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TESEKKUR

Calismamin planlanma, yiiriitilme ve tamamlanmasina kadar tiim asamalarinda

bilimsel katkilartyla ve sonsuz anlayisi ve sabriyla bana destek olan degerli tez danismanim
e,

Doktora egitim hayatim boyunca 6zveri ve emekleriyle tam donanimli sekilde mezun

olmamiz1 saglayan Baskent Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalindaki hocalarim

2

a
Tez ¢alismamda kullandigim elektrofizyolojik yontemleri 6nce sabirla 6greten, sonra
da laboratuvar olanaklarni kullanmama izin veren Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1 6gretim {iyesi hocam ‘ya ve
bu deneylerde teknik destek ve yardiminmi esirgemeyen arkadasim
elektrofizyoloji laboratuvarini kullanmam i¢in boliimlerinde ¢alismama izin
veren Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Farmakoloji Anabilim Dal1 Baskanligima
ve 0gretim tliyelerine,
Doktora egitimim boyunca bana destek veren, yardim eden ve motive eden Yol

2

arkadagslarim na,

Calismada kulland1gim metimazol etkin maddesi destegi i¢in Polifarma Ila¢ Sanayi’ye

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

LUX KM. “Sicanlarda Anosmi ile Bilissel i_§lev Bozulmas1 Arasindaki iliskinin ve
Mekanizmalarinin Arastirllmas1”, Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, 2023.

Anosmi ile norodejeneratif hastaliklar arasindaki iligkinin mekanizmasi ve yonii heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Bu tez calismasinda siganlarda iki farmakolojik ajan, ZnSO4 ve
metimazol uygulanarak olfaktor epitel hasari ile ndronal hasar aracili anosmi/hiposmi modelleri
olusturulmus ve ¢esitli davranis testleri ile degerlendirilen biligsel siire¢ ile koku duyusu kaybi
arasindaki olasi iliski incelenmistir. Bu ¢alismada 6 haftalik, Wistar albino irki erkek sican
(n=18; 217+18 g) iizerinde in vivo ve in vitro deneyler gerceklestirilmistir. Intranazal ZnSO4
uygulamasi ile mukozal hasar ve HVCNI1 kanal blokaji ile akut anosmi modeli, metimazol (75-
300 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu ile de olfaktdr néronlarin apoptoz ile harabiyeti saglanarak kronik
anosmi modeli olusturulmasi hedeflenmistir. Siganlarda olusturulan deneysel modellerin
anosmi gelismesine neden olup olmadiginin validasyonu Yem Bulma Testi (YBT) ile
degerlendirilmistir. Sonrasinda olas1 nérokognitif degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in cesitli
davranis testleri ve LTP’de olas1 degisikligin degerlendirilmesi i¢in elektrofizyolojik deneyler
gerceklestirilmistir. Bazal YBT seansinda gémiilii yemi bulma bakimindan gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmazken (Kontrol: 7,7+1,78 dk, Metimazol: 9,3+1,89 dk, Cinko siilfat:
6.1£1,99 dk), anosmi modelleri olusturulduktan 1 ay ve 2 ay sonraki YBT seanslarinda anosmi
modelinin gegerliligi dogruland: (1. ay- Kontrol: 8,5+2,39 dk, her iki anosmi grubu 15+0 dk;
p<0.005 vs Kontrol; 2. ay- Kontrol: 8,0+0,92 dk, Metimazol: 15+0 dk; Cinko siilfat: 14,75+0,49;
p<0,001 vs Kontrol). Koku duyusunun kaybi1 viicut agirliginda kontrol grubuna gore anlaml
azalmaya neden oldu (Kontrol %86,2+9,4 (181gr) vs Metimazol % 70,315,86 (146,5 g) ve Cinko Suilfat
% 61,613,18 (127,6 g)). Hipokampal 6grenme-bellek performansinin degerlendirildigi Morris Su
Labirenti (MSL) testinde biitiin gruplarin anlamli 6grenme performansi gosterdigi ve kacis
platformunu bulma siirelerinin anlamli sekilde azaldig1 gozlendi, ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Ozellikle prefrontal 6grenme-bellek
performansinin degerlendirildigi Yeni Nesne Tanima (YNT) testinde ise Kontrol ve Metimazol
gruplar1 arasinda anlamli fark saptandi (Kontrol= %83,8; Metimazol=%37,8; p<0,05). Limbik
sistem 1ile iliskili korku-giidimlii 6grenme-bellek performansinin degerlendirildigi Pasif
sakinma (PS) testi bulgular1 da anosmik gruplarda 6grnemenin bozuldugunu gosterdi (Kontrol:
50,3+97 sn vs Metimazol: 11,5+£9.7 sn , Cinlo siilfat: 2,1+0,4 sn ,).; p<0,05 Metimazol vs
Kontrol ve p<0,01 Cinko siilfat vs Kontrol). Anksiyetenin degerlendirildigi Yiikseltilmis Arti
Labirent (YAL) ve A¢ik Alan testleri ile digkilama sayilar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmadi. Depresyon-benzeri davranisin degerlendirildigi Zorlu Yiizdiirme
Testi (ZYT) bulgular1 da gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini gosterdi. Dentat gyrus
iizerinde gerceklestirilen elektrofizyolojik deneylerde degerlendirilen LTP kayitlarinda biitiin
hayvanlarda 6grenme/potentiasyon oldugu ve anosminin dentat gyrus ile iliskili 6grenme
fonksiyonlarin1 bozmadig goriildii. Bulgularimiz 1s1ginda anosminin hipokampal 6grenme ve
bellek iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 ancak prefrontal korteks ve amigdala iizerinde
olumsuz etki gosterdigi sonucuna varildi. Bu bolgeler lizerinde yapilacak ileri elektrofizyolojik
caligmalar ve mekanizmanin aydinlatilmasina yonelik hiicresel ¢alismalar 6nerilir.

Anahtar kelimeler: Anosmi, hiposmi, sigan, biligsel islev, elektrofizyoloji
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ABSTRACT

LUX KM. "Investigation of the Relationship and Mechanisms Between Anosmia and
Cognitive Dysfunction in Rats'', Baskent University Institute of Health Sciences,
Department of Pharmacology, PhD Thesis, 2023.

The mechanism and direction of the relationship between anosmia and neurodegenerative
diseases is not yet fully understood. In this thesis study, olfactory epithelial damage and neuronal
damage-mediated anosmia/hyposmia models were created by administering two
pharmacological agents, ZnSO4 and methimazole, in rats and the possible relationship between
cognitive function and loss of sense of smell evaluated by various behavioral tests was
examined. In this study, in vivo and in vitro experiments were performed on a 6-week-old,
Wistar albino male rat (n=18; 21718 g). It was aimed to create an acute anosmia model with
mucosal damage and HVCNI1 channel blockade with intranasal ZnSO4 administration and a
chronic anosmia model by destroying olfactory neurons with apoptosis with methimazole (75-
300 mg/kg, i.p.) injection. The validation of whether experimental models created in rats caused
the development of anosmia was evaluated by Buried Food Test (BFT). Subsequently, various
behavioral tests were performed to evaluate possible neurocognitive changes and
electrophysiological experiments were performed to evaluate the possible change in LTP. While
there was no significant difference between the groups in terms of finding buried food in the
basal BFT session (Control: 7.7+1.78 min, Methimazole: 9.3+1.89 min, Zinc sulfate: 6.1+1.99
min), the validity of the anosmia model was confirmed in the BFT sessions 1 month and 2
months after the anosmia models were created (1st month- Control: 8.5+£2.39 min, both anosmia
groups 15+0 min; p<0.005 etc. Control; 2nd month- Control: 8.0+0.92 min, Methimazole: 1540
min; Zinc sulfate: 14,75+0,49; p<0.001 vs Control). Loss of sense of smell led to a significant
reduction in body weight compared to the Control group (Control 86.249.4% (181g) vs
Methimazole 70.3+£5.86% (146.5 g) and Zinc Sulfate 61.6+3.18% (127.6 g)). In the Morris
Water Maze (MWM) test, which evaluates hippocampal learning-memory performance, it was
observed that all groups showed significant learning performance and the time to find the escape
platform was significantly reduced, but no statistically significant difference was found between
the groups. In the Novel Object Recognition (NOR) test, in which prefrontal learning-memory
performance was evaluated, a significant difference was found between the Control and
Methimazole groups (Control= %83,8; Methimazole=%37,8; p<0,05). Passive avoidance (PA)
test findings, which assess fear-driven learning-memory performance associated with the limbic
system, also showed impaired learning in the anosmic groups (Control: 50.3+97 sec vs
Methimazole: 11.549.7 sec , Zinc sulfate: 2.1+0.4 sec.).; p<0,05 Control vs Methimazole and
p<0,01 Control vs Zinc sulfate). When the number of defecations was evaluated with the
Elevated Plus Maze (EPM) and Open Field tests in which anxiety was evaluated, no significant
difference was found between the groups. The findings of the Forced Swim Test (FST), which
evaluates depression-like behavior, also showed that there was no significant difference between
the groups. LTP records evaluated in electrophysiological experiments on dentate gyrus showed
that there was learning/potentiation in all animals and anosmia did not impair the learning
functions associated with dentate gyrus. In the light of our findings, it was concluded that
anosmia does not have a negative effect on hippocampal learning and memory, but has a
negative effect on the prefrontal cortex and amygdala. Further electrophysiological studies on
these regions and cellular studies to elucidate the mechanism are recommended.

Keywords: Anosmia, hyposmia, rat, cognitive function, electrophysiology



This study was approved by Baskent University Animal Experiments Local Ethics Committee
(Annex-1, project no: DA20/16) and supported by Baskent University Research Fund (Project
Approval Date: 13.10.2020). Animal experiments were conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki and the Guidelines for the Use and Care of Laboratory Animals
published by the American National Health Organization (USA-NIH)
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Tablo 1. Deney gruplari

TABLOLAR LISTESI



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

AA: Acik alan

AP: Antero- Posterior

BL: Barnes Labirenti

CAMP: Siklik adenozin monofosfat
cGMP: Siklik guanozin monofosfat
DA: Dopamin

DR: Dopamin Reseptorii

D1: Dopamin reseptor 1 alttipi

DAT: Dopamin tastyicisi

DV: Dorso-Ventral

G proteini: Guanin niikleotid-baglayici protein
Gs: Stimiilan tip G proteini

Goir: Olfaktor tip G proteini

GPKR: G-Proteini ile Kenetli Reseptor (G-Protein-coupled receptor; GPCR)
icv: Intraserebroventrikiiler

ko: Knock out

MAO-B: Monoamino oksidaz

MFB: Orta 6n beyin demeti

ML: Medio-lateral

MSL.: Morris Su Labirenti

MSS: Merkezi sinir sistemi

OR: Olfaktor Reseptor

PSS: Periferik sinir sistemi

PZYT: Porsolt Zorlu Yiizdiirme Testi
s.C.: subkutan

SF: Serum fizyolojik

YAL: Yiikseltilmis Art1 Labirent
YNT: Yeni Nesne Tanima Testi
ZnSQOq4: Cinko siilfat

ZYT: Zorlu Yiizdiirme Testi



1. GIRIS

Koku duyusu embriyolojik olarak en eski duyu olmasina karsin, mekanizmasi en az
anlasilmis olan duyudur. Koku duyusu, iliskili sinirsel yolaklarin beyin sapinda bir ¢ekirdegi
olmamasi nedeniyle bir kraniyal sinir degil beynin uzantisi olarak kabul edilmesi, rejenerasyon
Ozelligi olmasi, talamusa ugramadan kortekse ulasan tek duyu olmasi, bir koku belleginin
bulunmasi gibi, onu diger duyulardan ayricalikli kilan birgok yoniiyle ¢ok 6zel bir duyudur (1,
2). Ozellikle son yillarda sinirbilimleri alaninda koku duyusunun anlasiimasina y&nelik pek ¢ok
arastirma bu duyunun evrimsel ve yasamsal dnemi hakkinda ¢ok dnemli bulgular saglamigtir
(3, 4). Koku alma yetisi, canlilarda dogadaki diger canli ve cansiz maddelerin ¢ogu hakkinda
bilgiye, deneyime dayali davranig degisikligi gelismesine neden oldugu i¢in koku duyusu
evrimsel siiregte ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Canlinin diger canlilarla ve tiirdesleriyle iligkilerini
diizenlemekte en giivenilir referanslarindan olagelmistir. Bu 6zel duyunun canlilardaki es
bulma, yiyecek bulma, rakipten ve olasi tehlikelerden kaginma gibi pek ¢ok davranistaki 6nemli
rolii, saglikli bir koku duyusunun ve iglevsel bir koku belleginin, insan dahil canlilarin
evrimindeki 6nemini agik¢a ortaya koymaktadir (5).

Koku duyusunda siire¢ diisiik derisimlerdeki ugucu kimyasal maddelerin kemosensorler
araciligi ile taninmast ile baslar (6). Koku duyusu evrimsel siirecin en ilkel duyularindan birisi
olmakla beraber, en karmasik molekiiler mekanizmalardan birisine sahiptir. Koku reseptorleri
ylizlerce reseptdr proteininden olusur. Bunlar ise binlerce kokunun algilamasi ve ayirt
edilmesini saglar (7). Pek ¢ok canli tiirii koku duyusu sayesinde kimyasal bilesikleri ve bu
bilesiklerin aracilik ettigi tepkimeleri ayirt edebilmektedir. Farkli tiirler, farkli koku alma
reseptor setlerine sahiptir (8). Koku maddeleri ¢esitli kimyasal yapida ugucu, diisiik
derisimlerde ¢ogunlukla hidrofobik organik bilesiklerdir (9, 10).

Insanlarda olfaktdr genler, kromozomlarin kopyalama hatasina yatkin bolgelerinde yer
almaktadir. Olfaktor reseptoriin yapisindaki degisiklik kokulara kars1 afinitesinde degisikliklere
neden olarak koku algisinda ve kokulara kars1 verilen davranissal tepkilerde varyasyonlara yol
acmaktadir. Yasam tarzindaki adaptasyonlarin bir kismi ¢evreye ve tepkilere karsi olfaktor

reseptOr genlerinin artmasi, azalmasi veya yok olmasi ile de dengelenmektedir.

Buck ve Axel tarafindan olfaktor reseptor (OR) protein siiper ailesinin (3) kesfi ve insan
genom projesi ile Insanlarin kokular1 nasil algiladiklar {izerine olan ilgiyi olfaktdr genler,
proteinler, transdiiksiyon mekanizmalar1 ve koku alma repertuarlarinin gelisimi iizerine

kaydirmustir. (11-14).



Koku duyusu en karmasik molekiiler mekanizmalardan birisine sahiptir. Yiizlerce
reseptdr proteininden olusan koku reseptorleri binlerce kokunun algilamasi ve ayirt edilmesini
saglar (7). Bu karmasik ag genetik, cinsiyet, yas, hormonal durum, hastaliklar ve ¢evre gibi
bir¢ok modiilator faktérden etkilenir. Koku algisindaki bu kompleks molekiiler ve kortikal aglar
g0z Oniine alindiginda bir¢ok ilag molekiiliiniin de bu sistem iizerinde modiilator etkilerinin

oldugu aciktir (11).

Olfaktor sinir dis diinya ile temas halinde olan tek kranial sinirdir, boylelikle kimyasallar
ve patojenler agisindan en yiiksek riski tagir. Koku algis1 bulbus olfactorius’ta yogunlagsmis ve
tlim beyine yayilmig molekiiler yolaklardan olusur. Koku duyusu ile iligkili dokuz yiizden fazla
gen ve psddogen, 20. kromozom ve Y kromozomu harig, tiim insan genomuna yayilmistir (11).
Insanlardaki koku duyusunda yaklasik 400 fonksiyonel gen iiriinii ve bunlarin kodladig olfaktor
G proteini (Gorr) ile kenetli reseptorler (GPKR) gorev alir (9, 12). Bu reseptorlerin gelen
kimyasal uyariya farkli derecede yanit vermesiyle olusturduklari paternlerin tanimmasi
sayesinde 400’e yakin reseptor binlerce kokuyu ayirt etmeyi saglar. Farkli odorantlar farkl

olfaktor reseptér kombinasyonlarini uyarir ve kendine 6zgii bir 6riintii (patern) olusturur (6, 15).

