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SIMGE VE KISALTMALAR

AMPA : a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionik asid
BDNF X Brain-derived neurotrophic factor

CAl : Cornu Ammonis 1

CA2 : Cornu Ammonis 2

CA3 : Cornu Ammonis 3

CBP : CREB-binding protein

CPG X Cytosine phosphate guanine

CRE : CAMP response element

CREB : CAMP response element binding protein
DNA X Deoksiriboniikleik asit

GABA X Gama-aminobiitirik asit

HAT : Histon asetiltransferaz

HDAC : Histon deasetilaz

THK ; Immunohistokimya

LTD X Long term depression

LTM X Long term memory

LTP X Long term potentiation

NGF : Nerve growth factor

NMDA X N-metil-D-aspartik asit

RNA : Riboniikleik asit



GIRIS VE AMAC

Yiiksek kognitif fonksiyonlardan olan 6grenme ve bellek sinirbilimciler i¢in oldukga
eski bir calisma alamdir. Ogrenme siireci ve bellek olusumu hakkinda yapilan birgok farkli
calisgmaya ragmen fizyolojik mekanizmalar ve diizenleyicileri hala tam olarak
aydinlatilabilmis degildir. Genetik faktorlerin, maruz kalmman iyi ya da koti gevresel
uyaranlarin, ilaglarin, ¢esitli hastaliklarin 6grenme ve bellek olusumunu etkileyip etkilemedigi
ve bunlarin altinda yatan molekiiler mekanizmalar son yillarda sinirbilimcilerin 6zellikle
odaklandig1 alanlardir.

Ogrenme ve uzun dénem bellek yapilanmasmin altinda gen ekspresyonu, protein
sentezi, sinaptik giigclenme gibi bir¢ok farkli molekiiler ve hiicresel degisiklik yatmaktadir. Bu
degisikliklerin bazilart O6grenme sirasinda olusur ve Omir boyu korunur. Histon
modifikasyonlart ve DNA metilasyonu gibi epigenetik diizenlemeler ise mitoz sonrasi
hiicrelerde uzun vadeli degisiklikleri saglamalari nedeniyle énemli bir role sahiptirler (1).
Epigenetik ilk olarak 1940’11 yillarda kullanilan ve kelime anlami olarak genetik {istii
anlamina gelen bir terimdir. Son yillarda oldukga popiiler bir ¢alisma alan1 olan epigenetik
diizenlemeler sinirbilim alaninda da fazlaca calisilmaktadir. Histon asetilasyonu epigenetik
degisiklikler arasinda en ¢ok calisilan ve etkileri nispeten daha ¢ok agiklanabilmis bir histon
modifikasyonudur. Cesitli bellek testleriyle beynin farkli bolgelerinde histonlarin asetilasyon
diizeylerinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Histon asetilasyonu DNA’y1 6kromatin
hale getirerek transkripsiyonel aktivasyona sebep olur (2). Histon asetilasyonu geri
dontisimlii bir reaksiyondur ve histon asetiltransferaz enzimi ile, histon deasetilasyonu ise
histon deasetilaz enzimi (HDAC) ile katalize edilir. HDAC enziminin inhibe edilmesi

histonlarin asetilli kalmasina ve ilgili gen bolgesinin ekspresyonunda artisa neden olacaktir.

1



HDAC enzimleri bir¢ok hastalik igin yeni ilag hedefleri olarak disiiniilmektedir. HDAC
enzimlerinin yavas yavas tanimlanmasiyla bu enzimleri inhibe edecek yeni ilaglar
gelistirilmeye calisilmaktadir.

Skopolamin non-selektif muskarinik reseptor antagonistidir. Parasempatolitik, sedatif,
antiemetik, amnezik etkili bir ilagtir. Saglikli goniilliilerde yapilan bir ¢alismada skopolaminle
ortaya ¢ikan amnezinin yasliliga baglhh demansa ve Alzheimer hastaliginda goriilen kognitif
bozukluklara benzedigi gorilmiistiir. Bu nedenle hayvan deneylerinde kognitif bozukluk
olusturmak i¢in skopolaminin kullanilabilecegi belirtilmektedir (3-5).

Son yillarda ortalama yasam siiresinin artmast sonucu yasa bagli kognitif
bozukluklarda ve Alzheimer hastaliginin insidansinda artis goriilmektedir. Kisilerin yagsam
kalitesini olduk¢a fazla bozmalar1 ve hala tam anlamiyla tedavi edilememeleri nedeniyle bu
alanda oldukga fazla ila¢ calismasina ihtiyac¢ vardir. HDAC inhibitérlerinin yasa bagli kognitif
bozuklukta ve Alzheimer hastaliginda yeni bir tedavi secenegi olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada uzaysal 6grenme ve bellek modellerinden biri olan Morris su labirenti
kullanildi. Calismamizin ilk boliimiinde uzaysal 6grenme ve bellek olusumu siirecinde
hipokampiis CA1 bolgesinde histon asetilasyon diizeylerinde ardisik giinlerde meydana gelen
degisimi gostermeyi amagcladik. Ikinci boliimde normal sicanlarda HDAC inhibitdrlerinin
O0grenme ve uzaysal bellek olusumu iizerine etkilerini, tiglincli boliimde ise skopolamin
kullanilarak kognitif bozukluk olusturulan deney hayvanlarinda, HDAC inhibitorlerinin

Morris su labirenti performans: lizerine etkilerini incelemeyi amagladik.



GENEL BILGILER

OGRENME VE BELLEK

Ogrenme ve bellek beynin en o6nemli kognitif (bilissel) fonksiyonlarmdandir.
Algilama, sebep-sonug iliskisi kurma, karar verme, dikkat, karsilastirma ve dil beynin diger
kognitif fonksiyonlar1 arasinda sayilabilir. Ogrenme ve bellek iki ayr1 kavram olmasina
ragmen bu iki siire¢ birbirinin i¢ine ge¢mis durumdadir. Sik¢a kullanilan bu iki terimi tam
olarak aciklamak ve birbirinden ayirmak oldukca zordur, Sweatt’in belirttigi gibi bir seyi
ogrendiginizde 6grenme, 6grendiginizi hatirladiginizda bellekten soz edilir (6).

Kavramlari kisaca agiklamaya ve netlestirmeye calisirsak 6grenme, cevresel uyarilara
karst kazanilmis davranig yanitidir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta Ogrenmenin
gevresel uyariya verilen yanmit degil, ¢evresel uyariyr deneyimledikten sonra, verilen bazal
yanitta degisim olmasidir. Bir deney hayvamn {lizerinden diisiiniirsek, deney hayvan herhangi
bir ¢evresel uyariya karsi bazal bir tepki verir, deney hayvani ayni ¢evresel uyari ile ikinci kez
karsilastiginda ilkinden farkli, degismis bir tepki verir ve bu 6grenmedir. Bellek ise 6grenilen
bilginin depolanmasidir (6).

Kandel’e gore d6grenme diinyayla ilgili bilginin kazanilmasi veya deneyimlere bagli
olarak davramis degisikligi yapabilme yetenegidir; bellek ise bilginin kodlanmasi,
depolanmasi ve sonrasinda bilingli ya da bilingsiz olarak hatirlanmasidir (7).

Bellek islevlerinin beyinde bir¢ok farkli yolakla ve anatomik bolgeyle iliskili oldugu
diisiiniilmektedir (8). Ogrenme ve bellek yapilan calismalarda birgok farkli agidan
gruplandirilmistir. Bellek; igerigine, siiresine, islem diizeyine bagli olarak bir¢ok alt sinifa
ayrilabilir. Bellegi oncelikle depolanan bilginin tiirline ve depolanma siiresine bagli olarak
siniflandirmak anlagilmasini kolaylastirmaktadir.
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Bellegin Zamana Gore Simiflandirilmasi

Anilarin 6mrii bazen birkag saniye, bazen saatler, bazen de yillarca siirebilmektedir.
Bellegin zamansal yonden siniflandirilmasi ilk kez 19. yiizyil sonlarinda Hering, Ebbinghaus
ve ardindan Atkinson ve Shiffrin tarafindan yapilmistir (9). Bellegi kisa siireli bellek ve uzun

stireli bellek olmak tizere iki ana baslikta incelemek anlasilmasini kolaylagtirmaktadir.

1) Kisa siireli bellek: Bellegin hizli ve erken evreleri duyusal ve algisal uyarilarla
ilgilidir. Duyusal bilgiler saniyeler ya da birka¢ dakika iginde kisa donem bellege
dontistiriilir. Kisa donem bellegin ii¢ temel bileseni; duyusal bellek (sensory memory), kisa
donem depolanma (short-term storage) ve isler bellek (working memory) tir. Kisa siireli
bellek iki yonliidiir. Yeni algilanan duyusal verilerle iliskili oldugu gibi, uzun dénem bellek
depolarindan yeni geri cagrilan bilgilerle de ilgilidir. Bu nedenle kisa siireli bellek hem bir
giris merkezi hem de c¢ikis merkezi gorevini {stlenmistir. Kisa donem bellegin ilk
komponenti, yeni tanisilan bir kisinin yiizii gibi yeni algilanan duyusal verilerle ilgilidir (6).
Algilanan duyusal uyarmnin kisa donem bellege gecisindeki ilk basamak kisa donem
depolanmadir. Bu asamada duyusal uyaran ne kadar gii¢lii ve aciksa kisa siireli bellege gecisi
0 kadar belirgindir. Duyusal bellegi, uyarmin tiiriine gore ikiye ayirabiliriz: eger uyart isitselse
ekoik, gorselse ikonik bellekten sz edilir (6,10).

Kisa donem depolanmada, depolanan bilgiye hi¢bir sey yapmadan bilgi depolanabilir.
Eger bilgi isleniyorsa o zaman isler bellekten s6z edilir. Giinlilk yagamin sonucu olarak bazi
bilgileri kisa siire aklimizda tutmamiz ve hatirlamamiz gerekir. Bazen bir telefon numarasin
aklimizda tutmamiz, bize dikte edilen farkli bir ismi yazmamiz ya da bilmedigimiz bir
ortamda yapilan yonlendirmeleri takip etmemiz gerekir; tiim bu aktiviteler aslinda isler
bellegin fonksiyonudur. isler bellek, bilginin manipiilasyonunu ve gegici depolanmasini
anlatan bir terimdir (11). Parietal korteks ve dorsalateral prefrontal korteks kisa siireli bellek

ile iliskili beyin alanlaridir (9).

2) Uzun donem bellek: Kisa donem bellek ve isler bellekte bilgiler ¢ok kisa siireler
saklanabilmesine ragmen uzun donem bellekte (long term memory, LTM) bilgiler yillarca
saklanabilir. Uzun dénem bellegin saklanan bilginin igerigine gore siniflandirilmasi ve iligkili

olduklar1 beyin bolgeleri asagida gosterilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Uzun donem bellek yapilanmasi ve beyinde iliskili oldugu bolgeler
(Sweatt JD. (6)’dan uyarlanmstir).

Bilgilerin bu kadar uzun silire saklanabilmesi LTM’nin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarla ilgilidir. LTM nin olusabilmesi i¢in sinaptik giiclin artmasi, yeni sinapslarin

olusmasi, nérotransmitter saliverilmesi ve protein sentezi gereklidir (7,12).

A-Deklaratif (eksplisit) bellek:

Insanlar, yerler, meydana gelen olaylar ve gerceklerle ilgili bilgilerin bilingli olarak
hatirlanmasin igerir. Deklaratif bellek olduk¢a degiskendir, bilgilerin farkli parcalar farkl
kosullarla iliskili olabilir. Medial temporal lob ya da diensefalonda hasar oldugunda deklaratif
bellegin kaybina bagli nérolojik amnezi goriiliir (7,13,14).

Deklaratif bellek kendi i¢inde epizodik ve semantik bellek olarak ikiye ayrilir. Bu
smiflamayr ilk kez Endel Tulving yapmustir. Tulving’e gore epizodik bellek kisisel
deneyimler ve otobiyografik bellekten olusurken, gercekler ile ilgili bellek semantik bellegi
olusturur (14-16).

Eksplisit bellekle ilgili iki 6nemli noktaya dikkat gekilebilir; bunlardan birincisi
eksplisit bellekte bilgilerin tek bir uzun dénem bellek deposunun olmadigi, gorsel, isitsel ve
diger duyusal uyaranlara gore beynin gesitli bolgelerine erismesidir. Ikinci onemli nokta
deklaratif bellegin kodlama (encoding), depolama (storage), konsolidasyon (consolidation) ve
geri ¢cagirma (retrieval) islemlerinden olugmasidir.

Kodlama: Edinilen yeni bilginin bellege kaydedilmesi ve bellekteki bilgilerle

baglantisinin kurulmasi siirecidir.



Depolama: Bilgilerin bellekte depolanmasidir. Uzun donem bellegin kapasitesi tam
olarak tahmin edilememektedir ve sinirsiz gibi goriinmektedir, buna karsin isler bellek bir
anda sadece birkag bilgiyi saklayabilir.

Konsolidasyon: Labil (kararsiz) olan bilginin protein sentezi, gen ekspresyonu ve
sinapslarin giliglendirilmesiyle kararli (kalici) hale gelmesi siirecidir.

Geri ¢agirma: Depolanan bilginin hatirlanmasidir. Beynin farkli bolgelerinde
depolanan bilgileri akla getiren farkli diisiinceler olur. Eger kisi saklanan bilgiyi kisisel bir
deneyimle kodlamigsa geri ¢agrilma daha etkin (efektif) olur (7).

Deklaratif bellegin iki alt tipi olan epizodik bellek ve semantik bellek, medial temporal
lob ve orta hat diensefalik yapilar ile iligkilidir. Bunlara ek olarak frontal lob da epizodik
bellekle iliskilidir (16-18).

B-Non-deklaratif (implisit) bellek:

Non-deklaratif bellek, klasik kosullanma, aligkanlik, beceri gibi biling dis1 6grenilen
bilgilerden olusur. Baska bir ifadeyle non-deklaratif bellek, bilingli bir ¢aba harcamadan ve
biling dis1 davranislarla kazanilan bellek tiirtidiir (7,12).

Non-deklaratif bellegi dort ana baglik altinda inceleyebiliriz.

1) Asosiyatif 6grenme: Asosiyatif 6grenme iki uyart arasindaki iliskinin ya da bir
operant kosullanma olarak ikiye ayrilir.

Klasik kosullanmanin temeli refleksif siire¢lere dayanir ve ilk kez Rus fizyolog Ivan
Pavlov tarafindan tanimlanmistir. Klasik kosullanmanin temeli iki uyarani birbirine
eslestirmektir. Ses, 151k, dokunma gibi zayif ya da hi¢ yanit olusturmayan bir kosullu uyaran
secilir. Kosulsuz uyaran olarak yiyecek ya da sok gibi belirgin bir yanit (salivasyon, ayagini
geri cekme) olusturacak uyaran segilir. Kosulsuz yanitlar i¢seldir ve 6grenmeye bagl degildir.
Kosullu uyaranin, kosulsuz uyaranla birlikte tekrarlayan uygulamalari sonucunda kosullu
uyarana kars1 farkli bir yanit olusmasini saglar ve bu yanit kosullu yanuttir (6,7).

