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OZET

AMNEZI MODELI OLUSTURULMUS SICANLARDA SUBAKUT
TANGERETIN UYGULAMASININ HIPOKAMPUSTE MEYDANA GETIRDIGi
DEGISIKLIKLERIN ARASTIRILMASI

Furkan KENAR
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2023

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Nazli TURAN YUCEL

Bu tez c¢alismasinda, Citrus tiirlerinin kabuklarinda yaygin olarak bulunan bir
flavon tlrevi olan tangeretin (TNG)’in kognitif disfonksiyonlardaki terapotik
potansiyelinden yola ¢ikilarak, bu flavonoidin skopolamin (SCP) ile amnezi modeli

olusturulmus siganlarin hipokampiislerindeki olasi etkileri arastirilmistir.

Bu amagla, si¢anlara 14 giin siireyle 50 ve 100 mg/kg dozlarinda per oral olarak
TNG uygulanmis ve TNG’nin Ogrenme ve bellek agisindan kritik rolii olan
hipokampustin CA;, CAs ve dentat girus bolgelerinde meydana getirdigi morfolojik
farkliliklar ve immunoreaktivite degisiklikleri incelenmistir. Elde edilen bulgular
sonucunda; SCP’nin, hipokampal NeuN ve GFAP immiinopozitif hiicre sayilarinda
diisiise yol acti81; ayrica Nissl cisimciklerinin bazofilitesinde zayiflamaya ve néronlarin
hiicre yapilarinda bozulmalara sebebiyet verdigi saptanmistir. TNG uygulamasi ise
amnezik sicanlarin hipokampiislerinin iligkili alt-alanlarinda, zayiflamis olan ndronal

proliferasyonu arttirmis ve astroglial gerilemeyi onemli dlgiide diizeltmistir.

TNG’nin hipokampal ndérogenez, ndroplastisite ve glial plastisite lizerindeki faydali
etkilerinin ortaya konuldugu bu calisma, Alzheimer hastalig1 basta olmak iizere biligsel
islevlerin geriledigi cesitli hastaliklar ve tedavilerine yonelik bir bakis agis1 saglamasi

acisindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar Sozcikler: Tangeretin, Amnezi, Hipokampus, NeuN, GFAP



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CHANGES INDUCED BY SUBACUTE
TANGERETIN ADMINISTRATION IN THE HIPPOCAMPUS OF RATS WITH
AMNESIA MODEL

Furkan KENAR
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2023

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nazli TURAN YUCEL

In this thesis, based on its therapeutic potential in cognitive dysfunctions, the
probable effects of tangeretin (TNG), a flavone derivative commonly found in the cortices
of Citrus species, on the hippocampi of rats with scopolamine (SCP)-induced amnesia

model were investigated.

For this purpose, rats were administered TNG per orally at 50 and 100 mg/kg doses
for 14 days and the morphological differences and immunoreactivity changes caused by
TNG in CA;: and CAs and dentate gyrus regions of the hippocampus, which have critical
roles in learning and memory, were investigated. As a result of the findings; SCP caused
a reduction in the number of hippocampal NeuN and GFAP immunopositive cells, as well
as weakening in basophilicity of Nissl bodies and deterioration in cell structures of
neurons. On the other hand, administration of TNG increased the weakened neuronal
proliferation and significantly modified astroglial regression in the associated sub-regions

of the hippocampus of amnesic rats.

This study, which reveals the beneficial effects of TNG on hippocampal
neurogenesis, neuroplasticity and glial plasticity, is important in terms of providing an
insight into various diseases and treatments in which cognitive functions regress,

especially in Alzheimer's disease.

Keywords: Tangeretin, Amnesia, Hippocampus, NeuN, GFAP
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1. GIRIS ve AMAC

Demans; kisinin agik bir biling seviyesinde basta bellek olmak iizere zihinsel ve
sosyal kabiliyetlerinin, bireyin gunlik yasamsal faaliyetlerini etkileyecek dlizeydeki
tahribat1 olarak tanimlanabilir. Bu tahribat, ilk olarak bellekte gordlirken ilerleyen
safhalarda dikkat, gorsel-alansal beceriler, lisan, problem ¢6zme ve algisal bozukluklar
da beraberinde getirmektedir. Bu tabloya, kisilik degisiklikleri, davranissal ve psikiyatrik
semptomlar da eklenebilmektedir (Yavlal ve Gungor, 2016). Bunlarin yani sira; demans
hastalarmin yasam Kalitesindeki ciddi bir diisiise, diger yandan da ulusal ve global
ekonomide ciddi yike sebebiyet veren kognitif bozukluklarin tedavisinde kullanilan

terapotik ilag sayisi oldukga sinirhidir (Wimo ve Wimbland, 2003; Sahin vd., 2005).

Noronal kok hicrelerinin olustugu proses “nérogenez” olarak adlandirilmaktadir.
Norogeneze 6zellikle, hipokampal gyrus dentatus (dentat girus, DG) ve subgraniler
tabakada rastlaniimaktadir (Altman, 1963). Yetiskin canlilardaki nérogenezin kognitif ve
emosyonel proseslere olan katki potansiyelleri bilinmektedir. Yetiskin memeli beyninde
DG ve bulbus olfactorius gibi bazi spesifik bolgelerde progenitor hiicrelerin mitotik
etkinlik ~ gdstermelerinin, olgun  noronlara  transformasyonlari sonucu
fonksiyonellesmeleri ve bolgesel olarak sinir agi ile biitiinlesmelerinin bildirilmesi, bilim
diinyasina yeni bir bakis agisi kazandirmistir (Bruel-Jungerman vd., 2007). Yapilan
calismalar sonucunda, bu noral rejenerasyon prosesinin; uzamsal bellek, epizodik bellek

ve diger kognitif fonksiyonlara olan ciddi katkilar1 rapor edilmistir (Essa vd., 2022).

Glialar ise santral ve periferik sinir sisteminde bulunan, destek ve korumadan
sorumlu yapilar olup astrositler de néronlari sarmalayan yildizsi glial hiicrelerdir (Genoud
vd., 2006). Yapilan ¢alismalar sonucunda; astrositlerin bilgi isleme ve bellek olusumunun

altyapisini ve noronal etkinligi ilgilendiren “sinaptik transmisyon”, “néromodiilasyon”,

ve “plastisite” gibi fonksiyonlara olan katkilari bildirilmistir (Eroglu ve Barres, 2010).

Sahip olduklar1 gesitli etkileriyle flavonoidler, saglik zerinde 6nemli olumlu
Ozelliklere sahiptir. Yilksek antioksidan potansiyelleri ile serbest radikalleri
uzaklastirarak vicudu korumaktadirlar. Flavonoidler, néronlari korumanin yaninda;
noronal fonksiyonlarin artmasina ve ndronlarin yenilenmesine de katki saglamaktadir.
Antioksidan etkilerinin yani sira antikanserdz, antiinflamatuvar, antibakteriyel, antiviral

ve hepatoprotektif dzellikler de gostermektedirler. Bu genis etki yelpazesi; profilaktik ve



terapotik etkileri sebebiyle flavonoidleri, saglik endiistrisinde glgli bir aday haline
getirmektedir (Youdim ve Joseph, 2001; Fatima ve Siddique, 2019).

Tangeretin (TNG) (5,6,7,8,4'-pentametoksi flavon) ise Citrus reticulata ve Citrus
sinensis gibi turunggillerin korteksinde bulunan antiinflamatuvar, antioksidan ve
noroprotektif etkinlikleri bilinen O-polimetoksillenmis bir flavondur (Funaro vd., 2016;
Hung vd., 2018). TNG’nin kolinerjik fonksiyon bozukluklarini zayiflattigi, norotoksik
amiloid-beta peptidlerinin dengesiz birikimini azalttigi, N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptor hipofonksiyonunu regiile ettigi, iskemik hasari iyilestirdigi, tau proteininin
hiperfosforilasyonunu baskiladigi, ¢esitli sinyal kaskadlarint modiile ettigi ve 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ile indiklenen toksisiteye kars1 profilaktik etki
gosterdigi rapor edilmistir (Braidy vd., 2017). TNG’nin kimyasal yapisinda glikozid
baglarini icermemesi, bagirsaklardan kolay absorbsiyonunu; lipofilik profili ise kan-
beyin bariyerini rahatlikla agabilmesine ve santral sinir sistemi (SSS)’ne ulagmasina
olanak saglamaktadir (Datla vd., 2001; Assini vd., 2013).

Bir polimetoksiflavon tlirevi olan TNG nin kognitif fonksiyonlar Gizerindeki olumlu
etkileri ve bu siireclerden sorumlu yapilar tizerindeki protektif Ozellikleri cesitli
caligmalarda bildirilmistir (Datla vd., 2001; Guo vd., 2017; Yang vd., 2017; Hung vd.,
2018; Yang vd., 2020). Yang ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada;
noroinflamasyon araciligiyla iskemi/reperfiizyon patogenezi olusturulmus siganlara 5
mg/kg, 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarinda TNG tedavisi uygulandiginda; TNG’nin
serebral iskemi/reperflizyon hasarina karsi, 6zellikle hipokampal alanda néronal hasar ve
noron 6limuniin yol actig1 kognitif disfonksiyonlart 6nledigi belgelenmistir (Yang vd.,
2020). Wu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir ¢alismada; nefrektomik farelerde
TNG’nin 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda intragastrik olarak 30 giin
boyunca uygulanmasinin farelerde bozulan kognitif disfonksiyonlar1 6nemli 6lgiide
iyilestirdigi rapor edilmistir (Wu vd., 2018). TNG ve insan alfa siniiklein tzerinde
yapilan molekiiler docking calismalar1 ise TNG’nin alfa siniiklein ile bir kompleks
olusturabilecegini ve Lewy cisimciklerinin olusumunu 6nleyerek kognitif hasarlarda

tyilestirici etki gosterebilecegini gostermistir (Fatima vd., 2019).



Sinir hicrelerinin ve onlar1 destekleyen yapilarin canliliginin, morfolojik ve
fonksiyonel isleyisinin degerlendirilmesinde; ¢esitli patolojik durumlarin sinir sisteminin
farkl1 bolgelerindeki etkilerinin arastirilmasinda immiinohistokimyasal yontemler 6nemli
rol oynamaktadir (Alekseeva vd., 2015). Bu tez ¢alismasinda da kognitif fonksiyonlar
tizerindeki potansiyel terapotik etkisinden yola ¢ikarak, morfolojik analiz ve
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak TNG’nin skopolamin (SCP) aracilikli
deneysel amnezi modeli olusturulmus siganlarda hipokampal formasyona olan etkisinin

incelenmesi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ogrenme ve Bellek

Ogrenme ve bellek, insanlarin ve hayvanlarin bagimsiz olarak hayatta kalabilmesi
ve sahip olduklari tiim fonksiyonlarinin igleyisi igin son derece gereklidir. Cevre hakkinda
bilgi edinmekten kaynaklanan davranis degisikligini ve bu bilginin anlamlandirildigi,
daha sonra animsandig: bir streci ifade etmektedir (Kandel vd., 2014). Memeli SSS’nin
avantajlarindan biri de biiylik miktarlarda bilgi depolama ve isleme kabiliyetinin
olmasidir (Gasparini vd., 1998). Ogrenme, bir uyariciya kars: belirli 6lciilerde davranissal
reaksiyon olasiigindaki artisla tamimlanabilmektedir. Odiiller veya cezalar, gevresel
etkilesim ve manipiilasyon gibi etkenler 6grenmenin dnemli komponentlerinden biridir.

Bellek ise edinilmis bilgilerin nispeten kalicit depolanma bigimidir (Widmaier vd., 2019).

2.2. Bellek Turleri

Anilar, 6nceki noronal aktivitenin bir sonucu olarak, néronlar arasindaki sinaptik
transmisyonun temel duyarliligini degistirerek beyinde depolanmaktadir. Yeni veya
optimize edilmis yollara bellek izleri denmektedir. Bir kez kurulan izler, anilar1 yeniden
tiretmek i¢in biling tarafindan spesifik olarak etkinlestirilebilmektedirler. Yapilan hayvan
deneyleri, bellek izlerinin SSS’nin tiim diizeylerinde olusabilecegini gostermektedir.
Uzun siireli bellek, beynin alt merkezlerindeki sinaptik iletimden kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte entelektiel proseslerle bagdastirdigimiz ¢ogu ani, serebral korteksteki

bellek izlerine dayanmaktadir (Hall ve Guyton, 2011).

Bellek tirlerinin; tipine gore (klasik kosullanma, habitliasyon, prosedirel vb.),
icerigine gore (semantik, epizodik vb.), temporal karakterine gore (kisa veya uzun siireli)
ve islem seviyesine gore (kodlama, geri ¢agirma) ayri formlarda ¢esitli islevleri
bulunmaktadir (Gasparini vd., 1998). Bu sebeplerden dolay1 bellegin; tek bir anatomik
yapida lokalize olmak yerine farkli islevlerini, beynin farkli bolgeleri araciligiyla
gerceklestirebilecegi ortaya konulmustur (Poldrack ve Packard, 2003; Widmaier vd.,
2019).

Fizyolojik olarak bellek, acik (deklaratif) ve ortuk (non-deklaratif) bellek olarak
ikiye ayrilir. Deklaratif bellek, bilingle veya en azindan farkindalikla ilgili olmakla
birlikte: insanlar, yerler ve olaylar hakkinda olgusal bilgi icermektedir. Saklanmasi ise

hipokampus, medial temporal loblar, neokorteks ve prefrontal korteksin biitiinligi ile



iligkilidir. Non-deklaratif bellek ise biling igermez ve saklanmasi igin hipokampus veri
islemez. Bunun yani sira; amigdala, striatum, serebellum ve neokorteksle refleks
yolaklariin biitiinligiinii gerektirmektedir. Ayn1 zamanda non-deklaratif bellek; refleksif
motor, algisal beceri gelisimi, klasik sartlanma, aliskanlik ve duyarlilik i¢in kritik 6neme
sahiptir (Barrett vd., 2019). Bellek tipleriyle ilgili detayli kategorilendirme ise Sekil

2.1’de sunulmaktadir.

Deklaratif Bellek (Agik)

Semantik Bellek (Olgular) Epizodik Bellek (Olaylar)

I I

Lateral ve anterior temporal korteks,

Hipokampus, medial temporal lob, neokorteks
prefrontal korteks

Non-deklaratif

Bellek (Ortiik)
Prosediirel Bellek Mliskisel Ogrenme Non-asosiyatif
(Beceriler, Onciilleme (Klasik ve Edimsel Ogrenme
Aligkanliklar) (Hazirlama) Kosullanma) (Habitiiasyon ve
Sensitizasyon)
Striatum,
Serebellum, Amigdala,
Neokorteks Refleks Yolaklart
Motor Korteks Serebellum

Sekil 2.1. Bellek tiplerinin kategorilendirilmesi (Barrett vd., 2019).



Deklaratif bellege: kodlama, depolama, birlestirme ve geri ¢agirma gibi birbiriyle
iliskili; ancak farkl iglem tiirlerinin aracilik ettigi bilinmektedir. Bu siirece iliskin temel

bilgiler asagida 6zetlenmistir (Kandel vd., 2014).

i. Kodlama: Yeni bilgilerin edinildigi ve bellekteki var olan bilgilere baglandig: bir
dizi prosedurdur.

Ii. Depolama: Bellegin belirli bir siire igerisinde tutuldugu noéral mekanizmalart ve
yerleri belirtmektedir. Uzun sireli depolama, goriiniiste sinirsiz bir kapasiteye
sahiptir ve bilinen bir limiti yoktur; ancak c¢alisan bellegin depolamasi ¢ok

kisithdir, bu bellek herhangi bir anda az miktarda bilgi tutabilmektedir.

iii. Birlestirme: Onbellekte gecici olarak saklanan bilgileri daha kararli hale getirme
islemidir. Bu proses ayni zamanda, sinapslarda yapisal farkliliklara yol acan gen

ekspresyonunu ve protein sentezini icermektedir.