Koku duyusunun en periferdeki anatomik zemini burnun iist seviyesinde yer alan epitelin
icinde yerlesik olarak bulunan olfaktor reseptor hiicreleri, destek hiicreleri ve bazal hiicrelerden
olusur. Destek hiicreleri mukozal sinirda mikrovilluslar ile kapli sekretuvar graniiller igeren bir
yapidir. Andiferansiye kok hiicreler olan bazal hiicreler reseptdr hiicrelerinin yikim-yapim
dongiisiinden (turnover) sorumludurlar. Olfaktor reseptor hiicreleri de silialar1 olan ve olfaktor
sinir ile devam eden yapilardir. Olfaktor sinir ince, myelinsiz ve yavas ileten bir sinirdir. Bu
sinirler kafatabaninda yer alan kribriform kemigin igindeki deliklerden gegerek bulbus
olfactorius’ta yer alan glomeriiller i¢inde mitral hiicreler (1000 reseptor hiicresi 1 tane mitral
hiicre ile) ile sinaps yaparlar ve tractus olfactorius araciligi ile olfaktor tiiberkiil, entorinal
korteks, amigdala, periamigdaloid korteks, piriform kortex ve anterior olfaktor kortekse iletim
yaparlar.

Koku duyusunun periferdeki ana molekiiler bilesenleri Gs ve Ggpolf reseptorleridir. Bu
reseptorlerin biiyiik cogunlugu adenilat siklaz, kiiclik bir kism1 ise guanilat siklaz enzimleri ile
kenetlidir ve uyarilmalar1 sonucunda hiicre i¢cinde sirasiyla cAMP ve cGMP gibi ikinci ulaklarin
artisina neden olarak katyon (Na*/Ca?") kanallarinin ve ardindan da C1” kanallarmin agilmasina
neden olurlar. Bu siire¢ depolarizasyona yol agarak bir aksiyon potansiyelini baslatir. Aksiyon

potansiyelinin olugmasi agisindan diger bir énemli kanal ise Navl.7 kanalidir. Bu kanalin



inhibisyonu sinir iletisini baskilar. Olfaktor sistemin daha {ist merkezlerinde ise bolgesel
farklilik gostermekle beraber, dopamin Di reseptorleri ile kenetli Gs ve Gsjoif reseptorleri
bulunmaktadir. Bu yolagin farkli ilaclar ile aktive ve inhibe oldugu gosterilmistir. Ornegin,
opioidler koku yolagin1 baskilarken, teofilinler uyarir. Son yillarda birgok calisma
norodejeneratif hastaliklarda koku duyusunda kayip oldugunu gostermistir. Bu kaybin bir¢ok
hastaligin tanisinda oncii-belirteg olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ornegin, amyotrofik lateral
skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 ve Huntington hastalig1 gibi nérodejeneratif
hastaliklarda koku duyusunda da kayip oldugu gdsterilmis ancak bunun hastalikla iliskisi heniiz
net olarak agiklanamamistir (16-18).

Anosmi ile norodejeneratif hastaliklarin iligkisi bilinmekle birlikte mekanizmanin agik
olmamasi bu tez ¢alismasinin 6zgiin yoniidiir. Bu tez ¢aligmasi ile baslayabilecek derinlemesine
bir arastirma siirecinde mekanizmaya yonelik bir ipucunun bulunabilmesi Alzheimer hastalig1,
Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, ALS gibi pek c¢ok noérodejeneratif hastaligin

tedavisine katkida bulunacak kanit saglayabilecektir.

Bu tez ¢alismasinin amaci siganlarda akut ve kronik anosmi modellerinde nérokognitif
islevdeki olasi degisikliklerin noropsikofarmakolojik ve elektrofiyolojik olgiitler araciligiyla

incelenmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Koku Duyusu

Omurgalilarda burun ve agiz ile iliskili duyu sistemlerinden koku alma, tat alma ve
trigeminal veya genel kemosensor sistemin olusturdugu {i¢ duyu sistemi canlinin gevresel

kimyasallar1 algilamasina aracilik eder (1, 19- 20)

Hayvanlarda koku alma duyusu kimyasal ortamdan gelen sinyalleri algilamak iizere
gelismistir. Bu sinyaller ne yenecegine, ne zaman lireyecegine, hangi yone hareket edilecegine
ve hangi uyaranlarin odiillendirici veya tehlikeli olarak hatirlanacagina dair ipuglart igerir (1,2).
Insanlarda da kokular diger insanlar, hayvanlar, bitkiler ve cevre ile ilgili pekcok

durumhakkinda bilgi saglar. Koku duyusu beslenme ve sosyal iletisim tizerinde etkilidir (1).

Koku duyusu embriyolojik olarak en eski duyu olmasina karsin, mekanizmasi heniiz en
az anlasilmis olan duyudur. Koku duyusu, iliskili sinirsel yolaklarin beyin sapinda 6zel bir noral
¢ekirdeginin bulunmamasi nedeniyle bir kraniyal sinir degil beynin uzantisi olarak kabul
edilmesi, rejenerasyon oOzelligine sahip olmasi, talamusa dogrudan ugramaksizin Kortekse
ulasan tek duyu olmasi, 6zellesmis bir koku belleginin bulunmasi gibi, onu diger duyulardan

ayricalikl kilan bir¢ok yoniiyle ¢ok 6zel bir duyudur (1, 2).

Insanlarin sahip oldugu tiim duyular arasinda koku alma duyusu en ilkel ve en volatil
duyudur (21). Havadaki binlerce kii¢iik kimyasali (koku maddeleri; odorantlar) algilar, kodlar
ve ayirt eder; Koku maddeleri ugucu, daha hafif, genellikle ¢ok kiigiik derisimlerden bulunan,

cesitli kimyasal yapida ve 6zellikte, biiylik 6lglide hidrofobik organik bilesiklerdir (9-10).

Koku maddeleri olarak adlandirilan bu uyaranlar, burnun i¢ini kaplayan epitel
tabakasindaki koku alma epitelinde bulunan 6zellesmis koku alma reseptdrii néronlart ile
etkilesime girer. Reseptor hiicrelerden ¢ikan aksonlar, dogrudan olfaktor bulbustaki néronlara
projekte olur, bu da sirasiyla 6n beyindeki diger yapilarin yani sira temporal lobtaki piriform
kortekse projeksiyonlar gonderir (1). Bu nedenle koku alma sistemi, birincil reseptorlerden
duyusal bilgileri igleyen alti katmanli neokortikal bir bolgeye giden talamik bir baglantiy1
(informasyon, mesaj, réle) igermemesi bakimindan duyusal sistemler arasinda benzersizdir.
Bunun yerine, piriform korteks, filogenetik olarak neokorteksten daha eski oldugu diisiiniilen
ti¢ katmanl1 arkikortekstir ve bu nedenle koku almaya adanmis 6zel bir isleme merkezini temsil

eder (2).



Tim tiirler arasinda koku duyusu iki ana soruna yanit olarak gelismistir; kimyasal
bilesikler ve bunlarin neden oldugu benzersiz tepkimeleri fark etmek ve ayirt etmek. Bununla
birlikte, koku duyusu sadece koku maddelerini tanimlamak ve ayirt etmek degil, nesnelere veya
olaylara duygusal bir nitelik katmak, ruh halimizi ve diislincelerimizi etkilemek, sosyal
etkilesimlerde bir katalizor gorevi gormek, davranislar1 ve bireylerarasi iligkileri diizenlemek

gibi islevleriyle insanligin evriminde 6nemli bir role sahiptir (5).

2.2. Olfaktor Sistem

Insanlarda olfaktor genler, kromozomlarin kopyalama hatasma yatkin bdlgelerinde yer
almaktadir. Olfaktor reseptor (OR) geni duplikasyona ugrar ve bu esnada iki 6zdes genden birisi
mutasyona ugrayabilir. Bu mutasyon fonksiyonel bir geni bir psddogene ¢evirebilir, fatal veya
non-fatal olabilir, mutasyon sonucu molekiiler yapida hafif degisiklikler ile kopyalanmaya

devam eder.

OR’deki yapisal degisimler odorantlara karsi afinitesinde degisikliklere yol agarak koku
algisinda ve kokulara kars1 verilen davranigsal tepkilerde varyasyonlara neden olur. Yasam
tarzindaki adaptasyonlarin bir kismi ¢evreye ve tepkilere karst OR genlerinin artmasi veya yok
olmast ile de dengelenmektedir. Olfaktor sistem bu degisikliklerden avantaj saglayarak kokulara

kars1 birbirinden ayr1 ve 6grenilmis davranigsal tavirlar gostermektedir (8).

Insanlarin kokulari nasil algiladiklarina olan ilgi oldukga giinceldir ve iki onemli bilimsel
caligma araciligi ile 6nem kazanmistir. Bu ¢alismalar Buck ve Axel tarafindan OR protein siiper
ailesinin (3) kesfi ve insan genom projesidir (12). Bu da arastirmalarin odagini olfaktor genler,
proteinler, transdiiksiyon mekanizmalar1 ve koku alma repertuarlarinin gelisimi {izerine
kaydirmistir  (11-14). Ozellikle son yillarda sinirbilimleri alaninda koku duyusunun
anlasilmasina yonelik pek ¢ok aragtirma bu duyunun evrimsel ve yasamsal 6nemi hakkinda ¢ok

onemli bulgular saglamistir (3, 4).

Koku duyusunun tiimiiyle kayb1 (anosmi) veya azalmasi (hiposmi) bir¢ok nedene bagli
olarak gelisebilir ve yasam kalitesini ciddi anlamda bozar. Calismalarda koku duyusunun
yaslanma ile yaygin bir sekilde azaldigi gosterilmistir. Anosminin 65-80 yas arasindaki
bireylerin %50’sinde, 80 yas iizeri bireylerin ise %75’inde gozlendigi bildirilmistir (22-23).
Ileri yasta koku kaybina bagli mortalite riski koroner kalp hastaliklari kadar yiiksek

bulunmustur. Son yillarda, amyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastaligi, Parkinson



hastalig1 ve Huntington hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda koku duyusunda da kayip

oldugu gosterilmis ancak bunun hastalikla iliskisi heniiz net olarak agiklanamamustir (16-18).

Koku duyusunda siire¢ diisiik derisimlerdeki ugucu kimyasal maddelerin kemosensdrler
araciligi ile taninmast ile baslar (6). Koku duyusu evrimsel siirecin en ilkel duyularindan birisi

olmakla beraber, en karmasik molekiiler mekanizmalardan birisine sahiptir.

Koku reseptorleri yiizlerce reseptdr proteininden olusur. Bunlar ise binlerce kokunun
algilamasi ve ayirt edilmesini saglar (7). Bu karmasik ag; genetik, cinsiyet, yas, hormonal
durum, hastaliklar ve ¢evre gibi bir¢ok modiilator faktorden etkilenir. Koku algisindaki bu
kompleks molekiiler ve kortikal aglar géz oniine alindiginda birgok ilag molekiiliiniin de bu

sistem lizerinde modiilator etkilerinin oldugu agiktir (11).

Olfaktor sinir dis diinya ile temas halinde olan tek kranial sinirdir, boylelikle kimyasallar
ve patojenler agisindan en yiiksek riski tagir. Koku algis1 bulbus olfactorius’ta yogunlagsmis ve
tiim beyine yayilmis molekiiler yolaklardan olusur. Koku duyusu ile iligkili dokuz yiizden fazla
gen ve psddogen, 20. kromozom ve Y kromozomu harig, tiim insan genomuna yayilmistir (11).
Insanlardaki koku duyusunda yaklasik 400 fonksiyonel gen iiriinii ve bunlarin kodladig: olfaktor
G proteini (Gorf) ile kenetli reseptorler (GPKR) gorev alir (6, 24). Bu reseptorlerin gelen
kimyasal uyariya farkli derecede yanit vermesiyle olusturduklari paternlerin tanimmasi
sayesinde 400’e yakin reseptor binlerce kokuyu ayirt etmeyi saglar. Farkli odorantlar farkli OR

kombinasyonlarini uyarir ve kendine 6zgii bir 6riintii (patern) olusturur (6, 15).

Koku duyusunun en periferdeki anatomik zemini burnun iist seviyesinde yer alan epitelin
icinde yerlesik olarak bulunan olfaktor reseptor hiicreleri, destek hiicreleri ve bazal hiicrelerden
olusur. Destek hiicreleri mukozal sinirda mikrovilluslar ile kapli sekretuvar graniiller igeren bir
yapidir. Farlilasmamis kok hiicreler olan bazal hiicreler reseptor hiicrelerinin yikim-yapim
dongiisiinden (turnover) sorumludurlar. OR hiicreleri de silialari olan ve olfaktor sinir ile devam
eden yapilardir. Olfaktdr sinir ince, myelinsiz ve yavas ileten bir sinirdir. Bu sinirler
kafatabaninda yer alan kribriform kemigin ig¢indeki deliklerden gecerek bulbus olfactorius’ta
yer alan glomeriiller icinde mitral hiicreler (1000 reseptor hiicresi 1 tane mitral hiicre ile) ile
sinaps yaparlar ve tractus olfactorius aracilig ile olfaktor tiiberkiil, entorinal korteks, amigdala,

periamigdaloid korteks, piriform korteks ve anterior olfaktor kortekse iletim yaparlar.



Koku duyusunun periferdeki ana molekiiler bilesenleri Gs ve Ggoir proteinleri ile kenetli
reseptorlerdir.  Aslinda  olfaktor  epiteldeki  reseptorler odorant (koku  reseptorleri)

ve feromonlari1 (vomeronazal reseptorler) baglayarak etkinlesecek bigimde 6zellesmistir.

Bu reseptorlerin biiylik ¢ogunlugu adenilat siklaz, kiiclik bir kism1 ise guanilat siklaz
enzimleri ile kenetlidir ve uyarilmalar1 sonucunda hiicre iginde sirasiyla cAMP ve cGMP gibi
ikinci ulaklarin artigina neden olarak katyon (Na'/Ca?") kanallarmin ve ardindan da CI
kanallarinin agilmasina neden olurlar. Bu siire¢ depolarizasyona yol acarak bir aksiyon
potansiyelini baglatir. Aksiyon potansiyelinin olugsmasi agisindan diger bir 6nemli kanal ise

Nav1.7 kanalidir. Bu kanalin inhibisyonu sinir iletisini baskilar.

Olfaktor sistemin daha iist merkezlerinde ise bolgesel farklilik gostermekle beraber,
dopamin D1 reseptorleri ile kenetli Gs ve Ggoif proteinleri bulunmaktadir. Bu yolagin farkli
ilaglar ile aktive ve inhibe oldugu gosterilmistir. Ornegin, opioidler koku yolagimi baskilarken,
teofilin uyarir. Son yillarda bir¢ok ¢aligma nérodejeneratif hastaliklarda koku duyusunda kayip
oldugunu gostermistir. Bu kaybin bir¢cok hastaligin tanisinda oncii-belirteg olabilecegi ileri

stirtilmiistiir.
2.3. Anosmi
2.3.1. intranazal ¢inko siilfat lavaji-aracil anosmi:

Alberts ve Galef (1971) tarafindan ilk kez bildirilmesinden sonra, ¢inko siilfatin (ZnSO4) burun
icine uygulanmasi, ¢esitli tiirlerde olfaktor epiteli yok ederek olusturulan bir anosmi modeli
olarak kullanilmistir (25). Aslinda, bu yontemin etkinligi o kadar yaygin kabul gormistiir ki,
bazi durumlarda, koku tespiti igin bir davranis testinin yoklugunda bile anosminin oldugu
varsayilmigtir (26-29). Bununla birlikte, bu uygulamanin genel olarak sanildigindan ¢ok daha
az etkili olabilecegine dair dnemli kanitlar vardir. Sicanlar ve hamsterlar ile yapilan anatomik
caligmalar, intranazal ZnSO4 uygulamasinin tim koku alma epitelini tahrip etmeyebilecegini

ortaya koymaktadir (28; 30-31).

