerin sonucunda olusur (14). NOrotransmiter
salgilanmasinda vezikul bosaltma bolgelerinin sayisindaki artis, nérotransmiter salgilayan
vezikillerin sayisinda artig, presinaptik u¢ sayisinda artis, dentritlerde olusan yapisal

degisiklikler sinapslarda meydana gelen en 6nemli yapisal degisikliklerdir (13).

Saklanan Bilginin Icerigine Gore Bellek Tipleri
Psikolog Peter Graf ve Daniel Schacter uzun siireli bellegin iki tipi oldugunu buldular
(Sekil 1). Bu bellek tiplerinden deklaratif bellek, bilingli ve agik olarak ifade edilebilen daha

onceki deneyimleri de dikkate alan ve bir¢ok parcanin birlestirilmesini gerektiren bellektir.



BELLEK

Deklaratif Bellek Deklaratif Olmayan Bellek
(Eksplisit) (Implisit)
| Epizodik 1 g? Medial temporal Neokorteks
(Olaylar) | lob =
s f Striatum Beceri ve Aligkanliklar }7
L Semantik Medial temporal Asosivatif 6grenme:
(Kavramlar) lob Klasik ve operant kosullandirma
i
Amigdala ‘ Emosyonel vanitlar
= 74l Serebellum ‘ Iskelet kaslan
Non-asostyatf ogrenme - | |
Refleks yolaklan Habiitasyon ve sensitizasyon

Sekil 1. Uzun sureli bellek olusumu ve iligkili oldugu bolgeler
(Sweatt JD (15)’den uyarlanmustir).

Deklaratif olmayan bellek ise bilingsiz yapilan, motor ve algisal becerileri iceren, rijit

ve bilginin kazanildig orijinal kosullarin geri ¢agirma i¢in yeterli oldugu bellek tipidir (16).

Deklaratif bellek

Eksplisit ya da bilincli bellek olarak da isimlendirilen deklaratif bellek epizodik ve
semantik bellek olarak siniflandirilabilir. Epizodik bellek olaylar ve kisisel deneyimler ile
ilgili bellek alt tipi iken semantik bellek gercekler ve kavramlarla ilgili bellek alt tipidir (17).
Deklaratif bellek oldukga esnektir ve pek ¢ok par¢anin birlestirilmesini gerektirir.

Deklaratif bellegin uzun siireli saklanmasinin medial temporal lob ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Medial temporal lob ayrica bellege aktarilacak bilginin dgrenilmesinde ve bu
bilginin uzun siireli bellege yerlestirilmesinde de rol oynar (10).

Deklaratif bellek, gorsel, isitsel ve somatik bilgilerin sentez edildigi temporal lob,
hipokampis, subikulum, entorinal korteks gibi diensefalik yapilarin biitiinliigiine baghdir.
Deklaratif bellek i¢in beyinde tek bir depolama alan1 yoktur, bilgilerin depolanma yeri beynin
farkl1 bolgelerine dagilmistir ve gorsel, isitsel, somatik ipuclart ile bu bilgilere bagimsiz
olarak erisilebilir.

Deklaratif bellekte bilgiler kodlanir, depolanir, pekistirilir ve geri cagrilir.



1. Kodlama: Yeni bilgilerin duyu organlar ile algilandig1 ve bu bilgilerin bellekteki
mevcut bilgilere eklendigi siirectir.

2. Depolama: Bellegin uzun siire muhafaza edildigi mekanizma ve yerleri igeren
stirectir. Uzun siireli bellegin depolama kapasitesi sinirsiz iken kisa siireli bellegin depolama
kapasitesi ¢cok sinirhidir.

3. Pekistirme: Gegici olarak saklanan ve kalic1 olmayan bilgilerin gen ekspresyonlari
ve protein sentezleri ile sinapslarda meydana gelen yapisal degisiklikler ile daha kalic1 hale
getirildigi siirectir.

4. Geri ¢agirma: Farkli yerlerde depolanmuis bilgilerin hatirlandigr siirectir (9, 10).

1950’1 yillarin ortasinda Milner ve Scoville’nin, epilepsi hastasi olan H.M.’nin
tedavisi icin her iki temporal lobun i¢ yuzeyini, hipokampis ve cevresindeki bazi yapilar
cikarmalari, medial temporal lobun ve hipokampisin deklaratif bellekte énemli rol
oynadigini gostermistir (9). Son birkag¢ yilda amnezik hastalarda yapilan ¢aligmalarda medial
temporal lobta meydana gelen hasarin bellegin kodlama, depolama, pekistirme ve geri
cagirma basamaklarina zarar verdigi gosterilmistir (10).

Wagner ve ark. (18) yaptigi bir ¢alismada dencklerin uzun bir kelime serisini
ogrendikleri sirada sol prefrontal bolgenin bazi yerlerinde aktivitenin artmis oldugu
gosterilmistir. Ayni1  yontem kullanilarak yapilan baska bir c¢alismada ise resimlerin

kodlanmasi sirasinda sag prefrontal kortekste daha yiiksek aktivite bulunmustur (10).

Deklaratif olmayan bellek

Implisit bellek olarak da bilinen deklaratif olmayan bellek, bir kez kazanildiktan sonra
bilingsiz ve kendiliginden gerceklesen beceri ve hareketleri kapsar (13).

Deklaratif olmayan bellek, priming (hazirlama), beceri ve aliskanliklar, asosiyatif
ogrenme (klasik ve operant kosullandirma), asosiyatif olmayan 6grenme (habituasyon ve
sensitizasyon) seklinde siniflandirilir. Priming disindaki bellek tipleri algisal ve bilissel
becerileri, kosullandirilmis yanitlarin olusumunu saglar ve bellegin bu formlar: tekrar yolu ile
ogrenilir, uygulama ile performans daha dogru ve hizli hale gelir. Milner, H.M’nin bir aynaya
bakarak ic ice konulmus iki yi1ldizin dis hatlar1 arasinda kalacak sekilde ¢izgi ¢izmeyi amnezik
olmayan bireyler gibi 6grenebildigini gostermistir (10). Bu da deklaratif olmayan bellegin
medial temporal lob sisteminden bagimsiz oldugunu gostermektedir.

1- Priming: Herhangi bir 6ge ile ilk karsilastigimizda o 6ge beynimize bir sekilde

sunulur ve beyinde islenir. Ayn1 6geyle tekrar karsilastigimizda daha hizli hatirlariz. Priming,



medial temporal lob ile iligkili degildir, bilingsiz olarak yapilir ve uzun siire saklanabilir.
Priming’den neokorteks sorumludur (10).

2- Beceri ve aligkanliklar: Motor (tenis oynama vb.) ve motor olmayan beceriler (ayna
hayali ile okuma vb.) ilk kez 0Ogrenildigi sirada bilingli bir sekilde yapilir. Beceri
kazanildiktan sonra ise tlizerinde diisiinmeye gerek kalmaz. Motor becerilerin 6grenilmesi
prefrontal korteks, bazal ganglionlar ve serebelluma baglidir. Beceri kazanildiktan sonra bu
bolgelerdeki aktivite azalir ve motor korteks, neostriatum ile birlikte hareketlerin yapilmasini
saglar (10,15)

3- Klasik ve operant (edimsel) kosullanma: Ilk kez Ivan Pavlov tarafindan tarif edilen
klasik kosullanmanin temelini iki uyaranin eslesmesi olusturur. Tek basina etkisi olmayan
151k, ses gibi kosullu uyaranlar ile birlikte yiyecek, sok gibi kosulsuz uyaranlarin uygulanmasi
sonucunda sadece kosulsuz uyarana yanit verilmeye baslanmasina klasik kosullanma denir
(10,19). Klasik kosullanmanin standart proseduriinde kosullu uyaran verilmeye baglanir, bir
slire sonra kosulsuz uyaran uygulanir ve iki uyaran birlikte sona erer. Belirli bir tekrarlamadan
sonra kosullu uyaran tek basma verildiginde, kosulsuz uyaran verilmesi ile olusan yaniti
olusturabilir. Kosullu ve kosulsuz uyaran uygulanmasinin zamanlamasi, kosullanmanin
olusmasi igin ¢ok onemlidir. ikisi ayn1 anda verilirse, kosullu uyaran kosulsuz uyarandan
sonra verilirse ya da kosullu uyaran kosulsuz uyarandan c¢ok once verilirse kosullanma
gerceklesmez (10,13).

Tavsanlarda yapilan bir calismada, tavsanlarin goziine bir kez hava iiflendiginde
tavsanlarda dogal goz kirpma refleks gergeklesir ve zil sesi ile iifleme arasinda sese yanit
olarak goz kirpma seklinde bir kosullanma meydana getirilir. Serebellumun vermisine verilen
hasar kosullu refleksi ortadan kaldirir fakat kosulsuz refleksi etkilemez. Interposit niikleusta
meydana gelen hasar tavsanlarda kosullu géz kirpma refleksini ortadan kaldirir (10,13).

Edgar Thorndike tarafindan tanimlanan operant kosullanma ise, denegin dogru bir
yanit ile 0diil arasindaki ya da yanlis bir yanit ile cezalandirma arasindaki iliskiyi 6grendigi
asosiyatif 6grenmenin bir ¢esididir (10,13).

