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OZET

Amag: Siilfitin 6grenme iizerinde olumsuz etkileri bilinmesine ragmen, molekiiler
mekanizmalara iligkin yeterli bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda, norotoksik
etkileri bilinen siilfitin farkli dozlarinin 6grenme ve bellek {izerine etkileri davranis
deneyleri ve uzun siireli giiclenme kayitlar1 (LTP) ile degerlendirilmistir. Stlfitin
ogrenme ve bellek {izerindeki etkilerinde asetilkolinin (ACh) rolii ve olasi araci

mekanizmalariin neler olabilecegi arastirilmigtir.

Yontem: Wistar sicanlar 3 gruba ayrilmistir. 35 giin boyunca kontrol grubuna distile
su, siilfit gruplarina ise 100 mg/kg ve 260 mg/kg dozunda sodyum metabistilfit gavaj
yoluyla uygulanmistir. Davranis degisiklikleri Morris su testi, agik alan testi ve yeni
obje tanima testi ile degerlendirilmistir. LTP Kkayitlar1 alindiktan sonra g¢ikarilmis,

ACh, Arc ve sinapsin I diizeyleri, AChE ve ChAT enzim aktiviteleri l¢tilmiistiir.

Bulgular: Siilfit gruplarinda agik alan testinde ve Morris su tanki testinin test
giiniinde alinan toplam yol ve ortalama hizin arttig1, yeni obje tanima testinde ise
ayrim indeksinin siilfit uygulanan gruplarda azaldigi goriilmiistiir. AChE aktivitesi
stlfit uygulanan gruplarda diiserken, ACh miktar1 ve ChAT aktivitesi artmistir.
Ayrica siilfit uygulanan gruplarda elde edilen alan potansiyellerinin EPSP egiminin
ve PS genliginin giiclenmesinin azaldig: tespit edilmistir. Bu bozulmaya Arc ve

sinapsin 1 ekspresyonundaki azalmanin eslik ettigi bulunmustur.

Sonu¢: Calismamizda yetigkinlerde siilfit aliminin uzaysal hafiza ve 6grenmeyi
bozuldugu, bu bozulmaya kolinerjik sinyal yolaginin aracilik edebilecegi
gosterilmistir. Arc ve sinapsin ekspresyonundaki azalmanin toksisiteden kaynakli
LTP yanitlarinda meydana gelen bozulmalarin altinda yatan mekanizmada rol

oynayabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: siilfit, 6grenme ve hafiza, asetilkolin, hipokampus, LTP



ABSTRACT

Objective: Although the negative effects of sulphite on learning and memory have
been known, the information on molecular mechanisms is insufficient. In our study,
the effects of different doses of sulfite, which is known to have neurotoxic effects, on
learning and memory were evaluated by behavioral experiments and LTP recordings.
The role of ACh in the effects of sulfite on learning and memory, and its possible

mediating mechanisms were investigated.

Method: Wistar rats were divided into three groups. Distilled water was given
control group, sodium metabisulphite at dose of 100 mg/kg and 260 mg/kg was given
the sulphite groups for 35 days by gavage. Behavioral changes were evaluated using
the Morris Water Maze, Open Field and New Object Recognition test. After LTP
recordings were taken, hippocampi were removed. ACh, Arc and synapsin levels,

AChE and ChAT enzyme activities were measured in hippocampus tissues.

Results: It has been observed that the total distance and average velocity performed
in the Open Field test and Morris Water Maze prop trial were increased, the
discrimination index in the New Object Recognition test decreased in the sulphite
applied groups. While AChE activity decreased in the sulphite applied groups, ACh
levels and ChAT activity increased. In addition, it has been observed that the EPSP
slope and PS amplitude of the field potentials obtained in sulphite applied groups
decreased. This deterioration was found to be accompanied by a decrease in Arc and

synapsin 1 expression.

Conclusion: In conclusion, it has been shown that sulphite intake in adults impairs
learning and spatial memory, this impairment may be mediated by the cholinergic
signal pathway. It is considered that the decrease in Arc and synapsin expression
may play a role in the mechanism underlying the impairment in LTP responses

caused by toxicity.

Key words: sulfite, learning and memory, acetylcholine, hippocampus, LTP
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1. GIRIS

Giiniimiizde hazir gida tiiketiminin giderek artmasina bagli olarak, paketli gida
tirtinlerinin depolanmasi, raf dmiirlerinin uzatilmasi i¢in gida katki maddeleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Gida katki maddeleri zararli mikroorganizmalarin iiremesini
engellemek, tat ve renk degisimini 6nlemek amaciyla kullanilan kimyasal ajanlardir.
Her ne kadar Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Gida Katki1 Maddeleri Ortak Uzmanlar
Komitesi gibi uluslararast komisyonlar tarafindan giivenilir giinlik alinabilir
diizeyler agiklansa da yapilan arastirmalar bu diizeylerin siklikla asildigini

gostermektedir (Vandevijvere ve ark. 2010).

Siilfit bilesikleri, ¢ok eski zamanlardan beri hem genis etkisinden hem de ucuz
maliyetinden dolay1 yaygin olarak kullanilan gida katki maddelerindendir (El Kadi
ve ark., 2014). Diyetle alinan siilfit tuzlar1 gastrointestinal sistemden emilerek beyin
dahil biitin viicut organlarina yayilmakta ve su ile reaksiyona girerek toksisite
yaratan {irinler olusturmaktadirlar (Simon, 1986). Siilfitin bu toksik iriinleri
deoksiriboniikleik asit (DNA), proteinler, lipitler gibi birgok hiicresel bilesikle
etkilesime girerek geri donilislimsiiz hiicre hasarma sebep olmaktadirlar
(Renciizogullari ve ark., 2001). Siilfitin merkezi sinir sistemi {izerine etkileri ile ilgili
bir ¢ok arastirma yapilmis, hem molekiiler diizeyde hem de 6grenme ve hafiza
stireglerinde olumsuz etkileri oldugu rapor edilmistir (Akdogan ve ark., 2011; Ozsoy
ve ark., 2012; Noorafshan ve ark., 2013; Kencebay ve ark., 2013).

Davranis testleri ve elektrofizyolojik kayitlar, 6grenme ve hafiza islevlerinin
deneysel olarak calisilmasini miimkiin kilan giivenilir metotlardir. Morris su tanki
testi uzaysal 6grenme ve hafizanin incelenmesinde, yeni obje tanima testi ise bilissel
islevlerin, ozellikle de tanima belleginin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir
(Mutlu, 2016). Diger yandan agik alan testi spontan motor aktiviteyi, g¢evreyi
kesfetme davranisini ve otonom fonksiyonlari degerlendirmek i¢in kullanilan bir

davranis testidir (Karson ve ark., 2008).

Ogrenme, noronal sistemlerin  adapte olabilmelerini ve plastisitelerini
gerektirmektedir. Cajal (Cajal, 1911) mental egzersiz sonrasinda noronlar arasindaki
baglantilarin  degisebilecegini ve cogalabilecegini ifade etmistir. Ozellikle

tekrarlanan yiiksek frekansli uyarilardan sonra fonksiyonel degismeler yaninda,
1



yapisal degisiklikler de goriilmektedir. Ogrenmenin gergeklesebilmesi icin aktiviteye
bagimli sinaptik iletimde uzun siireli artis, uzun siireli giiclenme (Long-term
potentiation, LTP) olarak tanimlanir (Bliss ve Collingridge, 1993). LTP’nin noronal
plastisitenin altinda yatan molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 anlamak igin en
yaygin kullanilan paradigma oldugu, 6grenme ve hafiza i¢in model olusturdugu

distintilmektedir ( Bliss ve Collingridge, 1993).

Yapilan arastirmalar, uzun siireli hafizanin olusumu sirasinda, Arc (activity-regulated
cytoskeleton associated protein=Aktivite ile diizenlenen hiicre iskeleti ile iliskili
protein) proteininin diizenleyici rol istlendigini ortaya koymustur (Bramham ve
Messaoudi, 2005; Messaoudi ve ark., 2007). Nitekim, Arc mesajci riboniikleik asidin
(mMRNA), LTP indiiksiyonunu takiben dendritik siireclerde hizli bir sekilde artmasi,
Arch Ozellikle sinaps konsolidasyonu ile iligkili kilmaktadir (Steward ve Worley,
2001a). Kolinerjik kaybin, hipokampal noronlarda Arc protein miktarinda azalmaya
sebep oldugu ve kolinerjik yolak aracili uzaysal 6grenmede Arc proteinin rol
oynadig1 gosterilmistir (Gil Bea ve ark., 2011). Sinapsin |, presinaptik plastisiteye
aracilik eden fosfoproteindir (Greengard ve ark., 1993). Sinapsin |, sinaptik
vezikiillerin ekzositoz i¢in uygunlugunu diizenleyerek ndrotransmiter saliniminda
onemli rol oynamakta ve sinapsin I’in artmasi sinaptik aktivite artiginin gostergesi

olarak degerlendirilmektedir (Llinas ve ark., 1985; Nayak ve ark., 1996).

Asetilkolin (ACh) sinir sisteminde bir néromodiilator olarak fonksiyon gormektedir.
ACh, kolinerjik noronlarin gdvdesinde kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi
tarafindan kolin ve asetil-CoA'dan sentez edilir. Sinaptik araliga salinan ACh,
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi aracigiyla kolin ve asetata pargalanarak yikilir.
ACh’in sentezi ve yikimi arasindaki denge kolinerjik iletimin devamliligi i¢in
gereklidir. Beyinde kolinerjik sistemin hasarlanmasmin 6grenme ve hafiza
disfonksiyonu yarattig1 birgok ¢alisma ile gosterilmistir (Grothe ve ark., 2010; Teipel
ve ark., 2014).

Bu bilgilerin 15181inda ¢alismamizda, ndrotoksik etkileri bilinen siilfitin diyetle alinan
farkli dozlarmin 6grenme ve bellek lizerine etkilerini davranis deneyleri ve LTP
kayitlar1 ile ortaya koymak, LTP olusumunda etkileri gosterilmis olan Arc ve
sinapsin | ekspresyonlarinin katkilarin1 arasgtirmak ve ilgili siireclere ACh sentez ve

saliniminin katkisi olup olmadigini aragtirmak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

1. Siilfit
Siilfit katki maddesi ve koruyucu olarak birgok sektorde cesitli amaglar igin
kullanilabildigi gibi siilfiir igeren aminoasitlerin katabolizmasi sirasinda viicutta

endojen olarak da tiretilebilir (Gunnison ve ark., 1978).

2.1.1. Siilfit Kullaniminin Tarihgesi ve Siilfit’in Yapisi

Siilfitler uzun yillardan beri farkli kullanim amaclar1 nedeniyle hayatimizda yer
almaktadir. Siilfit bilesiklerini, Eski Yunanlilar evlerini dezenfekte etmek amaciyla
kullanirken, Romalilar ve Misirlilar sarap kaplarinin sanitasyonunda siilfiir dioksit
(SO;) buharlarindan faydalanmislardir. Siilfitler, 1664 yilinin sonlarina dogru
koruyucu olarak kullanilmaya baglanmis, ilk olarak, elma saraplarinin depolandigi
fig1 ve mataralar siilfitle muamele edilmistir (Taylor ve ark., 1986a; Giines, 2014).
1921 yilinda sodyum bisiilfit, 1930 yilinda sodyum siilfit ve 1939 yilinda ise
sodyum-potasyum bisiilfit gida katki maddesi olarak kullanilmaya baslanmistir
(Taylor ve ark., 1986a). Giiniimiizde ise antimikrobiyal, enzim inhibitorii ve
indirgeyici bir ajan oldugu bilinen siilfitin gida kalitesinin ve goriiniimiiniin
tyilestirilmesi, raf dmriiniin uzatilmasi gibi amaglarla kullanimi1 yaygin olarak devam
etmektedir (El Kadi ve ark., 2014). Et iriinleri, saraplar, meyve sulari, patatesler,
biskiiviler, alkollii icecekler gibi gida maddelerinin kullanimi yaninda, kozmetik
tiriinleri ve ilaclarda da siilfit kullanilmakta ve siilfit maruziyeti olusmaktadir. Gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan siilfit bilesikleri ve kodlari Tablo 1’de

verilmistir.

Siilfit bilesikleri 1959 yilindan itibaren Gida ve Ilag Idaresi (Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan giivenli bilesikler olarak listelenmesine ragmen,

yiiksek dozlarda tiiketilmesi toksisiteye sebep olmaktadir (Dalton-Bunnow, 1985).



Tablo 2.1. Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan siilfit bilesikleri ve bu iriinlerden tiretilen SO,
yiizdesi

Isim Kodu Kimyasal Teorik
Formiilii Olarak SO,
Uretimi (%)
Siilfiir dioksit E-220 SO, 100
Sodyum siilfit E-221 Na,SO; 50.8
Sodyum hidrojen siilfit (Sodyum bisiilfit) E-222 NaHSO; 61.6
Sodyum metabistilfit E-223 Na,OsS, 67.4
Potasyum metabisiilfit E-224 K505S, 57.6
Kalsiyum siilfit E-226 CaSO3 Yok
Kalsiyum hidrojen siilfita E-227 Ca(HSO3)? Yok
Potasyum hidrojen siilfit E-228 KHSO; 53.5

Siilfitler suda ¢6ziindiiklerinde, siilfiiréz asit (H,SO3), bisiilfit iyonu (HSO3) ve siilfit
iyonu (SO37) olusturmaktadir (Dalton-Bunnow, 1985). Sulu siilfit soliisyonlar: veya
kuru siilfit tuzlar1 hava ile temas ettiginde veya asitli ortamda bulunduklarinda SO,
gaz1 agiga cikmaktadir (Fan ve Book, 1987). Gidalarla alinan siilfit pH’nin diisiik
oldugu mide gibi asidik ortamlarda daha fazla SO, ortaya ¢ikmakta, olusan SO,
gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilerek sistemik dolasima ge¢mekte ve
dokulara dagilmaktadir (Simon, 1986). Tablo 2.1°de siilfit bilesiklerinin SO,
olusturma kapasiteleri verilmistir (Ough ve Were, 2005; EFSA, 2016)

Calismamizda kullanilan sodyum metabisiilfit kimyasal formiili Na,S,0s, kodu ise
E223 olan, sodyum katyonu (Na") ve metabisiilfit anyonunu (S,0s?) igeren iyonik
bir bilesiktir. Molekiiler agirligi 190.11 g/mol’ diir (EFSA, 2016).

Metabisiilfit, iki siilflir atomu arasinda dogrudan baglantiya sahiptir. Birinci siilfiir
atomu ii¢ oksijen atomuna baglanir ve +5 oksidasyon durumu gosterir diger siilfiir
atomu +3 oksidasyon durumu gdsterir ve iki oksijen atomuna baglanir (Sekil 2.1).
Sodyum metabisiilfit suda oldukga ¢oziiniir bir bilesiktir, ¢dziiniirliigi 20°C
sicaklikta 65.3g/100mL’dir. Suda, Na,S,05 cok keskin ve hos olmayan kokusu olan

4



SO, gazim1 serbest birakir, bu gaz insanlarda solunum problemlerine yol
acabilmektedir (EFSA, 2016).

wnw—0~0

Na® -0

QOQ—wn—/0

Sekil 2.1. Sodyum metabisiilfitin yapisal formiili

2.1.2. Siilfitin Endojen ve Ekzojen Kaynaklar

Siilfit insan viicudunda metionin ve sistein gibi siilfiir iceren aminoasitlerin
katabolizmasiyla endojen olarak olusur (Sekil 2.2) (Wang ve ark., 2010; Schwarz,
2016).

Homosistein

CBS

Siilfonat
Sistatyonin
Oksidasyon
CSE
. .. . CBSorCSE Metillenme
Metionin — Sistin —> 1-Sistein — Piruvate + H,S ——— CH,SCH;

| \
methemoglobin
| L-Sistein siilfinat = ! veya
A
| Ketoglutarat oksitlenmis glutatyon
B
CO, Glutamat
[

Hipotaurin B-Silfinilpirivat———> SO, ﬁ (SSO;)
J J tiol
Taurine SO;2 —— 50,2

Sekil 2.2. Endojen siilfit {iretiminin asamalari. |, sistein dioksijenaz; |, sistein siilfinat dekarboksilaz;
lg, aspartat aminotransferaz; II, siilfit oksidaz; I, tiyosiilfat siilflirtransferaz veya indirgenmis
glutatyon bagimli tiyosiilfat rediiktaz; III, NADPH oksidaz; CBS, sistatyonin p-sentaz; CSE,
sistatyonin y-sentaz

Siilfit sentezi sitoplazmada bulunan sisteinin, sistein dioksijenaz enzimi ile sistein
stilfinata ¢evrilmesi ile baslar. Sistein siilfinat aspartat transporter ile mitokondriye
tasinir ya da sitozolde kalir (Schwarz, 2016). Mitokondride, sistein siilfinat
mitokondrial aspartat aminotransferaz enzimi ile B-stlfinilpiriivati olusturur. Daha
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sonra spontan desiilfinasyona ugrar ve sonugta SOs? olusur (Schwarz, 2016).
Sitozolde kalan sistein siilfinat ise sitoplazmik aspartat aminotransferaz enzimi
araciligiyla son iirlin olarak stilfit olusturur. Olusan siilfit mitokondriyal membrandan
gecerek  mitokondride stilfata (SO4'2) dontstr.  Siilfit ayrica hipotaurinin
metabolizmasi sirasinda da olusabilir (Schwarz, 2016). Hidrojen siilfiiriin (H,S)
oksidasyonu siirecinde de az miktarda siilfit olusmaktadir (Shapiro, 1977).
Homosisteinden sistatyonin B-sentetazin ve sistatyonin a-sentazin etkisiyle siilfit

iretilmektedir (Shapiro, 1977).

Siilfitin ekzojen kaynaklar1 ise yiyecekler, icecekler, solunan hava ya da
farmakolojik trtinlerdir. Silfit yiyecek ve iceceklerin renklerinde, tadinda ya da
kokusunda istenmeyen degisiklikleri 6nlediginden, kurutulmus meyve, meyve sulari,
sarap, konserve gibi pek cok islenmis yiyecek ve igecekte ayrica restoran
yemeklerinin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. (Giines, 2014). Siilfit gidalara
eklendiginde bir¢ok gida bileseni ile reaksiyona girmektedir (Taylor ve ark., 1986a).
Literatiirde gidalardaki tiaminin siilfat ajanlar tarafindan pargalandig ve etkisiz hale
getirildigi bildirilmistir (Davidson, 1992). Bu sebeple siilfit ¢aligmalarinda, tiamin
eksikligi problemi olusmamast igin siilfit mideye tiiple verilir. Indirgenmis sekerler,
doymamis organik bilesikler, kararmaya neden olan karbonil ara iiriinleri de stlfitin
reaksiyona girdigi bilesiklerden birkacidir. Reaksiyonun siiresi pH’ya, 1siya, stlfit

konsantrasyonuna ve gidanin ¢esidine baglhidir (Wedzicha, 1992).

DNA gibi biyolojik 6neme sahip bir¢ok molekiille reaksiyona girebilen siilfitin
toksik etkilere neden oldugu bilinmektedir (Gunnison, 1981). Ayrica siilfit siiperoksit
gibi serbest radikaller Ttreterek toksik etki gosterdiginden stlfit tliketiminin
siirlandirilmasi gerektigi diisiiniilmiistiir (Til ve ark., 1972; Kushner ve ark., 2005;
Kencebay ve ark., 2013). Nitekim, 1986 yilinda, FAO/WHO Gida Katki Maddeleri
Uzman Komitesi (JECFA) (JECFA, 1987), % 0.25 Na;S;0s takviyeli gida
tilketiminin, giinlik 72 mg/kg SO, alimimna esdeger olmasi sebebiyle, SO, ve siilfit
icin glinde 100 kat giivenlik faktorii ekleyerek, 0.7 mg/kg olarak kabul edilen giinliik
alim miktarin1 (ADI) kabul etmistir. Gida katki maddesi olarak SO, kullanimindan
beklenen ortalama maruziyet, tiim popiilasyon gruplarinda giinde 0.23 ila 2.21 mg/kg
arasinda degistigi rapor edilmistir (EFSA, 2016). Biitiin bilinen toksik etkilerine

ragmen, siilfit bilesiklerinin gida endiistrisinde kullanimi devam etmektedir.