Fareler tizerinde benzer koordineli anatomik ve davranigsal ¢aligmalar yapilmamis olsa da
ZnS0Os4 tedavisinin farelerde daha etkili olabilecegine inanmak i¢in nedenler vardir. Bir dizi
calisma, ZnSO4'iin farelerde esas olarak tim koku alma epitelinde siddetli dejeneratif

degisiklikler olusturdugunu gostermektedir (32-34). Basit besin bulma ve benzeri testler (Tablo


https://tr.wikipedia.org/wiki/Odorant
https://tr.wikipedia.org/wiki/Feromon

I'de 6zetlenmistir) kullanilarak yapilan ¢alismalarda, intranazal ZnSOa4 uygulanan farelerin

giinler, hatta haftalar boyunca anosmik oldugu bildirilmistir (33; 35-36).

Farede koku almanin molekiiler biyolojisinin anlagilmasina yonelik hizli gelismeler géz 6niine
alindiginda, koku alma sisteminin deneysel manipiilasyonuna elverisli yontemlerin gelistirmesi
giderek daha 6nemli hale gelmektedir. ZnSOs ile intranazal lavaj uygulamasinin koku alma
sisteminde giivenilir bi¢imde bir bozulmaya ve anosmiye/hiposmiye yol agmasi bu amag igin

fayda saglayacaktir.

Ne yazik ki, farelerde ZnSOg ile olusturulan anosmiye yonelik ¢aligsmalarin gogunda en ayrintilt
anatomik bulgular elde edildigi halde uygulamanin davranigsal etkileri degerlendirilmemis veya

nispeten kaba davranis testleri kullanmustir (31; 37).
2.3.2. Intraperitoneal metimazol aracih anosmi

Metimazol insanlarda koku ve tat duyusu yitimine neden olabilen antitiroid bir ilagtir.
Kemirgenlerdede olfaktotoksik bir ajandir (38; 39). Sicanlarda ve farelerde koku yitimi/ anosmi
ve koku diskriminasyonunda anlamli degisiklikler yaptigi gosterilmistir (39; 40;42).
Anosmi/hiposmi gelismesi hem mukozal hasar hemde néronal hasar baghdir (38-40). Anosmi
olusmasi i¢in 14-21 giin gerekmektedir daha kisa siireli uygulamalarda noronal hasar %10
civarinda olup diisiik seviyede hiposmiye neden olur, deney siiresince tekrarlanan
intraperitoneal enjeksiyonlar yapilmalidir (39;41;42). Long-evans siganlarinda 25mg/kg ip
enjeksiyon veya 50mg/kg oral metimazol olfaktér mukoza harabiyeti i¢in yeterlidir, 300mg/kg
tek do zip enjeksiyon ile totale yakin olfaktdr epitel harabiyeti olugmaktadir (42).
Anosmi/hiposmi ile ilgli ¢alismalarda kognitif fonksiyon ¢aligmalari yapilacagi zaman antitiroid
bir ajan olan metimazol kullanildiginda tiroid fonksiyonlarinin degerlendirilmesi énem arz

etmektedir.

2.3.3. Anosmi/Hiposmi Olustugunun Dogrulanmasi: Gomiilii Yemi Bulma Testi (Burried
Food Test)

Gomiili yemi bulma testi ilk olarak 1971'de Alberts ve Galef tarafindan tanimlanmistir
(25). O zamandan beri modifiye edilip gelistirilerek uygulanan bu test, sesitli durumlarda koku
alma bozuklugunun sonuglarini arastirmak igin kullanilmistir. Ornegin: koku alma islevinin disi
farelerin erkek tiirdeslerine karsi sosyal davranig performansi iizerindeki etkilerinin analizi (43),

hem ana koku alma sisteminin hem de vomeronazal organin davranisa katiliminin ayirt edilmesi
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(44) veya siilfat metabolizmasindaki bir bozukluk olan hiposiilfatemi hayvan modelleri (45)
iizerine deneysel calismalarda bu testten yararlanilmistir. Ayrica, 6rnegin ndronal hiicre
adezyon molekiili (Nrcam) null farelerde segici imidazol olmayan histamin Hs reseptorii
antagonistinin anksiyete ve depresyon benzeri bozukluklardaki etkilerini incelemek igin (46),
sosyalligi ve bilissel islevi degerlendirmek igin (47), endokannabinoidlerin koku duyusu
noronlarindaki roliinii analiz etmek i¢in (48) kullanilmistir. Koku alma duyusuna 6zgii Ric-8B
nakavt farelerde koku alma duyusunun bozulup bozulmadigini belirlemek i¢in diger
motivasyonel, davranigsal ve hiicresel testlerle birlikte gomiilii gida testinin kullanildig:
calismalar da mevcuttur (49). Bu c¢alismalarda kullanilan goémiili yemi bulma test
yontemlerinde bazi farkliliklar oldugu dikkat gekmektedir. Ornegin, baz1 arastirmacilar koku
alma testi sirasinda yeniligin neden oldugu kesif faaliyetini azaltmak i¢in test kafesinde test
oncesi aligma agamasini kullanirken, digerleri kullanmamistir. Bu alismanin, gruplar i¢indeki

tepki degiskenligini azaltmada yardimci olabilecegine dikkat etmek dnemlidir.

Deney hayvaninin yiyecek aramak i¢in koku ipuglarini kullanma konusundaki dogal
egilimine dayanan gomiilii yemi bulma testi, ugucu kokulari alma yetenegini dogrulamak igin
kullanilir. Ana parametre, sinirl bir siire ig¢inde, bir kafes altlig1 tabakasinin altina gizlenmis

kiiciik bir parga yemek, kurabiye, vb yiyecekleri bulma siiresinin saptanmasidir.

Hayvanin yeni kokular1 aragtirma egilimine dayanan koku aligma/aligkanlik testi hayvanin farkli
kokular algilayip ayirt edemedigini test etmek i¢in kullanilir. Bu amagla, hem sosyal olmayan

kokular hem de sosyal kokular kullanilabilir.

2.4. Biligsel Performansi Degerlendirmeye Yonelik Davrams Testleri

2.4.1. Barnes labirenti (Barnes Maze)

Barnes labirenti (BL), ilk olarak Carol Barnes tarafindan si¢anlarda uzaysal hafizayi
incelemek igin gelistirilen (50) ve daha sonra farelerde kullanilmak tizere uyarlanan (51) kuru
zemin tlizerinde gergeklestirilen bir davranis testidir. Parlak 151k ve agik alanlar, evrimsel olarak
besin zincirindeki pek ¢ok tiir i¢in av olugturan kemirgenlerde caydiricidir ve kagis davranigini
tetiklemek i¢in motive edici faktorlerdir. Kavramsal olarak, hayvanlarin gevredeki gorsel
ipuglari ile sabit bir kagis konumu (giivenli kutu; safe box) arasindaki iligkiyi 6grendigi
hipokampus-aracili bir gorev olmasi bakimindan Morris su labirentine (MSL) benzer (52).

Barnes labirenti diizenegi, ¢evresinde 1sinsal olarak esit araliklarla yerlestirilmis belli sayida



delik bulunan (fareler i¢in 40, siganlar igin 18) yiikseltilmis dairesel bir platformdan olusur. Bir

deligin altina kagis kutusu monte edilirken kalan delikler bos birakilir.

Kag1s odasi/kutusu, birkag ardisik giine yayilmis giinliik denemeleri igeren egitim siiresince
sabit tutulur. Egitim sirasinda, kemirgenler kagig kutusunun yerini 6grenmek igin tipik olarak

ti¢ farkli arama stratejisi dizisini (rastgele, seri, uzamsal) kullanir (53).

MSL, kemirgenlerde uzaysal 6grenmeyi degerlendirmek i¢in baskin model olmasina ragmen,
BL de kayda deger birka¢ 6nemli avantaj sunar. Her seyden 6nce, BL yiizme ve onunla iliskili
potansiyel bulandiric1 degiskenleri (confounding variables) i¢cermez. Yiizme, kemirgenlerin
dogustan iggiidiisel olarak bildigi ancak hoslanmadiklar1 bir fiziksel etkinliktir. MSL egitiminin
plazma kortikosteron diizeylerinde BL ile olusandan daha fazla artis olusturdugunu belgeleyen
caligmalarda ayrintili olarak agiklandigi gibi yilizme stres yaratan bir siiregtir (54). Ayrica, ¢cogu
MSL protokoliinde kullanilan yilizme kosullarinin, viicut sicakliginda performansi
etkileyebilecek azalmalara neden olabildigi bildirilmistir (55). Son olarak, yukarida belirtildigi
gibi, BL her denemenin sirasinda deney hayvani tarafindan kullanilan {i¢ olasi arama

stratejisinin net bir sekilde tanimlanmasina da izin verir.

2.4.2. Morris su labirenti (MorrisWater Maze)

Ingiliz sinirbilimci Richard G. M. Morris tarafindan 1981 yilinda gelistirilen ve kendi
adiyla anilan MSL deney hayvanlarinda uzaysal 6grenme-bellek islevinin degerlendirildigi bir
diizenektir (52). MSL, gelistirilmesinden bu yana gegen 42 yil i¢inde 6zellikle kemirgenlerde
ogrenme ve bellek islevlerini degerlendirmede ¢ok popiiler bir ara¢ haline geldi. Islevselligine
dair nicel bir kanit olarak, PubMed veri-tabanindaki mevcut yayinlarda MSL diizeneginin
kullanildig1 deneysel arastirma sayisinin 2020 yili itibariyle 11.000’in {izerinde olmasi
gosterilebilir. MSL’nin bu popiilerligi, hipokampal-aracili uzaysal 6grenme ve bellek islevini
degerlendirmedeki etkinligi dahil, pek ¢ok olumlu 6zelliginin bulunmasi ile agiklanabilir;
ornegin gorevin ana amacina ikincil olan ¢esitli deneysel manipiilasyonlarda (lezyon olusturma,
farmakolojik ve genetik ¢aligmalar) denekler tarafindan gosterilen herhangi bir motivasyonel
varyasyondan muaf olmasi ve kobaylar, si¢anlar ve fareler dahil farkli tiirlerle yapilan

caligmalarda giivenilirliginin gdsterilmis olmasi avantajlarindandir (56).
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2.4.3. Yiikseltilmis arti labirent (Elevated Plus Maze)

Yiikseltilmis art1 labirent (YAL), kemirgenler i¢in yaygin olarak kullanilan bir davranis
testidir ve cesitli farmakolojik ajanlarin ve steroid hormonlarin anti-anksiyete etkilerini
degerlendirmek ve anksiyete ile ilgili davranigin altinda yatan beyin bdlgelerini ve

mekanizmalar1 tanimlamak i¢in yapilan ¢alismalarda etkinligi dogrulanmis bir diizenektir.

YAL, File ve dig. (1993) tarafindan kemirgenlerin kayg1 tepkilerini degerlendirmek i¢in
basit bir yontem olarak tanimlanmistir (57). Giiglii bir yaklagma-kaginma g¢atismasina yol agan
yerden yiiksek bir agik yol ve buna neden olmayan kapali bir yol igeren Y seklinde bir aparat
kullanan test, ilk olarak Montgomery (1953) tarafindan tanimlanmistir (58). Bu diizenegin,
yerden yiiksek, art1 (+) isareti seklinde diizenlenmis, ikisi agik ikisi kapali dort koldan olusan
versiyonu YAL’1n ilk prototipi olarak Handley ve Mithani (1984) tarafindan 6nerilmistir (59).
YAL’in farmakolojik, fizyolojik ve davranssal bir test olarak si¢anlarda kullaniminin
validizasyonu 1 y1l sonar Pellow ve dig. (1985) ger¢eklesmistir (60). Bu yazarlar, kemirgenlerin
kaygi davraniglarinin degerlendirilmesini, agik kollarda gecirilen siirenin kapali kollarda
harcanan siireye oranini1 kullanarak agikladilar. Tipik olarak kosullu bir tepki olusturan zararli
uyaranlarin (yani elektrik ¢arpmasi, yiyecek/su yoksunlugu, yiiksek sesler, yirtict hayvan
kokusuna maruz kalma, vb.) sunumuna dayanan kaygi yanitlarin1 degerlendirmek igin
kullanilan diger davranigsal analizlerin aksine, yiikseltilmis arti labirent kemirgenlerin
icgiidiisel olarak karanlik, kapali alanlar1 tercih etme egilimine ve kosulsuz yiikseklik/agik

alandan kac¢inma egilimlerine dayanir (61).

2.4.4. Acik alan (Open-Field) testi

Yaklasik 40 yil 6nce bir model olarak 6nerilmesinden bu yana agik alan (AA) testi, hayvan
psikolojisinde en yaygin kullanilan denysel arastirma diizeneklerinden biri haline gelmistir.
Popiilaritesi muhtemelen biiyiik Ol¢lide aygitin basitliginden, iyi tanmimlanmis davraniglarin
kolay ve hizli ¢oziimlenmesinden ve bu davranislarin genel kabul gérmiis bir yorumundan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, deneyimsel, fizyolojik ve farmakolojik manipiilasyonlar ve
standartlastirilmis kosullar altinda yeterince giivenilirdir ve genis bir bagimsiz degisken
araliginda tekrarlanabilir dl¢iimler verir. Basitligi, uygulama ve degerlendirme kolaylig1 gibi

ozellikleri de yaygin kabul gormesinin diger nedenlerindendir (62; 63)
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2.4.5. Yeni nesne tammma (Novel Object Recognition) testi

Yeni bir nesne ya da yeni bir yer veya ortam gibi yeni durumlarla karsilasmanin farelerde
yaklasma, ilgi gosterme davraniglarini ortaya ¢ikarabildigine dair Berlyne tarafindan 1950'de
yapilan bir goézlemden yola ¢ikarak (64), 1980'lerin sonunda yeni bir davranis testi
gelistirilmistir: Yeni nesne tanima testi (YNT) Test ayni1 seansta gergeklestirilen iki oturumdan
olusur. ilk seansta (Alisma), deney hayvani iki benzer nesneyi herhangi bir tanesini incelemekte
ozgiirdiir ve ikinci oturumda (Test), nesnelerden bir tanesi deney hayvanmin, onceden
tanimadig1 yeni bir nesne ile degistirilir. YNT, deney hayvaninin bir dizi kurali grenmesini
gerektirmeyen tek denemelik bir gorevden olusur, pekistirici gerektirmez ve tamamen
kemirgenin tanidik nesne yerine yeni nesneyi kesfetme konusundaki dogustan gelen iggiidiisel
tercihine dayanir. Boylece, tanidik nesneyi hatirlayan bir kemirgenin, yeni nesneyi kesfetmek
icin daha fazla zaman harcamasi beklenir (65). Ennaceur ve Delacour (1988), yeni nesne ve yeni
yer tanima testlerini inceleyerek bu testlerin, harici olarak uygulanan kurallarin veya
pekistirmenin yoklugunda, oncelikle bir kemirgenin dogustan gelen kesif davranisina dayanan

basit davranigsal hafiza analizleri oldugu sonucuna vardilar (66).