4- Habituasyon (alisma) ve sensitizasyon (duyarlilasma): Habituasyonda, hayvan
Onemsiz ya da zararsiz bir uyarani Ogrenir ve zararsiz bir uyaran siirekli uygulandiginda
uyarana kars1 verilen tepkide refleksif yolaklar aracilig1 ile zamanla bir azalma meydana gelir
(10,13).

Sensitizasyon, hayvanda zararli veya tehdit edici bir uyaran sonucunda gelisen yanittir.
Canli, zararh bir uyaran ile karsilastiginda farkli tip uyaranlara da zararsiz olsalar bile giiclii

bir yanit verir (10,13).



HIPOKAMPUS VE BELLEK

Santral sinir sisteminde hipokampiis deklaratif, epizodik ve uzaysal bellek olugsmasini
ve depolanmasini saglayan temel yapidir (14,15).

Temporal lob icerisine gémull hipokampal formasyon, dentat girus, hipokampds,

subikulum, parasubikulum, presubikulum ve entorinal korteksten olusur (20).

Hipokampts Anatomisi

Hipokampiis terimi, Arantius isimli bir anatomist tarafindan 1587 yilinda vertikal
diizlemde gordiigli yapiy1 denizatina benzettigi i¢in kullanilmistir (21).

Hipokampus, 5-8 cm uzunlugunda ¢ift tarafli, temporal korteksin medial bolgesinde
ventriculus lateralis’in cornu inferius’unun taban boyunca uzanan, C harfi seklinde, anterior-
posterior yonde yerlesmis bir bolgedir. C harfinin konveks yiizii ventrikiil bosluguna, konkav
yiizii ise hemisferin alt yiiziine dogru yonelmistir. Alt mediale dogru subikulum ve girus
parahipokampal ile devam eder (21,22).

Hipokampiis ayn1 zamanda ko¢ boynuzunu da animsattigi i¢in Cornu Ammonis (CA),
yani ammon boynuzu da denilmektedir. Bu isimlendirme sebebiyle hipokampusin dort alt
bolgesi; CAl, CA2, CA3, CA4 seklinde isimlendirilir. Hipokampiisiin kuyruk kismi CAl,
kuyruga yakin govde kism1 CA2, bas bolgesine yakin olan govde kismi1 CA3 ve bas bolgesi
de CA4 seklinde isimlendirilir. CA1 ve CA3 en biiylik ve en fazla tanimlanan bolgelerdir
(Sekil 2) (21).
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Sekil 2. insan hipokampisiiniin denizat1 ile benzerligi ve hipokampusiin alt
bolgeleri (21).



Bolgeler arasinda keskin ayrimlar yoktur. CA bdlgelerinin temel néronu piramidal
noronlardir. Duyusal ve uzaysal bilgiler hipokampiise ¢esitli kortikal alanlardan, temporal
lobda bulunan entorinal ve peririnal korteks araciligi ile gelir. Hipokampdisten en biiyiik ¢ikti
piramidal noronlar aracilig ile CA1 bolgesindendir. CA1 alaninda meydana gelen lezyonlar
sonucunda Ogrenme ve bellekte goriilen kayiplar bu bolge ile bellegin iliskisini
gostermektedir. Entorinal korteksten gelen bilgiler CA1 bolgesine direkt ve indirekt uyarict
yollarla girer. Bu iki girdiye perforant yollar denir. Direkt yol entorinal korteksin Gg¢inci
tabakasindan baglar. Bu noronlarin aksonlart CA1 ndronlarmin iizerindeki ug distal apikal
dentritler ile sinaps yaparak iletilir. Indirekt yolda ise bilgi, entorinal korteksin ikinci
tabakasindan cikip ii¢lii sinaptik yol ile CA1 bdlgesine ulasir. indirekt yolun ilk basamaginda
bilgi entorinal korteksin ikinci tabakasindan ¢ikip dentat girusun grantlli hiicrelerine gelir.
Bu entorinal aksonlar dentat girus hiicreleri Gzerinde sinaps yaparlar. Grandlli hicrelerin
aksonlar1 mossy lifler yolagi ile hipokampiisin CA3 boélgesindeki piramidal hiicreleri uyarir.
Son olarak da Schaffer kollateral yol ile CA1 bolgesindeki piramidal hiicrelerin dentritlerine
gelir (Sekil 3) (2,9,14,15,23).

Lezyon calismalar1 CA1 bolgesine giren direkt ve indirekt yolun her ikisininde
ogrenme ve bellek ile iligkili olabilecegini gostermektedir. CA1’e Schaffer kollateral yolak ile
iletiyi ileten CA3, subikulum’a da bir lif grubunu gonderirir. Subikulum ise hipokampdasun
¢iktilarindan sorumlu alandir (2,9,14,15,23).

Subikulum
\ Perforant Mossy Schaffer
Entorinal Yol Dentat  Lifler Kollateral
Korteks " Girus > 5 LAl - Lateral
_ septum
Amigdala,
korteks

Sekil 3. Hipokampal indirekt yolun sematik gosterimi
(Sweatt JD (23)’den uyarlanmistir).



MORRIS SU LABIRENTI

Morris su labirenti, 1981 yilinda sican ve farelerde hipokampiise bagli uzaysal
ogrenme ve bellek calismalar1 igin radyal labirente alternatif olarak Richard G. Morris
tarafindan gelistirilmistir (24-26). Morris su labirenti nispeten daha az hayvan sayisi ile
calisma, deneyi basit ve hizli bir sekilde yiirlitme, 6n egitime gerek duymama, uzaysal
o0grenmeyi ve uzun donem bellegi ayirt etme, gorsel ve motor performanslar gibi uzaysal
olmayan yetenekleri test etme, koku algisinin azalmasi, elektrik carpmasi veya gida
yoksunlugu gibi hos olmayan prosediirlerin olmamasi ve cihazin diisiik maliyetlerle
kurulabilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle davranigsal nérobilim alaninda en ¢ok tercih edilen
modellerden biridir (5).

Su labirenti, kemirgenlerin (fare, sigan) dairesel bir havuz iginde uzaysal ipuglarindan
faydalanarak sudan kagip, gizlenmis veya gorinur bir platforma ulasmaya calistiklar:
duzenektir (Sekil 4).

Labirentin ve platformun biiyiikligii calisilacak deney hayvaninin tiirline ve yasina
gore ayarlanmalidir. Morris, diizenekte kullanilan havuzun ¢apini ilk olarak 132 cm olarak
belirtmistir. Labirentin ¢ap1 fareler i¢in 90-125 cm arasinda, siganlar i¢in 130-210 cm arasinda
olmalidir. Gizlenmis Morris su labirenti diizeneginde labirent, toksik olmayan boya, sentetik
opaklastiricilar ile opak hale getirilmis 21-26 °C’de su ile doldurulur. Labirentin igine su

yuzeyinin 0.5-2 cm (siganlar i¢in 1-2 cm, fareler i¢in 0.5-1 cm) kadar altina hayvan tarafindan

(K: Kuzey, G: Giiney. D: Dogu. B: Baty)

Sekil 4. Morris su labirentinin sematik goriiniimii
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gorilmeyecek bicimde kare ya da daire seklinde olan, akrilik veya polivinilkloriirden yapilan
platform sabit olarak yerlestirilir. Labirent, lokalizasyonu ifade edebilmek igin kuzey, giiney,
dogu, bat1 olmak tizere dort nokta ile hayali olarak 4 kadrana ayrilir. Labirentin disina deney
siiresince sabit konumda muhafaza edilmek iizere gorsel ipuglari yerlestirilir. Hayvanlar
ipuglarmi kullanarak platformun yerini bulmay1 6grenirler. Birgok protokolde doért baslangig
noktasi kullanilir, bazi arastirmacilar sekiz baglangi¢ noktasi kullanir (5,6,24,25,27-29).

Standart bir protokolde hayvanlara rastgele se¢ilmis baslangi¢c noktasindan baslayarak
dort pozisyonun her birinden egitim yapilir. Basarili denemelerden sonra hayvan yaklagik 10-
15 sn platform tizerinde birakilir. Eger hayvan belirlenen sure igerisinde platformu bulamazsa,
yardimla hayvana platform buldurulur ve hayvan yaklasik 15-20 sn boyunca platformda
birakilir (25,26). Ogrenmenin sonunda referans bellegi degerlendirmek icin platform sudan
cikartilarak probe ylzmesi yapilir. Son egitim giiniinden 24 saat sonra yapilan probe
denemesinde hayvanin belirli bir slire boyunca suda yiizmesi saglanir ve hedef kadranda
gecirdigi siire Ol¢iiliir (25).

Hayvanlarin performanslarin1 6lgme, labirentin iizerine yerlestirilmis video kayit
sistemi ile degerlendirilir. Performanslar degerlendirilirken platforma ulasma siiresi, yiiziilen
toplam mesafe uzunlugu, yiizme hizi1 gibi parametreler dikkate alinir (6,25).

Su labirenti testinde hayvanlarin performansinda cinsiyet, tir, yas, beslenme, strese

maruziyet, enfeksiyon gibi faktorler etkilidir (25).