Iv. Geri gagirma: Farkli bolgelerde saklanan farkli bilgi tiirlerini geri c¢agirma

surecidir.

Dort alt kategoride incelenen non-deklaratif bellek, refleks motor ve algisal
becerilerin gelisimi igin blylk 6nem tasimaktadir. Neokorteks ile iliskili olan 6nctlleme,
Oonceden maruz kalma vyoluyla objelerin ve soézciiklerin ayirt edilmesini
kolaylastirmaktadir. Striatumda islenen prosediirel bellek, bir kere kazanildiginda
bilingsiz ve otomatik duruma gelen yetenek ve sartlanilmis davranislari igermektedir.
Emosyonel tepkiler i¢in amigdalaya ve motor tepkiler i¢inse serebelluma bagimli olan
asosiyatif 6grenme; bir uyaricinin digeriyle baglantisint 6grenerek Klasik ve edimsel
sartlanmay1 ele almaktadir. Habitllasyon ve sensitizasyonu igeren non-asosiyatif bellek
ise gesitli refleks yolaklarina dayanmaktadir (Barrett vd., 2019).



Kisa siireli bellek
/ (saniye) Calisan bellek
(saniyelerden saatlere)

Uzun bellek
(saatlerden aylara) Uzun dmiirlii bellek
/ (aylardan émiir boyunca)

Bellek Giicii

Logaritmik Zaman

Sekil 2.2. Zamana bagh bellek tiplerinin karsilastirimas: (Robertson, 2002).

Bellegin farkli asamalarmin olusturulmasinin altinda zamana bagli bir proses
yatmaktadir. Logaritmik olarak zamanin, bellek giiciine olan etkisi Sekil 2.2°de

gosterilmistir (Robertson, 2002).

2.2.1. Kasa sureli bellek

Kisa siireli bellekte bilgiler, saniyelerce ya da dakikalarca tutulmaktadir. Bu proses,
presinaptik fasilitasyon ve inhibisyon ile agiklanmakta; presinaptik uglarda yer alan

norotransmitter salinimiyla ger¢eklesmektedir.

2.2.2. Orta uzun sureli bellek

Orta uzun sureli bellek, bilgilerin birkac dakika ya da haftalarca tutuldugu bellektir.
Ilkel hayvanlar iizerinde yapilan deneylere gore orta uzun sireli bellek, presinaptik
terminaller ile postsinaptik membranda gegici bir kimyasal ve/veya fiziksel degisiklikler

ile olugsmaktadir (Hall ve Guyton, 2011).



2.2.3. Uzun sureli bellek

Uzun sureli bellek, edinilen bilgileri yillarca veya yasam boyu muhafaza
edebilmektedir. Uzun sureli bellek ile orta uzun siireli bellek arasinda net bir ¢izgi
bulunmamaktadir. Ancak, uzun siireli bellekte sinapslardaki kimyasal degisikliklerin
yerine yapisal degisikliklerin daha yaygin oldugu diisiiniilmektedir (Hall ve Guyton,
2011; Barrett vd., 2019).

2.3. Ogrenme ve Bellekte Rol Oynayan Noéroanatomik Yapilar ve Fonksiyonlar

2.3.1. Medial temporal lob ve hipokampus

Hipokampus, beyin iizerinde en kapsamli arastirma yapilan bdlgelerden biridir.
Norobiyolojik temeller {izerine yapilan ¢alismalar sonucunda; duyusal, duygusal ve
kognitif fonksiyonlarin olusumunda ve gelisiminde hipokampusin kritik roli
bildirilmistir (Knierim, 2015).

Sekil 2.3. Koronal eksende alinmis hipokampis kesiti. Stratum oriens (so), stratum pyramidale (sp),
stratum radiatum (sr), stratum lacunosum-moleculare (sIm), stratum moleculare (sm), stratum

granulosum (sg), stratum lucidum (sl), hilus (hl)



Hipokampus, medial temporal lobun derinliklerine gomull uzun bir yapidir. Ayni
zamanda, lateral ventrikiiliin temporal boynuzu dogrultusunda uzanan gri cevherin bir
katmanidir. Koronal kesitlerde C harfi seklinde goriilmekle beraber (Sekil 2.3.), dis
ylizeyi ko¢ boynuzunu c¢agristirdigindan dolayr “cornu ammonis” (CA) olarak
isimlendirilmektedir (Amaral vd., 1990; Knierim, 2015).

Hipokampuse ana girdiyi saglayan ve subikulum araciligiyla CA1 alanindan output
alan entorinal korteks: biri DG ve CAs alanlarina, digeri CA1 ve subikuluma uzanmakta
olan iki yoldan hipokampise ileti saglamaktadir. Calisan bellek alanlar1 ise hipokamplse
ve medial temporal korteksin komsu oldugu parahipokampal bolgeye baglanmaktadir.
Hipokampus iizerinden ¢ikmakta olan ileti, subikulum ve entorinal korteks yoluyla ayrilir
ve farkli neokortikal bolgelerdeki sistemleri birbirine baglar. Boylece, farkli ipuglari
araciligiyla tetiklenebilen kalici bellekleri olugsmaktadir (Wible, 2013; Barrett vd., 2019).

2.3.2 Serebellum ve bazal gangliyonlar

Subkortikal ¢ekirdekler, serebral hemisferin derinliklerinde bulunan heterojen gri
madde takimlaridir. Bunlarin igerisinde; hareket, postiir ve kompleks davranislar tizerinde

o6nemli gorevleri olan bazal gangliyonlar baskin durumdadir (Widmaier vd., 2019).

Ek olarak bazal gangliyonlarin, soyut diisiincenin istemli bir aksiyona ¢evrildigi
proseslere olan katkilar1 bilinmektedir. Motor korteksi, talamus araciligiyla ve

kortikospinal yol Uzerinden (motor ndronlara giden son ortak yol) etkilemektedirler.

Ayrica bazal gangliyonlarin (0zellikle kaudat niikleus), kognitif proseslerde kritik
rol oynadiklari bilinmektedir (Barrett vd., 2019).

2.3.3. Amigdala

Amigdala, emosyonel igerikli bellek kodlamak ve animsamakla gorevlidir. Ayni
zamanda, hipokampdsle yakindan baglantihidir (Sekil 2.4.). Bellekteki, korku yukli
anilarin hatirlanmasi esnasinda amigdala ve hipokampls teta ritimleri eslesmektedir.
Saglikli bireylerde; gucli ve olumlu emosyenel olaylar, emosyonel olmayan durumlardan
daha iyi amimsanmaktadir. Ancak, bilateral amigdala lezyonu olan hastalarda bu ayrim

g6zlenmemektedir (Barrett vd., 2019).



Neokorteks
T —

-

Prefrontal
korteks

Bazal
gangliyon

Serebellum
Hipokampus
Amigdala

Sekil 2.4. Ogrenme ve bellek ile iliskili beyin bolimleri (http-1)

2.4. Ogrenme ve Bellegin Norofizyolojik Temeli

Sinaptik  baglantilardaki  kompleksligin  derecesi, bellegin  kilit noktasi
niteligindedir. Ikincil haberci sistemler, 6grenme ve bellek icin gerekli olan noral
donguldeki degisimlere yardimer olmaktadir. Plazma membrani kanallarindaki farkliliklar
cogunlukla 6grenme ve bellek ile iliskilendirilmektedir. Kisa siireli isleyen bellekten uzun
siireli bellege gecis, cogunlukla protein sentezi ve gen aktivasyonunu icermektedir. Bazi
kosullarda, uzun sireli 6grenilmis reaksiyonlar korunabilmektedir. Ornegin, elektrosok
uygulamas1 veya konkiizyondan hemen onceki olaylar i¢in bellek kaybi mevcuttur.
Retrograd amnezi olarak adlandirilan bu durum, tetikleyici olaydan birkag¢ giin 6ncesine
kadar uzanabilirken uzun siireli bellek herhangi bir fonksiyon kaybina ugramamaktadir
(Barrett vd., 2019).

Omurgasiz hayvanlar {izerinde yapilan mikroskobik incelemelerde, uzun siireli
bellek izlerinin olusumu esnasinda bir¢ok sinapsta yapisal degisiklikler rapor edilmistir.
Presinaptik noéronda protein replikasyonunun deoksiribonukleik asit (DNA)
stimulasyonunu bloke eden bir ila¢ uygulandiginda yapisal farkliliklar meydana

gelememekte; dolayisiyla kalic1 bellek izleri olusamamaktadir. Dolayistyla; uzun sureli
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bellegin gelisimi, sinirsel iletim hassasiyetini degistirecek sekilde sinapslarin fiziksel

yeniden yapilandirilmasina bagli oldugu goriilmektedir.

Yapilan arastirmalar, ayni bilginin zihinde dizenli olarak yapilan tekrarinin kisa
siireli bellegin uzun siireli bellege dontsUmund hizlandirdiginmi ve pekistirdigini;

dolayisiyla konsolidasyonu kolaylastirdigin1 gostermektedir.

Uzun siireli hafizanin gelisimi esnasinda birbirini takip eden 6nemli olaylar agagida

belirtilmistir (Hall ve Guyton, 2011).

i. Transmitterin salgilanmasi i¢in vezikiil bosaltim alanlarindaki artis,
ii. Serbest birakilan transmitter vezikiillerin sayisindaki artis,
lii. Presinaptik terminallerin miktarinda artis,
iv. Daha kuvvetli sinyallerin iletilmesine yardimci olan dentritik dikenlerin

yapilarindaki konfigiirasyonlar.

2.4.1. Noromediyator mekanizmalarin 0grenme ve bellek Gizerine katkisi

Ogrenme ve bellek iizerine énemli katkilar1 oldugu bilinen bazi norotransmitter

maddeler asagida belirtilmistir.

2.4.1.1. Asetilkolin

Asetilkolin  (ACh), noromuskdiler yolak Uzerinde gorev alan onemli bir
norotransmitterdir. Kesfedildigi andan itibaren kognitif fonksiyonlarin 6nemli bir
modiilatori olarak ilgi odagi olmustur. Alzheimer hastaligi dahil olmak {izere demans vb.
norodejeneratif hastaliklardaki kolinerjik sistem Uzerinde saptanan patolojik bulgular
dikkat cekmektedir. Ek olarak bilissel bozukluk yasayan deneklerde, kolinerjik sistem
atrofisi goze carpmaktadir (Teipel vd., 2014). Ote yandan gastrointestinal sistem
rahatsizliklar1 ve bas donmesi i¢in semptomatik olarak kullanilan antikolinerjik ilaglarin
demansi tetikleyebilmesi, kolinerjik sistemin 6grenme ve bellek tizerindeki roliine isaret

etmektedir (Gray vd., 2015).

ACh’nin, oOgrenme ve bellek iizerindeki etkilerinin kompleks olmasinin

sebeplerinden biri (Sekil 2.5.); bellek fonksiyonlarindaki ACh modiilasyonunun, yalnizca
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belirli 6grenme tiirlerine (hipokampise bagimli 6grenme) selektif olmasidir. Kolinerjik
reseptOr antagonistleri veya kolin tasiyici inhibitorler ile yapilan ¢aligmalar, kolinerjik
reseptor aktivasyonunun epizodik ve uzamsal bellek i¢in 6nemli oldugunu ancak

prosediirel bellek igin 6nemli olmadigini géstermektedir (von Linstow Roloff vd., 2007).

(a) Uzaysal ya da prosediirel bellek? (e) Bazal kolinerjik aktivite?
45
G~
5]
<
)

(d) Muskarinik ya da
nikotinik?
mAChR nAChR

(b) Optogenetik ya da
antagonist?

non

Sekil 2.5. Asetilkolin modiilasyonunun bilissel islevierdeki kompleksligi (Haam ve Yakel, 2017).

Ikinci sebep ise ACh salinimini manipiile edebilecek gesitli tekniklerin olmasidir.
Kolinerjik noronlar genellikle y-aminobutirik asit (GABA) ve glutamat gibi diger

norotransmitterle birlikte salinabilmektedir (Haam ve Yakel, 2017).

Ucgiincii sebep ise ACh’nin bellek iizerine her zaman fasilitatdr etkiye sahip olmayip
etkisinin bellek olusum basamaklarina bagli olmasidir. Yapilan galismalar, ACh’nin
bellek kodlama ve birlestirme siiregleri esnasinda, iki proses arasinda gegis yapabilen bir
noromodiilator oldugunu gostermektedir. ACh’nin, konsolidasyon strecini inhibe
ederken, bellek kodlamay:r da destekledigi savunulmustur. Hipokampusteki ACh
seviyeleri, bellek kodlama esnasinda yiiksek seviyelerdeyken; bellek pekistirme
esnasinda diisiik seviyelerde seyretmektedir. Bunlara ek olarak, muskarinik reseptorler
SCP ile farmakolojik olarak bloke edildiginde bellek kodlamasinda disfonksiyon
meydana gelirken uzun sureli bellekte herhangi bir hasar meydana gelmemektedir. SCP
kullanimi, daha sonralari deneysel amnezi modeli indiiklemek i¢in yaygin olarak

kullanilan bir ajan haline gelmistir (Atri vd., 2004; Haam ve Yakel, 2017).
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Dordiincii sebep ise farkli desensitizasyon spesifikligine sahip gesitli reseptor alt
tiplerinden kaynaklanabilmesidir. Hipokampal CA: bolgesindeki ACh’nin, piramidal
ndronlarda ve GABAerjik internéronlarda bulunan a7 veya a7 olmayan nikotinik ACh
reseptorlerinin etkinlesmesi araciligiyla Schaffer kollateral yolunu konsolide ettigi
bilinmektedir. Ancak, Schaffer kollateral yolunun ACh tarafindan inhibisyona
ugratildigini gosteren ¢aligmalar da literatiirde yer bulmaktadir. Bu uyusmazIlik, ACh’nin
sinaptik plastisite tlizerindeki etkisinin zamanlamaya bagli olmasiyla ilgilidir. Ayrica,
ACh’nin etkisi farkli sartlarda hangi kolinerjik reseptor alt tipinin aktif olduguna bagh
olarak degisebilmektedir. Elektronoérofizyolojik bir ¢aligma sonucunda, kolinerjik
ndronlarin yiiksek frekansli uyariminin hipokampal interndronlarda depolarize edici bir
reaksiyona sebep olabilecegi; kolinerjik aktivasyonun diisiik frekansli uyariminin ise
farkli ACh reseptor alt tiplerinin aktivasyonu araciligtyla hiperpolarize edici bir cevaba
yol agtig1 belirtilmistir.

Son olarak, bellek fonksiyonlarinin kolinerjik artisinin bazal kolinerjik aktiviteye
bagimli olmasidir. Daha diisiik performansa sahip bireylerin, ACh seviyelerinde
farmakolojik bir artisa yanit olarak daha belirgin bilissel gelisim gosterdigi; oysa daha
yiiksek temel bir performansa sahip bireylerin daha az seviyede belirgin etki gosterdigi

bildirilmistir (Kukolja vd., 2009; Haam ve Yakel, 2017).

2.4.1.2. Glutamat

Glutamat, SSS’de fazla miktarda bulunan eksitator bir aminoasittir. Ayni zamanda,
Ogrenme ve bellek prosesine Onemli katkilar1 bilinmektedir (Fazekas vd., 2022).
Glutamaterjik sistem hem hizli stimiilasyon hem de sinaptik iletimin dereceli degisimiyle
baglantihidir (Griego ve Galvan, 2021). Glutamat, gelisimsel olarak norogenez ve
sinaptogenez esnasinda rol oynamaktadir. Buna bagli olarak eksikligini takiben; meydana
gelen noronal dejenerasyonlar sonucunda olusan Alzheimer ve Parkinson hastalig: ile
bazi epileptik formlarin etiyolojisiyle iligkili bulunmustur (Rodriguez-Moreno ve Sihra,
2011).