Zamanla YNT, ozellikle prefrontal korteks-aracili ¢alisan bellek degisikliklerinin
aragtirtlmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir model haline geldi. Kemirgenlerde ¢alisan bellek,
dikkat, kaygi ve yenilik tercihini 6l¢mek icin yapilandirilabilir (67; 68). YNT, c¢esitli
farmakolojik tedavilerin ve beyin hasarmin etkilerini test etmek i¢in de kullanilmistir (67).
YNT’de hayvanlarin performansinin degerlendirilme sekli de degisebilir. Her calismanin
amacma gore ayrim (diskriminasyon) indeksi, genel alisma indeksi veya tercih indeksi gibi
farkli indeksler kullanilabilir (66; 69-70). Hayvanlarda nesne tanimanin, yeni ve tanidik
nesnelerin kesif siiresindeki farkla dlgiilebilecegini not etmek dnemlidir. Tanima 6l¢iisii, yeni
nesne ile harcanan siire ile 6rnek nesne ile harcanan siire arasindaki araliktan ve ayrica ilk
denemede deney hayvanlarinin 6rnegi kesfetmesi igin izin verilen siireden etkilenir. Bu test
referans bir hafizadan tamamen bagimsiz olmakla beraber, diger primatlarda uygulanan gorsel
testlere benzeriginden 6tiirii tiirler aras1 kiyaslama yapma olanagi saglar. YNT temeli sicanlarin
spontan davraniglarina dayali oldugu i¢in si¢anlarda saf islevsel hafiza testi olarak

degerlendirilebilir (66; 71).
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2.4.6. Porsolt zorlu yiizdiirme testi (Forced Swim Test)

Zorlu yiizdiirme testi (ZYT), 1978 yilinda Porsolt ve meslektaslari tarafindan antidepresan
ilaglarin etkililigini degerlendirmek i¢in kemirgenlerde model olarak gelistirilen davranigsal bir
testtir (72). Detke ve dig. (1996) ZYT'nin modifiye edilmis bir versiyonunda, serotonerjik ve
noradrenerjik antidepresan ilaglar arasindaki ayrimi kolaylastirmak igin aktif davranislarin
ylizme ve tirmanmaya gore siniflandirilmasini eklendi. Halen ZYT temel arastirmalarda ve
potansiyel antidepresan tedavilerin taramasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica hayvan
modellerinde depresif-benzeri davranislari degerlendirmek igin en sik kullanilan testlerden
biridir. ZYT prosediiriiniin basitligine ve hassasiyetine ragmen, farkli gruplar arasinda temel
hareketsizlik oranlarinda bile 6nemli farkliliklar oldugu bildirilmistir (73), bu da ¢alismalarin
sonuglarinin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir. ZYT hakkinda yayinlanan birka¢ metodolojik
makale ve incelemeye ragmen, prosediirii etkileyebilecek faktorlerin agikliga kavusturulmasi
icin ihtiyag hala mevcuttur. ZYT prosediiriinii etkileyebilen faktorler arasinda hayvan irki, viicut

agirlig, yas, cinsiyet ve bireysel farkliliklar sayilabilmektedir (74).

ZYT’nin bu tez ¢alismasi kapsamindaki davranis testleri arasma dahil edilmesinin
gerekgesi, olusturulan hiposmi/anosmi modelleri araciligiyla, siganlar i¢in hayati 6neme sahip
koku duyusunun kaybedilmesi ile depresyon-benzeri bir durumun gelisebilme ve bunun da
degerlendirilen biligsel performans iizerinde olumsuz bir bulandirici/kanstirict  etki

olusturabilme olasiligidir.

2.5. Elektrofizyoloji Deneyleri

Long-term potentiation (LTP) ilk olarak tavsan hipokampiisiinde Terje Lomo tarafindan
1966 da kesfedilmistir, genel oalarak tetani olarak isimlendirilen yiiksek frekansli bir uyart ile
hipokampal eksitator sinapslarin uyarilmasimin hizli ve uzun siireli (gilinlerce) sinaptik
giiclenmenin gorterilmesi glinlimiizde LTPnin altinda yatan temel biyolojik degisikliklerin
arastirtlmas1 veya davranigsal 6grenme ve LTP arasinda nedensel iliskilerin gosterilmesi
revactadir (75; 76). Ana mekanizma presinaptik iletim ile postsinaptik iletim arasindaki
kimyasan bagin giiclenmesine dayali olmasina ragmen giiniimiizde hala LTP nin altida yatan
mekanizma tam olarak anlagilamamistir, hipokampiiste CA1 de bu siire¢ neredeyse tamamu ile
NMDA reseporleri ile ger¢ceklesmesine ragmen mossy fiberler ile CA3 arasindaki LTP NMDA
reseptorlerinden bagimsizdir (77). Bu ¢aligmada LTP ile lateral perforan yolaga yerlestirilen
elekrodlar araciligi ile dentat gyrus stimiile edilerek 6grenme ve bellek elekrofizyolojik agidan

degerlendirilmistir. Burada ndronlar arasi baglantinin, sinaptik giliciin sik uyarima bagh
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giiclenmesi sézkonusudur. Ogrenme ve bellek islevini degerlendirmek igin canli hayvanda tiim
organizma olarak yapilmasi ekstrapole edebilmek agisindan daha 6nemlidir. LTP korku
duygusunun islenmesinde de kritik 6neme sahiptir. Morris su labirenti gibi uzaysal 6grenmeyi
degerlendiren testlerde LTPnin rolii gosterilmistir. Burada ozellikle hippkampal NMDA
reseptorlerinin 6nemi gosterilmistir, beyinin CAL bolgesi basta olmak tizere. Bu ¢alismada koku
duyusunun 6grenme-bellek tizerindeki etkisi degerlendirildigi i¢in dentat gyrusta LTP etkisinin
degerlendirilmesi tercih edildi. Lateral entorinal korteks ile dentat girus arasinda gergeklesen
LTP nin NMDA bagimli olmasi ve ketamine tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (78).
Dentat girus kayitlari NMDA y1 etkilemeyen iiretan aneztezisi ile gerceklestirilmistir.
Calismadaki davranig deneyleri sonuclar1 sonrast koku duyusunun korkuya bagli 6grenme
parametrelerinde  olusturdugu degisiklikten Otiiri  ileride LTPnin amigdalada da

degerlendirilmesinin 6nem arz ettigini diisiiniiyoruz.

RASYONEL: Bu tez calismasinin rasyoneli literatiirde norodejeneratif hastaliklarla
iliskisi gosterilmis olan anosminin nérodejenerasyon siireciyle iligkisinin mekanistik olarak
aciklanmasinin ilgili hastaliklarin tedavisine ve hastalarin hayat kalitesi iizerine olumlu etki
gosterme olasiligidir. Olfaktor epitel hasar1 ve sinirsel hasar araciligryla olusturulan koku
duyusu kaybi ile bilissel performans arasindaki olasi iliskinin yonii ve gelisme siireci ile

ipuglarinin elde edilmesi ileriki ¢alismalar igin yol gosterici olacaktir.

TEZIiN OZGUN DEGERI: Anosmi ile nérodejeneratif hastaliklarm iligkisi bilinmekle
birlikte mekanizmanin agik olmamasi ve iligkinin yoOniiniin (anterograd, retrograd, vb) ve
sorumlu basamagin (olfaktor epitel, olfaktor sinir) heniiz tam olarak bilinmemesi bu tez
caligmasinin 6zgiin yoniidiir. Biligsel performans ile koku kayb1 arasindaki iliskiye yonelik bir
ipucunun bulunabilmesi norodejeneratif hastaliklardan Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Huntington hastaligi, ALS gibi pek ¢ok ndrodejeneratif hastaligin tedavisine katkida bulunacak

kanit saglayabilecektir.
AMAC:

Bu tez ¢alismasinin amaci sigcanlarda farkli mekanizmalarla olusturulan akut ve kronik
anosmi  modellerinde  g¢esitli  norokognitif  islevlerdeki  olast  degisikliklerin
noropsikofarmakolojik Olgiitler araciligiyla incelenmesidir. Bu tez c¢alismasinda siganlarda
farklit mekanizmalarla anosmi/hiposmi olusturan iki farmakolojik ajan, ZnSO4 ve metimazol

uygulanarak, sirasiyla olfaktor epitel hasari- ile ndronal hasar-aracili anosmi/hiposmi modelleri
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olusturmak ve ¢esitli davranis testleri ile degerlendirilen bilissel siire¢ ile koku duyusu kaybi

arasindaki olasi iligkinin ortaya konabilmesi amaglanmaktadir.

HIiPOTEZ(LER):

1) Anosmi 6grenme ve bellek islevi tizerine olumsuz etki olusturur.

2) Anosmi ile olusturulan olasi d6grenme-bellek bozulmasi anosminin noéroanatomik

zemini ile iligkilidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda gerceklestirilen in vivo ve in vitro deneylere Baskent Universitesi
Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan onay
alindiktan sonra baglandi (EK-1, onay tarihi ve proje no: 13.10.2020, DA20/16). Baskent
Universitesi Arastirma Fonu’nca desteklenen bu calisma kapsamindaki on-deneyler Baskent
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi biinyesinde Tibbi Frmakoloji Anabilimdali
tarafindan olusturulan Davranis Laboratuvar1 ve Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi. Elde edilen on-verilerin 15181
altinda planlanan ileri elektrofizyojik deneyler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Elektrofizyoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Hayvan deneyleri calismalar Helsinki Deklarasyonu ve Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii (USA-
NIH) tarafindan yayinlanan Laboratuvar Hayvanlarinin Kullanimma ve Bakimina iliskin
Rehbere uygun olarak gergeklestirildi. Hayvanlarda aci, agri, huzursuzluk olusturacak her tiirlii

miidahaleden kaginmaya 6zen gosterildi.

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada, 217+18 g agirliginda, 6 haftalik, 18 adet erkek Wistar albino sigan
kullanild1. Sicanlar Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’'nden temin edildi.
Ortama alismalarini saglamak i¢in deneylerin baglamasindan 14 giin 6nce Baskent Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Arastirma Unitesi'ne getirilen siganlar,
sicakligl (22+2°C) ve bagil nemi (%32+7) sabit, vantilator ile havalandirilan, 12 saat aydinlik
/12 saat karanlik dongiisii uygulanan bir odada, 6'sarli gruplar halinde, standart sigan
kafeslerinde barindirildi. Tiim gruplara ad libitum standart sigan yemi ve musluk suyu verildi.

Anosminin yemek yeme davranisini ve istah1 etkileme olasiligini degerlendirebilmek i¢in,
sicanlarin viicut agirliklarindaki degisim takip edildi.

Ozellikle bu sigan 1rkinin segilmesinin nedeni, bu ¢alismada olusturulacak modelin bu
irktaki islevselliginin literatiirdeki benzer calismalarda gosterilmis olmasi, bu yas grubunun
secilme nedeni ise incelenecek Olgiitler goz oniine alindiginda ndérogelisimsel agidan ve
deneysel silirecin uzunlugu bakimindan en uygun yas donemi olmasi, erkek cinsiyetin
secilmesinin nedeni ise disilerdeki olast hormonal dongii degiskenliklerin incelenecek

degiskenlere yapacagi olas1 etkinin diglanmasidir.
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3.2. Kullanilan Madde Ve Ilaclar

%S5°1lik ZnSO4 ¢ozeltisi (Sigma Aldrich), Metimazol (Polifarma)

3.3. Kullanilan Malzeme Ve Gerecler

- Standard tip Iv (556 x 334 x 195 mm) si¢an kafesleri
- Barnes labirenti

- Morris su labirenti

- Acik Alan diizenegi

- Yiikseltilmis Art1 Labirent

- Porsolt Zorlu Yiizdiirme diizenegi

- Pasif Sakinma Diizenegi

- Stereotaksik ¢evgeve

- Grass Instrumens S4400 stimtilator

- Batiray, YSED headstage

- Kaldiray, YSED DC amplifikator

- PowerLab/8sp, ADInstruments AD/DA doniistiiriicii
- LabChart 7, ADInstruments dijital very kayit ve isleme
- Logitech HD300 kamera

- Debut video capture yazilimi

3.4. Deney Gruplan

Aklimizasyon siirecinde iken rastgele olarak 6’sarli gruplara ayrilan ve her kafese ait
farkli renkte (M: mavi, K: kirmizi, Y: yesil) kuyruk boyas: ile kodlandirilarak (#1-6) ayri
kafeslerde barindirilan siganlarda deney gruplari olusturulmadan dnce dort ardisik giin boyunca
uygulanan Barnes Labirentinde tiim sicanlarin bazal uzaysal 6grenme-bellek performanslari
degerlendirildi. BL bulgularina gore iyi-orta-diisilk performans olarak kategorize edilen
sicanlar, Tabakali Rastgele Ornekleme Yontemi ile her deney grubu kendi i¢inde heterojen,
gruplar rasinda ise homojen olacak sekilde dagitildi. Buna gore bir deney grubu, normalde farkl
kafeslerde barinmakta olan siganlardan olustu. Bdylece, aklimizasyon sonrasi deney gruplarina
rastgele ayrilma siirecinde yasanabilecek kafes birlestirmesinden kaynaklanabilecek ve kafes i¢i
alfa sican kaynakli kavga, yaralanma vb olumsuz durumlar engelenmis oldu. Sonugcta, Tabakali

Rastgele Ornekleme ile belirlenen deney gruplari Tablo 1°deki gibi olustu:
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Tablo 1 Deney gruplari

Tablo 1. Deney Gruplan

KONTROL

METIMAZOL

CINKO SULFAT

K1

K3

K2

K4

K6

M3

K5

M2

M4

M6

Y3

M5

Y2

Y4

Y1l

Y6

Y5

1
2
3
4 M1
5
6
K

(

: kirmizi, M: mavi, Y: yesil)

3.5. Deney Protokolii

Deneysel tasarim ve akis semasi Sekil 3.1’de 6zetlenmektedir.

[

Kontrol (n=6)

Metamizol (n=6)

Barnes Labirenti
(Tabakali rastgele
6mekleme) (n=18)

Cinko siilfat (n=6)

1-4 giinler

Sekil 1. Deney Protokolii

ST

ix
B M

P o s

- Gomiilmiig Yemi Bulma Testi

Morris Su Labirenti

Yiikseltilmis Arti
Labirent

Pasif Sakinma Testi

Yiizme Testi
Yeni Nesne Tamma
o — — — — — — —— — — — — — — — — — — — — — — — — — )
OGRENME-BELLEK ANKSIYETE DEPRESYON
BATARYASI BATARYASI DEGERLENDIRME

Deney Protokolu
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3.6. Anosmi/ Hiposmi Modellerinin Olusturulmasi

Bu ¢aligmada anosmi / hiposmi modellerinin olusturulmasi i¢in 2 farkli yontem kullanildi.

Akut anosminin degerlendirilecegi birinci anosmi yonteminde iist solunum yolu
enfeksiyonlarinda goriilen mukozal harabiyet/kuruma seklindeki koku duyusu kaybini taklit
etmesi amaciyla Cinko Siilfat (ZnSOa4) ile nazal irrigasyon ile uygulandi. Bu uygulama i¢in
%S35’lik ZnSO4 ¢ozeltisi, hayvanlara uygulanmadan hemen 6nce taze hazirlandi, haftada bir giin
sikliginda ve ayni giin icerisinde de iiger saatlik araliklarla 3 kez olacak sekilde uygulandi. Ilk
yontemde uygulama i¢in 100 ul otomatik pipet ucu 1sitilarak uzatildi. Pipet ucu 5 ml enjektor
ucuna takildiktan sonra, ZnSOj4 ¢6zeltisi bu enjektor ile hayvan basina 3x5 mL hacimde olacak
sekilde intranasal irrigasyon suretiyle uygulandi. Uygulama esnasinda si¢anlar, kafalar1 igaret
parmagi ve orta parmak arasinda kalacak sekilde bag parmak ve yiiziik parmag ile de kollarin
altindan kavranarak tutuldu. Irrigasyon islemi esnasinda hayvanlar yere yaklasik olarak 45°
actyla tutularak irrigasyon sivisinin solunum sistemine kagmasinin engellenmesine 6zen
gosterildi. Pipet ucu burun deliklerinden birine yerlestirilip irrige edilirken diger burun
deliginden soliisyon sivisinin tekrar disari akmasi saglanarak yikama yapildi. Uygulamadan
ortalama 48-72 saat sonra anosmi/ hiposmi gelismesine neden oldugu bildirilen bu uygulamanin
haftada bir tekrarlanmasi 6nerilmistir (33;35-37;79-80).