BEYIN KOKENLI NOROTROFiK FAKTOR

Norotrofinler, erken beyin gelisiminde noronlarin hayatta kalmasi ve farklilagsmas1 gibi
noronal sureglerde rol alan proteinlerdir (30,31). Memelilerde yaygin olarak santral sinir
sisteminde eksprese edilen sinir buyume faktor (nerve growth factor, NGF), beyin kodkenli
norotrofik faktor, ndrotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin-4/5 (NT-4/5) olmak (zere dort nérotrofin
tamimlanmustir (30). Norotrofin ailesinin prototipi olarak kabul edilen NGF, 1950 yilinda
kesfedildikten sonra, ailenin 2. Uyesi olan BDNF, 1982 yilinda domuz beyninden
saflagtinilmistir  (32,33). Norotrofinler 30-35 kilodalton (kDA) agirliginda prekiirsor
proteinlerden ya da prondrotrofinlerden sentezlenirler (33). Tum norotrofinler temel olarak

ortak yapiya sahip olduklari i¢in selektif olmayan bir sekilde p75NGFR

reseptorine, promotor
bolgelerinde bulunan farkli domainler sayesinde ise, tropomiyozin iligkili kinaz

(tropomiyosine related kinase, Trk) ailesinin reseptorlerine selektif olarak baglanir ve
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intraselliiler sinyal kaskatlarini aktive ederek etkilerini gosterirler (7,30,33,34). NGF TrkA’ya,
BDNF ve NT4/5 TrkB’ye, NT3 ise TrkC’ye ve daha diisiik afinitede TrkB’ye selektif olarak
baglanir (Sekil 5) (35).

BDNF; uzun sireli potansiyalizasyon, bellek olusumu ve depolanmasi igin gerekli
olan sinaptik plastisite ve noronal farklilagma gibi aktivite bagimli néronal modifikasyonlar1
diizenleyen, ilizerinde ¢ok calisilan bir norotrofindir (31,35,36). Memeli beyninde en fazla
prefrontal korteks ve hipokampuste sentezlenen BDNF, néronlarda prekiirsori olan proBDNF
seklinde sentezlenerek BNDF’ye doniistiiriiliir. proBDNF ve BDNF farkli sinyal yolaklarini
aktive ederek farkli fonksiyonlara sebep olur (7).

BDNF, Trk reseptoriine baglandiginda kinaz aktivasyonunu uyarir ve fosfatidilinositol
3-kinaz (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), ekstrasellller sinyal duzenleyici kinaz
(extracelluler signal regulated kinase, ERK) olarak da bilinen mitojen aktiviteli protein kinaz
(mitogen-activited protein kinase, MAPK) ve fosfolipaz C-y (phospholipase C-y, PLC-y)

sinyal yolaklarini aktive ederek intraselliiler sinyal kaskatini baslatir (Sekil 6).

p7SNTR
1

Tim prondrotrofinlers

afinitesi varder,

pro-NGF () pro-8ONF () proNT4 () eroNT3( [ )
o o ~ -

ncr [ sonF [P nT-a P NT3[ )
| I

[
NGFP ° sone D ) NT-3[ ) D
* nT-a5 D - "

TrkA TrkB TrkG

Sekil 5. Norotrofinler ve baglandiklari reseptorler (Schindowski K (35)’den
uyarlanmstir).
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ERK yuksek oranda hipokampusin piramidal dentritlerinde eksprese edilir, bu yiizden
ras-MAPK/ERK yolagi, N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorleri veya L tipi voltaj kapili
Ca*? kanallarindan Ca*? girisi ile aktive edilir. Bu aktivasyon; LTP, hipokampiis iliskili
asosiyatif 6grenme ve BDNF’nin indiikledigi omurga yapilanmasi i¢in gereklidir. PI3K
kaskati, BDNF’nin dentritik hedeflenmesinden ve hipokampiis bagimli uzaysal 6grenmeden
sorumludur. PLC-y kaskat1 ise hipokampal sinaptik plastisitede rol oynar (30,37,38).

proBDNF, TrkB reseptorlerinin tersine bir etki olusturan farkli bir sinyal kaskatini
aktive eden p75"°" reseptoriine baglanir.

BDNF, ozellikle hipokampls ve amigdalada CA3 ve dentat girus bodlgesinde daha
fazla olmak Uzere beynin her yerinde yiiksek oranda eksprese edilir (37). BDNF gen
ekspresyonu noronal aktivite icin gereklidir. BDNF ekspresyonu, doku kiltirlerinde
elektriksel aktivite ile artarken, hayvanlarda fiziksel egzersiz, yeni ¢evre, biligssel 6grenme
egitimleri, kainik asite bagl felgte artar. Ornegin, 151k ile uyaran verildiginde gorsel kortekste,
osmotik uyaran ile hipotalamusta, elektriksel uyaran ve fiziksel egzersiz ile hipokampuste
BDNF mRNA diizeyi artar (32,36).

Insanlarda 11 eksona sahip ve 11. kromozomun 13-14. bdlgesine yerlesmis olan
BDNF geni, siganlarda protein sentezini denetleyen, farkli promotorlar ile iliskili dort kisa 5’
ekson (ekson I-1V) ve olgun BDNF proteinin sentezleyen 1 tane 3’ eksondan (ekson V) olusur
(33, 39, 40). Sekiz farkli BDNF mRNA tanimlanmigtir. Farkli BDNF mRNA’larin biyolojik

PLC-y Kasksh:

PISK Kaskat: - sinaphw plashists

+  Uzspsal Gfranme

Protsin
Senteri

MAPKIERK Yolaf:
. LTP

+  Asoehatd  ofrenms

Sekil 6. BDNF aracih sinyal kaskati (Amaral MD (30)’den uyarlanmstir).
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ozellikleri tam olarak bilinmemektedir, ancak bu farkli BDNF mRNA’larin dokuya 6zgii
BDNF gen ekspresyonunu diizenledikleri diisiiniilmektedir. Ekson IV, en ¢ok akciger ve
kalpte eksprese olurken ekson I, 11 ve 111 ise en ¢cok beyinde eksprese edilir (7,41).

BDNF’nin, LTP indiiksiyonunda, sinaptik plastisitede, noronal yasam ve
farklilagsmada, organizma ve cevresi ile iligskili davramigsal etkilesimlerde rol oynadigi
gosterilmistir (7,41). BDNF ayrica hiicre oliimiiniin diizenlenmesinde, serebral kortekste
dentritlerin buyimesinde de hayati 6neme sahiptir (41). Sinaptik plastisite ile iliskili BDNF,
yetiskin hayvanlarda hipokampal 6grenmeyi de artirir (42).

Hipokampusin CAl bdlgesinde bulunan sinapslarda  BDNF’nin, LTP’yi
kolaylastirdig1 gosterilmistir. Hipokampal alanlarda BDNF’nin ge¢-LTP ve uzun dénem
bellek gibi uzun dénem sinaptik etkilerinin CAMP ve yeni protein sentezine bagli oldugu
goriilmistiir (38). BDNF ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler depresyon, epilepsi,
Huntington hastaligi, Parkinson ve Alzheimer hastaligi, amyotrofik lateral skleroz, sizofreni,
agr1 gibi ¢esitli patolojik siireglerin olusumuna sebep olur (32,40,43). Alzheimer hastaliginda
hipokampis ve neokortekste BDNF mRNA diizeyleri azalir (35).

Stres, dentat girus ve hipokampusun CAl ve CA3 bolgelerinde BDNF ekspresyonunu
azaltir. Strese bagli BDNF down-regulasyon mekanizmasi tam bilinmemektedir. cAMP-
CREB sinyal yolaginda meydana gelen disfonksiyonun, stresin indiikledigi BDNF down-

regilasyonuna sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (39,44).

REELIN

Reelin gelismekte olan ve olgun beyinlerde bulunan ve norolojik gelisim i¢in dnemli
olan biyuk bir ekstrasellller glikoproteindir (8,45,46). Dogum oncesi donemde reelin,
noronal migrasyonu ve hiicre tabakast olusumunu kontrol eden kortikal ve
hipokampal Cajal Retzius hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve salgilanir. Reelin
ekspresyonu yetiskin donemde de devam eder. Dogum sonrasi donemde ise, hicre
migrasyonunu ve entegrasyonunu artirarak, sinaptogenezisi kolaylastirarak ve sinaptik
baglantilar1 stabilize ederek noronal plastisitenin diizenlenmesinde rol oynar. Korteks ve
hipokampiiste GABAerjik ndronlarin alt biriminde eksprese edilir ve salgilanir (45-
48). Reelin eksprese eden hicreler ozellikle dentat
girus ve hipokampisun stratum lacunosum-moleculare tabakalarinin hiler bélgesinde de
yer  almaktadir.  Bununla  birlikte  bu  hiicreler ayrica CAl1 ve CA3

bolgelerinin stratum oriens ve stratum radiatum‘ unda da bulunur (49,50).
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1995’de iki grup birbirinden bagimsiz olarak reelin genini klonladi. Bu gen, genomik
DNA’nin yaklasik 450kb uzunlukta boliimiinii kapsayan 65 eksondan olusmaktadir. Reelin
geni farelerde 5. kromozoma yerlesmistir. 1997 yilinda insanlarda reelin geninin 7922
kromozumu tizerinde bulundugu gosterilmistir (47,48).

Reelin yaklasik olarak 450 kDa agirligindadir ve 3461 aminoasitten olusur. Bu
protein molekild sinyal peptidi, glikozile bir N-ug¢ ve bir hareket bolgesi icerir. Ana sekans
her biri 350-390 aminoasitten olusan ve merkezinde bir EGF-benzeri motifi iceren 8 reelin
tekrarindan olusur. Bu molekiil memeli tiirleri arasinda yiiksek benzerlik gosteren yiiklii C-ug
ile sonlanir. Reelin in vivo olarak 410, 330, 180 kDa agirliginda 3 fragmana ayrilir. Bu
fragmanlarin fizyolojik 6zellikleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak ana fragmanin, kulturel
embriyonik beyin boliimlerinde normal kortikal gelisimin siirdiiriilmesi i¢in gerekli oldugu
gOsterilmistir (47,48).

