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1. OZET

Hipokampus, bellegin konsolidasyonunda rol oynayan limbik sistemin
onemli bir bolgesidir. Noradrenalin (NA) ve dopamin (DA)’in hipokampustaki
noronal aktivitede Onemli rolleri oldugu bilinmektedir. Ghrelin, leptin ve
melatonin ve hormonlari ise hipokampal hafizada diizenleyici etkilere sahiptirler.
Bu calisma yetigkin erkek siganlarda santral yolla uygulanan bu hormonlarin, sag
ve sol hipokampus bolgelerinde katekolamin seviyeleri {izerindeki olas1 etkilerini
belirlemek i¢in gerceklestirilmistir.

Kloral  hidratla  anestezi uygulanan yetiskin  erkek sicanlara
intraserebroventrikiiler ~yolla ghrelin, leptin ve melatonin hormonlari
uygulanmistir. Uygulamalardan 20 dk sonra hayvanlar dekapite edilerek beyin
dokularindan sag ve sol hipokampus bolgeleri insizyonla ¢ikarilmisgtir.
Homojenizasyondan sonra  siipernatantlara  Yiiksek  Performanshi  Sivi
Kromatografisi ve Elektrokimyasal Dedektor kullanilarak NA ve metaboliti
dihidroksifenilglikol ile DA ve metaboliti dihidroksifenilasetik asit diizeyleri
analiz edilmistir. Bulgular Mann Whitney-U Testi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Leptin uygulamasi hipopkampusta katekolamin diizeylerinde anlamli bir
degisiklige neden olmamustir. Intrerserebroventrikiiler yolla uygulanan ghrelin
kontrol gurubuyla karsilastirildiginda, sag hipokampusta DA diizeyini azaltmis
(P<0.05), sol hipokampusta ise NA seviyesini arttirmistir (P<0.05). Melatonin
kendi ¢oziicii gurubuyla karsilastirildiginda sag hipokampusta NA ve metaboliti

dihidroksifenilglikol konsantrasyonlarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde



diistirmiistiir (p<0.05). Yine melatonin, sol hipokampusta NA (p<0.01) ve sol
hipokampusta dihidroksifenilasetik asit (p<0.05) diizeylerini azaltmstir.

Sonu¢ olarak, ¢alismanin bulgulari ghrelin ve melatonin hormonlarinin
hipokampusta katekolaminerjik norotransmiter saliverilmesi iizerinde modiilator
rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu durum, hipokampal ndronal aktivite
tizerindeki  ghrelin  ve melatonin  hormonlarinin  bilinen  etkilerinde

katekolaminerjik modiilasyonun da etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, leptin, ghrelin, hipokampus, katekolamin.



2. ABSTRACT

Hippocampus is an important region of limbic system plays important role
for regulation of memory consolidation. It is known that noradrenalin (NA) and
dopamine (DA) has significant roles on neuronal activity in hippocampus.
Ghrelin, leptin and melatonin hormones have regulatory roles on hippocampal
memory. This study was carried out to detect the effects of these hormones on
catecholamine levels in the right and left hippocampus in adult male rats. After
anesthesia by chloral hydrate, ghrelin, leptin and melatonin hormones were
intracerebroventricularly injected to the animals. Twenty minutes later animals
were decapitated and right and left hippocampus removed by incision from brain
tissues. Hippocampus tissues were homogenisated and NA, DA and their
metabolites  (dihydroxyphenylglycol = and  dihydroxyphenylacetic  acid,
respectively) concentrations were detected by high performance liquid
chromatography with electrochemical system. Data were statistically analysed by
Mann Whitney-U Test.

Leptin administration had not caused any difference in catecholamine
concentrations compared to leptin vehicle group. Intracerebroventricularly
administered ghrelin significantly decreased DA level in the right hippocampus
while increased NA level in the left hippocampus compared to control values
(p<0.05). Melatonin significantly decreased the NA level in the both hippocampus
tissues, dihydroxyphenylglycol level in the right hippocampus and
dihydroxyphenylacetic acid level in the left hippocampus compared to melatonin

vehicle values (p<0.05).



The results of this study have emphasized that ghrelin and melatonin
hormones may have modulator effects on catecholaminergic neurotransmitter
release in the rat hippocampus. This insight has revealed that these
catecholaminergic modulations may be involved in known effects of ghrelin and

melatonin hormones on the neuronal activity in hippocampus.

Key Words: Melatonin, leptin, ghrelin, hippocampus, catecholamine



3. GIRIS

3.1. Hafiza

Canlinin degisen yasam kosularmma uyum diizeyini, deneyimlerinden
edindigi bilgileri kullanabilme kapasitesi belirler. Hafiza, bilgilerin edinilmesi ve
kullanimiyla ilgili bir beyin fonksiyonudur. Bellek islevleri &6grenme,
konsolidasyon, hatirlama, yeniden konsolidasyon, sondiirme gibi farkli evreleri
icermektedir (1, 241). Hafizadaki en dnemli olay sinaptik baglantilarda meydana
gelen kimyasal ve fiziksel degisikliklerdir. Bu sinaptik plastisitelerin
gergeklesmesinde, ¢cok sayida hiicresel sinyal yolunun ve genlerin aktivasyonuyla
ortaya c¢ikan protein sentezi rol oynar (50, 25). Hipokampus esas olmak iizere
neokorteks, prefrontal korteks, striatum, amigdala, serebellum gibi beyindeki bazi
bolgelerin hafizayla iliskili fonksiyonlar1 tanimlanmistir (226, 10).

Bilgileri depolama siirelerine gore hafiza tipleri, kisa siireli ya da uzun
stireli hafiza olarak smniflandirilmaktadir (270). Dakika veya saatler icinde
sonlanan kisa siireli hafiza, ¢cok kisa-siireli hafiza (duyular) ve ¢alisma (working)
hafizas1 olarak ayrilmaktadir (23). Kisa siireli hafizanin uzun siireli hafiza olarak
pekistirilmesi, saatler veya giinler i¢cinde gerceklesir (164). Giinler hatta yillarca
devam eden uzun siireli hafiza tipleri, 6grenme sekilleri temel alinarak, dekleratif
hafiza ve prosediirel (islemsel) hafiza seklinde siniflandirilmistir (77, 226).

3.1.1. Prosediirel Hafiza

Bilingli bir sekilde 6grenilen ve ortaya konan bilgiler dekleratif hafizay1
meydana getirirken, biling dis1 edinilip, beceri ve aligkanliklar seklinde ortaya
¢ikan bilgiler prosediirel hafizay1 olusturmaktadir. Prosediirel hafizada, bilgilerin

duygusal bolimii amigdalada, motor bdoliimii ise bazal ganglionlarda ve



serebellumdaki noronal devrelerde kalict hale getirilir ve depolanir. Priming
(cagristirma), prosediirel hafizanin en basit seklidir ve neokortekste ortaya cikar
(77).

3.1.2. Dekleratif Hafiza

Olaylar, gergekler ve iliskilere ait bilgileri kapsayan dekleratif hafiza,
semantik (smiflandirilmis gercekler) ve epizodik (olaylar) hafiza olarak
tanimlanmis iki sekilden olusur (226, 329). Epizodik hafiza, bir olayla ilgili “ne,
nerede ve nasil” sorularini cevaplayacak sekilde ayrintilarin  tamaminin
hatirlanmasint saglar. Epizodik hafizanin aksine semantik hafizada bilgilerin
hatirlanmasi, 6grenme sartlarindan bagimsiz olarak gergeklesmektedir (75).
Semantik hafizadaki gergeklere ait bilgiler, anlamlarina gore siniflandirilarak
hatirlanmaktadir (77). Dekleratif bellegi olusturan bilgilerin, mediyal temporal lob
(MTL) iginde islendigi kabul edilmektedir (108). MTL dentat girus (DG),
hipokampus, subikuler kompleks (subikulum, presubikulum ve parasubikulum),
amigdala ve parahipokampal kortikal alanlar (entorinal, prerinal ve postrinal)’1
kapsamaktadir (Sekil 1). MTL hafiza sisteminin bir parcast olan hipokampus,
insanlarda ve kemirgenlerde dekleratif hafizayla iliskili 6nemli fonksiyonlari
gergeklestirir (277, 108). Canlilarin birbirleri ve ¢evreleriyle olan iligkilerinin
devaminda Onemli bir role sahip olan spasyal hafiza ise, epizodik dekleratif
hafizanin bir alt boliimiidiir. Hipokampus, ¢evresel ve spasyal isaretler arasindaki
iligkileri, farkli durumlarda da kullanilabilecek sekilde spasyal hafizada depolar ve
boylece canlinin yer degistirirken kullanabilecegi bir kognitif haritanin olugsmasini

saglar (77, 56).



Meokortilal Asosiyasyon

a (primat besyni) b (s1can beyni)

Sekil 1. Primat (a) ve Sican (b) Beyninde Dekleratif Hafizada Yer Alan Yapilarin
Baglantilar1 (Kaynak 108’den degistirilerek alimmustir). Parahipokampal alanda,
prerinal (mavi), postrinal (koyu mavi) ve entorinal (agik mavi) kortikal alanlar

gosterilmistir.

3.2. Hipokampus

Hipokampal formasyon limbik sistemdeki entorinal korteks (EK), DG,
subikuler kompleks ve hipokampustan olusur. Hipokampus, sican 6n beyninin
genig bir bolimiinii meydana getirir (43). Siganlarda, hipokampal piramidal
hiicrelerin ¢ogu prenatal donemde ortaya ¢ikar ve postanatal birinci ayda
hipokampus tam anlamiyla fonksiyonel haldedir (31, 100).

1587 yilinda Italyan anatomist Arantius, septal niikleustan baslayarak
temporal lobun altinda uzanan ve lateral ventrikiil ile sinirlanan bdlgenin, koronal
kesitlerde olusturdugu sekli denizatina benzetmistir. Boylece bu kortikal boliime

Yunanca “denizati” anlamma gelen ‘hippocampus’ adimi vermistir (9, 199).



Hipokampusun alt boliimleri, sag ve sol hipokampusun birlikte olusturduklar
goriinimiin kog¢ (ram) basli misir tanrisi ammon’un boynuzlarini hatirlatmasi
nedeniyle, ammon boynuzlart anlammda ‘cornu ammonis’ (CA) olarak
adlandirilmistir (199), (Sekil 2-a). Cajal hipokampusu, hiicresel morfoloji ve
projeksiyon farkliliklarima goére CA1-3 seklinde bolgelere ayirmistir (58).
Hipokampal CA alanlarindan CA1’de 6 ve CA3’de 7 ayri tabaka tanimlanmistir
(Sekil 3-b). Ventrikiiler ylizeyden baslayarak tabakalar soyle siralanir: Alveus,

oriens, piramidale, lusidum, radiatum, lakunozum ve molekiilare (9, 210), (Sekil

3-b).

@

(b)

Sekil 2. (a): Sigan Beyninde Temporal ve Posterior Korteks Cikarildiginda
Hipokampusun Goriiniimii. (b): Sigan Beyninin Koronal Kesitinde Hipokampusun

Lokalizasyonu (Kaynak 9’dan degistirilerek alinmistir).

Glutamat igeren piramidal hiicreler, hipokampusu olusturan temel
hiicrelerdir. Prosubikuluma bitisik olan CA1 alaninda, iki sira orta biiytikliikte
piramidal hiicre ve DG’un yakininda uzanan CA3 alaninda ise, iki sira dev

piramidal hiicre yer almaktadir. Hipokampal piramidal hiicrelerin apikal



dentritleri, hipokampal yarik yoniinde genislerken, bazal dentritleri ve aksonlari
hipokampusun dis yiizeyine, lateral ventrikiil sinirina dogru uzanirlar (210), (Sekil
4). Oriens hari¢ hipokampal tabakalarda farkli sekillerde ve ¢ogu gamma
aminobiitirik asit (GABA) iceren interndronlar ve gliyal hiicreler yer almaktadir
(119, 342). Siganlarin koronal beyin kesitlerinde DG ve hipokampus, i¢ ige
geemis iki C harfi seklinde goriilmektedir (Sekil 2-b). Hipokampusla yakin
anatomik ve fonksiyonel baglantiya sahip olan DG’da, graniil hiicre ve ¢esitli
internoronlar bulunur. DG’da {i¢ farkli tabaka belirlenmistir. Dentat hilustan
baslayarak yukar1 dogru bu tabakalar, polimorf, graniillozum ve molekiilare

seklinde adlandirilir (10), (Sekil 3-a).

Lalunozum 'y g
-molekilare

! Eadiatum

Ilolekalare
Luzidum
Granilozum Piramidale
Criens
Folimorf
Alveus
Dentat Girus A CA3
Ciraniil hiicre Piramidal Hiicre Piramidal Hiicre
(a) )

Sekil 3. (a): Dentat Girus Hiicre ve Tabakalari. (b): CA1 ve CA3 Alanlarindaki

Tabakalar ve Piramidal Hiicreler (Kaynak 253’den degistirilerek alinmistir).
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Basket Hicresi

Schaffer
Kollateral — Lateral
Entorinal
Korteks

¥ osunsu Dentat
Lifler

Hipokampal Medi?.-’al
Hilus Dentat Fisur Entormnal
Girus Korteks

Sekil 4. Hipokampal Noron ve Baglantilarin Anatomik Goriinimii (Kaynak
253’den degistirilerek alinmistir ).

3.2.1. Hipokampusun Baglantilari

Hipokampusun uzun ekseni boyunca, hipokampal formasyondaki EK, DG,
CA3 ve CAI alanlar arasinda, tekrar eden eksitator trisinaptik devreler vardir
(13). EK, DG, CA3 ve CA1 alanlarinin siral1 olarak, perforan yol, yosunsu lif yolu
ve Schaffer kollateralleri vasitasiyla, tek yonlii baglanti halinde olduklari
anatomik ve fizyolojik olarak gosterilmistir (210, 12), (Sekil 5). Hipokampal
formasyon i¢inde yer alan bu projeksiyonlarin hepsi glutamaterjiktir.