Operant (edimsel) kosullanma ise ilk kez Edgar Thorndike tarafindan tanimlanmustir.
Operant kosullanmay1 agiklayan deney diizeneginde, a¢ bir sigan deney bolmesine yerlestirir.
Sican deney odasmin bir duvarinda bulunan kola bastiginda kendisine 6diil olarak yemek
verilir. Bu davranis ve ddiillendirme birkag kez tekrarlandiktan sonra deney hayvani, aciktik¢a

duvardaki kola basmaya baglar. Operant kosullanma 6diil ve ceza sisteminin temelini



olusturur ve davranis sonug iliskisini agiklar. Eger sonu¢ olumluysa davranis tekrarlanir,
olumsuz ya da ac1 vericiyse davranis tekrarlanmaz (6).

2) Non-asosiyatif 6grenme: En basit 6grenme seklidir ve canli, bir uyarani 6grenir. Bu
Ogrenme tipi daha ¢ok basit omurgasiz canlilar iizerinde fleksiyon, g6z kirpma, korkma gibi
refleks yanitlar tizerinde ¢alisilmistir (7,19). Habituasyon ve sensitizasyon olmak iizere iki alt
tipi vardir.

Habituasyon (alisma), implisit bellegin en basit seklidir. Canli ilk defa karsilagilan
cevresel bir uyariya karsi yanit gelistirir, ancak uyar1 zarar verici degilse tekrarlayan
uygulamalar sonunda canli bu uyariya alisir, verdigi yanit azalir ve kaybolur. Sessiz kiigiik bir
kasabada yasayan birinin, biiyiik sehirde ¢ok giiriiltiilii bir ana caddeye tasindig1 ilk gilinlerde,
sokaktaki giiriiltiiden ¢ok rahatsiz olmasi ve zaman gegtikge giiriiltiiyii fark etmemesi
habituasyona érnek verilebilir (7,19).

Sensitizasyon (duyarlilasma), organizmanin bir uyariya karsi beklenen bazal yanittan
daha giiclii bir yanit vermesi durumudur. Sensitizasyon, genellikle rahatsizlik verici bagka bir
uyaranin ardindan zayif bir uyaran verildiginde, bu zayif uyarana verilen yanitta bir artig
olarak tanimlanir (7,10,19).

Bu iki non-asosiyatif 6grenme tipi de kisa siireli ya da uzun siireli olarak kendini
gosterebilir. Ogrenilen olay i¢in bellek tipi sadece uyaranin ne kadar tekrar edildigine baglhdir
(7).

3) Prosedural 6grenme (motor Ogrenme, yetenek): Motor Ogrenme, beceri ve
aligkanliklar bilingdis1 6grenme ve bilingsiz geri cagirmanin énemli drnekleridir. Ornegin
yiiriimek, otomatik olarak kolaylikla yerine getirilen, oysa olduk¢a karmasik motor hareketleri
iceren bir beceridir. Bizler daha kiigiik bir cocukken bilingsiz olarak ylirlimeyi 6greniriz. Ayni
durum konusmak i¢in de gecerlidir. Motor 6grenmede bilingsiz yapilan davranislarla ¢evresel
uyarilar arasinda karmasik baglantilar mevcuttur. Motor korteks ve bazal gangliyonlar motor
ogrenmede birlikte rol alir (20).

4) Priming (hazirlama): Daha 6nceki deneyimlerin sonucunda bir ipucuyla, kelime ya
da herhangi bir durumu tanimlamay1 saglayan gelismis bir yetenektir. Herhangi bir 6ge ile ilk
karsilagtigimizda o 6ge beynimize bir sekilde sunulur ve beyinde islenir. Ayn1 6geyle tekrar
karsilastigimizda daha hizli hatirlariz (14). Priming, herhangi bir uyaran ile ikinci kez
karsilasildiginda daha hizli ve verimli bir yanit verilmesini saglar. Eksik parcalari olan bir
resimden biitiinii tahmin edebilme ya da bir kelimeyi ilk harfi sdylendiginde bulabilmek

priminge 6rnek olabilir (21,22).



OGRENME-BELLEK VE SINAPTIiK PLASTISITE

Ogrenme ve bellek olusumunun elektrofizyolojik (uyarilmis potansiyeller), kimyasal
(norotransmitter salinimi) ve sinaptik degisiklikler, gen ekspresyonu, yeni proteinlerin sentezi
gibi cesitli yonleri vardir. Bilim diinyas1 uzun yillardir, davranisin, bilincin, 6grenme ve
bellek olusumunun molekiiler temellerini anlamaya g¢alismaktadir. Ancak bellegin altinda
yatan molekiiler mekanizmay1 anlamak noral agin karmasik anatomisi ve fizyolojisi nedeniyle
oldukca zordur. Bellek olusumunun hiicresel mekanizmasin1i anlamaya ¢alistigimizda en
temel hipotezin Kanadali bilim adami Donald Hebb’in hipotezi oldugunu gorebiliriz. Hebb’e
gore anilar, santral sinir sisteminde noronlar arasindaki sinaptik baglantilarin gilictindeki
degisiklikler olarak depolanmaktadir (12,23,24).

Noronlar arasinda baglantinin kuruldugu, néronlarin birbiriyle etkilesim i¢inde oldugu
bolgeye sinaps denir. Santral sinir sistemindeki sinaptik baglantinin sayisi, yapisi ve giicii
canlilar i¢in 6nemlidir. Noronlar arasindaki sinaptik baglantinin degisme kapasitesi sinaptik
plastisite olarak tanimlanir. Sinaptik plastisite, davranisin ve bellegin altinda yatan temel
mekanizmadir. Sinaptik plastisitenin, uzun donem potansiyalizasyon (long term synaptic
potentiation, LTP) ve uzun donem depresyon (long term synaptic depression, LTD) olmak
tizere iki ana formu vardir (23,25).

LTP, sinaptik giiciin uzun zamanl, aktivite bagimli olarak artmasidir. ilk kez Tim
Bliss ve Terje Lomo’nun hipokampiis ilizerinde yaptig1 ¢alismalarda tespit edilmistir. LTP,
glutamat NMDA reseptoril ile iliskilidir ve baglica hipokampiis, amigdala ve serebral
kortekste asosiyatif O0grenme, uzaysal O6grenme ve adaptif degisikliklerin altinda yatan
hiicresel mekanizmadir (26-28).

LTP’yi anlamak i¢in yapilan calismalar daha ¢ok hipokampiis CA1 bdolgesindeki
Schaffer kollaterallerinde yapilmistir, Hipokampiiste LTP olusumundaki noral ag Sekil 2°de
gosterilmigtir. Noral agda ili¢ néron grubu bulunmaktadir. Bilgi, entorinal korteksten baslayip
perforant yolakla dentat girusa ulasan ilk noron grubuyla dentat girusa tasimir. Bu néronlar
dentat graniil hiicreleri ile sinaps yapar. Dentat girusdaki sinapstan sonra bilgi, dentat graniil
hiicrelerinin aksonlarindan olusan mossy lifleri ile hipokampiisiin CA3 bolgesine taginir ve
CA3’deki piramidal hiicreler ile sinaps yapar. CA3 bolgesindeki sinapstan sonra Schaffer

kollateralleri olarak bilinen piramidal hiicre aksonlart ile ipsilateral CA1 boélgesine taginir.
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Sekil 2. LTP olusumunda noral ag

CA1 bolgesindeki piramidal hiicrelerle yapilan sinapstan sonra bilgi, piramidal hiicrelerin
aksonlar1 ile hipokampiisten ¢ikar kortikal ve subkortikal yapilara taginir (24,28)..

Bliss ve Lomo ¢alismalarinda, entorinal korteksten gelen perforant yolagi uyararak
dentat girustaki sinaptik potansiyeli kaydetmislerdir. Calisma sirasinda hiicrelerde sabit bir
sinaptik uyariya karsi aksiyon potansiyeli (ekSitator postsinaptik potansiyel, excitatory
postsynaptic potential, EPSP) olustugunu ve kisa siireli yiiksek frekansta bir uyarmin (100
Hz’lik, tetanik) dentat hiicreler ile perforant yolak arasindaki sinapslarda giliclenmeye yol
actigii fark etmislerdir. Bu iki fenomene birden LTP adin1 vermislerdir. Bu ¢alismadan sonra
birgok bilimci LTP’nin altinda yatan mekanizmay1 anlamaya yonelik ¢aligsmalar yapmistir. Bu
calismalar sonucunda LTP’nin, eksitatér bir nérotransmitter olan glutamatin AMPA ve
NMDA reseptor alt tipleriyle iliskili oldugu anlasilmistir (24). Bu iki reseptor iyonotropik
reseptorlerdir ve kanal proteini ile kenetlenmislerdir. NMDA reseptorii tizerinde allosterik etki
olusturarak kanal fonksiyonunu degistiren glisin, poliamin, fensiklidin baglanma yerleri de
mevcuttur. NMDA reseptoriiniin ortasinda bir Mg*? tikact bulunur (29). Magnezyumun
baglanmasi voltaj bagimli bir 6zellik gosterir; sdyle ki istirahat membran potansiyelinde Mg*?
kendi baglanma yerine bagli kalir ve reseptore glutamat baglansa bile kanal acilmaz.
Membran potansiyeli artacak olursa (hiicre depolarize edilirse) Mg*? baglanma yerinden
ayrilir ve eger ortamda glutamat varsa kanal agilabilir. AMPA reseptorii Na* kanali ile
kenetlidir ve. AMPA reseptoriiniin uyarilmasi hiicre igine fazla Na® girisine ve EPSP

olusumuna sebep olur. Olusan aksiyon potansiyeli sinirsel iletinin devamini saglar. AMPA
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reseptOrlerinin uyarilmasiyla olusan EPSP sonucunda hiicre yeterince depolarize olur ve
NMDA reseptorii Mg*? tikacindan kurtulur. Mg*? tikacinin agilmasiyla postsinaptik sinir
ucuna Ca*? girisi artar. Hiicre iginde artan Ca*? ilgili hiicre ici sinyal yolaklarmi aktive eder ve
LTP olusmasini saglar (24,27,28).

OGRENME-BELLEK VE HIiPOKAMPUS

Hem o6grenme siirecinde hem de farkli bigimlerde tanimlanan bellek alt tiplerinde
bircok farkli beyin bolgesi gorev yapar. Frontal, parietal, oksipital ve temporal loblar, korteks,
limbik sistem ve hipokampiisiin hem kendi i¢lerindeki hem de farkli yapilarla aralarinda
bulunan noéral aglar 6grenme ve bellek siirecinde onemlidir (7,12). Ana hatlariyla beyin
bolgeleri ve iliskili oldugu bellek tipleri Tablo 1’°de gosterilmistir.

Ogrenme ve bellek siirecinde farkli birgok beyin bdlgesinin yer almasmna ragmen
hipokampiis hem bir¢ok bolgeden veri almasi hem de bir veri ¢ikis merkezi olmasi nedeniyle
kilit rol oynamaktadir. Aslinda 6grenme ve bellek calismalarinda hipokampiisten tek bir
anatomik yapiymis gibi bahsetmek ¢ok dogru degildir. Hipokampal sistem, hipokampal ve
parahipokampal yapilar olarak gruplanabilir. Hipokampiis (CAl, CA2, CA3), dentat girus ve
subikulum hipokampal yapilari olustururken; peririnal, postrinal, entorinal, presubikular ve

parasubikular korteksler parahipokampal yapilari olusturur (30).

Tablo 1. Bellek alt tipleri ve iliskili oldugu beyin bélgeleri (2)

Bellek alt tipi Iliskili oldugu beyin bélgeleri
Isler bellek Prefrontal korteks ve kaudat nukleus
Deklaratif, epizodik ve uzaysal Medial temporal lob (hipokampiis, dentat girus,
bellek entorinal korteks, perihinal korteks

Motor beceri ve prosedural bellek | Striatum, globus pallidus ve serebellum

Priming Oksipital korteks, neokorteks

Aversif kosullama Amigdala

Sensitizasyon, habituasyon Beyin sap1 ¢ekirdekleri, amigdala, medulla spinalis
Sirkadiyen ritm Hipotalamus

Odiil, bagimlilik Niikleus akumbens, ventral tegmental alan
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Hipokampiis birgok bdlgeden input alan ve birgok bdlgeye output gonderen bir
merkezdir. Hipokampiis gorsel, isitsel ve somatosensoryal korteksten direkt ve indirekt
yollarla, olfaktor sistemden de direkt olarak girdiler alir. Dis merkezlerden gelen veriler
hipokampiisiin kendi igindeki noral agda iletildikten sonra tekrar korteks, amigdala gibi beyin
bolgelerine dagilir.

Hipokampal sistemdeki noral ag ¢ok farkli noromodiilatorler igerir. Noral ag
kolinerjik, serotonerjik, dopaminerjik, noradrenerjik projeksiyon liflerini igerir. Hipokampal
interndronlar arasindaki sinapslar ise ¢ogunlukla GABA ’erjiktir; ayrica reelin, BDNF (brain-
derived neurotrophic factor), NGF (nerve growth factor) gibi bircok néromodiilator peptidi
de igerirler, hipokampiisteki piramidal néronlar ise glutamaterjiktir (30).

Hipokampiisiin hem anatomik yapisinin hem de ndronlar arasindaki baglantilarin
karmasik olmast nedeniyle santral sinir sistemi igindeki fonksiyonu tam olarak
anlasilamamustir.

Hipokampiisiin duyusal uyarilarin talamus, hipotalamus ve limbik sisteme
iletilmesinde, heyecan wuyandiran olaylarda heyecanin kontrolinde ve endokrin
diizenlemelerde rol aldigindan farkli kaynaklarda sbéz edilmektedir (31-33). Birgok
fonksiyonundan bahsedilmesine ragmen oOzellikle uzaysal bellek gelisiminde ve deklaratif
bellegin yapilanmasinda hipokampal yapilar énemlidir. Hipokampiisiin ana fonksiyonlari,
cevresel uyarilart algilama, zamanlama, iliskilendirme ve bellek yapilanmasi olarak
siniflandirilabilir.

Hipokampiisiin uzaysal 6grenmedeki roliinii tam olarak aciklamak igin yapilan
calismalarda hipokampiisiin fonksiyonlar1 ii¢ ana baslik altinda toplanmistir. Bunlardan ilki
mekansal verilerin yorumlanmasidir. Hayvan mekansal verileri, pozisyonlari, konumlari
ogrenirken hipokampiis aktif durumdadir. Buna 6rnek olarak, sakli bir platformun 6grenildigi
Morris su labirenti, bir yerin kotli oldugunun 6grenildigi korku kosullama ve bir yerin
digerinden farkli oldugunun &grenildigi baglamin ayrimi (context discrimination) sayilabilir.
Bu testler siiresince yapilan kayitlarda hipokampiiste belli bir hiicre grubunun aktif oldugu
fark edilmis ve bu hiicre grubuna place cell adi verilmistir; bu hiicreler hipokampal piramidal
néronlardir. Tkinci fonksiyon ise zamanlama (timing) ‘dir. Epizodik bellegin kodlanmasinda
hipokampiis goérev yapar. Kisinin hayatindaki 6nemli olaylarin ya da bireysel deneyimlerinin
zamansal iligkisini kodlar ve siralar. Ayrica iki uyar1 arasindaki zamansal iligkiyi kurmada da
hipokampiis gérev alir. Ugiincii fonksiyon ise ¢oklu baglantilar1 (multimodal associations)

kurmaktir. Hipokampiis farkli duyusal girdileri diizenler, birbiriyle iligkilendirir ve kodlar. Bir
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uyarinin yeri, kokusu, tadi, bir 6diil ya da ceza ile sonuglanmasi gibi birgok farkli yonii

hipokampiis tarafindan degerlendirilir ve uyariyla eslestirilir (34).