2.1.3. Siilfit Metabolizmasi

Endojen olarak iiretilen ya da ekzojen olarak disaridan alinan siilfit, mitokondrinin
membranlar arasi boslugunda lokalize olan siilfit oksidaz (SOX) enzimi tarafindan
zararsiz bir bilesik olan siilfata (SO4'2) dontstiiriiliir, boylece siilfitin yaratacagi
toksik etkiden hiicreler korunur (Cohen ve ark., 1973). Bir molibdoprotein olan SOX
enzimi hem grubu igeren N-terminali ve molibdenyum kofaktorii igeren C-terminali
bulundurmaktadir (Morikawa ve ark., 1997). SOX siilfiti siilfata doniistiirmek igin
molibdenyum merkezine baglanan SOs*’e sudan bir oksijen atomunu aktarmakta ve
siilfit idrarla atilan SO4 e okside olmaktadir (Bailey ve ark., 2009; Wyse ve ark.,
2019) (Sekil 2.3).

Sistein siilfinat —————> Taurin
a-KG —1
 AAT

Siilfinilpiruvat |

Siilfit (SO3%)

Piruvat || 1 | “
- i ‘ \ - —— —— \ e

Siilfat (S042) <— ‘SOK"" S0, —> Tiosiilfat

Sekil 2.3. Siilfitin metabolizmasi

SOX enzimindeki herhangi bir mutasyon hiicrede siilfit birikmesine yol agar ve
biriken siilfit plazma zarin1 gecerek dolasim yoluyla viicuda yayilir. Sonug olarak zar
proteinlerinde disiilfiir baglarini azaltabilir, boylece protein katlanmasini, stabilitesini
ve aktivitesini etkileyebilir, reaktif oksijen tiirlerinde artisa, DNA ve hiicre
membraninda hasara neden olabilir (Harraan, 1955). SOX enzimi eksikligi olan
hastalarda S-siilfosistein miktarinda artis saptanmistir. S-siilfosistein yapisal olarak
glutamata benzemektedir ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin glutamat

bolgesine baglanarak reseptorii aktive edebilir (Schwarz, 2016). Dolayisiyla



NMDA’nin bu aktivasyonunun SOX mutasyonu olan hastalarda nobetlerin ve

ardindan beyin hasarinin nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir (Schwarz, 2016).

Hayvanlarda SOX aktivitesi 10-20 kat daha fazladir. Memeli dokularinda SOX
enzim aktiviteleri degerlendirildiginde, karaciger, bobrek ve kalpte yiiksek aktivite,
beyin, dalak, akcigerler ve testiste ise diigiik aktivite goriiliirken, en yiiksek enzim

aktivitesinin karacigerde oldugu tespit edilmistir (Gunnison, 1981).

2.1.4. Siilfit Toksisitesi

Siilfitin hem in vivo hem de in vitro ortamlarda toksisiteye yol actig1 ve birgok yan
etkileri oldugu bilinmektedir (Oztiirk ve ark., 2006; Kencebay ve ark., 2013;
Basaranlar ve ark., 2019). Siilfite kars1 alerji ilk defa 1976 yilinda gézlenmis ve siilfit
duyarlilig1 olarak tamimlanmistir (Netherlands, 2005). Siilfitin kalp (Zhang ve ark.,
2015), karaciger (Bai ve ark., 2013), bobrek (Xing ve ark., 2015), mide (Ercan ve
ark., 2013) ve beyin (Zhang ve ark., 2004) gibi hayati organlar tizerindeki etkileri
incelenmis ve toksisiteye yol a¢tig1 tespit edilmistir. Insanlarda 3.5 mg/kg gibi diisiik
stilfit dozlarinda kusma refleksi ortaya ¢iktigi rapor edilmistir (Lafontaine ve ark.,
1955). Bunun yant sira, siilfit maruziyetinin biling kayb1 ve 6liimle sonuglanan ciddi
anaflaktik soka neden olabilecegi, bunun yani sira hizli solunum, nefes darligi,
hiriltili nefes alma, hipertansiyon, tasikardi, horlama, gii¢siizliik, kurdesen, 6dem,
kasinti, nezle, gdz mukozasi iltithabi, yutma giicliigli, bulanti ve ishal gibi
semptomlara yol agabilecegi bildirilmistir (Yang ve Purchase, 1985; S. L. Taylor ve
ark., 1986b).

Siilfit toksisitesinin ndronlart nasil etkiledigine dair fikir birligi heniiz saglanamamais
olsa da temel mekanizmada siilfiir ve oksijen merkezli serbest radikallerin yer aldig
diisiiniilmektedir (Abedinzadeh, 2001; Wang ve ark., 2016). Oztiirk ve ark., (Ozturk
ve ark., 2011) erkek Wistar siganlarina 35 giin boyunca giinde 10, 100 ve 260 mg/kg
dozlarinda gavaj yoluyla Na,S;0s uygulamis, plazma S-siilfonat seviyelerinde ve
beyin ile retinada lipit peroksidasyon gostergesi olan tiyobarbitiirik asit reaktif
madde (TBARS) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) diizeylerinde doza bagli 6nemli artig
oldugunu, gorsel uyarilmis potansiyellerinin latanslarinda da uzama oldugunu
bildirmislerdir. Bu durumu siilfit alimina bagh olarak oksidatif stresin gorsel sisteme

zarar verdigi seklinde degerlendirmislerdir.



Oztiirk ve ark. (Oztiirk ve ark., 2006) yapmis olduklar1 ¢alismada SOX eksikligi
olusturduklart sicanlara 6 hafta boyunca i¢gme suyunda 25 mg/kg/giin dozunda siilfit
verdiklerinde hipokampusta glutamatin NMDA reseptoriiniin alt birimleri NR2A ve
NR2B ekspresyonunda azalma tespit etmislerdir. Kucukatay ve ark. (Kiigiikatay ve
ark., 2007), SOX yetmezligi olan siganlarda oral yolla alinan stlfitin hipokampusta
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini énemli Olciide
arttirdigini rapor etmisglerdir. Yapilan baska bir ¢alismada ise siilfitin hipokampus
piramidal noronlarinda hasara neden oldugu saptanmistir (Akdogan ve ark., 2011).
Ekibimiz tarafindan yapilan ¢alismada, sicanlara 100 mg/kg/giin ve 260 mg/kg/giin
dozunda Na;S,0s uygulanmis ve radyal kollu labirent testinde referans ve g¢alisan
hafiza hatalarmin arttii, hipokampal glutamat ve glutamin diizeylerinin azaldigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar siilfitin 6grenme ve hafiza {izerinde olumsuz etkileri
oldugunu, bu etkilerin glutamat dongiisii ile iligkili olabilecegini isaret etmektedir
(Kencebay, 2017). Bizim ¢alismalarimiz ve literatiirdeki bilgiler degerlendirildiginde
stilfit ile 6grenme ve hafiza siiregleri arasinda 6nemli bir iliskinin oldugu acgikga

goriilmektedir.

2.2. Ogrenme ve Hafiza

Ogrenme ve hafizanin nasil olustugu, depolanma yeri, hafiza olustugunda sinir
sisteminde ne tiir degisikliklerin meydana geldigi en ¢ok merak uyandiran sorulardan
biri olmustur. Ogrenme, deneyimler sonucu davramista meydana gelen kalici
degisiklik olarak tanimlanirken, hafiza ise bilgilerin kodlanmasi, depolanmasi ve
istendigi zaman geri ¢agirilabilme kabiliyeti olup, 6grenmenin néronal aglarda kalan
izidir (Kandel ve ark., 2013). Ogrenme ve hafiza bireylerin yasamsal faaliyetlerini

yerine getirebilmeleri i¢in hayati 6nem tasimaktadir.

2.2.1. Hafizanin Siiflandirilmasi

Hafiza giinliik yasamin onemli bir parcasidir. Cevre ve diger insanlarla etkilesime
girmemizi saglar, deneyimlerin korunmasina izin verir ve riskleri en aza indirir.
Hafiza olusumu dort ana siireci kapsar: ilki yeni bilgilerin alinmasi, islenmesi ve
birlestirilmesi siireci olan kodlamadir. ikincisi pekistirme (konsolidasyon) siireci
olup, kodlanan ve anlam yiiklenen bilginin saglamlastirilmas: asamasidir. Ugiincii
kisitm depolama yani bilginin korunmasi kismidir ve kodlanan bilginin siirekli

kaydimin olusturulmasi, hafizaya yerlestirilme siirecidir. Hafiza olusumunun son
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asamasi ise geri ¢cagirma olarak tanimlanan ipucunun bilgiyi depodan geri ¢cagirmasi

veya hatirlatmasidir (Takehara-Nishiuchi, 2014).

{ Hafiza
Kisa Sureli U"zun.
Hafiza Sureli
Hafiza
I [ 1
" —_—
Ortik ﬁclk "
D ti
(Deklaratif Olmayan) ((:k a:.a.l )
A splisit
(Implicit Hafiza) Hafiza)

[ I | \ JE E— lil:!

Asosiyatif

Prosediirel Hazirlama Asosiyatif Olmayan Epizodik Semantik
(Beceri ve (Priming) Ogrenme Ogrenme (Gergekler) (Olaylar)
Abskaniiklar) — S E—
Klasik Operant Aliskanlik Duyarlilik
Sartlanma Sartlanma (Habitiasyon) (Sensitizasyon)

.~ @@
L /

Sekil 2.4. Hafizanin siniflandirilmasi

Hafiza genellikle zamana ve bilginin dogasina gore iki sekilde siniflandirilir.
Siiresine bagli olarak hafiza kisa siireli ve uzun siireli olarak ikiye ayrilmaktadir.
Bilginin dogasina gore ise agik ve oOrtiik olarak iki kisimda incelenmektedir. Sekil

2.4.’te hafizanin zamana ve dogasina gore siniflandirilmasi gosterilmistir.

Bilginin depolanma yetenegi, isletim bellegi olarak adlandirilan kisa stireli hafizaya
baghdir. Insanlarda isletim bellegi sdzel (verbal) ve gorsel-uzaysal olarak iki alt
birimden olusur ve {igiincli bir sistem olan idari kontrol siirecleri ile koordine edilir.
Idari kontrol siiregleri kisinin dikkatini verdigi kaynaklari sozel ve viziospasyal
sistemlere paylastirir. Sozel alt sistem fonolojik baz1 bilgilerin hafizada tutulmasinda
kullanilir. Viziospasyal sistem, objenin niteligine iliskin bilgi ve uzaysal konum

bilgisini i¢eren iki alt birimden olusur (Kanit L. 2020).

Eger bilgiler yeterince 6nemli goriilmezse silinir veya kisa stireli bellekte pekistirilen
bilgiler ileride ¢agrilmak {izere uzun siireli hafizaya aktarilir. Uzun siireli hafizada
depolama siiresi gilinler ile yillar arasinda degisir. Kisa siireli bellekte ndron gruplari
arasindaki uyart kimyasal degisiklikleri kapsarken, uzun siireli bellekte bu

degisikliklerin yaninda protein sentezi gibi kalici, yapisal ve fonksiyonel
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degisiklikler olur (Kandel ve ark., 2000). Uzun siireli hafizada sinapslarin sinyal
iletimindeki duyarliliklar1 degisir, fiziksel olarak yeniden yapilanmalari saglanir. Bu
fiziksel yapilanma; ndrotransmitter salinimini arttirmak igin vezikiil salinim
bolgesinde artig, ndrotransmitter salinan vezikiillerin sayisinda artis ya da dendrit
dikenlerinde sinyal iletiminin giiclenmesini saglayacak yapisal degisiklikler olup, bu
stireglerin bilginin uzun siire saklanmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Bliss ve

Cooke, 2011).

Ik olarak Henry Gustav Molaison adli hastanin cerrahisi sonrasinda kisa siireli ve
uzun siireli hafizanin farkl sekillerde olustugu ve aralarinda bir aktarim gerektigi
kanitlanmigtir. Hastanin gecirmis oldugu epilepsi cerrahisinde bilateral temporal
lobektomi uygulanmis ve iki yanli olarak amigdala, hipokampusun biiyiik boliimii ve
temporal korteksin asosiyasyon alanlarinin bir kismi ¢ikarilmigtir. Cerrahiden sonra
saglikli bir bigimde wuyuyan hastada yasamsal islevlerde bir bozulma
gbozlemlenmemis ve Henry adli hastanin algisi, zekasi ve kisiligi degismemistir.
Hastanin igletim bellegi ve operasyon Oncesine ait uzun siireli belleginde 6nemli bir
bozulma olugmamis fakat kisa siireli hafizanin uzun siireli agik hafizaya aktariminin
tamamen kayboldugu gorilmiistiir. Birkag dakika Once tamidigi birini
hatirlayamazken ¢ocukluk anilarini detaylariyla hatirlayabilmektedir. Ayrica motor
becerileri, basit refleksif 6grenme tipleri olan alisma, duyarlanma, klasik ve operant
sartlanma ogrenimleri degismemistir (Kanit L. 2020). Benzer hastalarda goriilen
farklilagmanin, saglikli insanlarda da oldugu ve iki farkli hafiza tipinin varligim
gostermistir. Buna gore ilk 6grenme tipi hafizanin bilingsiz formu yani ortiik bellek
(nondekleratif ya da prosediirel hafiza)’tir. Ortiik bellek, tipik olarak kendiliginden
ortaya ¢ikmakta ve hazirlama, beceri 6grenmesi, aligkanlik bellegi ve sartlanma gibi
farkli formlar1 bulunmaktadir. ikinci dgrenme tipi ise insanlar, yerler ve nesneler
hakkinda gergek bilgilerin bilingli hatirlanmasi seklindedir ve 6nceki deneyimin
diisiiniilmesi ya da bilin¢gli hatirlanmasimi gerektirir. Bu tip hafiza ac¢ik bellek

(dekleratif ya da eksplisit) olarak bilinmektedir (Squire ve ark., 1993) (Sekil 2.4).

Acik (Deklaratif ya da eksplisit) Hafiza
Deklaratif (eksplisit) hafiza gercekler ve olaylar ile ilgilidir, bilgi bilingli olarak
kaydedilmektedir. Deklaratif hafizanin, gerceklerin bellegi (semantik) ve anisal

bellek (epizodik, kisisel deneyimlerin bellegi, otobiyografik bellek) olmak iizere iki
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alt tipi bulunmaktadir. Semantik hafiza kisisel baglantilardan uzak bir sekilde sadece
gercekleri igerir, 6rnegin Tiirkiye nin baskenti Ankara’dir. Fakat epizodik bellekte
zaman ve yer gibi degiskenlere bagl bilgi vardir ve bu nedenle duygu ve goriisleri

igeren bellek tiiriidiir (Kandel ve ark., 2000).

Ortiik (Deklaratif olmayan ya da implisit) Hafiza

Deklaratif olmayan (implisit) hafiza motor becerilerin ve aligkanliklarin
kazanilmasini saglayan hafiza tiiriidiir. Daha 6nce edinilmis bilgi ve beceriler biling
gerektirmeden ¢agirilir, 6rnegin; bisiklete binmek, araba kullanmak. Pek ¢ok bilissel,
algisal ve motor beceri baslangigcta agik bellekte saklanirken denemelerle ortiik
bellekte depolanmaya baglar. Hipokampus ve temporal korteks bolgeleri ciddi olarak
etkilenen bir hastanin, insanlar ve olaylarla ilgili belleginde énemli kayiplar oldugu,
buna karsin miizigi okuma, piyona ¢alma ve koro yonetme islevlerini yapabildigi,
diger yandan ne yaptigini hatirlamadigi rapor edilmistir (Kanit L. 2021). Deklaratif
olmayan hafiza; prosediirel hafiza, tetikleme, asosiyatif ve asosiyatif olmayan

ogrenme olmak iizere dort alt gruba ayrilmaktadir (Kanit L. 2021).

Tetikleme (priming); geg¢misteki deneyimlere dayanilarak yeni karsilagilan kelime
ve cisim gibi uyarilarin taninmasimin kolaylagsmasidir. Bu sekilde sik kullanilan
deneyimlerin olusturdugu noral yollar daha 6n planda bulunmaktadir (Bartsch ve
Butler, 2013). Tetikleme isleminin ortiik bellek tizerindeki etkisi, bir kisiden eksik
harfleri olan kelimeyi tamamlamasmin istendigi kelime fragmani testiyle

degerlendirilmektedir.

Prosediirel hafiza; bilgi bilingli olarak kaydedilmez, motor veya duyusal yetenekleri
veya “aliskanliklar1” ifade eder. Bisiklet siirmek, yiizmek, ayakkabi baglamak veya
bir kelimeyi hecelemek gibi durumlarda islevsel bellek kullanilir (Steckler ve ark.,
1998). Yiirime ve konusma yetenegi prosediireldir ve yetigskinler olarak onlar
ogrendigimize dair bilingli bir bellege sahip olmamamiza ragmen, cocukken bu
beceriler kolay ve verimli bir sekilde gelistirilir (Steckler ve ark., 1998). Motor
O0grenme, aslinda davraniglar i¢in  hareket kaliplarmin  olusturulmasi,
saglamlagtirilmas1 ve birlestirilmesi ile gergeklestirilir. Motor ve biligsel yetenekler

tekrarlarla dgrenilir.
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Asosiyatif 6grenme; iki uyaran arasindaki ya da uyaran ve davranig arasindaki

iliskinin 6grenildigi hafiza tiiriidiir. Asosiyatif 6grenme klasik sartlanma ve operant

(edimsel) sartlanma olarak iki grupta incelenmektedir.

Klasik sartlanma, ilk olarak Ivan Pavlov tarafindan tanimlanmistir (Pavliov
1902). Burada genellikle ¢aba veya farkindalik olmadan, normalde pek yanit
olusturmayan nétr uyaranlar1 (ses veya 1sik gibi), zevk ya da tiikiiriik gibi
dogal bir cevap olusturan bagka bir uyaranla (gida gibi) iliskilendirmeyi
ogrendigimiz bellek tiirtidiir. Sartli uyaran ardindan sartsiz uyaran birlikte
verilirse bir slire sonra sartli uyarana tek basma yanit olusturabilir.
lliskilendirme hafizasi, sartli uyaran (ses), dgrenmeden &nce sartsiz uyaranla
(g1da) aym1 yaniti olusturmaya basladiginda gosterilir. Ornegin, herhangi bir
uyar1 olusturmayan zil sesi (kosullu uyaran) ile, kopekte salya salgilanmasina
neden olan etin (kosulsuz uyaran) birlikte art arda verilmesi, kopegin ete karsi
gostermis oldugu salya salgilanmasi tepkisini zil sesine vermesini
saglamaktadir.

Operant sartlanmada ise, uyar1 ve davranis arasindaki iliski 6grenilmekte,
iliski davramisin sonunda ortaya ¢ikan sonuglar tarafindan kontrol
edilmektedir. Eger davranisin sonucu olumsuz ise davranis ortadan kalkar,
olumlu ise davranig devam ettirilir. Sicanin bulundugu kafesteki pedala
basmasiyla yem kapaginin acilmasi, sonucu olumlu olan davranig olup,

operant sartlanmaya iyi bir 6rnektir (Kandel ve ark., 2000).

Asosiyatif olmayan 6grenme; ayni uyariya verilen tepkinin zamanla degisiminin

ogrenildigi hafiza tiriidiir. Alisma (habitiiasyon) ve duyarlanma (sensitizasyon)

olarak ikiye ayrilmaktadir (Kandel ve ark., 2000).

Alisma, zararsiz bir uyarana verilen tepkinin, uyaranla tekrarlayan
karsilagmalarda azalmasi ve bir siire sonra tepkinin ortadan kalkmasi olarak
tanimlanmaktadir. Kisiye zarar vermeyen ya da 6diil duygusuna yol agmayan
uyaranlar verilirse alisma yanit1 ortaya ¢ikar (Kandel ve ark., 2013).

Duyarlanma, siddetli ve zararli bir uyaranla tekrarlayan karsilagsmalarda
giderek daha duyarli hale gelip, gosterilen tepkinin siddetlenmesidir (Kandel

ve ark., 2000). Sicanin canini acitacak bir uygulamadan sonra gelen hafif bir
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dokunmanin asir1 tepkiye neden olmasi duyarlanmaya iyi bir 6rnektir (Kandel

ve ark., 2000).