CA3 alanindan ¢ikan longitudinal asosiyasyon yol ise, ventral ve dorsal
yonde hipokampus boyunca uzanir ve CA3 alanlarindaki piramidal hiicrelerle

eksitator otoasosiyatif sinapslar yapar (200, 210).



11

EK’den gelen bilgiler, bu trisinaptik devredeki seri baglant1 zincirinde
islenerek iletilir. Islenen bu bilgiler, CA1 alan1 ve subikuler kompleksten baslayan
ve EK’in IV.-VI. tabakalarinda sonlanan projeksiyonlarla EK’e geri gonderilir
(338, 8). Bu seri baglantilara ilave olarak hipokampal formasyon, EK’in IL.-IV.
tabakalarindan baslayan perforan yol kollaterallerinin, CA3 alaninda ve EK’in
II1.-V. tabakalarindan baslayan projeksiyonlarin, CA1l alan1 ve subikulumda
olusturdugu monosinaptik baglantilardan olusan bir paralel baglant1 devresini de
icermektedir (Sekil 5). Boylece EK’den CA3, CAl alanlarina ve subikuluma, es
zamanli olarak seri baglanti devresinden islenmis bilgiler iletilirken paralel

baglant1 devresinden islenmemis bilgiler iletilmektedir (11, 9).

y DG Yosunsu Lifler
EK II-IV Q
» CA3

Schaffer
Kollateralleri

CAl

EK III-V

EK IV-VI

subikulum

Sekil 5. Hipokampusta Bilgi Akis Semas1 (Kalin oklar hipokampal trisinaptik

baglantiy1 gdstermektedir).

Ipsilateral olarak EK’den gelen afferentlerin disinda, singiilat girus,
kontralateral hipokampus, hipotalamus, mediyal septal niikleus suprakiazmatik
niikleus ve peririnal korteksten kaynaklanan afferentler de hipokampusta

sonlanmaktadir (16, 14, 235, 352, 302). Hipokampus, EK’e ilave olarak frontal
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korteks, talamus, hipotalamus, septal niikleusler, ventral striatum, amigdala,
kontralateral hipokampus ve serebelluma projeksiyon yapmaktadir (16, 338, 362).

Hipokampal piramidal hiicre fonksiyonlari, ¢esitli sinaptik inputlarin
kontrolii altindadir. Lokus seruleus (LC), rafe niikleuslar1 ve ventral tegmental
alan (VTA)’dan gelen monoaminerjik afferentler, hipokampal alanlar1 innerve
ederler (124, 343, 145).

3.2.2. Hipokampal Fonksiyonlar

Hipokampus, diger kortikal bdlgelerde uzun siireli dekleratif hafiza
seklinde pekistirilecek olan bilgilerin gegici olarak depolandig: yerdir (297, 277).
Kisa stireli bellekte yer alan spasyal ve epizodik bilgilerin uzun siireli hafizada
pekistirilmesi, birbiriyle iligkilendirilmesi, geri ¢agrilmasi, yeniden organize
edilmesi ve sondirilmesinde de hipokampal islevlerin 06nemli oldugu
belirlenmistir (329, 232, 241, 155, 108). Hipokampusun ayrica, dolayli yoldan
sonu¢ ¢ikarma, yiyecek secimi, spasyal calisma hafizasi, spasyal yoOnelimi
O0grenme, sartlanma gibi ¢esitli 6grenme ve bellek fonksiyonlar: tanimlanmistir
(55, 107, 24, 355, 37).

Hipokampusun, olfaktor sistemle, emosyonel ve otonomik fonksiyonlarla
da iliskili oldugu bilinmektedir (52, 264, 287). Ayrica bagisiklik, iireme, agri
algilanmasi, yiyecek alimi, kan basinci, iyon dengesi gibi cesitli fizyolojik
fonksiyonlarin, giinlik ya da yillik ritimlerinin diizenlenmesi gibi hipokampal
roller bildirilmistir (192, 76, 131, 275). Bununla birlikte hipokampal fonksiyonlar
tartigmalidir. Hipokampusun hem hafiza ve 6grenme fonksiyonlar1 hem de diger

fizyolojik fonksiyonlartyla ilgili farkli goriisler bulunmaktadir (155, 192).
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Sicanlarda hipokampal fonksiyonun, 6zelikle spasyal 6grenme ve hafiza
icin gerekli oldugu ortaya konmustur (356, 232, 244). Kemirgenlerde yapilan
hipokampal hafiza caligmalarinin ¢ogunda, &grenme, hatirlama, konsolidasyon
gibi hafiza evrelerinin degerlendirilmesinde, spasyal performans gerektiren su
tanki ve tek denemeli aktif veya pasif kaginma testleri kullanilmaktadir (51, 154).

3.2.2.1. Hipokampustaki Uzun Siireli Sinaptik Degisiklikler

Ogrenme ve hafizaya ait sinaptik degisiklikler (plastisiteler), ilk defa
hipokampal formasyonda yer alan baglantilarda, aktivite bagimli uzun stireli
potansiyalizasyon (LTP) ve uzun siireli depresyon (LTD) seklinde gosterilmis ve
tanimlanmigtir (44, 4, 218). Giiniimiizde LTP ve LTD O0l¢iimii, hafizaya ait
sinaptik degisikliklerde rol oynayan molekiiler mekanizmalar1 tespit etmek ve
tanimlamak amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hipokampal LTP’un, en az 1 saat devam eden ilk faz1 erken LTP ve
minimum 6 saat olmak iizere giinler, haftalar ve yilarca devam eden sonraki fazi
ise ge¢c LTP olarak adlandirilmaktadir (5). Bu fazlar, hipokampal LTD’da da
meydana gelmektedir (288). Yeni genlerin transkripsiyonu ve protein senteziyle
birlikte LTP ve LTD’un ge¢ fazlarinin gergeklestigi bildirilmistir (268, 288). Geg
LTP ile birlikte postsinaptik dentritik morfolojide, bununla uyumlu presinaptik
aktif zonlarda degisiklikler ve aktin hiicre iskeletinde yeni bir organizasyon
meydana gelmektedir (363, 207, 186). Erken LTP’un ge¢c LTP’a doniismesinde,
heterosinaptik olarak aktive olan D1 benzeri dopamin (DA) reseptorlerinin ve
noradrenalin (NA)’in B adrenerjik reseptorlerinin 6nemli oldugu bilinmektedir

(250, 165).
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Glutamat reseptorleri hipokampal sinaptik plastisitelerde, g¢esitli etkilere
aracilik ederler. CA3 alanin tekrarlayan kollateral, perforan yol ve CA1 alanindaki
Schaffer kollateral sinapslarindaki LTP ve LTD indiiksiyonu, N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerine bagimlidir (231, 40, 104). Yosunsu lif CA3 sinapslarinda
LTP indiikksiyonu ise kainat glutamat reseptoriiniin aktivasyonu ile
gerceklesmektedir (194). Indiiksiyonu gergeklesen LTP ve LTD’un devamu igin,
a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol ~ propionik asit (AMPA) glutamat
reseptorleri gerekli oldugu ve postsinaptik bolgedeki AMPA reseptdr sayisinin
LTP’da arttig1 fakat LTD’da azaldig1 belirlenmistir (219, 65, 303, 32).

Postsinaptik membrandaki voltaj kapili kalsiyum kanallarinin, NMDA
reseptorlerinin, grup 1 metabotrobik glutamat reseptorlerinin aktivasyonlari ve
endoplazmik retikulumdan saliverilen Ca*? aktivitesiyle LTP indiksiyonunun
gerceklestigi bilinmektedir (138, 231, 29, 146). LTP indiiksiyonu i¢in postsinaptik
bolgedeki dentritik diken (spine) bélimiinde biiyiik miktarda gecici bir Ca*™
artisinin gerekli oldugu belirlenmistir (217, 79).

NMDA reseptor bagimli LTP’un gergeklesmesi igin, hiicre igi Ca*?
seviyesindeki artisla aktive olan Ca*? kalmodulin ile kalsiyum-kalmodulin bagimli
protein kinaz II (CaMKII)’inin fosforile olmasi gereklidir (216, 122). Bu olaydan
sonra, Ca*? seviyesinden bagimsiz bir sekilde otofosforilasyonla aktive olan
CaMKII sinaptik bolgelerde toplanir (260, 129).

NMDA reseptor bagimli LTP un indiiksiyonu ve erken fazinin olusmasinda
fonksiyonel rolleri oldugu diisliniilen bagslica sinyal molekiileri; CaMKII,

dongitisel adenozin monofosfat, protein kinaz A, protein kinaz C, mitojeni aktive

eden protein kinaz, inositol 1,4,6-trifosfat, ve tirozin kinaz Src’dir (45, 159, 359,
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221, 290). Ayrica LTP’da, retrograt haberciler vasitasiyla hizli presinaptik
degisikliklerin oldugu ve nitrik oksit, aragidonik asit, beyin derive norotropik
faktor ve sinaptik hiicre adezyon molekiillerinin sinaptik haberciler gibi rol
oynadiklar1 kabul edilmektedir (358, 364, 317).

LTD indiiksiyonunun; NMDA reseptorleri, L tipi kalsiyum kanallari,
metabotrobik glutamat reseptorlerinin aktivasyonuyla ve intraseliiler depolardan
Ca*? saliverilmesiyle gerceklestigi tespit edilmistir (104, 48, 360). Postsinaptik
Ca*? yogunlugunda, diisiik seviyede uzun siireli bir artis gerceklestiginde serin-
treonin protein fosfataz kaskat1 aktive olmaktadir (79, 238). Postsinaptik bolgede
yiikselen bu Ca*? seviyesi, kalsiyum-kalmodulin bagimli bir siire¢ ile kalsindrini
aktive eder. Aktive olan kalsindrin, inhibitdor 1-fosfatazi defosforile ederek
inaktive eder ve boylece serin-treonin protein fosfatazin aktivasyonuyla LTD’un
indiiksiyonu gergeklesir (237, 178). Ayrica CAl alaninda, serin-treonin protein
fosfataz, CaMKII’yi defosforile ederek LTD’u fasilite etmektedir (237, 296).
LTD’un olusmasiyla birlikte, NMDA ve AMPA reseptorlerindeki uyarilma
potansiyelleri de azalmaktadir (201).

3.3. Sican Beynindeki Katekolaminerjik Sistemler

Katekol halkasi iceren ortak yapilart nedeniyle NA, adrenalin ve DA
katekolamin olarak adlandirilirlar. DA motor, kognitif, endokrin, emosyonel
fonksiyonlarin kontroliinde ve beyin &diil sisteminde yer alan Onemli bir
norotransmiterdir (195). NA, uyku-uyanma dongiisiinde ve motor performansin
diizenlenmesinde, dikkat, 6grenme, hafiza ve emosyonel fonksiyonlarda etkilere
sahiptir (20). Santral sinir sistemde DA’in etkilerine G proteinine baghh D1

benzeri (D1, D5) ve Gijo proteinine bagli D2-benzeri (D2, D3, D4) DA reseptorleri
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aracilik etmektedir. NA etkilerini, aktive ettigi G4 proteinine bagl al (alA, alB
alD), Gj proteinine bagli a2 (a2A, a2B, a2D) ve G; proteinine bagl B (B1, B2, Ba)
adrenerjik reseptorlerini kullanarak gerceklestirmektedir. DA ve NA, reseptorleri
araciligryla gen transkripsiyonunu ve iyon kanallarinin aktivasyonunu degistirerek
etkilerini olusturmaktadirlar (278, 318).

Sicanlarda beyin noronlarinin %1’inden daha azi1 katekolamin igermektedir.
Bu ndronlarinin aksonlart beynin tamamina yakinini innerve ederler ve
hipokampal noronal aktivitenin modiilasyonunda 6énemli rol oynarlar (205, 331,
312, 86). Ug guruba ayrilan katekolamin néronlarinin énemli bir boliimiinii
mezensefalon ve diensefalonda yer alan DA’erjik ndron gurubu olusturur.

DA’erjik aktivitenin ¢ogu mezensefalondaki substansiya nigrada bulunan
A8-A9 ve VTA’da bulunan A10 néronlarindan kaynaklanmaktadir (205). Bazal
sartlarda DA ndronlari, yavas ve diizensiz bir sekilde ateslenirler (firing) ve tonik
olarak DA salgilarlar. Uyarildiklart zaman DA ndronlarinin ateslenmelerinde ani
periyodik yiikselmeler (burst) meydana gelir ve salgiladiklart DA miktarinda fazik
bir artig gergeklesir (261).

NA’erjik gurubu olusturan katekolamin noronlar1 pons ve medulladadir.
Bunlarin ¢ogu, dorsorostral ponstaki yogun bir néron toplulugu olan LC’un iki
simetrik niikleusunda lokalizedir (21). Bu niikleuslar, ipsilateral olarak beyne
projeksiyon yaparlar. Uyku saatlerinde ateslenme orani azalan veya kaybolan bu
NA’erjik noronlar, uyku disindaki saatlerde tonik bir aktivasyon gosterirler ve
dikkat c¢eken uyarilara fazik yanitlar olustururlar (18, 19). Cok az sayidaki
adrenerjik katekolamin noéron gurubu ise, NA’erjik noéronlara benzer sekilde

beyinde yer almaktadir (158).
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3.3.1. Beyinde Katekolaminlerin Biyosentezi ve Depolanmasi

Katekolaminler, ortak bir sentez yolunu kullanirlar. DA’erjik ndronlara
giren tirozin, Once sitoplazmada bulunan tirozin hidroksilaz ile 3,4-
dihidroksifenilalanine ve sonra L-aromatik amino asit dekarboksilaz ile DA’e
doniigiir. DA’erjik noronlarda katekolamin sentezi bu asamada dururken NA’erjik
hiicrelerde DA, sinaptik vezikiiller i¢indeki DA B-hidroksilaz enzimiyle NA’e
doniistliriiliir. Vezikil i¢ine taginan DA ve NA, bir kromogranin matrikse baglanir
(81). DA ve NA ile dolu vezikiiller, sinapsin proteinleri vasitasiyla, saliverilme
bolgelerine yakin aktin filamentlerine bagl tutulurlar (152).