EPIGENETIK TANIMI

Kelime anlami olarak incelendiginde genetik iistii anlamina gelen epigenetik terimi ilk
kez 1940’larda Conrad Hal Waddington tarafindan kullanilmistir. Waddington’a gore
epigenetik, genetigin fenotipi nasil olusturdugunu inceleyen bir biyolojik bilim dalidir (35).
Epigenetik tanimi1 giiniimiizde ‘sadece DNA dizisindeki degisikliklerle agiklanamayan, mitoz
ve mayoz bolinmelerle aktarilabilen, gen fonksiyonundaki degisiklikler’ seklinde
tanimlanmaktadir (36). Epigenetik farkli agilardan incelendiginde, birbiriyle yakin iliskili ti¢
ayrt noktaya dikkat ¢ekilebilir. Bunlardan birincisi mayoz ve mitoz boliinmelerde bilginin
iletiminin sadece DNA dizisiyle ilgili olmadig1, bunun ayrica proteinlerle de iliskili oldugudur
(37). Gelisim biyolojisi alaninda yapilan tanimda ise gen ekspresyonundaki kalitsal bazi
mitotik ya da mayotik degisikliklerin sadece DNA zinciri iizerinde kodlanmadigini,
ekspresyonun farkli sekillerinde DNA, RNA ya da proteinler ilizerinde farkli belirleyici
mekanizmalarin olduguna yer verilmistir (38). Vurgulanan ti¢lincii 6nemli nokta ise DNA ya
da DNA ile iligkili proteinlerde meydana gelen fiziksel isaretlenmelerle genotipik olarak ayni
olan hiicrelerin, fenotipik olarak farkli olabilecegidir (39).

Genel olarak diisiintildiiglinde epigenetik degisiklikler kromatin yapinin diizenlenmesi
anlamina gelir. Dogrudan DNA {izerinde ya da DNA ile iligkili proteinler lizerinde meydana

gelir (40). Epigenetik mekanizmalar Sekil 3’deki gibi gruplandirilabilir.

Epigenetik mekanizmalar

v v

Dolayliyoldan etkileyen mekanizmalar Dogrudan etkileyen mekanizmalar

‘ Posttranskripsiyonel ‘
mekanizmalar DNA modifikasyonlari

DNA metilasyonu
Non-kovalent modifikasyonlar
Transkripsiyonel faktdrlerin otoregiilasyonu

m RNA sessizlestiriimesi

- Krom atin Modifikasyonlari

v v

Kovalent modifikasyonlar Non-kovalent modifikasyonlar
(histon modifikasyonlarr) Histon takaslari

Asetilasyon Histon katilimi

Metilasyon RNA degisiklikleri vb.

Fosforilasyon
Ubikitinasyon
Sumoilasyon

Sekil 3. Epigenetik degisikliklerin siniflandirilmasi (40)
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Kromatin Yapisi ve DNA

Her bir insan kromozomundaki DNA uzunlugu 19.000 ile 73.000 pm’dir. Hiicre
cekirdeginde bulunan toplam 46 kromozom yaklagik 2 metre DNA igerir. DNA’nin tamami
ve iliskili oldugu proteinler hiicre ¢ekirdegine sigmak durumundadir. Bu nedenle DNA ve
proteinler 6zel bir yerlesim izler. Mitoz boliinmenin interfaz safhasinda genetik materyal ve
proteinler ¢ekirdek i¢inde daginik bigimdedir ve bu yapiya kromatin denir. Mitoz boliinme
basladiginda kromatin yap1 yogunlasmaya baslar ve metafazda bilinen kromozom yapisini
alir. Okaryotik kromatin yapisinda ¢ok fazla miktarda protein DNA ile etkilesim igindedir.
Kromatin yapinin igindeki proteinleri, bazik art1 yiiklii histon proteinleri ve daha az pozitif
yiiklii histon olmayan proteinler olarak gruplandirabiliriz (41,42). Kromozom yapisi ve DNA
paketlenmesi Sekil 4’te gosterilmistir.

Okaryotlarda genom organizasyonunun ilk seviyesi niikleozom olarak bilinen dinamik
bir niikleoprotein kompleksidir. Sekil 5’te goriildiigii gibi, niikkleozom, histon proteinlerinden

olusan bir ¢ekirdek etrafina sarilmig DNA ve baglayici histon proteininden olusur.

Kromozom

700 nm |

o (R
(J /) @ ——Histon

Sekil 4. Kromozom yapis1 ve DNA paketlenmesi
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Sekil 5. Histon oktameri ve niikleozom yapisi

Histon proteinlerinden olusan ¢ekirdege histon oktameri denir ve bu yapi ikiser adet
H2A, H2B, H3 ve H4’den meydana gelmektedir. 147 baz ¢iftlik bir DNA parcasi da histon
oktameri etrafina yaklasik 1,65 doniis sarilmistir (41).

Histon proteinleri basit yapili, bazik 6zellikli proteinlerdir. Canlilarin ¢ogunda, histon
proteinlerini kodlayan genlerin birgok kopyasi mevcuttur. Bu gen dizileri birbirleriyle olduk¢a
benzerdir ve genellikle hiicre dongiisiiniin S fazinda eksprese olurlar (43). Yeni sentezlenen
histon proteinleri, yeni sentezlenen DNA’nin paketlenmesi ve niikleozom yapisinin
olusturulmasi i¢in kullanilir (44). Histon proteinlerinin farkli alt tipleri bulunur ve bunlar
varyasyon (alt tip, variant) gosterebilir. Bazi alt tipler farkli biyofiziksel 6zelliklere sahiptirler
ve niikkleozom yapisindaki degisikliklere yardimci olurlar. Varyant histonlar genelde tek bir
gen kopyasina sahiptirler ve hiicre dongiisiiniin her evresinde eksprese olurlar; ekspresyonlari
sadece S fazinda olmaz (43). Histon ana tipleri H1, H2, H3, H4 diir ve aminoasit dzellikleri
Tablo 2’de ozetlenmistir. Histon ana tiplerinin farkli varyantlar1 vardir ve her varyantin

0zellikle bulundugu hiicre tipi ve 6zel gorevleri vardir.
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Tablo 2. Histon ana tiplerinin 6zellikleri (42)

Histon Tipi Aminoasit icerigi Molekiiler agirhg: (dalton)
H1 Lizinden zengin 23,000
Belirli oranda lizinden
H2A ) 14,000
zengin
Belirli oranda lizinden
H2B ) 13,800
zengin
H3 Arjininden zengin 15,300
H4 Arjininden zengin 11,300

Histon Modifikasyonlari

Histonlar kromatin yapinin olusmasini saglayan niikleozomun ana pargasidir.
Histonlar niikleozom iginde oktamer olusturacak sekilde birbirlerine baglanirken globiiler
kisimlar igeride, serbest olan N-terminal uglar1 disarida kalir (45).

Kromatin yapinin asil proteinleri olmalar1 nedeniyle histonlarin hem yapisal hem de
fonksiyonel gorevleri bulunur. DNA, histonlarin etrafina sikica dolanarak niikleozom yapisini
olusturur. DNA’nin negatif yiiklii seker fosfat yapisi ile histonlarin N-terminal uglarinda
bulunan pozitif yiiklii lizin rezidiileri arasinda olusan elektrostatik bag DNA ve histonlar
arasindaki asil etkilesimdir. Histonlar iizerinde meydana gelen posttranslasyonel
modifikasyonlar hem N-terminal uglar1 iizerinde hem de histonlarin globiiler kismi tizerinde
meydana gelebilir (36,45). N-terminal uglarinda meydana gelen asetilasyon, metilasyon,
sumoilasyon, fosforilasyon gibi posttranslasyonel —modifikasyonlar transkripsiyon
faktorlerinin, kofaktorlerin aktivitesini etkiler, ilgili genlerin ekspresyonunu degisiklige
ugratir ve sadece bulunduklar1 bolgenin degil, tiim kromatin yapinin diizenlenmesine aracilik
ederler (45-47). Histon oktameri organizasyonu ve N-terminal uglarinin yerlesimi Sekil 6’da
gorildigi gibidir.

Okaryotlarda genetik bilgi, kromatin yapmin stratejik hiyerarsik organizasyonu ile
yonetilir. DNA onarimi, replikasyonu, rekombinasyonu gibi siiregler sikistirilmis kromatin
yapist, histon ve histon olmayan proteinler tarafindan yiritiiliir. Kromatin diizenleyici
mekanizmalar, kromatinin lif yapisin1 gevseterek gerekli metabolik sonuglarla ilgili genom

bolgesini serbestlestirirler (48).
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Sekil 6. Histon oktameri ve N terminal uclar: (37)

Kromatinin a¢ilmamis ve genetik olarak inaktif haline heterokromatin, gevsetilmis ve
protein sentezine izin veren haline ise Okromatin denir. Histonlar iizerinde meydana
modifikasyonlar kromatinin durumunu belirler (36,49,50). Histonlarin heterokromatin ve

okromatin formlar1 Sekil 7°de goriildiigu gibidir.

1) Histon asetilasyonu

Histon asetilasyonu, histon modifikasyonlar1 arasinda bugiine kadar en ¢ok caligilan ve
etkileri kismen de olsa anlasilan modifikasyondur. Asetilasyon histon yapisinda bulunan lizin
rezidiileri tizerinde meydana gelir. Reaksiyon histon asetiltransferaz (HAT) enzimi tarafindan
katalize edilir. HAT, asetil KoA’nin yapisinda bulunan asetil grubunu lizinin €&-NH grubuna
transfer eder (51,52). Asetil grubunun transferiyle lizinin pozitif yiikii notralize olur ve
histonla niikleotid arasindaki elektrostatik bag zayiflar. Histon asetilasyonu geri-dontistimli
bir reaksiyondur ve histonlarin deasetilasyonu histon deasetilaz enzimi (HDAC) ile katalize
edilir (2).
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Sekil 7. Heterokromatin ve 6kromatin yapilar (49)

Asetilasyon sirasinda lizinin pozitif yiikiiniin notralize olmasi yogun halde bulunan
kromatinin gevsemesine ve sonug olarak transkripsiyona izin verir. Yapilan ¢aligmalarla tipik
olarak histon asetilasyonunun aktif transkripsiyonla, deasetilasyonun ise inaktif

transkripsiyonla iliskili oldugu anlasilmistir (50,53).

2) Histon metilasyonu

Histon metilasyonu da asetilasyon gibi lizin rezidiilerinin €-NH grubuna metil
grubunun baglanmasiyla gergeklesir. Reaksiyon histon metiltransferaz enzimi ile katalize
edilir. Ancak metilasyonun asetilasyondan iki farki mevcuttur. Birincisi, metilasyon lizinin
pozitif yiiklinde bir noétralizasyona sebep olmaz ve bu nedenle DNA ve histonlar arasindaki
elektrostatik bagda zayiflik meydana gelmez; ikincisi ise histonlara tek bir asetilasyon grubu
baglanabilirken, bir histona iige kadar metil grubu baglanabilir. Metilasyon sadece lizin
tizerinde degil arjinin aminoasidi iizerinde de meydana gelebilir, bu reaksiyon da protein
arjinin metiltransferaz enzimi (PRMT) ile gergeklestirilir (36,54,55).

3) Histon ubikitinasyon

Histon ubikitinasyonu son yillarda dikkat ¢eken konulardan biridir. Ubikitin 76
aminoasitten olusan bir proteindir ve tiim hiicre tiplerinde yaygin olarak bulunmasi nedeniyle
bu ismi almistir. Ubikitinasyon bir posttranslasyonel modifikasyondur. Bir substratin
poliubikitinasyonu, o substratin proteozomlar tarafindan yikilmasi i¢in sinyal olusturur,
monoubikitinasyon ise proteozom aracili proteolizden farkli hiicresel fonksiyonlar ile iligkili
goziikmektedir (56). Birgok histonun monoubikitinli oldugu ise yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir. Histonlarin lizin rezidiilerinin €-NH grubuna ubikitinin baglanmas: ile
reaksiyon gerceklesir ve yapilan calismalarda H1, H2A, H2B ve H3’iin ubikitinasyonu
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gosterilmistir (57,58). Histonlarin ubikitinasyonu bir¢ok ¢alismada gosterilmis oldugu halde

fonksiyonu hala net olarak anlagilamamuistir (36).

4) Histon sumoilasyonu

Proteinler iizerinde ubikitinasyon benzeri bir¢ok posttranslasyonel modifikasyon
tanimlanmaktadir. Bunlara en onemli 6rnek SUMO (small ubiquitin-related modifier)’dur
(59). SUMO modifikasyonlar1 da ubikitinasyona benzer mekanizmalar ile ger¢eklesir. SUMO
ubikitin ile iligkili bir protein oldugu halde, sumoilasyon, ubikitinasyon gibi proteinlerin
degranulasyonlart i¢in bir sinyal degildir. Yapilan ilk ¢caligmalarda H4’lin sumoilasyonu ve bu

durumun transkripsiyonel baskilanma ile iliskili oldugu gosterilmistir (60).

5) Histon fosforilasyonu

Mitoz bolinmede, kromozom yogunlagmasi sirasinda H1 ve H3’iin fosforilasyonu
tespit edilmistir. Calismalarda H3’tin serin aminoasidinin fosforilasyonunun Rsk 2 (ribosomal
S6 kinase), Msk 1 (mitogen and stress-activated protein kinase) ve auro kinaz aile tiyesi Ipl 1
enzimleri ile katalize edildigi, defosforilasyonunun ise, diger proteinlerde de oldugu gibi
fosfatazlarla katalize edildigi gosterilmistir. H3’iin fosforilasyonunun mitojenik sinyal

yolaklarinin aktivasyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (36,61).

HISTON ASETILTRANSFERAZ VE HISTON DEASETILAZ ENZIMLERI

Histonlarin amino terminal uglar1 niikkleozom yapisinin diginda serbest bulunur ve bu
serbest uglarda bulunan lizin aminoasitlerine histon asetiltransferaz enzimi ile asetil grubu
eklenir. Histon asetilasyonu geri doniistimliidiir ve asetil grubu histon deasetilaz enzimi ile
uzaklastirtlir (Sekil 8). HAT enzimleri transkripsiyonel koaktivator olarak gorev yapar;
HDAC enzimleri ise korepresor olarak gorev yapar ve transkripsiyonu baskilar (62). HAT ve
HDAC enzimleri arasindaki denge genlerin aktivasyonunu ve sessizligini belirler (63). HAT
ve HDAC enzimleri sadece histonlarin degil histon-disi proteinlerin asetilasyonlarini da
diizenleyerek hiicrede dnemli etkilere yol agarlar. Protein yerlesimi, protein stabilitesi, DNA

afinitesi bu etkiler arasindadir (64).
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Sekil 8. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu

Histon Asetiltransferaz Enzim Ailesi

Histonlarin asetilasyon diizeyinin transkripsiyonu regiile ettigi uzun yillardir
bilinmesine ragmen, asetilasyona aracilik eden proteinlerin kesfi uzun zaman almistir. Bu
konudaki en biiyiik gelisme Tetrahymena’dan histon asetiltransferaz enziminin klonlanmasi
ve bu enzimin daha 6nceden transkripsiyon koaktivatorii olarak bilinen Gen5’in homologu
oldugunun anlasilmasi ile baglamigtir (65). Daha sonra yapilan ¢alismalarda daha 6nceden
traskripsiyon kofaktorii olarak bilinen birgok molekiiliin (CBP/p300, TAFI1250 ve SRC-1 vb.)
HAT aktivitesine sahip oldugu anlasilmistir (65-67). HAT aktivitesine sahip proteinlere
sekans analizi yapildiginda aile iginde bilyiik benzerlik gosteren, ama aralarinda ¢ok biiyiik
farklarin oldugu ailelere ayrildig: goriilmistiir (68).