Glutamat fonksiyonel olarak, iyonik ve metabotropik reseptor tirlerine sahiptir.
Bunlardan, a-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-4 propiyonik asit (AMPA)/kainat ve
NMDA reseptorleri, iyonotropik glutamat reseptorleri; G proteini kenetli reseptorleri
(GPCR) ise metabotropik reseptorler olarak adlandirilmaktadir (Brunton vd., 2018).
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Reseptor tiirleri kendi icerisinde karsilastirildiginda, NMDA reseptorlerinin 6grenme ve
bellek prosesleriyle direkt iligkisi bulunurken; AMPA reseptorlerinin 6grenme ve bellek
proseslerine olan katkisi daha kisithh ve dolayli olarak literatiire gegmistir (Riedel vd.,
2003).
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Sekil 2.6. Hipokampusin CA; bolgesindeki VGLUT3+ néronlarinin lokalizasyonu, VGLUT3: Vezikiler

glutamat tasyici tip 3; 5-HT: serotonin; str: stratum (Fazekas vd., 2022).

VGLUT3’ler ise ana norotransmitterler olarak tanimlanan diger molekiillerle
birlikte ifade edilebilmektedir. VGLUT3 tarafindan manipiile edilen glutamat, diger
norotransmitterlerin sekresyonunu da regule edebilir. VGLUT3{in, sensitif proseslere
olan katkisinin yani sira 6grenme ve bellek siireglerine olan etkisi de g6z Oniine
alinmalidir. Sekil 2.6.’da yer alan, hipokampisin CA: bolgesindeki VGLUT3
noronlarinin ve aksonlarinin morfolojik yapilandirilmasi gorsellestirilmistir. Gorsel, ayni
zamanda GABAerjik interndronlarm VGLUT3’ii eksprese etmesi ve hipokampusiin
islevselligine katkida bulunmasina yonelik prosesler hakkinda bakis ag¢is1 kazanilmasin

saglamaktadir (Fazekas vd., 2022).

2.4.1.3. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO), endojen bir sinyal molekuli olarak bilinen serbest radikal

niteliginde bir gazdir. NO, L-arjinin Uzerinden (¢ turde (ndéronal, endotelyal,
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indiklenebilir) ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile lokal olarak sentezlenebilmektedir
(Brunton vd., 2018).

Kemirgenler iizerinde yapilan ¢alismalarda, NOS inhibitérlerinin sistemik ya da
intrahipokampal uygulanmasi sonucunda 6grenme ve bellek tizerinde islev bozukluguna
yol agtig1 bildirilmistir (Estall vd., 1993). Ayrica noradrenalin ve dopamin sekresyonunun
regulasyonuna etki eden NO, sinaptik iletimi ve bu maddelerin fonksiyonlarinin
transformasyonunu saglamaktadir. Bu sebeple NO’nun 6grenme ve bellek tizerine olan
dolayli etkisinden s6z edilmektedir (Savas vd., 2002; Andreazza vd., 2008). Ek olarak,
NO ve siiperoksit iiretimi arasindaki dengesizligin bazi norodejeneratif hastaliklar

tetikleyebilecegi ileri surilmektedir (Purves, 2004).

2.4.1.4. GABA

GABA, SSS lzerinde ana inhibitér norotransmitterdir. Yillar boyunca yapilan
caligmalar sonucunda, 6grenme ve bellek prosesindeki katkilar: bildirilmistir (Heaney ve
Kinney, 2016).

Hipokampusteki yetersiz GABAerjik inputlar, dendrit baskalasimina ve
olgunlasmamis noronlarin uyumsal sorunlarina yol agabilmektedir. Bu durum, spesifik
fonksiyonel beyin alanlarindaki lokal ndronlarin stimiilasyonunu, inhibisyonunu ve
hipokampal ndronlarin olusumunu olumsuz olarak etkilemektedir. Sizofreni ve diger
noropsikolojik bozukluklar: tedavi etmede, GABAAa ve GABAg reseptorlerinin eslik ettigi
sinaptik GABAerjik uyarimin farmakolojik modulasyonu, piramidal ndronal inhibisyonu

eski haline getirerek, hipokampal néronal sekresyonu normalize edebilmektedir.

Sonug olarak: noropsikolojik hastaliklardaki epizodik bellek ve galisan bellek ile
iliskili norobiligssel bozukluklar, GABAerjik modilasyon sayesinde rehabilite
edilebilmektedir (Yang vd., 2023).

2.4.1.5. Dopamin

Motivasyon, 6grenme ve bellek i¢in kritik bir modiilatordiir. Yavas (tonik) dopamin
degisikliklerinin motivasyonu, hizli (fazik) dopamin dalgalanmalarinin ise 6grenme igin

0dul mekanizmasiyla ilgili oldugu bildirilmistir (Berke, 2018).
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Substantia nigra Uzerinden striatum iizerine ¢ikint1 yapan dopaminerjik noronlar
motor fonksiyonlar {izerine Onemli katki saglarken; ventral tegmental bdlgeden
kaynaklanan, nucleus accumbens, hipokampis ve diger kortikal yapilara ¢ikint1 yapan

dopaminerjik noronlar ise 6dillendirici 6grenmeyi regiile etmektedir.

Son yapilan arastirmalarda, dopaminin; 6grenmedeki fonksiyonlarinin yani sira
depolanmis bilgileri kontrol eden endojen kaynakli aktif unutma mekanizmasi
komponentlerinden biri oldugu ve birlestirilmis bir bellegin silinmesine katkida

bulundugu anlasilmistir. (Castillo Diaz vd., 2021).

2.4.1.6. Noradrenalin

Noradrenalin; uyaniklik, uyarilma, dikkat, motivasyon, 6diil ve ayrica 6grenme
bellek modulasyonu dahil olmak tizere ¢esitli durumlari etkileyen bir nérotransmitterdir.
(Prokopova, 2010).

Noradrenerjik noronlarin, beyin sapinda bulunan lateral tegmental alan ve locus
coeruleus’ta bulunmakta olup hiicre topluluklarindan orijin alarak, birbirinden farkli
aksonal yolaklar vasitasiyla; korteks, hipokampis ve amigdalay1 da kapsayan beyin
lokalizasyonlarindaki varliklar1 bilinmektedir (Kobayashi ve Yasoshima, 2001; Tully ve
Bolshakov, 2010).

Seymour Kety tarafindan o6grenmenin Kuvvetlendirilmesi icin noradrenalin
aktivasyonunun gerekliligi hipotetigi; amigdala ve hipokampis gibi lokalizasyonlarda
beta-adrenerjik agonistlerinin infiizyonunun ¢esitli durumlarda bellek gelistirici etkisi
Uzerinden, deney hayvanlar1 arastirmalari ile desteklenmistir. Ek olarak strese olan
maruziyetin, kismen amigdaladaki NA diizeyini arttirarak bellek konsolidasyonunu
arttirdigl ve insan katilimcilarla yapilan bir aragtirma grubunda da g¢aligma sonrasi
yohimbin kullanimiyla birlikte noradrenerjik stimulasyonunun bellegi olumlu yo6nde
etkiledigi bildirilmistir (Kety, 1972; Baidoo vd., 2020).

2.4.1.7. Serotonin

Serotonin, SSS’de yer alan stratejik bir néromodiilatér ve ndrotransmitterdir.
Reseptorleri araciligryla 6grenme ve bellek prosesine katkida bulunan monoamin tiridur.
Beyin sapinda yer alan rafe nukleuslarindaki serotonerjik noéronlar tarafindan

sentezlenmektedir. Memeli tiirleri lizerinde yapilan incelemeler sonucunda; substantia
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nigra, bazal ganglionlar ve hipokampus bolgelerinde yiksek seviyelerde serotonin
baglantisi oldugu bildirilmistir (Afshar vd., 2023).

Hayvan modellemeleri Uzerindeki arastirmalara gbre, 5-HTi7 reseptorlerinin
kognitif fonksiyonlar iizerinde ¢oklu etkileri oldugu gozlenmektedir. 5-HT1a reseptor
bellegin obje tanima igin, 5-HToc ise bellegin korku-stres odakli gii¢lendirilmesi igin
6nemli rol oynamaktadir. 5-HTs reseptdriiniin inhibisyonu, bellegi obje tanimada olumlu
olarak etkilerken; 5-HT7 etkinligi, otizm ve frajil-X sendromunda tavsiye edilen terapotik
potansiyel ile uzamsal, kognitif ve baglamsal bellegi kuvvetlendirmektedir (Bazzari ve
Parri, 2019; Afshar vd., 2023).

5-HTip reseptorinin etkinligi ise bir¢cok beyin lokalizasyonunda asetilkolin,
glutamat ve serotonin sekresyonundaki diisiis ile baglantili olmakla beraber, 6grenme ve
bellegi bazi yonleriyle zayiflatabilmektedir. Bu bilgiler 151¢inda serotonerjik
mekanizmalardaki hasarlar; 6grenme ve bellek Uzerindeki fonksiyonel sureci, diger
norotransmitter diizeneklerin manipiilasyonlariyla birlikte bozabilmektedir (Adams vd.,
2008; Afshar vd., 2023).

2.4.2. Sinaptik plastisitenin 6grenme ve bellek iizerine katkis1

Noroplastisite, ¢esitli ¢evresel uyaranlara bagli olarak beyindeki noronlar ve bu
noronlarin meydana getirdigi sinapslardaki adaptif yapisal ve fonksiyonel degisiklikleri
iceren bir surectir (Yasui vd., 2005; Mateos-Aparicio ve Rodriguez-Moreno, 2019).

Presinaptik veya postsinaptik konumda gerceklesen desarjlarla birlikte sinaptik
fonksiyonlarda kisa ve uzun vadeli degisiklikler meydana gelebilmektedir. Bu
degisikliklerin 6grenme ve bellek turleri agisindan biiyilk 6neme sahip olduklar

bilinmektedir.

Posttetanik potansiyalizasyonu, impulsa bagl olarak gittikce artan gelismis
postsinaptik potansiyeller olusturmaktadir. Presinaptik ndrondaki ortaya ¢ikan tetanizan
faktorler, postsinaptik potansiyelin guclendirilmesini 60 saniye kadar stirdirebilmektedir.
Tetanizan faktorler, kalsiyumun (Ca?*) presinaptik néronda birikmesi sonucu;
sitoplazmik Ca?*’nin seviyesini diisiik tutan hiicre ici reseptor bélgelerinin isgaline sebep
olmaktadir (Barrett vd., 2019).
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Habitiasyon, non-asosiyatif — 6grenmenin  bir  6rnegidir.  Habitliasyon
mekanizmasinin, Ca?* kanallarmim molekiiler diizeydeki duyu terminal membranlarinda
ger¢eklesmekte olan kademeli kapanma ile baglantisi ve ideal kosullarda hayatta
kalabilmek icin evrimsel kokenli bir davranim oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica tekrar
eden uyarana karsi, refleksif tepkinin kademeli olarak azalmasi ile ayirt edilmektedir.

(Hall ve Guyton, 2011; Bailey vd., 2015; Tan vd., 2022).

Sensitizasyon ile habitliasyon bir anlamda karsit mekanizmalardir. Sensitizasyon,
zararli bir uyaranla olusan kombinasyonlar sonucu postsinaptik tepkilerin uzun sureli
olusumunu ifade etmektedir. Sensitizasyonun kisa siireli uzamasi, artan siklik adenozin
monofosfat (SAMP) sentezine yol acan adenilat siklazdaki Ca?* aracili degisikliklere
baglanmaktadir ve giiglii ardisik uyarana karsi artan reaktivite ile karakterizedir (Duerr
ve Quinn, 1982; Barrett vd., 2019).

2.4.2.1. Uzun sureli potansiyalizasyon

NMDA reseptdr kanalinin agilmasina eslik eden hiicre ici Ca?* daki artis “uzun
streli potansiyalizasyon (LTP)” olarak adlandirilmaktadir. Sinaptik plastisitenin ana
tdrlerinden biri olan; saatlerce hatta gtinlerce sliren sinaptik giigteki uzun siireli bir artigla
sonuclanan bu proses, ayni zamanda 6grenme bellek siirecindeki 6nemli bir hiicresel
mekanizma olarak kabul edilmektedir. (Katzung, 2017). Presinaptik ve postsinaptik
ndronlarin yani sira bu ndronlarin baglantilarinin gelismesini saglayan LTP, ayrica
protein sentezini de kapsamaktadir. (Bliss ve Gardner-Medwin, 1973; Lauri vd., 2007,;
Barrett vd., 2019).

LTP, SSS’nin pek ¢ok kompartmaninda gergeklesebilmektedir. Ancak,
hipokampusteki CA alanlar1 igerisinden; CAs’teki bir piramidal hucreyle CA:
bolgesindeki bir piramidal hiicre arasindaki Schaffer kollateralleri araciligiyla olusan
baglantilar dikkat cekmektedir. SSS’deki LTP uyarimi, olusumu ve siirekliligi i¢in birden
fazla molekiiler mekanizmanin gérev aldigi rapor edilmektedir (Kumar, 2011; Barrett vd.,
2019).

Schaffer kollateralleri, LTP mekanizmasinin temelini 6zetlemektedir. Dinlenme zar
potansiyelinde, presinaptik bir nérondan glutamat salinimi; postsinaptik bir néron

zerindeki hem NMDA hem de AMPA reseptorlerine baglanmaktadir. Sodyum (Na*) ve
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potasyum (K*)’un yalnizca AMPA reseptorleri tizerinden gegebilmesinin sebebi: NMDA
reseptorlerindeki magnezyum (Mg?*)’un varligi ve blokajidir. Bununla birlikte,
presinaptik ndéronun yiiksek frekansh tetanik impulsuna cevap olarak olusan zar

2+

2*>yi NMDA reseptorlerinden gecirmek igin elverislidir ve Ca?"’nin

depolarizasyonu, Mg
postsinaptik nérona ge¢mesini saglamaktadir. Bu elektriksel aktivite; LTP’yi uyaran
Ca?*/kalmodulin kinaz, protein kinaz C ve tirozin kinaz aktivasyonuna sebep olmaktadir.
Ca?*/kalmodulin kinaz, AMPA reseptérlerinin fosforilasyonunu saglar ve iletkenliklerini
arttirarak bu reseptorlerin sitoplazmik depolama bdlgelerinden, sinaptik hiicre
membranma transportasyonunu arttirmaktadir. LTP’nin uyarilmasi, postsinaptik néron
araciligiyla salinan kimyasal bir isaret olan NO sekresyonunu tetiklemektedir.
Gergeklesen bu elektrokimyasal komponentlerin sekanslart sonucunda, salgilanan
kimyasal madde; retrograd olarak presinaptik nérona iletilmekte ve glutamatin kuantal
sekresyonunda uzun sureli bir yikselme meydana getirmektedir (Barrett vd., 2019). LTP

indiiklemesi esnasinda sinaptik seviyede gelisen olaylar Sekil 2.7.’de gosterilmistir

Ca’/kalmodulin PKC Tirozin kinaz
kinaz H (Fyn)

= i T
T ' -~
Retrograd Sinyal
Ureticisi

Retrograd Haberci

NO?

Sekil 2.7. Hipokamplsteki Schaffer kollaterallerinde LTP Uretimi (Barrett vd., 2019).