Sicanlarda anosmi/hiposmi  gelisip gelismedigi, ZnSOs ile nasal irrigasyon
uygulamasindan 24 saat agliktan sonra yapilan Yem Bulma Testi (Burried Food Test) ile
degerlendirildi.

Norodejeneratif hastaliklarda goriilen koku kaybina daha biiyilik benzerlik gosteren ve
olgun olfaktdr ndron harabiyeti ile seyreden kronik anosminin degerlendirilecegi ikinci anosmi
yontemi olarak ise intraperitoneal (i.p.) metimazol (300 mg/kg / 0,5 mL distile su) uygulamasi
ile bir model olusturuldu.

Deney hayvani boynu etrafindan yukarida tarif edilen sekilde tutulduktan sonra sirt {istii
cevrilerek bilek iistiinde yatirildi ve siganin kuyrugu, tutan kisinin bilek etrafina dolanarak karm
on duvarinin gerilmesi saglandi. Stabil olarak tutuldugundan emin olunduktan sonra 1 mL’lik
insulin enjektori ile sag alt kadranda inguinal ligament {izerinden yaklasik 30 derecelik bir ag1
ile i.p. enjeksiyon yapildi.

Bu uygulama ile olugan anosminin gegici oldugu, olusmasi yaklasik 2-3 hafta stirdiigii ve
3-6 hafta igerisinde diizeldigi bildirildiginden (41-42; 81) bu tez g¢alismasinda metimazol
uygulamasi ti¢ haftada bir siklikta tekrarlandi.

Bu caligmada kronik anosmi modeli ig¢in tek doz metimazol (300 mg/kg i.p.)
uygulamasindan sonra, anosmi gelisimi 24 saat acliktan sonra Yem Bulma Testi (Burried Food

Test) ile degerlendirildi.
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3.7 Bilissel Testler

3.7.1. Yem bulma testi

Anosmi/ hiposminin degerlendirilmesi i¢in gomiilii yemi bulma testi kullanildi. Bu testin
amaci a¢ olan hayvanin kafesteki talas altlik (bedding) i¢ine onceden arastirmaci tarafindan
gomiilmiis olan yemi, kokusunu takip ederek bulmasidir. Deneyin baslangicinda koku
duyusunun yerinde oldugunu, modeller olusturulduktan sonra ise koku duyusunun islevini
kaybettigini gostermek i¢in kullanildi. Literatiirde bu test i¢in hayvanin alisik oldugu standart
yem kullanilmasi tavsiye edilmekte, Sicanin kokusuna asina olmadig1 yeni bir yem kullanilmasi
onerilmemektedir (25; 43-45; 82-83).

Test ortaminda siire¢ kafesler yerden 1 metre yiikseklikteki masaya yerlestirildikten ve kafes
alan1 aydinlatildiktan sonra miidahale etmeden odanin bir kdsesinden izlendi. Bu test i¢in her
sigana zaman Ust sinir1 olarak 15 dakika tanindi. Siganlar kafes igine birakildiktan sonra
kronometre baslatildi ve gomiilii yemi bulma siiresi kaydedildi. Yemi bulundugu yerden
¢ikartma/yeme davranist anosmi/hiposmi gelismedigi yoniinde degerlendirildi, yemin

bulunamamasi ise siganin anosmik/hiposmik oldugu yoniinde kanit kabul edildi.

55 cm

w
w
(9]
\3‘
v

i 1
Standart pelet yem

Sekil 2. Gomiilii Yemi Bulma Testi i¢in kullamlan standart tip Iv (556 x 334 x 195 mm)
kafesin Semasi

Test uygulamasi icin standart tip Iv (556 x 334 x 195 mm) kafesin zemini taze talas ile 8
cm yiikseklige kadar doldurularak ortiildi ve yem her seferinde rastgele bir konum belirlenerek
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gomiildii. Kaprofajiyi 6nlemeye yonelik 6zel zemin {lizerinde 24 saat a¢ birakilan siganlar yem
bulma testi i¢gin kafesin ortasina yerlestirildi ve 15 dakikalik siire baslatildi (Sekil 2). Deney
sirasinda koklama davranisi da gozlemlendi. Her si¢an igin yeni bir kafes ve taze talas
kullanilarak 6nceki sicanlardan kalmasi muhtemel kokusal ipuglari/karistiric1 etkenler 6nlendi.
Test igin, sicanlarm aliskin oldugu, tadini1 ve kokusunu bildigi, Baskent Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde kullamlmakta olan standart sigan pelet yemi
kullanildi.

3.8. Davrams Deneyleri

Davranis testleri Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi biinyesinde
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali tarafindan kurulan Davranig Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Norokognitif performansin degerlendirilmesi amaciyla cesitli davranis testleri uygulandi;
Barnes Labirenti, Morris Su Labirenti, Yeni Nesne Tanima, Pasif Sakinma, Yiikseltilmis Art1
Labirentve Acgik Alan testleri uygulandi. Kognitif degerlendirmeden sonra ilag uygulamalari ile
testler tekrar edilip aralarindaki farkliliklar ve zamana bagl gelismeler belli araliklarla

degerlendirildi.
3.8.1. Barnes labirenti

Gomiilii yemi bulma testi ile tiim hayvanlarin bazal koku duyularinin normal oldugu
gosterildikten sonra rastgele tabakali dagilimin saglanabilmesi i¢in uzaysal hafiza/ bellek
testlerinden BL uygulandi (Sekil 3). Barnes labirenti 140 cm yiiksekliginde, 120 cm ¢apinda,
tasariminda dis ¢eperinde, esit ag1 araliklariyla yerlestirilmis 8,2 cm ¢apli 18 esit adet delik
bulunduran ve bu deliklerden birisinin altinda, i¢inde talas altlik doseli bir giivenli kagis
odasinin (safe box) bulundugu bir diizenektir. BL, hipokampus-aracili uzaysal 6grenme-bellek
performansini test etmek ve igin kullanildi. BL siirecinde, kuyruklarindan nazikge tutularak
kafeslerinden alinip 20 cm ¢apinda, iistii kapali opak bir silindir kutu i¢inde etrafi gérmeleri
engellenerek tasinmak suretiyle yavasca platonun ortasina birakilan si¢anlarin, deliklerden
birinin altinda bulunan giivenli oday:1 (safe box), etraf duvarlara daha 6nceden yerlestirilmis
bulunan gorsel ipuglarindan (kare, 3 adet daire, liggen ve bos) yararlanarak bulma siiresi yani
latans kaydedildi. Sigan platforma birakilir birakilmaz deney odasindan ¢ikildi ve goézlem
disaridan web kamera baglantili bir bilgisayar monitdrii aracilifiyla gergeklestirildi ve kayit
altina alindi. Arastirmacinin odadan ¢ikmasimnin gerekgesi BL etrafindaki mevcut gorsel
ipuglarina ek, karistirict bir etken olusturmanin oniine gecilmesidir. Hedefi 120 saniye iginde

bulamayan si¢an basarisiz kabul edilerek deney sonlandirildi. Ardindan, deney odasina yeniden
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girilerek hedefi bulamayan sigan ¢l ile nazik¢e kag¢is kutusuna yonlendirildi ve kutuyu bulmasi

saglandiktan sonra odadan ¢ikildi ve siganin 15 saniye boyunca oriyante olmas1 saglandi.

Sekil 3. “Barnes Labirenti” diizenegi ve uygulama 6rnegi

Deney esnasinda alanin ¢evresi koselere yerlestirilmis 60 Watt’lik 4 adet lamba ile alttan
aydinlatildi. BL testi 4 ardisik giin yinelenerek 6grenme egrileri elde edildi.

Her denekten sonra BL platformu oOnceki sigandan kalan kokusal ipuglarindan
arindirmak i¢in dnce %70 etanol, sonra su ile 1slatilmis bezler ile silindikten sonra kuru bez ile
kurulandi. Giivenli kutuyu bulma stireleri kaydedilerek, tiim siganlarin performanslar1 6grenme
egrilerine gore skorland ve ti¢ alt gruba (iyi, orta, kotii) ayrildi. Bu gruplarda yer alan hayvanlar
acik erisimli www.random.org web sitesi kullanilarak ti¢ dengeli gruba randomize bir sekilde
dagitild1 (84). Ardindan ayni uygulama ile tekrar randomizasyon yapilarak hayvanlar kontrol

grubu, ¢inko siilfat grubu ve metimazol grubu olmak iizere deney gruplarina atandi.
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3.8.2. Morris su labirenti

Uzaysal 6grenme-bellek performansini degerlendirmekte kullanilan diger bir hipokampal
kognisyon testi olan MSL bu amagla yapilan en duyarli testlerden birisidir. Siganin bir su
tankinin i¢indeki gizli platformu etraftaki gorsel ipuglarindan yararlanarak bulmasi ve zaman
icinde yerini 6grenmesi beklenir.

Belirlenen gruplarda anosmi modelleri olusturulduktan sonra uzaysal 6grenme/ bellek
performansinin degerlendirilmesi igin MSL test bataryasi uygulandi. MSL 120 c¢cm ¢apinda, su
derinligi 50 cm olan ve igerisi tamamen siyah boyanmis, silindir seklinde bir diizenektir.
Igerisine yerlestirilen 14 cm capindaki kacis platformu su seviyesinin 1 cm altindadir (Sekil 4).
Deney esnasinda havuz suyu sicakligr sabit (22+2°C) tutuldu. Test alaninda, deney odasinin
duvarlarma oryantasyon amacgli gorsel imlegler yerlestirildi, bunlar havuzun gevresinde
birbirlerine 90 derece ac1 ile yerlestirilmis, her kadranda bir sekil olacak sekilde ii¢ daire, liggen

ve bayraktan olustu, dordiincii kadrana bir imleg yerlestirimedi (56).

Sekil 4. “Morris Su Labirenti Testi” diizenegi

Test esnasinda havuz ¢evresi koselere yerlestirilmis 60 Watt’lik 4 adet lamba ile alttan
aydinlatildi. Deneklerin takibi tavana monte edilmis bir kamera sistemi ile ayr1 bir odadan

yapildi. Analizler cevrim-dis1 (off-line) olarak kamera kayitlarinin izlenmesiyle gergeklestirildi.

Test baglamadan bir giin 6nce hayvanlar ilk kez su ile karsilasacaklart i¢in aligtirma
amaciyla 30 saniye siireyle havuzda ytizdiiriildii. Alistirma giintinii takiben araliksiz olarak dort
ardigik giin egitim (training), besinci giin “prob” deneyi yapildi. Egitim protokolii i¢in sag alt

kadranin orta hattinda, havuz duvarindan 35 cm uzakliga kagis platformu yerlestirildi. “Prob”
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deneyine kadar kagis platformunun yeri sabit birakildi. Egitim protokollerinde her denek i¢in
ayni olacak sekilde hergiin rastgele kombinasyonlarda hayvanlar her dort kadrandan, baslari
havuz duvarina bakacak sekilde nazikge suya birakildi. Zaman iist siir1 (cut-off) 120 saniye
olarak belirlendi. Platformu bulamayan hayvanlar el ile nazik¢e platforma yo6nlendirildi,
oriyantasyon amactyla platform tizerinde 15 saniye tek basina serbest birakilan siganlar
platformdan alinip Kkurulandiktan sonra sicak bir ortamda siralari gelinceye kalan kendi
kafeslerinin i¢inde bekletildi. Latans (kacis platformunu bulma) degerlerinin saptanmasi igin
her hayvanin giinliik her dort kadranda elde ettikleri latans skorlarinin ortalamasi alindi. Dort
giinliik siirecin sonunda, kagis latansi (escape latency) degerlerindeki gelismeye dayali 6grenme
egrileri elde edildi. Besinci giin gercgeklestirilen prob deneyi i¢in kagis platformu havuzdan
cikartildi. Bu asamada izlem siiresi 1 dakika ile kisitland1 ve siganlarin kagis platformunun tam
karsisindaki kadrandan tek bir sefer suya birakilmalari ile gerceklestirildi. Prob deneyinde amag,
siganin egitim (training) doneminde 6grenmis olmasi beklenen kagis platformunun yerini ne
kadar hatirladigimin gosterilmesidir. Siganin eskiden kagis platformunun bulundugu kadranda
(hedef kadran) ne kadar zaman gegirdigi, hedef kadrana ilk giris zamani gibi dl¢iitler kaydedildi.
Izlem asamasi video kaydi iizerinden havuzun sadece ilgilenilen alam goriiniir hale getirilerek
gergeklestrildi, hayvanin ilgili alanda bulundugu siire esas alindi. Bellek presipitasyonunun
degerlendirilmesi igin 14 giin sonra “retansiyon” deneyi yapildi. Tek giin yapilan bu asamada

egitim seansinda uygulanan protokol yinelendi.
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3.8.3. Yiikseltilmis arti labirent (Elevated Plus Maze)
Gruplar arasindaki anksiyete diizeyinde goriilebilecek farkliliklar yiikseltilmis arti
labirent testi ile degerlendirildi. YAL; yerden 1 metre yiikseklikte, art1 seklinde, karsilikli 2°ser

adet agik ve kapali kollar1 ve ortada agik bir santral alan1 (kavsak) bulunan bir diizenektir.

Sekil 5. “Yiikseltilmis Art1 Labirent” uygulamasi diizenegi

Kapal1 kollar 40 cm yiiksekliginde duvarlar ile ¢evrilidir. Kollarin genisligi 10 cm’dir
ve acik kollarda kayip diismeyi engellemek i¢in dis kenarlarda 0,5 cm’lik ¢ikintilar mevcuttur
(Sekil 5). Los ortamda yapilan YAL testinde agik kollar 60 cm yiikseklikten iizerlerine diisen
60 Watt’lik 2 adet beyaz 151k kaynagi ile aydinlatildi. Deney siireci tavana monte edilmis bir

kamera sistemi ile takip edildi ve kayit altina alindu.

YAL testi evrimsel siirecte besin zincirindeki pek ¢ok predatdrii i¢in bir av olan siganlarin
karanlik, giivenli alanlarda bulunmayi i¢glidiisel olarak tercih etme ve anksiyete diizeyleri
azaldikca kesif yapmak, es, yiyecek aramak, vb icin acik alanlara ¢ikma egilimlerine
dayanilarak gelistirilmis bir diizenektir. Y AL bulgular santral alanin (kavsak) kag kez gegildigi,

acik ve kapali kollarda gegirilen siire gibi Olgiitler ile degerlendirildi Hayvanlar diizenege
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yukaridan, yiizleri kapali kola bakacak sekilde birakilip kamera ile takip edildiler. Deney siiresi
180 saniye olarak belirlendi.

Her denekten sonra YAL diizenegi oOnceki sigandan kalan kokusal ipuglarindan
arindirmak i¢in 6nce %70 etanol, sonra su ile 1slatilmis bezler ile silindikten sonra kuru bez ile

kurulandi.

3.8.4. Acik alan testi (Open Field Test)

Anksiyete durumunun degerlendirilmesi i¢in, duyarliligt YAL testinden gorece diisiik
omakla birlikte, bu amagla kullanilan bir diger test de AA testidir. Uygun ek aparatlarin
bulunmasi halinde lokomotor aktivite degerlendirmesi i¢in de kullanilabilen AA diizenegi bu
tez ¢aligmasinda anksiyete diizeyinin degerlendirilmesi amaciyla kullanildi. AA, boyutlar1 50

x 50 x 40 olan bir kutudan ve igindeki 12,5x12,5 cm boyutlarinda 16 esit kareye boliinmiis

zeminden olusturuldu (Sekil 6).

