T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

Tez Yoneticisi
Prof. Dr. Cetin Hakan KARADAG

TRANSIENT RESEPTOR POTANSIYEL VANILLOID 1
(TRPV1) AGONISTI KAPSAISIN VE ANTAGONISTI
KAPSAZEPININ FARELERDE KORKU KOSULLANMA
UZERINE ETKILERI

(Doktora Tezi)

Dr. Murat SAHIN

Referans no: 10475421

EDIRNE -2022



T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

Tez Yoneticisi
Prof. Dr. Cetin Hakan KARADAG

TRANSIENT RESEPTOR POTANSIYEL VANILLOID 1
(TRPV1) AGONISTI KAPSAISIN VE ANTAGONISTI
KAPSAZEPININ FARELERDE KORKU KOSULLANMA
UZERINE ETKILERI

(Doktora Tezi)

Dr. Murat SAHIN

Destekleyen Kurum: TUBAP-2019/121

EDIRNE -2022



TESEKKUR

Doktora egitimimde ve tez caligmalarimda
sonsuz katkilari olan degerli danigman hocam
Prof. Dr. C. Hakan KARADAG’a, Prof. Dr.
Ahmet ULUGOL’e, Prof. Dr. Dikmen
DOKMECTI’ye, Dog. Dr. Ozgiir GUNDUZ’®,
Dog. Dr. Ruhan Deniz TOPUZ’a ve ¢ok kiymetli
merhum Prof. Dr. Ismet DOKMECI ye,
calismam boyunca yardimlarini esirgemeyen ve
beni her zaman destekleyen aileme ve esim Prof.
Dr. Sevtap HEKIMOGLU SAHIN’E ve
TUBAP’a tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAGC ..ottt st en st an st anenes 1
GENEL BILGILER .........cooiviiiiitiiiies st 3
OGRENME VE BELLEK .....cooitiiiiiiiiiiessssissss st sssssssssssss s 3
Bilginin Saklama Suresine Gore Bellek Tipleri...............cccoooiiiiis 4
Saklanan Bilginin Niteligine Gore Bellek Tipleri................ccccooo i 5
KORKU BELLEGI .....ooovtiiiiiiii sttt 7
Korku Kosullanma .............ccooiiiiiiii e 7
Baglamsal ve Ipuclu Korku Orenme ................cccocooviuiiriiieirieiiieeese e, 9
Korku Belleginde Rol Alan Belirleyici Norotransmiterler ..................ccccooiiiiiiinnnnn. 9
KCAPSAISIN ... b bbbt bbbt 15
(NG 10 1T= 4] o] | SO PROPI 15
GEREC VE YONTEMLER ..........c.cooviiiiiiiiieieeieee e 17
BULGULAR . 24
TARTISMA . ..ot b ettt b e nne e nnes 35
SONUGLAR ...t 40
KAYNAKLAR L.ttt b ettt nn e ne e 43
SEKTLLER........coiiiiieteeeeeeeeee oottt ettt ettt ettt e e sttt n st n s s en s 48
TABLOLAR .. et 51
L0 Y7€) 031 I 15T 52

EKLER



SIMGE VE KISALTMALAR

BA Amigdalanin bazal niikleusu
BLA Bazolateral amigdala

CeA Amigdalanin santral niikleusu
CWS Cold Water Stress

DG Dentat girus

GABA Gama aminobiitirik asid

LA Amigdalanin lateral niikleusu
LTP Uzun Siireli Potansiyalizasyon

TRPV1 Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1
mPFC Medial prefrontal korteks
NADA N-arasidonil-dopamin

CA1l Cornu Ammonis 1 alani
CB1 Kannabinoid 1 reseptorii
SOM Somatostatin

NPY Noropeptid-Y



GIRIS VE AMAC

Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 (TRPVI1) kanallar1 hiicre membrani
yerlesimli, icinde bir katyon kanali bulunduran ve acildigi zaman hiicre i¢ine kalsiyum girisine
neden olan bir kanaldir. Bu kanallar agri modiilasyonu ile ilgili olarak ilgi ¢ceken kanallar
arasindadir. Endojen kannabinoidlerin, kannabinoid reseptorler (CB1 ve CB2) yaninda TRPV1
kanallarin1 da etkilemesi, endokannabinoidlerin rol oynadigi durumlarda bu kanallarin da rol
oynayabilecegi diisiincesine yol agmaktadir.

Kapsaisin, iyi bilinen bir norotoksik maddedir; kiigiik ¢apli primer duyusal néronlarin
selektif dejenerasyonunu indiikler ve sonugta, nosisepsiyon dahil, periferde inflamatuvar
yanitin norojenik komponentinde ve hedef dokularin eferent yolaklarinda birgok kayiplara
neden olur (1-8). Ozellikle, septal cekirdekler, akkiimbens ve interpediinkiiler cekirdekleri de
iceren limbik yapilarda kapsaisin’e duyarli nodronlarin terminallerinde dejenerasyon
gozlenmistir. Carobi ve arkadaslar1 (1) eriskin siganlarin neonatal tedavisinde kapsaisin’in
uzaysal ve aktif sakinma gorevlerinde Ogrenme, bellek ve unutma iizerine etkilerini
arastirmislardir. Sonuglar, agrili uyaranlara neonatal maruz kalmanin daha sonra aktif sakinma
performansini artirdigini dogrulamistir. Son ¢alismalar, TRPV1 aktivasyonunun santral
sinapslarda norotransmiter saliverilmesini diizenledigini gostermistir (9,10). Dahasi, TRPV1
geni silinmis farelerde hipokampiis bagimli 6grenme eksikligi ve sinaptik plastisitede azalma
saptanmistir (11).