Reelin, VLDL (very-low-density lipoprotein) reseptor ve apolipoprotein E reseptor 2
(ApoER2) olmak tiizere 2 farkli lipoprotein reseptdriine baglanir ve NMDA reseptor
aktivitesini kontrol ederek bilissel slireclerin énemli modulatori olarak gérev yapar. Reelin’in
bu iki reseptore baglanmasi ve aktive olmasi, DAB-1 (disabled-1)’in fosforilasyonuna ve
daha sonra ise SFK (Src family kinaz) aktivasyonuna, bu aktivasyon da sinaptik plastisite ve
bellek fonksiyonlarinin kontroliinde onemli rol oynayan NMDA
reseptor tirozin kalintilarinin fosforilasyonuna sebep olmaktadir. Reelin tarafindan ApoER2
ve VLDL-R aktivasyonu, hipokampiise bagli 6grenme bellek siirecinde 6nemlidir (Sekil 7)
(48,49). Reelin aracili sinyal yolagmmin disfonksiyonu ndorolojik, ndropsikiyatrik ve
ndrodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (47).

Insanlarda reelin geni bilissel bozukluklar ile iliskilidir (8). Bipolar bozukluk,
depresyon ve sizofreninin patogenezinde reelin’in rolii olup olmadigr tartismalidir.
Calismalarda, sizofreni ve bipolar bozukluga sahip hastalarin 6liim sonrasi1 beyin dokularinda
reelin’in azaldigi gozlemlemistir (45). Oliim sonrast hipokampal dokularda reelin
diizeylerinin sizofreni ve bipolar bozuklugun yani sira major depresif bozuklukta da azaldigi
gosterilmistir.  Bu sonuglar reelin’in depresyon dahil bazi psikiyatrik hastaliklarin
patojenezinde 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (45). Yapilan néroanatomik ¢alismalarda
sizofreni, bipolar bozukluk, otizm ve majOr depresyon hastalarinin beyinlerinde reelin
anormallikleri bildirmistir. Sizofreni hastalariin prefrontal korteks, hipokampis ve
serebellumlarinda reelin mMRNA ve protein diizeyleri azalmistir (47). Reelin’in beyinde

azalmasi Alzheimer hastaligi ile de iliskilidir (51,52).
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REELIN

O

ApofR?  VLDLR L

* Noronal migrasvon icin durdwucn sinval
* Hiicre iskeleti
* Kortikal tabaka olisumu

Alcsonal ve dendridik biiyiime
Sinaptik plastisite
Nérotransmisyon, LTP
Ogrenme ve bellek

Niirogelisim Dogum sonrasi dénem, yetiskinlik

Sekil 7. Reelin’in biyolojik fonksiyonu (Lakatosava S (48)’den uyarlanmstir).

Reelin yetiskin hipokampiislerinde sinaptik giici ve plastisiteyi etkileyerek islev
gosterir. Yapilan ¢aligmalar reelin sinyalinin sinaptik biitinliigiin siirdiiriilmesinde ve uzaysal
ogrenme gorevlerinde onemli rol oynadigint gostermistir. Reelin ekspresyonunun bozulmasi
asosiyatif 6grenme, uzaysal 6grenme ve hipokampal LTP de hatalara sebep olur (3,8,49).
Stranahan ve ark. (53) egitimlerde ve probe testte reelin sinyalinin azalmasinin bozulmus
uzaysal performans ile iliskili oldugunu gostermistir (8,53).

Reelin tedavisi hipokampal alanlarda LTP’yi artirir. Beynin ventrikulleri igerisine
reelin’in ikili uygulamasinin ardindan hipokampiisin CA1l bdélgesinde, uzun sdreli
patansiyalizasyonda ve uzaysal 6grenme-bellek davranigsal testlerinin sonuglarinda hiicre igi

sinyal aktivasyonunda artis meydana gelmistir (48).

PROTEIN FOSFATAZ 1
Protein fosforilasyonu, hicrelerde amino asit rezidisiine kovalent bagl fosfat
grubunun eklenerek bir protein kinaz tarafindan fosforile edilmesi ile hizli, geri donilisiimlii ve

aktivite bagimli gerceklesen, sinyal iletiminde onemli rol oynayan post-translasyonal bir
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modifikasyondur. Hayvan hicrelerinin sitoplazmalarinda PP1, PP2A, PP2B ve PP2C olmak
Uzere dort ana protein fosfataz bulunur (54).

Beyinde fazla miktarda bulunan PP1, yaklasik 38.5 kDa agirhiginda, en iyi karakterize
edilmis serin/treonin fosfatazdir. Memeli genomlarinda bulunan PP1’in N- ve C-
uclarinda aminoasit yapisinda farklilik gosteren, sitoplazma ve gekirdekte farkli miktarda
sentezlenen PPla, PP1B, PPly ve PP16 olmak iizere 4 farkli izoformu vardir. PPla
sitoplazmada, PP1y biiyiik oranda ¢ekirdekte, PP1 ve PP16 ise sitoplazma ve cekirdekte
bulunur (1,55). PP1 aktivitesi inhibitér-1(1-1), inhibitér-2 (1-2) ve dopamin ve cAMP
dizenleyici fosfoprotein-32 (DARPP-32) gibi ¢ok sayida diizenleyiCi protein tarafindan
kontrol edilir (56). PP1 insllin direnci, mitoz, kas kasilmasi, transkripsiyon, translasyon
ve apoptoz gibi birgcok fizyolojik stirecte 6nemli bir role sahiptir (54-56).

Beyinde eksprese edilen protein fosfatazlarin arasinda PP1, biligsel fonksiyonlar igin
en 6nemli olan molekildir (57). PP1, bellek olusumunu ve hipokampal LTP’yi baskilar (3,
58). Graff ve ark. yaptigi calismada hipokampiislerinde PP1 inhibe edilmis transgenik fareler
kullanilmis ve bu inhibisyonun CAL ve dentat girus bolgesinde hipokampiise bagh 6grenmeyi
ve LTP’yi gelistirdigi gosterilmistir. Ayrica PP1 inhibisyonunun genlerin regulasyonu ile
iligkili sinaptik plastisite, bellek olusumu gibi hiicresel siireglerde de rol oynadig: belirtilmistir
(2).

PP1’in hipokampusun CA1 bolgesinde AMPA reseptorlerinin aktivasyonu ile sinaptik
kuvveti ve kolaylastirmay1 azaltmak suretiyle uzun sireli depresyon (long term depression,
LTD)’da rol oynadig1 diisiiniilmektedir (59). Baz1 elektrofizyolojik ¢alismalar PP1’in LTD
icin gerekli oldugunu gostermistir. Fare modellerinde yapilan ¢aligmalarda PP1’in LTD ve
LTP indiiksiyon esigini diizenledigi ve PP1 aktivasyonunun bellek olusumunu engelledigi
gosterilmistir (60).

PP1 noronlarda, iki néronun ayni anda aktif hale gelmesiyle baglantinin daha fazla
giiclendigi Hebbian sinaptik plastisitede ve néronal hiicre 0limu gibi kalsiyum bagimli
noronal slreclerde Onemli rol oynar. PP1’in aktivitesinin endojen bir sinyal
yolagi tarafindan baskilanmasi1 LTP indiksiyonu icin gereklidir. PP1 aktivasyonu ayrica
cekirdekte CREB  inaktivasyonu icin  gereklidir.  PP1, Hebbian sinaptik
plastisite ve CREB aracili gen transkripsiyonundaki roliinden dolay1r 6grenme ve bellegi
sinirlar (56).

PPLl’in 06grenme ve bellekte rolii transgenik yontemlerden yararlanilarak da
arastirllmustir (58). On beyin néronlarinda bulunan endojen PP1 inhibitorinin kontrolli

ekspresyonu ile olusturulan PP1’in inhibisyonuyla, tekrarli 6grenme ve PP1 arasinda bir iligki
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oldugu gosterildi. Tekrarli 6grenme, uzun slreli bellek olusumu ve depolanmasi igin
gereklidir, ancak hipokampis ve kortikal bolgede PP1 inhibe edildiginde, Morris su labirenti
ve yeni nesne tanima testinde optimal performans i¢in daha kisa egitim siiresi gerekmistir.
Ogrenme sirasinda ve sonrasinda PP1 inhibe edilmis yasli mutant hayvanlarda bellek
korundugu icin PP1’in yaglanma ile ilgili bilissel bozulmalardan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Alzheimer hastaliginda, biligsel gerilemenin yani sira uzaysal bellegin de

bozulmasi, Alzheimer hastaligi ve PP1 arasinda bir iliski olabilecegini gostermektedir (54).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
31.01.2014 tarih ve 2 no’lu oturumda 2014.02.05 karar no’su ile onaylandi (Ek1).
Calismanmuz Iyi Laboratuvar Uygulamalart Kilavuzu ve Hayvan Etigi Evrensel Ilkelerine
uygun olarak gergeklestirildi. Bu ¢alismanin Turnitin programima gore orijinallik raporu
ektedir (Ek2). Bu c¢alisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

TUBAP-2014/51 kayit numarast ile desteklendi.