2.4.2.2. Uzun sureli depresyon

LTP’ye bir¢ok yonden benzeyen “uzun sureli depresyon (LTD)”, sinaptik gicteki
azalma ile karakterizedir. Presinaptik noronlarin daha ge¢ indiiklenmesiyle Uretilmekte

ve hiicre i¢i Ca?*’da LTP’de oldugundan daha az bir yiikselisle iliskilendirilmektedir
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(Barrett vd., 2019). LTD mekanizmasinda gorevli ana norotransmitterin glutamat oldugu;
L-glumatin NMDA, AMPA ve metabotropik glutamat reseptorleri Gzerinden islev

gordiugi bildirilmistir (Massey ve Bashir, 2007).

LTD’nin hipokampusle ilgili olarak, bellek tirlerine ait verilerin kodlanma
prosesinde gorev aldig1 ve hipokampal LTD’nin kullanilmayan bellek izlerini ortadan
kaldirmadaki kritik rolii rapor edilmistir (Malenka ve Bear, 2004; Nicholls vd., 2008;
Malleret vd., 2010).

LTD, LTP’nin sebep oldugu sinaptik aktivasyondan faydalanabilmek icin 6zgul
sinapslarda, spesifik zayiflatici reaksiyon gosteren birka¢ prosesten biridir. Sinaptik
guicuin araliksiz yiikselisi sonucunda, maksimum aktivasyon seviyesine ulasan sinaplarin
yeni verileri kodlayamayacak olmasi; s6zU edilen sinapslardaki zayiflatici reaksiyonun

yasamsal 6nemini gozler 6niine sermektedir (Purves, 2004).

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda; sinaptik plastisitenin, LTP ve LTD
beraberinde sinapslar iizerinde meydana gelen yapisal degisiklikler ile de baglantili
oldugu vurgulanmaktadir. Yeni ve fonksiyonel dentritik ¢ikintilar (spine) ya da mevcut
uzantilarin gelisip bliytimesi gibi farkliliklar; kognitif fonksiyonlar ve bu fonksiyonlarin
gelisiminde Kritik rol oynayan sinaptik plastisite acisindan 6nem tagimaktadir (Malenka
ve Bear, 2004).

2.4.3. Norogenezin 6grenme ve bellek iizerine katkisi

Dogum sonrast beyin hiicrelerinin sayisal olarak artmadigina dair geleneksel
goriisiin aksine yasam boyunca en az iki alanda (bulbus olfactorius ve hippocampus) kok
hiicrelerinden yeni noronlar olusmaktadir. Norogenez adi verilen bu surecle birlikte;
Ozellikle DG uzerindeki granuler hicrelerin tecrilbeye bagli olarak biiylimesi ve
geligsmesi, ndrogenezin 6grenme ve bellek tlizerindeki 6nemini gostermektedir (Barrett
vd., 2019).

Yaslanmayla birlikte ndrogenezdeki belirgin zayiflama: proliferasyon hizi, toplam
progenitdr hiicre sayisi ve noroblast hiicre sayisindaki diisiis ile agiklanmaktadir.
Norogenezdeki bu azalis; hipokampal islevi tehlikeye sokabilecegi gibi 6grenme ve
bellegi, ozellikle yaslilarda bozabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir. Yapilan bir

caligmada, DG’nin graniil hiicreleri lizerinde olusan sinaptik etkilesimlerin yogunlugunun
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yasa bagli olarak azaldig1 gézlemlenirken; CA1 ve CAs izerindeki piramidal néronlarin
dentritik kompleksligi ve spine yogunlugunda bir diisiis meydana gelmedigi bildirilmistir

(Lazarov ve Hollands, 2016).

Deneysel Alzheimer modeli olusturulmus farelerde ise nérogenezin bozuldugu
rapor edilmekle birlikte; amiloid plak birikimi, hiicre i¢i norofibriler yumak olusumu ve
hipokampusiin DG bolgesindeki ndronlarin kayiplart (Sekil 2.8.) basta olmak (zere,
cesitli patolojik olaylar goriilmistiir (Essa vd., 2022).
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Sekil 2.8. Saglikly insanda ve Alzheimer hastasinda hipokampiis morfolojisi (Essa vd., 2022).

Ayrica, kemirgen tirlerinde, hipokampal noérogenez dizeylerinin yasamlari
boyunca duragan olmadiklar1 bilinmektedir. Cevresel zenginlestirme ve o6grenme,
norogenezi arttirict etkilerde bulunurken; stres ve sosyal izolasyon, norogenezi
baskilayabilmektedir (Gould vd., 1997; Gould vd., 1999; van Praag vd., 2000; Kreisel
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vd., 2014). Bununla iliskili olarak, Sekil 2.9.’da ¢esitli uyaranlarin, nérogenezle iliskisine

ait bir sema sunulmustur.

Hipokampus’deki Erigkin Nérogenezis
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Sekil 2.9. Erigkin hipokampusundeki norogenez olusumu (Stahl, 2012).

2.4.4. Norotrofik faktorlerin 6grenme ve bellek iizerine katkisi

Noronlarin hayatta kalabilmesi, biliylimesi ve gelisebilmesi i¢in gerekli olan
norotrofinlerin bazilari, noéronlarin uyardigi kaslarin veya diger yapilarin iriinleridir.
Ancak biiyiik bir ¢ogunlugu, SSS Uzerindeki astrositler tarafindan sentezlenmektedir.
Noronlarin ug reseptorlerine baglanan bu proteinler daha sonralari1 hayatta kalma, néronal
biiytime ve gelisim ile iliskili protein sentezini indiikledikleri néronal hlicre gévdesine
retrograd tagima ile taginmaktadirlar. Diger norotrofinler ise somada iiretilmekte ve

postsinaptik néronun biitiinliiglinii koruduklari sinir ucuna taginmaktadirlar.

Tanimlanan ilk ndrotrofin olan sinir bilylime faktori (NGF), sempatik néronlar ile
bazi duyusal néronlarin bitylimesi ve bakimi i¢in gerekli olmakla birlikte 2 adet o, 2 adet
B ve 2 adet y birimden olusmaktadir. NGF’nin, bazal 6n beyin ve striatumdaki kolinerjik

ndronlarin bilylimesinden ve korunmasindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. NGF
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araciligiyla noronlarin canliligmmi  siirdirmesi, hiicre metabolizmasimin tesvik

edilmesinden ¢ok apoptozun baskilanmasindan kaynaklanmaktadir.

NGF’ye ek olarak; beyin kdkenli ndrotrofik faktor (BDNF), norotrofin-3 (NT-3) ve
NT-4/5 dahil olmak {izere baska norotrofin tirleri de bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda; BDNF eksikligi olan farelerde periferik duyu néronlarinda azalma, vestibiler
gangliyonlarda ciddi bir diizeyde dejenerasyon ve LTP dlzeyindeki belirgin azalis goze
carpmaktadir (Barrett vd., 2019).

Noronlarin gelisimi ve degisimine olan katkilarinin yani sira; BDNF nin, néronlari
cesitli toksinlere karsi savundugu, dendritlerin gelisimine katki sagladigi, ndronal
stireklilik ve plastisite tUzerinde regilator etki gosterdigi de bilinmektedir (Kotan vd.,
2009).

2.4.5. Glia hiicrelerinin 6grenme ve bellek iizerine katkisi

Kesfedildikten sonraki yillar boyunca bag doku olarak smiflandirilmis olan
néroglia hucreleri (Sekil 2.10.), néronlarla beraber SSS icerisindeki iletisimde dnemli
katkilariyla bilinmektedir. Cogu néronun aksine, glia hiicreleri olgunlagsma proseslerinde
hicre bollinmesini sirdirmekte ve ¢ogalma yetenekleri 6zellikle beyin hasarindan (felg
gibi) sonra fark edilmektedir. Glia hiicrelerinin islevsel olarak ndronlardan baslica
farklari; glianin destekleyici fonksiyonlarinin sinaptik baglantilar1 belirleme ve sinyal
iletimine yardimci olmasina ragmen, sinaptik etkilesime ve elektriksel sinyalizasyona
direkt olarak katilmamasidir (Purves, 2004; Barrett vd., 2019).

Boyutlarma gore mikroglia ve makroglia olarak smiflandirilmaktadirlar.
Mikroglialar, bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasidir. Doku makrofajlarina benzeyen,
yaralanma, enfeksiyon, Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi patolojik olusumlardan
kaynaklanan kalintilar1 temizleyen hiicrelerdir. Mikroglialar; sinir sisteminin digindaki
makrofajlardan kaynaklanmakta, fizyolojik ve embriyolojik olarak diger ndral hiicre
tipleriyle ilgileri bulunmamaktadir. Makroglialar ise periferik sinir sisteminde bulunan
miyelinli Schwann hiicrelerinin SSS’de esdegeri olan astrositler ve oligodendrositlerden

olusmaktadir.

Noronlarla yakin etkilesim icerisinde olan astrositler, sinaptik terminali sarmakta

ve kilcal damarlardan gelen endotelyal hiicrelerle kompleks baglantilar kurmaktadir.
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Hipokampisin DG bolgesinde, birgok omurgalida yasam boyu yeni noronlarin
olusumuna katkida bulunmaktadirlar (Kurosinski ve Go6tz, 2002; Barrett vd., 2019).

Yapilan ¢alismalar glial hucrelerin; sitoskeletal filamentlerin olusumu yoluyla
ogrenme ve bellek ile iliskili sinyalleri islediklerini, sinaptik aktiviteyi regule ettiklerini
ve bellek olusum mekanizmalarin1 kontrol edebildiklerini gostermektedir (Kurosinski ve
Gotz, 2002; Konar vd., 2011).

Oligodendrositler; miyelinasyonu, néronal aktivitedeki ani yiikselis zamanlamasini
ve sekresyonunu etkileyerek iletim hizini arttirabilmektedir. Astrositler, sinaptik iletimin
regilasyonunda rol oynamaktadirlar. Mikroglialar ise noéronal aglari degistirerek
aktiviteye bagli olarak sinaptik baglantilar1 inhibe edebilmektedir. Yapilan galismalarin
1s1ginda; glial hiicrelerin, 6grenme ve bellek proseslerinde gesitli mekanizmalar tizerinden
etkili olabilecek biyolojik fonksiyonlara sahip olduklar: sdylenebilmektedir (Fields vd.,
2014).

Ndronlar

Astrosit Oligodendrosit

Miyelinli aksonlar

Ependimal
Hiicreler

serebrospinal
Sl

Miyelin (kesik)

Mikroglia

Sekil 2.10. SSS’de glia hucreleri (Widmaier vd., 2019).
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2.5. Deneysel Amnezi Modelleri

Amnezi, anilar1 hatirlama ve olusturma konusunda yasanilan patolojik yetersizlik
olarak tanimlanabilir (Purves, 2004). Beyindeki lezyonlara (nérojenik amnezi) veya
psikolojik faktorlere (psikojenik amnezi) bagli olusabilmektedir. Hastalik (organik veya
psikojenik) baslangicindan sonraki donemle ilgili oldugunda epizodik bellegin
kodlamasinda, tutulmasinda veya geri alinmasindaki bozulma anterograd amnezi olarak
tanimlanmaktadir. Hastaligin baslangicindan 6nceki zaman dilimi s6z konusu oldugunda
ise hasar gormiis otobiyografik hafiza retrograd ammnezi ile iliskilendirilmektedir.
Amnezi; bellege erisme sikintis1 ve konfabulasyonlarla karakterizedir. Hastalar hem
hatirlama hem tanima siirecinde sikint1 yasamakta ve bazen bu bellek eksikliklerinin

farkina bile varmamaktadirlar (Cubelli ve Della Sala, 2021).

Ogrenme ve bellegin calisma mekanizmasinin noérolojik ve fizyolojik agilardan
anlasilmasi, amneziye kars1 terap6tik etki potansiyeli bulunan ilaglarin deneysel olarak
arastirtlmas1 ve norotoksik kimyasallarin etkilerinin test edilmesinde, deney hayvani
modelleri biiyiikk katki saglamaktadir. Benzeri alandaki aragtirmalara yonelik en sik
kullanilan prosediir, kognitif bozukluklarin farmakolojik ajanlar ile olusturuldugu
modellerdir. Kullanilan bu farmakolojik modeller; yaslanma ile baglantili demans
olgularinin, Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi kognitif bozukluklara sebebiyet veren
patolojilerin tedavisinde kullanilabilecek potansiyel nootropik ajanlarin etkilerini ve

mekanizmalarinin arastirilmasinda kritik rol oynamaktadir (Levin ve Buccafusco, 2006).

Kolinerjik mekanizmanin, kognitif fonksiyonlar igin kritik rolii anlasildiktan sonra
hayvan modellerinde kognitif disfonksiyonu indiiklemek i¢in segici olmayan muskarinik
reseptor antagonisti “SCP” kullanim1 yaygimlagmustir (Pepeu ve Spignoli, 1989; Terry Jr
vd., 1999). SCP; beyin iizerindeki muskarinik reseptor yolaklari, apoptoz, hiicre iskeleti
rekonstriksiyonu ve hicre diferansiyasyonu gibi genis bir gen spektrumunun
ekpresyonunu etkileyerek kisa siireli bellegi bozmaktadir. Ozellikle kemirgen
modellerinde amneziyi induklemesi igin kullanilan SCP; molekiiler, biyokimyasal,
davranigsal degisiklikleri kavramak ve bellek bozuklugunun terapdtik hedeflerinin

tanimlanmasinda 6nemli katki saglamaktadir (Konar vd., 2011).

Bunlara ek olarak, SCP ile indiiklenmis deneysel amnezi modelleri; pasif sakinma
(Ogura vd., 2000; Moosavi vd., 2018), Morris su labirenti (Buhot vd., 2003; Ucel vd.,
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2020) ve radyal kollu labirent (Barak ve Weiner, 2011) gibi 6grenme ve bellek testleriyle
birlikte kombine olarak kullanilmaya baslanmistir.

SCP’nin yani sira deneysel amnezi modeli olusturmak i¢in atropin (Giordano ve
Prado-Alcala, 1986), triheksifenidil, biperiden (Kimura vd., 1999), ve pirenzepin
(Svoboda vd., 2017) gibi bagka muskarinik reseptor antagonistlerinin de kullanilabilecegi

rapor edilmistir.

Ayrica, rodentlerde alkolle iligkili nérolojik bozukluklari modellemek igin (¢
etiyolojik protokol (kronik etanol tiiketimi, kronik aralikli etanol tiiketimi ve piritiamin
kaynakl1 tiamin yoksunlugu) siklikla kullanilmaktadir. Kognitif disfonksiyonun seviyesi,
degisken derecelerdeki etonol maruziyetine ve tiamin yoksunlugunun diizeyine baglidir

(Vetreno vd., 2011).

Son olarak, benzodiazepin tiirevleriyle olusturulmus kognitif disfonksiyonlar da

literatiirde yer almaktadir (Gamzu, 1988).

2.6. Tangeretin

Son yillarda; norodejeneratif hastaliklar, diabetes mellitus ve kanser gibi olgularin
Oniine gecilmesi ve terapisi i¢in ¢ok sayida sentetik ilag gelistirilmistir. Ayn1 zamanda bu
ilaglarin yan etki ve diislik farmakolojik aktiviteleri dahil olmak tizere tiirlii dezavantajlar
mevcuttur. Bilim insanlari, bu problemlerin ¢6ziimii olabilecek etki gucl ylksek
farmakolojik aktiviteleri ve diisiikk yan etki profilleri sebebiyle bitkisel dogal iiriinlere
odaklanmislardir (Ashrafizadeh vd., 2020).