Uzaysal Hafiza

1970’11 yillarda deney hayvanlari iizerinde yapilan ¢aligmalar, hipokampusta spasyal
cevrenin biligsel bir haritasinin olustugunu gostermistir. Uzaysal hafiza, bir kisinin
farkli konumlar1 ve nesneler arasindaki uzaysal iligkileri hatirlamasini saglayan
bilissel bir siiregtir (Johnson, 2010). Bir nesnenin baska bir nesneye gore nerede
oldugunun hatirlamasini saglar. Uzaysal anilarin, bir kisinin kendisi veya ¢evresi
hakkinda duyusal bilgileri toplayip islemesinden sonra olustugu sdylenir (Johnson,
2010). Ornegin, bir labirentin sonunda yiyecegin yerini dgrenmek icin fare uzaysal
hafizaya ihtiya¢ duyar.

Uzaysal hafiza, kisa siireli hafiza ve uzun siireli hafiza Ozelliklerine sahiptir
(Bannerman ve ark., 2014). Arastirmalar, beynin uzaysal hafiza ile iliskili belirli
alanlar1 oldugunu gosteriyor. O'Keefe’nin (O'Keefe, 1976) biligsel harita teorisine
gore uzaysal hafizanin hipokampus ile iliskili oldugu vurgulanmis olup, hipokampus
gevrenin uzaysal haritasin1 sagladigi ileri siriilmiistiir. Hipokampusun cornu
ammonis (CA) 1 ve CA3 bolgelerinde yer hiicresi olarak adlandirilan hiicrelerin,
tanidik mekanlarda farkli bir atesleme sablonu olusturdugu kanitlanmistir (Moser ve
ark., 2015). Hipokampusta plastisitenin engellenmesi, hedefe yonelik navigasyonda
bozulmaya neden olur ve konumlari hatirlama yetenegi bozulur (Hebert ve Dash,
2004) Hipokampuslar1 ¢ikarilan hastalarin uzaysal hafizalarimin ciddi sekilde
bozuldugu, hipokampus hasar1 olan amnezik hastalarin ise uzaysal yerlesimleri

ogrenemedikleri veya hatirlayamadiklart gorilmistiir (Squire ve ark., 1993).

2.2.2. Sinaptik Plastisite

Noronlar arasindaki baglantilar deneyime yanit olarak degisir ve bu degisim kisa ve
uzun siireli hafiza arasindaki farklar1 ortaya koyar (Bliss ve Cooke, 2011). Sinaptik
degisikliklerin 6grenme ve hafizada 6nemli rol oynadigini gosteren pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur (Messaoudi ve ark., 2007; Bliss ve Cooke, 2011). 1940’1 yillarda Hebb
(Hebb, 1949) bellegin 6grenme sirasinda kurulan sinaptik baglanti paternlerinde
saklandigin1 6ne siirmiis ve bu fikir, 6grenme sirasinda es zamanli aktive edilen
noronlarin sinaptik baglantilar1 giliglendirdigi seklinde degerlendirilmistir. Bu basit

fikir, en etkili 6grenme ve hafiza teorisinin temeli olup, ¢ok sayida sistem ve
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organizmada ¢ok biiyiik molekiiler, norofizyolojik ve davranigsal veri paternini
aciklamaktadir. Sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizanin temelini olusturan hiicresel
mekanizma olup, postsinaptik alanda meydana gelen yapisal ve biyokimyasal
degisiklikleri kapsamaktadir (Matsuzaki ve ark., 2004). Sinaptik plastisite, iki
noronun birbirleriyle ne kadar etkili iletisim kurdugunu kontrol etmekte ve hem
sinaps Oncesi hem de sinaps sonrasi mekanizmalar sinaptik plastisitenin
ekspresyonuna katkida bulunmaktadir (Bliss ve Lemo, 1973). Sinaptik plastisite kisa
siireli ya da uzun siireli olabilir. Kisa siireli sinaptik plastisite, iki saniyeden daha az
bir zaman diliminde meydana gelen sinaptik giicteki degisiklikleri ifade etmektedir.
Uzun siireli sinaptik plastisite de ise sinaptik giigteki degisiklikler dakikalar, saatler,
giinler veya yillar boyunca siirmektedir. Uzun siireli plastisite, beynin bilgiyi nasil
sakladigi, diger bir deyisle yeni anilar1 nasil yarattigimiz ve hatirladigimiz ile ilgili
bir modeldir. Noronlarin tiirline, degisimin siiresine ve ilgili beyin bolgesine bagl
olarak farkli tipte sinaptik plastisite tanimlanmaktadir. Elektrofizyolojik diizeyde,
sinaptik plastisite LTP ve uzun siireli depresyon (Long Term Depression, LTD)
olarak bilinen fenomenlere ayrilir (Timothy VP Bliss ve Cooke, 2011).

Uzun Siireli Giiglenme
Uzun siireli gliglenme, sinaptik iletimde kalic1 bir artisa neden olan, aktiviteye bagh
bir plastisite sekli olup, yiiksek frekanslhi uyarim ile iretilir (Malenka ve Nicoll,
1999). Hipokampusta kisa siireli yiiksek frekansli uyaranlar uzun siireli giiglenmeye
yol acar. Bir uyaranin LTP olusturmasi i¢in iki Onemli sarti yerine getirmesi
gerekmektedir; eksitator Ozellikte olmas1 ve yiiksek frekansli olmasi. Uzun siireli
sinaptik plastisite ilk olarak 1973'te tanimlanmistir. Tavsan hipokampusunda ¢alisma
yapan Bliss ve ark. (Bliss ve Lemo, 1973), sinapslarin hizli ve tekrar tekrar aktive
edilmesinin onlar1 daha giicli hale getirdigini kesfetmisler ve LTP olarak
adlandirmislardir. LTP’nin anilarin olusmasi ve depolanmasi ile ilgili hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar1 anlamak i¢in onemli bir anahtar oldugu diisiiniilmektedir
(Nguyen ve Kandel, 1996). LTP' nin farkli zamansal fazlarinda farkli hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar etkindir. Erken faza kolaylastirici veya protein sentezinden
bagimsiz faz da denir ve 30 dakikaya kadar siirer. Daha sonraki faza ayn1 zamanda
kalic1 sinaptik plastisite veya uzun siireli bellek denir (Bliss ve Collingridge, 1993).
Uzun siireli sinaptik plastisite, yeni protein sentezini gerektirir ve daha uzun (> 1
giin) sinaptik giiclenme ile karakterizedir (Bliss ve Collingridge, 1993). Gen
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transkripsiyonu ve translasyonu, noral hiicreler arasinda yeni sinaptik baglantilara
sebep olur (Bailey ve Chen, 1988). LTP'de tekrarlayan presinaptik stimiilasyon veya
senkronize girdi, hassasiyeti arttirir ve postsinaptik cevabi giiclendirir (Bliss ve
Lemo, 1973). Uzun siireli sinaptik degisiklikler sadece yiiksek girdiye 6zgii degildir,
ayn1 zamanda sinaps spesifiktir (Kandel ve ark., 2000). Hipokampustaki uyarici
sinapslarin tekrarlayan aktivasyonunun, saatler hatta gilinler boyunca devam eden,
sinaptik giigte artisa yani LTP olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Xiong ve ark.,
2017)

Uzun Siireli Depresyon

Sinaptik etkinlikteki azalmalar LTD olarak adlandirilir ve disik frekanslh
stimiilasyon ile iretilir (Bliss ve Cooke, 2011). Teorik ¢alismalar, LTD' nin varligini
Oon goriir, clinkii LTP'yi dengelemek icin bir mekanizma olmadan, nodronal
devrelerdeki sinapslar giderek doymus hale gelecek ve boylece yeni bilgi
depolayamayacaktir. LTP'nin bir sonucu olarak, sinaptik baglantt maksimum etkinlik
seviyesine ulastiginda ve yeni bilgileri kodlamay1 zorlastirdiginda, LTD sinaptik

glicii korumak i¢in bu tiir sinaps kiimelerini se¢ici olarak zayiflatmaktadir (Kandel ve

ark., 2000).

Ogrenme ve Hafizanin Noérokimyasal Mekanizmasi

Presinaptik ndrona aksiyon potansiyelinin ulagmasiyla birlikte salinan glutamatin
postsinaptik membranda bulunan a-amino-3-hidroksi-5-metil-isoksazol-4-propionik
asit (AMPA) ve kainik asit reseptorlerine baglanmasindan sonra postsinaptik
membranin Na® iyonlarina gecirgenligi artmaktadir. Bu giiclii depolarizasyon,
NMDA reseptoriinii (NMDAR) dinlenim potansiyelinde bloke eden magnezyum
(Mgz+) iyonlarinin itilmesine ve blokajin kalkmasina sebep olur ve NMDA reseptorii
(NMDAR) iizerinden hiicre igine kalsiyum (Ca+2) ve Na* iyon akisi
gerceklesmektedir (Nowak ve ark., 1984). Postsinaptik hiicreye Ca*? akisi
kalsiyum/kalmodulin kinaz 1l (CaMKII), protein kinaz C (PKC) ve tirozin kinaz
olmak iizere birka¢ sinyal yolagimi aktive etmektedir. Bu sinyal yolaklari hem
postsinaptik hiicrede yanit1 arttirmakta hem de presinaptik hiicrelerden daha fazla
glutamat serbestlenmesine yol agmaktadir. Ca*? girisiyle aktive olan CaMKII enzimi
AMPA reseptorlerinin gegirgenligini arttirmaktadir (Kandel ve ark., 2000). Hiicre

icinde tizerinde AMPA reseptorlerinin bulundugu vezikiillerin PKC tarafindan
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fosforillenmesi ile AMPA reseptorlerinin plazma membranina flizyonu gergeklesir.
Hiicre i¢i artan Ca*? nitrik oksit sentaz enzimlerini de aktive ederek énemli bir
retrograd haberci olan nitrik oksit sentezini indiiklemektedir. Bu agamaya kadar
meydana gelen degisiklikler biyokimyasal degisiklikler olup LTP’nin erken fazini
olusturmaktadir (Nguyen ve Woo, 2003). Erken LTP bir ile ii¢ saat arasinda devam
etmekte ve protein sentezini gerektirmemektedir.

LTP’nin ge¢ fazinda presinaptik alanda genisleme, postsinaptik alanda ise AMPA
reseptorlerinde artis oldugu gdosterilmistir. Ayrica yeni dendritik dikenler ve yeni

eksitator sinaptik alanlar olustugu bildirilmistir (Kandel ve ark., 2000).

Postsinaptik néronda artan Ca*? konsantrasyonu araciligiyla aktive olan adenilat
siklaz (AC) enzimi hiicre i¢i adenozin trifosfati (ATP) siklik adenozin monofosfata
(cAMP) donistirmektedir (Kandel ve ark., 2000). Artan hiicre i¢i cAMP protein
kinaz A (PKA)’y1 aktive eder. Aktif PKA ¢ekirdege translokale olan ve cAMP-
duyarl element baglayici proteinini (CREB-1) fosforile eden mitogen aktive protein
kinazin aktivasyonuna yol agar (Kandel ve ark., 2000). Giiglii bir transkripsiyonel
koaktivator olan CREB-1 hiicre ¢ekirdeginde protein sentezini baslatmakta ve yeni
sinaptik baglantilarin biiyiimesine yol ac¢tig1 diisiiniilen hedeflerin (CRE promotoriinii
iceren) transkripsiyonunu aktive etmektedir. Boylece yeni reseptorlerin  ve
sinapslarin olugmasina bagli artan sinaptik giic, hatiralarin uzun siireli hafizaya
depolanmasina aracilik etmektedir (Eichenbaum, 2001). Tekrarlanan stimiilasyon
ayrica, PKC'nin yapisal olarak aktif bir izoformu olan protein kinaz M-zeta (PKM-()
'vi kodlayan mRNA’nin dendritlere translasyonunu aktive eder ve bu durum
postsinaptik membrandaki AMPA reseptorlerinin sayisinda uzun siireli artisa yol

acar (Kandel ve ark., 2013).

2.2.3. Hipokampus
Hipokampus, temporal lobun i¢inde bulunan limbik sistemin dnemli bir parcasi olup,
epizodik anilarin olusumunda, konsolidasyonunda ve geri ¢agrilmasinda rol oynar

(Haam ve Yakel, 2017).

Denizatina benzeyen sekli nedeniyle Yunanca at anlamima gelen hippos ve deniz
anlamina gelen kampos isminden iretilmistir. Hipokampus sirasiyla dentat girus,
CA3 ve CA1 kisimlarini igeren trisinaptik bir dongiiden olusur. Cajal. (Cajal, 1911),

1911 yilinda hipokampal formasyondaki impuls trafiginin ana hiicrelerini,
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baglantilarin1 ve akigini gosteren {inlii ¢izimini yayinlamistir. Trisinaptik dongiide 3
ana yolak vardir; hipokampal olusuma girdi saglayan entorhinal korteksten, dentat
girusa uzanan perforant yolak, dentat girusun graniiler hiicre tabakasindan CA3
primidal hiicrelere projekte olan yosunsu lifler (mossy fiberleri) ve CA3 bolgesinden
CA1 bolgesine uzanan Schaffer kollateralleri (Sekil 2.5) (Cajal, 1911).

Lateral

PP

Sekil 2.5. Hipokampusun ana hiicreleri, impuls trafigi ve baglantilart

Hipokampus, multimodal (birden ¢ok duysal sisteme ait) duysal ve spasyal bilgileri
yakinindaki entorhinal korteksten almaktadir. Kortikal afferentler, yani duyusal bilgi,
hipokampusa esas olarak entorhinal korteksin 11 ve Il katmanlarindaki néronlarin
aksonlarindan olusan perforant yoldan girer. Perforant yol aksonlari, dentat girus
graniiler hiicrelerinin dendritleri {izerinde sonlanir (Andersen ve ark., 2006).
Perforant yolak iki alt kisstmdan olusur, mediyal ve lateral perforant yolaklar. Her iki
yolakta kortikal bilginin hipokampusa projeksiyonunu saglar. Gelen sinyalleri
trisinaptik devre araciligiyla hipokampusun diger bolgelerine gondermeden Once,
dentat girus hiicreleri bilginin islenmesini saglarlar (Andersen ve ark., 1969). Daha
sonra bilgi, hipokampusa dentat girustan CA3, CAl ve subikuluma akar ve
hipokampal intrinsik tri-sinaptik devreyi olusturur. Ayni1 zamanda entorhinal korteks
II. tabakadan CA3’e ve III. tabakadan CA1 bdlgesine (temporoammonik yolak) ve
subikuluma projeksiyonlar vardir (Amaral ve Witter, 1989). Subikulum, entorhinal

korteks ile hipokampus arasindaki gecis bolgesidir. Hipokampal sistemden ana ¢ikti
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kaynagi CA1’dir ve ana hedefi subikulumdur. Hipokampusun temel ¢iktilar1 CA1
bolgesindeki piramidal ndéronlar yoluyla entorinal kortekse (geri doner), subikuluma
ve diger mediyal temporal lop yapilarina ulasir. Cikt1 entorhinal kortekse ulasir ve

dongii tamamlanmis olur (Cajal, 1911) .

Dentat girus, CA’nin kenarinda, iizerinde kapak olusturan keskin bir sekilde
katlanmis li¢ katmanli (molekiiler katman, graniil hiicre katmani ve dis girustan
hilusa polimorfik katman) kortekstir ve goriiniisii kemirgenlerde C veya V
seklindedir. Graniil hiicreleri, dentat girustaki kiiclik (yaklasik 10 pum c¢apinda) ve
yogun hiicre tabakasi i¢inde bulunan ana noronlardir. Dendritleri, hiicre tabakasina
ve molekiiler tabakaya dik olarak uzanir, burasi esas olarak perforant afferentlerden

sinaptik girdiler alirlar (Andersen ve ark., 1969).

2.2.4. Ogrenme ve Hafizada Hipokampusun Rolii

Insanlarda yapilan néoropsikolojik calismalar, deneysel lezyon caligmalar1 ve
hayvanlardaki noroanatomik ¢aligmalar gdsteriyor ki hipokampus ile c¢evresindeki
entorhinal, perirhinal ve parahipokampal korteksleri igeren temporal lob yapilar

deklaratif/iliskisel bellek i¢in 6nemlidir (Xiong ve ark., 2017).

1976 yilinda O’Keefe (O'Keefe, 1976) tarafindan kesfedilen hipokampustaki konum
(yer) hiicreleri, gevrenin sinir sistemindeki temsilini olusturan biligsel bir harita
olusturdugu diisiincesini ortaya koymustur. Konum hiicreleri hipokampusta bulunan
ve birey sadece tamidik bir yerden gecerken aktive olan (aksiyon potansiyelleri
olusturan) sinir hiicreleridir. Serbest dolasan kemirgenlerin hipokampusunda
noronlarin fonksiyonel rolleri, mekansal aktivasyon (atesleme) desenleri ile
karakterize edilmistir (O'Keefe, 1976). Kemirgen ¢evresini arastirirken,
hipokampustaki néronlar belirli konumlarda aktivasyon oranlarini arttirir (O'Keefe,
1976). Hipokampusta ¢oklu yer hiicrelerinin ateslenmesi, tim ortami
“haritalayabilir” ve hayvana mevcut konumunun bir temsilini saglayabilir. Uzaysal
hafiza genellikle hipokampusun CA3 ve CA1l boélgelerinde bulunmasina ragmen,

piramidal sinirler haricinde dentat girusun graniillii hiicrelerinde de bulunur (Moser

ve ark., 2015).

1980'li yillarda Dr. Richard Morris (Morris ve ark., 1982) hipokampuslarinda lezyon

olusturulmus kemirgenlerin hipokampal fonksiyonunu test etmek icin, boyali su
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bulunan tank igerisine gizli platform yerlestirmis ve uzaysal konuma gore platformu
bulma siirelerini degerlendirmis, hayvanlarin 6grenme performanslarmin anlaml
olarak bozuldugunu gostermistir. Sonug olarak farkli hiicrelerin uzaysal 6zellikleri,

hayvanin bulundugu yerin konumu ve oryantasyonu igindeki yoniinii temsil edebilir.

Hipokampusun tiim néron ve interndronlar elektriksel aktiviteye sahiptirler (Albensi
ve ark., 2007). Hipokampusun istenilen katmanina yerlestirilen kayit elektrotundan
kaydedilen aktivite, néron toplulugunun ortak aktivitesinden dogan ekstraselliiler
akimlarin olusturdugu yerel alan potansiyeli degisimleridir. Normal kortikal
kayitlarda onlarca veya yiizlerce mikrovolt olan alan potansiyelleri hipokampusta
milivolt cinsinden oOlgiiliir (Law ve Leung, 2018). Bu tiir potansiyeller, piramidal ve
graniil hiicrelerinin soma ve dendritlerinin tek diize paralel hizalanmasindan ve
biiylik bir hipokampal néron popiilasyonunun neredeyse ayni anda aktivasyonunu

tetikleyen hipokampal afferentlerden kaynaklanmaktadir (Law ve Leung, 2018).

Hipokampusta, 0 (5-10 Hz) ve y (40-120 Hz) frekanslarinda ritmik aktiviteler ve
etkilesimler bilgi kodlamak ve saklamak i¢in kritik oneme sahiptir (Lisman ve
Jensen, 2013). 0 dikkat sirasinda artar ve hafiza olusumu igin gereklidir (Winson,
1978); hipokampal y aktivitesi ise bellek kodlamasini kolaylastirir (Colgin ve Moser,
2010). Bu iki tip salinim aktivitesi siklikla birliktedir ve 0-y ¢iftlemesi hafiza
formasyonunun bir korelasyonu olarak goriilmektedir (Tort ve ark., 2009). Bu
nedenle, bu tiir salinim faaliyetlerinin 6grenme ve hafizanin altinda yatan uzun siireli
sinaptik modifikasyonlar: tetiklemesi muhtemeldir. y frekansinda (100 Hz) kisa bir
uyarim veya tekrarlanan yiiksek frekansli stimiilasyon (HFS) LTP ile sonuglanir
(Bliss ve Collingridge, 1993) ve bu protokol ¢ok sayida noronal agda LTP'yi ortaya

cikarmak i¢in yaygin olarak kullanilir.

Hipokampal LTP ile davranigsal olarak tanimlanmis hafiza arasindaki paralellikler
incelenmis ve her ikisinde de benzerlikler bulunmustur (Albensi ve ark., 2007).
Bunlar arasinda hizli indiiksiyon, tekrarlama ile giliclenme, NMDA reseptor
aktivasyonu (hepsinde olmamakla birlikte ¢cogunda) ve LTP azalmasinin normal
unutmayla iliskili zaman siireci ile korelasyonlar1 bulunmaktadir (Otto ve ark., 1991).
Whitlock ve ark. (Whitlock ve ark., 2006), siganlarda tek uyarili sakinma
ogrenmesinin, HFS kaynakli LTP ile ayn1 hipokampal glutamat reseptorlerinde ayni

degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir. Pastalkova ve ark. (Pastalkova ve
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ark., 2006) ise PKM-( inhibitorii tarafindan LTP olusumunun engellendigini ve
uzaysal hafizada kalici bir kayip olusturdugunu tespit etmislerdir. Sonug olarak, bu

caligmalarla hipokampal LTP'nin 6grenmeyle indiiklendigi gosterilmistir.