DENEKLER

Calismada agirliklar1 ortalama 250-350 gr arasinda degisen, 2-3 aylik, erkek, toplam
35 adet Sprague-Dawley sican kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar, T.U. Deney
Hayvanlar1 Merkezi’nden temin edildi ve tim deney boyunca Anabilim Dalimiz Hayvan
Laboratuvarinda standart kosullar altinda barindirildi. Beslenmeleri i¢in standart sigcan yemi

ve musluk suyu serbestce verildi.

DENEY PLANI VE CALISMA GRUPLARI

Calismamizda kullandigimz  siganlar Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Birimi’nden alindi. Deneyde hayvanlar her grup 5 hayvandan olusacak sekilde 7 gruba
ayrildi. Deneylere baglamadan bir giin Once tiim hayvanlarin agirliklar tartildi ve
kuyruklarina gruplarina uygun renklerde numaralar1 yazildi. Gruplar A-G olacak sekilde

isimlendirildi.
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Deneklerin uzaysal o6grenme ve bellek fonksiyonlar1 Morris su labirentinde
degerlendirildi. Tim gruplarda yiizme egitimleri sonunda, hipokampis CAl ve CA3
boélgelerinde BDNF, reelin, PP1 ekspresyonlarindaki degisim incelendi. Deney gruplarinin
tasarimi soyledir:

GRUP A: (kontrol grubu) hi¢ ylizdiiriilmeyen grup, 6tanazi yapilip beyin dokusu alind.
GRUP B: 1 giin egitim ald1 ve egitimden hemen sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.
GRUP C: 2 giin egitim ald1 ve egitimden hemen sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alind.
GRUP D: 3 giin egitim ald1 ve egitimden hemen sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindu.
GRUP E: 4 giin egitim ald1 ve egitimden hemen sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.
GRUP F: 5 giin egitim ald1 ve egitimden hemen sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.
GRUP G: 5 giin egitim ald1, 6. giin probe testi yapildiktan hemen sonra Gtanazi yapilip beyin
dokusu alind1.

Gruplar Sekil 8’de sematize edilmistir.

Morris su labirenti testlerinin bitiminden sonra alinan beyin dokularindan polimeraz
zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) yontemi ile BDNF, reelin ve PP1 gen
ekspresyon analizleri yapildi. Deneklere gruplarina uygun olarak yiizme egitimlerinden ya da

probe testinden hemen sonra 600 mg/kg kloral hidrat ile anestezi uygulandi.

DENEY PLANI

s N

GrupA @  Kontrol (yiizdirme yok)

Grup B —_—

Grup C — —e )

GrupD °

GrupE P

Grup F °

(e — — — ———  ——— e o
. J
= 4 yilizdirme seansindan olusan 1 giinliik blok
....... probe

¢ Son testten hemen sonra 6tenazi ve beyin doku drneklerinin alinmasi
Sekil 8. Deney plani
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Anestezi derinligi saglandiktan sonra deney hayvanlari sakrifiye edildi. Beyin dokulari
hizla ¢ikarildi. 60 saniye boyunca -80°C’de bekletilen beyin dokusundan hipokampusin
bulundugu bolgelere denk gelen kesitler alindi, punch yéntemi ile hipokampus CAl ve CA3
alanlarindan alinan doku 6rnekleri -150°C’de 120 saniye boyunca bekletildi ve PCR analizleri

yapildi.

MORRIS SU LABIRENTI CALISMALARI

Morris su labirenti; ¢ap1 1,5 metre, derinligi 45 cm olan daire seklinde bir havuz ve su
yiizeyinin 2 cm altinda sakli bulunan 10x10 cm boyutunda bir platformdan olusur. Platform,
egitim yiizdiirmelerinin (trial) yapildigi 5 giin boyunca sabit bir yerde tutuldu, bellek testinin
(probe) yapildigi 6. giin ise platform havuzdan ¢ikarildi. Platformun gorilmemesi icin siyah
boya atilarak su karartildi. Deney diizeneginin bulundugu oda disaridan 151k almayacak
sekilde diizenlendi ve deney siiresince igerisi sabit bir 151k kaynagiyla ayni siddette
aydinlatildi. Deneyin yapildigr odanin duvarlarina denekler i¢in ipucu olusturabilecek farkli
sekiller asildi. Deneyin siirekli ayni ekiple yapilmasina, odada sessiz olunmasina ve denekler
igin ekstra bir uyaran olusturmamaya dikkat edildi.

Deneyin egitim yiizdirmelerinde (trial) siganlar her giin, giinde 4 kez Onceden
belirlenen farkli yonlerden havuza birakildi (Tablo 1). Siganlardan 90 saniye ig¢inde sakli
platformu bulmalar1 beklendi. Platformu bulan si¢anlarin platform Uzerinde 15 saniye
kalmalarina izin verildi ve su tankinin i¢inden alinip kurulandiktan sonra kafeslerine geri
kondular. Suya birakilmalarini takiben 90 saniye i¢inde platformu bulamayan siganlara
yardim edilerek platformu bulmalar1 saglandi ve 15 saniye platform {izerinde kalmalarina izin
verildi. Kalic1 bellegin test edildigi probe galismalari ise deneyin 6. giiniinde gergeklestirildi;
bu testte platform su tankindan ¢ikarildi ve sicanlar daha once suya hi¢ birakilmadiklari
kuzeydogu yoniinden havuza birakildilar. Sadece bir kez 60 saniye boyunca yiizdiiler.

Tim ylizme egitimleri havuzun merkezi hizasinda tavana yerlestirilen bir video
kamera ile bilgisayara aktarildi ve Ethovision XT 9.0 (Noldus, Hollanda) yazilimi1 kullanilarak
analiz edildi. Platforma erisme siiresi, platforma ortalama uzaklik, yiizme hizi, ylzilen toplam

yol ve tigmotaksi parametreleri hesaplandi.
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Tablo 1. Sicanlarin havuza birakildiklar: yonler

Giin Egitim 1 Egitim 2 Egitim 3 Egitim 4 K
1 K D GD KB
2 GD K KB D
3 KB GD D K B D
4 D KB K GD
5 K GD D KB
Probe KD
G

K: Kuzey; D: Dogu; G: Guney; B: Bati.

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ANALIZLERI

Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’da dizisi
bilinen herhangi bir bdlgenin in vitro sartlarda enzimatik olarak g¢ogalmasina olanak veren
DNA sentez yontemi olarak tanimlanmigtir.

PCR, cift iplikli bir DNA molekilinde hedef dizilere uygun oligonikleotid
primerlerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. PCR, tekrarlanan 3 basamaktan olusan bir
yontemdir ve ¢ogaltilmig DNA miktari, bu {i¢ adimin tekrarina baglidir.

1) Denattirasyon (90-95°C): Cogaltilmak istenen DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiire edilerek
tek zincirli hale getirilmesi

2) Primer baglanmasi (50-70°C): primerlerin hedef bolgeye baglanmasi

3) DNA sentezi (70-75°C): Tag DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi
72°C’de zincirin primerlerden itibaren uzamasi.

PCR’nin temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi (Tag polimeraz), enzim tamponu, primerler, dNTP (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP)
karisimi ve MgCl,’dir.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-PCR, RT-PCR)’nda Urlnlerin
analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA
bantlarinin mor Otesi 1s1k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasia gerek
kalmamaktadir. RT-PCR (rlnlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgun
olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgin problardan yararlanilmaktadir. RT-PCR’de
nikleik asit gogalmasiyla es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalinin 6lcilmesiyle,

kisa stirede nicel sonug alinir (61).
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Tablo 2. PCR amplifikasyonu icin kullanilan gen primer dizileri

GEN PRIMER Dizi

F 5'-CCATAAGGACGCGGACTTGTAC-3’
BDNF

R 5-AGACATGTTTGCGGCATCCAGG-3’

F 5-AAACTACAGCGGGTGGAACC-3’
Reelin

R 5-ATTTGAGGCATGACGGACCTATAT-3’

F 5'-CCATGAGTGTGCCAGCATCAA-3'

PP1
R 5-TGTCAAACTCGCCACAGTA-3'
F 5’-AACGACCCCTTCATTGAC-3’
GAPDH
R 5'-TCCACGACATACTCAGCAC-3’

F: Forward; R: Reverse.

Calismamizin PCR ile gen ekspresyonlarmin analizi asamasi Trakya Universitesi
Teknoloji Arastirma Gelistirme Merkezi (TUTAGEM)’nden hizmet satin alma yoluyla
gerceklestirildi. Ilgili gen bdlgelerini gogaltmak igin deneyde kullanilan BDNF, reelin ve PP1
primerleri ve i¢ kontrol i¢in kullanilan GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
daha 6nce yapilan benzer galismalara gore belirlendi (Tablo 2) (62,63). Oransal miktar tayini

(relative quantitation, RQ) AACt metoduna gore yazilim tarafindan hesaplandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin sunulmasinda tanimlayici istatistiksel analiz kullanildi. Bes giin yiizen 10
hayvanin egitim verilerinin degerlendirilmesinde tek yonlii tekrarlayan analiz (ANOVA) ve
Bonferroni’s multiple comparisons testleri, PCR verilerinin istatistiksel analizleri icin ise, tek
yonlu analiz (ANOVA) ve Bonferroni’s multiple comparisons testleri kullanildi.