Son yillarda yapilan bircok calismaya ragmen, HAT enzimlerinin yapisi,
fonksiyonlari, alt gruplari, histonlara kars1 afiniteleri ya da hastaliklarla olan iligkileri tam

olarak anlasilamamustir (69).

Histon Deasetilaz Enzim Ailesi

HDAC enzimleri, histonlarin N-terminal ugarindaki lizin aminoasitinden asetil
grubunu uzaklastirir. Buna ek olarak histon dig1 proteinlerin de deasetilasyonundan HDAC
enzimleri sorumludur. Histonlarin deasetilasyonu transkripsiyonel sessizlikle sonuglanirken,
histon dis1 proteinlerin deasetilasyonu hiicre dongiisiinii ve apoptozu diizenler (68,70).
Yapilan galismalarda 50°den fazla histon dis1 proteinin HDAC enzimlerinin substrati oldugu
gosterilmistir (71).
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Bugiine kadar 18 tane insan HDAC enzimi tanimlanmistir. Bu enzimler dizi
benzerliklerine dayanilarak 4 ana sinifa ayrilmistir. Bunlar simif I, II ve IV ‘klasik’ metal-
bagimli HDAC enzimleridir; smif III HDAC enzimleri ise metal-bagimli olmayan
enzimlerdir. Smif II enzim grubu da kendi i¢inde Ila ve IIb olarak iki alt sinifa ayrilir (72).
HDAC enzimlerinde hem siniflar aras1 hem de ayni sinif i¢cinde bile farkli 6zelliklere rastlanir.
Molekiil agirliklari, hiicredeki yerlesim yerleri (¢ekirdek, sitoplazma), baglandiklar1 proteinler

acisindan oldukga degiskenlik gosterirler (64,72).

Histon Deasetilaz Enzim Inhibitorleri

HDAC inhibitorleri, histonlarin ve histon dis1 proteinlerin asetilasyonunu saglayarak
biyolojik aktivitelerini degistirmektedir. HDAC inhibitorleri sayesinde histonlarin
deasetilasyonu azalmakta ve asetilli halde kalmaktadir; bodylece transkripsiyon devam
etmektedir (73).

HDAC enzimleri, olduk¢a umut verici yeni ila¢ hedefleridir. Son yillarda birgok
HDAC inhibitorii gelistirilmistir. Bu molekiillerle ilgili 6zellikle onkoloji alaninda birgok
calisma devam etmektedir. HDAC inhibitorleri; neoplazmlar disinda, ndrodejeneratif
hastaliklar, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi, spinal miiskiiler distrofi, Parkinson
hastalig1 ve diyabet hastaligi i¢in de umut vericidir (71).

Bugiine kadar FDA (Food and Drug Administration), tarafindan sadece vorinostat
(Suberoilanilithidroksamik asit; SAHA) ve romidepsin (FK228) adli iki HDAC inhibitoriine
antineoplastik ajan olarak onay verilmistir. Ancak su an farkli endikasyonlarda kullanilan ve

faz I ve I ¢alismasi devam eden bircok HDAC inhibitorii vardir (64,74).

Sodyum biitirat: Biitirik asidin sodyum tuzu olan dort karbonlu bir yag asididir.
Bir¢ok mikroorganizmada bulunan dogal bir metabolittir. Hiicre dongiisii, proliferasyonu ve
apoptozda gorev almaktadir (75). Sodyum biitirat sinif I ve Il HDAC enzimlerini inhibe eder
(72). Sodyum biitirat histon deasetilasyonu ve fosforilasyonunu inhibe eder (71). Yapilan son
calismalar sodyum biitirat1 epigenetik etkilerinin sadece deasetilasyonun inhibisyonu ve
asetilasyonun aktivasyonundan daha karmasik olabilecegini diisiindiirmektedir; bu nedenle

sodyum biitiratla yapilacak ¢alismalara ihtiyag vardir (75).
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EPIGENETIK VE OGRENME- BELLEK

Bellek, bilgilerin beyinde saklanmasi igin gegirilen asamalari anlatir. ilk yapilan
caligmalar hem transkripsiyonun hem de translasyonun uzun dénem bellek yapilanmasi i¢in
onemli oldugunu gostermistir. Daha sonraki ¢aligsmalar ise uzun donem bellek yapilanmasinin
farkli sinyal yolaklari (MEK-ERK/MAPK) ve bazi genlerin (reelin, protein fosfatazl, c-fos
vb.) diizenlenmesini de igeren karmasik bir durum oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Son yillarda,
ise uzun donem bellek yapilanmasinda genomun epigenetik isaretlenmesinin de énemli rol
oynadigina dikkat ¢ekilmektedir (2,36).

Ogrenme ve yeni anilarin olusturulmasi, molekiiler ve hiicresel diizeydeki
degisikliklerle sinapslarda meydana gelen fonksiyonel ve yapisal degisimi gerektirir. Bellek
olusumunun altinda yatan hiicresel mekanizmanin, ndronal aktivitenin 6zel Oriintiileri
(pattern) olan sinaptik giiciin azalmasi olarak bilinen uzun siireli depresyon (long-term
depression, LTD) ve sinaptik giicin artmasi olan uzun siireli potansiyalizasyon (long-term
potentiation, LTP) oldugu diisiiniiliir (76).

Son donemde yapilan calismalar uzun siireli davranigsal bellegin olusmasinda
genomun epigenetik isaretlenmesinin de belirleyici oldugunu gostermistir (77). Epigenetik
mekanizmalarin farkli bellek tiplerinin yapilanmasini etkileyebilmesi i¢in ¢evresel uyarilarin
indiikledigi sinyal yolaklarina duyarli olmasi gerekir. Kromatin yapimin diizenlenmesi
sonucunda bellekle ilgili genlerin ekspresyonu diizenlenir. Daha acik bir deyisle epigenetik
modifikasyonlar belirli bellek tipleriyle iliskili 6zel beyin bolgeleri ve hiicrelerdeki spesifik
genlerde segici sinyal yolaklar1 tarafindan uyarilir. Gen ekspresyonunun epigenetik
diizenlenmesinin bolge, zaman, tiir ve ilgili sinyalleme mekanizmasina bagl olarak ¢esitli
bellek tiplerinin olusumunu etkiledigini gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (45).

Ornegin, hipokampiis bagimli dgrenme modellerinden biri olan kavramsal korku
kosullamada, deney hayvani caydirici (aversif, aversive) bir uyaridan sonra kaginma davranigi
gelistirmeyi 6grenir. Kavramsal korku kosullamada birinci saatte H3 asetilasyonunun arttigi,
ancak latent inhibisyon egitimlerinin H3 asetilasyonundaki artisi bloke ettigi ve H4’iin
asetilasyonunda artisa sebep oldugu gosterilmistir (77). Hipokampiiste uzun siireli kavramsal
korku kosullama belleginin olusmast NMDA reseptoriine bagimli sinaptik gecise ve MEK-
ERK/MAPK sinyal yolagina baghidir (78,79). Hipokampiis CA1 bolgesinde NMDA’ya bagl
sinaptik gecis ve ERK/MAPK sinyal yolagi histon H3 asetilasyonu igin gereklidir (36). CAl
bolgesinde NMDA reseptoriiniin aktivasyonu in vitro ¢alismada histon H3 asetilasyonunu

artirir ve ERK sinyal yolagimin inhibisyonu bu artisi bloke eder (77).
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Histon asetilasyonunun 6grenme ve bellek yapilanmasinda rolii olmasi “asetilasyonu
katalize eden histon asetiltransferaz enzimi (HAT) de bu siireglerde etkili olabilir mi”
sorusunu akillara gelmistir. Bu soruya yanit bulmak i¢in yapilan ¢alismalarda endojen histon
asetiltransferaz aktivitesine sahip olan ve bir transkripsiyonel kofaktér olan CBP (CREB
[CAMP yanit elemant baglayici protein] baglayict protein) aktivitesi bozulmus transgenik
fareler kullanilmistir. CREB bir transkripsiyonel faktordiir ve CRE (CAMP yanit elemant)
olarak adlandirilan belirli bir DNA dizisine baglanarak ilgili genlerin transkripsiyonunu
inhibe ya da aktive eder. CBP allellerinden biri eksik olan farelerde yapilan ¢alismada, deney
hayvanlarinin ipuglu ve kavramsal korku kosullama testleriyle, nesne tanima bellek testlerinde
bozulmalar tespit edilmistir. Ayn1 calismada deney hayvanlarina HDAC inhibitori
uygulanmasi uzun déonem bellekte meydana gelen bozulmay1 diizeltmistir (80). HAT domaini
silinmis mutant CBP’li farelerde yapilan bagka bir ¢alismada, farelerin hipokampiis bagimli
kavramsal korku kosullama ve Morris su labirenti testlerinde bozulma goriilmiistiir, ancak
amigdala bagimli ipuglu korku kosullama testinde bozulma olmamustir (81).

Histon asetilasyonunun, HAT aktivitesi ile regiile edildigini ve bu siirecin
bozulmasinin uzun doénem bellek yapilanmasini bozdugunu gosteren calismalardan sonra,
kromatin yapiy1r regile eden bu siireclerin  HDAC inhibitorlerini  kullanarak bellek
olusumunun in vivo olarak etkilenip etkilenemeyecegi sorusu akillara gelmektedir. “Histon
asetilasyonundaki artis bellek olusumunu gii¢lendirebilir mi” sorusuna cevap bulmak i¢in
caligmalar yapilmistir. Levenson ve ark. (77) tarafindan yapilan ¢alismada HDAC inhibitorii
sodyum biitirat sistemik olarak uygulanmis ve kavramsal korku kosullama testinde uzun
donem bellek olusumunda artis oldugu goriilmiistiir. Yine benzer amagla yapilan baska bir
calismada HDAC inhibitorii intrahipokampal uygulanmis ve kavramsal korku kosullama
testinde uzun donem bellek yapilanmasinda artig bulunmustur (82).

Bellek yapilanmasinin epigenetik diizenlenmesine ait ¢aligmalarin ¢ogunlugu korku
kosullama, Morris su labirenti, nesne tanima gibi hipokampiis bagimli bellek testleriyle
yapilmigtir. Genel olarak hipokampal testler histonlarin O6kromatin yap1 ile iliskili
posttranslasyonel modifikasyonlarinin global artist ve gen ekspresyonunun pozitif
regililasyonu ile iligkilidir (45). Morris su labirentinde yapilan baska bir ¢alismada ise H4 lizin
12’nin asetilasyonunun ve H2B’nin asetilasyonunun arttig1 bildirilmistir (83).

Hipokampiis bagimli bellek testlerinde, histon asetilasyonu ve 6grenme-bellek yaygin
olarak c¢alisilmasina ragmen, 6grenme ve bellek olusumunda etkili olan tek epigenetik

mekanizma bu degildir. Prefrontal korteks, amigdala, entorinal korteks, dentat girus gibi beyin
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bolgelerindeki epigenetik degisiklikleri gosteren, sadece histon asetilasyonuna degil histon
metilasyonu, fosforilasyonu ve DNA metilasyonuna dikkat ¢geken birgok ¢caligma da mevcuttur

(79,84-86).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢aligma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
03.07.2012 tarih ve 5 no’lu oturumda 2012/ 05/ 10 karar no’su ile onayland: (Ek1). Ik deney
planinda yasanan hayvan kayiplar1 nedeniyle 2014/ 07/ 04 karar no’su ile Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 27.06.2014 tarihindeki 7 no’lu oturumunda deney
planinda degisiklik yapildi (EK2). Calismamiz Iyi Laboratuvar Uygulamalari Kilavuzu ve
Hayvan Etigi Evrensel ilkelerine uygun gergeklestirildi. Bu galismanin Turnitin programina
gore orjinallik raporu ektedir (Ek3). Bu calisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma

Projesi tarafindan TUBAP 2012/210 kayit numaras: ile desteklenmistir.

DENEKLER

Calismada agirliklar: ortalama 250-350 gr arasinda degisen, 2-3 aylik, erkek, Sprague-
Dawley sican kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar, T.U. Deney Hayvanlar1 Merkezi’nden
temin edildi ve daha sonra tiim deneyler boyunca Anabilim Dalimiz Hayvan Laboratuvarinda
standart kosullar altinda barindirildi. Beslenmeleri igin standart sigan yemi ve musluk suyu

serbestce verildi.

DENEY PLANI VE CALISMA GRUPLARI

Deneyde hayvanlar 15 grupta toplandi ve her grup 10 hayvandan olustu. Deneklerin
uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlart Morris su labirentinde degerlendirildi. Morris su
labirenti testlerinden 90 dk sonra alinan beyin dokularindan immunohistokimya (IHK)
analizleri planlandi. Egitimlerle 6tenazi arasindaki zaman benzer caligmalara gore belirlendi
(85).

24



Grup sayisinin fazla olmasi nedeniyle deney planini 3 ana boliimde incelemek faydali
olacaktir. Deneyin ilk boliimi Grup A-G’den olusmaktadir. Bu gruplarda ardigik giinlerde
yiizme egitimleri sonucunda, deneklerin 6grenme ve bellek davraniglar: ile hipokampiis CAl
bolgesinde histon H2B ve bu histonun asetilenmis formunun diizeyinde degisiklik olup
olmadigi incelendi.

Grup H-K’dan olusan 2. boliimde grup H ve I sirasiyla grup J ve K’nin kontrolleri
olarak planlandi ve ¢6ziicii olarak kullanilan %0,9 NaCl enjekte edildi. Grup J ve K’ya ise
sirasiyla yiizme egitiminden 30 dk 6nce veya 30 dk sonra 1,2 gr/ kg dozunda sodyum biitirat
intraperitoneal yoldan uygulandi. Deneyin 3 boliimiinii olusturan grup L-O’ da ise grup L ve
M sirasiyla grup N ve O’nun kontrolleri olarak planlandi. Bu dort grupta histon deasetilaz
inhibitorii olan sodyum biitiratin yiizme Oncesi skopolamin uygulanan hayvanlarda etkisini
gormek i¢in, 0,5 mg/kg dozunda skopolamin intraperitoneal yolla deneklere yiizme
egitimlerinden 30 dk once uygulandi. Bu gruplardaki deneklere skopolamine ek olarak
sirasiyla ya ¢oziicii (%0,9 NaCl) ya da sodyum biitirat enjekte edildi. Deney gruplar1 asagida
daha ayrintili olarak anlatilmistir ve Sekil 9’da sematize edilmistir.

GRUP A: (kontrol grubu) hig yiizdiiriilmeyen grup, 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.
GRUP B: 1 giin egitim ald1 ve 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.

GRUP C: 2 giin egitim ald1 ve 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.

GRUP D: 3 giin egitim ald1 ve 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alind:.