3.3.2. Beyinde Katekolaminlerin Saliverilmesi ve Katabolizmasi

DA ve NA norotransmiterleri beyinde, hem sinaps hem de sinaps dis1
terminallerde bulunurlar, sitoplazmik yol veya vezikiiler ekzositozla saliverilirler
(347). Na" artisina bagh olarak katekolaminerjik terminallerindeki tastyicilarin, zit
yondeki aktivasyonuyla sitoplazmik saliverilme gergeklesir (198). Sitoplazmik
saliverilme, terminal bolgedeki reseptorlerle modiile olmaz. Adenozin trifosfat
(ATP) ve Ca*? artisina bagh degildir ve diisiik sicakliklarda inhibe olur (347,
198).

Ekzositotik saliverilme ise, vezikiiler dongili (ekzositoz/endositoz) iginde
gergeklesir. Vezikiiler dongiide, 25-kDa soluble N-etylmaleimide-sensitive factor
attachment protein, growth-associated protein-43, sintaksin, sinaptobrevin,
synaptotagmin, dynamin, clathrin ve benzeri ¢esitli proteinlerin rol oynadiklari
belirlenmistir (117, 59). Depolarizasyonla birlikte terminal bolgedeki Ca*?
seviyesi yiikselir (243). Bu Ca*? artigina bagl yiikselen cAMP ile protein kinaz C

ve kalsiyum-kalmodulin bagimli protein kinazlarin aktivasyonu sonucu



18

sinapsinlerin fosforile olmasi veya aktin filamentinin depolimerilasyonu ile
vezikiiller aktin filamentinden ayrilir (350, 39). Serbestlesen kiigiik sinaptik
vezikiiller, aktif zona baglanarak kaynasir ve ekzositoz gerceklesir (311).
Vezikiillerin plazma membraniyla kaynasabilmesi i¢in, ATP’1n hidrolizi ve lokal
veya sitoplazmik Ca*? artis1 gereklidir (311, 246). Sitoplazmik saliverilmeden
farkli olarak ekzositoz, teminal bdlgedeki otoreseptorlerin ve heteroreseptorlerin
aktivasyonuyla modiile olmaktadir (347). Saliverilen ndrotransmiterin miktart ise,
ekzositotik terminaldeki iyonotrobik reseptorlerin aktivasyonuyla artarken,
metabotrobik reseptdrlerin aktivasyonuyla azalmaktadir (314).

Saliverilen DA ve NA’in biiylik bir boliimii, katekolaminerjik terminallerde
saliverilme bolgelerinin disindaki plazma membranina lokalize, Na*/Cl" bagiml
katekolamin tasiyicilart ile geri alinir (247). Geri aliman NA ve DA’nin ¢ogu,
vakuolar H'-ATP,,’in olusturdugu H* gradiyantina bagimli olan vezikiiler
monoamin tastyict 2 vasitastyla tekrar vezikiillerde depolanirken geride kalan
boliimde, mitokondrinin dis membraninda bulunan monoamin oksidaz ile
katabolize olur (117). Plazma membranindaki katekolamin-O-metiltransferaz
enzimi ise, hiicre disinda kalan DA ve NA’i katabolize eder. DA’erjik sinir
uclarindaki DA, monoamin oksidaz ile 3,4-hidroksifenilasetik asit (DOPAC)’e
cevrildikten sonra hiicre disina ¢ikar ve katekolamin-O-metiltransferaz ile
homovalinik asite okside olur. Monoamin oksidaz enzimiyle NA’erjik sinir
uclarindaki NA, once 3,4-dihidroksi-mandelik aldehide ¢evrildikten sonra 3.4-
dihidroksimandelik asite ve 3,4-dihidronsifenilglikol (DHPG)’e doniistiiriiliir.

Katekolamin-O-metiltransferaz, hiicre disina ¢ikan 3,4-dihidroksi-mandelik
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aldehidi vanillilmandelik asite ¢evirirken, DHPG’u 3-metoksi-4-hidroksi
fenilglikol’a ¢evirmektedir.

3.3.3. Noradrenalinin Hipokampustaki Etkileri

LC’daki A6 noronlarindan gelen dorsal NA’erjik demet ipsilateral olarak
hipokampal tabakalarda sonlanir. Hipokampusta NA’erjik aksonlar, mm®de 2,1
milyon varikozit olustururlar ve NA’erjik innervasyonun en yliksek oldugu yer
CA3 alanin lusidum tabakasi iken, en diisiik oldugu yer CA1 alaninin lakunozum-
molekiilare tabakasidir (211). Hipokampustaki NA’erjik varikozitlerden ancak
%15°1 interndronlarla ve piramidal hiicrelerle simetrik sinapslar olustururlar
(121).

Hipokampusta saliverilen NA miktari; NA’erjik terminallerdeki otoreseptor
a2 reseptorleri ve heteroreseptor D, ve GABAp reseptorlerinin aktivasyonuyla
azalmakta fakat otoreseptdr al reseptorii ve heteroreseptor D, GABAA, NMDA,
AMPA/kainat glutamat reseptorlerinin ve nikotinik asetilkolin reseptorlerinin
aktivasyonuyla artmaktadir (346). Ayrica, NA’erjik terminallerin disinda lokalize
muskarinik asetilkolin reseptér 1 ve [ reseptorlerinin aktivasyonu da
hipokampusta saliverilen NA miktarim1 artirmaktadir (346). Hipokampusta
serotonin artig1 ve serotonin 3 reseptdriiniin aktivasyonu ile NA salgilanmasinin
inhibe oldugu, in vivo olarak gosterilmistir (222). Hipokampal NA’erjik
terminallerdeki GABA tastyicilarinin, ekzositotik NA saliverilmesine aracilik
ettigi bilinmektedir (49).

Adrenerjik reseptorlerin tiimiiniin hipokampusta eksprese oldugu tespit
edilmistir (172, 248, 144). Hipokampal piramidal néronlarin eksitabilitesi, yiiksek

NA konsantrasyonlarinda ve al reseptorlerinin aktivasyonuyla azalirken, diigiik
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NA konsantrasyonunda ve [ reseptOrlerinin aktivasyonuyla artmaktadir (299,
242).

NA seviyesinin ylikselmesi ve adrenerjik reseptorlerin aktivitesi sonucunda,
hipokampal uzun siireli sinaptik plastisitelerde (LTP, LTD) ve hafiza testlerinin
performanslarinda artiglar belirlenmistir (165, 295, 271, 92). Edinilen bilgilerin
hipokampal hafizada uzun siire tutulmasi i¢in, B reseptor aktivitesinin dnemli
oldugu bildirilmistir (259, 239). al reseptorii ise, hipokampal piramidal hiicreleri
inhibe eder ve internéronlardan GABA saliverilmesini artirir (294, 38). Bu sekilde
hipokampal bazal aktiviteyi azaltan NA, eksitator inputlara hipokampal néronlarin
cevabini artirmaktadir (298). Ayrica a2 reseptorlerinin aktivasyonu ile CAl
alanindaki perforan yol sinapslarinda ¢ok gii¢clii bir inhibitor etkinin olustugu ve
hafiza performansinin azaldigi belirlenmistir (257, 293).

3.3.4. Dopaminin Hipokampustaki Etkileri

Retrorubral alan (A8), substansiya nigra (A9) ve VTA (A10)’daki DA’erjik
noron aksonlari, CA1 alaninda daha fazla olmak iizere, CA1 ve CA3 alanlarindaki
piramidal noronlarda simetrik sinapslar olustururlar (343, 227). Ayrica CAl
alaninda, VTA’dan gelen projeksiyonlarin DA’erjik varikoziteler olusturdugu
belirlenmistir (95). Hipokampusta saliverilen DA miktari, nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin ve NMDA, AMPA/ kainat glutamat reseptorlerinin aktivasyonuyla
artmaktadir (61, 220).

Cogu D5 ve D4 reseptorii olmak iizere DA reseptorlerinin tamaminin
hipokampusta eksprese oldugu tespit edilmistir (93, 197). DA’in hipokampal

piramidal hiicrelerdeki inhibitor etkileri, in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir
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(34). In vivo substansiya nigra ve VTA 1 stimiilasyonunu takiben, CA1 ve CA3
alanlarinda inhibisyonun gergeklestigi tespit edilmistir. (312).

Bununla birlikte DA‘erjik aktivasyonun hipokampal hafizada, pozitif
etkileri bildirilmistir (166, 126). CA1 kesitlerindeki LTP indiiksiyonunda, NMDA
reseptorlerindeki aktivasyonuyla birlikte endojen DA miktarinda da 6nemli bir
artis gerceklesmektedir (357). Hipokampusta LTP ve LTD’un ge¢ fazlarinda
gbzlenen yeni protein sentezinin, DA’e bagli gergeklestigi belirlenmistir (223,
310, 289). Ayrica DA hipokampusta, D1 reseptorii araciligiyla LTP’un erken
fazinda da artiga neden olmaktadir (258). LTD un indiiksiyonu, D1 reseptorlerinin
aktivasyonuyla artarken D2 reseptorlerinin aktivasyonuyla 6nlenmektedir (68).

3.4. Hormonlar ve Hipokampal Aktivite

3.4.1. Melatonin

Agik ismi 5-metoksi-N-asetiltriptamin olan melatonin (MEL), bir ¢ok
biyolojik fonksiyona sahip bir pineal bez hormonudur (112). Pineal beze ilaveten
retina, barsaklar, gdzyasi bezi, testisler ve baska bolgelerden de MEL salgilandigi
bildirilmistir (127, 274, 225, 324).

MEL salgilanmasinda karanlik-1stk dongiisii ve hipotalamusta bulunan
suprakiyazmatik niikleus diizenleyici rol oynamaktadir (112, 280). Sentezinde
pinealositlerdeki adrenerjik reseptor aktivasyonu esas rolil iistlenir (339). Bu
sentezin kontroliinde hiz sinirlayict basamakta yer alan arilalkilamin-N-
asetiltransferaz enziminin transkripsiyonu ile MEL sentezi baglar. Kan yoluyla
pineal hiicreye ulasan triptofandan MEL sentezi, dort ardisik enzimatik reaksiyon

sonucunda tamamlanir (306). MEL sentezi sirkadiyen ritim gosterir. Sentez,
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karanlik periyot basladiktan birkag¢ saat sonra artar ve aydinlik periyot baslamadan
kisa bir siire once azalir (162, 345).

Sicanlarda plazmadaki yarilanma siiresi yaklagik 20 dakika olan MEL,
karacigerde once 6-hidroksi-MEL’e ve sonra 6-sulfoksi-MEL’e dontiserek idrarla
atilir (128, 190). MEL’in kiigiik bir miktar1 da, beyinde metabolize olur ve N-y-
acetyl-5-methoxy  kynurenamine dontisiir (319). Dolasimdaki MEL’in,
VTA/substansiya nigrada dahil ¢ok sayida beyin bolgesine gecerek baglandigi
bildirilmistir (354, 335).

MTI1, MT2 ve MT3 olarak adlandirilan MEL reseptorleri belirlenmistir
(103). Sirayla Gi/Go ve Gq proteinlerine baglt MT1 ve MT2 reseptorleri, talamus,
serebral ve serebellar korteskler, hipotalamus, hipokampus gibi ¢esitli santral sinir
sistemi bolgesinde yer alirlar (282, 193, 230). Bu reseptorlerin aktivasyonu ile
adenilat siklaz ve guanilat siklaz yolu inhibe olur fakat fosfolipaz C
aktivasyonuyla inositol 1,4,6 trifosfat Ca*% diacilgliserol ve arasidonik asit
seviyeleri artar (340). Ayrica MEL, hiicre membranindaki bazi reseptdr ve
kanallara, sitozolik ve niikleer elementlere de baglanmaktadir (249). MEL,
kalmodiiline baglanarak CaMKII aktivasyonunu modiile etmektedir (35, 36).

MEL, uyku, iireme, yaslanma, beslenme, hafiza, immun sistem, puberte ve
antioksidan sistem gibi pek ¢ok biyolojik siirecte etkilidir (316, 345, 281, 214,
283, 279). Uyku bozukluklar1 kanser, Alzheimer hastaligi, anksiyete, depresyon,
sizofreni gibi bir¢ok durumun diizeltilmesinde de arastirma konusu durumundadir

(53, 323).
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3.4.1.1. Melatonin Hormonunun Hipokampustaki Etkileri

Hipokampusta, arilalkilamin-N-asetiltransferaz enzimi mevcuttur fakat
MEL sentezi gerceklesmemektedir (80). MT1 ve MT2 reseptor mesajci
riboniikleik asit (mRNA)’lerinin, hipokampal piramidal hiicrelerde eksprese
olduklar1 belirlenmistir (240). Ayrica MEL hipokampusta, GABAA, reseptdrleri ve
K" kanallarina, kalmodulin, protein kinaz A, protein kinaz C ve serbest oksijen
radikallerine de baglanabilmektedir (249). MEL, MT2 eksprese eden hiicrelerdeki
GABA, reseptorlerini  fasilite etmektedir (349). Diger yandan hipokampal
piramidal hiicrelerdeki potasyum kanallarinin indol bolgeleriyle etkilesime giren
MEL, hiicre disina yonelmis olan K* akimlarimi inhibe etmektedir (157). NMDA
reseptoriiniin - ekspresyonunda, MEL de indiiksiyon olusturmaktadir (94).
Hipokampusta MEL, 6nemli antioksidatif etkilere sahiptir (90).

Hipokampal noronal aktivite izerinde MEL, MT1 reseptdrleriyle inhibitor
ve MT2 reseptorleriyle eksitator etkiler olusturmaktadir (171, 349, 240). MT2
reseptOriiniin aktivasyonu, hipokampal LTP ve spasyal hafiza i¢in 6nemlidir
(191). Kemirgenlerde hipokampusta bulunan MEL reseptor seviyesinde, ditirinal
osilasyonlarin oldugu ve bu osilasyonlarla, piramidal hiicrelerin MEL’e verdikleri
spontan yanitlarin degistigi tespit edilmistir (240, 110). Ayrica MEL, hipokampal
LTP ve kisa siireli noronal plastisitelerde de diiirnal osilasyonlara neden
olmaktadir (273, 111). Hipokampusta hiicre adezyon molekiillerinin
ekspresyonunda diizenleyici etkiler olusturan MEL, sinaptik plastisiteye ait
yapisal degisikliklerde de yer almaktadir (30).