Analizler Graphpad Prism 6.0 for Windows kullanilarak yapildi ve p<0,05 anlamlh
kabul edildi.
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BULGULAR

Calismamizda elde edilen veriler dort ana baslik olarak sunulmustur. Ik olarak
labirentteki ylizme egitimleri ile Ogrenme arasindaki iliskiyi inceledigimiz sonuglar
verilmistir. Ardindan, Morris su labirentideki yiizme egitimleri sirasinda hipokampiisiin CA1
ve CA3 bolgesinde BDNF, Reelin ve PP1 gen ekspresyonlarinda meydana gelen degisimlerin

incelendigi sonuglar sirasiyla sunulmustur.

OGRENME VERILERININ INCELENMESI

Ardisik giinlerde egitim yiizmeleri yapilan F ve G gruplarinin 6grenme verileri (ilk bes
gine ait) incelendiginde platform alanina erisme siiresinde ikinci guinden itibaren bir azalma
basladig1 (p<0,05) ve ilerleyen glinlerde bu azalmanin daha belirgin oldugu goriilmiistiir
(p<0,01) (Sekil 9A).

Platform alanina ortalama uzaklikta ise {igiincii giinden itibaren bir azalma baslamis,
gunlerde bu azalma devam etmistir (p<0,01) (Sekil 9B). Si¢anlarin platformun yerini daha
kisa siirede ve daha az mesafede bulmalar1 platformun yerini 6grendiklerini gostermektedir.

Sicanlar yiizme egitimlerinin ilk giiniinde platformun havuzdan ¢ikabilmeleri i¢in bir
yol oldugunu 6grenemezler, havuzdan kagabilmek i¢in bir yer arar ve havuzun kenarina yakin
yiizerler. Havuzun kenarina 10 cm’lik uzakliktaki alan perimetre olarak tanimlanir ve siganin

bu bolgede ylizmesi thigmotaxis (tigmotaksi) olarak adlandirilir (25).
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Tigmotaksi strelerinde ikinci giinden itibaren bir azalma gortlmektedir (p<0,01) ve bu
azalma Uglincili giinden itibaren artmaktadir (p<0,001) (Sekil 9C). Bu azalma hayvanin iginde
bulundugu sorunu ¢ozdiigii ve platformun havuzdan ¢ikmak i¢in bir yol oldugunu anladigini
gOstermektedir.

Deney siiresince siganlarin yiizme hizlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olmamistir (Sekil 9D). Yiizme hizinda degisiklik olmamasi, diger verilerde elde
edilen degisimlerin ylizme hizinda meydana gelen herhangi bir degisime bagli olmadigin
gosterir.

Sicanlarin ylzdikleri toplam yolda tglnci giinden itibaren bir azalma gorulmektedir
(p<0,01) (Sekil 9E). Bu da, siganlarin platformun yerini 6grendiklerini ve giderek daha az

mesafe yiizerek platform alanina ulastiklarini gostermektedir.
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Platforma erisme siresi
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Sekil 9. Bes giin yiizen 10 hayvanin (F ve G gruplari) 6grenme verileri:
A- Platforma erisme stiresi, B- Platforma ortalama uzakhk,
C-Tigmotaksi, D- Yiizme hizi, E- YUuzulen toplam yol.
(*:p<0,05, t:p<0,01, f: p<0,001, birinci giin degerine karsi. Tek yonli
tekrarlayan analiz ANOVA, post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey cizgiler
standart hatay1 gostermektedir.)
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probe

BDNF GEN EKSPRESYONLARINDA MEYDANA GELEN DEGIiSIMLER
Egitim almayan kontrol grubunun (Grup A) ve 5 giin boyunca yuzdirilen B-F, 6. gun

testi uygulanan G gruplarimin hipokampiis CA1 ve CA3 alanlarinin BDNF gen

ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler Sekil 10’da gosterilmistir. CAL1 bdlgesinden

alinan

doku ornekleri incelendiginde egitim almayan kontrol grubu ile dort giin egitim alan

grubun verileri karsilastirildiginda egitim alan grupta BDNF gen ekspresyonu belirgin

derecede (p<0,01) artmistir, ancak diger artiglar istatistiksel anlamliliga erismemistir (Sekil

10A).

Bu veriler, BDNF’nin hipokampiis aracili 6grenme ve bellek siirecinden sorumlu

oldugunu gostermektedir. Deney siiresince siganlarin CA3 bolgelerindeki BDNF gen

ekspresyonlar1 degerlendirildiginde BDNF ekspresyon diizeylerinde artis goriilmektedir,

ancak bu istatistiksel anlamli boyuta erismemistir (Sekil 10B).

BDNF CA3
BDNF CA1l

oSO
Q\S

Gruplar

Gruplar

Sekil 10. BDNF ekspresyonunda meydana gelen degisimler: A-CA1 bolgesi
B-CA3 bolgesi.
(*:p<0,01 kontrol grubuna kars1. Her grup i¢in n=5, tek yonli analiz
ANOVA, post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey cizgiler standart hatay1
goOstermektedir.)
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REELIN GEN EKSPRESYONLARINDA MEYDANA GELEN DEGISIMLER

Higbir egitim almayan kontrol grubunun (Grup A) ve 5 giin boyunca yuzdirilen B-F,
6. glin probe testi uygulanan G gruplarinin hipokampiis CA1 ve CA3 alanlarmin reelin gen
ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler Sekil 11°de gosterilmistir. CAl bdlgesinden
alinan doku orneklerinin verileri incelendiginde kontrol grubuna oranla iki ve ii¢ giin egitim
alan gruplarin reelin gen ekspresyon diizeylerinde azalma; dort ve bes giin egitim alan
gruplarin ve altinc1 glinde probe testi yapilan grubun reelin gen ekspresyonlarinda ise artis
gorilmektedir, ancak bu azalma ve artis kontrol grubuna oranla hicbir grupta istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 11A).

CA3 bolgesindeki reelin gen ekspresyonlar1 degerlendirildiginde ise, gruplarin reelin
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna oranla artis goériilmektedir, ancak bu artis higbir

grupta istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 11B).

A Reelin CA1 B Reelin CA3
8 g -
74 74
6 6

Gruplar Gruplar

Sekil 11. Reelin ekspresyonunda meydana gelen degisimler: A-CA1 bolgesi,
B-CA3 bdlgesi.
(Her grup icinn=5, tek yonli analiz ANOVA, post hoc Bonferroni.
Grafiklerdeki dikey cizgiler standart hatayr géstermektedir.)
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PP1 GEN EKSPRESYONLARINDA MEYDANA GELEN DEGIiSiMLER

Higbir egitim almayan kontrol grubunun (Grup A) ve 5 giin boyunca yuzdirulen B-F,
6. glin probe testi uygulanan G gruplarinin hipokampiis CA1 ve CA3 alanlarimin PP1 gen
ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler Sekil 12°de gosterilmistir. CA1l bdlgesinden
alinan doku 6rnekleri incelendiginde gruplarin PP1 ekspresyon dizeylerinde kontrol grubuna
oranla istatiksel herhangi bir degisiklik saptanmamustir. (Sekil 12A).

CA3 Dbolgelerindeki PP1 gen ekspresyonlari degerlendirildiginde ise, gruplarin PP1
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna oranla bir, iki ve ii¢ giin egitim alan gruplarda
artma, diger gruplarda ise azalma gorilmektedir ancak bu veriler higbir grupta istatistiksel

anlamliliga ulasmamustir (Sekil 12B).

A PP1 CA1l B PP1 CA3
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{_o‘\ S S I A Q
Gruplar Gruplar

Sekil 12. PP1 ekspresyonunda meydana gelen degisimler: A-CA1 bolgesi,
B-CA3 bolgesi.
(Her grup iginn=5, tek yonli analiz ANOVA, post hoc Bonferroni.
Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir.)
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TARTISMA

Ogrenme ve bellek beynin en énemli kognitif fonksiyonlarindandir ve olusumunun
altinda yatan karmasik fizyolojik siire¢ hala tam olarak aydinlatilamamistir. Hipokampusin
uzaysal 6grenme ve bellek olusumuyla ilgili bir yapt oldugu daha 6nce bir¢cok calismada
gosterilmistir (1-3). Biz ¢alismamizda sinaptik plastisite, 6grenme ve bellek gelisiminde rol
oynadigi bilinen BDNF, reelin, PP1 genlerinin ekspresyonlarinda hipokampls CA1 ve CA3
bolgelerinde ardisik giinlerde meydana gelen degisimi inceledik.

Calismamizin davranig bolimiinde, deneklerin uzaysal 6grenme ve bellek testlerinin
en Onemlileriden biri olan Morris su labirenti ile egitimlerinde sakli platformun yerini
ogrenmeleri hedeflenmistir. Uzaysal 6grenme ve bellegin test edildigi bir¢ok c¢alismada
Morris su labirenti tercih edilmistir (9). Cunkl egitimler sonucunda su labirentinde elde
edinilen davranis degisikliginin diger labirentler ile kiyaslandiginda daha hizli oldugu
gosterilmistir. Morris su labirentinde hayvanlar1 6nceden a¢ veya susuz birakmak gerekmez.
Su labirentinin en biiyiik avantajlarindan bir digeri ise hayvanlarin koku duyusunu kullanarak
yon bulmasini ortadan kaldirmasidir. Ayrica kemirgenler dogal yiiziiciilerdir (5,24,64). Bu
nedenle calisgmamizda yer bulma Ogrenmesinin test edilmesinde Morris su labirenti
kullanilmistir.