Yakin zamanda yapilan caligmalar, kapsaisin tarafindan aktive edilen hipokampal
TRPVI, stres altinda uzaysal bellek geri cagirma bozuklugunu 6nledigini ve stresli jiivenil

sicanlarin  hipokampal CA1l alaninda uzun siireli potansiyalizasyonu kolaylastirdigini



gostermistir. Ancak kapsaisinin sinaptik plastisite, yap1 ve uzaysal bellegi stres kaynakli
hasarlarda nasil korudugu bilinmemektedir (12).

Santral sinir sisteminde TRPV1; substansiya nigra, bazal gangliyonlar, hipokampal
formasyon, lokus seruleus ve korteks dahil ¢esitli beyin bélgelerinde ifade edilmektedir (13-
15). Son zamanlarda, TRPV1’in ¢esitli endojen ligandlar1 karakterize edilebilmistir (16). Bu
intraserebral endovanilloidlerin daha yakindan incelenmesi iizerine ii¢ farkli lipit sinifi ortaya
cikartilmistir: [1] anandamid, [2] arasidonik asitin lipoksijenaz tiriinleri ve [3] uzun zincirli,
linear yag asitli dopaminler [6rn.N-arasidonil-dopamin (NADA)]. Bu endovanilloidlerin ikisi;
anandamid ve NADA olup bunlar, ayn1 zamanda endokannabinoid aile iiyesidir; kannabinoid
reseptor tip 1°e (CB1) baglanmaktadirlar (9,16). Hem TRPV1 hem de CB1, hipokampal olusum
da dahil olmak {izere ¢esitli beyin yapilar1 i¢inde kolokalize olmustur. CB1 reseptdrleri primer
olarak akson terminallerinde ifade edilirken, TRPV 1 postsinaptik dendritik uzantilarda ve hiicre
govdesinde bulunabilmektedirler (15,17,18). CB1 aktivasyonu genellikle presinaptik
terminallerde hiicre i¢i kalsiyumda azalmaya yol agar ve bdylelikle transmiter saliverilmesi
azalir (19,20). Buna karsilik, anandamid tarafindan TRPV1 aktivasyonu postsinaptik
bolgelerde Ca*? girisini artirir (21). Bu gozlemler, TRPV1 ve CB1’in duygusallik, bilis ve
sinaptik plastisite de dahil olmak {izere belirli beyin fonksiyonlar1 iizerinde zit etki yapabilecegi
hipotezine yol agmistir (15).

Kannabinoidlerin korku kosullanmada, 6zellikle sonme iizerine 6nemli bir rol oynamast
nedeniyle, TRPV1 kanallarinin da ise karisma olasiligimin oldugunu diisiinmekteyiz. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismamizda, TRPV1 aktivasyonu ve blokajinin korku kosullanmanin
herhangi bir asamasinda (edinim, konsolidasyon, geri ¢agirma, sonme ve rekonsolidasyon)

herhangi bir rol oynayip oynamadiginin arastirilmas1 amaglanmaktadir.



GENEL BIiLGILER

OGRENME VE BELLEK

Ogrenme ve bellek beynin tiire 6zgii 6zelliklerin yansitilmas1 ve bagimsiz hayatta
kalmabilmesi icin gerekli en dnemli kognitif (biligsel) fonksiyonlardandir. iki ayr1 kavram
olarak tanimlanmasina ragmen birbiriyle iliskilendirilmis tamamlayici bir siiregtir. Ogrenme ve
bellek, cesitli alt bilesenleri kapsar ve bu bilesenler farkli sekillerde yapilandirilabilir. Ornegin,
onlarin zamansal boyutlarina odaklanabilir veya mubhtelif bellek bigimlerini igerikleri veya
edinme mekanizmalar1 sayesinde ayirt edebiliriz.

Ogrenme ve bellek kavramlarini aciklayacak olursak cevresel uyaranlarla kazanilmis
davranig yanit1 grenmedir. Bu tanimda gevresel uyarana verilen yanit degil de ¢evresel uyariya
kars1 kazanilan tecriibelerden sonra verilen yanitta davranis degisiminin olmasi 6grenmedir.
Bellek ise Ogrenilen bilgilerin depolanmasi olarak tanimlanabilir. Bellek ise 6grenilenlerin
sifrelenmesi, depolanmasi, istemli veya istemsiz geri c¢agirilmast ve hatirlanmasi
mekanizmalarini igermektedir (22-24).

Ogrenme ve bellegin bilissel yapisinin karmasik oldugu ve temel alt bilesenler
arasindaki birgok etkilesim ve Ortiismeler g6z Oniine alindiginda ne noropsikolojik ne de
norobiyolojik modellerin tam olarak tatmin edici bir siniflandirma saglayamayacag: agiktir.
Bellek, c¢aligmalarda bir¢cok farkli gruplarda siniflandirilmistir. Kavramlarin anlasilmasi

karmasik oldugu i¢in genel olarak iki temel parametre lizerinden siniflandirma yapilir.



1. Bilginin saklanma siiresine veya zaman parametresine gore

2. Saklanan bilginin niteligine gore (22).

Bilginin Saklama Suresine Gore Bellek Tipleri

Kisa siireli bellek: Bazal davranista degisiklige sebep olan uyaranla karsilagma sayist
veya uyaranin siddetine bagli olarak 6grenilen bilgi kisa siireli bellekte veya uzun siireli bellekte
depolanir. Bellek tipleri kisa veya uzun siireli olabilir (23). Bilginin birkag¢ saniye veya dakika
stiresince depolandigi, siniflandirilarak bilince ulastirildigi bellek fonksiyonu Kisa siireli bellek
olarak tanimlanabilir (23,24). Kisa siireli bellekteki bilgi, duyusal uyarilar ile yeni edinilmis
veya uzun siireli bellekten geri ¢agirilmus olan bilgidir. iki yonlii fonksiyon gérebilen kisa siireli
bellek bilgiyi alir ve bilgileri segmeli olarak uzun siireli bellege aktarir (23).