Flavonoidler, meyvelerde ve sebzelerde bulunan dogal olarak olusan bilesikler olup
bir dizi farmakolojik-terapotik etki gostermektedir. TNG (Sekil 2.11.) de, narenciye
kabuklarinda yiiksek miktarda bulunan; noroprotektif, renoprotektif, antidiyabetik,
hepatoprotektif, immunomodilator, ve melanogenez modilasyonu Uzerinde etkilere

sahip 6nemli bir polimetoksiflavondur (Ashrafizadeh vd., 2020; Bao vd., 2022).
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Sekil 2.11. Tangeretin 'in kimyasal yapisi [5,6,7,8-tetrametoksi-2-(4-metoksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on]

TNG’nin farmakokinetik profilinin aydinlatilmasina yonelik gerceklestirilen bir
calismada, oral yolla 50 mg/kg TNG uygulamasi sonucu o6lgiilen bazi degerler Tablo
2.1.’de sunulmaktadir. Bunun yani sira, demetilasyona ugrayan ve silfat-glukuronat
konjugatlart halinde elimine olabilen TNG’nin %92’sinin metabolitlerine pargalandigi
bildirilmistir (Hung vd., 2018).

Tablo 2.1. Tangeretin’in farmakokinetik profili, Cnax: Maksimum konsantrasyon, Tmax: maksimum kan

konsantrasyonuna ulasma suresi, tiz: Yartlanma omrii

Farmakokinetik Parametreler Sayisal Degerler
Crnax 0.87 £ 0.33 ug/mL
Tmax 340.00 + 48.99 dk
tu2 342.43 £ 71.27 dk
Mutlak biyoyararlanim %27,11

Cogunlukla ilag metabolizmasindan sorumlu enzimlerin (sitokrom P450, CYP3A4,
CYPIA2 gibi) substratlar1 ile TNG’nin gida-ilag etkilesimi ac¢isindan incelenmesi
sonucunda; TNG’nin CYP3A4 indlksiyonuna sebep oldugu bildirilmistir. Bu sebeple
yeterli preklinik ¢aligsmalar yapilana kadar TNG ile CYP3A ve/veya CYP1A substratlari

alan hastalarin olasi etkilesimlere kars1 dikkatli olmasi gerekmektedir (Weiss vd., 2020).

Immiinomodiilatér etkinlik ve metabolitik fonksiyonlarmn gergeklestirilmesi gibi

bazi 6nemli rolleri olan bobregin homeostazint saglama ve onu toksik ajanlara karsi
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korumada TNG blyUk potansiyel gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda; TNG’nin serum
kreatinin, kan dre nitrojeni, renal ve Uriner tibdler hiicre tahribat1 belirtegleriyle birlikte
NO ve interlokin (IL) gibi inflamatuvar sitokinleri de azaltarak bobrek disfonksiyonunu

onemli 6l¢iide hafiflettigi belirlenmistir (Ashrafizadeh vd., 2020).

TNG ayn1 zamanda, mitokondriyal disfonksiyon ile mesane kanseri hicrelerinin
canlilig1 ve proliferasyonu iizerinde inhibitor etkinlik gostermistir. TNG’nin, insan meme
kanseri hicrelerinin canlilig1 tizerinde G1 faz blokasyonu ile inhibe edici etKisi,

antitimoral profilinin varligina isaret etmektedir.

Streptozosin kaynakli apoptoza karsi, TNG’nin protektif etkisi iizerine yapilan
calismalarda; TNG uygulamasimin apoptozu, Bax ekspresyonunu, insiilin sekresyon
disfonksiyonu ve reaktif oksijen tirlerin duzeyini azaltici etkileri rapor edilmistir
(Ashrafizadeh vd., 2020).

Karaciger hiicrelerindeki oksidatif hasara karst TNG uygulamasinin iyilestirici
etkisinin yan sira, glutatyon seviyelerinde artisa sebep oldugu gozlenmistir. TNG’nin
lipit peroksidasyon artigini, histopatolojik yapisal hasarini1 ve inflamatuvar yanitlarin
seviyesini disiirdiigii bildirilmistir. Ayrica, TNG’nin antioksidan ve antiinflamatuvar
aktivitesinde Nrf-2 sinyal yolag iizerinden yaptig1 regiilasyonlarin dnem tasidig: dikkati
cekmektedir (Ashrafizadeh vd., 2020).

Melanogenezi ve takiben cilt pigmentasyonunu etkileyebilecek olan 3,3',4',5,6,7,8-
hepatometoksiflavon, nobiletin ve  TNG kombinasyonu iizerinde yapilan g¢aligmalar
sonucu; kullanilan kombinasyonunun hiicre i¢i asidik ortam olugturmasinin yani sira
lizozomlardaki tirozinazi pargalayarak, insan melanom hiicrelerinde melanogenezi etkili
bir sekilde baskiladig bildirilmistir (Yoon vd., 2015; Yoshizaki vd., 2017).

Farelerdeki astim modeli iizerine yapilan ¢alismalarda, TNG’nin bronkoalveoler
lavaj sivisindaki; ovalbiimin, spesifik Imminoglobulin E diizeyi ve sitokin kitlesinde
inflamatuvar htcre infiltrasyonunu azaltarak antiastmatik etki gosterdigi rapor
edilmektedir (Mohrherr vd., 2019; Xu vd., 2019).

TNG’nin hipertrofik yag dokusu hucreleri ve makrofajlarda glukoz tuketimi
tizerindeki etkisine iliskin arastirma sonuglari, TNG’nin NO seviyesini diisiirerek
interlokin-6 (IL-6), interlokin-1 beta (IL-1B), tumor nekroz faktori-o (TNF-o) ve
indUklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) iizerinde azaltict etkisiyle insiilin direncini ve

glukoz tuketimini iyilestirdigini gostermektedir (Ashrafizadeh vd., 2020).
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Antioksidan ve antiinflamatuvar profili bilinen dogal kaynakl bilesikler, bir dizi
norodejeneratif bozuklukluk tedavisinde de kullanilabilmektedir. Bu kapsamda TNG’nin
oksijen-glukoz yoksunlugunun sebep oldugu hasara karsi noroprotektif etkisi
incelendiginde, insan beynindeki mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin canlili§in1 ve
stperoksit dismutaz diizeylerini yiikselttigi, reaktif oksijen tiirleri ve 3,4-metilenedioksi-
N-metilamfetamin seviyelerini azalttigi goriilmiistiir. TNG’nin bu koruyucu etkileri, c-

Jun N-terminal kinaz yolagi ile regiile ettigi rapor edilmistir (Ashrafizadeh vd., 2020).

Travma sonrast stres bozuklugu modeli olusturulmus farelerde yapilan bir
arastirmada 14 gin boyunca 100 mg/kg TNG uygulamasi sonrasinda TNG’nin;
davranigsal bozukluk ve bellek bozukluklarini iyilestirdigi, hipokampis ve amigdalada
ndrokimyasal anomalileri diizelttigi; stres kaynakli azalmis olan dopamin ve 5-HT
seviyelerini arttirdigi belirlenmistir. TNG’nin bu etkilerinin, kismen tirozin hidroksilaz
ve triptofan hidroksilaz-1’in  ekspresyonundan sorumlu hipokampal genlerin
indiiksiyonuyla iliskilendirilebilecegi bildirilmistir (Lee vd., 2018).

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin aracilikli Parkinson hastaligi olusturulan
sicanlarda TNG’nin, néroinflamasyonu inhibe edici etkisi incelendigi bir ¢alismada,
TNG’nin: 23 gun boyunca 50, 100 ve 200 mg/kg’lik dozlarda uygulanmasini takiben
dopaminerjik dejenerasyonu, hipokampal néronal kaybini ve IL-1B, IL-6, IL-2 gibi
inflamatuvar sitokin seviyelerini azalttigi; motor disfonksiyon ve norobilissel
bozukluklar tizerinde ise kayda deger terapotik etki gosterdigi gézlenmistir. TNG nin bu
terapotik etkileri; TNF-a, siklooksijenaz-2 ve iNOS sinyal yolaklarinin ekspresyonunu
inhibe ederek sagladigi bildirilmistir (Yang vd., 2017).

Parkinson hastalig1 ilizerindeki etkileri agisindan TNG’nin degerlendirildigi bir
diger arastirmada, antioksidan 6zellikli TNG kullanimu ile hastaligin progresif 6zelliginin
baskilanmasi1 amacglanmistir. Parkinson hastalik modeli olusturulmus sineklere 24 giin
boyunca TNG igerikli diyetler 5, 10 ve 20 uM’lik dozlarda uygulandiginda, TNG’nin
kognitif bozukluklar1 dnleyici etkisi oldugu saptanmistir (Fatima vd., 2019).

APPswe/PSEN1dEY transgenik farelerde giinlilk 100 mg/kg TNG uygulamasinin
demans iizerine etkinliginin arastirildigi bir c¢aligmada, bu flavonoidin davranigsal
testlerde farelerin kognitif bozukluklarini hafiflettigi goriilmiistiir. Bu etkiler, TNG

sonras1 sinaptik hasar ve B-amiloid birikimindeki azalis ile iliskilendirilmistir. Ayrica
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TNG’nin B-amiloid olusum prosesinde kritik role sahip B-sekretaz’a karsi gii¢lii inhibitor

aktiviteye sahip oldugu ileri stiriilmiistiir (Bao vd., 2022).

TNG’nin noronal apoptoza karst koruyucu etkileri de yapilan arastirmalar
sonucunda rapor edilmistir (Ashrafizadeh vd., 2020).

Bu bilgilerin 1s18inda, bu tez ¢alismasinda, kognitif fonksiyonlari iyilestirici
potansiyeli olan TNG’nin hipokampusteki noronal morfoloji, glial morfoloji ve

immiinoreaktivite degisiklikleri lizerine olas1 etkilerinin arastirilmasi tasarlanmastir.
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3. GERECLER
3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasi igin, Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Birimi’nden 300-350 g agirliginda, aym yasta, erkek Sprague-Dawley turi
siganlar temin edilmistir. Deney hayvanlari; 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongusunde,
24+1°C sicakhktaki diizenli ve iyi havalandirilan odalarda bulundurulmus, her hayvanin
yem ve suya rekabetsiz bir sekilde ulasimi saglanmistir. Deney hayvanlari, standart
hayvan yemi ile beslenmistir. Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

tarafindan calismanin deneysel protokolii onaylanmuistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Ilaclar

Tangeretin (TNG) (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
Skopolamin hidrobromir (SCP) (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Anti-GFAP (glial fibriler asidik protein) (Thermo Scientific, MA, ABD)
antibody Ab-6 [EP672Y]

Anti-NeuN (noronal nikleer protein) (Abcam, Cambridge, Birlesik Krallik)
antibody [EPR12763]
UltrAB diluent (antijen seyreltici) (Thermo Scientific, MA, ABD)

UltraVision quanto detection system HRP  (Thermo Scientific, MA, ABD)
DAB kromojen (3,3'-diaminobenzidin) (Thermo Scientific, MA, ABD)

Krezil viyole (ab246816) (Abcam, Cambridge, Birlesik Krallik)

Ketamin (Alfasan International B.V., Woerden,

(Alfamine® %10 Enjeksiyonluk Cozelti)  Hollanda)

Ksilazin (Alfazyne® %2 ¢ozelti) (Alfasan International B.V., Woerden,
Hollanda)

Serum fizyolojik (SF) (Osel, Istanbul, Tirkiye)

Sodyum karboksimetil seliiloz (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Tween® 80 (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Glasiyel asetik asit (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Sitrat Tamponu (pH:6) (Thermo Scientific, MA, ABD)

Hidrojen peroksit (Thermo Scientific, MA, ABD)
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Monobazik potasyum fosfat
Dibazik sodyum fosfat
Parafin

Paraformaldehit

Etanol

Ksilen

3.3. Kullanilan Cihazlar

Perfiizyon cihazi

Mikrotom cihazi

Sequenza Immunostaining Center

Isik mikroskobu

LCmicro gorintileme programi

ImageJ goriinti analiz programi

Hassas terazi

(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)

(Cole-Parmer Instrument Co., Vera
Manostat® pump, IL, ABD)

(Thermo Scientific, Shandon AS325, MA,
ABD)

(Thermo Scientific, MA, ABD)

(Olympus CX31RTSF, Olympus
GmbH, Hamburg, Almanya)

(Olympus GmbH, Hamburg, Almanya)
(National Institudes of Health, Bethesda,
MD, ABD)

(Ohaus, E 12140, Greifensee, Isvigre)
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4. YONTEMLER
4.1. Tlac Tedavisi

TNG, deney hayvanlarina 50 ve 100 mg/kg dozlarinda oral olarak 14 giin suresince
subakut olarak uygulanmistir (Yang vd., 2017). Kontrol gruplarina ise tedavili gruplarin
¢Oziiclisii olarak kullanilmis %5 karboksimetilseliiloz-Na/%0,04’lik Tween 80 (w/w)

cozeltisi oral olarak 14 gin siresince subakut olarak uygulanmustir.

4.2. Skopolamin ile Deneysel Amnezi Modelinin Olusturulmasi

14 gunluk ila¢ uygulamasindan sonra, SCP ile indiiklenmis amnezi modeli

olusturmak amaciyla ilgili deney gruplarina 0,5 mg/kg (i.p.) dozunda SCP uygulanmistir
(Guan vd., 2010; Ucel vd., 2020).

4.3. Deney Gruplari ve Sayilari
Calismalar igin olusturulan deney gruplar1 Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Deney gruplar

Grup No Deney gruplari
1 Kontrol (0,1 ml x 14 giin) + SF (0,1 ml x 5 gln)
2 Kontrol (0,1 ml x 14 giin) + SCP (0,5 mg/kg x 5 giin)
3 TNG (50 mg/kg x 14 giin) + SCP (0,5 mg/kg x 5 giin)
4 TNG (100 mg/kg x 14 giin) + SCP (0,5 mg/kg x 5 giin)

4.4. Deney Hayvanlarinin Perfiizyonu ve Doku isleme Protokolii

Deney gruplarindaki siganlar; ilag uygulama proseslerinin  ardindan
immunohistokimyasal ve morfolojik incelemeler icin, ketamin (100 mg/kg, i.p.) ve
ksilazin (5 mg/kg, i.p.) uygulanarak anestezi altina alimmistir (Demir Ozkay vd., 2017).
Gergeklestirilmis olan anestezi prosesini takiben 0.1 M fosfat tamponlu serum fizyolojik
(pH 7,4) ve pesi sira %4’liik paraformaldehit iceren fosfat tamponu ile sicanlar
transkardiyal olarak perfuze edilmis ve beyinlerinin diseksiyonu gergeklestirilmistir.

%4’ liik paraformaldehit i¢erisinde post-fiksasyona maruz birakilarak sertlestirme prosesi
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uygulanmis olan beyin dokulari, dehidrate edildikten sonra parafin bloklara
gomulmiistiir.

Mikroskobik incelemeler igin, parafin bloklardaki dokulardan mikrotom
araciligiyla koronal eksende 4 um kalinliginda doku kesitleri alinmigtir. Alinan kesitler
arasindan hipokampisu ayirt etmek amaciyla; bregma referans noktasina gore -2,52 mm,
-3,00 mm ve -3,48 mm koordinatlar1 ile uyumlu segilenler, poli-L-lizin-kapl sarjli
lamlara yapistirildiktan sonra etiivde 30 dakika kadar bekletilmis ve deparafinizasyon
islemi uygulanmistir (Paxinos ve Watson, 2007; Ucel vd., 2020). 25° C’de sogutulan

preparatlar boyama prosesine alinmistir.

4.5. Morfolojik Calismalar
4.5.1. Nissl boyama

Deparafinize edilmis preparatlar, %0,1 krezil viyole ¢ozeltisi ile 5 dakika stiresince
boyama prosesine tabi tutulmustur. Numuneler; distile su ile yikandiktan sonra birkag
damla glasiyel asetik asit igeren %70’lik etil alkol igerisinde, 2-5 dakika sresince
diferensiyasyona maruz birakilmistir. Son olarak %70, %95 ve %100’liik etanol
icerisinde dehidrate edilerek, ksilen ile temizlenmis ve entellan ile kaplanmistir (Dai vd.,
2022).