GRUP E: 4 giin egitim ald1 ve 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.

GRUP F: 5 giin egitim ald1 ve 90 dk sonra Gtanazi yapilip beyin dokusu alindi.

GRUP G: 5 giin egitim ald1, 6. giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin
dokusu alind1.

GRUP H: Her giin egitim oncesi ¢oziicli verilen grup. Bu gruptaki hayvanlar 5 giin siireyle
ylizdiiriildii ve 6.giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra Gtanazi yapilip beyin dokusu alindi.
GRUP I: Her giin egitim sonrasi ¢oziicli verilen grup. Bu gruptaki hayvanlar 5 giin siireyle
yiizdiiriildii ve 6.giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu alindi.
GRUP J: Her giin egitim Oncesi sodyum biitirat verilen grup. Bu gruptaki hayvanlar 5 giin
stireyle ylizdiiriildii ve 6.giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu
alind.

GRUP K: Her giin egitim sonras1 sodyum biitirat verilen grup. Bu gruptaki hayvanlar 5 giin
stireyle ylzdiiriildii ve 6.giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra 6tanazi yapilip beyin dokusu

alindi.
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GRUP L: Her giin egitim 6ncesi skopolamin ve ¢6ziicli verilen grup. Bu gruptaki hayvanlar 5
giin siireyle yiizdiiriildii ve 6.giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra Gtanazi yapilip beyin
dokusu alindu.

GRUP M: Her giin egitim 6ncesi skopolamin ve egitim sonrasi ¢Oziicti verilen grup. Bu
gruptaki hayvanlar 5 giin siireyle ylizdiiriildii ve 6.glin probe testi yapildiktan 90 dk sonra
Otanazi yapilip beyin dokusu alind1.

GRUP N: Her giin egitim o6ncesi skopolamin ve sodyum biitirat verilen grup. Bu gruptaki
hayvanlar 5 giin siireyle yilizdiiriildii ve 6.glin probe testi yapildiktan 90 dk sonra Gtanazi
yapilip beyin dokusu alindi.

GRUP O: Her giin egitim oncesi skopolamin ve egitim sonrasi sodyum biitirat verilen grup.
Bu gruptaki hayvanlar 5 giin siireyle yiizdiiriildii ve 6.giin probe testi yapildiktan 90 dk sonra
Otanazi yapilip beyin dokusu alind1.

Deney hayvanlarina gruplarina uygun olarak yiizme egitimlerinden ya da probe
testinden 90 dk sonra 600 mg/kg kloral hidrat ile anestezi uygulandi. Anestezi derinligi
saglandiktan sonra deney hayvanlar1 giyotin ile sakrifiye edildi. Beyin dokular hizla ¢ikarildi.
Paxinos ve Watson’m sican beyin atlasina (87) uygun olarak beyin dokular1 kesildi. THK

analizleri i¢gin alinan beyin yaris1 %10’luk formaldehit ile fikse edildi.

ILACLAR

Skopolamin (Tocris) ve sodyum biitirat (Merck) intraperitoneal yoldan uygulandi.

Deneklerin 6tenazisi i¢in kloral hidrat (Merck) kullanildi. Skopolamin ve sodyum
biitirat %0,9 NaCl i¢inde, kloral hidrat ise distile su i¢inde ¢oziildii. Uygulanilan tiim ilaglar

ve ¢oziicli 0,1 ml/100 gr viicut agirligt olacak sekilde hesaplandi.

MORRIS SU LABIRENTI CALISMALARI

Calismada kullanilan siganlar Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Birimi’nden
temin edildi. Tim hayvanlar yiizme egitimlerine baslamadan bir giin 6nce anabilim dali
laboratuvarimiza getirildi ve deneyleri siiresince orada barindirildi. Deneylere baslamadan bir
giin once tim hayvanlarin agirliklart tartildi ve kuyruklarina gruplarmma uygun renklerde
numaralart yazildi. Biitiin siganlara, kendi deney giinlerinden bir giin 6nce alisma yiizmesi

yaptirildi.
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Morris su labirenti diizenegi; ¢agi 1,5 metre derinligi 45 cm olan daire seklinde bir
havuz ve su ylizeyinin 2 cm altinda sakli bulunan 10x10 cm boyutunda bir platformdan
olusur. Platform, egitim yiizdiirmelerinin (trial) yapildig: giinlerde sabit bir noktada tutuldu,
bellek testinin (probe, retention) yapildigi giin ise platform havuzdan c¢ikarildi. Su tanki
platformun goriilmemesi igin siyah boya atilarak karartildi. Deney diizeneginin bulundugu
oda disaridan 151k almayacak sekilde diizenlendi ve deney siiresince igerisi sabit bir 11k
kaynagiyla ayni siddette aydinlatildi. Deneyin yapildigi odanin duvarlarina denekler ig¢in
ipucu olusturabilecek farkli sekiller asildi. Deneyin siirekli ayni ekiple yapilmasina, deney
siiresince ayni giysilerin giyilmesine, odada sessiz olunmasina ve denekler i¢in ekstra bir
uyaran olugturmamaya dikkat edildi.

Deneyin egitim yiizdiirmelerinde (trial) siganlar her giin, giinde 4 kez farkli yonlerden
havuza birakildi (Tablo 3). Siganlarin 60 saniye i¢inde sakli platformu bulmalari beklendi.
Platformu bulduktan sonra platform tizerinde yaklasik 15 saniye kalmalar1 saglandiktan sonra
havuzdan alindilar. 60 saniye i¢inde platformu bulamayan siganlara yardim edilerek platformu
bulmalar1 saglandi1 ve yaklasik 15 saniye platform iizerinde kaldiktan sonra havuzun digina
alindilar. Bellek testinde (probe) platform havuzdan ¢ikarildi ve siganlar daha 6nce suya hig
birakilmadiklart kuzeydogu yoniinden havuza birakildilar ve 60 saniye boyunca yiizdiiler.

Tim yilizme egitimleri havuzun merkezi hizasinda tavana yerlestirilen bir video
kamera ile bilgisayara aktarild1 ve Ethovision XT 9.0 (Noldus, Hollanda) yazilimi1 kullanilarak
analiz edildi. Egitim ylizmelerinden, platforma ulasana kadar gecen siire, platforma ortalama
uzaklik, yiizme hiz1 ve tigmotaksi parametreleri hesaplandi. Probe yiizmelerinde ise hedef
kadrana (giineybati) ulasana kadar gecen siire, hedef kadranda (giineybati) gecirilen siire,
platformun olmas1 gereken alana ortalama uzaklik, yiizme hizi ve tigmotaksi verileri

hesaplandi.

Tablo 3. Sicanlarin havuza birakildiklar: yonler

GUN EGITiM 1 EGITIiM 2 EGITiM 3 EGITiM 4
1 K D GD KB
2 GD K KB D
3 KB GD D K
4 D KB K GD
5 K GD D KB
PROBE KD

(K: kuzey, D: dogu, G: giiney, B: bat1)
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IMMUNOHISTOKIMYA ANALIZLERI

Immunhistokimya; immunolojik ilkelere dayanarak, varlig1 arastirilan antijenlere karsi
gelistirilmis, poliklonal veya monoklonal antikorlar aracilig ile dokudaki antijeniteyi gosteren
bir yontemdir. Histonlar hiicre i¢inde niikleusta yaygin olarak bulunan proteinlerdir. Bu
calisma Histon 2B ve Asetilli Histon 2B proteinlerini gosterebilmek igin sirasiyla Anti-Histon
H2B antikoru (Millipore MABE15) ve Anti-Histon H2B Asetil-Lizin5 antikoru (Lifespan LS-
C49727) kullanildi. Hipokampiis CA1 bolgesini en iyi 6rnekleyen parafin bloklardan 4 um
kalinliginda kesitler hazirlanarak pozitif sarjli lamlara alindi. Kesitlere deparafinizasyon
uygulandi, daha sonra antikor geri kazanimi islemi yapildi ve primer antikorlar ile muamele
edildi. Her iki primer antikor 1/500 diliisyonda kullanildi. Antikorlor distile su ile yikanarak
uzaklastirildiktan sonra lamlar PBS ile yikandi. Sonra lamlara biotine baglanacak olan
isaretleyici soliisyonu Anti-Polyvalent Biotinylated antikor damlatild1 ve 20 dakika bekletildi.
Lamlar tekrar PBS ile yikandiktan sonra Streptavidin biotinylated peroxidase-complex ile 20
dakika daha bekletildi. AEC substrate damlatilarak 10 dakika bekletildikten sonra lamlar
musluk suyunda yikandi ve Harris hematoksilen soliisyonunda 1.5-2 dakika tutularak zit
boyama yapildi. Bu basamaklarin sonunda lamlara morartma islemi uygulanip yikandiktan
sonra lamellerle kapatildi.

Yapilan immunohistokimyasal islemlerden sonra preparatlar deney gruplarini
bilmeyen tamamen kor bir patolog tarafindan degerlendirildi. Ornekler degerlendirilirken
histolojik skorlama (HSCORE) kullanildi. Degerlendirme rastgele se¢ilen bes alanda x20
objektifte yapildi. Skorlama yapilirken hiicrelerin boyanma yiizdesi ve boyanma siddeti
kullanildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin  sunulmasinda tanimlayict istatistiksel analiz  kullanildi.  Yiizme
egitimlerinden elde edilen veriler, tekrarlayan 6l¢iimler iki yonlii analiz varyans (ANOVA) ve
post hoc Bonferroni testleri ile analiz edildi. Probe verileri ise tek yonlii varyans analizi ve
post hoc Bonferroni testiyle analiz edildi. THK skorlarmin istatistiksel dlciimleri igin ilk
gruplarda (A-G) tek yonli analiz (ANOVA) ve post hoc Bonferroni, diger gruplarda ise iki
yonlii analiz (ANOVA) ve post hoc Bonferroni testleri kullanildi.

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

Siganlar, havuzdaki gizli platformun yerini dgrenebilmeleri i¢in 5 giin boyunca her
giin, giinde 4 kez farkli yonlerden havuza birakilarak yiizdiiriildii. Bir giinde tamamlanan 4
yiizme sonucu elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplandi. Bulunan ortalama degerler giinliik
bloklar olarak kullanildi. Bes giin boyunca yapilan egitim yiizmelerinden (trial) elde edilen
sonugclarla sicanlarin 6grenme egrileri elde edildi. Bes glinliik egitimin ardindan, altinci giinde
platform havuzdan ¢ikarilarak hayvanlar daha 6nce hi¢ birakilmadiklari bir yonden havuza
birakildi ve 60 saniye yiizdiiriildii (probe test, retention). Bu testte elde edilen veriler,
siganlarin uzun stireli uzaysal bellek olusumlar1 hakkinda bilgi vermektedir.

Calismamizda elde edilen veriler dort ana grup altinda degerlenmistir. ilk boliimde
Morris su labirentideki yiizme egitimleri ile histon asetilasyonu arasindaki iligkiyi
inceledigimiz bulgular verilmistir. Ikinci boliimde, HDAC inhibitdrii sodyum butiratin
ogrenme ve uzun donem bellek iizerine olan etkileri sunulmustur. Ugiincii boliimde, yiizme
egitimleri oncesi skopolamin uygulamasinin si¢anlarin 6grenme ve uzun donem bellek
fonksiyonlar1 iizerindeki etkileri gosterilmistir. Son boliimde ise sodyum biitiratin yiizme
egitimleri Oncesi skopolamin alan sicanlar iizerindeki etkilerinin incelendigi sonuglar

sunulmustur.
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UZAYSAL OGRENME VE HiSTON ASETIiLASYONU iLiSKiSi

Higbir ilag uygulamasi yapilmadan 5 giin boyunca yiizdiiriilen ve 6. giin probe testi
uygulanan G grubunun 6grenme verileri (ilk bes giine ait) Sekil 10°da gosterilmistir.

Platform alanina erisme siiresinde deneyin {iglincli giiniinden itibaren belirgin bir
azalma (p<0,001) olmustur (Sekil 10A). Platform alanina ortalama uzaklikta ise deneyin
ikinci gilinlinden itibaren istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) azalma baslamis ve iiglincii
giinden itibaren azalma daha belirgin (p<0,001) olmustur (Sekil 10B). Bu, siganlarin
platformun yerini 6grendiklerini ve giderek daha kisa siirede ve daha az mesafe ylizerek
platform alanina ulastiklarin1 géstermektedir.

Siganlar yiizme egitimlerinin ilk giiniinde havuzdan kagabilmek i¢in bir yer arar ve
havuzun kenarina yakin yiizerler. Havuzun kenarina 10 cm’lik uzakliktaki alan perimetre
olarak tanimlanir ve sigcanin bu bolgede yiizmesi thigmotaxis (tigmotaksi, dokunsal yonelme)
olarak adlandirlir. Ilk giinlerde, hayvanlar platformun havuzdan cikabilmeleri icin bir yol
oldugunu ogrenemezler ve tigmotaksi gosterirler. Yiizme egitimleri ilerledik¢e deney
hayvaninda tigmotaksinin azalmasi beklenir; bu, hayvanin iginde bulundugu sorunu ¢ézdiigi
ve platformun havuzdan ¢ikmak igin bir yol oldugunu anladigini gosterir (88). G grubunun
verilerine bakildiginda tigmotaksi siirelerinde ikinci giinden itibaren istatistiksel olarak
anlamli bir azalma (p<0,001) goriilmektedir ve bu azalma ti¢iincii glinden itibaren (p<0,001)
artmaktadir (Sekil 10C).

Deney siiresince si¢anlarin yiizme hizlar1 degerlendirildiginde, yiizme hizlar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamistir (Sekil 10D) Bu, diger verilerde elde
edilen degisimlerin ylizme hizinda meydana gelen herhangi bir degisime bagli olmadigim
gosterir.

Kontrol grubu (Grup A), yizdirilip ardisik giinlerde beyin dokular1 alinan gruplar
(Grup B, C, D, E, F) ve 6. giin probe testi uygulanan G grubundan alinan beyin dokularinda
yapilan immunhistokimyasal inceleme sonucunda elde edilen Histon 2B ve Asetilli-Histon 2B
skorlar1 Sekil 10E ve Sekil 10F’de gosterilmistir. Hipokampiis CA1l bdlgesinden alinan
kesitlerdeki IHK fotograflar1 Sekil 11°de verilmistir. Yapilan immunohistokimyasal inceleme
sonucunda total histon 2B seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik izlenmemistir.
Asetilli H2B (lizin 5) seviyelerinde ise B, C ve G gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel anlaml1 bir fark (tiim karsilastirmalar i¢in, p<0,001) vardi.
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A Platforma Erisme Siresi Platforma Ortalama Uzaklik
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Sekil 10. G grubunun ilk bes giindeki 63renme verileri ve A-G gruplarimin IHK
skorlari: A- Platforma erisme siiresi, B- Platforma ortalama uzakhk
C-Tigmotaksi, D- Yiizme hizi, E-Histon 2B THK skorlari, F-Asetilli-Histon 2B
THK skorlar.
(*: p<0,001, t: p<0,05, 1: p<0,01, birinci giin degerine kars1. §: p<0,001, I: p<0,05,
A grubuna kars1, tek yonlii analiz ANOVA post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey
cizgiler standart hatay1 gdstermektedir).
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Histon 2B Asetilli Histon 2B
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GRUP G

Sekil 11. Sican hipokampiisii CA1 bolgesinde Histon 2B ve Asetilli Histon
2B’nin immunhistokimya fotograflar: (X 200 biiyiitmede)
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SODYUM BUTIRATIN UZAYSAL OGRENME UZERINE ETKILERI

Platforma erisme siiresi agisindan incelendiginde gruplarin tiimii, 5 giin boyunca
giderek daha kisa bir siirede platformu buldular (Sekil 12A). Platforma erisme siiresi {i¢lincii
giinden itibaren istatistiksel olarak daha anlamliydi (p<0,001). Platforma erisme siiresi
acisindan sodyum biitiratin istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadi. Sodyum biitiratin
egitim Oncesi ya da egitim sonrasinda uygulanmasinda da anlamli bir degisiklik izlenmedi.