Kisa stireli bellek; duyusal bellek, kisa siireli depolama ve isler bellek olmak iizere ii¢
ana bilesenden olusabilir. Duyusal bellek ve kisa siireli depolama, yeni tanigtiginiz bir kisinin
yiizii gibi sadece yeni kazanilan bilgilerle ilgilidir. Ses isitme, dokunma, tat alma, gérme,
koklama gibi duyu organlarimizla alinan uyarilar kisa siireli bellegin duyusal kismindan
gecerek bellekte yer alirlar (23). Uyari sinyalinin isitsel (ekoik) veya gorsel (ikonik) olmasina
gore duyusal bellek ikiye ayrilabilir (24). Bilginin islenmesinden ve bilince ulasmasindan kisa
stire sonra bilgilerin kisa siireli tutulmasi kisa siireli depolamadir. Kisa siireli depolamada
bilgiler, farkinda oldugunuz bilgilerdir ve bu bilgiler kendiliginden kisa siire depolanabilir. Isler
bellegin ancak bilgi isleniyorsa devreye girdigi bilinir. Yeni edilen bilgi isler bellekte islenir ve
kisa siireligine kullanilir (23,24). Isler bellege drnek olarak telefon numarasimin akilda tutulmasi
verilebilir (25). Isler bellek, bilginin yonlendirilmesi ve gecici depolanmasimi ifade eden
terimdir.

Uzun donem bellek: Kisa donem bellekte ¢ok kisa siireler ile bilgiler depolanirken
uzun donem bellekte uzun zaman araliklarinda hatta yasam boyu bilgiler saklanabilir (23,26).
Uzun donem bellegin olusmasi ve bilgilerin uzun siireli saklanabilmesi yeni sinapslarin
olusmasi, sinaptik giiciin artmasi, ndrotransmiter salinmasi ve protein sentezi ile olmaktadir
(26,27). Kisa siireli bellek, hiicresel bir bilesigin tekrar tekrar uyarilmasini saglarken, uzun
stireli bellek, hipokampal fonksiyonlara yiiksek oranda bagimli oldugu diisiiniilen
konsolidasyon siireglerinden once gelen sinaptik seviyede yapisal degisikliklere yol acgar.
Saklanan bilginin igerigine gore bellegin siniflandirilmasi ve iliskili oldugu alanlar Sekil 1°de

gosterilmistir.



iNSAN BELLEGI

NON-DEKLARATIF
BELLEK

DEKLARATIF BELLEX

SEMANTIK EPIZODIK ASOSIYATIF NONASOSIYATIF i PROSEDURAL
KAVRAMLAR OLAYLAR OGRENME OERENME ATRLAMA) GERENME
Medial Temporal Emosyonel  iskelet Refleks Neokorteks Striatum
Lob Yanitlar Yanitlar Yolakiar

Amigdala Serebellum

Sekil 1. Uzun doénem bellekte saklanan bilginin niteligine gore bellegin
gruplandirilmasi ve ilisikli beyin bolgeleri (23)

Saklanan Bilginin Niteligine Gore Bellek Tipleri
o Deklaratif bellek
o Non-deklaratif bellek

Deklaratif (eksplisit/acik/bildirilebilen) bellek: Yerlerin, olgularin ve olaylarin
bilingli olarak hatirlanmasidir (28). Muzik, sesler, fikirler, duygular, kokular, yiizler ve
kelimeler deklaratif bellege ait olan kavramlar olup bilingli hatirlamanin riinleridir (28,29).

Medial temporal lob uzun siireli deklaratif bellegin saklanmasinda &nemli rol
tistlenmektedir. Norolojik amnezi, medial temporal lob hasarinin olustugu durumlarda
deklaratif bellegin kaybina bagli olarak gelismektedir (29).

Deklaratif bellek kendi iginde semantik ve epizodik bellek seklinde ikiye ayrilir.
Epizodik bellek, bir mekan ve zamana ait olugsmus bir aktiviteyi tekrar hatirlamayi igeren
bellektir. Semantik bellek ise herkes i¢in genel olarak gegerli olan bilgileri igeren bellektir (28).
Ornegin, ‘gecen Sali marketin kapatildigmi hatirlamak’ epizodik bellekle, ‘marketin sorunu
oldugunu bilmek’ ise semantik bellekle ilgilidir.

Bilgiler deklaratif bellekte kodlama, depolama, konsolidasyon (pekistirme) ve geri
cagirma islemlerinden gecer. Edinilen yeni bilginin kaydedilmesi ve bellekteki baska bilgilerle
iligskisinin kurulmasi kodlama, edinilen bilgilerin bellekte saklanmas1 depolama, kararsiz (labil)
bir bilginin gen ekspresyonu, protein sentezi ve sinapslarin gii¢clendirilmesiyle konsolidasyon,
depolanmis bilginin gerekli durumlarda hatirlanarak tekrar kullanilmasi geri ¢agirma olarak
adlandirilir (22).

Deklaratif olmayan (non-deklaratif/implisit/ortiik/bildirilemeyen) bellek: Biling

dis1 davraniglarla ve aligkanlik, beceri gibi bilingli bellek yetenegine ihtiya¢ duyulmadan
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kazanilan, performans yoluyla sergilenen bellek cesididir (30). Araba kullanmak, ayakkabi
baglamak veya yazi yazmak deklaratif olmayan bellege drnek verilebilir (24).

Deklaratif olmayan bellek dort baglikta incelenebilir.

1. Assosiyatif 6grenme (klasik kosullanma ve edimsel kosullanma): Bu 6grenme
seklinde iki uyari1 arasindaki iliski ya da bir uyar1 ile bir davranis arasindaki iligkinin
Ogrenilmesi incelenir. Klasik kosullanma ve edimsel kosullanma olarak siniflandirilmaktadir.