MEL, kisa-siireli hafizay1 fasilite etmekte ve spasyal bilgilerin hafizaya

alinmasinda rol oynamaktadir (15, 367, 115). Hipokampusta, bazal sinaptik ileti
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ve kisa siireli sinaptik plastisitede degisiklik olusturmayan MEL, LTP
indiiksiyonunu NMDA reseptorlerinden bagimsiz olarak inhibe etmekte ve
GABAA reseptorlerini aktive ederek, LTP’da azalmaya neden olmaktadir (78,
351).

3.4.1.2. Beyin Katekolamin Seviyelerinde Melatonin Hormonunun
Etkileri

Beyindeki bolgesel katekolamin diizeylerinde spesifik etkiler olusturan
MEL, hipokampusun ventral bolimiinde uyarilmis DA salgilanmasini
baskilamaktadir (370). Ayrica MEL, retinada, hipotalamusta, medulla ve ponsta
DA saliverilmesini inhibe etmektedir (102, 370, 372, 373). Hipotalamusta
DA’erjik terminallere DA’in geri alinmasinda azalmaya neden olan MEL’in,
hipotalamus DA saliverilmesinde sirkadiyen inhibitor etkiler olusturdugu ve
karanlik periyotda DA’erjik aktiviteyi azalttigi belirlenmistir (62, 371, 276).
MEL’in hipotalamo-hipofizier DA’erjik etkilerinin, lireme sisteminin mevsimsel
modiilasyonu agisindan 6nemli oldugu kabul edilmektedir (203). MEL diger
bolgelerin aksine striatumda, DA’erjik aktivasyonu artirmaktadir (173).

MEL pineal bezde, spontan NA saliverilmesini degistirmez fakat K ile
indiiklenen NA saliverilmesini azaltmakta ve NA geri alim hizini diizenlemektedir
(69). MEL reseptorlerinin aktivasyonu, hipotalamusutaki NA’erjik terminalerde
NA sentezinde olusturulan inhibitdr etkiyi yavaslatmaktadir (113). Ayrica
intraperitoneal olarak verilen MEL ile lateral hipotalamik niikleusdeki NA’erjik
norotransmisyonun arttigi in vivo olarak gosterilmistir (60). MEL, niikleus

akkiimbensde NA saliverilmesinde inhibitor etki olusturmaktadir (60).
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Kemirgenlerde uzun siireli MEL tedavisi, beyin sapindaki NA sentezinde
azalmaya neden olmaktadir (7).

3.4.2. Leptin

Adipoz doku ile beyin arasinda bag olusturan ve hipotalamustaki etkileriyle
doygunluk hissi veren leptin, 1994 yilinda ob geninin {iriinii olarak belirlenmistir
(150, 366). Leptin, yiyecek tiiketmini azaltarak ve enerji kullanimini artirarak
viicut agirhgini diizenler (141, 120). Leptin hormonunun biiyiik bir boliimii beyaz
yag dokusundan sentezlenmektedir (366). Ayni zamanda hipotalamus, korteks,
serebellum, hipokampus, glial hiicreler, mide, plesanta, iskelet kaslari,
osteoblastlar gibi bircok beyin bolgesi ve periferik dokuda leptin ve leptin
mRNA’i tespit edilmistir (229, 333, 334). Pulsatil ve sirkadiyen ritimle salgilanan
leptinin plazma diizeyi, gece ve sabah saatlerinde yiiksektir, saat 11.00’de
diismeye baslar, saat 17.00’de en diisiik seviyeye indikten sonra tekrar yiikselir
(291). Plazmadaki leptin seviyesi viicuttaki yag Kkitlesiyle orantilidir (215).
Dolasimdaki leptin, kan-beyin bariyerinden gegerek, beyne girebilmektedir (26).
Beyin omurilik sivist (BOS)’ndaki leptin konsantrasyonu, 0.07-0.22 nm/ml
(~10*- 10" M)’dur (57). Sicanlarda plazma yar1 émrii 3-10 dakika olan leptinin
biiyiik bir boliimii, bobreklerde metabolize olmaktadir (344, 84).

1995°de izole edilen leptin reseptorii, bir sitokin reseptoriidiir ve db geni
tarafindan kodlanir (321, 161). Uzun ve kisa olmak tizere iki ayr1 formda, toplam
6 tane leptin reseptorii belirlenmistir (322). Leptin reseptorii beslenmenin
diizenlenmesinde Onemli bir role sahip paraventrikiiler niikleus ile arkuat,
supraoptik, dorsomediyal, ventromediyal, periventrikiiler niikleusler ve lateral

hipotalamus gibi hipotalamik alanlara ilaveten piriform korteks, hipokampus,
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serebellum, talamus, amigdala, substansiya nigra, LC, VTA, serebral korteks,
olfaktor yollar gibi bir¢ok bolgede tespit edilmistir (334, 137, 116, 109, 153).
Santral sinir sistemi ve periferik bolgelerdeki leptin reseptorleri, reprodiiktif
sistemin fonksiyonlarinda, osteogenezde, agr1 esiginde, santral sinir sisteminin
gelisiminde, hafizada, hemotopoezde, immiin sistemde ve diger birgok
fonksiyonda 6nemli etkilere aracilik ederler (28, 175, 188, 315, 202, 125, 209).

Leptinin uzun reseptdr izoformu olan b ob reseptorii biiyikk bir
ekstraselliiler kisim, kisa bir hidrofobik transmembran kisim ve oldukga biiyiik bir
intraselliiler kisim olmak {izere ii¢ bolimden olusur. Bu reseptdr, janus protein
tirozin kinaz 2 ile sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivator-3’#, insulin
reseptOr substrat proteinlerini, inositol 1,4,6-trifosfat kinazi, src-homolog/kolejeni
fosforile ederek ya ras- mitojeni aktive eden protein kinazi ya da sitokin sinyal
baskilayicit 1-3 sinyal yollarin1 aktive etmek suretiyle sirayla transkripsiyonu
uyarir veya baskilar (161). Ayrica leptin, inositol 1,4,6-trifosfat kinaz sinyal yolu
ile Katp ve Ca™ akisiyla aktive olan K* kanallarimi aktive eder ve mitojeni aktive
eden protein kinaz, Src tirozin kinaz ve 1,4,6-trifosfat kinaz vasitasiyla da NMDA
reseptorlerinin aktivasyonunu degistirir (147, 301, 300). Leptin reseptorlerinin
feedback inhibisyonuna, sitokin sinyal baskilayici 1-3 sinyal yolu aracilik eder
(41).

Leptinin kisa reseptor izoformlari olan a, c, d, f ob reseptorleri ise, santral
sinir sisteminin bir¢ok bdliimiinde ve periferik dokularda tespit edilmistir (322).
Transmembran boliim icermeyen e ob reseptorii ise ¢oOziilebilen bir reseptordiir

(322). Uzun reseptor izoformu b ob reseptorden farkli olarak a, c, d, f ob
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reseptorleri kiiciik bir intraselliiler boliime sahiptir ve sinyal iletme yetenekleri
siirhidir (42).

3.4.2.1. Leptin Hormonunun Hipokampustaki Etkileri

CA1-CA3 alanlardaki piramidal hiicrelerin akson, soma, dendritlerinde b
Ob reseptoriiniin  immiinoreaktivitesi gosterilmistir (332, 301). Hipokampusta
leptin reseptorlerinin ekspresyonu, beslenme kisitlandiginda artmaktadir (85).
Ayrica CA3 alanindaki piramidal ndronlarin niikleusunda, leptin ve leptin
mRNA’i tespit edilmis ve bu bolgeden leptinin sentezlenerek saliverildigi goriisii
ileri siirilmistiir (334).

Leptinin, spasyal 6grenme ve hafiza performanslarinda fasilitator etkiler
olusturdugu ve b ob reseptor yetersizligi olan kemirgenlerde spasyal hafiza
performansinin diigik oldugu belirlenmistir (85, 255, 256, 202). Hafiza
fonksiyonlar1 bozuk yagh farelerde hipokampusa infiize edilen leptin, spasyal
hafizanin konsolidasyonunu artirmaktadir (114).

Ayrica leptinin hipokampal hafizadaki etkileri, elektrofizyolojik ve
molekiiler bulgular da ortaya konmustur. Hipokampusta leptin, aktive haldeki
NMDA reseptorlerindeki Ca*? akisini yiikselterek LTP ve LTD’un indiiksiyonuna
neden olmaktadir (300, 202). Hipokampusta, LTP indiiksiyonu ve Ca*? bagimsiz
CaMKII aktivitesinde leptinin doz bagimli ters U seklide etkiler ortaya ¢ikardig,
b ob reseptorlerinin ise bazal CaMKII aktivitesinin devami, LTP ve LTD
indiiksiyonu i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir (202, 255). Leptin hipokampusta,
kisa siireli-potansiyalizasyonu LTP’a doniistiirmekte ve DG’de LTP’da artisa

neden olmaktadir (300, 353).
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Leptin  hipokampusta, plastisiteyle ilgili olabilecek baz1 yapisal
degisiklikleri de indiiklemektedir. Aktin iskeletini reorganize eden leptin, dentritik
yapiy1 yeniden sekillendirmekte ve bdylece Ca*? akisiyla aktive olan K* kanallari
sinaptik bolgede toplanmaktadir (251, 254). Ayrica hiperpolarize sartlarda
leptinin, NMDA reseptorlerinin Mg*® blokajinda ve ekspresyonunda artis
olusturduguna dair bulgular vardir (307, 202). Mg*? icermeyen hipereksitabil in
vitro sartlarda da leptin, NMDA reseptor bagimli LTD’u indiiklemekte ve Ca*?
akistyla aktive olan K* kanallari aktive ederek olusturdugu néronal inhibisyonla
giicli bir antikonviilzif etki meydana getirmektedir (106, 301). Leptin,
hipokampal aktivasyonuyla antidepresan etkiler de olusturmaktadir (212).

Leptin ve ob reseptorleri, hipokampal gelisim i¢in gereklidir. Dogal
mutasyonlu leptin iiretemeyen (ob/ob) ve b ob reseptoriinii eksprese etmeyen
(db/db) farelerde, bazi hipokampal sinaptik ve glial protein (sintaxin-1, 25-kDa
soluble N-etylmaleimide-sensitive factor attachment protein ve sinaptobrevin,
proteolipit protein, glial fibrillari asitik protein) seviyeleri diismekte ama growth-
associated protein-43 artmaktadir (6). Uzun siireli leptin tedavisi, hipokampal
noronlarda antiapoptotik etki olusturarak ndronlarin  yagam = siirelerini
uzatmaktadir (85).

3.4.2.2. Beyin Katekolamin Seviyelerinde Leptin Hormonunun Etkileri

Leptin, reseptorleri araciligiyla olusturdugu etkilerle, santral sinir
sistemindeki katekolamin transmisyonunu degistirmektedir. Obez siganlarin
santral sinir sistemindeki katekolamin metabolizmasinin degistigi ve lateral

hipotalamik alanda DA seviyesinin yiikseldigi tespit edilmistir (361).
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Hastings ve arkadaslar1 leptin perflizyonuyla, bazal hipotalamik NA
akiginin degismedigini in vitro olarak gostermislerdir (148). Benzer sekilde diger
bir in vitro ¢alismada da leptinin, hipotalamik sinaptozomlarda, depolarizasyonla
indiiklenen NA ve DA saliverilmesinde inhibisyona neden oldugu fakat bazal bir
etki olusturmadig bildirilmistir (54). Bu iki ¢alismanin aksine son zamanlarda
gergeklestirilen bir in vitro ¢alisma ise leptinin, doz bagimli olarak hipotalamik
bazal NA saliverilme diizeyinde % 110-300 oraninda azalmaya neden oldugu ve
ortama tatbik edilen bicuculline (GABAa reseptor antagonisti) ile bu etkinin
tamamen Onlendigi gozlenmistir (118). Bu in vitro ¢alismalardan farkli olarak
sistemik bir ¢alismada, tek doz intraserebroventrikiiler (ISV) leptin uygulanip, 5
saat sonra analizler yapilmistir. Sonucta leptinin etkisiyle paraventrikiiler ve
arkuat niikleus, ventromediyal ve dorsomediyal hipotalamusta NA diizeyinde ve
paraventrikiiler niikleusde DA diizeyinde 6nemli miktarlarda azalma oldugu in
Vivo olarak belirlenmistir (73).

Lateral ventrikiil i¢ine verilen leptin, niikleus akkiimbensde hem bazal hem
de toklukla uyarilan DA saliverilmesinde O6nemli bir azalmaya yol agmaktadir
(187). Leptinin in vitro sartlarda, medullanin bazal NA saliverilmesinde 6nemli
bir artisa neden oldugu ve leptin tatbikinden sonra verilen K' uyarisi ile
hipotalamus ve medulladaki DHPG seviyesinin yiikseldigi goriilmistiir (148).
Yakin zamanda gergeklestirin bir ¢alismada, %40 besin kisitlamasi uygulanan
farelere 5 gilin uygulanan leptin tedavisi sonucunda NA seviyesinin arttig1 fakat

DA seviyesinin azaldig1 in vivo olarak gosterilmistir (85).
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3.4.3. Ghrelin

Ghrelin, 1999 yilinda Kojima ve ekibi tarafindan biiylime (growth)
hormonu salgilatic1 (GHS) tip la reseptdriiniin endojen ligandi olarak mideden
izole edilmistir (182). 28 amino asitten olusan ghrelin hormonunun agillenmis
sekli, biyolojiksel aktivite gosterebilmektedir (182). Dolasimdaki ghrelinin ¢ogu,
midedeki oksintik bezinde ve ince barsaklarda bulunana X/A-benzeri hiicrelerden
salgilanmaktadir (87). Bununla birlikte hipofiz ve hipotalamus ile pankreas,
plasenta, yag dokusu, karaciger, bobrek, immiin sistem ve kas gibi bir¢ok
periferik dokuda da az miktarda ghrelin tiretildigine dair bulgular mevcuttur (130,
88, 183, 139). Dolasimdaki ghrelin, kan beyin bariyerini gecerek, beyne
girebilmektedir (27).