Kontrol gruplar: (H ve I) ve egitim 6ncesi (J) ya da egitim sonras1 (K) sodyum biitirat
alan gruplarin hepsinde platforma ortalama uzaklikta ikinci giinden itibaren belirgin azalma
oldu (Sekil 12B). Bu azalma, tiim gruplarda dordiincli ve besinci gilinlerde en fazlaydir
(p<0,001). Bu, sicanlarin gizli platformun yerini &grendiklerini ve giderek daha yakin
yiizdiikleri anlamina geliyordu. Ancak sodyum biitirat uygulanan gruplarda (J ve K) kontrol
gruplarma (H ve I) gore anlamli bir degisiklik olmadi. Hatta deneyin 5. giiniinde yilizme
Oncesi sodyum biitirat alan J grubunda platforma ortalama uzaklik H grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli ytiksekti (p<0,05).

Tigmotaksi kontrol gruplart (H ve I) ile sodyum biitirat gruplarinda (J ve K) deney
stiresince azaldi (Sekil 12C). Bu azalma tiim gruplarda ikinci giinden itibaren istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,001). Ancak sodyum biitirat gruplariyla kontrol gruplari arasinda
tigmotaksi siiresinin azalmasinda bir farklilik gézlenmedi.

Deney siiresince ylizme hizi agisindan degerlendirildiginde gruplarin higbirinde

belirgin bir degisiklik goriilmedi (Sekil 12D).
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Sekil 12. Sodyum biitiratin 6grenme iizerine etkileri: A- Platforma erisme siiresi
B-Platforma ortalama uzaklik, C-Tigmotaksi, D- Yiizme hiz1
(*: p<0,05, §: p<0,01, i: p<0,001, birinci giin degerine kars1, §: p<0,05, ayni
giinde H grubu degerine kars1, her grup i¢in n=10, 2 yiinlii tekrarlayan analiz
ANOVA, post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey c¢izgiler standart hatay1

gostermektedir).
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SODYUM BUTIRATIN UZUN DONEM BELLEK UZERINE ETKILERI

Probe testinde; si¢anlarin, yiizme egitimleri siiresince platformun bulundugu bolgede
platformu aramalar1 beklenir. Bu uzun dénem bellegin olustugunun bir gostergesidir. Kontrol
gruplart (H ve I) ve sodyum biitirat gruplari (J ve K) incelendiginde platformun olmasi
gereken bolgeye ortalama uzaklik acisindan J ve K gruplarinda minimal bir fark vardi ancak
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 13A).

Yiizme egitimleri siiresince platformun bulundugu kadran, probe testinde hedef kadran
olarak tanmimlanir. Probe testinde, platformun olmasi gerektigi kadrana ulasana kadar gecen
stire agisindan degerlendirildiginde kontrol gruplar1 (H ve I) ve sodyum biitirat gruplari (J ve
K) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 13B).

Probe testinde si¢anlarin hedef kadranda gecirdikleri zaman bellek olusumu igin
onemli bir gostergedir. Kontrol gruplart (H ve 1) ve sodyum biitirat gruplar1 (J ve K) hedef
kadranda gegirilen siire agisindan degerlendirildiginde sodyum biitirat gruplarinda kismi bir
artis soz konusuydu, ancak bu artis da istatistiksel anlamliliga sahip degildi (Sekil 13C).

Probe testinde siganlarin, duvara 10 cm uzakliktaki alanda yiizdiikleri siire agisindan
degerlendirilme yapildiginda, kontrol gruplari (H ve I) ile sodyum biitirat gruplar1 (J ve K)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (Sekil 13D). Sodyum biitirat tigmotaksi
stiresini etkilemedi.

Yizme hiz1 agisindan degerlendirildiginde probe testinde de gruplarin hi¢ birinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi. Yiizme hizi agisindan anlamli bir fark
olmamasi elde edilen verilerin yiizme hizindaki herhangi bir degisiklikten
kaynaklanmadiginin gostergesiydi.

H, 1, J, K gruplarindan alinan beyin dokularinda yapilan immunhistokimyasal
inceleme sonuglar1 ise Sekil 13E ve Sekil 13F’de gosterilmistir. Hipokampilis CA1l
bolgesinden alinan mikroskobik goriintiiler Sekil 14’de verilmistir. Yapilan skorlamada total
histon 2B diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig s6z konusu degildir. Asetilli-histon
2B diizeylerinde sodyum biitirat gruplarinda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,001). Bu sodyum biitiratin asetilasyonu arttirdigi
seklinde yorumlanabilir. Total histon seviyesinde artis olmadan asetilli-histon diizeyindeki

artis olmasi, bu degisimin total histon seviyesindeki degisime bagli olmadigin1 gosterir.
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A Platform Alanina Ortalama Uzaklik B Hedef Kadrana Erigme Siresi
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Sekil 13. Sodyum biitiratin uzun donem bellek ve histon 2B asetilasyonuna
etkileri: A-Platforma ortalama uzaklhik, B-Hedef kadrana erisme
siiresi, C-Hedef kadranda gecirilen siire, D-Tigmotaksi, E-Histon 2B

THC skorlar, F-Asetilli-histon 2B i1HK skorlari.

(*: p<0,001, H ve Igruplarina kars1 Asetilli-H2B diizeyleri, her grup igin
n=10, tek yonlii analiz ANOVA, post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey

cizgiler standart hatay1 gostermektedir).
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Grup |l

Grup K

Sekil 14. Sican h.ipokampiisii CA1 bolgesi Histon 2B ve Asetilli Histon
2B’nin IHK fotograflar1 (X 200 biiyiitmede)

38



SKOPOLAMININ UZAYSAL OGRENME UZERINE ETKILERi{

H ve I gruplarinda platforma erisme siiresinde ikinci giinden itibaren belirgin bir
azalma gozlendi ve bu azalma besinci giinde en yiiksek diizeydeydi (p<0,001) ancak L ve M
gruplarinda platforma erisme siiresi hemen hemen hep aynmi seyretti. L ve M grubundaki
siganlar egitimlerin ¢ogunda platformu bulamadilar ya da ¢ok ge¢ buldular (Sekil 15A).
Skopolamin alan gruplarla kontrol gruplar arasinda ikini giinden itibaren istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriilmeye baslandi. Bu azalma dordiincii ve besinci giinde en yiiksekti
(p<0,001). Platforma erisme siiresinde azalma olmamasi, O6grenmenin bozuldugunun
gostergesidir.

Yiizme egitimleri 6ncesi skopolamin uygulanan gruplarda (L ve M) giinler iginde
platforma ortalama uzaklikta belirgin bir azalma olmadi; sadece L grubunda besinci giinde
birinci gline gore anlamli bir fark vardi (p<0,05). Kontrol gruplar1 ve skopolamin gruplari
karsilastirildiginda platforma ortalama uzakliklarinda 2. gilinden itibaren istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardi bu anlamlilik (p<0,001) besinci giinde en yiiksekti (Sekil 15B). Bu,
skopolaminin 6grenmeyi bozdugunun bir gostergesidir.

Gruplar tigmotaksi agisindan degerlendirildiginde ise hem skopolamin gruplari hem de
kontrol gruplarinda deneyin ikinci giiniinden itibaren azalma vardi. Deneyin son giiniinde bu
azalma (p<0,001) en belirgindi (Sekil 15C). Gruplarin timii i¢inde bulunduklart durumu
¢oziimlemislerdi. Tigmotaksideki azalma H ve I gruplarinda L ve M gruplarina gore daha
belirgindi (p<0,001).

Yiizme hizi agisindan degerlendirildiginde kontrol gruplar1 ve skopolamin gruplari
arasinda bir fark goriilmedi (Sekil 15D). Bu, skopolaminin si¢anlarin motor fonksiyonunu

etkilemediginin bir gostergesidir.
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Sekil 15. Skopolaminin uzaysal 68renme iizerine etkileri: A- Platforma erisme
siiresi B-Platforma ortalama uzakhk, C-Tigmotaksi, D-Yiizme hizi.
(*: p<0,05, §: p<0,01, i: p<0,001; birinci giin degerine karsi, §: p<0,05, I
p<0,01,9: p<0,001; H grubunun aym giin degerine karsi,**: p<0,05, {17:
p<0,01, f: p<0,001; I grubunun ayni giin degerine karsi, her grup i¢in
n=10, iki yonlii analiz ANOVA, post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey
cizgiler standart hatay1 géstermektedir).
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SKOPOLAMININ UZUN DONEM BELLEK UZERINE ETKILERI

Deneyin altiner giinii yapilan probe testinde, platformun olmasi gereken alana uzaklik,
skopolamin gruplarinda (L ve M), kontrol gruplarina (H ve I) gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) yiiksekti (Sekil 16A).

Hedef kadrana ulasana kadar gecen siire, uzun dénem bellek olusumu i¢in dnemli bir
gostergedir. Hedef kadrana ulasana kadar gecen siire skopolamin gruplarinda (L ve M),
kontrol gruplarina (H ve 1) gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir sekilde yiiksekti
(Sekil 16B). Bu, skopolaminin uzun dénem bellek olusumunu bozdugunun gostergelerinden
biridir.

Hedef kadranda gegirilen siire siganlarin, egitimler boyunca platformun bulundugu
alanda platformu aradiklarinin gostergesidir. Bu parametre agisindan degerlendirildiginde,
skopolamin gruplarinda (L ve M) kontrol gruplarina (H ve I) gore istatistiksel olarak anlaml
azalma (p<0,001) mevcuttu (Sekil 16C).

Kontrol gruplari ve skopolamin gruplarint probe testinde, tigmotaksi acgisindan
degerlendirdigimizde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (Sekil 16D).
Probe testinde gruplarin yiizme hizlari agisindan da, istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi gortldi (Sekil 16E).
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Sekil 16. Skopolaminin uzun doénem bellek iizerine etkileri: A-Platforma
ortalama uzakhk, B-Hedef kadrana erisme siiresi, C-Hedef kadranda
gecirilen siire, D-Tigmotaksi, E-Yiizme hiz1 (*p< 0,001; kontrol
gruplarina karsi, her grup i¢in n=10, tek yonlii analiz ANOVA, post hoc
Bonferroni Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatay1 gostermektedir).
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SODYUM BUTIRATIN, SKOPOLAMINLiI GRUPLARDA UZAYSAL

OGRENME UZERINE ETKILERI

Skopolamin ve ylizme Oncesi sodyum biitirat (Grup N) ve yiizme sonrast sodyum
biitirat alan (Grup O) gruplarda deneyin 5. giiniinde 1. giine gore platforma erisme siirelerinde
istatistiksel anlamli bir fark (sirasiyla p<0,01 ve p<0,001) vardi. Skopolamin alan hayvan
gruplaria yiizme egitimleri oncesi sodyum biitiratin uygulanmasinda (Grup N) platforma
erisme stirelerinde L ve M gruplarina gore anlamli bir degisik gézlenmezken, sodyum biitirat
egitim sonrasi uygulandiginda (Grup O), siganlarin platforma ulasma siirelerinde azalma oldu.
O grubunda goriilen platforma erisme siiresindeki azalma sadece deneyin 5. giiniinde L
grubuna gore (p<0,01), M grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli boyuttaydi (Sekil
16A).

Skopolamine ek olarak yiizme 6ncesi (Grup N) ve yiizme sonrast (Grup O) sodyum
biitirat verilen gruplarda 5. giinde 1. gline gore platforma ortalama uzaklikta istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (p<0,001) mevcuttu. Skopolamin ve yiizme sonrasi sodyum biitirat
alan O grubunda, 4. ve 5. giinde platforma olan ortalama uzaklikta sadece skopolamin alan
gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05) oldugu gériilmektedir (Sekil 17B).

Tigmotaksi acgisindan degerlendirildiginde gruplarin tiimiinde (L, M, N, O) deney
ikinci giinden itibaren istatistiksel anlamli bir azalma vardi. Deneyin son giiniinde tiim gruplar
icin bu azalma (p<0,001) en belirgindi. Ancak skopolamin ve sodyum biitirat gruplarinda,
sadece skopolamin verilen gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmadi (Sekil

17C). Bu gruplarda ylizme hiz1 agisindan da bir fark yoktu (Sekil 17D).
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Sekil 17. Sodyum biitiratin, skopolaminli gruplarda uzaysal 68renme iizerine
etkileri: A-Platforma erisme siiresi B-Platforma ortalama uzaklhk, C-
Tigmotaksi, D-Yiizme hiz1
(*:p<0,05, f: p<0,01, f: p<0,001; birinci giin degerine kars1, §: p<0,05, I
p<0,01, §:p<0,001; ayn1 giindeki L grubu degerine karsi, **: p<0,05, aym
giindeki M grubu degerine karsi, her grup i¢in n=10, iki yonlii analiz
ANOVA, post hoc Bonferroni. Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi

gostermektedir).
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SODYUM BUTIRATIN, SKOPOLAMINLI GRUPLARDA UZUN DONEM

BELLEK UZERINE ETKIiLERI

Probe testinde, platform alanina ortalama uzaklik agisindan skopolamin ve sodyum
biitirat gruplar1 incelendiginde, yiizme oncesi sodyum biitirat uygulanan N grubunda sadece
skopolamin verilen L. ve M gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi
goriildli. Yiizme sonrasi sodyum biitirat alan grupta ise (Grup O) istatistiksel olarak anlaml
bir azalma (p<0,05) mevcuttu (Sekil 18A).

Hedef kadrana ulasana kadar gecgen siire acgisindan skopolamin gruplar1 (L ve M),
skopolamin ve sodyum biitirat gruplari (N ve O) ile karsilagtirildiginda ise N ve O gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma vardi (Sekil 18B).

Probe testinde, hedef kadranda gegirilen siire agisindan skopolamin gruplari ile
skopolamin ve sodyum biitirat gruplarinin karsilagtirilmast Sekil 18C’de goriilmektedir.
Skopolamin ve ylizme 6ncesi sodyum biitirat alan N grubunda anlamli bir degisiklik yokken,
yiizme sonrasi sodyum biitirat alan O grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,05)
gOriilmiistiir.