Morris su labirenti testinde 6grenmenin en 6nemli gostergelerinden olan platforma
erisme siiresi ve platforma ortalama uzaklik verileri agisindan degerlendirildiginde platform
alanina erigsme siiresinde ikinci glinden itibaren baslayan azalma, egitimin ilerleyen glinlerinde
daha belirgin hale gelmistir. Platforma ortalama uzaklikta ise, Uguncl gunden itibaren bir

azalma baslamasi bize siganlarin platformun yerini 6grendigini ve daha az mesafe ylzerek

30



platform alanmna ulastiklarint gostermektedir. Tigmotaksi surelerinde ise ikinci giinden
itibaren bir azalma gorilmekte ve bu azalma figiincii giinden itibaren artmaktadir. Bu bize,
hayvanin i¢inde bulundugu sorunu ¢6zdiigli ve platformun havuzdan ¢ikmak i¢in bir yol
oldugunu anladigim1  gostermektedir. Deney siiresince siganlarin  ylizme hizlar
degerlendirildiginde, ylizme hizlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
olmamugtir. Bu da bize, diger verilerde elde edilen degisimlerin ylizme hizinda meydana gelen
herhangi bir degisime bagli olmadigimi gostermektedir. Morris su labirentinde elde ettigimiz
sonuclar, beklendigi gibi, literatlr verilerine benzerlik gostermektedir.

Tez caligmamizin ikinci basamaginda alinan beyin dokularindan PCR yontemi ile
BDNF, reelin ve PP1 gen ekspresyon analizleri yapilarak ardisik glinlerde 6grenme slirecinde
hipokampisiin CAl ve CA3 bolgelerinde meydana gelen degisikliklerin incelenmesi
hedeflenmistir. Miller ve Sweatt (3) kavramsal korku kosullama modeli ile erkek, Sprague-
Dawley sicanlar tizerinde yaptiklari bir ¢alismada reelin ve PP1 ekspresyonlarinit CA1 bélgesi
tizerinde incelemislerdir. Bunun igin sicanlar egitimlerden 1 saat sonra sakrifiye edilmis ve
CAL1 bolgesinden almman doku -80°C’de muhafaza edilmistir. Biz de bu ¢alismay1 da goz
onlne alarak, c¢alismamizda deney hayvanlarin1 Morris su labirenti egitimlerinden sonra
ortalama 1 saat i¢inde sakrifiye edip beyin dokularini aldik.

BDNF’nin LTP, bellek olusumu ve depolanmasi igin gerekli olan sinaptik plastisite ve
noronal farklilagma gibi aktivite bagimli néronal modifikasyonlarda rol oynadig:
bilinmektedir (7,32,42). BDNF ayrica hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde, serebral kortekste
dentritlerin buyimesinde de hayati 6neme sahiptir (41,65).

Sinaptik plastisiteyi diizenleyerek bellek olusumunda ve depolanmasinda rol oynayan
BDNF mRNA ve protein diizeyinin Alzheimer hastaligi olan beyinlerde azaldigina dair
literatiir bilgileri yer almaktadir (33,35). Ogrenme ve bellek siirecinde BDNF ekspresyonunda
meydana gelen degisimin anlasilmasinin  Alzheimer hastaliginin da patofizyolojisini
aydinlatabilecegini diisiinmekteyiz.

BDNF, en fazla hipokampus, amigdala ve dentat girus bolgesinde olmak (izere beynin
her yerinde yiksek oranda eksprese edilir (32,33,37). Hipokampusiin CAl bdlgesinde
bulunan sinapslarda BDNF’nin LTP’yi kolaylastirdigi gosterilmistir. Hipokampal alanlarda
BDNF’nin ge¢-LTP ve uzun donem bellek gibi uzun donem sinaptik etkilerinin cCAMP ve
yeni protein sentezine bagli oldugu goriilmistiir. Tetanik stimiilasyon ile olusturulan LTP’de,
BDNF mRNA seviyesinin belirgin bir artis gosterdigi ¢alismalarda belirtilmistir (38). BDNF
ekspresyonu doku kulturlerinde elektriksel aktivite ile artarken, hayvanlarda fiziksel egzersiz,

yeni ¢evre, biligsel O6grenme egitimleri ile artar (32,36,42). Park ve ark. (42) yash (20
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haftalik), erkek, C57BL/6 farelerde Morris su labirentinde biligsel islevlerle iliskili kortikal
gen ekspresyonlarinin aktivasyonlarini incelemislerdir. Bu g¢alismada, gen transkripsiyonu
icin, labirentte 6grenme egitimleri alan, sadece ylizen ve higbir egitim ya da egzersiz
uygulanmayan kontrol grubu deneklerin beyin dokular1 incelenmistir. BDNF gen
ekspresyonunun 6grenme egitimi alan grupta sadece yiizen gruba gore daha fazla arttigi
gorilmiistiir.

Bu bulgular, BDNF ekspresyonunun 6grenme ve bellek ile iligkisini incelemek igin
arastiricilara Onciiliik etmistir. Biz de ¢alismamiza baslarken daha 6nce yapilan ¢alismalar
dogrultusunda deney hayvanlarinin 6grenme grafiklerine paralel bir BDNF gen ekspresyon
grafigi elde edebilecegimizi ongorerek hipokampisin CAl ve CA3 bolgelerinde 6grenme
arttikca BDNF gen ekspresyonlarinda da artis1 bekledik. Kontrol grubu ile egitim alan gruplar
karsilastirildiginda, hem CA1l boélgesinde hem de CA3 bolgesinde ardisik giinlerde
ongordiglimiiz gibi artis gordiik, ancak bu artis sadece CAl bdlgesi Olglimlerinde 4 giin
egitim alan grupta istatistiksel anlamliliga eristi (p<0,01).

Stres dentat girus ve hipokampisiin CA1 ve CA3 bolgelerinde BDNF ekspresyonunu
azaltir (37,44). Smith ve ark. (66) immobilizasyon yontemi ile akut ve kronik strese maruz
birakilmis Sprague-Dawley erkek sicanlarin 6zellikle dentat girus olmak iizere hipokampiis
CALl ve CAS3 bolgelerinde BDNF ekspresyonunun belirgin derecede azaldigini gostermistir.
Calismamizda CA3 bolgesinden aldigimiz doku &rneklerinde incelenen BDNF gen
ekspresyonlarinin istatistiksel anlamliliga erisememesi bize hayvanlarin stres faktorlerine
maruz kalmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Sharma ve ark. (24) kemirgenlerin dogal
yiizliciiler olmalarina ragmen suyun hayvanlarda stres olusturabilecegini ve Morris su
labirentinde yiizmenin biligsel fonksiyonlar1 etkileyebilecek ndrokimyasal degisikliklere
sebep olabilecegini belirtmistir.

Reelin, sinaptik plastisiteyi artirict bir etkiye sahiptir; bunu sinaptogenezi
kolaylastirarak ve sinaptik baglantilarin stabilizasyonunu saglayarak yapar. Ayrica reelin
hipokampiisteki hiicre migrasyonunu ve entegrasyonunu artirarak da ndronal plastisitenin
duzenlenmesinde rol oynar (8,45-48). Reelin eksprese eden hiicreler dentat girusun yani sira
hipokampiisiin CA1 ve CA3 bélgelerine de yerlesmistir (49,50).

Roger ve ark. (67) wild tip farelerle yaptiklar1 bir ¢aligmada hipokampiisiin lateral
ventrikiillerine kaniil yardimiyla tek doz reelin enjeksiyonunun sakli platform su labirentinde
uzaysal 6grenmeyi artirdigini gostermislerdir. Farelere ilk dort giin boyunca gunde 4 kez

yiizme egitimleri verilmistir, 5. giin platform havuzdan ¢ikarilarak 60 sn boyunca probe testi
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yaparak hedef kadranda gecirdikleri siire degerlendirilmistir. Altinci ve yedinci giinlerde ise
platform farkli bir kadrana yerlestirilmis, 8. giin ise tekrar probe test yapilmaistir.

Literatdr bilgilerinde reelin sinyalinin sinaptik biitiinliigiin siirdiiriilmesinde ve uzaysal
ogrenme gorevlerinde 6nemli rol oynadigini belirtilmistir. Reelin ekspresyonunun bozulmasi
asosiyatif 6grenme, uzaysal 6grenme ve hipokampal LTP’de hatalara sebep olur (3, 8, 49).

Weeber ve ark. (68) reelin reseptorleri olan VLDL ve ApoER2 reseptorleri silinmis
fareler kullanarak kavramsal korku kosullanma modeli ile yaptiklar1 bir ¢alismada reelin ve
reseptOrlerinin sinaptik plastisiteyi diizenleyerek hipokampal 6grenmeye katki sagladigini
gostermistir.

Stranahan ve ark. (53) geng ve yasli siganlar ile uzaysal bellegin test edildigi Morris su
labirentini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, yash si¢anlarda egitimlerde ve probe testte reelin
sinyalinin azalmasinin bozulmus uzaysal performans ile iliskili oldugunu gostermistir. Biz de
calismamizda ilerleyen yasin siganlarda uzaysal performansi etkileyecegini diisiinerek 2-3
aylik sicanlar kullandik.