Plazma ghrelin seviyesi, aglikla artmakta ve giin igerisinde spontan olarak
degismektedir (325). Saat 09.00’da en yiiksek seviyeye ¢ikan plazma ghrelin
seviyesi, Ogleden sonra devamli bir sekilde diiserek saat 02.00’de en diislik
seviyeye iner ve sonra yiikselmeye baslar (291). Yemek saatlerinden 1-2 saat dnce
yiikselen plazma ghrelin seviyesi, yemekten sonra bir saat iginde diiser (337).
Karaciger ve bobreklerde metabolize edilen ghrelinin, plazmadaki yar1 émrii 30
dakikadir (337).

Ghrelin ile aktive olan G protein-bagimli GHS tip la ve GHS tip 1b
reseptorlerinin, birgok santral sinir sistemi ve periferik bolgede eksprese olduklari
tespit edilmistir (140, 224). GHS tip 1a reseptdriiniin aktivasyonu sonucu, inositol
1,4,6-trifosfat ve protein kinaz C seviyelerindeki artigla birlikte hem hiicre igi
depolarindan saliverilen hem de L-tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarindan giren

Ca™ ile hiicredeki Ca*® seviyesi vyiikselir ve K* kanallarinda inhibisyon
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gerceklesir (67). Yaygin bir ekspresyona sahip olan GHS tip 1b reseptdriiniin,
fonksiyonel 6nemi bilinmemektedir (308). GHS tip la reseptorii mRNA’sinin
basta hipotalamus ve hipofiz olmak iizere hipokampus substansiya nigra, VTA,
dorsal ve median rafe niikleusleri gibi ¢esitli beyin bolgelerinde eksprese olduklari
gosterilmistir (176, 369, 224). Hipotalamus ve hipofizde yer alan GHS tip la
reseptoriiniin aktivasyonu, istahi artirirken enerji kullanimini azaltir ve biiylik
miktarda biiyiime hormonunun saliverilmesine neden olur (156, 309).

Ghrelin, multifonksiyonel bir hormondur. Santral sinir sistemi ve periferik
bolgelerdeki GHS reseptorlerinin  aktivasyonu, immunolojik, kardiyolojik,
onkolojik, reprodiiktif, néroendokrinolojik, metabolik, gastro-enterik sistemlerde,
agr1 esiginde, uykuda, hafiza ve davranislarda birgok farkli etkilere aracilik
etmektedir (337, 189, 98, 17).

3.4.3.1. Ghrelin Hormonunun Hipokampustaki Etkileri

Hipokampusta, GHS reseptor mRNA ekspresyon seviyesinin ¢ok yiiksek
oldugu gosterilmistir (176, 369). ISV yolla verilen ghrelin ile hipokampal GHS
reseptorlerinin aktive oldugu ve c-fos ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir
(245). Hipokampal piramidal hiicrelerde, GHS reseptorlerinin D1 reseptorleriyle
birlikte koeksprese olduklar1 ve GHS reseptorlerinin aktivasyonu sonucu dongiisel
adenozin monofosfat miktarinda meydana gelen yiikselmenin D1 reseptor
cevabinda artisa neden oldugu in vitro olarak belirlenmistir (170). Spasyal hafiza
testinden hemen Once ghrelinin hipokampus i¢ine tatbikiyle hafizada tutulan bilgi
seviyesinde ve ayrica tliketilen yiyecek miktar1 ile anksiyojenik davraniglarda

yiikselme oldugu bildirilmistir (64, 63).
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Diano ve arkadaslar1 hafiza egitiminden hemen sonra santral veya periferik
yolla ghrelin verdikleri sican ve farelerde, hipokampal hafiza performansinin
yiikseldigini rapor etmislerdir (98). lave olarak bu arastirmacilar, subkutan yolla
uyguladiklart 4 giinlik ghrelin tedavisi sonucunda da ghrelin geni nakavt
transjenik farelerde gdzlenen spasyal 6grenme ve hafizadaki sorunlarin hizli bir
sekilde diizeldigini ve CA1l alanindaki dentritik dikenlerde yer alan sinaps
sayisinin arttigini belirlenmislerdir. Bu tedavide verilen ghrelin dozundaki artisla
birlikte spasyal hafiza performansinda %20-30’a varan diizeylerde yiikselme
gergeklesmistir (98). Ayrica ghrelin tedavisi ile sinaptik aktivasyonun degistirdigi
ve LTP’un arttig1 gozlenmistir. Benzer sekilde beta-amiloyid protein seviyesi
yiiksek ve hafiza fonksiyonlar1 bozuk yash farelere hafiza egitiminden hemen
sonras1 ISV yolla tatbik edilen ghrelin ile spasyal hafizanin konsolidasyonunda
ters U seklinde bir etkinin olugtugu ve orta dozlardaki ghrelinin bilgilerin hafizada
tutulma diizeyinde artisa neden oldugu bildirilmistir (98).

3.4.3.2. Beyin Katekolamin Seviyelerinde Ghrelin Hormonunun
Etkileri

Periferik ghrelinin etkisiyle hipotalamik arkuat niikleusde meydana gelen
NA artisinin, santral beslenme davraniglarinin baslamasinda 6nemli bir role sahip
oldugu tanimlanmistir (89). Farelere santral yolla tatbik edilen ghrelinin, niikleus
akkiimbensde hizli bir DA artisina neden oldugu belirlenmistir (168, 169).
Ghrelin, VTA’daki noral aktiviteyi degistirmek suretiyle niikleus akkiimbensdeki
DA seviyesini yiikseltip, yiyeceklerin 6diil (reward) yoniini etkilemekte ve

yiyecek tiiketimini artirmaktadir (2).
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Amac: Bu calismada santral yolla uygulanan leptin, ghrelin ve MEL
hormonlarinin, sag ve sol hipokampal katekolamin seviyelerinde yol
acabilecekleri akut etkilerin gdsterilmesi amaglanmistir. Mevcut bilgiler birlikte
sozkonusu hormonlarin beyindeki seviyelerinde bazal sartlarda meydana gelen
artiglara bagli hipokampal katekolamin seviyelerinde olusabilecek degisikliklerin
tespiti, bu hormonlarla beyin katekolaminerjik sistemler arasindaki etkilesimin
anlasilmasina katkilar saglanacaktir. Ayni zamanda bu ¢aligmanin sonunda elde
edilen bilgiler; leptin, ghrelin ve MEL’in tanimlanmis hipokampal etkilerinin

mekanizmalarina da olasi agiklamalar getirecektir.



34

4. GEREC ve YONTEM
4.1. Deney Hayvanlarimin Bakimi ve Beslenmesi
Mevcut ¢alismada, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
saglanan 42 adet Wistar cinsi 280-300 g agirliginda, yetiskin erkek sican
kullanild1. Siganlar, 12 saat aydinlik/karanlik dongilisii uygulanan, standart
sicaklik (21+1°C) ve neme sahip odalardaki plastik kafeslerde dorderli gruplar
halinde tutuldu. Hayvanlar ¢esme suyu ve palet halindeki standart sigcan yemiyle
beslendi. Elaz1§ Yem Fabrikasi’nda balik unu, aygigegi kiispesi, bugday, musir,
cavdar ve minerallerden iiretilen bu sigan yemi, %34.15 ham protein, % ham yag,
% 3.36 kalsiyum, % 1.09 sodyum, % 0.50 magnezyum, 286.80 mg/kg ¢inko, 920
mg/kg demir ve 29.33 mg/kg bakir icermekteydi. Kuru madde oran1 %93.69 olan
bu yemin verdigi metabolik enerji 2095 Kcal/kg’di.

4.2. Deney Protokolii

Bu ¢aligmada, rastgele secilen hayvanlar 6 farkli guruba ayrildi. Gruplar;
kontrol gurubu, ghrelin gurubu, leptin gurubu, leptin ¢dziiciisii gurubu MEL
gurubu ve MEL ¢dziiciisii gurubu olarak adlandirildi. ISV inflizyon, beyin dokusu
ekstraksiyonu ve katekolamin analiz protokolleri gruplarin tamaminda ayni
sekilde uygulandi. Calismadaki ISV  infiizyonlar, beyin dokusunun
ekstraksiyonundan 20 dakika 6nce sag lateral ventrikiil i¢ine 5 pl hacimler halinde
yapildi.

4.2.1. Calisma Gruplari ve Uygulanan Islemler

1. Kontrol gurubu (n=7): Bu grupta yer alan siganlara ISV yolla 5 ul yapay
BOS (yBOS), (Harvard Apparatus, Massachusetts, USA) inflizyonu yapildi. Bu

islemden sonra elde edilen sag ve sol hipokampal doku 6rnekleri elektrokimyasal
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detektorlii yiiksek performansli sivi kromatografisi (High Pressure Liquit
Chromatography with Electrochemical Dedector, HPLC-ECD) cihazinda analiz
edildi ve bazal katekolamin diizeyleri belirlendi. Bu gurub, ghrelin kontrol gurubu
olarak kullanildi.

2. Ghrelin gurubu (n=7): 0.5 mg ghrelin (rat rekombinant, Alexis
Corporation, Lausen, Isvigre) iizerine 0.5 ml yBOS’1 eklendi ve kendi saklama
kab1 icinde vortekslenerek ¢ozdiiriildii. Daha sonra 2 ml yBOS’1 katilarak diliie
edilerek 1 pg/5ul ghrelin konsantrasyonu olusturuldu. Bu final ¢oézelti, 20 pl
hacimlerde kiigiikk ependorf tiiplere konularak, infiizyon anma kadar —20°C’de
sakland1. Bu gruptaki ISV uygulamalar1, 5 pl yBOS iginde 1 pg ghrelin olarak
gergeklestirildi.

3. Leptin gurubu (n=7): Prospektiisteki talimatlara uygun sekilde leptin
hormonu ¢ozdiiriildii. Orjinal saklama kabi i¢indeki 5 mg sican leptini (Sigma
Chem. Co., St. Louis, ABD) 625 ul HCI ile vortekslenerek ¢oziildii. Daha sonra
tampon olarak 375 pl NaOH eklendi ve tekrar vorteksle karigtirildi. 5 mg/ml‘lik
cozeltiden 2 pl (10 pg leptin) alinarak yBOS ile 5 pl’ye tamamlandi. Final ¢ozelti,
leptin ¢oziici oran1 2/5 seklinde olacak sekilde hazirlandi ve inflizyonlar
yapilincaya kadar —20 C’de tutuldu. Bu gruptaki hayvanlara 10 pg/5ul leptin dozu
uygulandi.

4. Leptin ¢oOzlciisi gurubu (n=7): Leptin gurubunda uygulanan
¢oziictisiinden (1.25 pl HCL+ 0.75 pl NaOH) 2 pl alind1 ve yBOS eklenerek 5
ul’ye tamamlandi. Bu guruptaki hayvanlara, ISV yolla 2 ul/5 ul leptin ¢dziiciisii

dozlar tatbik edildi.
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5- MEL gurubu (n=7): Hassas terazide (Chyo Balance Corrp., Japonya)
tartilan 10 mg MEL (Aldrich Chem. Co., Steinheim, Almanya), 100 ul etil alkol
icinde vorteksle karistirilarak ¢o6ziildii. Bu ¢ozeltiden 1 pl (=100 pg MEL) alindi
ve 500 pul’ye yBOS ile tamamlandi. Bu final ¢ozeltideki MEL konsantrasyonu 1
ug/5 ul olarak siganlara ISV yolla uyguland.

6. MEL ¢oziiciisii gurubu (n=7): MEL gurubuna ISV infilizyonda tatbik
edilen etil alkol (0.01 pl etil alkol) miktarina, 4.99 pl yBOS eklendi. Bu final
¢ozelti, 5 pl olarak, gruptaki hayvanlara ISV yolla infiize edildi.

4.2.2. intraserebroventrikiiler Infiizyon

0.4 ml serum fizyolojikte ¢ozdiirilen 260 mg chloral hydrate (Havan
Kimya, Istanbul) 500 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla verilerek siganlara
genel anestezi uygulandi. Tam anestezi sonrasi hayvanlarin kafalarinin st
bolgesindeki tiiyler traglanarak temizlendi. Daha sonra tutucular ve kulak barlari
yardimiyla, kafanin en kii¢iik hareketi bile engellenecek sekilde sicanlar igin
spesifik olan sterotaksik alete (Stoelting Co., Illinois, ABD) yerlestirildi.
Hayvanlarin kafa bolgelerinin fronto-oksipital dogrultu boyunca yere tam olarak
paralel bir sekilde lokalize olmalar1 saglandi. Homeotermik 1sitici pet ve rektal
prop (Harward App.) yardimiyla hayvanlarin viicut sicakliginin deney siiresince
36+1°C’de kalmasi saglandi. Bistiiri kullanilarak kafa derisi, frontal-oksipital orta
hattan kesildi.10 pl’lik bir mikro enjektér (Hamilton, Bonaduz, Isvicre) vertikal
olarak sterotaksik cihazin sol holderine implante edildi. Holderin lateral, antero-
posteriyor ve vertikal hareketleriyle mikroenjektoriin ucu kafanin bregma
noktasina temas ettirildi. Isaretlenen bregma noktasmn, antero-posterior ve

medio- lateral koordinatlar1 belirlendi. Bregma noktasi referans alinarak sican
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beyin atlasindan (265) elde edilen -0.92 mm antero-posterior, +1.45 mm mediyo-
lateral koordinatlarla sag lateral ventrikiil izdiisim noktasi sag temporal kemik
tizerinde isaretlendi. Bu noktadaki kemik doku, bir dis¢i turu (Sveshin Precision.
Inc. Co., Kore) kullanilarak beyin dokusuna temas etmeden ¢ikarildi. Sterotaksik
cihazin sol holderine infiize edilecek ¢ozelti ile dolu bir sekilde implante edilen
mikroenjektor beyin dokusuna temas edinceye kadar vertikal yonde ilerletildi.
Atlastaki kordinatlara gore sag lateral ventrikiil noktasindan -3.6 mm vertikal
yonde beyin dokusu igine girildi ve sag lateral ventrikiile ulasildi. 2 dk’lik siirede
toplam 5 pl inflizyon yapilarak mikroenjektor yavasca geri ¢ekildi. Deneylerdeki
tiim enjeksiyonlar 10°°-15 saatleri arasinda yapildi. Infiizyon bitmesinden 20 dk
sonra hayvanlar dekapite edildi.