4.5.2. Morfolojik analiz

Morfolojik analiz igin, 40X objektif lensli entegre kamerali Olympus CX31RTSF
model (Olympus GmbH, Hamburg, Almanya) 1sik mikroskobu ve LCmicro (Olympus
GmbH, Hamburg, Almanya) bilgisayar destekli goruntiileme program: kullanilmustir.
Cekilen dijital fotomikrograflar daha sonra, ImageJ 1.53t (U.S. NIH, Bethesda, MD,
ABD) goruntu analiz sistemine aktarilip degerlendirilmistir.

Morfolojik analiz igin, hipokampiis iizerinden alinmis koronal kesitlerin temsili

gorintileri Sekil 4.1.”de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Nissl boyama ile morfolojik analiz yapilan hipokampal kesitlerden alinan érneklerin temsili

goruntusu

4.6. Immiinohistokimyasal Calismalar
4.6.1. immunohistokimyasal boyama

4 pum kalinliginda alinan kesitlerin, 60 °C etuvde 1 saat bekletildikten sonra 3x5
dakika ksilolde tutularak deparafinizasyonlar1 saglanmigtir. Daha sonra numuneler
sirastyla azalan konsantrasyondaki etanol serilerinden (%2100, %96, %80, %70) gegirilip
rehidrate edilmistir. Alkolii uzaklastirmak igin, alinan numuneler 2x1 dakika aralikli

olarak distile su ile yikanmugtir.

Parafinden armndirilmisg kesitlerde immdinohistokimyasal boyama 0Oncesinde
olusabilecek antijen maskelemesini 6nlemek amaciyla, kesitler 1:10 dilie ve pH:6

duizeyinde sitrat tamponu igerisinde yiiksek basingta kaynama noktasina kadar 1sitilarak
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antijen retrieval protokoll uygulamasina gecilmistir. 25 °C’de sogutulan preparatlar, 5
dakika boyunca paraformaldehit iceren fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmasinin

ardindan boyama prosesine alinmustir.

Bunlara ek olarak hipokampal formasyonda; astrosit tespiti icin anti-Glial fibriler
asidik protein (anti-GFAP), ndronal belirte¢ olarak ise anti-néronal nukleer protein (anti-
NeuN) kullanilmis olup, immiinohistokimyasal boyama siirecinin tamami kapali bir kutu

icerisinde ve nemli bir ortamda yapilmustir.

Boyama esnasinda, kesitlerde endojen peroksidaz etkinliginin eliminasyonunu
saglamak amaciyla %3 liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi ve non-spesifik zemin boyanmasini
onlemek icin 10 dakika boyunca blokaj soliisyonu uygulanmistir. Prosesin devaminda
primer antikorlar (anti-GFAP antibody ve anti-NeuN antibody) uygulanip daha sonra ise

preparatlar +4 °C’de 1 gece boyunca inkilbasyonda bekletilmistir.

Kesitlerin gorunebilmesi amaciyla, 3 dakika siireyle 3,3'-diaminobenzidin
uygulanmis ve yikama prosesine gegilmistir. Lamlar artan konsantrasyonda etanol serisi
ve ksilen ile ¢alkalanmig, daha sonra ise ksilen bazli kapama maddesi kullanilarak

kapatilmistir.

4.6.2. Iimmiinoreaktivitenin degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal inceleme igin hazirlanan tiim doku kesitleri; 10X objektif
lensli 151k mikroskoplu, bilgisayar destekli gorintuleme sistemi olan LCmicro
goriintiileme programi (Olympus GmbH, Hamburg, Almanya) ile gérsellestirilmistir. Her
kesitten 250 um x 250 um boyutlarindaki fotomikrograflar segilmis; CA1, CAz ve DG
alanlar1 incelenmistir. Hesaplamalarda kullanilan mikroskobik kalibrasyon ¢izelgesi
vasitasiyla birlikte, biiylitme oranina gore hesaplanan gercek uzunluk birimleri

kullanilmistir.

Fotomikrograflarin immiinoreaktiveleri, ImageJ 1.53t (U.S. NIH, Bethesda, MD,

ABD) gorintl isleme ve analiz programi aracilifiyla degerlendirilmistir.
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4.7. Istatistiksel Analiz

Istatiksel analiz igin kullanilan veriler her grup icin 7 adet hayvandan elde
edilmistir. Istatistiksel hesaplamalar ve grafik ¢izimleri icin GraphPad Prism ver. 8.4.3
(GraphPad Software, La Jolla, California, USA) paket programi kullanilmistir.

Gruplar arasinda ¢oklu karsilastirma yapmay1 gerektiren veriler tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi uygulanarak
incelenmistir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. p<0.05

degeri anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Morfolojik Calismalara iliskin Bulgular

5.1.1. Hipokampal formasyona ait bolgelerde Nissl boyamasina iliskin morfolojik
bulgular

Krezil viyole: kiiciik tiggen veya oval sekilllerde olabilen Nissl cisimciklerini,
intrasitoplazmik kiimeler veya kromatofilik RNA graniilleri olarak gorsellestirmek icin
kullanilan histokimyasal bir boyadir (Memudu ve Adewumi, 2021; Lu vd., 2022).

SSS iizerinde yapilan arastirmalarda kullanilan Nissl boyalar1 (nétr kirmizisi,
metilen mavisi, toluidin mavisi, krezil viyole), rutin boyama protokoludir. Nissl
grandllerini tanimlama disinda; hiicre dagilim1 ve hiicre morfolojisi hakkinda bilgi veren
Nissl boyalari, miyelin boyalariyla birlikte kullanimi sonucunda néronal bolgelerin glial
bolgelerden ayirt edilmesinin kolaylastirildigi protokoller olusturmaktadir (Aver vd.,
2004; Drouin vd., 2022).

Bu sebeple bu ¢alismada; Nissl boyama sonrasi hipokampusiun CA1, CAz ve DG
lokasyonlar1 incelenerek SCP ile amnezi modeli olusturulmus siganlarin hipokampal
formasyonlarindaki morfolojik degisikliklerinin arastirilmast hedeflenmistir.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin, krezil viyole
ile yapilan histokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal CAi1, CAsz ve DG
bolgelerinden elde edilmis fotomikrograflar: Sekil 5.1.’de sunulmaktadir.
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Sekil 5.1. Nissl boyama islemi gerceklestirilmis sicanlarin hipokampal formasyonlarmn temsili
gorintuleri, optik biiyutme: 40X (Kontrol CA;, CAs, DG; A, E, 1), (SCP+Kontrol CA;, CAs, DG;
B, F, J), (SCP+TNG50 CA,, CAs, DG; C, G, K) (SCP+TNG100 CA;, CAg, DG; D, H, L) (Olgek:

25 pm)
Deney gruplarinin koronal eksende alinmig kesitlerinin hipokampal formasyondaki
CA\ alt-alanlar1 151k mikroskobunda incelendiginde; SCP kaynakli nérodejenere olmus
grubun (Sekil 5.1B), kontrol grubuna (Sekil 5.1A) kiyasla noron sayilarindaki azalma
gbze ¢arpmaktadir. TNG50 ve TNG100 uygulamasinin (Sekil 5.1C, D) ise SCP’nin
norodejeneratif etkisine kars1 doza bagli bir oranda koruyucu etkinlik gosterdigi; bu
gruplara ait drneklerdeki noronlarin daha yogun siralandigi ve daha bazofilik profilde

olduklar1 gézlemlenmistir.

Deney gruplarinin koronal eksende alinmig kesitlerinin hipokampal formasyondaki
CA:; alt-alanlar1 151k mikroskobunda incelendiginde; SCP ile amnezi modeli olusturulmus
sicanlarin hipokampal kesitlerinde (Sekil 5.1F), néron sitoplazmalarinda yer alan Nissl
cisimciklerinin  kontrol grubuna (Sekil 5.1E) gore daha silik yapida olduklar
gozlenmistir. TNG50 ve TNG100 grubunda ise (Sekil 5.1G, H) ise doz artisiyla da
uyumlu olacak sekilde Nissl cisimciklerinin daha belirgin bir yapida olduklari
gbzlemlenmistir. Ayrica kontrol grubundaki (Sekil 5.1E) piramidal hiicre tabakasinin
tekdiizeliginin, amnezik model grubunda (Sekil 5.1F) daha daginik bir hiicre dizilimine
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evrildigi gorulmekte, TNG50 ve TNG100 gruplarindaysa (Sekil 5.1G, H), tekdiizeligi
bozulan tabaka tzerinde TNG nin terapotik etkinligi dikkat gekmektedir.

Son olarak deney gruplarinin koronal eksende alinmis kesitlerinin hipokampal
formasyondaki DG alt-alanlari 151k mikroskobunda incelendigindeyse; protein sentezinin
onemli bir pargasi olan Nissl cisimciklerinin amnezik model grubunda (Sekil 5.1J),
kontrol grubuna (Sekil 5.11) kiyasla noronal hasara bagli olarak azaldigi gorilmektedir.
TNG50 tedavi grubunda (Sekil 5.1K), SCP ile amnezi olusturulmus gruba; TNG100
tedavi grubundaysa (Sekil 5.1L) hem amnezi olusturulmus model grubuna (Sekil 5.1F)
hem de kontrol grubuna gore (Sekil 5.11) Nissl cisimciklerinin daha bazofilik yapida
oldugu, sayilarinin arttig1 ve néronal yiginlar halinde bulundugu dikkat gekmektedir.

Nissl boyama protokolii, ndronal yapilardaki degisikliklerin gézlenmesi amaciyla
oldukea sik kullanilmaktadir. Lu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada; SCP aracilikli
kognitif bozukluk olusturulan fare ve sigan modellerinde ndronal morfolojinin
bozuldugu, Nissl cisimciklerinin sayisinin azaldigi, sitoplazma ve hiicre somalarinin
dansitelerinde azalmanin oldugu goze ¢arpmaktadir (Lu vd., 2022). Baska bir ¢alismada
ise 10 giin boyunca oral yolla TNG 50, 100 ve 200 mg/kg uygulamasi sonrasi pilokarpin
ile epilepsi modeli olusturulmus siganlarda; epileptik siganlarin Nissl boyamaya tabi
tutulan hipokampal kesitlerinin CA1 ve CAs bolgelerindeki canli hiicre sayilarinin doza
bagli olarak arttig1 rapor edilmistir (Guo vd., 2017). Alzheimer hastaliginin modellendigi
bir ¢alismada ise; tedavi grubundaki deney hayvanlarina Citrus kabuklarindan izole
edilen bir flavonoid turd olan nobiletin uygulanmig; Nissl boyama protokolii sonucunda,
TNG’ye benzer yapidaki nobiletinin CA; bdlgesindeki azalmis olan ndron sayisini
arttirdig1 ve noroprotektif etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Ghasemi-Tarie vd., 2022).

Yapilan bu aragtirmalar géz oniinde bulundurularak, flavonoid yapisinda olan
TNG’nin; bu tez caligmasinda sunulan SCP kaynakli amnezinin yol actigi Nissl
cisimciklerindeki azalma, néronal morfolojik yapidaki bozulma ve dolayisiyla olusan
kognitif hasar1 6nleyici terapotik etkileri literatur ile paralel niteliktedir.
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5.2. Immiinohistokimyasal incelemelere Iliskin Bulgular
5.2.1. Hipokampal formasyona ait bolgelerde NeuN immiinoreaktivitelerine iliskin
bulgular

Hipokampusteki néronal hiicre somalar1 ve sinaptik baglantilardaki farkliliklarin,
kognitif fonksiyonlar ile yakindan iligkili oldugu; 6grenme ve bellek bozukluklarindan
sorumlu olabilecegi bilinmektedir. Bir yapisal plastisite mekanizmasi olarak
degerlendirilebilecek bu noronal yapi1 ve baglantilarin kaybi, norodejenerasyonun en
belirgin isaretlerindendir (Luo vd., 2015).

Bu sebeple bu ¢aligsmada; anti-NeuN antikoru kullanilarak hipokampusiin CAz, CAs
ve DG lokasyonlarinda ndrona spesifik isaret proteini olan NeuN immdunoreaktivitesi
degerlendirilmis ve TNG uygulamasinin SCP ile amnezi modeli olusturulmus sicanlarin
hipokampal formasyonlarinda olusturdugu degisikliklerin arastirilmasi hedeflenmistir.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) siganlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin, anti-NeuN
antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal CA:

bolgesinden elde edilmis fotomikrograflar: Sekil 5.2.’de sunulmaktadir.
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Sekil 5.2. 14 gun siireyle diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol, 4), SCP ile amnezi
olusturulmug (SCP+Kontrol, B), 14 gun siireyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50, C ve SCP+TNG100, D)
siganlarn hipokampal CA: alanlarinda NeuN imminoreaktivitelerinin temsili goérintileri
(Olgek: 10 um)

Sekil 5.2.’de sunulan fotomikrografta;, CA:1 bolgesindeki piramidal hucre
katmanindaki noronlarin sitoplazmasinda bulunan nikleer proteinlerin  boyanma
yogunlugu, NeuN immiunopozitif hicrelerin ekspresyonunu gostermektedir (\Von Bohlen
Und Halbach, 2007). Kontrol grubuna (Sekil 5.2A-5.3) kiyasla; NeuN immiinopozitif
hiicre sayisinin, SCP uygulamasina baglh olarak anlamli seviyede azaldig: (Sekil 5.2B-
5.3) goriilmiistiir. TNG tedavisinin (Sekil 5.2C, D-5.3) ise SCP ile amnezi modeli
olusturulmus siganlardaki (Sekil 5.2B) azalmis olan NeuN imminopozitif hiicre sayisini

anlamli seviyede arttirdigi saptanmustir.
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14 glin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin sureyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) si¢anlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin hipokampal
CA1bolgesinden elde edilmis fotomikrograflarda birim alana diisen NeuN imminopozitif
hiicre sayilari, Sekil 5.3.”te verilmistir [F (3,24)=24,69; p<0,001].

100+
80 +++
- =

7 .E +++ E—
-}
28 —
§E 60
o I
2z
S E s
_4_.‘ g —
-
= .8
Z E
TE |

201

0- T T
> Q D &)
+ S &
o Q*
S £

Sekil 5.3. 14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP uygulanan
amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin slreyle duzenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve SCP+TNG100) sicanlarin
hipokampal CA: alanlarinda birim alana diisen NeuN immiinopozitif hiicre sayilari. Kontrol

*okk

grubuna gére anlaml farklilik “p<0,05; ™"p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gére anlamli

Sfarklilik ***p<0,001; Tek yonli varyans analizi, takiben Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi,
n=7.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) siganlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin, anti-NeuN
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antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal CAz

bolgesinden elde edilmis fotomikrograflar1 Sekil 5.4.’te sunulmaktadir.