Sekil 6. Agik Alan Testi uygulamasi

Bu tez calismasinda kullanilan A¢ik Alan (AA) diizenegi siyah renkte ve tek parcadir,

kamera kayitlar1 izerinden sonradan dijital olarak grid eklemesi yapilarak degerlendirildi. AA
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diizeneginde ortadaki dort kare “orta alan” olarak tanimlandi. Hayvanin anksiyete diizeyi
diistiik¢e orta alana ¢ikma frekansi ve orta alanda gegirdigi zaman artar.

AA testi ardisik 2 giinde uygulandi. ilk giin siganlar 30 saniye siireyle diizenek icine
birakilip ortama alistirildilar, ardindan hayvanlar alanin ortasina nazikc¢e birakildilar ve on
dakika siire ile kamera yardimiyla izlendiler. Kamera kayitlarindan ¢evrim-dis1 (off-line) olarak
sicanin orta alanda ge¢irdigi zaman ve diskilama sayisi saptandi. Test agsamasi 24 saat sonra
gerceklestirildi ve yukarida belirtilen protokol yinelendi. Kamera kayitlarina dijital olarak grid
eklenip agik alan giris-¢ikislari takip edildi. Zaman kronometre ile olgiildii.

Diski sayimi her hayvan i¢in deney sonunda alan temizlenirken yapildi. Her sigandan sonra AA
diizenegi onceki sigandan kalan kokusal ipuglarindan arindirmak i¢in 6nce %70 etanol, sonra

su ile 1slatilmis bezler ile silindikten sonra kuru bez ile kurulandi.
3.8.5. Yeni nesne tammma testi (Novel Object Recognition Test)

Peririnal korteks islevinin degerlendirmesi i¢in kullanilir. Kare seklinde esit boliinmiig
alanlara sahip olan bir haznenin dort kosesine yerlestirilmis nesnelere maruz birakilan siganin
nesneleri tanimasindan sonra, bir nesne degistirildiginde verdigi tepkiler degerlendirilir (Sekil
7).Yeni nesne tanima testi kognitif fonksiyon degerlendirmek i¢in kullanilan bir testtir, 6zellikle
nesne tanima/ hatirlama bellegine dair fikir verir. Test, kemirgenlerin spontan olarak yeni
nesnelere, daha 6nceden tanidiklar1 nesnelere oranla daha fazla zaman ayirma egilimleri esas
almarak gelistirilmistir. Yeni nesneyi daha c¢ok kesfetme tercihi 6grenme ve animsama
hafizasini yansitir. YNT agik alan diizeneginde gergeklestirildi.

Kullanilan nesnelerin yaklagik olarak ayni ebatlarda, ¢ok karmasik olmayan basit nesneler
olmast tercih edilir. Siganlarin kirmizi-yesil renk korii olmasi nedeni ile, nesne se¢imi yapilirken
kirmiz1 renkten kacinildi.

Bizim ¢alismamizda sert plastikten iiretilmis, birbirinin ayni iki adet siyah silindir ve bir

adet agik pembe renkli koni kullanildi.
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Sekil 7. “Yeni Nesne Tanima Testi” diizenegi ve uygulamasi

Nesneler kuzey yonii koselerden 12,5 cm uzaga yerlestirildi. AA testinden sonra
uygulandig1 igin bu test i¢in alistirma (habituasyon) sathasina gerek duyulmada.

Ik giin birbirinin esi olan nesneleri kesfetme ve tanimalari i¢in siganlara 10 dakika siire
tanind1 ve nesnelerle ilgilenme siireleri saniye cinsinden kaydedildi. Nesne ile ilgilenme
davraniginin kriterleri siganin nesneye dokunmasi, temas etmesi, nesneyi koklamasi, 1sirmasi
veya lstline tirmanmasi seklinde 6nceden tanimlandi.

Ikinci giin objelerden birisi ¢ikartilip yerine yeni nesne yerlestirildi. Nesnelerin
konumlarinda bir degisiklik yapilmadi ve hayvanlara tekrar 10 dakika siire tanind1. Yeni ve eski
nesnelere gosterilen ilgi siireleri kaydedildi, ayrica her sigan i¢in asagidaki formiille hesaplanan
diskriminasyon indeksi saptandi.

Diskriminasyon Indeksi = [Yeni Nesne ile Ilgilenme siiresi / (Her iki nesne ile toplam
ilgilenme stiresi)] x 100
Her sicandan sonra YNT diizenegi onceki sigandan kalan kokusal ipuglarindan arindirmak i¢in

once %70 etanol, sonra su ile 1slatilmis bezler ile silindikten sonra kuru bez ile kurulandi.
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3.8.6. Pasif sakinma (Passive Avoidance) testi

Pasif sakinma testi korkuya dayali bir testtir ve kemirgenlerde 6zellikle amigdala/limbik
sistem-aracili 6grenme-bellek performansinin degerlendirilmesi igin kullanilir. Bu testte,
deneklere aversiv (itici) bir stimiilasyon uygulanir (ayaktan elektrosok) ve uygulama yapilan

ortamdan ka¢inmay1 6grenmesi beklenir.

Sekil 8. Pasif sakinma Testi uygulamasi

Pasif Sakinma Test (PST) diizenegi, ortasindan bir kap1 ile ayrilmis, bir yaris1 aydinlik
diger yaris1 karanlk iki odadan olusturuldu. iletken bir metal 1zgaradan olusan zemin karanlik
alan ile aydmlik alan arasinda birbirinden bagimsizdi. Yalnizca karanlik alandaki zemin

stimiilatore baglandi. Stimiilator (Micro Medical Electronic; MME Stimulator) araciligiyla
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kapali odanin altindaki metal 1zgara zemine 0,5 mA, 2 saniye stiren, 50 Hz, 1 dakika intervallerle
uygulanan 4 tek elektriksel uyar1 uygulandi (Sekil 8)

Ucg giin siiren bir test bataryasi olan PST uygulamasi kapsaminda; birinci giin siganlar
diizenege aydmnlik taraftan nazik¢e birakildi ve 30 saniye boyunca tiim alani serbestge

kesfetmelerine miisaade edildi (Sekil 9).

Sekil 9. Pasif Sakinma Testi uygulama semasi

Ikinci giin, hayvanlar ilk giin oldugu gibi gibi aydilik alana birakildilar, karanlik alana
gectikleri anda kompartmanin kapisi kapatildi ve birer dakikalik intervaller ile 4 kez elektrosok
uygulanda.

Ucgiincii giin, deney 60 saniye siire ile sinirlandirildi ve karanlik alana gegisten kaginma
stiresi/ latans gozlemlendi. Siire kronometre ile Olgiildii. Normal &grenme/bellek
fonksiyonlarina sahip sicanlarin tekrar aydmlik alana birakildiklarinda karanlik alana
gegmekten sakinmalarinin beklendigi PST deneyinin {igiincii giiniinde incelenen olgiit bu
fenomendeki degisikliktir. Her sicandan sonra PST diizenegi 6nceki sigandan kalan kokusal
ipuglarindan arindirmak igin 6nce %70 etanol, sonra su ile 1slatilmis bezler ile silindikten sonra

kuru bez ile kurulanda.

3.8.7. Porsolt zorlu yiizdiirme (Forced Swim) testi

Siganlarda koku yitimine bagli olas1 depresyon-benzeri davranisin degerlendirmesinde
kullanildi. Siganin ayaklarinin zemine temas etmeyecegi yiikseklikte su ile dolu oldugu silindir
seklinde seffaf bir su tankinda (Sekil 10), gergeklestirilen ZYT uygulamasinda suya birakilan
ve disart ¢ikmasi miimkiin olmayan siganin 15 dakika boyunca yiizmesine izin verildi, 24 saat
sonra ayni diizenege birakilan siganin 5 dakika igindeki hareketsiz kaldig: siire olgiilerek, bu
sliresinin artmasi depresyon-benzeri davranis (0grenilmis ¢aresizlik) gostergesi olarak kabul

edildi.
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Sekil 10. “Porsolt Zorlu Yiizme Testi” diizenegi

3.9. Elektrofizyoloji Deneyleri

Deney hayvanlarina uygulanan davranig ¢alismalarinda elde edilen bulgularin anlamli
olmast nedeniyle ileri elektrofizyolojik deneyler gergeklestirildi. Bu deneyler Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalinda Prof. Dr. M. Yildirim Sara

laboratuvarinda ve onun gozetiminde gergeklestirildi.

3.9.1 “Long term potentiation” (LTP)

Koku duyusu olfaktor reseptorler tarafindan gelen uyariyr olfaktor sinir aracilign ile
bulbus olfaktoriusa tagir, bulbusta islenen uyari olfaktor yolak ile medial ve lateral olfaktor alana
boliinerek iletilir. Medial olfaktdr alan hipotalamus ve limbik sistemi uyarir, bu yolak koku
duyusunun emosyonel ve motivasyonel kismini olusturur. Lateral olfaktdr alan da uyar ikiye
boliiniir prepiriform koteks, piriform korteks ve amigdalaya giden yolak hipokampiise ve
talamusa giden yolak orbitofrontal korekse iletim yapar. Talamus bilingli koku algisini yonetir.
Bu calismada lateral olfaktor yolagin hipotalamusa giden dallari incelenmistir, lateral perforan
yolak koku hafizasminda yeraldigi hipotalamik iletimden sorumludur ve dentat girus koku
duyusunun islendigi primer bolgelerden birisidir. Olfaktor reseptorlerden gelen duyu lateral
perforan yolak ile primer olfaktor kortekse taginmaktadir. Calisma siirecinde yer alan davranig

deneylerinin primer olarak islendigi bolgenin hipokampiis olmasi nedeni ile, bu alanda
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elektrofizyolojik olrak sinaptik gliclenmede/ eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) kayitlar
alind1.

LTP kayitlar1 hayvanlar iiretan anestezisi (1.2mg/kg) altina alinarak gerceklestirildi.
Anestezi sonrasi stereotaksik ¢erceveye yerletirilen hayvanlarin skalplar1 ortahat insizyon ile
acild1. Bulldog klempler ile cilt yanlara dogru agildiktan sonra, ekiivyon gubuklari ile periost
styrildi. Bregma ve lamba yiikseklikleri seviyelendirilip kafanin paralel olmasi saglandiktan
sonra lateral perforan yolak ve dentat gyrusun bulundugu alanlara drill yardimi ile pencereler

(burrhole) agildi. Sol parietooksipital bolgede topraklama igin baska burrhole agilarak buraya

bir vida yerlestirildi (sekil 11).

Sekil 11. LTP kayitlarimin alinmasi icin lateral perforan yolak ve dentat gyrusun
acilmasi

Sol tarafta: Mikroskop altinda yesil kablonun bagli oldugu vida toprak hatti, 6n tarafta
parietal kemikteki pencereden lateral perforan yolaga giren cam kayit elektordu: sag taraf:
Sirast ile parietal bolgede kayit elektrodu i¢in agilan perncere, parietooksipital bolgede
stimiilasyon elektrodu i¢in agilan pencere.

Davranis deneylerinin sonuglarini elektrofizyolojik olarak teyit etmek i¢in dentat gyrus
stimiilasyonu ile lateral perforan yolaktan LTP kaydi alind1 (Sekil 12) (85).

Koordinatlar Paxinos Sigan Beyin Atlasina gore belirlendi. Cam kayit elektrodu icerisine
camasir suyu igerisinde oksitlenmis giimiis elektrod yerlestirilip lateral perforan yolaga
yerlestirildi. Koordinatlar: PA:-3,8; L:2,3; H:2,7-3,2mm). Bipolar stimiilasyon elektrodu dentat
gyrusa yerlestirildi (Koordinatlar: PA:-8,1; L:4,3; H:3,2mm, Standart LTP prokolii uygulandi,
15 dk bazal (baseline) kayit, birer dakika ara ile 3 kez 1 saniyelik 100Hz’de stimulasyon ile
LTP indiiksiyonunu takiben 1 saatlik kayit yapildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Lateral perforan yolaktan alinan LTP kaydi 6rnekleri
a: baseline EPSP; b: LTP uygulamasi sonrasinda elde edilen EPSP; c: stimulasyon
sirasinda elde edilen EPSP.

3.10. TSH Ve fT4 Diizeyleri Ol¢iimii:

Metimazol’lin asil tiyoamid grubu bir antitiroid ilag olmas1 nedeniyle, sicanlarda
hipotiroidi olusturmus olma ihtimalini ekarte edebilmek icin, her gruptan rastgele segilen
orneklerle tiroid hormonlarinin ve TSH, kan diizeyleri 6l¢iildii.

Serum TSH vs T4 seviyelerinin l¢iimiinde ELISA kitleri kullanildi (BT LAB, Zheijang,
Cin, E0180Ra, E0735Ra). BT LAB kitleri kat: faz sandvi¢ ELISA tipi kitler. Teste 6zgii
monoklonal antikorlar kuyucuklarin duvarina kapladiktan sonra, kit igerisindeki standartlar ve
ornekler pipetaj ile kuyucuklara yiiklenip ve assayler iireticinin génderdigi talimatlar
dogrultusunda gerceklestirildi. Sonu¢ degerlendirmesi i¢in 450 nm de microplate
okuyucu(Bio-Tek Instruments INC.ELX 800, USA) ile yapildi. Degerlendirilen 6rneklerin
TSH ve T4 seviyeleri normal aralikta olduklar1 i¢in siganlar 6tiroid kabul edildi.
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3.11. istatistiksel Analiz:

Istatistiksel 6n-degerlendirme Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim
Dal1 uzmanlan ile birlikte gerceklestirildi. Kullanilmasi1 gereken deney hayvani sayisi gii¢
analizi ile belirlendi. Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak belirtildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu test edildi, parametrik varsayimlarin dogrulanmasi halinde gruplar
aras1 farkliliklar i¢in iki yonlii ANOVA ve ilgili post-Hoc testler, dogrulanmamasi halinde ise
Kruskal-Wallis ve ilgili post-Hoc testler kullanildi. P < 0,05 istatistiksel olarak dnemli kabul

edildi. Grafiler Grafpad 8.0 yazilim1 yardimu ile yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinda Viicut Agirhgi izlemi

Koku duyusunun kaybinin hayvanlarin yeme aligkanliklar1 ve istahlart iizerindeki
etkisinin degerlendirilebilmesi amaci ile hayvanlar anosmi modellerinin olusturulma tarihinden
itibaren 4 ay boyunca tartildi. Beklenildigi sekilde kontrol grubunda viicut agirliklart %686,2+9,4
(181 g) artarken, anosmi olusturulmus gruplarda viicut agirhg: artist Metimazol grubunda %
70,3£5,86 (146,5 g) ve Cinko Siilfat grubunda % 61,6+3,18 (127,6 g) olarak saptandi.

Veriler normal dagildigi i¢in agirligin zamanla degisimi analizi i¢in iki yonlii anova testi
kullanildi. Zamanla agirlik degisimi analizi sonucunda p=0,0142 ve F(2, 15)=5,726 hesaplandi.
Anlamli fark dolayisiyla posthoc analiz yapildi. kontrol-metimazol i¢in adjusted p=0,0893,;
kontrol-ginko siilfat igin adjusted p=0,0130 ve metimazol-¢inko siilfat i¢in adjusted p=0,5854
bulundu. Anlamli olarak ¢inko siilfat grubunun kontrol grubuna kiyasla daha az kilo aldig1
belirlendi. (Sekil 13).
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Sekil 13. Viicut Agirh@indaki Artis; Kontrol grubu ile Metimazol grubu arasindaki degisim istatistiksel

olarak anlamli (* p=0,0893), Kontrol vs Cinko Stilfat istatistiksel olarak anlamli (p=0,0130); Metimazol vs Cinko
Siilfat arasinda anlaml bir fark saptanmadi (p=0,5854). Her grup i¢in n=6.