4.2.3. Beyin Dokularinin Ekstraksiyonu

Dekapitasyonu takiben hayvanlarin kafalar1 alinarak, oksipito-frontal yonde
her iki paryeto-temporal siitiir hatlar1 boyunca hizli bir sekilde kemik dokular
kesildi. Kemik dokusunun ekarte edilmesinden sonra, egimli ve uzun bir pens
yardimiyla beyin dokusu hassas bir sekilde ¢ikarildi. Sonra neokorteks, hemisferik
orta noktadan bistiiri ile kesilip yana dogru siyrildi. Temporal lobun mediyalinde
bulunan sag ve sol hipokampus dokular1 bistiiri yardimiyla ¢ikarilip hemen kuru
buz i¢inde donduruldu. Biitlin islemler yaklasik 1 dk i¢inde tamamlandi. Beyin
dokular1 hassas terazide tartildi. Tartma isleminden sonra dokular bir cam
homojenizatoriin igerisine alindi ve {iizerine 900 pl 0.1 M HCL (Merck,
Darmstadt, Almanya) ile 450 pl (2 nano gram/20 pl) internal standart olarak
dihidroksibenzilamin (DHBA) (Aldrich Chem. Co., Steinheim, Almanya) ilave

edildi. Soguk ortamda cam homojenizator yardimiyla 3-4 dakika homojenize
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edildi. Homojenizasyondan sonra numuneler plastik ependorf tiip icinde
sogutmali santrifiij cihazina (Hettich Zentrifugen, Almanya) yerlestirildi. +4 C
sicaklik ve 4500 devir/dk’da 10 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiplerin iist
bolgesindeki berrak siipernatant enjektor yardimiyla alindi ve 0.20 mikrolitre por
capina sahip mikrofiltrelerden siiziildiikten sonra farkli ependorf tiiplere kondu.
Biitiin siipernatant drnekleri analiz yapilincaya kadar —80°C’de sakland.

4.3. Katekolamin Analiz Islemleri

HPLC-ECD sistemi biyolojik Orneklerde bulunan bilesiklerin analitik
olarak ayrilmasina ve kantitatif tayinine imkan veren hizli, hassas ve giivenilir bir
tekniktir (336). Mevcut calismada, sag ve sol hipokampus doku Orneklerindeki
NA, DA, DHPG ve DOPAC diizeyleri HPLC-ECD (Waters, Milford, USA)

kullanilarak tayin edildi.

Analitik kolon
—® | =abitfaz |

L J

Mohil faz I_
y Elektrokimyasal
HPLC dedektir

Pompasi—®
Atk

ABC
Enjeksiyon T T AM

santrali Farman i

Kayit aleti Konsantrasyon
(bilgisayar) Kromatogram

Sekil 6. HPLC-ECD Cihazinin Temel Modiilleri.
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Cihazin temel modiilleri, mobil faz (¢6ziicli) rezervuari, pompa, enjeksiyon
santrali, analitik kolon (sabit faz), elektrokimyasal dedektor, kayit sistemi ve atik
rezervuaridir (Sekil 6).

Bu caligmadaki katekolamin analizleri, oktadesilsilan bagl silika ile
doldurulmus nonpolar yiizeyli C;s HPLC kolonu ve metanol karisimindan olusan
polar mobil fazin kullanildig1 zit faz kromatografi metodu kullanilarak yapildi. Bu
deneylerde, 50 mm uzunlugunda, 4.6 mm i¢ ¢apinda paslanmaz ¢elikten yapilmis
5 um g¢apinda dolgu maddesiyle doldurulmus S50DS2 Nucleosil C;s kolonu
(Supelco Ing. Bellefonta, USA) kullanildi. Katekolamin analizi i¢in kullanilan
mobil faz ¢dzeltisinin igerigi asagidaki gibi hazirlandi;

Mobil Faz:

5 ml HPLC metanol (Aldrich Chem. Co., Steinheim, Almanya)

3 ml tetrahidroforan (Merck, Darmstadt, Almanya)

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

6.74 gr sitrik asit (Surchem Products Ltd, Ingiltere)

4.81 gr sodyum sitrat (Merck, Darmstadt, Almanya)

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

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

Bu kimyasallar 100 ml bidistile su i¢inde ¢oziildii ve ¢ozelti bir litreye
bidistile su ile tamamlandi. Cozeltiye NaOH (Aldrich Chem. Co., Steinheim,
Almanya) ilave edilerek ve PH metre (Termo Orion, Beverly, MA, USA)
kullanilarak mobil fazin pH’st 4.9’a ayarlandi. Mobil faz ¢o6zeltisi 0.20’lik

mikrofiltrelerden siiziildii. Cozeltideki hava kabarciklar1 ise 15-20 dakika
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sonikasyonla (J.P. Selecta, Abrera, Ispanya) elimine edildi. HPLC pompasiyla
(Waters 1515 Model, Milford, USA) mobil fazin akim hizi, analiz esnasinda
elektrokimyasal dedektor agikken 0.7 ml/dk ve analiz yapilmayan diger siireglerde
0.2 ml/dk olarak ayarlandi.

4.3.1. Noradrenalin, Dopamin ve Metabolitlerin Tayini

HPLC-ECD tekniginde numunedeki bilesikler, yiiksek basing altinda
kolonda bulunan dolgu maddeleriyle mobil faz arasinda dagilarak ayrilir. Bu
analiz islemlerinde kromatografi cihazina eklenmis olan elektrokimyasal
dedektorde (Waters, Milford, USA) analitik birim olan ‘‘cell”’ denen boliim
tizerinde, potansiyeli belirleyen Ag/AgCl referans, potansiyelin devamini
saglayan yardimci ve ¢alisan (working) olmak tizere {i¢ elektrot yer almaktadir.
Analizlerin tamami, cell’deki cam benzeri karbon elektrotlardan +0.65 mV akim
gecerken yapildi. Working elektrottaki sabit akim 10 nanoamper ve cell ile kolonu
muhafaza eden boliimiin sicaklig1 35 C olacak sekilde ayarlandi. Kolon basinglari
ise analizler boyunca 3000 psi (pound per squere inch)’in altindayd.

Analizi istenen standart ¢ozelti ve numuneler, 100 pl’lik bir HPLC siringasi
vasitasiyla, 20 pl’lik voliimler halinde enjeksiyon santralinden cihaza uygulandi.
Enjeksiyon santralinin giris portu her enjeksiyondan 6nce ve sonra metanol ile
yikandi. Katekolaminler, igerdikleri OH™ iyon miktarlarina bagli olan polarite
farkliliklart nedeniyle kolonu farkli hizda terk ettiler ve elektrokimyasal dedektor
tizerinden gecerken working elektrotta amperometrik yanitlara neden olup,
kromatogramda farkli zamanlarda pikler olusturdular. katekolaminlerin ekranda

belirdikleri an, ‘tutulma zamani’ olarak belirlendi. Numunedeki tutulma
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zamanlariyla dedeksiyonu yapilan maddelerin standartlarinin tutulma zamanlari
karsilastirilarak piklerin hangi katekolamine ait oldugu belirlendi.

Analiz edilen maddelerin konsantrasyonuyla dogru orantili olan pik alanlar
kullanilarak kantitatif analizler yapildi. Bilgisayar programinda (Breeze Software
Versiyon 3.30 SPA, Waters) elde edilen piklerin alanlar1 hesaplanarak
katekolamin miktarlar1 belirlendi. HPLC’den elde edilen pikogram (pg) cinsinden
katekolamin miktarlari, yas doku agirliklarina boliindii. Sonugta konsantrasyonlar,

“pg/g yas doku” olarak elde edildi. Hesaplama islemlerinde kullanilan formiiller:

Standart soliisyondaki DHBA’in pik alan1
Respons Faktor (RF) = ---==-mmmmmmmmm oo oo
Standart soliisyondaki katekolaminin pik alani

Ornekteki bilinmeyen pikin alan1
Pik Konsantrasyonu = ---=--==-======-=mmmmmmm oo x RF x 'SF
Ornekteki DHBA pikinin alam

Pik konsantrasyonu
SONUG = ==-==s=s=msmcemmmememeeen e (pg/g yas doku)
Yas doku agirlig1

“SF= Sulandirma Faktorii = 67.

4.4. istatistiksel Degerlendirme

Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS paket programindan
(12.0 for Windows) yararlanildi. Tiim sonuglar ortalama+standart hata olarak
gosterildi. KA analiz sonuglarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney-U testi

kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



42

5. BULGULAR
5.1. Sag Hipokampus Katekolamin Konsantrasyonlari

5.1.1. Sag Hipokampus NA Konsantrasyonlari

Melatonin ¢oziiciisii gurubuna kiyasla melatonin gurubundaki sag
hipokampus NA konsantrasyonu diisiik bulundu (P<0.05). Sag hipokampus NA
diizeylerinde, diger hormon ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik ortaya ¢ikmadi. Sag hipokampus NA seviyelerinde, kontrol
grubuna gore ghrelin gurubunda anlamli olmayan bir artis ve leptin ¢oziiciisli
gurubuna gore leptin gurubunda anlamli olmayan bir azalma vardi (Sekil 7). Sag

hipokampus NA konsantrasyonlar1 Tablo1’de gosterilmistir.
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Sekil 7. Sag hipokampusta ortalama =+ standart hata degerleri olarak noradrenalin
(NA) konsantrasyonlari (pg amin/g yas doku). P<0.05, Mann Whitney-U

Testi’nde melatonin ¢oziicli grubuyla kiyaslandiginda.



Tablo 1.Sag Hipokampus NA, DHPG, DA ve DOPAC Konsantrasyonlarinda
Hormon ve Céziiciilerin Intraserebroventrikiiler Infiizyonundan Sonra Gézlenen

Degisiklikler

Leptin Melatonin

Gruplar Kontrol ~ Ghrelin Cgziiciisii  Leptin ~ Coziiciisii. Melatonin
NA

(pg amin/g yas 9.0£1.3 9.6+1.5 5.2+0.6 5.0£1.0 6.6+1.6 3.9+0.3
doku)
DHPG

(pg amin/gyas 17.1+4.1 15.8+1.7 7.1+1.0 10.9+2.6 6.7+1.6  4.1£0.7
doku)
DA

(pg amin/g yas 3.4+1.1 2.1+0.4% 1.3+0.3 1.4+0.6 1.3%0.3 1.5+1.0
doku)
DOPAC

(pg amin/g yas 0.4+0.1 0.7+0.1 0.4+0.1 0.5+0.1 0.4+0.2 0.4%0.1
doku)

Gruplardan (n= 5-7) elde edilen katekolamin konsantrasyonlar1 (pg amin/g yas
doku) ortalama + standart hata degerleri seklinde sunuldu. Mann Whitney-U Testi
istatistiksel degerlendirme sonuglarinda; "P<0.05 melatonin ¢oziiciisii grubuna ve
*P<0.05 kontrol gurubuna gére 6nemli farklilik oldugunu géstermektedir. NA:
noradrenalin, DHPG: 3,4-dihidronsifenilglikol, DA: dopamin, DOPAC: 3.4-

hidroksifenilasetik asit.