.-

Sekil 5.4. 14 giin siireyle diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol, A), SCP ile amnezi

olusturulmus (SCP+Kontrol, B), 14 giin siireyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50, C ve SCP+TNG100, D)
siganlarn hipokampal CAs alanlarinda NeuN immiinoreaktivitelerinin temsili gorintileri
(Oleek: 10 pum)

Sekil 5.4.’te sunulan fotomikrografta; CAs bodlgesindeki piramidal hiicre
katmanindaki noronlarin sitoplazmasinda bulunan niikleer proteinlerin boyanma
yogunlugu, NeuN immiunopozitif hicrelerin ekspresyonunu gostermektedir (\Von Bohlen
Und Halbach, 2007). Kontrol grubuna (Sekil 5.4A-5.5) kiyasla; NeuN immiinopozitif
hiicre sayisinin, SCP uygulamasina bagl olarak anlamli seviyede azaldig: (Sekil 5.4B-
5.5), goriilmiistir. TNG tedavisinin (Sekil 5.4C, D-5.5) ise doza baglh olarak, SCP ile
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amnezi modeli olusturulmus siganlardaki (Sekil 5.4B-5.5) azalmis olan NeuN

immiinopozitif hiicre say1sin1 anlamli seviyede arttirdig1 saptanmustir.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin hipokampal
CAsbolgesinden elde edilmis fotomikrograflarda birim alana diisen NeuN imminopozitif
hiicre sayilari, Sekil 5.5.”te verilmistir [F (3,24)=30,21; p<0,001].
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Sekil 5.5. 14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP uygulanan
amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sireyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve SCP+TNG100) si¢anlarin
hipokampal CAs alanlarinda birim alana diisen NeuN immiinopozitif hiicre sayilari. Kontrol

p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gore anlamli
farkliik ***p<0,001; SCP+TNG50 grubuna gére anlaml farkiilik $p<0,05; Tek yonlii varyans

grubuna gére anlamh farklilik *"p<0,01;

analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=7.

14 gun boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin sureyle duzenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
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SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin, anti-NeuN
antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal DG

bolgesinden elde edilmis fotomikrograflar: Sekil 5.6.”da sunulmaktadir.

-

Sekil 5.6. 14 giin siireyle diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol, 4), SCP ile amnezi

olusturulmus (SCP+Kontrol, B), 14 giin slreyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50, C ve SCP+TNG100, D)

siganlarin hipokampal DG alanlarinda NeuN immiinoreaktivitelerinin temsili gériintiileri
(Olgek: 10 um)

Sekil 5.6.°da sunulan fotomikrografta, DG bolgesindeki granller hicre
katmanindaki noéronlarin sitoplazmasinda bulunan niikleer proteinlerin boyanma
yogunlugu, NeuN immiunopozitif hiicrelerin ekspresyonunu gostermektedir (\Von Bohlen
Und Halbach, 2007). Kontrol grubuna (Sekil 5.6A-5.7) kiyasla; NeuN imminopozitif
hiicre sayisinin, SCP uygulamasina bagli olarak anlamli seviyede azaldigi (Sekil 5.6B-
5.7) belirlenmistir. TNG tedavisinin (Sekil 5.6C, D-5.7) ise doza bagli olarak, SCP ile
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amnezi modeli olusturulmus sicanlardaki (Sekil 5.6B-5.7) azalmis olan NeuN

immunopozitif hiicre sayisini anlamli seviyede arttirdigi, gorilmistiir.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin sireyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin hipokampal
DG bolgesinden elde edilmis fotomikrograflarda birim alana diisen NeuN immiinopozitif

hiicre sayilari, Sekil 5.7.’de verilmistir [F (3,24)=11,85; p<0,001].
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Sekil 5.7. 14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglhkli (Kontrol), SCP uygulanan
amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin slreyle duzenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve SCP+TNG100) sicanlarin
hipokampal DG alanlarinda birim alana diisen NeuN immiinopozitif hiicre sayilari. Kontrol
grubuna gore anlamli farkhilik *"p<0,01; SCP+Kontrol grubuna gére anlamli farklilk *p<0,05;
***p<0,001; SCP+TNG50 grubuna gére anlamli farklilik %p<0,05; Tek yonli varyans analizi,
takiben Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi, n=7.

Norona 6zgl antikor liretmek igin baslatilan imminolojik arastirmalar sonucu
tanimlanan NeuN, post-mitotik ndronlarda tespit edilen karakterize bir belirtectir. Ayni

zamanda migrasyon Oncesi noroblastlarda nadiren ekspresyona ugrayan NeuN;
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formalinle sabitlenmis ve parafine gomiilmiis dokularda hassas ve spesifiktir. Omurgali
sinir sisteminin neredeyse tim bolumlerinde, olgun ndronlarin niikleuslarinda dagildigi
rapor edilmis ve Rbfox3’lin bir epitopu olarak tanimlanmistir. Noronal arastirmalarda;
NeuN’un ekspresyon seviyesi, néronal 6lim veya noéron sayisindaki azalmayi dogrudan
degerlendirmek i¢in kullanilmistir (Duan vd., 2016).

Silva ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada; sicanlara 4 giin boyunca norotoksik
bir ajan olan aliiminyum sitrat uygulanarak kognitif hasar olusturuldugunda, Siganlarda
anti-NeuN ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda meydana gelen
o0grenme ve bellek bozukluguna noéronal kayip ve hipokampal hasarin eslik ettigi
bildirilmistir (Silva vd., 2013). Sicanlarin beyninde hipoksik-iskemik hasar olusturulan
bir arastirmada ise sinir hiicrelerinin fonksiyonel durumu ve canliliginin
degerlendirilmesinde kullanilan NeuN ile yapilan imminohisyokimyasal analizler
sonucunda; iskemi siresi ile hipokampal CA: bolgesindeki néronal hicre 6lim indeksi
iligkili bulunmustur (Alekseeva vd., 2015). NeuN yogunlugunun arastirilmasi araciligiyla
kognitif sirecglere post-mitotik néronlarin katkilarini bildiren pek ¢ok g¢alisma yer
almaktadir (Kita vd., 2014; Li vd., 2015; Kim vd., 2023). Bu ¢alismalar, hipokampiisteki
sinir hilcresi olimlerinin hasarin siddeti dogrultusunda artabilecegi ve bu ndronal
kayiplarin 6grenme ve bellek iizerinde olumsuz etkilere sebep olabilecegine isaret
etmektedir.

Bu arastirmada SCP ile amnezi modeli olusturulmus si¢anlarin incelenen tim
hipokampal alt-alanlarda (CA;, CAs ve DG) NeuN immiinoreaktivitesinin diistigi ve
NeuN imminopozitif hicre sayisinin azaldigi saptanmstir (Sekil 5.2.-5.7.). SCP’nin
noronlarda meydana getirdigi dejenerasyonlar, literatirde diger c¢esitli arastirmalar
sonucunda da rapor edilmistir (Inada vd., 2013; Li vd., 2016; Ucel vd., 2020). Deng ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; i.p. 5 mg/kg SCP ile amnezi modeli olusturulmus
farelerde, nérogenez belirteci doublecortin ve olgun néronal hicre belirteci NeuN’un
ekspresyonlarinda anlamli bir diislis gézlemlendigi, ayrica ayni deney grubu iizerinde
yapilan bazi in vivo deneylerde (yeni yer tanima testi, yeni nesne tanima testi ve Y-
labirent testi), bu amnezik farelerin 6grenme ve bellek fonksiyonlarindaki kayiplarin, bu
sonuglar1 destekler nitelikte oldugu rapor edilmistir (Deng vd., 2022). Yapilan bu ve
benzer ¢alismalarda; SCP’nin hiicre proliferasyonunu, néronal maturasyonu ve néroblast
farklilasmasindaki prosesleri olumsuz olarak etkiledigini isaret etmektedir (Chen vd.,
2018).
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Tedavi gruplart agisindan ¢ikan sonuglar incelendiginde ise; tedavi edilmeyen
amnezik sicanlarla karsilastirildiginda, TNG’nin hipokampal formasyona ait CA1, CAs
ve DG alt-alanlarindaki NeuN yogunlugunda doza bagl olarak anlamli diizeyde artisa yol
actig1 gdzlenmistir.

Bu baglamda TNG uygulamasi sonucu artan NeuN immiinopozitif hiicre sayisinin,
TNG’nin SCP kaynakli amnezinin olumsuz etkilerine (olgun néronal hiicre 6limleri veya
ndronal proliferasyonun sekteye ugramasi gibi) karsi koruyucu bir etkinlik gosterdigine

isaret ettigi sdylenebilir.

5.2.2. Hipokampal formasyona ait bolgelerde GFAP immiinoreaktivitelerine iliskin
bulgular

Astrositler, SSS’de en sik bulunan glial hucrelerdir. Noéronlarin destekleyicisi
roliindeki geleneksel tanimlarmin yaninda; dentritik spine’larin biiylimesi, sinapslarin
gelisimi ve plastisitesinde aktif katilimlarinin bulundugu kabul edilmistir (Blanco-Suéarez
vd., 2017; Zhou vd., 2019).

Astrositleri gorsellestirmek i¢in anti-GFAP antikorlar1 kullanilmaktadir. GFAP,
astrositlerin varligi, morfolojisi ve alt tipleri hakkinda fikir vermektedir. EK olarak
GFAP’n; proliferasyon, sinaptik plastisite, yaralanma sonras1 koruma, miyelinizasyon,
mitoz bolunme, sinyal iletimi ve glutamat sentezi gibi aksiyonlarla beyindeki 6grenme ve
bellek prosesleri tizerinde rol oynadig: bilinmektedir (Honda vd., 2010; Middeldorp ve
Hol, 2011).

Fibroz astrositler tarafindan iretilen GFAP, intraselliler ana ara filament
proteinidir; fakat, ayn1 zamanda gelisimleri sirasinda astrositlerde hiicre iskeletinin
onemli bir bilesenini olusturmaktadir. GFAP'In astrositlerdeki yapisal rolii uzun bir
stredir genis ¢apta kabul gérmekle beraber, yillar i¢inde rejenerasyon, sinaptik plastisite
ve reaktif gliozis asamalarinda 6nem tasiyan astrosit fonksiyonlarinda da yer aldiklari
gosterilmistir. (Eng vd., 1971; Middeldorp ve Hol, 2011).

Yapilan bu tez ¢alismasinda; TNG’nin nérogenez ve néronal morfoloji Gizerindeki
muhtemel etkisinin incelenmesinin ardindan, TNG’nin SCP ile amnezi modeli
olusturulmus siganlardaki etkisine astrositlerin muhtemel katilimimin da incelenmesi
amaclanmistir (Konar vd., 2015). Bu nedenle; glial plastisite belirteci olan GFAP

aracilikli immiinoreaktif degisiklikler arastirilmistir.
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14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmig koronal beyin kesitleri, anti-GFAP
antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal CA1

bolgesinden elde edilmis fotomikrograflar Sekil 5.8.’de sunulmaktadir.

Sekil 5.8. 14 giin siireyle diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol, A), SCP ile amnezi
olusturulmus (SCP+Kontrol, B), 14 giin siireyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50, C ve SCP+TNG100, D)
siganlarin hipokampal CA: alanlarinda GFAP imminoreaktivitelerinin temsili goéruntileri
(Olgek: 10 um)

Sekil 5.8.’de sunulan fotomikrografta, CA:1 bolgesindeki piramidal hicre
katmaninda bulunan kahverengi ve yildizs1 morfolojik yapiya sahip olan alanlar, GFAP

immunopozitif astrosit hicrelerinin varhigini gostermektedir. Kontrol grubuna (Sekil
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5.8A-5.9) kiyasla; astrosit sayisinin, SCP uygulamasina bagli olarak anlamli seviyede
azaldig (Sekil 5.8B-5.9) goriilmiistiir. TNG tedavisinin (Sekil 5.8C, D-5.9) ise doza bagh
olarak, SCP ile amnezi modeli olusturulmus (Sekil 5.8B-5.9) siganlardaki azalmis olan

GFAP immiinopozitif astrosit hiicre sayisin1 anlamli seviyede arttirdigi gorilmiistir.

14 glin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 gin sireyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) siganlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin hipokampal
CA: bolgesinden elde edilmis fotomikrograflarda birim alana diisen GFAP
immiinopozitif hiicre sayilari, Sekil 5.9.’da verilmistir [F (3,24)=32,56; p<0,001].
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Sekil 5.9. 14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP uygulanan
amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sireyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve SCP+TNG100) si¢anlarin
hipokampal CA: alanlarinda birim alana diisen GFAP immunopozitif hiicre sayilari. Kontrol

*okk

grubuna gére anlaml farklilik ~p<0,00/; SCP+Kontrol grubuna gére anlaml farklilik
**+9<0,001; SCP+TNG50 grubuna gore anlaml: farklilik #p<0,05; Tek yonlu varyans analizi,

takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=17.
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14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) siganlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitleri, anti-GFAP
antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal CAz

bolgesinden elde edilmis fotomikrograflar Sekil 5.10.”’da sunulmaktadir.

-
-

Sekil 5.10. 14 giin siireyle diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglhkli (Kontrol, A), SCP ile amnezi

olusturulmus (SCP+Kontrol, B), 14 giin siireyle dlzenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50, C ve SCP+TNG100, D)
siganlarin hipokampal CAs alanlarinda GFAP immiinoreaktivitelerinin temsili goriintiileri

(Olgek: 10 um)
Sekil 5.10.’da sunulan fotomikrografta; CAs bdlgesindeki piramidal hucre
katmaninda bulunan kahverengi ve yildizs1 morfolojik yapiya sahip olan alanlar, GFAP

immunopozitif astrosit hiicrelerinin varligini gostermektedir. Kontrol grubuna (Sekil
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5.10A-5.11), kiyasla; astrosit sayisinin, SCP uygulamasina bagli olarak anlamli seviyede
azaldig1 (Sekil 5.10B-5.11) goriilmistiir. TNG tedavisinin (Sekil 5.10C, D-5.11) ise SCP
uygulanan amnezik (Sekil 5.10B-5.11) siganlardaki azalmis olan GFAP immunopozitif

astrosit hiicre sayisini arttirdigi goriilmektedir.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) si¢anlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitlerinin hipokampal
CAz bolgesinden elde edilmis fotomikrograflarda birim alana diisen GFAP
immiinopozitif hiicre sayilari, Sekil 5.11.’de verilmistir [F (3,24)=26,67; p<0,001].

251

iH

+++
20- —|_

1
151 l

Birim Alana Diisen GFAP
immiinopozitif Astrosit Sayilar:

10
o
e
4
5-
0- T T
> 4 ) D
0660 %c éc;') C?\Q
+ S &
] L
e X

Sekil 5.11. 14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saghkl (Kontrol), SCP uygulanan
amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin siureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve SCP+TNG100) sicanlarin
hipokampal CAs alanlarinda birim alana diisen GFAP immiinopozitif hiicre sayilari. Kontrol
grubuna gore anlamli farkhiik “p<0,01; SCP+Kontrol grubuna gére anlamli farklilik
***p<0,001; Tek yonli varyans analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=7.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP

uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 gln streyle duzenli olarak 50 mg/kg veya 100
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mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmis koronal beyin kesitleri, anti-GFAP
antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama prosesi sonrasinda hipokampal DG
bolgesinden elde edilmis fotomikrograflar Sekil 5.12.’de sunulmaktadir.

Sekil 5.12. 14 giin siireyle diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglhkli (Kontrol, A), SCP ile amnezi
olusturulmus (SCP+Kontrol, B), 14 giin siireyle diizenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50, C ve SCP+TNG100, D)

siganlarin hipokampal DG alanlarinda GFAP immiinoreaktivitelerinin temsili goriintiileri
(Olek: 10 um)

Sekil 5.12.°de sunulan fotomikrografta, DG bdlgesindeki grantler hiicre
katmaninda bulunan kahverengi ve yildizs1 morfolojik yapiya sahip olan alanlar, GFAP
immunopozitif astrosit hicrelerinin varhigini gostermektedir. Kontrol grubuna (Sekil
5.12A-5.13) kiyasla; astrosit sayisinin, SCP uygulamasina bagli olarak anlamli seviyede
azaldig (Sekil 5.12B-5.13) goriilmiistiir. TNG tedavisinin (Sekil 5.12C, D-5.13) ise doza
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bagli olarak, SCP uygulanmis amnezik (Sekil 5.12B-5.13) si¢anlardaki azalmis olan

GFAP immiinopozitif astrosit hiicre sayisin1 anlamli olarak arttirdig1 goriilmiistUr.