Yin ve ark. (8) yaptig1 bir ¢alismada sekiz haftalik 10 erkek ve 10 disi fareden dogan 8
yavru fareyi 4 disi 4 erkek olmak tizere ayirmis ve erkek fareleri ise egzersiz yapan grup ve
egzersiz yapmayan (kontrol) grup olmak Uzere ikiye ayirmistir. Daha sonra egzersiz yapan
grubun yavrularinin ve kontrol grubunun yavrularinin uzaysal bellekleri Morris su labirenti ile
degerlendirilmistir. Egzersiz yapan farelerin yavrularinin hipokampiislerinde BDNF ve reelin
diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli derecede arttig1 belirtilmistir.

Ogrenme ve bellek siireci ile iliskili oldugu diisiiniilen BDNF, reelin ve PP1 genleri ile
ilgili daha 6nce yapilan caligmalarda bu genlerin degisimi egitimlerin sonunda incelenmistir.
Bu baglamda ilk ¢calisma 6zelligi gostermektedir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak ¢alismamizda giinler igerisinde 6grenme arttik¢a sinaptik
baglantilar daha ¢ok giiglenecegi icin, reelin ekspresyonunun da 6grenme ile dogru orantili
sekilde artacagini diisiindiik. CA1 bolgesinde kontrol grubuna oranla iki ve ¢ giin egitim alan
gruplarin reelin gen ekspresyon diizeylerinde azalma, diger giinlerde ise artis gozlemledik,
ancak bu degisimler de istatistiksel anlamliliga erismedi. Ogrenme ve bellek siirecinde daha
¢ok rol oynadigi bilinen CA3 bdlgesinde ise, reelin ekspresyonunda birinci giinden itibaren
kontrol grubuna gore bir artis gordiik, ancak bu artislar da istatistiksel anlamliliga erismedi.
Sadece bir giin egitim alan grubun CA1l bolgesinden alinan doku Orneklerinde degisim
olmamigtir, ancak ikinci ve {igiincli gilinlerde meydana gelen azalma calismamizda

ongoremedigimiz bir durumdur. CA3 bolgesinde meydana gelen degisimlerin kontrol grubuna
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gore artma egiliminde olmast siganlarin O6grenme siirecinde sinaptik baglantilarin
gticlenmesinden dolay1 bekledigimiz gibi olmustur.

Beyinde eksprese edilen protein fosfatazlar arasinda bilissel fonksiyonlar igin en
onemli olan molekul olan PP1’in bellek olusumunu ve hipokampal LTP’yi baskiladigi
bilinmektedir (3,58). On beyin noronlarinda bulunan endojen PP1 inhibitériiniin kontrollii
ekspresyonu ile olusturulan PP1’in inhibisyonu Morris su labirenti ve yeni nesne tanima
testinde optimal performans i¢in daha kisa egitim siiresi gerektigi belirtilmistir (54). Fare
modellerinde yapilan ¢alismalarda PP1’in LTD ve LTP indiiksiyon esigini diizenledigini ve
PP1’in aktivasyonunun bellek olusumunu engelledigi gosterilmistir (60).

Koshibu ve ark. (58) tarafindan PP1 inhibitor fragmenti tasiyan transgenik farelerde,
PP1 inhibisyonunun etkisini incelemek icin yapilan bir calismada baglamsal ve ses
kosullamas1 modellerinde 10. dakika ve 24. saatte Ol¢limler yapilmistir. 24 saat sonra hem
baglamsal korku kosullamada hem de sesle korku kosullamada alinan donma yanitinda artis
olmustur. Mauna ve ark. (69) ise PP1’in yetiskin, erkek, Sprague-Dawley siganlarin
hipokampustinin  CA1 bolgesinde elektrofizyolojik metotlar kullanarak  yaptiklari
calismalarinda uzun sireli depresyonda 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. Graff ve ark. (1)
ise, hipokampuslerinde PP1 inhibe edilmis transgenik fareler kullanmis ve bu
inhibisyonun CA1 ve dentat girus bdlgesinde hipokampuse baglh 6grenmeyi ve LTP’yi
artirdig1 gostermistir.

Daha oOnce yapilan ¢alismalar ve literatiir taramalar1 bize PP1’in 6n beyinde, bellek ve
sinaptik plastisite diizenlenmesinde negatif etki yaptigim1 gostermektedir (3,58). Biz de
calismamizda bu bilgilerden yola c¢ikarak, hipokampiis CA1 ve CA3 bdlgelerinde PP1
ekspresyonunun degisiminde 6grenme ile ters orantili bir degisim bekledik. CA3 bdlgesinden
alinan dokular incelendiginde PP1 ekspresyonu 6grenme egitimlerinin ilk {i¢ giiniinde kontrol
grubuna gore bir artis gostermistir. Ancak 6grenmenin arttig1 4 ve 5 giin egitim alan gruplarin
verileri incelendiginde ise PP1 ekspresyonlarinda literatiir verileri dogrultusunda bizim de
bekledigimiz gibi bir azalma meydana gelmistir.

Yapilan tim bu ¢alismalara ve kendi ¢alismamiza dayanarak BDNF, reelin ve PP1
genlerinin molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamayan 6grenme
ve bellek siirecinde Onemli rol oynadigi sdylenebilir. Calismamizin DNA metilasyon

calismalarina onciiliik edebilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUGCLAR

Ogrenme ve bellek olusumunun molekiiler mekanizmasini aydinlatmak igin yapilan
caligmalar hizla devam etmektedir. Bugilinkii bilgilere dayanarak gen ekspresyonunun
ogrenme ve bellek siirecinde onemli rol oynadigi bilinmektedir. Ozellikle gesitli genlerin
bellek olusumunu indiikledigi ya da inhibe ettigi diigiiniilmektedir.

Calismamizin ilk béliminde deneklerin Morris su labirentindeki uzaysal 6grenme ve
bellek fonksiyonlarini degerlendirdik.

Calismamizin  ikinci boliimiinde ise egitimleri tamamlanan gruplarin beyin
dokularinda hipokampiis CA1 ve CA3 alanlarindan doku &rnekleri alarak BDNF, reelin ve
PP1 genlerinin PCR analizlerini yaptik.

Elde ettigimiz sonuglar BDNF’nin 6grenme ve bellek siirecinde birinci giinden itibaren
roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir.

Ogrenme ve bellek siirecindeki mekanizmalarin daha iyi aydilatilmasi igin ¢ok sayida

caligmaya gereksinim vardir.
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OZET

Hipokampiis uzaysal 6grenme ve bellek olusumuyla ilgili bir merkezdir. Cesitli
genlerin bellek olusumunu indiikledigi veya inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Calismamizda
sicanlarda uzaysal Ogrenme ve bellek gelisiminde hipokampiiste BDNF, reelin, PP1
genlerinin ekspresyonlarinda meydana gelen giinliik degisim incelenmesi amaglanmigtir. Her
birinde 5 eriskin erkek sican bulunan gruplar uzaysal 6grenme ve bellek egitimi i¢in her giin 4
kez olmak Uzere 5 giin siireyle egitilmistir. Altincit giin platform ¢ikarilmis ve bellek
performanslar1 incelenmistir. Egitimlerin tamamlanmasindan sonra, Otanazi uygulanarak
beyin dokular1 ¢ikarilmigtir. Hipokampiis CA1 ve CA3 alanlarindan alinan doku 6rneklerinde
polimeraz zincir reaksiyonu analizleri yapilmistir. Sonuglarimizda, CA1 bélgesinde dérduncu
ginde BDNF ekspresyonunun kontrole gore istatistiksel anlamli derecede (p<0,01) arttigini
gostermistir. Her iki bolgeden alinan doku drneklerinde reelin ve PP1 ekspresyonlarindaki
degisimler ise istatistiksel anlamliliga erismemistir. Sonuglarimiz BDNF’nin uzaysal 6grenme

ve bellek siirecinde birinci giinden itibaren roliiniin oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: BDNF, reelin, PP1, uzaysal 6grenme, bellek

36



DETERMINATION OF THE CHANGES IN PP1, BDNF AND REELIN
GENE EXPRESSION ON SPATIAL LEARNING AND MEMORY IN
THE MORRIS WATER MAZE IN RAT HIPPOCAMPUS

SUMMARY

Hippocampus is a center related to spatial learning and memory formation. It has been
thought that several genetic changes occur in the hippocampus in the process of learning and
memory formation. In this study, it is aimed to investigate activity changes of PP1, BDNF,
reelin genes in hippocampus during learning and memory formation after successive trainings
in rats. The groups of animals [n=5] were given 4 trials per day for 5 consecutive days to
locate a hidden platform. On the sixth day the platform was removed and the animals were
swum. Learning and memory functions of the animals were evaluated based on their
performances in these tests. After memory tests, the rats that completed training were
euthanized and their brain tissues were removed. Tissue samples were taken at hippocampal
CA1 and CA3 zones. PP1, BDNF and Reelin gene expressions in the taken tissue samples
were analyzed by polymerase chain reaction. Our results show that in the CA1 region, BDNF
gene expression increased in a statistically significant degree (p<0,01) on the fourth day. In
tissue samples taken from both regions, there were no statistically significant differences in
reelin and PP1 gene expressions. Our results suggest that BDNF has a role in spatial learning

and memory processes starting from the first day.

Keywords: BDNF, reelin, PP1, spatial learning, memory
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