5.1.2. Sag Hipokampus DHPG Konsantrasyonlari

Melatonin gurubundaki DHPG seviyesinin, melatonin ¢oziiciisii gurubuna
gore anlamli olarak azaldig: tespit edildi (P<0.05). Diger hormon gruplarinin sag
hipokampus DHPG seviyeleri kontrolleriyle kiyaslandi ama anlamli bir farklilik
bulunamadi (Sekil 8). Leptin gurubunun DHPG diizeyinde leptin ¢oziiciisii
gurubuna gore istatistiksel Onemi olmayan bir artis meydana geldi. Sag

hipokampus DHPG konsantrasyonlar1 Tablo1’de sunulmustur.
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Sekil 8. Sag hipokampusta ortalama =+ standart hata degerleri olarak 3,4-
dihidronsifenilglikol (DHPG) konsantrasyonlar1 (pg amin/g yas doku). "P<0.05

Mann Whitney-U Testi’nde melatonin ¢oziicii grubuyla kiyaslandiginda.
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5.1.3. Sag Hipokampus DA Konsantrasyonlari

Kontrol gurubuyla karsilastirildiginda, ghrelin uygulanan gurubun sag
hipokampus DA konsantrasyonunda istatistiksel olarak 6nemli bir azalma tespit
edildi (P<0.05). Diger hormon gruplarinin sag hipokampus DA seviyeleri
kontrolleriyle kiyaslandi, fakat anlamli bir farklilik bulunamadi. Leptin ve
melatonin ile ¢oziicli gruplarinda, sag hipokampus DA miktarlarinin benzer
diizeylerde oldugu goriildii (Sekil 9). Sag hipokampus DA konsantrasyonlari

Tablo 1’de verilmistir.
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Sekil 9. Sag hipokampusta ortalama + standart hata degerleri olarak dopamin
(DA) konsantrasyonlari (pg amin/g yas doku). = P<0.05 Mann Whitney-U
Testi’nde kontrol grubuyla kiyaslandiginda.
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5.1.4. Sag Hipokampus DOPAC Konsantrasyonlar:

Sag hipokampus DOPAC konsantrasyonlari karsilastirildiginda, hormon ve
kontrol gruplart arasinda gozlenen farkliliklarin, istatistiksel olarak Gnemli
olmadig1 bulundu (Sekil 10). Kontrol gurubuna gore ghrelin gurubunun ve leptin
¢Oziiclisii gurubuna gore leptin gurubunun DOPAC seviyelerinde anlamli olmayan

kiigiik artiglar vardi. Sag hipokampus DOPAC konsantrasyonlart Tablo 1’de

gosterilmistir.
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Sekil 10. Sag hipokampusta ortalama + standart hata degerleri olarak 3,4-
hidroksifenilasetik (DOPAC) konsantrasyonlar1 (pg amin/g yas doku).
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5.2. Sol Hipokampus Katekolamin Konsantrasyonlari

5.2.1. Sol Hipokampus NA Konsantrasyonlari

Sol hipokampus NA konsantrasyonlart karsilastirildiginda, kontrol
gurubuna gore ghrelin gurubundaki NA seviyesinde onemli bir artig (P<0.05)
gozlendi. Melatonin ¢oziiclisii gurubuna gore melatonin gurubundaki NA
seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.01). Leptin
gurubunun sol hipokampus NA konsantrasyonunda, leptin ¢oziiclisii gurubuna
gore anlamli olmayan azalma tespit edildi (Sekil 11). Sol hipokampus NA

konsantrasyonlar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
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Sekil 11. Sol hipokampusta ortalama + standart hata degerleri olarak noradrenalin
(NA) konsantrasyonlari (pg amin/g yas doku). P<0.05 Mann Whitney-U

Testi’nde kontrol ve ~ P<0.01, melatonin ¢oziicii gurubuyla kiyaslandiginda.
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Tablo 2. Sol Hipokampus NA, DHPG, DA ve DOPAC Konsantrasyonlarinda
Hormon ve Céziiciilerin Intraserebroventrikiiler Infiizyonundan Sonra Gézlenen

Degisiklikler

Leptin Melatonin

Gruplar Kontrol Ghrelin  Cgziiciisii Leptin  Coziiciisii Melatonin
NA

(pg amin/g yas  6.8+1.5 10.9+1.1% 6.7£0.4 6.4+1.2 7.0£0.8  3.6+0.7"
doku)

DHPG

(pg amin/gyas 19.9+4.2 20.742.8 10.2+3.1 6.9+1.7 12.3+4.8 7.84£2.2
doku)
DA

(pg amin/gyas 2.9+0.4 2.8+0.7 2.3+0.7 2.8«l1.1 2.3+0.5 2.4+0.9
doku)

DOPAC

(pg amin/gyas  0.8+£0.2 0.5£0.1 0.6£0.1 0.5+0.1 0.6+0.2  0.4+0.1"
doku)

Gruplardan (n= 6-7) elde edilen katekolamin konsantrasyonlar1 (pg amin/g yas
doku) ortalama + standart hata degerleri seklinde verildi. Mann Whitney-U Testi
istatistiksel degerlendirme sonuglarinda; “"P<0.01 melatonin ¢dziiciisii grubuna,
"P<0.05 melatonin ¢dziiciisii grubuna ve “P<0.05 kontrol gurubuna gére dnemli
farklilk  oldugunu  belirtmektedir. NA: noradrenalin, DHPG: 34-
dihidronsifenilglikol, DA: dopamin, DOPAC: 3,4-hidroksifenilasetik asit.
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5.2.2. Sol Hipokampus DHPG Konsantrasyonlari
Hormon gruplarinin sol hipokampus DHPG konsantrasyonlar1 kontrol
gruplariyla kiyaslandi ve anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 12). Sol

hipokampus DHPG konsantrasyonlar1 Tablo 2’de verilmistir.
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Sekil 12. Sol hipokampusta ortalama + standart hata degerleri olarak 3,4-
dihidronsifenilglikol (DHPG) konsantrasyonlar1 (pg amin/g yas doku).
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5.2.3. Sol Hipokampus DA Konsantrasyonlari

Sol hipokampus DA konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda hormon gruplari
ve kontrolleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit
edildi. Leptin ¢oziiclisii gurubuyla karsilagtirildiginda leptin gurubundaki sol
hipokampus DA seviyesinde, anlamli olmayan bir artis vardi (Sekil 13). Sol

hipokampus DA konsantrasyonlar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
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Sekil 13. Sol hipokampusta ortalama + standart hata degerleri olarak dopamin

(DA) konsantrasyonlari (pg amin/g yas doku).
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5.2.4. Sol Hipokampus DOPAC Konsantrasyonlari

Diger gruplar hari¢ MEL gurubunun sol hipokampus DOPAC
konsantrasyonunun, MEL ¢oziiclisii gurubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi
tespit edildi (P<0.05). Ayrica kontrol gurubuna gore ghrelin gurubunun sol
hipokampus DOPAC seviyesinde istatistiksel olarak dnemli olmayan bir azalma

bulundu (Sekil 14). Sol hipokampus DA konsantrasyonlar1 Tablo 2’de

sunulmustur.
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Sekil 14. Sol hipokampusta ortalama =+ standart hata degerleri olarak 3,4-
hidroksifenilasetik asit (DOPAC) konsantrasyonlar (pg/g yas doku). = P<0.05

Mann Whitney-U Testi’nde melatonin ¢oziicii grubuyla kiyaslandiginda.
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6. TARTISMA ve SONUC

Hipokampus, cesitli fonksiyonlariyla, olduk¢a karmagik bir 6grenme ve
hafiza merkezidir. Kemirgenlerde hipokampusun, dekleratif hafizanin 6zellikle
spasyal hafiza boliimiiyle iliskili oldugu kabul edilmektedir (244). Fonksiyonel ve
fizyolojik agilardan, sag ve sol hipokampus arasinda asimetriler tanimlanmustir.
Son zamanlarda bu asimetrileri olusturabilecek sekilde sag ve sol hipokampus gen
ckspresyonlarinda da farkliklarm oldugu gosterilmistir (234). Insan ve
kemirgenlerdeki sag ve sol hipokampal morfolojik yapiin, tam bir simetri
olugturmadig tespit edilmistir (313). Ayrica erkek si¢anlarda sag hipokampusa ait
baz1 Dbolimlerin sola gore biliyiik oldugu ve disilere kiyasla spasyal
o6grenme/hafiza fonksiyonlarinda daha basarili olduklari rapor edilmistir (97, 272).
Fonksiyonel olarak insanlarda hipokampusun, sol bdliimiiniin sézel ve sag
bolimiiniin spasyal hafizayla ilgili oldugu belirlenmistir (47, 326). Bununla
birlikte sicanlarda hem sag hem de sol hipokampusun spasyal O0grenme ve
hafizayla iliskili oldugu, hipokampal lezyon ve inaktivasyon uygulamalari
sonucunda, ortaya konmustur. Lezyon sonrasi sag veya solda geride kalan kiigiik
bir hipokampal doku ile spasyal hafiza testlerinin basariyla tamamlandigi
bildirilmistir (269, 91).

Beynin sag ve sol tarafi arasinda norotransmiter sistemlerin dagilimi ve
fonksiyonel organizasyonunda, ¢esitli farkliliklarin oldugu bilinmektedir (286).
Ornegin, hipokampal hafizada serotonin 1A reseptdrlerinin aracilik ettigi
modiilasyon, sola nazaran sagda daha etkindir (33). Bu nedenle mevcut ¢alismada,
sag ve sol hipokampus birbirinden ayri1 olarak analiz edilerek, santral yolla

uygulanan hormonlarin katekolamin yogunlugunda olusturduklar1 akut etkiler
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arastirllmistir.  Calismanin  sonunda hipokampal katekolamin seviyelerinde
uygulanan leptin dozunun, anlamli bir akut etki olusturmadigi belirlendi.
Ghrelinin sol hipokampus NA diizeyinde 6nemli bir artisa ve sag hipokampus DA
diizeyinde 6nemli bir azalmaya yol agtig1 gozlendi. MEL uygulamasinin ise; NA
seviyesinde sag ve sol hipokampusta, DHPG seviyesinde sag ve DOPAC
seviyesinde sol hipokampusta 6nemli azalmalara neden oldugu tespit edildi.

Hipokampal hafiza sisteminde DA ve NA, oOnemli etkiler olusturan
norotransmiterlerdir. Hipokampusta DA ve NA aktiviteleri sonucuda, sinaptik
plastisiteyle ilgili gen ekspresyonlarinda ve hafiza performansinda artislarin
oldugu bildirilmistir (135, 72, 165, 239). DA reseptorlerinin (D1 ve D2),
hipokampal hafizanin sekilenmesi ve O6zellikle hafiza bilgilerin 6 saatten daha
uzun siirelerde depolanmasinda, 6nemli etkilere sahip oldugu in vivo olarak ortaya
konmustur (233, 262). Yeni uyarilar DA’erjik noronlar1 fazik (burst) bir sekilde
aktive ederek hipokampal c-fos ekspresyonunda ve DA seviyesinde artiglara
neden olmaktadir (167, 160). Uzun siireli hafizaya bilgi giriginin, hipokampus ile
VTA’mn olusturdugu halka i¢inde diizenlendigi kabul edilmektedir (206). DA’in
hipokampal etkilerinin, insanlarda yeni kelimelerin ve kemirgenlerde spasyal
bilgilerin 6grenilmesinde artislara yol actig1 rapor edilmistir (181, 135).

NA, al reseptorleri araciligiyla hipokampal piramidal hiicreleri inhibe eder
ve interndronlardan GABA saliverilmesini artirir (38). Bu sekilde hipokampustaki
zemin aktiviteyi azaltan NA, eksitator inputlara hipokampal noronlarin cevabini
artirmaktadir (298). Edinilen bilgilerin uzun siire hipokampal hafizada
tutulmasinda, Bl reseptorlerinin 6nemli oldugu bilinmektedir (239). Bilgilerin

hafizaya girigiyle birlikte LC’deki aktivasyon ve hipokampal NA seviyesindeki
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artts, hipokampal hafizanin hatirlama performansimi yiikseltmektedir (292).
Benzer sekilde spasyal testin egitiminden sonra LC’da meydana gelen aktivite ile
dogru oranda hafiza performansi artmaktadir (74). NA sentezinin hipokampal
hafizanin edinme ve pekistirme fazlari i¢in gerekli olmadig1 fakat hatirlama fazi
icin gerekli oldugu belirlenmistir (259).

6.1 Hipokampus Katekolamin Seviyelerinde Ghrelin ve Leptin
Hormonlarimin Akut Etkileri

Hipokampusun, bir asosiyatif Ogrenme ve hafiza sistemi olarak aymni
zamanda yeme davraniglarinin diizenlenmesinde de rol oynadigi kabul
edilmektedir (151). Hipokampusta, yogun bir sekilde leptin ve ghrelin
reseptorlerinin eksprese olmasi da bu goriisii desteklemektedir (334, 369).
Periferik tokluk sinyali leptin ile aglik sinyali ghrelin, hipotalamusta zit etkiler
olusturarak, viicut enerji dengesini diizenlerler (266, 156). Bunun aksine leptin ve
ghrelin hormonlar1 hipokampusta benzer morfolojik ve elektrofizyolojik etkiler
olusturarak konsolidasyonunu saglamata ve bilgilerin hipokampal hafizada
tutulma siirelerini artirmaktadirlar (114, 98). Bu hormonlarin hipokampal
plastisite, 6grenme ve hafizada doz-bagimli ters U seklide bir etki profili
olusturduklar1 tanimlanmustir (255, 114, 256, 98).

Ghrelin hormonu, VTA’da yer alan reseptorleriyle, DA noronlarini aktive
etmektedir. VTA’da ghrelinin  olusturdugu etkiyle aksonal inputlarin
eksitasyonunu artarak hizli bir sinaptik plastisite olusmakta ve D1 reseptorlerinin
sinyalinde 4-5 katlik bir ylikselme meydana gelmektedir (3, 170). Diger yandan
hipotalamik arkuat niikleustan ghrelinin indiiksiyonu sonucunda bol miktarda

salgilanan ndropeptid Y’nin ise, VTA’da ihibitér etkiler olusturdugu
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belirlenmistir (82, 184). Daha o6nce yapilan c¢alismalarda VTA’daki lokal
etkileriyle ghrelinin, niikleus akkiimbensdeki DA dongiisii ve seviyesinde artisa
neden oldugu in vivo olarak mikrodiyaliz yontemiyle gosterilmistir ve nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin DA artisina aracilik ettigi belirlenmistir (169, 168).

Mevcut caligmada, santral ghrelin artisinin  sag hipokampusta DA
yogunlugunda azalmaya neden oldugu tespit edildi. Bu durum ghrelinin
VTA’daki etkisiyle tezat olusturmakturken, néropeptid Y etkisiyle uyumludur.
Sola gore sag hipokampusun, yeni uyarilara daha duyarli oldugu ve yeni
uyarilarin ise hipokampus DA seviyesinde artis olusturdugu bilinmektedir (320,
160). D4 reseptorlerinin hipokampal interndronlarda yaygin bir ekspresyon
gostermektedir ve bu reseptorlerin inaktivasyonuyla yeni uyarilara verilen
tepkilerdeki azalmanin yani sira anksiyete davraniglarinin arttigi belirlenmistir
(285, 105). Ayrica DA artisi ile ndronal apopitotik etkilerin ortaya ¢iktigi in vitro
olarak gosterilmistir (374). Daha Once gercgeklestirilen calismalarda ghrelinin,
hipokampusta anksiyojenik ve hipotalamusta antiapopitotik etkileri tespit
edilmisti (63, 70). Tiim bu bilgiler, ghrelinin mevcut ¢alismanin sonunda gézlenen
DA’erjik modiilasyon etkisiyle rapor edilmis olan hipokampal anksiyojenik
etkisinin iligkili olabilecegi kanisini uyandirmaktadir.