LTP tipik olarak 100 Hz'de yiiksek frekansli uyarim ile indiiklenebilir (Bliss ve
Collingridge, 1993). Frey ve ark. (Frey ve ark., 1993) 3 kez tekrarlanan 100 Hz’lik
stimiilasyonun 3 saat veya daha uzun siiren ve protein sentezini i¢eren ge¢ LTP
tirettigini gostermislerdir. Vertes ise (Vertes, 2005) 100 Hz'lik tek bir uyaranin zayif
stimiilasyon olarak kabul edildigini, erken LTP'ye (1-3 saat) yol agtigin1 ve protein

sentezinin olmadigini rapor etmistir.

2.3. LTP’nin Biyobelirtecleri

2.3.1.Arc Proteini

Arc proteini (Activity-regulated cytoskeleton-associated protein) insanlarda Arc geni
tarafindan kodlanan plastisite proteinidir. Ozellikle uzun siireli bellek olusumu igin
gereklidir ve sinaptik plastisite formlarmin tiimiinii etkiler, yalnizca omurgalilarda
bulunur (Link ve ark., 1995; Lyford ve ark., 1995). Arc proteinin hem aktif hem de
inaktif sinapslarda rol aldigi gosterilmistir. Arc proteini, aktif sinapslarda aktin
polimerizasyonuna yol agarak yapisal degisikliklerin siirdiiriilmesini saglarken,
inaktif sinapslarda ise AMPA reseptdr sayisinin azalmasini saglayarak aktif ve
inaktif sinapslardaki dengeyi saglar. Bu etkisi ters sinaptik etiketleme ve yakalama
hipotezi (inverse synaptic tagging and capture)’nin dogmasina yol agmistir (Baltaci
ve ark., 2019). Ogrenme sirasinda beyindeki glutamaterjik ndronlarda sinaptik
aktivite artisgina bagli olarak ArC proteininin eksprese edildigi ¢aligmalarda
gosterilmistir. (Daberkow ve ark., 2007). Arc proteininin, AMPA glutamat
reseptorlerinin (AMPAR) endositozunu (Chowdhury ve ark., 2006), Notch sinyalini
(Alberi ve ark., 2011), spin boyutu ve tipini (Peebles ve ark., 2010) diizenledigi,
dolayisiyla sinaptik giicii degistirdigi bilinmektedir. ArC geni susturulmus
hayvanlarda kisa siireli hafizanin etkilenmedigi, ancak kalic1 bellek olusumunun
engellendigi tespit edilmistir (Plath ve ark., 2006). Sonug¢ olarak Arc, bellek

konsolidasyonunun hiicresel siireclerini anlamak i¢in bir yol saglamaktadir.

Arc transkriptleri stimiilasyondan 5 dakika sonra ortaya ¢ikar, bu da Arc't uyarana ilk

yanit veren genlerden (immediate early gene) biri haline getirir (Ramirez-Amaya ve
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ark., 2005). Bu tiir genler, néronal aktiviteye yanit olarak miimkiin olan en hizl
transkripsiyonel cevaba sebep olur (Saha ve ark., 2011). Arc proteini mRNA’s1, LTP
indiiksiyonunu takiben sinapslara tasinarak lokal olarak translasyona ugrar. Arc,
bazal kosullar altinda diisiik seviyede kopyalanir (Rao ve ark., 2006). Arc
transkripsiyonu, TrkB reseptoriiniin (Ying ve ark., 2002; Pintchovski ve ark., 2009),
Grup 1 metabotropik glutamat reseptdrlerinin (mGluR1'ler) (Waung ve ark., 2008),
muskarinik asetilkolin reseptorlerinin (Teber ve ark., 2004) ve NMDAR’lerinin
(Steward ve Worley, 2001b) aktivasyonu ile 6nemli 6l¢iide diizenlenir (Korb ve
Finkbeiner, 2011) ( Sekil 2.6).

BDNF Glutamate
Glutamate Glutamate

Acetyl(iholine Glutamate  Glutamate

Plasma

membrane ¢

Ca2+

Nucleus
Zeste-like

factor

v l Arc mRNA

, W
5 Protein
~6.5 kb Arc gene degredation
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Sekil 2.6. Arc ekspresyonunun diizenlenmesi

Sinaptik aktivite ve Arc transkripsiyonu arasindaki giiglii baglanti, gesitli 6grenme
paradigmalarina yanit olarak ndronlarin aktiflestigini belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ramirez-Amaya ve ark., 2005). Arc indiiksiyonunun seviyeleri ve
kaliciligi, beyin bdlgesine ve hiicre tipine bagl olarak farklilik gdsterir. Ornegin,
hipokampusun farkli bolgelerinde (6rn., CA3 ve CA1 (Guzowski ve ark., 1999))
farkli Arc indiiksiyonu bulunmaktadir ve bu farkliliklar, hiicrelerdeki/bolgelerdeki
aktivite seviyeleri ile O0grenme ve hafizada nasil ve ne zaman islev gordiikleri

hakkinda bilgi saglayabilir (Korb ve Finkbeiner, 2011).
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Hipokampal n6ronlarda Arc’in asir1 ekspresyonu spin yogunlugunu arttirirken Arc'm
bozulmasi spin yogunlugunu azaltir (Peebles ve ark., 2010). Bu degisim, stimulusa
bagli hiicresel cevabi degistirmek i¢in Arc’in gerekli oldugunu ve bu nedenle Arc
proteininin yeni anilar olusturmak veya eskilerini unutmak i¢in 6énemli oldugunu
gostermektedir (Peebles ve ark., 2010). Dentat girustaki in vivo ¢aligmalar, ArC'in
inhibisyonunun LTP'nin indiiksiyonunu bozdugunu gostermistir (Guzowski ve ark.,
2000; Messaoudi ve ark., 2007).

Arc, LTP'deki 6nemli islevine ek olarak LTD igin de gereklidir (Plath ve ark., 2006).
Arc geni baskilanmig farelerin hipokampal kesitlerinde CA1 piramidal néronlarin
diisiik frekansh uyarilmasi kontrol gruplarinda LTD’yi indiiklemistir (Plath ve ark.,
2006). CA1 noronlarinda Arc, mGluR1'lerin aracilik ettigi LTD i¢in gereklidir ve
Arc, AMPAR endositozunu diizenleyerek LTD'ye aracilik etmektedir (Waung ve
ark., 2008). Arc ekspresyonu, AMPAR endositozunu gergeklestirmek igin endofilin 1
ve dinamin 2 iizerinden etki ederek AMPAR aracili sinaptik akimlarin genligini

azaltir (Chowdhury ve ark., 2006; Verde ve ark., 2006) (Sekil 2.7).

membrane

Structural
plasticity
and LTP?

LTD and LTP?

Sekil 2.7. Arc'in hiicresel islevleri

Arc Fonksiyonunun Davramstaki Rolii
Arc'im LTP ve LTD'nin geg¢ evrelerindeki 6nemi nedeniyle, 6grenme ve hafizanin geg

evrelerinde de fonksiyonel roliiniin olabilecegini gostermektedir (Korb ve
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Finkbeiner, 2011). Arc geni baskilanmis fareler yeni davranissal gérevleri kontrol
grubuna benzer sekilde 6grenir, ancak yeni anilar1 pekistiremezler (Plath ve ark.,
2006). Plath ve ark. (Plath ve ark., 2006) yaptiklar: yeni obje tanima testinde, Arc
geni baskilanmis farelerin bir nesneye maruz kaldiktan 10 dakika sonra, yeni nesnede
gecirdikleri siirenin kontrol grubunda ki fareler ile ayni1 oldugunu ancak 24 saat sonra
kontrol fareleri hala yeni nesneyi tercih ederken, Arc geni baskilanmis farelerin yeni
nesneyi tercih etmedigini tespit etmisler ve bu durumu Arc geni baskilanmis farelerin
kisa zaman dilimi i¢ginde Ogrenip hatirlayabildigi, fakat anilar1 pekistiremeyecegi
seklinde degerlendirmislerdir. Bunun yani sira striatum veya hipokampusta yiiksek
seviyelerde Arc proteini bulunan hayvanlarda uzaysal 6grenmenin daha hizli oldugu
saptanmistir (Guzowski ve ark., 2001).

2.3.2. Sinapsin Proteinleri ve Alt Tipleri

Beyinde yapilan in vivo caligmalarda ve doku kiiltiirii deneylerinde sinapsin
proteinlerinin  ekspresyonunun, sinaptogenezin gelisimi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Lohmann ve ark., 1978; Adriana Ferreira ve ark., 2000). Beyindeki
ndrotransmisyonun %90'indan fazlasi, kiigiik sinaptik vezikiillerin Ca*? araciligiyla
diizenlenen ekzositozu yoluyla sinapslarda ortaya ¢ikmaktadir (Dedk ve ark., 2009).
Sinaptik vezikiiller goreceli olarak stabildir, bu vezikiiller plazma membrani, diger
organeller veya Dbirbirleriyle rastgele kaynasmazlar, bunun yerine, plazma
membraninda bulunan aktif bolge ile kaynasirlar ve bu siire¢ siki bir sekilde kontrol
edilir (Deak ve ark., 2009). Ekzositozisten sonra membran yapilarinin yeniden
kullanilabilmesi i¢in endositik mekanizmalar ile geri alimir. Endositozla hiicre
icerisine alman plazma membranm1 ve diger proteinler yeniden sinaptik vezikiil
olusturulmasinda kaynak olusturur. Boyut ve sekil bakimindan homojen olmasina
ragmen, sinaptik vezikiiller islevsel olarak benzer degildir (Cesca ve ark., 2010).
Bir¢ok sinapsta, ¢cok farkli ndrotransmitterleri serbest birakan vezikiillerin hizli bir
sekilde alinmasi sinapslarin ¢esitli aktivitelere uyum saglamasina olanak tanir (Cesca
ve ark., 2010). Calismalar, sinapsinler ad1 verilen bol miktarda sinaptik fosfoprotein
ailesinin, sinaptik vezikiillerin stabilitesinin ve organizasyonunun siirdiiriilmesine

katildigin1 gostermektedir (Dedk ve ark., 2009; Cesca ve ark., 2010).

Sinapsinler, norona 6zgii fosfoproteinler sinifina aittir ve toplam beyin proteinlerinin

% 1'ini igerir, bu da onlar1 en ¢ok bulunan sinaptik protein ailesinden biri yapar
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(Goelz ve ark., 1981). Sinaps gelisiminin diizenlenmesi, ndrotransmitter saliniminin
modiilasyonu ve sinir terminallerinin olusumu da dahil olmak iizere sinaptogenez ve
noronal plastisitede 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (Liu ve ark., 2019) (Sekil
2.8.). Esas olarak sitoplazmik yiizeydeki sinaptik vezikiil membram ile birleserek
etki gosterirler (Huttner ve ark., 1983). Sinapsin vezikiil membrani birlesmesi birkag
protein kinaz ve fosfataz tarafindan siki bir sekilde diizenlenmekte, sinapsinler
defosforile olduklarinda sinaptik vezikiilleri baglarken, fosforile edildiklerinde
vezikiillerden ayrilarak ekzositoza neden olmaktadirlar (Hosaka ve ark., 1999).
Sinapsinler, ndrotransmitter salinimin1 CaMKII fosforilasyonu ile diizenler, inaktif
hallerinde vezikiillerin sitoiskelet bilesenlerine baglanarak stabilizasyonunu saglarlar.
Presinaptik membrana aksiyon potansiyelinin ulasmasiin ardindan, sinaptik
vezikiillerin serbest kalmasimni ve membrana hareket edip norotransmitterlerin
salinimina aracilik ederler. Omurgalilarda, Sinapsinlerin I, 11 ve 1l olarak

isimlendirilen ti¢ ayr1 tipi belirlenmistir (Kao ve ark., 2008).

Presynaptic terminal formation
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Sekil 2.8. Sinapsinlerin temel fonksiyonlar1
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Sinapsin I, 11, 111

Sinapsinler ¢ogu sinir hiicresinde bol miktarda bulunur; farkli ndron tiplerinde,
farkli izoformlar1 bulunmaktadir (Sudhof ve ark., 1989), sinapsin | ve Il
noronlardaki ana izoformlardir (A Ferreira ve Rapoport, 2002). Sinapsin I, aksonun
uzamasi ve sinaptik vezikiil fiizyonunun kinetiginin diizenlenmesi ile iliskilidir
(Coleman ve Bykhovskaia, 2009) (Sekil 2.8). Sinapsin I'in (1a ve 1b) her iki izoformu
da sinaps olusumunda Onemli rol oynar (Adriana Ferreira ve ark., 1998) ve
sinaptogenezi diizenleyerek norotransmitter salimmini modiile eder (Li ve ark.,
1995). Sinir terminallerinde yedek (rezerv) havuz ve salinima-hazir havuz olarak
farkli 2 vezikiil havuzu bulunmaktadir. Yedek havuz ndrotransmitter salinima hazir
olmayan kismi temsil ederken, salinima-hazir havuz presinaptik terminalden sinaptik
araliga salinacak ndorotransmitterlerin bulundugu alandir. Sinapsin I’in, sinaptik
vezikiillerin yedek havuzdan uzaklastirarak salinima hazir olan alana gegisini regiile
ettigi diisliniilmektedir. Fosforillenmemis sinapsin 1 vezikiilleri yedek havuzda
sabitleyerek norotransmisyonu engeller ve diizenleyici rol oynar (Schoch ve ark.,
1996).

Sinapsin II, vezikiil kenetlenmesine katilmasi yoluyla sinaptik vezikiil dongiisiiniin
onemli bir bileseni olarak kabul edilmektedir (Coleman ve Bykhovskaia, 2009).
Sinapsin Ila izoformu glutamaterjik sinapslarda vezikiiler rezerv havuzunu
diizenlerken, sinapsin IIb presinaptik terminallerin olusumunda rol oynar (Han ve

ark., 1991; Gitler ve ark., 2008).

Sinapsin III, noronal gelisimin erken evresinde baskin olarak eksprese edilir; bununla
birlikte sinaptogenez, ndrogenez ve ndronal plastisitenin diizenlenmesindeki rolii
aksonal farklilasmadaki degisikliklere baglanabilir (Ferreira ve ark., 2000; Kao ve
ark., 2008). Sinapsin III ile noérotransmitter salimminin diizenlenmesi, diger
izoformlardan tamamen farkli bir sekilde ilerler ciinkii hayvanlarda sinapsin III'iin
baskilanmasi, sinaptik I ve II baskilanmasina zit olarak sinaptik vezikiil havuzunun
boyutunda artisa neden olur (Adriana Ferreira ve ark., 2000). Sinapsin | ve Il
ozellikle sinaptik bolgelerde yogunluk gosterirken, sinapsin III’iin ekstrasinaptik
bolgelerde artig1 gézlenmistir (Adriana Ferreira ve ark., 2000).
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Sinapsin ile LTP Iliskisi

LTP’nin olusmasina, sinaptotagmin, sinaptofizin ve sinapsinler gibi cesitli sinaptik
proteinlerin ekspresyonlarindaki artis eslik eder (Lynch ve ark., 1994; Sato ve ark.,
2000). Sinapsin seviyelerinin, ¢esitli kosullar altinda hem norotrofik hem de
patolojik uyaranlara yanit olarak arttigi gosterilmistir (Marti ve ark., 1999). Sato ve
ark. (Sato ve ark., 2000) sigan hipokampusunda LTP olusumu sirasinda artan
sinapsin 1 seviyesindeki artisin, sinaptik baglant1 sayisindaki artig1 yansittigini rapor
etmislerdir. Nobetler (Suemaru ve ark., 2000) veya 6n beyin iskemisi (Marti ve ark.,
1999) gibi bazi patolojik durumlarin baslangicinda da sinapsin I ekspresyonunda

artis gorilmiistir.

LTP sirasinda hiicre igerisinde artan Ca*? miktari ile aktive olan CaMKII sinapsin I
fosforilasyonunu saglar ve bu fosforilasyon vezikiiliin plazma zarina baglanmasi i¢in
serbestlenmesine sebep olur. Bu siirec NMDA reseptorlerinin inhibisyonu ile bloke
edilir. Ayrica, PKC aktivatorleri ile indiikklenen LTP artis1 sirasinda sinapsin I'in
CaMKII tarafindan fosforilasyonunda doza bagl artis gozlemlenmistir (Malenka ve
ark., 1986; Stanton ve Sarvey, 1987).

Baska bir ¢alismada, beyin tiirevli norotrofik faktor 2 (BDNF2)’nin, sinapsin I
fosforilasyonu yoluyla sinaptozomlardan glutamat salinimini arttirdigi gosterilmistir
(Jovanovic ve ark., 2000). Bu sonuglar, sinapsin I'in, mekansal 6grenme ve korku
kosullandirma gibi karmasik davranislarin altinda yatan sinaptik degisikliklerin
modiilasyonunda yer alan LTP formlar i¢in ana presinaptik efektdr olabilecegini

diistindiirmektedir.

2.4. Asetilkolin

Asetilkolin, tanimlanan ilk ndrotransmitterdir ve yillarca siiren arastirmalar ACh'nin
hem merkezi sinir sistemi hem de periferik sinir sistemlerinde hayati rolleri oldugunu
gostermistir ( Meriney ve Fanselow, 2019).

ACh, reseptor tipine (iyonotropik veya metabotropik) ve bu reseptoriin bulundugu
yere bagli olarak norotransmitter veya néromodiilator olarak fonksiyon goriir. Sinir
hiicreleri tarafindan néronlar, kas hiicreleri ve salgi bezleri gibi diger hiicrelere sinyal
gondermek i¢in salinir (Tiwari ve ark., 2013). Norotransmitter olarak ACh
sentezleyen sinir hiicreleri kolinerjik néron olarak adlandirilir. ACh’nin bilissel

islevlerde, 6zellikle de hafiza olusum mekanizmalarinda 6nemli rolii vardir. Beyinde
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uyku, uyarilma, dikkat, hafiza ve motivasyon gibi her biri farkl islevlere sahip bir
dizi kolinerjik yolaklar ve alanlar mevcuttur (Hasselmo, 2006). Noérodejeneratif
hastaliklarda goriilen bazi biligsel ve davranigsal bozukluklarin altinda kolinerjik

sistem dejenerasyonunun yattig diistintilmektedir (Lehéricy ve ark., 1993).

Medial Septal
cekirdek

Meynert cekirdedi

Beyinsapi refikuler
formasyon kolinerjik siste

Sekil 2.9. Merkezi sinir sisteminde asetilkolin yolaklari

Merkezi sinir sistemi noronlarinin yaklasik % 1'1 kolinerjik olmasina ragmen biiyiik
bir etkiye sahiptirler, bir¢ok kolinerjik néronun aksonlar1 6n beyin boyunca genis bir
alana yayilir (Sekil.2.9) (Woolf, 1991). Kolinerjik néronlarin hiicre gévdeleri, beyin
sapt ve bazal 6n beyin igindeki gesitli bolgelerde bulunur. Beyin sapinda ACh,
pedunculopontine ¢ekirdeginden ve mezopontin tegmentum alanm1 ya da
pontomesensefalotegmental kompleks olarak bilinen laterodorsal tegmental
cekirdekten kaynaklanir. Bazal 6n beyinde ise Meynert'in bazal g¢ekirdeginden ve
medial septal cekirdekten kaynaklidir. Hipokampusa kolinerjik ndrotransmisyonun
ana kaynagi, septohipokampal yol olarak da anilan medial septumdur (Shute ve
Lewis, 1967). Hipokampus, kolinerjik sinyallerin yaklasitk % 90'mi1 medial

septumdan fimbria-forniks lifleri yoluyla alir (Dutar ve ark., 1995).