Klasik kosullanma refleksif siireglere dayanir. Ivan Pavlov tarafindan ilk olarak
bildirilmis olan klasik kosullanma, iki uyaranin birbiriyle eslestirildigi ve rekleksif siireclerle
ilerleyen o6grenme bigimidir. Klasik kosullanmada temel prensip, iki uyarani birbirine
eslestirmektir. Kosullu uyaran; zayif ya da hi¢ yanit olusturmayan dokunma, ses, 151k gibi
uyaranlardir. Kosulsuz uyaran; salivasyon, ayagini geri ¢gekme gibi belirgin yanit olusturacak
yiyecek ve sok gibi uyaranlardir. Pavlov’un deneyinde belirgin bir yanit olusturan yiyecek gibi
kosulsuz uyaran ile, yanit olusturmayan veya zayif yanit olusturan ses gibi kosullu uyaran
eslestirilir. Kosulsuz uyaran tekrarlayan uygulamalar sonrasi kaldirildiginda sadece kosullu
uyaranin uygulanmasi ile kosulsuz uyaranin neden oldugu cevabin olustugu goriiliir (22,23).

Edimsel kosullanma 6diil ve ceza temeline dayanan davranis sonug iligkisini agiklayan
ogrenme bi¢imidir. Bir davranigin sonucu olumluysa davranis tekrar etmeye devam eder. Ancak
davranigin sonucunda rahatsizlik verici bir uyaran veriliyorsa veya sonug olumsuzsa davranigin
tekrar1 yapilmaz (22).

2. Non-assosiyatif 6grenme (habituasyon ve sensitizasyon): Habituasyon (alisma)
rahatsiz edici olmayan bir uyarana verilen yanitin, uyaranin ardisik verilmesi durumunda
giderek azalmasi yani bu uyariya verilen tepkinin azalmasi ya da kaybolmasidir.

Sensitizasyon (duyarlilasma) ise, gelismis bir iihabitiiasyondan sonra rahatsizlik verici
veya zararli bir uyaranin uygulanmasiyla verilen yanitta iihabitiasyonun ortadan kalkmasi yani
yanitin tekrar giiglenmesidir (22).

3. Prosedural 6grenme (motor d3renme, beceri): Ik defa Ogrenilen beceri ve
aligkanliklar bilingli yapilirken, 6grenildikten sonra hatirlanarak biling dis1 yapilir. Yiirtimek,
bisiklete binmek, yabanci dil konusmak 6rnek verilebilir (23).

4. Priming (hazirlama): Kazanilan deneyimler ile ayni1 ya da baglantili bir uyariyla
daha onceden karsilagmanin neticesi olarak, bu uyariyla tekrar karsilasildiginda uyarinin
taninmasi, kategorize edilmesi ve verilen yanitin olusumunda degisim veya yanitin hizlanmasi,

veriminin artmasi goriilebilir (31).



KORKU BELLEGI

Hayatta kalma g¢abasini saglayan ve gii¢lii bir duygu olan korku, 6grenme ve bellek
calismalarinda arastirmalara yol agmustir. Korku, organizmanin dogustan kazanilmis veya
sonradan Ogrenilmis yanitlar olusturarak tehlikelere karsi basa ¢ikmak i¢in organizmayi
hazirlayan norofizyolojik siiregler olarak tanimlanabilir (32). Kaygi, diger bir deyimle
anksiyete ve stres korku ile baglantili kavramlardir. Sonug olarak korku, kaygi ve stresi
olusturur. Korkunun bir tehdide kars1 meydana gelen tepki olmasi onu anksiyeteden farkl tutar.
Posttravmatik stres bozuklugu gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde Korku belleginin silinmesi ile
ilgili yapilan bilimsel ¢alismalar olduk¢a 6nem tagimaktadir (33). Korku genellikle olayla ilgili
ipuglar1 ve baglamlar aracilig ile meydana gelirken, anksiyete bu tetikleyiciler olmadiginda da
meydana gelebilir (34). Korku bellegi, travmatik olaylarla ilgili meydana geldiginden, uzun
stireli olusu ve giicii ile bellek tiirleri i¢inde ayirt edilebilir. Farkli baska bir yonii ise neredeyse

bir anda olusup hayat boyunca bozulmadan kalabilmesidir (35).

Korku Kosullanma

Davranis psikolojisinde assosiyatif O0grenmenin bigimlerini incelemek i¢in korku
kosullanma modeli kullanilmaktadir. Bu modelde, rahatsizlik olusturan kosulsuz bir uyaranla
birlikte, rahatsizlik olusturmayan kosullu duyusal bir uyarana maruz birakilmak suretiyle,
zamanla rahatsizlik olusturmayan kosullu uyarandan da korkma 6grenilir (36).

Korku bellegi, baglamsal korku kosullanma ve ipuglu korku kosullanma testlerinden
olusan iki klasik kosullanma ile degerlendirilir. Bu iki testte de hayvanda strese yol agan
elektrik soku gibi kosulsuz uyaran, rahatsizlik vermeyen duyusal bir kosullu uyaran ile
eslestirilir (33,34,37). Kosullu uyaran baglamsal korku kosullanmada genellikle ¢evresel iken,
ipuglu korku kosullanmada genellikle koku, ses veya 1siktir (34,36).

Kosullu uyaranla iliskilendirilen korku belleginin olusmasi, Kosullu ve kosulsuz
uyaranin tekrarlanarak bir arada verilmesi ile olusur. Korku bellegi gelisen hayvanin, kosulsuz
uyaran kaldirilip sadece kosullu uyarana maruz birakildiginda da korku tepkileri verdigi
goriliir. Bu tepkiler kemirgenlere 6zgii savunma tepkisi olan donma gibi hareketsiz kalma
davranisi ile birlikte otonomik ve endokrin yanitlar olan defekasyon sikliginda ve stres hormon
seviyelerinde, kalp atis hiz1 ve kan basincinda artma seklindedir (34,36).

Korku bellegi, korku kosullanma testleri ile incelendiginde edinim (acquisition),
konsolidasyon (consolidation) ve sonme (extinction) olmak iizere 3 farkli basamaktan olusur
(38,39). Korku bellegi, edinim agamasinda baglam ve sok birbiri ile eslestirilerek olusturulur.