Ghrelin hipotalamustaki etkisiyle noropeptid Y ve aguti-iliskili peptid
salgilanmas1 yiikseltmektedir (82). Aguti-iligkili peptid, LC’deki noronal
aktiviteyi artirmaktadir (177). Noropeptid Y’nin etkisiyle hipotalamustan
salgilanmas1 artan kortikotropin serbestletici hormon ise hipokampal NA
seviyesinde yiikselmeye neden olmaktadir (328, 365). Bu bulgular ghrelinin,

dolayli yollardan hipokampal NA diizeyini yiikseltebilecegini isaret etmektedir.
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Bir calismada periferik ghrelin artisi ile niikleus traktus solitariusta yer alan A2
NA’erjik hiicrelerin aktive oldugu ve 20 dakika sonra arkuat niikleusteki NA
seviyesinin arttig1 in vivo olarak gosterilmisti (89). Mevcut ¢alismada ise, santral
olarak ghrelin uygulandiginda sol hipokampus NA diizeyinde 6nemli bir artig
ortaya ¢ikti. Sol hipokampal aktivitenin tek bagina spasyal hafiza testindeki
O0grenme, pekistirme ve hatirlama siireglerinin basarilmasi igin, yeterli oldugu
biliniyor (71). Bu durumda ghrelinin, sol hipokampal NA seviyesini artirarak
hafizay1 fasilite edebilecegi diisiiniilebilir.

Hipokampus, 6grenme ve hafizadaki stresin etkilerinin diizenlenmesinde de
rol oynadigi ve sol hipokampusun agresif davraniglarla iliskili oldugu
bilinmektedir (179, 284). Diger yandan hipokampusa infiize edilen ghrelinin,
kortikotropin serbestletici hormon antagonistleriyle ©onlenebilen anksiyojenik
etkilere neden oldugu belirlenmistir (64). Kemirgenlerde, akut strese yanit olarak
plazma ghrelin diizeyinin arttig1 gosterilmistir (17, 185). Ayrica erkek sicanlarda
santral sinir sisteminde ghrelin aktivitesinin Onlenmesiyle, anksiyolitik ve
antidepresan etkilerin olugturdugu bildirilmistir (174). Depresyonla, LC’taki bazal
aktivitenin artmakta ve NA seviyesi yiikselmektedir (368). Bu bilgiler, ghrelinin
hipokampusta indiikledigi NA artisiyla anksiyojenik ve depresif etkilerinin iligkili
olabilecegi kanisim1 uyandirmaktadir. Ilk defa bu calismada gdsterilmis olan
ghrelin  indiikte bu katekolaminerjik etkilerin, fizyolojik Onem ve
mekanizmalarinin tanimlanmasi i¢in yeni ¢alismalarin yapilmasi yararl olabilir.

Sicanlarda, katekolaminerjik ndronlarda leptin reseptor mRNA’s1 tespit
edilmis ve leptin reseptorlerinin LC ndron goévdelerinde eksprese olduklar

gosterilmistir (149, 137). NA’inin hipotalamusta, beslenme ve ndroendokrin
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aktivitelerde kritik bir role sahip oldugu bilinmektedir (236). Bazal ve uyarilmis
sartlarda leptin artisi ile hipotalamusta, katekolamin seviyelerinin azaldigi in vitro
ve in vivo olarak tespit edilmistir (118, 54, 73). Leptin, niikleus akkiimbensdeki
DA sinyalini kontrol ederek yiyecek arama ve diger motivasyonel davranislarda
diizenleyici etkiler olusturmaktadir (187). Bazal sartlarda ISV yolla leptin
inflizyonundan 20 dakika sonra, niikleus akkiimbens ekstraselliiler DA seviyesinin
distiigli, mikrodiyaliz uygulanarak gosterilmistir (187). Niikleus akkiimbens
ekstraselliiller DA ve tirozin hidroksilaz seviyelerinin diizenlenmesinde leptinin
onemli bir role sahip oldugu tespit edilmistir (123). Medullada ise leptinin
etkisiyle NA saliverilmesinde artis oldugu bildirilmistir (148).

Daha once yapilmis olan bir ¢alismada, uzun siireli leptin tatbikinin,
hipokampal katekolamin diizeylerindeki in vivo etkileri arastirilmisti. Kronik
olarak leptin uygulandiginda, hipokampusta NA seviyesinin arttigt ve DA
seviyesinin azaldigi gosterilmistir (85). Bununla birlikte mevcut calismadaki
bulgular leptinin, hipokampal bazal katekolamin seviyelerinde 6nemli bir akut
degisiklik olusturmadigini gostermektedir. Bu ¢alismada katekolamin analizleri
leptin  tatbikinden 20 dakika sonra yapilmigtir. Leptin hormonunun
katekolaminerjik transmisyondaki akut etkileri 20. dakikadan daha once agiga
¢ikmis olabilir. Bu nedenle leptinin hipokampal katekolamin seviyelerindeki akut
etkilerinin mikrodiyaliz yontemiyle incelenmesi uygun olabilir. Hipokampusta
leptinin, katekolaminlerin ekzositotik saliverilmesinde yer alan bazi vezikiiler
dongii proteinlerinin miktarlarinda degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (6).
Boylece leptinin hipokampusta, akut bir etki olusturmadan proteinlerin sentezini

degistirmek  suretiyle katekolaminerjik transmisyonu diizenleyebilecegi
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diistiniilebilir. Leptin reseptorlerine ait immiinoreaktivitenin, ndéron ve glial
hiicrelerde golgi organina bitisik bulunmasi da bu diisiinceyle uyumludur (99).

Dogal yasamda yiyecek arayan hayvanlarin, uygun aktiviteler ortaya
koyabilmeleri icin, yiyecek bulunan ve bulunmayan yerleri hatirlamalari
gereklidir. Son zamanlarda elde edilen bilgiler beslenme hormonlari leptin ve
ghrelinin, hipokampal hafizay1 artirmak siiretiyle de viicut enerji homeostazinda
rol oynayabileceklerini isaret etmektedir. Hipokampal katekolamin diizeyindeki
akut degisiklikler hafizada, cesitli etkiler olusturmaktadir. Mevcut calismada
hipokampusta ghrelinin, leptinden farkli olarak, katekolamin seviyelerinde akut
etkiler olusturdugu goézlendi. Sonu¢ olarak bu yanitlarin, ghrelinin hipokampal
etkilerine aracilik edebilecegi diisiiniildii.

6.2. Hipokampus Katekolamin Seviyelerinde Melatonin Hormonunun
Akut Etkileri

MEL, suprakiazmatik niikleustaki reseptorleriyle dis ¢evrede meydana
gelen giinliik ve yillik degisikliklere gore biyolojik ritimlerin diizenlenmesinde
onemli rollere sahip bir hormondur (330, 304). MEL pineal bezde sentezlendikten
sonra, dogrudan BOS’na ge¢mektedir (327). Boylece lateral ventrikiile bitisik
konumu ile hipokampus, yiiksek endojen MEL konsantrasyonuna maruz kalan
beyin yapilarindan biridir. Beyin MEL konsantrasyonunda giin i¢inde 6nemli inig
cikislar gerceklesmektedir (263). Hipokampustaki MEL reseptorleri, sinaptik
plastisite ve uzun siireli hipokampal hafizada diizenleyici etkiler olugturmaktadir
(111, 367). Ayrica MEL vasitasiyla diizenlenen uyku ve sirkadiyen ritimin,
hipokampal hafizada onemli etkiler olusturdugu ve konsolidasyonu arttirdigi

bilinmektedir (213, 136, 96).
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MEL aym1 zamanda, beyindeki ¢esitli etkileriyle katekolaminerjik
ndrotransmiyonun diizenlenmesinde yer almaktadir. Ornegin MEL, hipokampusta
kalmodiiline baglanarak nitrik oksit sentazin aktivasyonunu modiile etmekte ve
nitrik oksit seviyesini azaltmaktadir (35, 196). Bazal sartlarda hipokampal nitrik
oksit miktarinda meydana gelen azalma, NA seviyesini diisiirmektedir (208).
Nitrik oksit artis1 ile striatumda DA ve hipokampusta da NA miktarlar
yiikselmektedir (143 208). Bazal sartlarda gercgeklestirilmis olan bu c¢aligmada,
MEL  akut etkileriyle  hipokampal katekolaminerjik  transmisyonda
modiilasyonlara neden olmustur. MEL’in hipokampal nitrik oksit miktarlarinda
meydana getirebilecegi diisiis ile bu modiilasyonlar ger¢eklesmis olabilir.

MEL’in hipokampusta GABA reseptorlerine baglandigi tespit edilmistir
(249). Bazal sartlarda GABA’1n, NA’erjik terminallerdeki heteroreseptor GABAAa
ve GABA tasiyicilart vasitasiyla, hipokampusta NA miktarmi yiikselttigi
bilinmektedir (49). Bu ¢alismanin sonunda ISV yolla MEL tatbikinin akut olarak,
sol tarafta daha fazla olmak {izere sag ve sol hipokampus NA konsantrasyonunda
onemli bir azalmaya yol actigit bulundu. Bu sonu¢, MEL ile NA’erjik
terminallerdeki GABA reseptdrleri arasindaki olasi bir etkilesim sonucu meydana
gelmis olabilir. Diger yandan hipokampal GABA diizeyi, a2 reseptor
aktivasyonuyla yiikselmektedir (267). Bu durumda MEL ile indiiklenen NA
seviyesindeki azalma, hipokampal GABA seviyesinde diisiise neden olabilir.
MEL’in olusturdugu antiepileptik, anksiyolitik, hipnotik, antidepresan ve benzeri
bircok etkide, GABA’erjik sistem biiyilk bir 6nem tasimaktadir (133, 53).
MEL’in, GABAA reseptorlerindeki aktivasyonu artirarak, uzun siireli spasyal

hafiza performansini azalttigin1 rapor eden calismalara karsin, spasyal hafiza
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performansinda MEL’in pozitif etkiler olusturdugunu gésteren bazi ¢aligmalar da
mevcuttur (115, 134). Boylece hipokampal katekolaminerjik norotransmisyonun
modiilasyonuyla MEL’in, hafizay1 diizenleyebilcegi diisliniilebilir.

MEL reseptorleri ile voltaj kapili kalsiyum kanallar1 arasinda fonksiyonel
iliskinin varlig1 ve dorsal kok ganglion néronlarinda Ca*? akisinin MEL ile inhibe
oldugu belirlenmistir (228, 22). MEL’in in vitro sartlarda, DA’erjik teminallerdeki
Ca*? girigini azaltarak hipokampus ve hipotalamusta uyarilmis DA salgilanmasini
inhibe ettigi aciklanmistir (370, 372).

VTA’daki DA’erjik noronlarda MT1 mRNA’s1 gosterilmis ve MEL’in,
DA’erjik noron aktivitesini etkileyerek DA saliverilmesini diizenleyebilecegi
gorlisi ileri strilmiistir (335). Beyin bdlgelerinin ¢ogunda MEL’in, DA
saliverilmesini inhibe ettigi bilinmektedir (373). MEL’in retinal DA seviyesinde
neden oldugu dislislerin; tavsanlarda presinaptik MT2 reseptoriiniin
aktivasyonuyla, civcivlerde DI reseptoriiniin dongiisel adenozin monofosfat
yanitindaki azalmayla ve amfibilerde ise GABA’erjik ndrotransmisyonla
gergeklestigine dair in vitro bulgular elde edilmistir (101, 163, 46). Ayrica MEL
uygulanmasi ile mediyan eminenste DOPAC seviyesinin azaldigi in vivo olarak
belirlenmistir (305). Bu calismanin sonunda da, bazal sartlarda sol hipokampal
DOPAC seviyesinde 6nemli bir azalma gergeklesmistir.

D2 reseptdriiniin, tirozin hidroksilaz aktivitesini azalttigi, DA saliverilmesi
ve sentezini inhibe ettigi, DA tasiyicilar1 lizerinde ¢esitli etkiler olusturdugu
bilinmektedir (204, 252, 83, 180). D2 reseptorii hipokampusta ozellikle CA3
alaninda yogundur (132). Striatumda MEL’in, D2 reseptdrlerine baglandig1 ve

MEL seviyesindeki yilikselmeye bagli olarak bu reseptorlerin affinitesinin arttigi
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belirlenmistir (66, 142). Ayrica yiikksek dozda MEL tatbiki ile striatum,
hipotalamus ve ponstaki tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinin azaldig1 tespit
edilmistir (348). Bunun aksine VTA/substansiya nigradaki tirozin hidroksilaz
mRNA ekspresyonunun, kronik MEL tatbiki ile arttigi bildirilmistir (341).
Boylece sonucta, MEL’in gozlenen katekolaminerjik modiilasyon etkisi ile bu D2
reseptor ve tirozin hidroksilaz enzim etkilerinin iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonug¢

Mevcut ¢alismada;

1- Santral yolla uygulanan Ieptinin, hipokamustaki katekolamin
seviyelerinde anlamli bir degisiklik ortaya c¢ikarmadigi gozlendi. Bu sonug,
leptinin  hipokampustaki bellek siireclerinde katekolaminlere ait akut bir
modiilator etkisinin olmadigini diisiindiirmiistiir.

2- ISV vyolla verilen ghrelin, hipokampal NA diizeyinde artisa ve DA
seviyesinde ise azalmaya neden olmustur. Ghrelin hipokampustaki katekolamin
diizeylerini modiile ederek hipokampal fonksiyonda etkin rol oynayabilir.

3- Melatonin ise hipokampal katekolamin diizeylerinde énemli azalmalara
yol agmistir. Bu durum melatoninin katekolaminerjik aktiviteyi degistirerek
olusturdugu etkilerle hipokampus fonksiyonlarinda diizenleyici roller
istlenebilecegini ortaya koymaktadir.

Olduk¢a karmasik olan hipokampus fonksiyonlari, bugiin tam olarak
anlagilabilmis degildir. Bu hormonlarin bilinen etkilerinin yani1 sira,
katekolaminerjik norotransmiter diizeylerindeki bu modiilator etkilerinin,
fonksiyonel olarak hipokampusta olusturabilecegi degisikliklerin anlasilabilmesi

icin ek caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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