Probe testinde, skopolamin gruplari ile skopolamin ve sodyum biitirat gruplari
karsilagtirildiginda tigmotaksi ve yilizme hizi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik yoktu (Sekil 18D, Sekil 18E).
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Sekil 18. Sodyum biitiratin, skopolaminli gruplarda uzaysal 6grenme iizerine
etkileri: A-Platforma ortalama uzakhk, B-Hedef kadrana erisme siiresi,
C-Hedef kadranda gegirilen siire, D-Tigmotaksi, E-Yiizme hiz1.
(*: p<0,05; L ve M grubuna karsi, her grup i¢in n=10, tek yonlii analiz
ANOVA post hoc Bonferroni Grafiklerdeki dikey ¢izgiler standart hatayi
gostermektedir).
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TARTISMA

Ogrenme ve bellek beynin en onemli kognitif fonksiyonlarmdandir. Ogrenme
siirecinde beyinde meydana gelen degisiklikler, farkli 6grenme tipleri, kisa donem ve uzun
donem bellek olusumu, edinilen bilginin geri cagrilmasi ve unutmanin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bunun yani sira 6grenme ve
bellek olusumunun bireyin genetik yapisiyla, maruz kaldigi ¢evresel uyaranlarla ne kadar
ilgili oldugu hala biiytik bir merak konusudur.

Genotipik olarak ayn1 olan hiicrelerden nasil fenotipik olarak farkli hiicrelerin ortaya
¢iktig1 sorusuna cevap bulmak icin baslayan epigenetik ¢aligmalar giinlimiizde oldukca ilgi
cekmektedir. Epigenetik mekanizmalarin, hiicresel farklilagma, genomik imprinting ve
ozellikle kanserle ilgili stireglerdeki rolii kabul edilmistir. Bunun yani sira davranigsal ve
gelisimsel norobilim galismalar1 da, epigenomun g¢evresel uyarilara karsi ¢ok hassas olduguna
ve epigenetik mekanizmalarin gen-cevre etkilesimine tiim yasam boyu aracilik ettigine dikkat
cekmeye devam etmektedir. Bu alanda histonlarin posttranslasyonel modifikasyonlar1 ve
DNA metilasyonu yogun sekilde calisilmaktadir. Beslenme, toksinler, stres ve diger
davranigsal uyarilar epigenetik mekanizmalar araciligi ile gen aktivitesini degistirmektedir
(89-91).

Bugiin artik bilinmektedir ki; epigenetik diizenlemelerle genomun bazi bolgeleri
sessizlestirilirken bazi bdlgeleri daha aktif konuma getirilebilmektedir. Ornegin histon
modifikasyonlarindan asetilasyon transkripsiyonel aktivasyonla sonuglanirken, metilasyon
bazen aktivasyona bazen de transkripsiyonel sessizlie yol acar. DNA dizisinde CPG

adalarinda meydana gelen DNA metilasyonu ise daima ilgili gen bolgesini sessizlestirir
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(2,50). Sinirbilim alaninda yapilan bir ¢ok c¢alisgmada da DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonunun 6grenme ve bellek olusumunda rol aldiklari vurgulanmaktadir (1,2,77,84).
Biz de c¢alismamizin ilk boliimiinde uzaysal O6grenme ve bellek testi olan Morris su
labirentinde egitilen siganlarin beyin dokularinda Histon 2B’nin asetilasyonunda ardisik
giinlerde meydana gelen degisimi incelemeyi amagladik. Bu amagla, artan giin sayisinda
yiizme egitimine tabi tutulan (Grup B-F) ve altinci giin probe testi yapilan G grubundan
yiizme egitimlerinden 90 dakika sonra beyin dokular1 alindi. Calismadaki 90 dakika bekleme
stiresi daha 6nce yapilmis ¢alismalara dayanilarak belirlendi (85).

Histon asetilasyonu, histon oktamerini olusturan histonlarin (H2B, H2A, H3, H4),
farkli pozisyonlarindaki lizin aminoasitleri iizerinde gergeklesir. (63,92,93). Histon
asetilasyonu hizli ve geri doniisiimlii bir reaksiyondur (92,94). Levenson ve ark.’lar1 (77)
sicanlarda yaptiklart kavramsal korku kosullama testinden 1 saat sonra hipokampus CAl
bolgesinde H3 asetilasyonunun arttigin1 gostermislerdir. Yine kavramsal korku kosullama
modelinde saglikli geng fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada H3 (lizin 9 ve lizin 14) ve H4
(lizin 5, lizin 8 ve lizin 12)’iin asetilasyonunun arttigi gosterilmistir (95). Siganlarin lateral
amigdala bolgesinde yapilan bagka bir calismada ise sesli Pavlovian korku kosullama modeli
kullanilmistir. Bu ¢alismada siganlar egitimlerden sonra 30, 60 ve 90. dakikalarda sakrifiye
edilmis ve 90. dakikada sakrifiye edilen grupta H3 asetilasyonunda tim gruplara kiyasla
anlamli bir artig goriilmistiir (85). Bu ¢alismaya dayanarak biz de ¢alismamizda Morris su
labirenti ylizmelerinden 90 dakika sonra beyin dokularini aldik.

Ogrenme ve bellek olusumunda histon asetilasyonunun etkisi daha énce hipokampiis,
prefrontal korteks, infralimbik alan, dentat girus, amigdala gibi bir¢ok beyin bolgesinde
gosterilmistir (77,85,86,96). Ogrenme ve bellek siirecinde hipokampiisteki epigenetik
diizenlemeleri incelemek i¢in yapilan ¢alismalarda daha ¢ok kavramsal korku kosullama,
nesne tanimali bellek testleri kullanilmistir ve daha ¢ok H3 ve H4 iizerinde meydana gelen
degisiklikler incelenmistir. Uzaysal 6grenme ve bellek testlerinin en 6nemlileriden biri
olmasima ragmen, c¢alisma siiresinin uzun ve zor olmasi nedeniyle Morris su labirentinde
yapilan calismalar oldukg¢a azdir; bu nedenle ¢alismamizda Morris su labirenti modelini
secmemiz olduk¢a onemli goziikmektedir. Bousiges ve ark.’lar1 (83) tarafindan Morris su
labirentinde sigcanlarda yapilan ¢aligmada sakli platform kullanilan gruplarda H2B ve H4’iin
asetilasyonunda artis oldugu; ancak H2A ve H3’lin asetilasyonunda bir degisim olmadigi
gosterilmistir. Bu calisma uzaysal 6grenme ve bellek modellerinde H2B’nin asetilasyonun

arttigin1 gosteren ilk ¢alismadir. Bu ¢alismadan sonra yine Bousiges ve ark.’lar1 (97) Morris
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su labirentinde sakli platform kullanilan gruplarda kontrol grubu ve goriiniir platform
gruplarma goére H2B (lizin 5 ve tetra asetilli) ve H4 (lizin 12) asetilasyonunun arttigini
bildirmislerdir. Aynm1 ¢alismada arastirmacilar kavramsal korku kosullama testinde de H2B
(lizin 5 ve tetra asetilli) ve H4 (lizin 12) asetilasyonunun arttifin1 gdstererek hipokampal
bellek testlerinde bir genellemeye varmislardir.

Bu noktada calismamizi Morris su labirentinde H2B asetilasyonunu inceleyen diger
caligmalarin tekrar olarak diistiinmek yanlis olacaktir. Ciinkii ¢alismamiz egitim yiizmelerinin
daha uzun olmasi, egitimlerin sadece gizli platformla yapilmasi, probe testinin 1 giin sonra
olmasi, her egitim giiniinden sonra beyin dokularmin alinmasi ve beyin dokularinda
immunohistokimyasal inceleme yapilmasiyla bu ¢aligmalardan ayrilmaktadir.

Biz c¢alismamizda total H2B ve asetilli H2B5K diizeylerini immunohistokimyasal
olarak inceledik. Total H2B seviyesinde giinler arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik
yoktu. Bu bulgu zaten beklenen bir sonugtur ve mevcut literatiire uygundur (83,97). Ogrenme
ve bellek olusumu siirecinde yeni sinapslarin olusumu, sinaptik plastisitenin giiclenmesi ve
ogrenmeyle ilgili proteinlerin ekspresyonu goriiliir, ancak bunlar hiicre boliinmesinden ve
yeni DNA sentezinden farkli siireclerdir. Total histon seviyesinin degismesi ise sadece hiicre
boliinmesi sirasinda yeni sentezlenen DNA’nin paketlenmesi amaciyla yeni histon
proteinlerinin sentezlenmesi ile miimkiin olabilir.

Asetilli-H2BKS5 seviyelerinde ise B (bir giin yiizen) ve C (iki giin ylizen) gruplarda hig
yiizmeyen kontrol grubuna gore (Grup A) istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir artis vardi.
Ancak D, E ve F gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli bir fark yoktu. Bu
sonu¢ deney hayvanimin havuza konuldugu anda i¢inde bulundugu ortami anlamasi,
platformun yerini 08renmesi ve platformun havuzdan kurtulabilmek i¢in bir ¢ikis yolu
oldugunu ayirt etmesi gibi durumlart 6grenmesinin H2BKS5’in asetilasyonunu artirdigi
seklinde yorumlanabilir. D, E, F gruplarinda H2BK5’1n asetilasyonununda kontrol grubuna
gore farklilik olmamasi ise H2BK5’in asetilasyonunun uzun dénem bellek olusumunun erken
evreleriyle ilgili oldugu seklinde yorumlanabilir. Altinci giin probe testi uygulanip beyin
dokusu alinan G grubunda ise asetilli-H2B diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml (p<0,05) bir fark vardi. Bu sonug, hayvanimin platformun yerini 6grendikten sonra
platformu alisik oldugu yerde bulamamasiyla yeni bir 6grenme siirecinin baslamasi ve tekrar
histon asetilasyonunda bir artis goriilmesi seklinde yorumlanabilir. Ayrica epigenetik
mekanizmalarin her birini tek tek incelemek normal fizyolojik siire¢ hakkinda tam dogru bir

sonu¢ vermeyebilir. Ciinkii ayn1 N-terminal u¢ {izerinde ya da farkli uclar {izerinde olusan
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epigenetik isaretlerin birlesmesiyle bir ‘histon kodu’ olugmaktadir ve bu kod, histon kod
okuyuculart (reader) tarafindan yorumlanmaktadir. Baz1 epigenetik isaretlenmeler bir diger
isaretlenmeyi kolaylastirabilir ya da zorlastirabilir. Ornegin H3’iin 10. pozisyonundaki serinin
fosforilasyonu, H3K9’un metilasyonununu baskilarken H3K14’lin asetilasyonunu
artirmaktadir (98,99). Bu nedenle biitiin epigenetik isaretlerin sinerjistik etkisinin gen
ekspresyonu ve fizyolojik degisiklikler olarak yansidigini unutmamak faydali olur. Bousiges
ve ark.’lar1 (97) da ¢alismalarinda hayvanlara 3 giin boyunca gizli platformla yiizme egitimi
uygulamis, 1. ve 3. giin histon asetilasyonu diizeylerini 6l¢miislerdir. Ugiincii giinde
hayvanlarin yilizdiigii toplam uzaklikta azalma ve hedef kadranda gegirilen siirede 1. giine
gore artis olmasini 6grenme seklinde yorumlamislardir ve H2BKS5 ve tetra asetilli H2B
diizeyinde artis oldugunu gostermislerdir.

Calismamiza baslarken deney hayvanlarinin 6grenme egrilerine paralel bir histon
asetilasyon grafigi elde edebilecegimiz Ongoriisiindeydik. Ancak calismada elde ettigimiz
sonuglar, bize ¢aligmamizin eksik yonleri ve yeni ¢aligmalar1 nasil planlamamiz gerektigi
konusunda ciddi katkilarda bulundu. Vecsey ve ark.’lar1 (82) tarafindan intrahipokampal
HDAC inhibitorii (Trichostatin A, TSA) uygulamasindan 30 dk sonra hipokampiiste histon
asetilasyonunun arttigt ve 24 saat sonra asetilasyonun bazal seviyeye dondiigiiniin
bildirilmesine karsin, sistemik uygulamalardan sonra histon asetilasyonunun tam olarak hangi
stirede gerceklestigi ya da ne kadar siire histonlarin asetilli kaldig1 bilinmedigi i¢in, deneyler
sonrasinda beklenen 90 dakika sonunda asetilasyonun tam olarak yakalanamadig
diistintilebilir. Ayrica sadece H2BKS asetilasyonunu gosteren tek bir antikor kullanilmasi
calismamizi zayiflatmaktadir. Ayni deney protokoliinde farkli pozisyonlardaki lizin
molekiillerinin asetilasyonlarinin da gosterilmesi daha aydinlatici olabilirdi. Bunlara ek olarak
histon asetilasyon diizeylerini 6grenme ve bellekle ilgili genlerin promotor bolgelerinde
calismis olsaydik, elde ettigimiz sonuglar uzaysal 6grenme ve bellek olusumu siireglerine
daha spesifik olurdu. Biz ¢alismamizda hiicredeki total asetilli H2BKS5 diizeyini 6l¢tiigiimiiz
i¢cin sonuclar hayvanin anksiyetesinden, yiizme davranisindan kaynaklaniyor olabilir. Mevcut
literatirde H2B asetilasyonu ile ilgili ¢alisma sayisi olduk¢a azdir. Bu nedenle H2B
asetilasyonunun 6grenme ve bellek olusumuda bir belirte¢ olarak kabul edilmesi i¢in farkl
bellek modellerinde yapilacak ¢ok yonlii ¢alismalara ihtiyag vardir.

Histon asetilasyonu aktive edilmis gen transkripsiyonu ile yakindan iliskilidir ve yeni
bellek olusumu hipokampiiste histon asetilasyonunu artirir (95). Asetilasyonda HAT ve

HDAC enzimleri arasindaki denge belirleyicidir. HDAC enzimlerinin belli izoformlarinin
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ozellikle bellek zayiflatict etkileri mevcuttur. Ornegin HDAC2 enziminin néronlarda fazla
ekspresyonu sinaptik plastisite ve bellek olusumunu bozarken, HDAC1 enziminin fazla
ekpresyonunun bellek bozucu etkisi daha zayiftir (100). Bu nedenle HDAC enzimlerinin
inhibisyonunun bellegi gii¢lendirebilecegi diistiniilmiistiir.

Biz de galismamizin ikinci bolimiinde saglikli erigkin siganlarda HDAC inhibitorii
olan sodyum biitiratin uzaysal 6grenme ve bellek olusumuna etkilerini incelemeyi amagladik.
Calismamizda HDAC inhibitorii olarak sodyum biitirat1 tercih ettik, ¢iinkii sodyum biitirat
smif I ve IIA HDAC enzimlerini inhibe eder ve bu enzimlerin beyindeki ekspresyonlari diger
HDAC enzimlerine gore daha fazladir (92). Sodyum biitirati tercih etmemizdeki diger bir
neden intraperitoneal yolla uygulanabilmesiydi, boylelikle tekrarlayan ila¢ uygulamalari
deney hayvanlari i¢in daha az rahatsiz edici olacakti.

Yiizme egitimlerinde (trial) ¢oziicli olarak serum fizyolojik alan kontrol gruplari ve
sodyum biitirat enjeksiyonu yapilan gruplarin hepsinde platforma erisme stiresi ve platforma
ortalama uzaklik verilerinde deneyin ikinci giiniinden itibaren bir azalma oldu ve besinci
giinde bu azalma en belirgindi (p<0,001). Gruplarin tiimiinde tigmotakside de belirgin azalma
mevcuttu (p<0,001). Ancak bu parametrelerin hic¢birinde kontrol gruplariyla sodyum biitirat
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Ayni gruplarin probe testlerinde
platformun olmasi gereken bolgeye ortalama uzaklik, hedef kadrana ulagsma siiresi, hedef
kadranda gegirilen siire ve tigmotaksi verileri degerlendirildi. Tiim bu parametrelerde sodyum
biitirat gruplariyla kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Bu
acidan bakildiginda sodyum biitiratin saglikli eriskin sicanlarda uzaysal 6grenme ve uzun
donem bellek olugumunu etkilemedigi sonucuna varilabilir.