28



2.4.1. Asetilkolin Metabolizmasi
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Sekil 2.10. Asetilkolinin sentezi ve yikimi

Asetilkolin’in Sentezi

Asetilkolin mitokondriden gelen asetil-koenzim A'nin asetil grubu ile presinaptik
terminale sinaptik araliktan Na'-kolin transportu ile geri alnan kolinden, akson
terminalinin sitoplazmasinda ChAT enzimi araciligiyla sentezlenir (Sekil 2.10).
Akson terminalinin sitoplazmasinda sentezlenen ACh daha sonra aktif olarak
vezikiiller igine almir (llcol ve ark., 2002).. Bu tasinmada gorev alan ACh-H*
antiportu vezikiil icindeki hidrojen (H") iyonunu vezikiil disna atarken, vezikiil
disindaki ACh’yi vezikiil igine alir. Vezikiil icindeki H iyonu gradiyenti bir proton
pompasi araciligiyla saglanmaktadir. Donér gorevi goren asetil-CoA, glikoz
metabolizmasi sirasinda iiretilen piruvatin oksidatif dekarboksilasyonu veya bazi
amino asitlerin oksidatif bozunmasi ile meydana gelmektedir (Wu ve Hersh, 1994).
Asetil-CoA mitokondrilerde lokalizeyken, ChAT enzimi sitoplazmada oldugundan,
asetil-CoA mitokondri zarmni gegerek sitozole ¢ikmalidir. Fakat mitokondri zari
asetil-CoA i¢in gegirgen degildir (Wu ve Hersh, 1994). Bu durumun asilmasi igin

asetil CoA, trikarboksilat tasima sistemi araciligiyla sitrat formunda sitoplazmaya
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girer. Mitokondride asetil CoA sitrat sentaz enzimi ile olusan sitrat, sitrat
trikarboksilat transport sistemi araciligiyla sitoplazmaya transfer edilmektedir (Wu
ve Hersh, 1994). Sitoplazmaya transfer edilen sitrat, ATP bagimli sitrat liyaz enzimi
ile okzalasetat ve Asetil CoA’ya ayrismaktadir (Wu ve Hersh, 1994). ChAT
kolinerjik hiicre govdesinde iiretilir ve aksondan sinir uglarina taginir. Hem ChAT
hem de ACh noron boyunca bulunabilir, ancak en yiiksek konsantrasyonlar1 akson
terminallerindedir. ChAT'in varlig1 bir néronun kolinerjik oldugu gosterir ¢iinki

sadece kolinerjik néronlar ChAT igerir (Meriney ve Fanselow, 2019).

Kolin temel bir besindir ve ¢ogu diyetten gelir. Kanda serbest olarak bulunabilir veya
viicutta lipide bagli formda, fosfotidilkolin olarak depolanabilir (Pardridge, 1981).
Dolasimdaki kolin iki farkl1 yol ile beyne gegebilir (Pardridge, 1981). ilk olarak kan
beyin bariyerinden iki yonlii olarak kolaylastirilmis difiizyon ile ge¢mekte, bu
taginim enerji gerektirmez ve beyin kapillerinin endotellerinde bulunan proteinler
araciligryla gergeklestirilir (Pardridge, 1995). ikinci yol ise kan beyin bariyeri
taginmasina gore ¢cok daha az miktardaki kolinin, kandan beyin omurilik sivisina,
daha sonra oradan koroid pleksus hiicrelerindeki “organik katyon tasiyicilart 2”
araciligiyla beyne yine kolaylastirilmig diffiizyonla tasinmasidir (licol ve ark., 2002).
Kolinerjik néronlara kolin baslica iki farkli kolin tastyicisi ile alinmaktadir. Birinci
tasinma, plazma zarindaki yiiksek afiniteli kolin tastyicilaridir ve Na* bagimli olan bu
tastyicilar araciligiyla sinaptik aralikta olusan serbest kolin hizli bir sekilde nérona
almip ACh sentezine katilir. ACh salgilayan noronlar yiiksek afiniteli kolin
tastyicilarina sahip olduklarindan diisiik konsantrasyonlarda dahi kolin tagimasina
izin verir (Haga ve Noda, 1973). ikinci tasinma sistemi Na' bagimsiz, enerji
gerektirmeyen, yliksek kapasiteli ve diisiik afinitelidir (Haga, 1973). ChAT'nin
kolinerjik noronlarda sinir terminali boyunca esit olarak dagilmadigi, kolin
tastyicilarina yakin oldugu diisiiniilmektedir. Bu yakinlik, tagiyici tarafindan sinaptik
terminale getirilen kolin molekiillerinin, asetilkolini sentezlemek i¢in ChAT
tarafindan hizla kullanilabilecegi anlamima gelir. Tasiyicilar tarafindan presinaptik
terminale taginan kolinin %350-%85'i ACh’ye doniistiiriilmektedir (llcol ve ark.,
2002).

ChAT, ACh sentezinde tek enzim olsa da hiz smrlayict adim degildir. Asetil-
CoA'nin mitokondriden sitoplazmaya tasinmasi gerektiginden, bu taginmanin ACh
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sentezinde hiz siirlayici olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Fernandez ve digerleri, 1996).
Diger taraftan, hiicre i¢i kolin konsantrasyonlart da ACh sentezinin hizini

belirleyebilir (Fernandez ve digerleri, 1996).

Asetilkolin’in Depolanmasi

Asetilkolin  presinaptik  terminalin  sitoplazmasinda  sentezlendikten sonra,
vezikiillerin igerisine alinir. ACh vezikiiler membrani1 da dahil olmak iizere lipid
membranlar1 kendi bagina gecemez. Bu nedenle, ACh’nin vezikiil igerisine taginmasi
vezikiiler asetilkolin tasiyicis1 aracilifiyla, proton pompasi olarak bilinen H'-
ATPaz’1n da dahil oldugu aktif bir siirecle gerceklestirilir. Proton pompasi, protonlari
ATP'ye bagimlhi bir sekilde vezikiil icine alirken proton gradiyenti olusturur ve
vezikiil i¢ci pH’nin yaklasik 5.5’e¢ diigmesine neden olur. Vezikiiler asetilkolin
tastyicisinin aracilik ettigi ACh-H™ antiportu vezikiil icindeki H" iyonunu vezikiil

disina atarken, ACh’yi vezikiil igerisine alir (Amenta ve Tayebati, 2008).

Asetilkolin’in Sinaptik Aralhiga Ekzositozu

Noronun uyarilmastyla olusan aksiyon potansiyeli akson boyunca yayilir ve akson
terminaline ulasarak depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon membrandaki
voltaj kapili Ca*? kanallarmm agilmasmi ve Ca*®mn presinaptik araliktan
presinaptik uca girmesini saglar. Ca*? iyonlart presinaptik uca girince CaMK ve
CAMP-bagimli protein kinaz enzimlerini aktive eder, bu aktivasyon vezikiilleri hiicre
iskeletine baglayan sinapsin proteinlerinin fosforilasyonunu saglar (Demiralp
T.,2021). Vezikiill membranindaki sinaptotagmin proteini, hiicre i¢ine Ca*? girisini
algilayan ve Ca*? baglayan bir Ca*? sensorii olarak davranir. Boylece vezikiiller
hiicre iskeletinden ayrilir, presinaptik membranin aktif zonlarina dogru yaklasir,
vezikiil membrani ile presinaptik membran fiizyona ugrar ve sonunda agilan bir por
araciligl ile ACh molekilleri sinaptik yariga bosalir. ACh vezikiilleri presinaptik
membranla fiizyona ugrayip iceriklerini sinaptik araliga bosalttiktan sonra tekrar

klatrin aracili endositozla presinaptik uca geri alinirlar (Demiralp T.,2021).

Asetilkolin’in Yikim

Asetilkolin molekiilleri sinaptik yariga salindiktan sonra viicuttaki en hizli ve en
etkili enzimlerden biri olan AChE enzimi tarafindan parcalanir. AChE, postsinaptik
membranin sinaptik aralifa bakan yiiziinde bazal laminaya kollajen fibrillerle

hidrofilik olarak baglanmis durumdadir. AChE, ACh’i 1-2 ms i¢inde bagl oldugu
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reseptorlerden ayirarak kolin ve asetata parcalar ve etkinligini hizla sonlandirir (Sekil
2.9). Sinaptik yariktaki kolin molekiilleri, tasiyicilar tarafindan dogrudan presinaptik
terminale geri alinir ve daha fazla ACh sentezlemek i¢in yeniden kullanilir (Amenta

ve Tayebati, 2008).

Asetilkolin Reseptorleri

Asetilkolin reseptorleri iki gruba ayrilir: Ligand kapili iyon kanallari olan nikotinik
reseptorler ve G protein aracili muskarinik reseptorler. Her iki reseptdr tipi de hem
santral hem de periferik sinir sisteminde bulunur. Beyinde, ACh'nin ndéromodiilator
islevlerine aracilik eden ACh reseptorleri pre ve post-sinaptik membranda eksprese
edilir (Disney ve ark., 2006).

Nikotinik ACh reseptorleri eksitator katyon kanallaridir ve aktivasyonu membranin
depolarize olmasmna neden olurlar (Nordberg ve ark., 1992). Nikotinik ACh
reseptorleri tipik ligand kapili iyon kanallar1 (iyonotropik reseptorleri) olup 2 alfa, 1
beta, 1 delta ve 1 gama (fetal donemde bulunan gama alt tinitesi yetiskinlerde epsilon
alt linitesi ile yer degistirir) olmak {izere 5 alt {initeli transmembran proteinleridir. Alt
tiniteler membranda merkezi por olusturacak sekilde simetrik olarak
diizenlenmiglerdir. 2 alfa alt iinitesine 2 molekiil ACh baglanmasiyla reseptor aktive
olur, yani alt {initelerin bir rotasyon (donme) hareketi ile merkezi por agilir ve kanal
Na® ve K* iyonlar: ile az miktarda Ca*? iyonlarina gecirgen bir iyon kanalina
doniisilir (segici olmayan katyon kanal1). Kanalin sinaptik aralia yakin agiz kismi
negatif yiikli oldugu i¢in Cl” gibi negatif yiiklii anyonlarin gegisine izin vermez.
Nikotinik ACh reseptorlerinin 12 farkli subtipi tanimlanmis olup, hipokampusta 9
tanesi bulunmaktadir (Sudweeks ve Yakel, 2000). Hipokampusta en ¢ok bulunan
nikotonik reseptor subtipi o7 homomerik ve piramidal néronlarda 04p2 heteromerik
reseptorleridir. a7 nikotinik reseptorii sinaptik modiilasyonda énemli bir rol oynayan

Ca?"'a yiiksek oranda gegirgenlik gostermektedir (Albuquerque ve ark., 1997).

Muskarinik ACh reseptorleri, hipokampusta iyon kondiiktansini modiile ederek
ndron uyarilabilirligini ve norotransmitter salinimini diizenlerler (Nordberg, 1992).
Hiicre i¢i PKA ve PKC seviyeleri ve dentritik aksiyon potansiyeli genligi muskarinik
ACh reseptorleri araciligiyla artar ve bu sinaptik plastisisite indiiksiyonu igin
onemlidir (Hoffman ve Johnston, 1999). Muskarinik reseptorler metabotropik

reseptorlerdir ve tiimli G protein aracili etki gosteren M1-MS5 olmak iizere 5 subtipi
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vardir. Mj, M3 ve Ms muskarinik reseptorleri Gq proteinine baghdir ve eksitatordiir.
Reseptore ACh baglanmasiyla Gq proteinin o alt birimi ayrilarak bir membran enzimi
olan fosfolipaz C’yi aktiflestirir. Bir membran fosfolipiti olan fosfotidil inozitol
bifosfat, fosfolipaz C tarafindan inozitol li¢ fosfat (IP3) ve diagilgliserole (DAG)
dontstiiriiliir. IP3 endoplazmik retikulum veya sarkoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i
depolardan Ca*? iyonlarinin salinmasina neden olur. Hiicre i¢inde artan DAG ve Ca*?
bazi hiicre i¢i proteinleri fosforile eden PKC’yi aktiflestirir. Bu enzim de efektor
hiicre tiiriine gore degisebilen bazi fizyolojik etkilere yol agar. M, ve My muskarinik
reseptorler Gi/o proteinine baghdir ve inhibitérdiir (Albuquerque ve ark., 1997).
Reseptorlere ACh baglanmasiyla AC enzimi inhibe olur, cAMP diizeyi azalir ve
efektor hiicre yanitlari ortaya ¢gikar (Albuquerque ve ark., 1997). Hipokampusta M1,
M2 ve M4 muskarinik reseptorleri pre-sinaptik veya post-sinaptik alanda eksprese
edilmistir (A Nordberg, 1992). Hipokampal noéronlarin eksitabilitesinin
diizenlenmesinde kritik rol oynayan M1 reseptorleri hipokampusta en ¢ok bulunan
subtiptir ve genelde dentritlerde ve somada eksprese edilmektedir (A Nordberg,
1992). M2 ve M4 reseptorleri esas olarak sinaptik terminallerde eksprese edilir ve

norotransmitter salinimini inhibe eder (Dasari ve Gulledge, 2011).

2.4.2. Kolinerjik Yolak ve Ogrenme

ACh sinir sisteminde bir noromodiilatér olarak fonksiyon gordiigii bilinmektedir.
Nitekim beyinde kolinerjik sistemin hasarlanmasinin  6grenme ve hafiza
disfonksiyonu yarattig1 bircok ¢alisma ile gosterilmistir (Grothe ve ark., 2010; Teipel
ve ark., 2014). Martyn ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada beyin kolinerjik
sisteminin hasarlanmasinin 6grenme ve hafiza bozuklugu yarattigi, bu durumun

kolinerjik agonistlerle geri dondiiriilebildigi gosterilmistir (Martyn ve ark., 2012).

ACh ilk olarak noromuskiiler kavsakta kesfedilmis olmakla birlikte, bilissel
fonksiyonlarda rol oynayabilecegi Alzheimer hastaligina bagli demansta kolinerjik
sistem hasarinin gosterilmesiyle ortaya konmustur (Gold ve Budson, 2008). Bir¢ok
calisma ile AH’nin ilk evrelerinde ve AH gelisimi icin yiiksek riske sahip kisilerde
bazal 6n beyindeki kolinerjik sistemlerin atrofiye ugradigi gosterilmistir (Grothe ve
ark., 2010; Teipel ve ark., 2014). Alzheimer hastaliginda sadece kolinerjik néronlarin
sayisinda diislis degil, ayn1 zamanda bazal 6n beyinde ChAT seviyesinde de azalma

rapor edilmistir (Davies ve Maloney, 1976). Sigan hipokampus kesitinde yapilan bir
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calismada ise kolinerjik bir agonist olan karbakoliin CA1 bolgesinde LTP’yi
giiclendirdigi tespit edilmistir (Blitzer ve ark., 1990). Sican hipokampusu CAl
bolgesinde kolinerjik agonistin LTP’yi arttirmasi, CA3 bolgesinde ise baskilamast,
bu iki bolgede, LTP’nin altinda yatan farklt mekanizmalarin olabilecegini ortaya
koymustur (Blitzer ve ark., 1990). CA3'teki LTP'nin NMDA aracili akimlari
icermedigi ve CA3'te LTP iizerindeki depresif kolinerjik etkiye voltaj kapili Ca®*
akimlarinin inhibisyonunun aracilik ettigi diisiiniilmekte ancak CAl'deki LTP i¢in
NMDA reseptorlerinin aktivasyonu gerektiginden, Ca*" kanal blokiirleri tarafindan

ortadan kaldirilamaz (Blitzer ve ark., 1990).

Dentat girusta ACh'nin, nikotinik ve muskarinik reseptorleri aktive ederek LTP’yi
arttirdigr gosterilmistir (Matsuyama ve ark., 2000). CA1 bolgesinde ise LTP’nin
muskarinik agonistler ya da AChE inhibitorleri ile giiglendirildigi in vitro deneylerle
ortaya konmustur (Huerta ve Lisman, 1993). Bunun yani sira, septal kolinerjik
projeksiyonlarin, dentat girus graniil hiicrelerini modiile etmek icin astrositleri aktive
ettigi tespit edilmistir (Pabst, 2016). ACh, protein sentezinin gerekli oldugu
ndrogenezisi, spine ve sinaps olusumunu etkileyerek noronal devreyi etkiler (Lozada
ve ark., 2012) ve néronun spike aktivitesini, nérotransmitter salinimini diizenleyerek
sinaptik plastisite lizerinde akut etki gosterir (Aracri ve ark., 2010). In vitro olarak
AChE inhibitoriiniin 6grenme bozukluklarini iyilestirdigi ve spike genligini en az 2

saat arttirdig1 gosterilmistir (Kojima ve Onodera, 1998).
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3. GEREC ve YONTEM
Calismamiz Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali, Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari ve Deney Hayvanlar1 Unitesinde

gergeklestirilmistir.

3.1. Gruplandirma ve deney protokolii

35 Gun Sulfit Uygulamasi

25 Gin 3 Giin 7 Giin 36. GUn LTP kaydi
* >l——»r | — > ve
! - Sakrifikasyon
— J

T Y
Ele alistirma Davranig Deneyleri

Sekil 3.1. Deney protokoliiniin akis semasi

Caligmamizda ortalama 250-300 gr agirliginda, 60 adet, 3 aylik erkek Wistar sicanlar

li¢ gruba ayrilarak kullanilmistir.

Grup 1: Kontrol grubu (K)

Grup 2: 100 mg/kg dozunda siilfit uygulanan grup (S100)
Grup 3: 260 mg/kg dozunda siilfit uygulanan grup (S260)

Deney protokolii Sekil 3.1.de sunulmustur. 35 giin boyunca kontrol grubuna distile
su, stlfit gruplarina ise her giin taze olarak hazirlanan sodyummetabisiilfit gavaj
yoluyla verilmistir. S100 grubuna 100 mg/kg/gilin, S260 grubuna ise 260 mg/kg/giin
stlfit uygulanmigtir. Bu siirecte hayvanlar her kafeste 5 hayvan olacak sekilde 12
saatlik karanlik/aydinlik dongiisiinde tutulmustur. Deney siiresince siganlar ticari
sigan yemi ve musluk suyuyla beslenmistir. 28. giin siganlara Morris su tanki testi
protokolii uygulanmaya baslanmis, 34. giin open field testi, 35. giin ise obje tanima
testi yapilmigtir. 36. giin {iretan anestezisi altindaki sicanlardan LTP kayitlar
alindiktan sonra abdominal aortlarindan heparinize kan 6rnekleri alinmis, sonrasinda

siganlarin  sol ventrikiiliinden girilerek aortaya kaniil yerlestirilmis, kaniiliin
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distalinden okliizyon yapilarak heparinli serum fizyolojik ile beyin perfiizyonu
saglanmistir. Perflizyonu takiben beyin dokular ¢ikarilmis, hipokampuslar1 ayrilarak
biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere sivi nitrojende dondurulmustur. Alinan
heparinize kanlar 1400 g’de 6 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmis ve

plazmalar S-siilfonat diizeylerinin tayinine kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2. Ogrenme Deneyleri
Ogrenme deneyleri igin Ethovision XT (Noldus, 2009, Hollanda) video izleme
sistemi kullanilmistir. Bu sistem sayesinde siganlarin davranis deneyleri sirasindaki

hareketleri video kamera ile kaydedilmis ve gerekli veriler alinarak analiz edilmistir.

3.2.1. Morris Su Tanki Testi

Giin 1. Trial 2. Trial 3. Trial 4. Trial K
1 K D GD KB KB KD
2 GD K KB D

B D
3 KB GD D K
4 G KB K GD GB GD
5 K GD D KB G
6 (Prop) KD

Sekil 3.2. Morris Su Tanki Testi Protokolii

Morris Su Tanki testi i¢in ¢ap1 150 cm, yiiksekligi 60 cm olan dairesel siyah mat
tabanli su tanki kullanilmistir. Uzaysal hafiza degerlendirileceginden su tankinin
cevresine goriilebilir ve yerleri sabit gorsel ipuglar yerlestirilmistir. Dairesel su tanki
31 cm derinlikte olacak sekilde, 22+1°C sicakliginda suyla doldurularak bilgisayar
ekraninda 4 esit kadrana boliinmiistiir. Hedef kadranin ortasina 9 cm c¢apinda bir
platform, su yiizeyinden 2 cm asagida olacak sekilde yerlestirmistir. Ogrenme
deneylerine baslamadan Once hayvanlarin aragtirmaciya alismalari i¢in 3 giin
boyunca 5’er dakika ele alistirma (handling) uygulanmistir. Deneyin &grenme

asamasinda sicanlar protokole uygun olarak tanka konulmus (Sekil 3.2.) ve 120 sn
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tankta yiizmelerine izin verilmistir. Bu siire icinde platformu bulan hayvanlarin 10 sn
stireyle platform tlizerinde kalmalarina miisaade edilmis ve 120 sn i¢inde platformu
bulamayan si¢canlar yavagca platforma yonlendirilerek 10 sn platformda kalmalar
saglanmistir. 5 gilin siireyle 5 dk araliklarla giinde 4 deneme (trial) uygulanmistir
(Sekil 3.2). 5 giinliik 6grenme asamasinin sonunda platform kaldirilmis, 6. giin deney
stiresince 0grenmenin gerceklesip gergeklesmedigi platformsuz su tankinda yapilan
30 sn’lik yilizdiirme test asamasi (probe trial) ile degerlendirilmistir. Bu sirada
siganlarin platformu bulma siireleri (escape latans), hedef kadrana giris frekanslari,

aldiklar1 yol ve yiizme hizlar analiz edilmistir (Scheff ve Roberts, 2016).