Edinimden sonra denekler kafeslerine geri geldiginde konsolidasyon asamasi gergeklesir.
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Denekler ayn1 baglamla sok uygulanmadan tekrar karsilastiklarinda korku bellegi tekrar
pekistirilir (reconsolidation) veya unutulur (séner). Genellikle sok uygulamaksizin, baglama
kisa siireli maruz kalma, korku belleginin tekrar konsolidasyonuna, uzun siireli maruz kalma
ise baglam i¢in yeni bir bellek iireterek korku belleginin sonmesine sebep olur (39,40).

Korku bellegi olusmasinda rol oynayan ana beyin bolgesi lateral ve bazal ¢ekirdekleri
(bazolateral ve bazomedial niikleuslar) i¢eren bazolateral amigdala kompleksidir (32,41). Diger
one ¢ikan beyin bolgeleri hipokampiis, medial genikulat niikleus (MGN), anterior singulat
korteks ve ventral periakuaduktal gri bolgedir (VPAG) (41). Baglamsal korku
kosullandirmasinin hipokampiis ve amigdalaya bagli olduguna dair gii¢lii kanitlar olup, ipuglu
korku kosullanma amigdala bagimlidir (42).

Baglamsal korku kosullanmada, amigdalanin bazal ¢ekirdeginde (BA) eslestirilmek
tizere kosullu uyarana ait bilgiler hipokampal formasyon ile elektriksel sok gibi kosulsuz
uyarana ait bilgiler iletilir. Ipuglu (isitsel) korku kosullanmada ise kosullu uyaran olan sesli
uyaranla ilgili bilgiler, mGN araciligi ile amigdalanin lateral ¢ekirdegine (LA) iletilir ve burada
kosulsuz uyarandan (elektriksel sok) gelen bilgilerle eslesir. BA ve LA’ya gelen baglamsal ve
ipuclu korku kosullanma ile ilgili bilgiler, bazolateral amigdala kompleksinde islenir ve
filtrelenir. Daha sonra stria terminalis’e ve amigdalanin korku yanitin1 kontrol eden ¢ikis
¢ekirdegi olan santral niikleusuna (CeA) iletilir (41). LA, CeA ile dogrudan veya arada bulunan
interkalat hiicreleri araciligiyla ve hipokampiisten gelen baglama ait bilgilerin eslestirildigi BA
araciligi ile baglant1 kurar (38). CeA’ya gelen bilgi korkunun sempatik yanitlarini diizenleyen
lateral hipotalamusa ve donma yanitin1 diizenleyen orta beyindeki periakuaduktal gri alana
yansitmayi1 yapar (33). Sonug olarak periakuaduktal gri alan yonetiminde korku yaniti1 olan
donma olusur (33,41; Sekil 2).

Baglamsal korku kosullanmada, hayvanda kosullu uyaran ve kosulsuz uyaranin beraber
uygulanmasi ile olugan yanitin diger bir deyisle korku tepkilerinin, kosulsuz uyaran olmadan
kosullu uyaranin tek olarak giinlerce veya haftalar boyunca tekrar edilerek uygulanmas: ile
yanitin azalmasi veya ortadan kalkmasi, korkunun sonmesi olarak nitelendirilir (33).
Hipokampiis, bazolateral amigdala ve/veya infralimbik mPFC’de glutamat N-metil D-aspartat
(NMDA) reseptorii aracili plastisite Korkunun sonmesi i¢in gereklidir (33,42,43). Ayni

bolgelerde test sonrasi protein sentezi, Sonmenin bellekte konsolidasyonu i¢in gereklidir (33).
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Sekil 2. Klasik korku kosullanmanin basitlestirilmis sinirsel devreleri (40).
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Baglamsal ve Ipuc¢lu Korku Ogrenme

Baglamsal korku 6grenme, hipokampiis ve amigdala gerektiren bir 6grenme gorevidir
ve bir 6znenin hos olmayan bir uyarani belirli bir ortamla iligkilendirme yetenegini test eder
(44). Ogrenme, farenin ayak sokunu aldigi ortama tekrar kondugunda gosterdigi donma
davranisiyla dlgiiliir. Ipuglu korkuyla 6grenme, farelerin belirli bir isaretten (ses, 151k vb.) sonra
bir ayak soku aldigi, amigdala bagimli bir 6grenme aktivitesidir. Ogrenme, ayak sokuyla
iligskilendirilen ipucuna verilen donma davranisiyla dlgtliir. Baglamsal korku kosullandirmasi
hipokampal ve amigdalanin aracilik ettigi bir bellek iken, ipuglu korku kosullandirmasinin

gerceklesmesinde sadece amigdala rol oynamaktadir.

Korku Belleginde Rol Alan Belirleyici Norotransmiterler

Korku belleginin olugsmasi, sonmesi ve yeniden olusmasinda gorev alan glutamat temel
eksitator norotransmiter, gama aminobiitirik asit (GABA) ise temel inhibitor nérotransmiterdir (33).
Korku belleginin edinilmesi ve konsolide edilmesinde amigdala ve hipokampiisteki GABAA
reseptorleri gorev almaktadir. Korku bellegi egitimleri 6ncesi veya sonrast GABAerjik transmisyonu
artiran ilaglar uygulandiginda korku yanitlarinin azalmasina neden olmaktadir (33).