Bu gruplardan alinan beyin dokularinda hipokampiis CA1 bolgesinde yapilan THK
incelemesinde total H2B diizeylerinde anlamli istatistiksel bir fark yokken, sodyum biitirat
alan gruplarda asetilli H2B diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir artis s6z
konusuydu. Bu sonu¢ sodyum biitiratin HDAC enzimini inhibe ettigi ve histonlarin
hiperasetilasyonunu sagladigi seklinde yorumlanabilir. Bu durum deneyin basinda da
bekledigimiz ve literatiire uyumlu bir sonugtur (86).

Calismamizin bu boliimiinden elde edilen sonuglar saglikli hayvanlar tizerinde HDAC
inhibitorleri ile yapilmis 6grenme-bellek caligmalarin bir kismiyla uyusmasina karsin bir
bolimiyle de celismektedir. Mevcut literatiirde kronik sodyum biitirat uygulamasinin
yapildigi ve Morris su labirenti modelinin kullanildig1 ¢alismalar olmadigindan ¢alismamizda

buldugumuz sonuglar1 tek basina degerlendirmek gerekmektedir. Kemirgenler iizerinde
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yapilan bircok calismada HDAC inhibitorlerinin uzun doénem bellek olusumunu artirdigi
vurgulanmistir (77,85,101,102). Bu ¢alismalarin ¢ogunlugu hipokampiis bagimli modellerle
(nesne tanimali bellek, kavramsal korku kosullama) yapilmistir. Hawk ve ark’lar1 (102)
tarafindan fareler iizerinde yapilan nesne tanimali bellek testinde intrahipokampal kaniil
yoluyla TSA verilmis ve uzun donem bellek olusumunun arttig1 gésterilmistir.

Ancak saglikli hayvanlar iizerinde sodyum biitiratin 6grenme ve bellek olusumunda
kolaylastirict bir etkisi olmadigin1 vurgulayan ¢alismalar da mevcuttur (103,104). Silva ve
ark. (104) yaptiklar1 galismalarinin ilk bolimiinde sodyum biitirat verilen siganlarin nesne
tanimali bellek testlerinde sadece ¢0Oziicii alan gruplara gore bir farklilik olmadigini
gostermislerdir. Geng siganlar {izerinde yapilan baska bir caligmada da egitimler sonrasi
sodyum biitiratin sistemik uygulanmasinin nesne tanimali bellek testi lizerine bir etkisi
olmadigi vurgulanmistir (103). Ancak bu iki ¢aligmada da sodyum biitirat tek doz olarak
uygulanmistir. Bizim ¢aligmamiz sodyum biitiratin 6 giin boyunca hem yiizme egitimleri
oncesi hem de yiizme egitimleri sonras1 uygulanmasi ile ayrilmaktadir.

HDAC inhibitorleri ile yapilmis bir ¢ok calismada, bellek bozuklugu olan (Alzheimer
modeli, travmatik beyin hasari, yasliliga bagli demans modeli vb.) deney hayvanlarinda,
HDAC inhibtorlerinin bellek bozuklugunu diizelttigi yoniinde sonuglar bildirilmistir
(103,105,106). Bu bilgiler 1s18inda biz de bellek bozuklugu olusturulmus deney hayvanlarinda
HDAC inhibitoérii sodyum biitiratin etkisini incelemek istedik. Bu amagla Oncelikle
skopolamin kullanarak 6grenme ve bellek bozuklugu olusturup olusturamadigimizi inceledik.

Skopolamin, muskarinik reseptor antagonistidir ve viicutta yaygin parasempatolitik
etki (agiz kurulugu, tasikardi, midriyazis, barsak peristaltizminin azalmasi vb.) olusturur. Bu
etkilerin yan1 sira skopolamin santral sinir sistemine geger ve depresyon, Sedasyon ve amnezi
yapar (107). Antikolinerjik ajanlarin insan ve siganda kognitif bozukluklara yol agtig1 bir¢ok
caligmada gosterilmistir  (3,4,108,109). Saglikli géniillillerde yapilmis ¢alismalarda
skopolaminin yagliliga bagli demans ve Alzheimer hastaliginda goriilen kognitif bozukluklara
benzer bir tablo ortaya ¢ikardigi goriilmiistiir (3,4).

Calismamizda siganlara ylizme egitimlerinden 30 dakika 6nce 0,5 mg/kg dozunda
skopolamini intraperitoneal yolla 6 giin boyunca uyguladik. Skopolaminin 6grenme ve bellek
tizerine etkilerinin incelendigi calismalar farkli sican tiirleri ve farkli bellek testleriyle
yapilmis oldugundan uygun skopolamin dozuna karar vermek olduk¢a zordu. Bazi ¢aligsmalar
Morris su labirentinde 0,1 mg/kg dozunun 6grenmeyi bozdugunu gosterirken, bazi ¢aligmalar

0,8-1,0 mg/kg gibi yiiksek dozlarin bile bu modelde 6grenmeyi bozmadigini gosteriyordu
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(5,110-112). Biz de daha Oncede farkli sican tiirlerinde Morris su labirentinde 0,5 mg/kg
skopolamin dozunu kullanan ¢aligmalari temel alarak dozumuzu belirledik (113-115).

Yiizme Oncesi skopolamin uygulanan gruplarda deney boyunca platforma erigsme
siiresinde ve platforma ortalama uzaklikta istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmadi.
Sadece L grubunda platforma ortalama uzaklikta besinci giinde birinci giine gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma mevcuttu (p<0,05). Bu noktada yiizme Oncesi skopolamin ve
sirastyla ylizme Oncesi ve sonrasi ¢Oziicii enjeksiyonu yapilan gruplar1 (Grup L ve M), sadece
ylizme 6ncesi (Grup H) ve ylizme sonrasi (Grup I) ¢oziicli enjeksiyonu yapilan gruplarla
karsilagtirdigimizda yiizme egitimleri boyunca skopolamin alan gruplarin performanslari
diger iki gruba gore oldukg¢a kotiiydii. Probe testindeki veriler degerlendirildiginde de hem
hedef kadrana ulagana kadar gecirilen siire hem de hedef kadranda gegirilen siire agisindan L
ve M gruplar1 H ve I gruplarindan istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001) farkliydi. Hem ylizme
egitimlerindeki veriler hem de probe verileri birlikte diistiniildiigiinde skopolaminin uzaysal
ogrenme ve bellek olusumunu bozdugu sdylenebilir.

Calismamizin son boliimiinde ise ylizme Oncesi skopolamin uygulanan gruplara
yiizme Oncesi ve ylizme sonrast 1,2 mg/kg sodyum biitirat enjeksiyonu yaparak skopolaminle
olusturulan kognitif bozukluk iizerine sodyum biitiratin etkisini incelemeyi amacladik. Daha
once bircok nedene bagli olarak ortaya c¢ikmis kognitif bozukluk {izerinde HDAC
inhibitorlerinin etkisi aragtirilmisti (103-106,116). Ancak skopolaminle olusturulmus kognitif
bozuklukta sodyum biitiratin etkisini inceleyen bir arastirmaya rastlanmadi.

Calismamizin bu boliimiinde 6grenmenin en Onemli iki gostergesi olan platforma
erisme sliresi ve platforma ortalama uzaklik verileri agisindan degerlendirildiginde yiizme
sonras1 sodyum biitirat alan grupta deneyin besinci giiniinde skopolamin ve ¢oziicii alan gruba
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardi. Ayn1 gruplarin probe testinde de yiizme
sonrast sodyum biitirat uygulanan O grubunda platforma ortalama uzaklikta istatistiksel
olarak anlamli bir azalma mevcuttu. Ayn1 grubun hedef kadrana ulasma siiresi de minimal
azalmisti ve hedef kadranda gecirdigi silirede istatistiksel olarak anlamli bir artis soz
konusuydu. Yiizme egitimleri 6ncesi skopolamin ve sodyum biitirat uygulanan N grubunda
ise ne trial verilerinde ne de probe verilerinde skoplamin gruplarma gore istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik yoktu. Bu veriler birlikte diisiiniildiigiinde skopolamine bagli olusan
kognitif bozukluklar1 ylizme egitimleri sonrasi kronik sodyum biitirat uygulamasi ile kismi

olarak diizelttigi, egitimler Oncesi sodyum biitirat uygulamasinin ise bir etkisi olmadigi
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sonucuna varilabilir. Daha benzer modelde yapilmis baska calismalar olmamasi nedeniyle
elimizdeki verilerle bunu tam olarak sdylemek miimkiin degildir.

Egitimler oncesi sodyum biitirat uyguladigimiz grupta elde ettigimiz veriler mevcut
literatiirden farklidir. Daha Once yapilan c¢alismalarda egitim Oncesi sodyum biitirat
uygulanmasi bellek olusumunu artirmis (77) ve akut beyin hasarinda olusan bellek
bozuklugunu azaltmistir (105,106). Ancak buradaki farklilik bizim ¢aligmamizda ilacin kronik
uygulanmasina ve kognitif bozuklugun etyolojisine bagli olabilir.

Egitimler sonrasi sodyum biitirat uyguladigimiz gruptan elde ettigimiz veriler ise
bellek bozukluk modellerinde HDAC inhibitorlerinin  etkisini gOsteren ¢aligmalarla
uyumludur. Silva ve ark. (104) Neonatal donemde demir verilmis erigkin siganlarda demir
yiiklenmesine bagli olarak olusan bellek bozuklugu modelinde sodyum biitiratin etkisini
incelemislerdir. Bu ¢aligmada nesne tanimali bellek testinde sodyum biitirat alan gruplarda
kontrol gruplarina gore tanima indeksini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirmis ve
bellek bozuklugunu azaltmistir. Yasa bagh kognitif bozukluklarda sodyum biitiratin etkisini
inceleyen baska bir ¢alismada da, sodyum biitirat nesne tanimali bellek testinde yasa bagl
olusan degisiklikleri azaltmistir (103). Ancak bu ¢alismalada sodyum biitirat bizim
calismamizdan farkli olarak tek doz halinde uygulanmistir. Bu noktada sodyum biitiratin akut
ve kronik etkilerini gosterecek yeni ¢aligmalar yapilmalidir.

Yapilan tim bu c¢alismalara ve kendi ¢alismamiza dayanarak histon asetilasyonun
ogrenme ve bellek cesitlerinin tlimiinde dnemli rol oynadig1 ve HDAC inhibitorlerinin gesitli
etyolojilere bagl kognitif bozukluklar: diizeltmek amaciyla kullanilabilecegi sdylenebilir. Bu

amacla farkli modellerde yapilacak ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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SONUCLAR

Ogrenme ve bellek olusumunun molekiiler mekanizmasini aydinlatmak icin yapilan
calismalar hizla devam etmektedir. Bugiinkii bilgilere dayanarak sinaptik giiclenme, ilgili
genlerin ekspresyonu ve protein sentezinin 6grenme ve bellek yapilanmasinda dnemli rol
aldigr diisiiniilmektedir. Ozellikle son yillarda epigenetik isaretlenmelerin de bu siirecleri
etkileyebilecegine dikkat c¢ekilmektedir. Caligsmalar, en 6nemli epigenetik degisikliklerden
olan histon asetilasyonu ve DNA metilasyonunun 6grenme ve bellek olusumunu birlikte
diizenledigini gdstermektedir.

Calismamizin ilk iki boliimiinde uzaysal 6grenme ve bellek modeli olan Morris su
labirentinde yilizme egitimleri ile Histon H2B’nin asetilasyonunda meydana gelen degisimi ve
HDAC inhibitorlerinin etkisini, son boliimiinde ise skopolaminin 6grenme ve bellek
olusumda meydana getirdigi etkiyi ve HDAC inhibitorlerinin bu gruplardaki etkisini
inceledik.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara dayanarak uzaysal ogrenme ve bellek
modelinde egitimlerle H2B’nin asetilasyonunun hipokampiis CA1 bolgesinde arttigi
sOylenebilir. Ancak HDAC inhibitdrii sodyum biitirat normal erigkin sicanlarda 6grenme ve
bellek olusumunu etkilememistir. Bu gruplarda yapilan immunohistokimyasal incelemelerle
de H2B’nin asetilasyonu gosterilmistir. Skopolaminle belirgin bir kognitif bozukluk
olusturulmus ve bu modelde egitimler sonrast HDAC inhibitérii uygulanmasi1 kognitif
bozuklugu kismi olarak diizeltmistir.

Elde ettigimiz sonuglar hipokampal bir test olan Morris su labirentinde saglikli ve
kognitif bozuklugu olan siganlarda HDAC inhibitorlerinin kronik kullaniminin etkisini ortaya

koymakta fikir vericidir. Ancak bu alanda yapilacak cok sayida ¢alismaya ihtiya¢ vardir.
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OZET

Son yillarda, epigenetik degisikliklerin 6grenme ve bellek olusumunu etkiledigine
dikkat ¢ekilmektedir. Ozellikle histon asetilasyonu ve DNA metilasyonunun 6grenme ve
bellek olusumunu birlikte diizenledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada Morris su labirentindeki
egitimler sirasinda siganlarin hipokampiisiinde meydana gelen H2B asetilasyon degisiminin
ve histon deasetilaz inhibitorii sodyum biitiratin 6grenme ve bellek iizerine etkisinin
incelenmesi amaglandi. Immunhistokimyasal incelemede hipokampiis CA1 bolgesinde H2B
asetilasyonunun, ylizme egitimlerinin erken evrelerinde (1. ve 2. giinler) arttig1 saptandi.
Sodyum biitiratin normal sigcanlarda 6grenme ve bellek performansini etkilemedigi, ancak
skopolamin verilerek performansi bozulan sicanlarda bu bozulmay1 kismi olarak diizelttigi
saptandi. Elde edilen sonuglar H2B’nin asetilasyonunun 6grenmenin ilk evrelerinde rol
oynadigini ve deasetilasyonun inhibe edilmesinin 6grenme ve bellek iizerine kismi bir etkisi

oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: histon asetilasyonu, HDAC inhibisyonu, uzaysal bellek,

skopolamin
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EFFECT-S OF HIPPOCAMPAL HISTONE ACETYLATION AND HDAC
INHIBITION ON SPATIAL LEARNING AND MEMORY IN THE
MORRIS WATER MAZE IN RATS

SUMMARY

In recent years, it has been pointed out that epigenetic changes effect learning and
memory formation.Particularly, it has been shown that histone acetylation and DNA
methylation work in concert to regulate learning and memory formation.We aimed to examine
whether in acetylation of H2B within rat hippocampus alters by trainings in the Morris water
maze test and the histone deacetylase inhibitor, sodium buytrate,effects on learning and
memory performance. In the immunohistochemical examination, it was found that H2B
acetylation in area CA1 of hippocampus increased during the early stage of swimming trials
(first and second days) Sodium butyrate did not effect learning and memory performance of
normal rats; however, it partially ameliorated learning and memory disruption induced by
scopolamine. Our results show that acetylation of H2B plays role in the early stage of learning

and inhibition of deacetylation partially ameliorated learning and memory performance.

Keywords: histone acetylation, HDAC inhibition, spatial memory, scopolamine.
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