3.2.2. Acik Alan Testi

Acik alan deneyleri duvar yiiksekligi 40 cm olan, taban1 80x80 cm ebatlarinda kare
seklindeki siyah mat tabanl diizenekte yapilmistir. Deney diizenegi 16 kiigiik kareye
boliinmiistiir (Sekil 3.3). Deneyin baslangicinda sicanlar tek tek bu alanin merkezine
birakilarak, 5 dk boyunca hareketleri video kayit sistemi ile dijital olarak
kaydedilmistir. Her sigan igin girilen kare sayisi, kat edilen toplam mesafe ve

ortalama hiz dl¢iilmistiir (Navarro ve ark., 2014).

Sekil 3.3. A¢ik Alan Testi Deneyi Protokolii

3.2.3. Yeni Obje Tanima Testi

Siganlarin gorsel tanima bellegini test eden bu yontem duvar yiiksekligi 40 cm olan,
taban1 40x40 cm ebatlarinda kare seklinde siyah mat tabanli agik alan diizeneginde
yapilmistir. Deneyde kullanilan nesneler cam yapida olup, tabana deney hayvaninin
hareket ettiremeyecegi sekilde sabitlenmistir (Sekil 3.4). ilk asamada siganlar 3 dk

boyunca agik alan diizenegine tek tek konularak ortama aligmalari saglanmstir.
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Ortama alisan hayvanlar, iki adet birbiri ile 6zdes olan objelerin (A+A) yerlestirildigi
diizenegin igine, 5 dk boyunca nesneleri arastirmalari i¢in birakilmstir. ilk deneyden
24 saat sonra yapilan test asamasinda, nesnelerden biri sekil ve boyutlar farkli bagka
bir nesneyle degistirilmis ve sicanlarin 3 dk boyunca yeni ve tanidik nesneyi
kesfetmeleri i¢in gecirdikleri zaman kaydedilmis, mekansal olmayan bellegin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Hayvanlarin nesnelere 1 cm’den daha fazla
yaklasmasi, nesnenin kesfedilmesi i¢in harcanan zaman olarak kaydedilip, yazilim
programinda Olciilebilmesi i¢in  hayvanin burnu referans olarak alimmustir
(Roozendaal ve ark., 2010). Sicanlarin yeni nesneyi tanidik nesneden ne kadar iyi
ayirabildiginin bir Slgiisii olarak kabul edilen ayrim indeksi (discrimination index)

hesaplanmistir. Ayrim indeksi hesaplanmasi asagidaki gibidir:

(Yeni nesnede gecirilen siire — Tanidik nesnede gecirilen siire)

Ayrim indeksi =
(Yeni nesnede gecirilen siire + Tanidik nesnede gegirilen siire)

-

Sekil 3.4. Yeni Obje Tanima Protokolii
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3.3. LTP Parametreleri

3.3.1. Elektrofizyolojik Kayit Alinmasi

Kayit Elektrodu

Upyan Elektrodu

Schaffer kollateral lifleri

Perforant Yolak

- Mossy Fiberleri
Sekil 3.5. LTP kaydi sirasinda kullanilan elektrotlarin yerlesimi

Elektrofizyolojik kayitlarin tamami Faraday kafesi i¢ine alinmistir.

LTP indiiksiyonu icin cerrahi prosediirler

Sicanlar 1.5 g/kg dozda intraperitoneal olarak iiretan anestezisi ile uyutulmus ve tim
islemler sirasinda sigcanlarin viicut sicakligi 37.0£0.2 ° C'de sabit tutulmustur.
Sicanlarin kafalar1 kulak ve agiz ¢ubuklari ile sisteme sabitlenip stereotaksik sisteme
(Kopf Instruments, Tjunga, CA, ABD) yerlestirilmistir (Sekil 3.5). Daha sonra, deri
ve deri alt1 dokular orta hat insizyonu ile agilarak kafatasina ulasilmistir. Fasyay1
ayirarak kafatasini ortaya ¢ikarmak i¢in pamuklu ¢ubuklar kullanilmistir. Bregma ve
lambda acgik¢a goriilebilir halde getirilerek ayni dorsoventral pozisyonda olacak
sekilde ayarlanmis, hayvanin kafatasi diiz pozisyona getirilmistir. Anterior-posterior,
lateral ve dorsoventral dl¢limleri kaydedebilmek icin kafatasina degen igne bregma
lizerine yerlestirilmis ve medial perforant yol (orta hattin 4.3 mm lateralinde,
bregmanin 8.1 mm arkasinda) ile dentat girus (orta hattin 2.3 mm laterali, bregmanin
3.8 mm arkas1) koordinatlar1 stereotaksik beyin atlasindan belirlenerek ince uclu
kursun kalem ile isaretlenmistir (Paxinos ve Watson, 2006). igne, stereotaksik
koldan c¢ikarilarak ve elektrikli matkap (High Speed Stereotaxic Drill, Kopf
Instruments) ile degistirilmistir. Matkab1 isaretli her bir noktanin iizerine
yerlestirerek, yaklasik 0.5 mm ¢apinda kiiciik delikler acilmistir. Delme sirasinda,
tekrar eden yukar1 asagi hareketler ile matkabin kafatasina girip girmedigi kontrol

edilmistir. Lambdanin yaklagik 3 mm kadar arkasinda agilan delige referans vida
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elektrodu (#0-80 1/8 paslanmaz c¢elik), kortikal yiizeye dokunacak sekilde hafifce
vidalanmistir. Sol ve sag stereotaksik kollardaki elektrot tutuculara uyarict ve kayit
elektrotlar1 monte edilmistir. Glimiis kloriir disk elektrot ise toprak elektrot olarak

kuyruga yerlestirilmistir.

Uyaric1 elektrot (platin kapli, 0.010 inch bipolar twisted, Plastic One marka,
paslanmaz c¢elik, ucu disinda izole edilmis), belirlenen koordinatlara gore
hipokampusta perforant yolaga yerlestirilmistir (yaklasik kafatasi yiizeyinin 3.2 mm
altinda) (Sekil 3.5.) (Paxinos ve Watson, 2006). Uyarici elektrotun iki kutbu diisiik
direncli kablolar ile uyarim izolatérine (MASTER 9, AM.P.I, ISO Flex)
baglanmistir. Monopolar kayit elektrodu (0.005 inch, paslanmaz ¢elik, Plastic One)
terminali elektrofizyolojik diferansiyel amplifikatore (bant gegiren filtre = 1 Hz — 3
kHz) (Bio Amps, ADinstruments) baglanmis ve veri kontrolii Scope” yazilimi (AD
Instruments) ile yapilmistir. Ayrica, toprak ve referans elektrot terminalleri de
diferansiyel amplifikatdre baglanmistir. Hem uyarici hem de kayit elektrodu,
maksimal eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) olarak tanimlanan pozitif yonlii
sapmanin ardindan populasyon spike (PS) olarak tanimlanan maksimum negatif
yonlii sapma elde edilene kadar indirildi. Graniil hiicre tabakasinin tipik yanit1 elde
edildiginde elektrotlar 0.1 mm’lik adimlarla indirilip en biiyiik cevap elde edilinceye
kadar uyarilmaya devam edilmistir. Maksimal alan EPSP'nin kaydedilmesi i¢in kayit
elektrotunun yaklagik derinligi 2.7-3.2 mm arasindadir. Optimal ventral konum,
perforant yolagin stimiilasyonunu takiben dentat girusta tetiklenen elektrofizyolojik
kaydin izlenmesi ile elde edilmistir (Omidi ve ark., 2020). Baseline kayitlar1 0.1 Hz
frekansta, 0.1 ms ¢ift fazli kare dalga pulslar ile elde edilmistir (Nazari ve ark.,
2016) (Sekil 3.6.).
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Indiikleme HSF sonrasi

Test uyaran Bazal kayit dénemi kayit
siddetinin belirlenmesi (15 dk) (10 uyarn) (60 dk)
< > «— | >
| 10 sn | 10 s | I I I I | 10 sn J
! | [ —3TTTT3 ] 1
Elektrot verlesimi l l l
0.1 ms 0.1 ms 20 uyaran 0,2 ms 0.1 ms

Sekil 3.6. LTP kaydinin deney protokolii semasi

LTP indiiksiyonu icin Giris-Cikis (I/0) Egrisi ve Yiiksek Frekansh Stimiilasyon

Giris/¢ikis (I/O) yanit egrisi, tek puls stimiilasyonunun (0,1 Hz frekansta 0,1 ms g¢ift
fazl kare dalga pulslar1) farkli yogunluklari ile olusturulmustur. Uyar1 akimi 0.1-1.5
mA araliginda uygulanmistir ve kaydin devaminda kullanilmak i¢in en yiiksek PS
genliginin yaris1 kadar genlik olusturan akim siddeti test uyaris1 siddeti olarak
belirlenmistir (Stier ve ark., 2011). LTP, 400 Hz (20 uyarilik 10 burst, 0,2 ms uyar1
stiresi (iki fazli kare dalga darbeleri), 10 saniye burst araligi) HFS protokolii
kullanilarak tetiklenmistir. HFS'den sonra EPSP ve PS, dentat girus noronlarindaki
degisiklikleri gozlemlemek i¢in 60 dakika boyunca kaydedilmistir (Stier ve ark.,
2011; Omidi ve ark., 2020). Her bir sigan i¢in tek bir LTP kaydi alinmustir.

PS genligi, ilk pozitif dalganin tepe noktasi ile ilk negatif sapmanin tepe noktasi
arasindaki potansiyel fark olciilerek, EPSP egimi ise EPSP'nin baslangic noktas ile
ilk pozitif dalga tepesi arasindaki maksimum egim olarak ol¢iildii (Sekil 3.7). Dentat
girus ndronlarimin sinaptik yanitindaki degisikligi belirleyemek i¢in, hem EPSP hem
de PS yiiksek frekansli uyaridan 60 dakika boyunca kaydedildi. 10 ardisik uyarilmis

yanitin ortalamast alindu.
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PS Genligi

EPSP Egimi

Sekil 3.7. EPSP egimi ve PS genliginin hesaplanmasi

3.4. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

3.4.1. Plazma-S-Siilfonat tayini

Plazma-S-Siilfonat diizeyleri Gunnison ve Palmes’in yontemiyle oOl¢iilmiistiir
(Gunnison ve Palmes 1973). Daha once hazirlanip saklanan plazmalardan 1 ml
almarak, 200 pl KCN ile kanistirilmis ve 36°C°de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda karigimm 1 ml’si diyalizat torbasina aktarilmis ve 5 ml glisin-NaOH
tamponu igerisinde 4 saat oda sicakliginda tutulmustur. Daha sonra diyalizat
torbasinin disindaki soliisyondan 1,4 ml bir tiipe aktarilarak iizerine siras1 ile HCI,
sodyumtetrakloromerkiirat soliisyonu, distile su, formaldehit reaktifi ve parorasanil
reaktifi ilave edilmistir. 20 dakika inkiibasyon siiresinin ardindan karisimin
absorbansi spektrofotometrede 560 nm’de okunmustur. Plazma-S-Siilfonat miktarlar

pmol/ml olarak verilmistir.

3.4.2. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

AChE aktivitesi ticari kolorimetrik kit araciligiyla ol¢iilmiistir (Sigma Aldrich,
Acetylcholinesterase Activity Assay Kit, MAK119). Bu analiz, AChE tarafindan
tiretilen tiyokolinin, 5,5’-dithiobis (2- nitrobenzoik asit) ile tepkimeye girmesi ve
mevcut AChE aktivitesiyle orantili bir kolorimetrik (412 nm) {iiriin olusturmasi
esasimna dayanir. Bir birim AChE, oda sicakliginda pH 7.5'te dakikada 1 puM

tiyokolinin iiretimini katalize eden enzim miktaridir.
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Kit Prosediirii:

AChE aktivitesinin tayini i¢in hipokampus dokulart (n=7/grup) 20 mg/ml olacak
sekilde pH 7.5’te 0.1 M’lik fosfat tamponu ile homojenize edilmistir. 14.000 rpm’de
5 dk santrifiij isleminden sonra siipernatantlar alinarak kitte kullanilmak {izere -
80°C'de saklanmustir. 96’lik kuyucuklu plateler kullanilarak; 6rnek kuyucuklar igin
10 pl ornek, kor kuyucuk i¢in 200 pl saf su, bir kuyucuga ise 200 pl kalibrator
koyulmus ve 6rnek kuyucuklara 190 pl ¢alisma soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 2
dakika inkiibe edilmistir. 2 dakikanin sonunda 412 nm’de ilk 1s1ma, 10. dakikada ise
ayni dalga boyunda 2. 1s1ma degerleri okunarak aktivite (units/L) hesab1 yapilmistir.

3.4.3. Kolin Asetiltransfesteraz Aktivitesi
ChAT aktivitesi ticari kolorimetrik kit araciligiyla 6l¢iilmiistiir (Elabscience, Choline
Acetyltransferase Assay Kit, E-BC-K125). Asetil-CoA ve kolin, ChAT katalizorligi

altinda reaksiyona girer ve reaksiyon tirlinleri renk verici reaktif ile birlesir.

Kit Prosediirii:

ChAT aktivitesinin tayini i¢in hipokampus dokulari; agirlik (g):hacim (ml) orani 1:9
olacak sekilde salin ile homojenize edilmistir. 10 dakika boyunca 2.500 rpm’de
santrifiij isleminin ardindan silipernatantlar toplanmis ve 1:1 oraninda salin ile diliie
edilmistir. Her bir 6rnegin kendi kontroliinii elde edebilmek i¢in 2 ml’lik ependorflar
icerisine orneklerden 50 pl konulmus, enzim aktivitesinin inhibe olmasi i¢in 100°C
suda 2 dakika kaynatilmigtir. Tiiplere sirasiyla kit reaktifleri konulup 37°C’de 5
dakika inkiibe edilmis daha sonra drnekler ve kontrolleri eklenerek, 37°C’de 20
dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Stirenin sonunda reaksiyonun sonlanmasi i¢in
100°C suda 2 dakika kaynatilmistir. Her bir tiipe 425 ul bidistile su ilave edilip 4.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Toplanan siipernatantlara renk verici reaktifler
eklenerek 15 dk daha oda 1sisinda bekletilmis, 1 cm c¢apinda ve 2 mm i¢ ¢apindaki
kiivetlerde 324 nm’de bidistile suya gore kalibrasyon yapilarak absorbans degerleri
okunmus ve ChAT'nin aktivitesi ile olusan son {riiniin absorbansi 324 nm'de

oOl¢iilerek hesaplanir.

3.4.4. Western Blot ile Arc ve sinapsin 1’in ekspresyonlarinin analizi
Arc ve sinapsin [ diizeylerine sinaptozom oOrneklerinde bakilmistir. Sinaptozom

hazirligt McGovern ve ark.’larmin (1973) metoduna gore yapilmistir. Davranig
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testinin bitmesinin hemen ardindan ¢ikarilan hipokampus dokusu proteaz inhibitorii
eklenerek %10’luk (wt/vol) 0.32 M siikroz soliisyonu icerisinde homojenize edilmis,
homojenatlar 600 g’de 4°C’de 10dk santrifiij edilmistir. Final konsantrasyonu 0,8 M
stikroz olacak sekilde siispansiyon elde etmek igin supernatantlar 1,3 M siikroz ile
1:1 oraninda diliie edilmistir. Siispansiyon 20.000 g’de +4°C’de 30 dk santrifiij
edilmistir. Daha sonra supernatantlar atilmis, sinaptozomlar: iceren pelet HEPES
tamponu (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl; 2.1 mM MgCl; 2,5 mM glikoz ve
5 mM HEPES, pH 7.4) icerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen sinaptozom biyokimyasal

prosediirlerde kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

Deney gruplarina ait sinaptozom doku 6rneklerinde protein miktar1 Coomassie Plus
protein Ol¢tim Kkiti ile tespit edilmistir. Primer antikor olarak Arc (ABCAM ab23382)
ve sinapsin I (ABCAM ab64581)’e 6zgii primer antikorlar kullanilmistir. Primer
antikora baglanan proteinlerin tespiti i¢in alkalin fosfataz bagl ikincil antikor ve
alkalin fosfataz deteksiyon kiti kullanilmistir. Internal standart ve kontrol olarak p-
aktin kullanilmigtir. Image J yazilim programi kullanilarak elde edilen protein

bantlarinin dansitometrik tarama metodu ile 6l¢iimii yapilmistir.

3.4.5. Kiitle Spektrometresi ile Asetilkolin Tayini

ACh diizeyinin tayini ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu
Corporation, Japonya) sistemine bagimli LC/MSMS (LCMS-8040 Shimadzu
Corporation, Japonya) cihazi kullanilarak yapilmistir. Asetilkolin standardi 1:10
formik asit/distile su soliisyonunda hazirlanmstir. Olgiilecek asetilkolin i¢in optimize
multiple reaction monitoring (MRM) metodu gelistirilmistir. MRM geg¢isleri ACh
icin otomatik olarak pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda optimize
edilmigtir. Pozitif ESI-MS modundan elde edilen MRM m/z degerleri asetilkolin i¢in
146/87 olarak belirlenmistir. Kromatografik ayrimlar 25°C’de Inertsil HPLC
kolonunda (ODS-4, 3 x100 mm, 2um; GL Sciences Inc. Tokyo, Japan)
gerceklestirilmistir. ACh gradient eliisyonu (akis hizi 0,4 ml/dk) ile ayrilmistir.
Mobil faz A, 900 ml su: 100 ml asetonitril: 1 ml formik asit; Mobil faz B, 999
asetonitril: 1 ml formik asit olacak sekilde hazirlanmistir. Gradient programi mobil
faz B; 0-1 dk 9%5-%50; 1-2 dk %50-%95; 2-3dk %95 ve 3-4 dk, %S5 seklinde

gerceklestirilmistir. Injeksiyon volumii 5 pl olarak kullamlmustir. Asetilkolin
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standardinin lineer kalibrasyon araligi 50-1000 ng/ml olarak segilmistir (Santos-
Fandila ve ark., 2013).

3.3.5. istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar ortalama+standart hata olarak verilmis ve p<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Verilerin normallik kosulunu sagladigi
durumda gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA), posthoc
kargilastirmada Tukey testi kullanilmistir. Normallik kosulunun saglanamamasi
durumunda ise Kruskal Wallis testi yapilarak ikili karsilastirmada Mann Whitney-U

testi uygulanmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Sicanlar genel goriiniimleri ve davranislart agisindan degerlendirildiginde, deney

gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik gézlemlenmemistir.

4.2. Ogrenme Deneyi Bulgular

4.2.1. Morris Su Tanki Testi

Uzaysal Hafizanin degerlendirildigi Morris Su Tanki testinde 5 giinliik egitim siiresi
boyunca platformu bulma siiresi (escape latans), test asamasinda (probe trial yani 6.
giin) ise toplam alinan yol ve ortalama hiz verileri degerlendirilmistir. Gruplarin 5
giinliik egitim siiresi boyunca, platformu bulma siireleri degerlendirildiginde K grubu

ile stilfit alan gruplar arasinda giinlere bagl olarak istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir. Elde edilen platformu bulma siireleri Sekil 4.1°de verilmistir.