Bazolateral amigdala’daki (BLA) noronlarin %801 eksitatdr temel néronlar (principal

neurons, PN) olup néromediyator olarak glutamat igerirler.-BLA’daki néronlarin %20°’sini ise



inhibitor GABAerjik ara noronlar olugturmaktadir. GABAerjik inhibitdr ara noronlar kalbindin
(CB) ve kalretinin ekspresyonlarina dayanarak CB ve kalretinin noronlari seklinde 2 ana alt tipe
ayrilirlar. CB ara noronlar1 BLA’daki ara néronlarin yaklasik %60’m1 olusturmaktadir ve
eksprese ettikleri maddelere dayanarak 4 alt tipe ayrilirlar: 1. Parvalbiimin- (PV), 2.
Somatostatin- (SOM), 3. Noropeptid Y- (NPY) ve 4. Kolesistokinin- (CCK) eksprese eden ara
hiicreler. Parvalbiimin eksprese eden hiicreler baslica, temel ndronlarin perisomatik bolgesini
hedeflemektedir ve ayrica SOM eksprese eden hiicreler iizerine de sinyal gonderirler. SOM-
eksprese eden hiicreler ise temel noronlarin dendritleri tizerinde inhibitor bir etkinlige sahiptir.
Kosullu uyaran (CS) PV-eksprese eden ara noronlar1 aktive ederek temel noronlarin hiicre
govdesinde ve SOM-eksprese eden hiicreler lizerinde inhibitor etki olusturur. SOM-eksprese
eden hiicrelerin inhibe edilmesi, temel hiicrelerin dendritleri {izerindeki inhibitdr etkinligi
ortadan kaldirir (disinhibisyon). Boylelikle, temel néronlarin dendritleri tizerine ulagan CS’nin
giiclii bir postsinaptik depolarizasyona neden olmasina ve bunun sonucu olarak CS uyarilarinin
uzun siireli potansiyalizasyon (LTP) olusturmasina neden olur (45,46). Bazolateral
amigdala’daki temel néronlarin bazilar1 medial prefrontal korteks’in (mPFC) prelimbik (PL)
kismina projeksiyon yapar; bu noéron tipine CS-up veya fear expression néronu (PNpL) adi
verilir (Sekil 3 ve 4). Buna karsilik BLA’daki bazi temel noronlar ise mPFC’nin infralimbik
(IL) kismina projeksiyon yapar; bu ndron tipi de extinction néronu (PNj.) olarak adlandirilir.
PN ve PNpL noronu iizerinde sinaps olusturan inhibitor bir ara noron tipi bu iki néronun
aktivitesini diizenlemektedir ve korku 6grenme ve korku extinction’t (sénme) arasindaki gegisi
kontrol etmektedir. Bu ara ndron tipi kolesistokinin eksprese etmektedir (CCKL) ve PN iizerine
olan uzantilarinda kannabinoid reseptor tip 1 (CBI1R) eksprese ederler. Bu reseptorler
presinaptik ugtan mediyator saliverilmesinin baskilanmasina neden olmaktadir. Kannabinoid
reseptorlerini uyaran endokannabinoidin kaynagi PN olup, bunu diasilgliserol lipaz o (DGL )
tarafindan tretilen 2 arasidonil gliserol (2-AG) ile gergeklestirirler. DGLa enzim aktivitesi
PNiL’de yiiksek, PNp_’de diisiiktiir. PNy aktive edildiginde fazla iiretilen 2-AG, CB:
reseptOrleri uyararak kendisi lizerine olan inhibitor etkiyi baskilayacaktir; buna karsilik PNpp
noronlarda DGLa ekspresyonu daha diisiik oldugundan, aktive edildiklerinde iiretilen 2-AG
miktar1 diisiik olmaktadir ve kendisi iizerine olan inhibitor tonusu ortadan kaldiramamaktadir.
Net etki, PNy ile PNpL arasinda aktivitenin PN yoniine kaymasidir, bu kayma korku yanitinin
baskilanmasi, yani sénme (extinction) mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Ayrica,
kannabinoid agonistlerinin sonme iizerindeki artirict etkilerinin bir mekanizmasi olarak da

(Sekil 3 ve 4) goriilmektedir (46,47).
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Sekil 3. Korku yanitinin olusmasinda rol oynayan genel mekanizma (A) ve sonme
(extinction) siirecindeki genel mekanizma (B) (47).
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Sekil 4.
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Korku yanitinin diizenlenmesi. A. Kosullu uyaran (CS) ve B. Kosulsuz
(US) ile temel noron (PN) uyarimi. C. Korku ekspresyonu ve D. Sonme

sirasinda infralimbik (IL) ve prelimbik (PL) medial prefrontal kortekse (mPFC)
projeksiyon yapan PN’ler arasindaki aktivite kaymasini saglayan GABAerjik ara
noron (CCKL) aktivitesi (46).
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Endojen kannabinoidler: Endokannabinoid (ECS) sistemi, gesitli davranissal ve beyin
islevlerindeki rolii ve anksiyete bozukluklar1 da dahil olmak iizere noropsikiyatrik hastalik
durumlarinda terap6tik bir hedef olarak dikkatleri tizerine ¢ekmistir. Endokannabinoid sistemi
(ECS), kannabinoid reseptorleri (CB1 ve CBz), endojen lipid ligandlar1 (endokannabinoidler)
ve bu bilesikleri sentezleyen ve pargalayan enzimlerden olusur. Anandamid (AEA) ve 2-
arasidonoilgliserol (2-AG) en iyi ¢alisilan endokannabinoidlerdir, ancak kimyasal olarak
benzer diger bilesikler, endokannabinoidler veya N-arasidonoil-dopamin (NADA), noladin eter
dahil olmak iizere endojen kannabinoid benzeri bilesikler olarak onerilmistir. CB1 ve CB:
reseptorleri, kannabinoidler i¢in tek farmakolojik hedef degildir, ayn1 zamanda aktivite
gosteren transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1) kanallari, GPR55, PPARa ve
PPARy da mevcuttur (48).