Kilo alma ytizdesi seklinde tek yonlii anova analizine ¢evrildiginde ise normallik analizi

hem shapiro wilk hem de kolmogorov smirnov testi ile yapildi. Cilinkii ¢ok yakin sonuglar ile
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smnirdaydi. Sonra yapilan kruskal wallis testi p degeri 0,1252 ile anlamsiz iken gruplar
arasindaki fark igin yapilan tek yonlii anova testinde p=0,0499 bulundu. Istatistiksel anlaml1
degerlendirildi ve yapilan posthoc analizde kontrol-¢inko siilfat arasinda sadece anlamli fark
bulundu. p=0,0431 ile sinira olduk¢a yakin bulundu. Viicut agirligindaki yiizde degisim Kontrol
ve anosmi gruplari arasinda anlaml fark gosterdi, Metimazol i¢in 356+ 5,3gr; Cinko Siilfat
grubu icin 338,3+ 10,74gr ve Kontrol grubu 393,3+ 13,31gr, gruplarin viicut agirligindaki
mutlak degisim ise Kontrol ile Cinko Siilfat arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

saptand1 (p=0,0431; Kontrol 393,3+5,3gr vs Cinko Siilfat 338,3+10,74) (Sekil 14).

150 Zaman (4 Ay) icinde viicut agirigindaki yiizde artis (%)
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Sekil 14. Viicut agirhgindaki artis yiizdesi
Yiizde olarak viicut agirligindaki degisim Kontrol vs Cinko Siilfat i¢cin p=0,431. Her grup i¢in n=6.

Kilo alimindaki degisikliklerin anosmiye bagli oldugu diisiiniildii, olast ihtimaller
- Depresyon gelismesi—> Zorlu yiizdiirme testi ile ecarte edildi
- Metabolizma hizlanmas1—=> TSH ve tiroid fonksiyon testleri ile ekarte edildi
- Istah azalmasi

4.2. Deney Hayvanlarinin Defekasyon sayilari

Sicanlarda anksiyete gostergesi olarak kabul edilebilen, hayvanin yeni bir ortama
girdigindeki digkilama sayisi, anksiyetenin degerlendirildigi korku-motivasyonlu 6grenmenin

degerlendirildigi PST diizeneklerinde incelendi (Sekil 15).
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Sekil 15. Pasif Sakinma Testi sirasindaki ortalama diskilama sayilari: SPSS ile normallik
analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,177 oldugundan normal dagildig: diisiiniildii. One way anova
sonucu p<0,0001 ve F=18,65. Multiple comparison yani posthoc test sonuglarina gére kontrol-metimazol
adjusted p=0,0013 ve kontrol-¢inko siilfat adjusted p<0,0001. Her grup i¢in n=6.

4.3. Bilissel testler

4.3.1. Yem bulma testi bulgular

Deneylerin baglangi¢ asamasinda siganlarda koku duyusuna yonelik herhangi bir
farmakolojik miidahalede bulunulmadan once tiim hayvanlarda bazal koku duyularinin
islevselligi test edildi. Bu ilk YBT seansinda tiim siganlar gomiilii yemi kendilerine taninan
stire iginde bulabildiler (Kontrol grubu 7,7+1,78 dakika, metimazol grubu 9,3+1,89 dakika ve
¢inko siilfat grubu 6.1+1,99 dakika). Anosmi modelleri olusturulduktan sonra test 1. ayda
tekrarland1 Kontrol grubu ortalama 8,5+2,39 dakikada yemi bulurken diger gruplar verilen siire
zarfi i¢erisinde gomiilii yemi bulamadilar (her iki anosmi grubu igin 15+0 dakika; p<0.005 vs
Kontrol. Deneylerin ikinci ayinda tekrarlanan YBT de benzer bulgular sagladi, Kontrol grubu
ortalama 8+0,92 dk i¢inde yemi bulurken, Metimazol grubu verilen siire zarfi igerisinde yemi
bulamadi, Cinko Siilfat grubunda ise yalnizca bir sigan yemi bulabildi (Y3: 12,03 dk 'da yemi
buldu ancak taninan siire zarfinda yemi tiiketmedi). Her 2 grupla kontrol grubu arasindaki farkin

istatistiksel olarak onemli oldugu saptandi (8+0,92 vs 15+0 ve 14,75+0,49 sn; p<0,001 vs
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Kontrol). YBT bulgular1 bu tez ¢alismasinda olusturulan anosmia/hiposmi modellerinin

gerceklestigini dogruladi ve olusturulan anosmi modelleri gegerli kabul edildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Sicanlarda Yem Bulma Testinde performansin karsilastirilmasi
SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p<0,001 oldugundan normal dagilmadig:

diisiiniildii. Kruskal wallis test sonucu p=0,0021 ve y2=12,64. Multiple comparison yani posthoc test sonuglarina
gore kontrol-metimazol adjusted p=0,0062 ve kontrol-ginko siilfat adjusted p=0,0062. Her grup igin n=6.

4.4. Ogrenme-Bellek Islevini Degerlendirmeye Yonelik Davrams Deneyleri

4.4.1. Tiim sicanlarda bazal uzaysal 6grenme-bellek performansi (Barnes
Labirenti) bulgular:

BL deney bataryasi siganlar1 deney gruplarina tabakali rastgele 6rnekleme yontemi ile
bias olusturmayacak sekilde dagitabilmek amaciyla anosmi modelleri uygulanmadan once
gerceklestirildi. Tim hayvanlarda uzaysal ogrenme-bellek performansindaki gelisme
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 17). Siganlar iyi, orta ve zayif performans gésterenler
olacak sekilde ii¢ tabakaya ayrildi, ardindan rastgele olarak 3 gruba dagitildiktan sonra, bu

gruplar da rastgele olarak deney gruplar1 olarak atandi.
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Latans (saniye)

Giivenli kutuyu bulma siiresi (Barnes Labirenti)

Zaman (giin)

Sekil 17. Sicanlarda Bazal Uzaysal Ogrenme-Bellek Performansinin degerlendirmesi
* Bazal degerlendirme ve tabakali rastgele drnekleme i¢in tiim deney hayvanlarinda yapilan

on test, *** P<0,0001, Tekrarlayan 6l¢timler icin ANOVA. n=18.

4.4.2. Uzaysal 6grenme-bellek performansi (Morris su labirenti) bulgular:

MSL testinde 4 giinliik egitim siirecinde biitiin gruplarin anlamli 6grenme performansi
gosterdigi ve kagis platformunu bulma zamanlarinin anlamli sekilde gelistigi gozlendi, ancak
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 18). Besinci giin yapilan
prob deneyde kagis platformu uzaklastirildiktan sonra hedef kadranda gegirilen siire (Sekil 19)
ve 20’nci giin yapilan retansiyon testinde hedef platformda gegirilen siireler anlamli bir sekilde

ogrenme oldugunu gosterirken gruplar arasinda uzaysal 6grenme agisindan anlamli bir fark

saptanmadi (Sekil 20).
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Sekil 18.

Deney hayvanlarinin kacis platformunu bulma siireleri
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Sekil 19. Deney hayvanlarinin Hedef kadranda gegirilen siire yiizdeleri

SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,052 oldugundan normal dagildig: disiiniildii.
One way anova sonucu p=0,6889 ve F=0,3820. Anlaml1 fark yok idi. Her grup i¢in n=6.
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Sekil 20. Deney hayvanlarinin Hedef kadranda gecirilen siire yiizdeleri

SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,237 oldugundan normal dagildig: diisiiniildii.
One way anova sonucu p=0,1660 ve F=2,029. Anlamli fark yok idi. Tiim gruplar i¢in n=6.

40



4.4.3. Yeni nesne tammma testi (NOR) bulgular:

NOR testinde daha 6nceden tanitilmis nesnelerden birisinin yerine yeni bir nesne
konuldugunda hayvanlarin yeni nesneye daha fazla ilgi gostermesi beklenir, kontrol grubu
istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmasa da bu dogrultuda hareket etti ve yeni nesneye daha
fazla ilgi gosterdi. Cinko Siilfat grubu biitiin nesnelere yaklasik esit ilgi gosterdi yeni ve eski
nesneler arasinda belirgin bir tercih sergilemedi. Metimazol grubu ise eski nesneye daha fazla
ilgi gosterdi. Bu veride eski nesneyi 6grenmemis olma ihtimalini desteklemektedir. Metimazol
grubunun eski nesneye olan ilgisi diger gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu. p<0,005 vs Kontrol- Eski (Sekil 21).
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Gruplar

Sekil 21. Deney hayvanlarinin nesnelere gosterilen ilgi siiresi:
***p<0,005 vs Kontrol -Eski; ### p<0,005 vs Metimazol-Eski (ANOVA+Bonferroni). Tiim
gruplar i¢in n=6.

Yeni nesneye gosterilen goreceli ilgi degerlendirildiginde [Y/(Y+E) x100] Kontrol
grubu ile Metimazol grubu arasinda anlamli fark oldugu gorildi (Kontrol= 83,8;
Metimazol=37,8; p=0,0212 vs Kontrol). Bu bulgu koku duyusunun noronal harabiyeti ile
tanima ve animsama performansindaki bozulma arasinda bir iliski olduguna isaret edebilir

(Sekil 22).
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Sekil 22. Deney hayvanlarinin nesnelere gosterilen goreceli ilgi siiresi:
SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,265 oldugundan

normal dagildig1 diistintildii. One way anova sonucu p<0,0271 ve F=4,723. Multiple comparison
yani posthoc test sonuglarina gore sadece kontrol-metimazol arasinda anlamli fark var idi

adjusted p=0,0212. Tiim gruplar igin n=6.

4.4.4. Pasif sakinma testi bulgulari

Bu tez ¢alismasinda, koku yitiminin 68renme-bellek islevinin farkli bilesenleri
tizerindeki etkilerin arastirilmast hedeflendiginden, korku ile giidiilenen (fear-oriented/
motivated) dgrenme-bellek performansini incelemek igin siganlarda Pasif Sakinma Testi de
gergeklestirildi. Bu tip 6grenme, beyinde amigdala araciligi ile koordine edilir. Pasif sakinma
testinde Kontrol grubu karanlik alandan kaginirken deney gruplarinin ¢ekince gostermeden
karanlik alana girdikleri goézlendi. Hatta Kontrol gurubundaki siganlarin diizenek igine
birakildiklarinda zit yone donerek karanlik alandan kagmaya caligtiklar1 gézlendi. Pasif sakinma
testi verileri arasindaki farklar istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli bulundu; Kontrol
grubu i¢in ortalama latans 50,3+97 sn iken, Metimazol i¢in 11,5+9.7 sn ve Cinko Siilfat i¢in
2,14£0,4 sn olarak Ol¢iildi (Sekil 23). Bu bulgular dogrultusunda amigdala ve koku duyusu
arasindaki baglantiya iliskin kanit elde edildi. ileride ayn1 modeller olusturularak amigdala

tizerinde elektrofizyolojik arastirma yapilmasi gereklidir.
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Sekil 23. Deney hayvanlarinin pasif sakinma testinde latans ortalamalari:
One way anova test sonucu p=0,0014 ve F=10,45. Multiple comparison tabi posthoc test (tukey) sonuglarina gore

kontrol-metimazol adjusted p=0,009 ve kontrol-¢inko siilfat adjusted p=0,0017. Tiim gruplar i¢in n=6.

4.5. Anksiyeteyi Degerlendirmeye Yonelik Davranis Deneyleri
4.5.1. Yiikseltilmis art1 labirent bulgular:

Koku yitiminin siganlarda anksiyete diizeylerinde yol agmasi muhtemel etkinin
aragtirtlmast i¢in uygulanan testlerden biri olan Yiikseltilmis Art1 Labirentte gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi, ancak Ozellikle Metimazol grubunda acik
kollarda bulunma egiliminin daha fazla oldugu go6zlendi. Subjektif bir gézlem olarak, deney
(anosmia/ hiposmi) gruplarindaki siganlarin Kontrol grubundaki siganlara gdre hiperaktivite

gosterdikleri dikkat ¢ekti (Sekil 24).
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Gruplar

Sekil 24. Sicanlarin acik kollarda gecirdikleri ortalama siire:
SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,011 oldugundan normal

dagilmadig diistiniildii. Kruskal wallis test sonucu p=0,5272 ve ¥2=1,402. Anlamli fark yok idi.

4.5.2. Acik alan testi bulgular:

Siganlarda anksiyete durumunu degerlendirmek i¢in diger bir test olarak A¢ik Alan testi
uygulandi. Bu diizenekte sicanlarin dogalar geregi koselerde zaman gegirmesi beklenir YAL
bulgulartyla benzer bigimde katledilen mesafe agisindan (sekil 25) istatiksel olarak anlaml
olmamasina ragmen, deney (anosmia/hiposmi) gruplarinin orta bolgede daha fazla zaman
gozlendi. Orta alanda gegirilen zaman Kontrol vs Cinko Siilfat gruplari i¢in istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Sekil 26). Bu asamada Onerilebilecek yaklasm, gruplardaki sigan sayilarinin

artirilarak ileri calismalarin yapilmasidir.

44



15 Acik Alan Toplam Kaftledilen Mesafe
E
A
l%10
7]
Q
E [
c
u
2 - S
8 LA
© ® A A
X ® =
0 | | |
Kontrol Metimazol Cinko siilfat
Gruplar

Sekil 25. Acik Alan toplam katledilen mesafe:
SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,012 oldugundan normal dagilmadigi

diisiiniildii. Kruskal wallis test sonucu p=0,3998 ve y2=1,977. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark yok. Tim

gruplar igin n=6.
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Sekil 26. Sicanlarin orta bolgede gecirdigi siire (Sn):
SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p<0,001 oldugundan normal dagilmadig:
diistintildii. Kruskal wallis test sonucu p=0,0251 ve ¥2=6,880. Multiple comparison yani posthoc test sonuclarina

gore fark sadece kontrol ve ¢inko siilfat grubu arasinda adjusted p=0,0265. Tiim gruplar i¢in n=6.
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4.5.3. Porsolt zorlu yiizdiirme testi (Forced Swim Test) bulgular:

Bu tez caligmasinda kullanilan modeller ile yaratilan koku yitiminin siganlarda
depresyon-benzeri reaksiyon olusturma ihtimalini degerlendirmek igin kullanilan Porsolt ZYT
ile 6zellikle 6grenilmis garesizlik paradigmasi degerlendirildi. Ancak Porsolt ZYTnden elde
edilen bulgular gruplar arasinda depresyon-benzeri davranis yoniinden bir fark olmadigim

gosterdi (Sekil 27).