—~ 1001
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Sekil 4.1. Morris Su Tanki testinde ilk bes giinliik test denemelerinde platformu bulma siiresi
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Test agsamasinda (6. giin), alinan toplam yolun siilfite maruz kalan S100 ve S260
gruplarinda (sirasiyla 129,80+15,45 cm; 137,40+£10,84 cm), K grubuna (86,40 + 3,62
cm) kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. (Sekil 4.2A). Benzer sekilde
ortalama hiz verileri incelendiginde S100 ve S260 gruplarinda (sirasiyla 18,64+1,59
cm/sn; 21,34+1,16 cm/sn ) K grubuna (14,32+1,58 cm/sn ) gore artis tespit edilirken,
bu artisin sadece S260 grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmistiir

(Sekil 4.2B).
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Sekil 4.2. Morris Su Tanki testinde test asamasina (6.giin) ait veriler. (A) Siganlarin test sirasinda
aldiklar1 toplam yol. (B) Deney gruplarindaki si¢anlarin test sirasindaki ortalama hiz degerleri
* p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark, N=10

Morris Su Tanki testinde kagis platformunun kaldirildig: test asamasinda, dnceden
platformun bulundugu kadrana (hedef kadran) giris frekans degerlendirildiginde,
stilfit alan S100 (2,143+0,32 ) ve S260 (2,42+0,22) gruplarinda, K grubuna (3,97+
0,55) gore anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.3).
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Hedef Kadrana Giris Frekansi
_|

T
K $100 S260

Sekil 4.3. Morris Su Tanki testinin 6.giiniinde yani test agamasinda siganlarin hedef kadrana giris
frekanst *p<0,05 K grubuna gore fark: ifade etmektedir. N=10

4.2.2 Acik Alan Testi Sonuclar:

Acik alan testinde toplam yol, ortalama hiz ve girilen kare sayisi parametrelerinin
sonuclar1 Tablo 4.2.°de sunulmustur. Acik alan testinde siilfit almis gruptaki
sicanlarin lokomotor aktivite parametrelerinin, kontrol grubuna gore doz bagimh
olarak arttig1 tespit edilmistir. K grubu ile Karsilastirildiginda S100 ve S260
gruplarinda kat edilen toplam yolun, girilen kare sayisinin ve ortalama hiz
degerlerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig

bulunmustur.

Tablo 4.1. Acik alan testinde, gruplara ait, girilen kare sayisi, toplam yol ve hiz degerleri verilmistir.

Grup Girilen Kare Sayisi Toplam Yol (cm) Ortalama Hiz (cm/dk)

K 40 + 6,68 861,98 + 54,50 169,10 + 16,37
S100 60+7,23 * 1110,52 + 81,79 * 242,80 +20,80 *
S260 70 +9,34 * 1251,77 £ 109,44 * 304,09 + 19,20 **

*p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark, N=10
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4.2.3 Yeni Obje Tanima Testi

Yeni obje tanima testi sonuglart sekil 4.4.’te verilmistir. Obje tanima testi sonuglari
degerlendirildiginde, ayrim indeksinin S100 (0,40+0,12) ve S260 (0,38+0,09)
gruplarinda K (0,67+0,05) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistiigii

saptanmistir.
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Sekil 4.4. Yeni obje tanima testinde gruplarin ayrim indeksi degerleri. * p<0,05, ** p<0,01 K
grubuna gore fark, N=10

4.3. LTP kaydu ile iligkili bulgular

Perforant yol ve dentat girus sinapslarinda indiiklenen LTP, HFS’den sonraki 0-
60°nc1 dakikalar arasindaki potansiyellerin bazal donem kayit ortalamalarina gore
yiizdelik degisim olarak ifade edilmis, PS genligi ve EPSP egimleri hesaplanmistir
(Sekil 3.7.). Sonuglar Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’ de verilmistir. EPSP bileseninin
egiminin, HFS'den sonra 60 dakika boyunca gosterdigi ortalama artig oraninin, S260
grubunda K ve S100 grubuna gbre anlamli derecede azaldig1 goriilmiis olup, S100 ve
K gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilmemistir. Alan potansiyellerinin PS
genligi, HFS’den sonra 60 dakika siireyle siilfit verilen gruplarda kontrol grubuna
gore anlamli derecede diisiik oldugu saptanmis, ayni zamanda S260 grubunun PS
genliginin S100 grubuna gore de anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur. Sekil
4.5’te gosterildigi tizere, gruplar arasi karsilastirmalarda, HFS uyarisindan sonra 60
dakikalik donemde EPSP egimlerinin degisimi incelendiginde S260 grubunda
(126,63+1,68), S100 (153,52+2,01) ve K (157,41+1,72) grubuna gore anlamli

derecede azaldigi goriilmistir (p > 0,01). PS genliklerindeki degisim analiz
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edildiginde hem S260 grubu (120,91+6,75) hem de S100 (157,42+5,010) grubu
degerlendirildiginde K (190,15+7,02) grubuna gore azaldigi, ayrica S260 grubundaki
azalmanin S100 grubundan da 6nemli diizeyde diisiik oldugu tespit edilmistir (p >

0,01).
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Sekil 4.5. Dentat girus alan potansiyeli EPSP verileri A) Dentat girus sinapslarindan elde edilen
kontrol ve siilfit gruplarina ait EPSP egimleri B) HFS sonrasi dénemlerindeki ortalama EPSP egim
degerleri EPSP egimi, bazal kayit ortalamasina gore ylizdelik degisim olarak ifade edilmektedir

** p<0,01 K grubuna gore fark, ## p<0,01 S100 grubuna gore fark, N=10
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Sekil 4.6. Dentat girus alan potansiyeli PS verileri A)  Dentat girus sinapslarindan elde edilen
kontrol ve siilfit gruplarma ait alan potansiyeli PS genlik degerleri B) HFS sonras1 donemlerindeki
ortalama PS genlik degerleri. PS, bazal kayit ortalamasina gore yiizdelik degisim olarak ifade
edilmektedir

** p<0,01 K grubuna gore fark, # p<0,05 S100 grubuna gore fark, N=10
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4.4. Biyokimyasal Parametre Bulgulari

4.4.1. Plazma-S-Siilfonat Bulgular:

Kontrol ve siilfit uygulanan gruplarin Plazma-S-Siilfonat diizeyleri Sekil 4.7°de
sunulmustur. S100 (47,54 + 2,66 umol/ml) ve S260 (105,20 + 5,45 pumol/ml)
gruplarinin plazma-S-Siilfonat degerlerinde K grubuna (29,24 + 1,91 umol/ml) gore
artig tespit edilmistir. Bunun yani sira, S260 grubunun Plazma-S-Siilfonat seviyesinin

S100 grubuna gore de istatistiksel olarak anlaml diizeyde arttig1 saptanmaistir.
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Sekil 4.7. Deney gruplarinin plazma S-Siilfonat degerleri.

* p<0,05, ** p<0,01 K grubuna gore fark, # p<0,05 S100 grubuna gore fark, N=10

4.4.2. Asetilkolin Diizeyi, Asetilkolinesteraz ve Kolinasetiltransferaz Aktiviteleri
Gruplarin hipokampus dokusunda asetilkolin seviyeleri degerlendirildiginde, siilfit
verilen S100 ve S260 gruplarmin asetilkolin diizeylerinin K grubuna gore anlaml
derecede yiikksek oldugu saptanmistir (Tablo 4.2.). Tablo 4.2.°de gosterilen
hipokampus dokusundaki asetilkolinesteraz enzim aktiviteleri degerlendirildiginde K
grubu ile S100 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamazken, S260
grubunun AChE enzim aktivitesinin K grubuna gdre anlamli derecede diisiik oldugu
belirlenmistir.  Hipokampus  dokularinda  kolinasetiltransferaz ~ aktivitelerine

bakildiginda ise S260 grubunda K grubuna gore anlamli derecede yiikselis oldugu,
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S100 grubunda ise K grubuna gore bir miktar artis oldugu ancak bu artisin

istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig: tespit edilmistir.

Tablo 4.2. Hipokampus dokularinda olgiilen asetilkolin diizeyi, AChE ve ChAT enzimlerinin

aktiviteleri
Grup | ACh (ng/ml) AChE (units/L) ChAT (U/ g doku)
K 51,09 +£2,75 27,43 £1,25 42,69 + 6,82
S100 | 74,48 £ 4,14 ** 23,84+ 1,24 53,34+ 10,68
S260 | 75,01 £4,35 ** 18,59 £ 2,49 * 70,69 + 8,75 *

*p<0,05, **:p<0,01 K grubuna gore fark, N=10

4.4.3. Arc ve Sinapsin 1 Seviyeleri

Sekil 4.8’de K, S100 ve S260 gruplarina ait sinaptozom doku orneklerinden elde

edilen Arc ve sinapsin I’e ait immiinoreaktif protein bantlar1 gosterilmistir. Sekil

4.9°da ise Arc ve sinapsin I proteinlerinin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar

deney gruplar arasinda karsilastirmali olarak verilmistir. Hem Arc (Sekil 4.9 A) hem

de sinapsin I (Sekil 4.9 B) seviyelerinde siilfit alan gruplarda kontrol grubuna gore

anlamli diisiis oldugu saptanmastir.

Sekil 4.8. Arc ve Sinapsin immiinoreaktif protein bantlarinin B-aktin ile birlikte gosterimi
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Sekil 4.9. Hipokampus dokularinda Arc ve Sinapsin protein seviyelerinin B-aktine orantisal relatif

degerleri. **p<0,01 ile ***p<0,001 K grubuna gore fark, N=5
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S.TARTISMA

Siilfit bilesikleri, gida katki maddesi olarak giivenilir kabul edilmesinin ardindan,
gida ve ilag preparatlarinda koruyucu, antimikrobiyal ve antioksidan olarak
kullanilmaya baglanmistir. Yapilan doz bagimli ¢alismalarda 72 mg/kg/giin dozunda
stlfitin yan etkilerinin olmadig1 rapor edilmis ve bu bilgilerin 151381nda WHO, 100
katlik giivenlik faktorii ekleyerek giinliik 0,7 mg/kg siilfit aliminin giivenli oldugunu
bildirmistir (Til ve ark., 1972). Fakat giiniimiizde hazir gida kullaniminin artmasiyla
birlikte gilinliik tiiketim, giivenilir dozun ¢ok tizerine ¢ikmistir (Gunnison ve ark.,
1987; Lester, 1995). Diyetle alinan siilfit gastrointestinal sistemden emilerek beyin
dahil biitiin organlara yayilmakta ve su ile reaksiyona girerek toksisite yaratan
bilesikler olusturmaktadir (Fridovich ve Handler, 1961). Siilfitin doz bagimli (glinlik
100 mg/kg, 260 mg/kg, 520 mg/kg Na,S,0s) etkileri farkli sistemler tizerinde
arastirllmis ve stlfitin toksik triinlerinin DNA, proteinler, lipitler gibi bir¢ok
hiicresel bilesikle etkilesime girerek geri doniistimsiiz hiicre hasarina sebep oldugu
gosterilmistir (Rencilizogullari ve ark., 2001, Ozsoy ve ark., 2012; Noorafshan ve
ark., 2013; Kencebay ve ark., 2013). Ekibimiz tarafindan daha Once yapilmis
caligmalarda 100 ve 260 mg/kg/giin dozlarinda Na;S,0s maruziyetinin beyin
dokusunda TBARS ve 4-HNE seviyelerini arttirdig1 (Ozturk ve ark., 2011), apoptotik
norodejenerasyona bagli somatosensoriyel uyarilma potansiyellerinin latenslerini
uzattigi, somatosensoriyal alanda kaspaz-3 enzim diizeyini ve TUNEL (Terminal
Deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling) pozitif hiicre sayisin
arttirarak norodejenerasyona neden oldugu gosterilmistir (Kencebay ve ark., 2013).
Ayrica gidalar yoluyla giinliik alinabilecek farkli dozlardaki (giinliik 25 mg/kg, 100
mg/kg, 260 mg/kg sodyum metabisiilfit) siilfitin 6grenme ve hafizayr bozdugu, bu
bozulmanin énemli bir ndrotransmitter olan glutamatin hipokampusta geri alinimi ve
salmimt ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Noorafshan ve ark., 2013, Kencebay ve
ark. 2013). Siilfitin farkli dozlarinin etkilerini arastiran ¢alismalar goz Oniinde
bulundurularak, c¢alismamizda 100 ve 260 mg/kg/giin dozlarinda Na,S;05

uygulanmasina karar verilmistir.

Siilfitler 6zellikle proteinlerin sistein amino asidinin distilfit baglar ile reaksiyona
girerek S-siilfonat bilesiklerini olusturmaktadir (Taylor ve ark., 1986a). Plazma

proteini ile kompleks olusturan S-siilfonat, siilfit aliminin gdstergesi olarak kabul
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edilmektedir (Gunnison ve Palmes, 1978). Tavsanlara ckzojen olarak siilfit
verilmesinin ardindan plazmalarinda S-siilfonatlar saptanmis, siilfit aliminin
kesilmesinin ardindan ise plazma S-siilfonat degerlerinin diistiigii tespit edilmistir
(Gunnison ve Palmes, 1978). Ekibimiz tarafindan daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
siganlarin 100 mg/kg/giin ve 260 mg/kg/giin siilfit maruziyetinden sonra plazma-S-
stilfonat degerlerinde artis oldugu goriilmistir (Ozturk ve ark., 2011; Kencebay,
2017). Calismamizda da siilfit verilen her iki grupta da plazma S-siilfonat diizeyleri
kontrol grubundan daha yiiksek bulunmus olup, Onceki yayinlarimizi destekler
niteliktedir. Ayrica S260 grubunun plazma S-siilfonat diizeyinin S100 grubundan
daha yiiksek olmasi, maruz kalinan siilfit dozuna bagli olarak plazma S-siilfonat

seviyesinin de arttigini géstermistir.

Siilfitin 6grenme lizerindeki etkilerini arastiran caligmalarda, kisa ve uzun siireli
hafizanin degerlendirildigi radyal kollu labirent testinde siganlarda 100 mg/kg/giin ve
260 mg/kg/giin siilfit uygulamasinin referans ve ¢alisan hafiza performansini azalttigi
(Kencebay, 2017), ayrica Noorafshan ve ark.’larinin yapmis olduklar1 baska bir
calismada benzer sekilde 25 mg/kg/giin dozunda siilfit uygulanmasinin kognitif
fonksiyon bozukluguna sebep oldugu gosterilmistir (Noorafshan ve ark., 2013).
Calismamizda Morris su tanki testinde egitim siiresince siilfit gruplarinin kagis
platformunun yerini bulma siiresindeki degisim giinlere bagli olarak daha yavas
olmustur, bu durum biligsel islevlerin azaldigini gostermektedir. Test asamasinda ise
stlfit gruplarinda alman ortalama yol ve hizin artis1 siganlarin lokomotor
aktivitelerinin artig1 ile iliskilendirilmistir. Morris su tanki testinin son giiniinde
uzaysal hafizanin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre olan platformun
bulundugu kadrana giris frekanslarindaki diisiis, siilfite maruz kalan gruplarin
uzaysal ipuglarin1 kullanarak kagis platformunun yerini hatirlayamadiklarini
gostermektedir. Bulgularimiz siilfit maruziyetine bagl olarak uzaysal hafizanin
bozuldugunu gosteren literatiirdeki bilgileri destekler niteliktedir.  Sigan
hipokampusunde hiicresel dejenerasyona ve hiicresel 6liime sebep olan morfolojik
degisikliklerin 6grenme ve uzaysal hafizay1r bozdugu rapor edilmistir (Su ve ark.,
2016). Nitekim, Akdogan ve ark.’lar1 (Akdogan ve ark., 2011) tarafindan 25
mg/kg/glin siilfit dozunun hipokampusta piramidal hiicrelerin hasaria sebep oldugu
bildirilmistir. Ayrica, Oztiirk ve ark. (Oztiirk ve ark., 2006) SOX eksikligi
olusturulmus si¢canlarda, NMDAR’larin NR2A ve NR2B alt birimlerinin seviyesinde
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azalma oldugunu bulmuslardir. Burgdorf ve ark.’lar1 (Burgdorf ve ark., 2013)
ogrenme Ve hafiza performansinda NMDA reseptor alt tipi NR2B’nin artiginin kritik
rol oynadigimi rapor etmislerdir. Morris su tanki test verilerindeki biligsel bozulmanin
sebebi hem literatiirdeki verilerde hem de Onceki ¢alismalarimizda elde ettigimiz
NMDAR seviyesindeki azalis ya da hiicresel dejenerasyona bagli hiicre oliimii ile

iligkili olarak degerlendirilmistir.

Acik alan testinde, ndrolojik bozukluklarla iligkilendirilen lokomotor aktivite
degisimi degerlendirildiginden, bu test ndrotoksisite caligmalarinda siklikla
kullanilmaktadir (Artigas, 2013; Quines ve ark., 2014). Preadelosan donemde 35 giin
boyunca 100 mg/kg/giin siilfit uygulanan si¢anlarin, agik alan testinde kat ettikleri
mesafenin, girdikleri kare sayisinin ve hizlarinin kontrol grubuna goére arttigi rapor
edilmigtir (Topak, 2017). Mevcut ¢alismamizda da siilfit uygulanan deney
gruplarinin agik alan testi verileri degerlendirildiginde lokomotor aktivitelerinde artis
oldugu gosterilmistir. Hipokampus, striatum ve frontal korteksteki ekstraseliiler ACh
konsantrasyonunun artist genellikle lokomotor aktivite artisi ile iliskilendirilmektedir
(Paredes ve ark., 1999; Miyakawa ve ark., 2001; Day ve ark., 1991). Kemirgenlerde
muskarinik reseptorlerin farmakolojik blokajinin belirgin hiperaktiviye sebep oldugu
gosterilmigtir. Watanabe ve Shimizu (Watanabe ve Shimizu, 1989), atropin ve
scopolamine gibi antikolinerjik ajanlarin striatal ACh salinimini1 ve motor aktiviteyi
artirdigint  géstermislerdir. Daha sonra Day ve arkadaglari (Day ve ark., 1991)
skopolaminin  striatum, hipokampus ve korteks diyalizatlarmda ACh
konsantrasyonunu artirdigini ve ACh seviyelerinin lokomotor aktivite ile iliskili
oldugunu bildirmislerdir. Skopolamin enjeksiyonundan sonra muskarinik reseptor
blokajinin sonucu olarak ACh miktarinda artis meydana gelmistir ve azalan
muskarinik kolinerjik transmisyon hiperaktiviteye sebep olmustur. Bunun olas1 bir
sebebi striatopallidal noéronlar iizerindeki uyarict M1 reseptorlerinin  etkisinin
azalmasindan kaynakli hiperaktivite olusmasidir (Miyakawa ve ark., 2001). Bu
sebeple ¢alismamizda gozlenen aktivite artigi, tespit ettigimiz hipokampus
dokusunda artan ACh seviyesi ve ileriki galismalarda daha ayrintili arastirilmasi

gereken siilfitin muskarinik reseptorler lizerindeki antagonist etkisi ile iligkili olabilir.

Hipokampus, perirhinal korteks, medial prefrontal korteks ve ventral striatum gibi

beyin bolgelerinin aralarinda bulunan sinir projeksiyonlar1 nesne tanima bellegi igin
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gereklidir (Barker ve Warburton, 2011; Win-Shwe ve ark., 2012). Ayrica, dopamin,
glutamat, ACh ve serotonin gibi ndrotransmitterler nesne tanima belleginde rol alir
(Warburton ve ark., 2003; Schilstrom ve ark., 2011). Calismamizda, hipokampusa
bagli uzaysal 6grenmeyle birlikte, hipokampusa bagli mekansal olmayan 6grenme
tizerinde siilfitin etkilerini ortaya koyabilmek i¢in yeni obje tanima testi
kullanilmigtir. Test sonucunda siilfit gruplarmin 6grenme indekslerinde anlamli
azalma gorlilmiis olup, bu durum tanima belleginde bozulma oldugunu ortaya
koymustur. Win-Shwe ve ark. (Win-Shwe ve ark. 2012) tarafindan yapilan ¢alismada
yeni obje tanima testindeki bozulma NMDAR alt tiplerini NR1 ve NR2, eksitator
amino asit tasiyicis1 4 ve CaMK-IV seviyesinin azalmasi ile iliskilendirilmistir.
Ekibimiz tarafindan daha oOnce yapilan caligmada siilfitin eksitator amino asit
tastyicilarini, NMDAR alt tiplerini ve CaMKIIl fosforilasyonunu azalttigi
gosterilmistir (Proje tamamlandi, heniiz yayin asamasinda). Mevcut ¢alismamizda ise
ayrim indeksinin azalisinin daha Onceki ¢alismamizda elde ettigimiz PKA ve
CaMKII seviyesindeki azalis ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. ACh yolaginin
davranigsal parametreler ilizerindeki etkilerinin arastirildigi baska bir c¢alismada,
nikotin enjekte edilen fareler, yeni nesneyi kesfetmek icin tanidik olandan daha fazla
zaman harcarken, antikolinerjik ajan olan skopolaminin egitim asamasindan once
enjekte edilmesi farelerin yeni nesneyi kesfetmek igin harcadiklari zamanin
azalmasina, bellek performansinin bozulmasina sebep oldugu rapor edilmistir (Kruk-
Stomka ve ark., 2014). Nitekim siilfitin de antikolinerjik olarak davranabilecegi
yapilan onceki ¢alismalarda vurgulanmistir (Sun ve ark., 1995). Bizim verilerimiz de
stlfitin bu etkisinden dolay1 Kolinerjik sistemin nesne tanima belleginde rol

oynadigini gosteren litaretiir bilgilerini destekler niteliktedir.