ROSTEYNTRP TG

'._‘IIHHI_II

Sekil 5. Beyin endokannabinoid (eCB) sistemi ve burada tartisilan ilaglarin etki
etmesi onerilen ana farmakolojik hedefleri (49).
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Sekil 5’te goriilebilecegi gibi, ECB’ler, postsinaptik terminallerde talep iizerine
retilirler; anandamid (AEA), fosfolipaz-D (PLD) tarafindan dretilirken ve 2-
arasidonoilgliserol (2-AG), diasilgliserol lipaz (DAGL) tarafindan iretilir. AEA ve 2-AG,
sinaptik aralifa dogru difiize olur. Fitokanabinoid A°-tetrahidrokannabinol (AS-THC) ve
sentetik kannabinoidlere (WIN 55,212-2, CP 55,940, HU-210) benzer olarak metabotropik
presinaptik CB1 reseptorlerini ve postsinaptik CB: reseptorlerini aktive edebilirler. Presinaptik
CB4 reseptdrlerinin uyarilmas: K* kanallarini agarak ve Ca?* kanallarin1 kapatarak depolanmis
norotransmiterlerin saliverilmesini azaltir. AEA ve 2-AG, muhtemelen AM404 tarafindan
bloke edilebilen 6zel bir tastyici araciligiyla post- veya presinaptik sinir terminallerine yeniden
girebilir, ardindan sirasiyla yag asidi amid hidrolazi (FAAH) ve monoasilgliserol lipaz
(MAGL) tarafindan katabolize edilirler. URB597, URB694, AM3506 ve PMSF, FAAH
inhibitorleridir. JZL184, MAGL’yi inhibe eder. SA-57 ise, ikili bir FAAH/MAGL
inhibitoriidiir. Yag asidi baglayici proteinler (gosterilmemistir), hidroliz i¢in AEA ve ilgili N-
asilletanolaminleri FAAH’a ileten hiicre i¢i tasiyicilardir. Rimonabant (SR141716), surinabant,
AM251 ve AMZ281; CB: reseptor antagonistleri/ters agonistleridir. Hem AM630 hem de
SR 144528 (gosterilmemistir); CB2 reseptér antagonistleri/ters agonistlerdir. Kannabidiol
(CBD), FAAH aktivitesinin inhibisyonu ve AEA’nin geri aliminin (uptake) blokaji, gegici
reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1) kanallarinin aktivasyonu ve serotonin tip-1 A
reseptorleri (gosterilmemistir) dahil olmak {izere birgok etki mekanizmasi araciligiyla hareket
eder (49).

Endojen kannabinoidlerin CB; ve CB: etkileri yaninda TRPV1 kanallarini da
etkilemesi, endokannabinoidlerin rol oynadigi durumlarda bu kanallarin da rol oynayabilecegi
diisiincesine yol agmaktadir.

Transient receptor potential vanilloid receptor 1 (TRPV1): TRPV1ilk olarak arka kok,
trigeminal ve nodos gangliyonlarda eksprese edilmis secici olmayan bir iyon kanal proteinidir.
Vanilloid reseptorlerin aktiflesmesi farkli uyaranlarla ve bunlarin uyarim araliklarindaki
farliliklarla gergeklesmektedir. Reseptorlerin aktivasyonu 1s1, protonlar, lipidler, forboller,
fosforilasyon, ekstraseliiler osmolarite ve basincin degismesi ve hiicreleraras: kalsiyum iyon
miktarmin tiikenmesi ile degismektedir. Ayrica kapsaisin gibi vanilloidler kanallar1 aktive eder.

Vanilloidler eksojen ve endojen olarak ikiye ayrilirlar. Organizmada bunlarin
baglandiklar1 reseptorlere vanilloid reseptor adi verilir. Endojen vanilloidlere anandamid,
ekzojen vanilloidlere ise kaktiiste bulunan rezinferatoksin ve aci kirmizi biberin etken maddesi
olan kapsaisin ornek olarak gosterilebilir. Rezinferotoksin ve kapsaisin’in ortak vanilloid

ozelliklerine dayanilarak yapilan ¢alismalar, bu iki bilesigin yapisal olarak iliskili olduklarini
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ortaya koymustur. Yapilan ¢alismalar ile, deneysel olarak rezinferotoksin’in kapsaisin’e benzer
sekilde eksitasyon ve desensitizasyona yol actigi, fakat bu etkisinin kapsaisin’den bin kat daha
zaylf siddette oldugu saptanmustir (50). Kapsaisin’in spesifik olarak baglandigi reseptére
kapsaisin reseptorii ya da vanilloid reseptor 1 (TRPV1 ya da VR1) adi verilmistir (7,51). VR1,
yaklasik 95 kDa agirliginda ve 426 aminoasit iceren bir proteindir. Iyon kanal reseptorii olan
VR1, TRP (Transient Receptor Potential) ailesinde yer alir. TRP ailesi en az 6 alt familyadan
olusmaktadir (51).

Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 (TRPV1) kanallari, hiicre membraninda
yerlesik, iginde katyon kanali bulunan, agildig1 zaman hiicre icine kalsiyum girisi saglayan bir
reseptor olup agr1 modiilasyonunu saglar (9-10).

Son calismalar, TRPV1 aktivasyonunun santral sinapslarda norotransmiter
saliverilmesini diizenledigini gdstermistir (9,10). TRPV1 geni silinmis farelerde hipokampiis
bagimli 6grenme eksikligi ve sinaptik plastisitede azalma saptanmistir (11). Yakin zamanda
yapilan calismalar, kapsaisin tarafindan aktive edilen hipokampal TRPV1’in, stres altinda
uzaysal bellek geri ¢agirma bozuklugunu 6nledigini, stresli jlivenil siganlarin hipokampal CA1
alaninda uzun siireli potansiyalizasyonu (LTP) kolaylastirdigini gostermistir. Ancak
kapsaisin’in sinaptik plastisite, yap1 ve uzaysal bellegi stres kaynakli hasarlarda nasil korudugu
bilinmemektedir (12).