200 - ZYT Sicanlar1 hareketsiz kalma siiresi
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Gruplar

Sekil 27. ZYT Sigcanlarin ortalama hareketsiz kalma siiresi (sn)
SPSS ile normallik analizi yapildi. Shapiro wilk testi yapildi. p=0,705 oldugundan normal

dagildig1 diistiniildii. One way anova sonucu p=0,6819 ve F=0,3935. Tiim gruplar igin n=6.
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4.6. Elektrofizyoloji Deneyleri

4.6.1. “Long Term Potentiation” bulgulari

Bu tez caligmasinda davranis testlerinden elde edilen bulgular1 destekler nitelikte,
elektrofizyolojik bulgular elde edildi; siganlara uygulanan LTP sonucunda biitiin hayvanlarda
ogrenme/ potentiasyon oldugu ve anosminin dentat gyrus iizerindeki fonksiyonlari bozmadigi
saptand1. Veri seti Max Mv % cinsinden ifade edildi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda fark
bulunmad: (Kruskal- Wallis) ancak metamizol vs ¢inko stilfat gruplari arasinda Mann-Whitnet
U anlamli sonug vermistir (p<0.05) bu anlamlilik Mv yiizde diizeyindeki kiyaslamaya baghdir
(Sekil 28). Anlaml1 olan sonuglar zaman diliminde belirli noktalardaki sapmalar oldugu
gozlendi, genel anlamda LTP de fark goriilmedi. LTP i¢in grup basina {i¢ si¢an kullanildi,
deneylerin daha genis bir popiilasyon ile tekrarlanmasi, davranis bataryasinda etkin olan diger

beyin alanlarinda LTP kayitlarinin alinmasi ileride degerli veriler elde edilmesine katkida

bulunabilir.
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Sekil 28. Sicanlarda “Long term potentiation” bulgular:
Ns (Not- Significant): Kruskal-Wallis; Mann-Whitney U: M-C; P<0,05. X ekseni gegen zaman/dk, Y
ekseni % maksimum mV degerlerini gostermektedir. Grup basina n=3.
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5. TARTISMA

Bu calismada demans ile seyreden norodejeneratif hastaliklarin birgogunun ilk preklinik
bulgusu olan anosminin kognitif fonksiyonlar iizerine olan etkisi incelenmistir. Bu
hastaliklardan biri olan Alzheimer hastalig: ile ilgili yapilan bir ¢alismada koku testinin bu
hastaligin teshisine yonelik tanisal bataryanin bir pargasi olabilecegini destekleyen bulgular elde
edilmistir. Bununla birlikte bir bagka norodejeneratif hastalik olan Parkinson hastaliginda da
koku duyusunda kaybin oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Braak skalasinda Evre 1
olfaktor diizeydeki etkilenmeyi isaret eder (86). Bu tip hastaliklarin etyopatogenezi hala
tiimiiyle aciklanabilmis degildir, ancak bir¢ogunda ilk bulgulardan biri anosmidir. Bu tez
caligmasi, bu tiir norodejeneratif hastaliklarin baslangici beynin direkt uzantist olan olfaktor
sinirden retrograd tasinan bir etken (im. norodejenerasyon, enfeksyon, vb.) olabilecegi rasyoneli
ile tasarlandi. Literatiirde yer alan iki farkli anosmi modelinden yararlanildi. Soguk
algmhigindaki sekli ile mukozal harabiyet yaratmak igin ¢inko siilfat irigasyonu ve nodronal
harabiyet ile koku duyusunun tahribati i¢in intraperitoneal metimazol uygulama yontemleri
kullanildi. Bu yontemler koku duyusunu tamamen yok etmemekte ancak koku duyusu mevcut
noronlarin olusturdugu bir “desen tanima” seklindeki kodlama yolu ile algilandigi i¢in, bu
yolaktaki harabiyet ile kokularmm ayirt edilemez hale gelmesiyle en azindan hiposmi
olusturmaktadir (38; 87). Yapilan ¢alismalarda Alzheimer hastalarinda koku diskriminasyonu
ve belirli bir kokuyu tanima Alzheimer hastalarinda hastalik evresine gore artmaktadir bunun
altinda yatan sebep koku hafizasinda meydana gelen degisiklikler (88). Koku
diskriminasyonunun kognitif fonksiyon kaybini 6ngéren bir belirte¢ oldugu gosterilmistir (89).
Anosmi/hiposmi olustugunun dogrulanmasi igin gémiilii yemi bulma testi yapilarak si¢anlarin,
kendileri i¢in tanidik bir koku kaynagi olan yem peletini 24 saatlik tam ag¢lig1 takiben godmiilmiis
oldugu yerden bulup bulamayacaklari sinandi. Model olusumundan 6nce biitiin sicanlar yemi
bulabilirken, model olusumu sonrasinda deney gruplarinin yemi bulamamasi hedeflenen anosmi
modelinin gerceklestigi yoniinde degerlendirildi.

Anosmi olusumu takiben kognitif fonksiyonlarin degerlendirilmesine yonelik davranig
bataryasinin uygulandig1 siganlar spasiyel 6grenme, anksiyete, depresyon ve korku odakli
ogrenme acisindan degerlendirildikten sonra elektrofizyolojik olarak dentat gyrus ve lateral
perforan yolak degerlendirildi.

Uzaysal 6grenme-bellek i¢in Morris su labirenti kullanildi, gézlemsel olarak anosmik
hayvanlarin daha aktif olduklar1 gézlemlendi ancak egitim ve prob deney verileri gézoniine
alindiginda, anosminin uzaysal 6grenmede anlamli bir fark yaratmadigi gézlemlendi. Yirmi giin

sonra uygulanan retansiyon testindede benzer sekilde, gruplar arasinda belirgin bir fark
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gozlemlenmedi.

Yeni nesne tanima testinde de si¢anlar arasinda yeni nesneye karsi bir ilgi artigi
gozlemlenmezken, ilging bir sekilde Metimazol grubunun eski (tanidik) nesneye asiri ilgi
gosterdigi gézlendi, yeni nesneye gosterilen goreceli ilgi “Ayristirma (diskriminasyon) indeksi”
Olciitii ile degerlendirildiginde Metimazol grubunun kontrole kiyasla anlamli derecede ilgisiz
oldugu saptanmistir. Bu bulgu, néronal harabiyet yolu ile koku yitiminin prefrontal korteks
aracili 6grenme islevini bozdugu yoniinde degerlendirildi.

Sicanlarda anksiyete durumunu degerlendirmek igin yiikseltilmis art1 labirent ve agik
alan testleri uygulandi. Yiikseltilmis art1 labirentte agik alanda gegirilen siire agisindan anlaml
fark bulunamamistir ancak gozlemsel olarak metimazol grubunun c¢ok daha aktif oldugu
saptandi. Verilerin standart sapmalarinin genisligi bu duruma neden olabileceginden daha
biiyiik bir deney grubu ile bu testin tekrarlanmasi halinde daha gegerli bir bilgi saglanabilecektir.
YAL testindeki bu bulgu literatiirdeki olfaktor bulbektomi ile yapilan ¢alismalarin bulgular ile
benzerdir(90). Bu c¢alismalardaki bulgular ¢evresel bilgi kaynagi olan kokulari
algilayamadiklarinda, arayis icine giren anosmik hayvanlardan kaynaklandigi One
stirilmektedir. A¢ik alan testinin sonuglari da benzer yondedir ve bu bulgular1 desteklemektedir
anosmi grubu orta bolgede daha fazla bulunma egilimi sergilese de istatistiksel olarak anlamlilik
sadece Kontrol grubu ve Cinko Siilfat grubu arasinda gozlemlenmemistir. Ancak ilging bigimde,
anosminin gozlemsel olarak anksiyolitik bir etkisi var gibi goziikmektedir. Defekasyon
sikligi/sayist siganlarda ansiyete diizeyini isaret edebilecek diger parametrelerden biridir ve
kontrol grubunda defekasyon sayisi pasif sakinma testinde Anosmi/ hiposmi gruplarina karsi
istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup pasif sakinma bulgularini desteklemektedir. Bu ti¢
bulgu birbirini desteklemektedir ve ilerki ¢alismalarda gbz oniine alinmalarinda fayda vardir.
Yiikseltilmis art1 labirent testi ve acik alan testinde anosmi grubundaki siganlarin kontrol
grubundaki siganlara gére daha hiperaktif olduklari gozlenmistir. Hiperaktivite, anosminin
belirgin bir davranigsal sonucudur. Olfaktor bulbektomi yapilan siganlarda yapilan bir
caligmada goriilen hiperaktivitenin  anosmi kaynakli olabilecegi belirtilmistir(90).
Hiperaktivitenin altinda yatan fizyolojik etkenin dopamin eksikligi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu
da anosmi ile ndrodejeneratif bir hastalik olan Parkinson hastalig1 arasinda baglant1 oldugunu
gosteren bir ipucu olarak yorumlanabilir.

Anosmi modelinin olusturulmasinda Cinko Siilfat grubuna uygulanan nazal lavajlar ve
Metimazol grubuna uygulanan periyodik intraperitoneal enjeksiyonlarin  ve/veya
anosmik/hiposmi olugsmasinin hayvanlarda depresif tavirlara neden olup olmadigini
degerlendirmek i¢in uygulanan Porsolt zorlu ylizme testi gruplara arasinda anlamli bir fark

olmadigimi gostermistir. Boylelikle gruplarda depresyon gelismedigi tim gruplarin kognitif
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testler sirasinda depresyon agisindan esit sartlarda oldugu ve sonuglar arasindaki farkliliklarda
depresyonun rol oynamadigi sdylenebilir. Anosmi olusturmak i¢in kullanilan maddelerden
metimazol anti-tiroid bir tiyoiire oldugu ve hipo/hipertiroidinin kognitif fonksiyonlar iizerinde
etkileri oldugu bilindigi i¢in, tiim gruplardan rastgele secilen hayvanlarda TSH ve serbest T3
seviyeleri degerlendirildi, tiim gruplarin o6tiroid olduklart ve kogntif testlerdeki
performanslarinin tirod hipo/hiper fonksiyonuna bagli olmadigi gosterildi.

Ogrenmenin diger bir tipi olan korku ile giidiilenen (fear-motivated) 6grenme
performansinin degerlendirilmesi i¢in uygulanan pasif sakinma testi, diger kognitif testlerin
aksine deney (anosmik/hiposmi) gruplarinin karanlik alana tereddiitsiiz tekrar girdigini, kontrol
grubundaki hayvanlarmn ise korku ile aydinlik alanda bekledigini gostermistir. Deney gruplari
ile Kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli bulunmustur.
Elde ettigimiz bu bulgu da literatiirdeki diger bulgularla benzerdir(90). Anosmik hayvanlarin
korku seviyeleri daha diistiktiir (91). Bu bulgular 1s1ginda anosminin amigadala iizerinde
olumsuz etkisi oldugu sdylenebilir, ancak bu tez calismas: kapsaminda elektrofizyolojik olarak
bunun test edilmesi miimkiin olmamustir, ileriki calismalarda bu ihtimalin aydinlatilmasi
gereklidir.

Bu tez ¢alismasinda anosmik hayvanlarda 6grenme ve bellegin elektrofizyolojik olarak
degerlendirilmesi i¢in lateral perforan yolak ve dentat girus hedef alindi. LTP uygulamasi ile
dentat girusu uyararak lateral perforan yolaktan kayit alindi. Bu kayitlarda gruplar arasinda
anlamli bir farklilik saptanadi, LTP bulgular1 bu tez ¢aligmasinda elde edilen hipokampal
ogrenme-bellek performanst ile ilgili kognitif fonksiyon testlerinin bulgularini
desteklemektedir.

Elde edilen bulgular 151ginda anosminin hipokampal 6grenme ve bellek iizerinde
dogrudan bir etkisinin olmadig: diisiiniildii, ancak pasif sakinma ve yeni nesne tanima
testi bulgulart 1g1ginda anosminin prefrontal korteks ve amigdala {izerine etkili oldugu
onestiriilebilir. Bu deneylerin daha genis bir deney grubu ile tekrarlanmasinin ve prefrontal
korteks ve amigdalanin elektrofizyolojik olarak degerlendirilmesinin bilimsel literature anlaml

katkilar saglama potansiyelinin oldugu goriisiindeyiz.
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1)

2)

Kisithhklar

Yeteri kadar deney hayvani ve zaman olmadigi i¢in prefrontal korteks ve amigdala gibi
ogrenme-bellek islevi ile ilgili beyin bdlgelerinde elektrofizyolojik kayitlarin
yapilamamis olmasi

Maddi ve teknik sebeplerden 6tiirii ileri immunhistokimyasal ve molekiiler tetkiklerin
bu asamada yapilamamis olmasi. ([leride yapilabilme ihtimali géz Oniinde
bulundurularak sakrifiye edilen hayvanlarin beyinleri -80°C derece sicaklikta muhafaza
edilmektedir.)
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda siganlarda farkli mekanizmalarla anosmi/hiposmi olusturan iki
farmakolojik ajan, ZnSO4 ve metimazol uygulanarak, sirasiyla olfaktor epitel hasari- ile ndronal
hasar-aracili anosmi/hiposmi modelleri olusturmak ve ¢esitli davramis testleri ile
degerlendirilen biligsel siire¢ ile koku duyusu kaybi arasindaki olasi iligkinin ortaya
konabilmesi amaglanmistir. Anosmi modelinin gecerliligi sicanlarin viicut agirliklar1 degisimi
ve yem bulma testi ile degerlendirilmistir. Koku duygusunun kaybinin sebep oldugu 6grenme-
bellek tizerindeki etkiler Barnes Labirenti, Morris Su Labirenti, yeni nesne tanima testi ve pasif
sakinma testi ile degerlendirilirken, anksiyetenin degerlendirilmesi i¢in agik alan testi ve

yiikseltilmis art1 labirent testi uygulanmistir.

ZnSO4 ve metimazol uygulanarak olusturulan anosmi modelinde si¢anlarin viicut
agirliklar1 kontrol grubundaki siganlara gore daha az artmistir. Ayrica anosmi olusumunun
kontrolii i¢in gerceklestirilen yem bulma testinde kontrol grubundaki siganlar belirlenen siirede
yemi bulurken anosmi olusturulan gruplardaki siganlar yemi belirlenen siirede bulamamaiglardir.

Bu testlerin sonucu istenilen anosmi modelinin olustugunu gostermektedir.

Koku alma duygusunun bozulmasi sonucunda 6grenme-bellek islevi {izerinde olusan
degisikliklerin degerlendirilmesinde kullanilan Barnes Labirenti testinde Kontrol ve deney
(anosmik/hiposmi) gruplarindaki siganlarin 6grenme-bellek fonksiyonlarinda anlamli bir
degisiklik olusmamis, sicanlarin uzaysal 6grenme islevinin korundugu tespit edilmistir. Ayni
sekilde Morris Su labirentin’in bulgular1 da benzer bulunmustur, siganlar kagis platformunun
yerini 0grenmislerdir. Morris Su labirenti testinde yapilan prob deneyi ve presipitasyon
belleginin degerlendirilmesi i¢in uygulanan retansiyon deneyinin sonuglarinda da anosmi
gruplarinin 6grenme islevlerinde belirgin bir kaybin olmadigi saptanmistir. Yeni nesne tanima
testinde kontrol grubu yeni nesneye daha ¢ok ilgi gosterirken metimazol ile anosmi olusturulan
sicanlarin yeni nesneye ilgileri azalmistir. ZnSO4 ile anosmi olusturulan grupta yeni ve eski
nesneye esit ilgi gosterilmistir. Korku giidiilii (fear motivated) 6grenmenin degerlendirildigi
pasif sakinma testinde kontrol grubu karanlik bélgeden kaginirken anosmi olusturulan gruptaki
siganlar elektro sok uygulamasina ragmen karanlik bolgeye yonlenmislerdir. Pasif sakinma
testinde degerlendirme yapilirken sicanlarin digkilama sayilar1 da degerlendirilmis ve Kontrol

ve deney (anosmik/hiposmi) gruplari arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir.
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Anosmi sonucunda siganlardaki anksiyetenin degerlendirilmesi i¢in agik alan testi ve
yiikseltilmig art1 labirent testi uygulanmistir. Acik alan testinde sicanlarin orta bolgede
gecirdikleri siire incelendiginde istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasa da anosmi grubundaki
siganlar orta alandan daha ¢ok siire gecirmislerdir. Ayrica agik alan testinde degerlendirme
yapilirken siganlarin digkilama sayilar1 da degerlendirilmis ve gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamamustir. Yiikseltilmis art1 labirent sonuglari da kontrol ve anosmi gruplarinda anksiyete
diizeyleri arasinda bir faklilik ortaya ¢ikartmamistir. Ancak bu testlerin sonucunda hayvanlarda

hiperaktivitenin artmis oldugu gézlemlenmistir.

Bu tez calismasinda ¢esitli davranis testleri yardimiyla gosterilen, koku yitimi ile kognitif
performans arasindaki olasi iliskinin derinlemesine incelenebilmesine yonelik ileri calismalarin
yapilmasi ve dzellikle siiregte Gs/oi-D1R, D2R, adrenerjik, kolinerjik vb reseptorlerin, Nav1.7,
Na*/Ca?*, CI" vb iyon kanallarinin ve fosfodiesteraz-3, adenilat siklaz, guanilat siklaz, sitokrom

P450 vb enzimlerin katkisinin incelenmesi gerekmektedir.
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