Noronal aktivite sonucu sinaptik baglantidaki degisiklikler 6grenme ve hafizanin
temelini olusturur (Bliss ve Lemo, 1973). Sinaptik etkinlikteki degisikligi ifade eden
sinaptik plastisite, presinaptik liflerin tekrar tekrar uyarilmasiyla olusur (Bliss ve
Lemo, 1973). Plastisitedeki uzun siireli artisi modelleme yontemlerinden biri uzun
stireli gliclenme kayitlaridir (Bliss ve Lemo, 1973). Bliss ve Lemo’nun (Bliss ve
Leomo, 1973) yapmis olduklar1 ¢aligmada, iki bagimsiz mekanizmanin uzun siireli
giiclenmeden sorumlu olabilecegini gostermislerdir. Bu mekanizmalar perforant yol
sinapslarindaki  sinaptik iletimin etkinligindeki artis ya da graniil hiicre
popiilasyonunun uyarilabilirligindeki artis olabilir. Bu sebeple siilfit ve 6grenme
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iliskisinin hipokampusun perforant yol-dentat girus sinapslarindaki elektrofizyolojik
parametrelere etkisi LTP kayitlar1 ile EPSP egimi ve PS genligi Olciilerek
degerlendirilmistir. EPSP, afferent liflerden gelen aksiyon potansiyeli
olusturamayacak  sinyallerin  postsinaptik  noronlarda  olusturdugu  gegici
depolarizasyonun yanitidir (Bliss ve Lemo, 1973). Eger gelen sinyaller ndron
tarafindan entegre edilerek esik degeri asarsa aksiyon potansiyeli olusturur ve
aksiyon potansiyellerinin toplanmis hali PS olarak kaydedilir. Bu iki bilesen,
hiicrenin uyarilabilirligi ve aksiyon potansiyeli olusturan noron popiilasyonu
hakkinda bilgi verir (Bliss ve Lemo, 1973). Aksiyon potansiyeli olusturan néron
sayisi arttikea PS genligi artar (Bliss ve Lomo, 1973). Calismamizda kaydedilen alan
potansiyellerinden, PS bileseni genliginin degisimi yiiksek frekansli uyaridan sonraki
60 dakikalik siire boyunca her iki siilfit grubunda da daha diisiik olup, benzer sekilde
EPSP bileseninin egiminin degisimi de siilfit verilen gruplarda azalmistir. Bu
bulgular, yiiksek miktarda siilfit maruziyetinde dentat girusta aferent uyarimla
innerve edilen noronlarin elektrofizyolojik 6zelliklerinin ve bu populasyondaki esik
degere ulasarak aksiyon potansiyeli olusturan néron sayisinin azaldigim
gostermektedir. Nitekim Akdogan ve ark. (Akdogan ve ark. 2011) silfit
maruziyetinin hipokampusun CAl, CA2 ve CA3 bolgelerinde piramidal ndron
kaybina yol ag¢tigini rapor etmislerdir. Bunun yani sira, ndronlardaki birgok hiicresel
stirecin pH'daki degisikliklerle kontrol edildigi bilinmektedir (Busa ve Nuccitelli,
1984). Nitekim, siilfit ajanlarinin hiicre pH’sin1  diislirdigii rapor edilmistir
(Aronstam ve ark., 1978). Uyarilabilir hiicrelerde pH'daki degisiklikler membran
iyon kanallarin1 etkileyerek elektriksel aktiviteyi yani hiicrenin uyarilabilirligini
degistirebilir (Zuazaga ve ark., 1984). Ayrica, proteinlerdeki siilfidril gruplarmin
blokajinin ve disiilfit baglarimin hasarinin membran permabilitesini etkiledigi,
uyarilabilirligi azalttigi ve membran dinlenim potansiyelini diisiirdiigii bildirilmistir
(Zuazaga ve ark., 1984). Bir¢ok arastirmaci tarafindan Na,S;0s gibi gida indirgeyici
ajanlarm proteinlerdeki disiilfit baglarint kirdig1 gosterilmistir (Rojas ve ark. 1990).
Siilfit iyonlariin disiilfit baglar1 ile reaksiyona girdigi ve membran proteinlerinin
fonksiyonel o6zelliklerini bozdugu tespit edilmistir (Zuazaga ve ark., 1984).
Dolayistyla, siilfit toksisitesinin néronlarin uyarilabilirliklerini degistirme potansiyeli
yiiksektir. Yapilan literatiir taramasinda oksidatif stresin sinaptik plastisiteyi

etkileyebilecegi ve LTP indiiksiyonunun azalmasina neden olabilecegi gorilmiistiir
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(Komaki ve ark., 2019). Oksidatif stresin biligsel hasarda 6nemli roli oldugu (Omidi
ve ark.,, 2020) ve Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklara sebep
olabilecegi bildirilmistir (Rosini ve ark., 2014). Bazi aragtirmalarda, oksidatif stresin
hafiza hasariin etiyolojisi ile iliskili beyin bolgelerinde noral hasara neden oldugu
rapor edilmistir (Uran ve ark., 2010; Basaranlar ve ark., 2019). Ekibimiz tarafindan
yapilan c¢alismada, silfitin hipokampusta lipid peroksidasyon birikiminden
kaynaklanan oksidatif stresi arttirdigi ve apoptotik hiicre oliimlerine yol agtigi
gosterilmistir (Basaranlar ve ark. 2019). Ayrica daha onceki c¢alismalarimizda
ogrenmenin temelini olusturan LTP’de rol alan CaMKII ve pCaMKII diizeylerinin
stlfitin toksik etkilerine bagli olarak azaldig1 tespit edilmistir. CaMKIl ve
pCaMKII’da goriilen paternle benzer olarak Ogrenme siirecinde rol alan CREB
diizeyinin de azaldig: tespit edilmistir (Proje tamamlandi, heniiz yayin asamasinda).
Yeni AMPA reseptorlerin ve dentritik spinlerin olugsmasinda rol alan bu dongiideki
protein diizeylerinin azalmasmin siilfitin yaratmis oldugu toksik etkiden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Mevcut ¢alismamizda LTP kaydi ile elde ettigimiz
alan potansiyelinde meydana gelen degisiklikler, siilfitin neden oldugu néron
popiilasyonu sayisindaki azalma, pH degisiklikleri ve oksidatif stres araciligiyla

ortaya ¢ikan noron kaybiyla iligkili oldugu seklinde degerlendirilmistir.

LTP'de gozlenen bu bozukluklara ek olarak hipokampal dokuda 6grenme icin
biyobelirte¢ olarak degerlendirilen Arc ve sinapsin 1 proteinlerinin ekspresyonlarina
bakilmigtir. Arc proteininin, hipokampal LTP ve uzun siireli bellek olusumu igin
gerekli oldugu gosterilmistir (Guzowski ve ark., 2000). Yapilan literatiir taramasinda,
Arc antisens oligodeoksiniikleotidlerin dorsal hipokampusa infiizyonunun sicanlarda
ogrenme performansini bozdugu gosterilmis olup, Arc geni susturulmus farelerin,
uzaysal hafiza, korku ya da tat hafizalarinin gelismedigi rapor edilmistir ( Guzowski
ve ark., 2000, Zhu ve ark. 2018; Jones ve digerleri, 2001). LTP gibi sinaptik
plastisite kontroliine katki saglayan ERK (extracellular-signal-regulated kinase)
yolaginin inhibe edilmesi, Arc mRNA'nin medial perforant yol ve graniil hiicreler
tizerindeki sinapslarda ekspresyonunu bloke etmistir (Waung ve ark., 2008). Arc,
sinaptik plastisite olugumunun bir gostergesi olarak kabul edilirken, vezikiil
donilisimii ve ndrotransmitter salinimi ile ilgili olan sinapsin 1, sinaptik bir belirteg
olarak kabul edilir (Guzowski ve ark., 2000; Biederer ve Scheiffele, 2007). Sican
hipokampusunda perforant yolagin yiiksek frekansli uyarilmasinin ardindan dentat
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girustan elde edilen EPSP egimlerinin ve PS genliklerinin artisiyla birlikte,
immiinohistokimyasal olarak incelenen dentat girus molekiiler tabakada onemli
olgtide sinapsin | ve Arc mRNA ile Arc protein expresyonunun arttigi gosterilmistir
(Sato ve ark., 2000). Buradaki sinapsin 1 seviyesindeki artis sinaptik baglanti
sayisindaki artis olarak ifade edilmistir (Sato ve ark., 2000). Calismamizda siilfit
uygulanan gruplarda Arc ve sinapsin I seviyelerinin azaldig1 rapor edilmistir. EPSP
egimlerinin ve PS genliklerindeki azalisin Arc ve sinapsin 1 proteinlerinin azalis1 ile

iliskili olabilecegi diistiniilm{istiir.

Ogrenme ve hafiza olusumunda kilit rol oynayan hipokampusun yogun kolinerjik
innervasyon aldig1 ve bu kolinerjik innervasyonun dogrudan hafiza konsolidasyon
stirecleriyle iligkili oldugu bilinmektedir (Orta-Salazar ve ark., 2014). Calismamizda
stilfite bagl olarak degisen cevaplarin kolinerjik sistem ile iligkisini aydinlatabilmek
icin hipokampal ACh seviyesi, ChAT ve AChE enzimlerinin aktiviteleri
degerlendirilmistir. Calismamizda, siilfit uygulanan gruplarda ACh seviyesi ve
ChAT enzim aktivitesi artmis, buna karsilik AChE enzim aktivitesi azalmstir.
Dolayistyla siilfit verilen siganlarda ACh diizeyindeki artis, sentezinin artmasi fakat
yikimin azalmas1 nedeniyle beklenen bir sonugtur. Ote yandan, ndromiiskiiler
kavsaktaki disiilfit baglarmin siilfitler tarafindan siilfonasyonunun, presinaptik zar
proteini araciligiyla kurbaga pektoral kasinda kendiliginden ACh salinimini arttirdigi
rapor edilmistir (Steinacker, 1982). Bunun yani sira, yiiksek Na;S;0s
konsantrasyonlarinda, ACh neden oldugu hava yolu diiz kas kontraksiyonunun
inhibe oldugu, bu durumun Na;S;0s ACh reseptorleriyle dogrudan veya dolayli
olarak kompetitif antagonistik etkisiyle iliskili olabilecegi rapor edilmistir (Sun ve
ark., 1995). Artan ACh miktar1 ile orantili olarak postsinaptik hiicrede cevap
olusturup olusturmadigi ayrintili olarak incelenmelidir, ¢linkii akcigerde goriilen
stilfitin ACh reseptorleri iizerindeki kompetitif antagonistik etkinin hipokampusta
olup olmadigi, sinaptik aralikta artan ACh miktarinin reseptorleri tizerinden farkli
sinyal mekanizmalarini tetikleyip tetiklemediginin arastirilmasi gerekmektedir. ACh
reseptOriiniin alfa alt birimindeki ligand baglanma bdlgesinin yakinindaki sisteinil
kalintilar1 arasinda disiilfit baglart mevcuttur (Kao ve Karlin, 1986). ACh
reseptorlerinin, diger birgok reseptdr ve kanal proteini gibi, agonist baglandiginda
fonksiyonel ve konformasyonel degisim i¢in intramolekiiler hareketliligi saglayan
disiilfiir baglarin1 igerdigi bilinmektedir (Malbon ve ark., 1987). Noromiiskiiler
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kavsaktaki ACh reseptorlerinin islevsel fonksiyonunda disiilfiir baglarinin 6nemini
gosteren bir calismada, bu baglarin kanal gegisi ve iletkenligi iizerindeki rolii
aragtirtlmig, disiilfiir bagim1  hasarlayan ajanlarin, asetilkolin reseptdriiniin
iletkenligini azalttig1 belirtilmistir (Rojas ve ark., 1991). Literatiir bilgileri 1s181inda
verilerimiz degerlendirildiginde, siilfit verilen sigcanlarda disiilfit baglarinin
bozulmasi, ACh reseptorlerinin fonksiyonunun bozulmasina aracilik edebileceginden

dolay1 ACh etki mekanizmasini engelleyebilir ve 6grenmenin bozulmasina aracilik
edebilir.

Calismamizda siilfit uygulanan siganlarin hipokampuslarinda ACh iiretilmesinde Kilit
rol oynayan ve kolinerjik inervasyon igin spesifik bir belirteg olan ChAT enziminin
aktivitesinin arttigin1 gézlemledik. ChAT aktivasyonu norotrofik faktorler ve néron
yasaminin devamliligi gibi ¢esitli kosullar altinda gozlemlense de (Cavicchioli ve
ark., 1991; Wu ve Hersh, 1994), fosforilasyon ve proteoliz gibi diger
modifikasyonlarin da enzim aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (Bruce ve Hersh,
1989; Wu ve Hersh, 1994). Norotoksik etkileri bilinen sarinin ChAT aktivitesini
korteks, beyinsapi ve ortabeyinde arttirdigi bildirilmistir (Khan ve ark., 2000). Bir
baska norotoksisite calismasinda ise toksik ajanin fare omurilik hiicre kiiltiiriinde
ChAT etkinliginin artisina neden oldugu ve merkezi sinir sistemindeki ndronlarin
oliimiinden sorumlu noéropati ile iligkili olabilecegi varsayilmistir (Giller ve ark.,
1977). Ayrica kolinerjik stimiilasyonun, aktiviteye bagl sinaps kaybina yol agan
proteaz aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Liu ve ark., 2019). Bu sebeple
ChAT aktivitesinin artmasi, enzimin proteolitik boliinmesinden kaynakli olabilir.
Protein fosfatazlar ve kinazlar, transkripsiyonel seviyede ChAT geninin
ekspresyonunu diizenleyebilir. Inoue ve ark.’lar1 (Inoue ve ark., 1995) PKA
aktivitesinin azaldigi bir PC12 hiicre hatti mutantinda, transkripsiyonel seviyede
ChAT geninin ekspresyonunun biiyiik olciide azaldigimi gdstermislerdir. Onceki
caligmalarimizda siilfit maruziyetine bagli olarak PKA aktivitesinde artis oldugu
goriilmiistiir (Proje tamamlandi, heniiz yayin asamasinda). ChAT aktivitesindeki

artigin bir diger sebebinin PKA aktivetisindeki artig olabilecegi diisiiniilmiistiir.

AChE, ACh'yi kolinerjik sinapslarda ve noromiiskiiler kavsakta hizla hidrolize eden
enzimdir. AChE, beyin fonksiyonu, gelisimi, norit biiylimesi, néronal sagkalim ve

Ca*? seviyesinin diizenlenmesinde son derece énemlidir (Singh ve ark., 2017).
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Diinya genelinde insan sagligi i¢in ekolojik bir ¢evre problemi olan bocek ilaglarinin
neden oldugu toksisitenin olast mekanizmalarindan birinin, AChE’nin inhibe olmasi
sonucu sinaptik aralikta artan ACh seviyesinin yol agtig1 kolinerjik stres olabilecegi
bildirilmistir (Singh ve ark., 2017). AChE inhibisyonuna yol agan ajanlarin ayni
zamanda oksidatif dengede bozulmaya sebep oldugu, ayrica siiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerde de azalmaya yol agtig1 bildirilmistir (Singh ve
ark., 2017). Antioksidan sistem, oksijen toksisitesine karsi ilk savunmayi saglar.
Stiperoksit dismutaz aktivitesi ile H,O, olusum hiz1 ve H,O,'nin katalaz tarafindan
uzaklastirllma hizi arasinda hassas bir denge vardir. H,O,'yi ortadan kaldirabilen
baslica antioksidan enzimler arasinda katalaz, glutatyon peroksidaz ve
peroksiredoksinler bulunur (Phaniendra ve ark., 2015). Bu yolaktaki herhangi bir
bozulma, diger enzimlerin aktivitelerini etkileyebilir. Nitekim H;O2'nin beyin
norotoksisitesine etkisinin AChE’in aktivitesini inhibe etmesiyle iligkili oldugu
gosterilmigtir (Tsakiris ve ark., 2000). Norotoksik ajan verilen sicanlarin beyin
dokularinda lipit peroksidasyon seviyelerinde artis, AChE miktarinda azalig, protein
stlfhidril ve antioksidan savunma sistemi aktivitesinde (katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon S-transferaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon) diisiis
bulunmustur (Guesmi ve ark., 2018). Ekibimiz tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada,
stilfite maruz kalan siganlarin beyin glutatyon peroksidaz aktivitesinin belirgin
azaldig1 ve TBARS seviyesindeki artisa bagl olarak oksidatif hasar olustugu rapor
edilmistir (Derin ve ark., 2006). Serbest radikallerin biyolojik makromolekiillerde
hasara neden oldugu ve dolayisiyla hiicresel islevlerin kaybina yol actigi
bilinmektedir. Siilfit maruziyetinin antioksidan kapasiteyi degistirdigi goz Oniine
alindiginda, siilfitin neden oldugu oksidatif stresin AChE inhibitorii olarak rol
oynayabilecegi diisiiniilebilir. Baska bir calismada ise AChE inhibitoriine maruz
birakilan sicanlarin hipokampus dokular1 morfolojik olarak incelendiginde dentat
girus ve CA bolgelerinde gliozis, nekrotik néronlar meydana geldigi, ayrica AChE
miktarinin, septal cekirdeklerde, dentat girus molekiiler tabakada, CA4'te ciddi
sekilde azaldigi tespit edilmistir (Veronesi ve ark., 1990). Kolinesteraz
inhibisyonunun ACh hiperstimiilasyonuna sebep olabilecegi ve uzun siireli AChE
inhibisyonunun kolinerjik septal afferentlerde kalici bir depolarizasyon olusturarak
metabolik tiikkenme, ardindan dentat girus, CA4 ve CA3 igindeki hedef noronlarin

dejenerasyonuna neden olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Zhang ve ark., 2002).
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Potasyum metabisiilfat, metil paraben, sakarin, benzoik asit, bakir karbonat ve sorbik
asit gibi gida koruyucularmin serum AChE aktivitesinde 6nemli degisiklige sebep
oldugu ve gida maddelerindeki bu koruyucularin insan sagligi agisindan zararl
olabilecegi bildirilmistir (Shad ve ark., 2012). Sakarin, benzoik asit, salisilik asit,
bakir karbonat ve 6zellikle sorbik asitin ChE aktivitesini 6nemli 6lglide azalttig
rapor edilmistir (Shad ve ark., 2012). Biz de ¢alismamizda literatiirdeki toksisite
calismalarina benzer sekilde AChE aktivitesinin silfit verilen gruplarda diisiis

gosterdigini tespit ettik.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ¢aligmamizda 100 ve 260 mg/kg siilfit maruziyetinin 6grenme ve hafiza
bozukluklarina neden oldugu, hipokampal ACh miktarinin ve AChT enzim
aktivitesinin artmasinin yani sira AChE aktivitesinin azalmasinin bu siirece katkida
bulundugu ortaya konulmustur. Bununla birlikte, hipokampus dentat girusundan
kaydedilen LTP’lerin siilfit maruziyetine bagli olarak bozuldugu, LTP’deki
bozulmanin siilfit alimiyla ortaya ¢ikan Arc ve sinapsin 1 mRNA
ekspresyonlarindaki azalmayla iliskili oldugu tespit edilmistir. Siilfit alimiyla birlikte
artan ACh’nin postsinaptik hiicrede bulunan reseptorleri iizerinden etki gosterip
gostermedigi ve siilfit ile ACh arasinda kompetetif antagonistik etkinin olup
olmadiginin ortaya konmas: i¢in, ACh reseptorlerini ve hiicre i¢i sinyal

transdiiksiyon yolaklarinin incelendigi ¢caligmalar yapilmasi planlanmaktadir.
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