14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soliisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP
uygulanan amnezik (SCP+Kontrol), 14 giin sureyle dizenli olarak 50 mg/kg veya 100
mg/kg TNG uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve
SCP+TNG100) sicanlarin dokularindan alinmig koronal beyin kesitlerinin hipokampal
DG bolgesinden elde edilmis fotomikrograflarda birim alana diisen GFAP immiinopozitif

hiicre sayilar1, Sekil 5.13.’te verilmistir [F (3,24)=31,09; p<0,001].
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Sekil 5.13. 14 giin boyunca diizenli olarak kontrol soltisyonu uygulanan saglikli (Kontrol), SCP uygulanan
amnezik (SCP+Kontrol), 14 gln slreyle duzenli olarak 50 mg/kg veya 100 mg/kg TNG
uygulanan ve bunu takiben SCP uygulanan amnezik (SCP+TNG50 ve SCP+TNG100) sicanlarin
hipokampal DG alanlarinda birim alana diisen GFAP immiinopozitif hiicre sayilari. Kontrol

“p<0,001; SCP+Kontrol grubuna gore anlamli

Sarkllk ***p<0,001; SCP+TNGS50 grubuna gére anlaml: farklilvk p<0,05; Tek yonlu varyans

analizi, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=7.

grubuna gére anlamli farkhiik "p<0,05;

Bu arastirmada SCP ile amnezik modeli olusturulmus sicanlarin incelenen tiim
hipokampal formasyonlarinda (CA1, CAs ve DG) GFAP immunoreaktivitesinin diistigi

Ve astrosit sayilarinda azalma meydana geldigi saptanmistir (Sekil 5.8.-5.13.). SCP’nin
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glial plastisite belirteci olan GFAP’1 etkiledigi ve degisen GFAP ekspresyonunun
neticesinde; protein miktarindaki azalisin, sinaptik dallanmay1 azalttigi ve sinaptik
fonksiyonlarda patolojik durumlara sebebiyet verdigi goriilmektedir (Steffek vd., 2008;
Konar vd., 2011). Konar ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada; i.p. SCP uygulamasi
sonucu farelerde, BDNF ve GFAP immdunoreaktivitesinde azalma rapor edilmis; ayni
calisma ekibinin yaptigi bir baska arastirmada ise yine SCP indiksiyonu ile olusturulan
amnezi modeli sonucunda, GFAP (zerinde benzer bir azalma trendi gorilmistir. Bu
sonuglarin SCP’nin GFAP iizerindeki olumsuz etkisine isaret ettigi bildirilmistir (Konar
vd., 2011; Konar vd., 2015).

Tedavi gruplart agisindan sonuglar incelendiginde ise; tedavi edilmeyen amnezik
sicanlarla karsilastirildiginda, TNG’nin hipokampal formasyona ait CA1, CAz ve DG alt-
alanlarindaki GFAP yogunlugunda her iki dozda da anlamli diizeyde artisa yol agtigi
gozlenmistir. Bu baglamda, TNG uygulamasi sonucu artan GFAP immiinoreaktif hiicre
sayisinin, SCP kaynakli amnezinin olumsuz etkilerine (zayiflamis glial plastisite gibi)
kars1 bu flavonoidin koruyucu bir etkinligi olduguna isaret ettigi soylenebilir.

Literatiirde TNG’nin ndrodejenerasyon ve ndroinflamasyon modelleri lizerinde
cesitli mekanizmalarla olumlu etkiler gosterdigini bildiren ¢aligmalar yer almaktadir.
Ornegin, kronik MPTP/probenesid enjeksiyonu ile gerceklestirilen Parkinson modelinde
oral TNG uygulamasinin, dopaminerjik noronlarda ve astrositlerde ¢esitli genlerin
mRNA seviyelerini arttirdigi ve bdylelikle néronal koruma sagladigi bildirilmistir.
Nigrostriatal biitiinliigiin idamesinde TNG’nin néroprotektif etkinliginde kismen de olsa
aktivite olmus astrositlerin rolii olduguna dikkat ¢ekilmistir (Hashida vd., 2012).
Dopaminerjik bir norotoksin olan 6-hidroksidopamin (6-OHDA)’in beyne unilateral
inflizyonu araciligiyla gerceklestirilen Parkinson hastaligi modelinde ise, 4 giin boyunca
per oral olarak 20 mg/kg dozunda TNG uygulamasinin; 6-OHDA kaynakli tirozin
hidroksilaz pozitif (TH+) hiicre kaybini ve striatal dopamin deplesyonunu iyilestirdigi
bildirilmistir (Datla vd., 2001).

TNG’nin oksijen-glukoz deprivasyonu uygulanmis insan serebral mikrovaskiiler
endotel hucreleri Gzerindeki koruyucu etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada; TNG
endotel hiicre canliligini arttirmis, ayrica siiperoksit dismutaz aktivitesinde artig, reaktif
oksijen tlrleri ve malondialdehit seviyelerinde ise azalma meydana getirmistir. TNG’nin

c-Jun N-terminal kinaz sinyal yolagi aktivasyonunu inhibe ederek oksijen-glukoz
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deprivasyonu kaynakli hasari iyilestirebilecegi ve iskemi/reperfiizyon hasari ve iligkili
patolojilerde fayda saglayabilecegi bildirilmistir (Zhou vd., 2019).

TNG’nin ayrica diger bes farkli Citrus tirevi flavonoid ile birlikte PC12D
hiicrelerinde ve hipokampal noronlarda cAMP yanit elemam1i (CRE)-bagh
transkripsiyonu uyardigi ve norit biiyiimesini destekledigi rapor edilmistir (Nagase vd.,
2005; Kawahata vd., 2013). CRE transkripsiyonunin regiilasyonunun ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarda bozuldugu bilinmektedir (Chalovich vd., 2006).
cAMP/PKA/ERK/CREB sinyal yolu, 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 i¢in ¢ok 6nem
tasimakta olup; bu yolagin aktivasyonunun da TNG’nin noroprotektif etkisine katkida
bulunabilecegi bildirilmistir (Ljungberg vd., 2012; Kawahata vd., 2013; Braidy vd.,
2017).

Primer rat mikroglias1 ve BV-2 mikroglial hiicre kiltird modelleri Gzerinde,
lipopolisakarit (LPS) ile stimiilasyon sonrasi ortaya ¢ikan norotoksisitede TNG'nin artmis
mikroglial aktivasyon iizerindeki etkinliginin arastirildig1 bir calismada ise; TNG’nin,
NO, prostaglandin E> (PGE:), TNF-a, IL-1 ve IL-6 liretimini doza bagl sekilde azalttig1
ortaya koyulmustur. Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) protein seviyeleri ve
NF-«xB protein sinyal yolagi incelendiginde ise, bu flavonoidin ERK, N-terminal Kinaz
(JNK) ve p38'in LPS kaynakli fosforilasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi rapor
edilmistir  (Shu vd., 2014). TNG’nin LPS ile uyarilan mikrogliada antiinflamatuvar
etkisinin incelendigi bir diger calismada ise; TNG’ nin inflamatuvar hedef proteinler olan
matriks metaloproteinaz (MMP)-3 ve MMP-8'in aktivitesini, mMRNA seviyelerini ve
protein seviyelerini inhibe ettigi bildirilmistir (Lee vd., 2016,). Bu sonuglar, TNG'nin
mikrogliadaki giiclii antiinflamatuvar ve antioksidan etkisini ortaya koymaktadir.

Tiim bu bilgiler g6z oniine alindiginda; bu ¢alismada TNG’nin SCP’nin yol agtig1
hasar ve/veya disfonksiyonlara karsi noronal ve glial iyilesme saglamast literatiirle son
derece uyumlu goriinmektedir. S6z konusu mekanizmalar, noéronlar ve ndronlari
destekleyen astrosit gibi yapilarin morfolojilerinde ve yogunluklarindaki degisikliklerin
sebebi olabilecek olup, bunlarin daha detayli caligmalarla incelenmesi; TNG’nin kognitif

fonksiyonlardaki potansiyel etkisinin klinik ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

NOroproteksiyon, sinirlerin  dejenerasyonunu  Onleyen, néral yapt ve
fonksiyonlarinin devamliligini saglayan ve boylece SSS’yi koruyan isleyis ve

mekanizmalardir (Rehman vd., 2019).

Norodejeneratif hastaliklara sahip insanlardaki global artigla birlikte, bu alandaki
arastirmalar da hiz kazanmistir. Etki giicii yliksek, yan etki profili diisiik tedavi stratejileri
gelistirilmeye ¢aligilirken dogal kaynakli ilaglara da ilgi artmistir. Flavonoidler,
noroprotektif etkilerinden dolay1 bu anlamda umut verici terapotik bitkisel maddeler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli ¢alismalar, flavonoidlerin kullaniminin Alzheimer
ve Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegini
gostermistir (Zhao vd., 2019). Calismalar bu bilesiklerin, ndrodejeneratif hastaliklar ve
yaslanmanin ayrilmaz bir pargasi olan bellek kayiplart ve bilissel kayiplar {izerinde

olumlu etkileri oldugunu gostermistir (Vauzour vd., 2008).

Bu tez calismasinda, SCP ile amnezi modeli olusturulmus siganlarda
polimetoksiflavon tirevi olan TNG uygulamasinin, hipokampal morfoloji lizerindeki
etkileri incelenmis ve hipokampal formasyonun iliskili bdlgelerinde yol actig
immunoreaktivite degisikliklerinin nérogenez, nodroplastisite ve glial plastisite gibi
stireglerle iliskileri arastirilmigtir.

Ik olarak, SCP ile amnezi modeli olusturulmus si¢anlarin hipokampal
formasyonlarindaki morfolojik degisikliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla,
Nissl protokoll uygulanarak hipokampusiin CAy, CAs ve DG alt-alanlar1 incelenmistir.
SCP uygulamasi; noronlarin sayisinda azalmaya, néronlarin morfolojik yapilarinda
farkliliklara ve hiicre tabakalarinda bozulmalara yol agmis; TNG uygulamasi ise her iki
dozda da bu olumsuz degisiklikleri belirli diizeyde iyilesmistir.

Calismanin devaminda, post-mitotik ndrona spesifik isaret proteini olan NeuN
immiinoreaktivitesi degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, SCP uygulamasi ile
hipokampal CA1, CAs ve DG bdlgelerinde azalmis olan NeuN immiinopozitif hiicre
sayisinin TNG uygulamasi ile arttigin1 gostermistir.

TNG’nin norogenez ve ndronal morfoloji Uzerindeki muhtemel etkisinin
incelenmesinin ardindan, bu flavonoidin SCP ile amnezi modeli olusturulmus

sicanlardaki etkisine astrositlerin muhtemel katilimi da incelenmistir. Calismamizin diger
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sonuglariyla uyumlu sekilde SCP uygulamasi hipokampal CA1, CAz ve DG bdlgelerinde
GFAP yogunlugunda azalmaya yol acarken; TNG uygulamasi ile azalmig olan

immiinopozitif hiicre sayisinin arttig1 goriilmiistir.

Bu c¢aligmada TNG’nin SCP’nin yol a¢tigi hasar ve/veya kognitif
disfonksiyonlara kars1 noronal ve glial protektif etki gésterebilecegi ortaya koyulmustur.
Diger yandan, bu sonuglarin TNG tedavisinin hipokampal morfoloji {izerine etkilerine

iliskin daha detayli calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

TNG’nin, SCP kaynakli amnezinin neden oldugu kognitif bozukluklara karsi
antioksidan, terapotik ve ndoroprotektif etkilerinin; noronal canlilik, biiylime ve
farklilasmanin temel modiilatorleri olan ndrotrofik faktorler ile baglantili olmasi
muhtemeldir. Basta BDNF olmak iizere; NGF, NT-3 ve NT-4 gibi diger norotrofinlerin
noronal plastisiteye destek olduklar1 ve kognitif fonksiyonlara olan katkilar1 bildirilmistir
(von Bohlen Und Halbach, 2007; Bothwell, 2014; Lim vd., 2014; Mitre vd., 2017; Katiyar
vd., 2022). Bu baglamda TNG’nin; ndrotrofik faktdrlerin ekspresyonlari, miktarlari ve
fonksiyonlar1 iizerine muhtemel etkileri de aydinlatilmasi gereken diger basliklar arasinda

yer almaktadir.

Kognitif fonksiyonlarin, noronal hiicre govdeleri ve sinaptik baglantilardaki
degisiklikler ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda
TNG’nin hipokampal formasyondaki ndrogenez siireclerindeki rolii anti-NeuN ile
incelenmistir. Ek olarak, presinaptik bolgedeki norotransmisyonda rol oynayan
proteinlerin ekspresyonlarinda ve miktarlarinda meydana gelen degisimlerin anti-
sinaptofizin ile; postsinaptik reseptorler ve sitoskeletal elementlerle iliskili
immiinoreaktivite degisikliklerinin de anti-postsinaptik yogunluk-95 (PSD-95) ile analiz
edilmesi; TNG’nin 68renme ve bellekteki presinaptik ve postsinaptik siirecler ile iliskisini
ve dolayisiyla sinaptogenez/sinaptik plastisitedeki  roliinii kavramamiza olanak

saglayacaktir (Choi vd., 2011; Hajjar vd., 2013; Luo vd., 2015).

Doublecortin (DCX) ekspresyonu; noronal gog, akson uzamasi ve sinaptogenez ile
baglantili olup; yeni olusan hiicreler i¢in bir belirte¢ olarak tanimlanmakta; azalmig DCX
ekspresyonu ise noronal kayiplari ifade etmektedir (D'Alessio vd., 2010). Bu baglamda,;
postmitotik evredeki noéronlari anti-NeuN ile, yeni olusan noronlari ise anti-DCX ile

analiz etmek, amneziye sebebiyet veren hasarin sonuglarini ndronlarin tiim yasam
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evrelerinde inceleme ve yorumlama firsatin1 saglayacak ve TNG’nin patolojik

stireclerdeki terapdtik etkisinin aydinlatilmasina yardimer olacaktir.

Nissl histokimyasal boyama yOnteminin, Nissl graniillerini tanimlama disinda;
hiicre dagilim1 ve hiicre morfolojisi hakkinda bilgi verdikleri bilinmektedir (Aver vd.,
2004; Drouin vd., 2022). Bunlara ek olarak; iliskili beyin bdlgelerindeki hacim
degisikliklerini inceleme ve imminofloresan boyama yontemleriyle desteklenen bir
arastirma, morfolojik analizin daha biitiincil ve genis bir bakis agisiyla
gerceklestirilmesine olanak taniyacak olup, biligsel siireglerle yakindan baglantili

alanlardaki olas1 degisiklerin ayrintili sekilde incelenmesini saglayacaktir (Sills vd.,
2020; Radzicki vd., 2023).

Giliniimiizde demansin ve kognitif bozukluklarin eslik ettigi hastaliklarin
prevalanslarindaki hizli artisa ragmen klinikte kullanilan ila¢ sayisinin olduk¢a az oldugu
g0z Oniinde bulundurulursa, biligsel fonksiyonlar iyilestirici 6zellige sahip farmakolojik
ajanlarin ve bu maddelerin etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin kesfi biiyiilk 6nem
tagimaktadir. Klinik arastirmalar ile bu bulgularin desteklenmesi gerekmekle birlikte; bu
calisma sirasinda, TNG’nin 6grenme-bellek ile iligkili alanlarda morfolojik ve molekiiler
acidan olumlu degisikliklerinin ortaya koyulmasi, Alzheimer hastalig1 basta olmak iizere
biligsel islevlerin geriledigi ¢esitli hastaliklara ve tedavilerine yonelik bir bakis agisi

saglamasi agindan onem tasimaktadir.
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