Hem TRPV1 hem de CBj, hipokampal olusum da dahil ¢esitli beyin yapilari i¢inde
kolokalizedir; CB1 reseptorleri primer olarak akson terminallerinde, TRPV1 postsinaptik

dendritik uzantilarda ve hiicre gévdesinde bulunur (15,17,18).
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Sekil 6. VR1 reseptoriiniin yapisi (51).
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Sekil 7. Kapsaisin’in yapisi (52,53).

CB; aktivasyonu presinaptik terminallerde hiicre i¢i kalsiyumda azalmaya yol acar (19)
bu nedenle transmiter saliverilmesi azalir (20). Buna karsilik, anandamid tarafindan TRPV1

aktivasyonu postsinaptik bolgelerde Ca?* girisini artirir (21).

Kapsaisin

Kirmizi aci biber, Capsicum annuum olarak isimlendirilir ve Solanacea familyasina ait
bir bitkidir. Ac1 biberin etken maddesi olan kapsaisin; yakici, aci, beyaz ve kokusuz 6zellikte
bir alkaloid (C1g8H17NO3) bir maddedir. Kapsaisin’in kuru agirligi biberde ortalama 0,83-1,32
mg/g’dir. 1919 yilinda kapsaisin’in kimyasal yapisinin vanilloid oldugu tespit edilmistir (52).

Kapsaisin, kii¢iik capli birincil duyu néronlarinin segici dejenerasyonunu indiikleyen ve
sonug olarak nosisepsiyon, inflamatuvar yanitin ndrojenik bileseni ve periferik hedef dokularda
eferent eylemler dahil olmak {izere birgok defisitlere neden olan, iyi bilinen bir ndrotoksik
maddedir (1-8).

Carobi ve arkadaglar1 (1), eriskin siganlarin neonatal tedavisinde kapsaisin’in uzaysal
ve aktif sakinma gorevlerinde 6grenme, bellek ve unutma iizerine etkilerini arastirmiglardir.
Sonuglar, agrili uyaranlara neonatal maruz kalmanin daha sonra aktif sakinma performansini

artirdigin1 dogrulamistir

Kapsazepin
Kapsazepin, TRPV1’in tanimlanan ilk antagonistidir. Kapsaisin’in kimyasal omurgasini
degistirerek elde edilen sentetik bir analogdur. Hayvanlarda anti-hiperaljezik ve anti-

inflamatuvar etki gosterir (53).
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Sekil 8. Kapsazepin 2 boyutlu yapisi. A Bolgesi hidrofilik aromatik bir halkadir, B
Bolgesi tiyoiiredir ve C Bolgesi bir R grubudur.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu galigma Trakya Universitesi Hayvan deneyleri Yerel Etik Kurulu Tarafindan
25.05.2018 tarih ve 5 no’lu oturumda 2018.05.05 karar no’su ve TUHADYEK-2018/22
protokol no’su ile onayland: (EK 1). Calismamiz Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 Kilavuzu ve
Hayvan Etigi ve Evrensel Ilkelerine uygun gergeklestirildi. Bu galisma Trakya Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projesi tarafindan TUBAP 2019/121 kayit numarasi ile desteklenmistir.

Bu caligmada Balb/c tiirii 2-3 aylik, 20-30 gram agirhiginda erkek ve disi fareler
kullanildi. Deney prosediiriinden bir hafta 6nce deney hayvanlari, ortama uyum saglamalar1 igin
deneyin gergeklestirildigi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1
Laboratuvari’na getirildi. Hayvanlar 1sitma-sogutma, havalandirma sistemine sahip olan, 12
saat aydinlik/12 saat karanlik doniigiimiiniin otomatik olarak ayarlandigi ve nem takibi yapilan
bir odada, her kafeste 5 fare olacak sekilde yerlestirildi. Farelerin beslenmeleri i¢in miktarinda
herhangi kisitlama olmadan standart fare yemi ve igme suyu kullanildi. Deney asamasi
tamamlanan farelere yiiksek doz anestezi altinda 6tanazi uygulandi.

Calismada kullanilan fareler her bir grup 5 disi ve 5 erkek olup toplam 10 fareden
olusacak sekilde 30 grupta toplandi. Tedavi gruplar: Tablo 1’de gosterilmistir.

Farelerde rota-rod performans testi, denge ve lokomotor fonksiyonun degerlendirilmesi
icin kullanildi. Baglamsal korku kosullanma ve ipuglu korku kosullanma testleri ise korku

belleginin degerlendirilmesi i¢in uygulandi.
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Tablo 1. Calismadaki tedavi gruplar

Grup No \ Grup Kodu \ Grup Adi

ipuglu Korku Kosullanma (cued fear conditioning)

Edinim (acquisition)

1 ACQ-CTRL Edinim - kontrol grubu
2 ACQ-CAP Edinim - kapsaisin grubu
3 ACQ-CPZ Edinim - kapsazepin grubu

Konsolidasyon (consolidation)

4 CON-CTRL Konsolidasyon - kontrol grubu
5 CON-CAP Konsolidasyon - kapsaisin grubu
6 CON-CPz Konsolidasyon - kapsazepin grubu

Geri Cagirma (retrieval)

7 RET-CTRL Geri Cagirma - kontrol grubu
8 RET-CAP Geri Cagirma - kapsaisin grubu
9 RET-CPZ Geri Cagirma - kapsazepin grubu

Sonme (extinction)

10 EXT-CTRL Sonme - kontrol grubu
11 EXT-CAP Sonme - kapsaisin grubu
12 EXT-CPZ Sénme - kapsazepin grubu

Rekonsolidasyon (reconsolidation)

13 RCON-CTRL | Rekonsolidasyon - kontrol grubu
14 RCON-CAP Rekonsolidasyon - kapsaisin grubu
15 RCON-CPZ Rekonsolidasyon - kapsazepin grubu

Baglamsal Korku Kosullanma (contextual fear conditioning)

Edinim (acquisition)

16 ACQ-CTRL Edinim - kontrol grubu
17 ACQ-CAP Edinim - kapsaisin grubu
18 ACQ-CPZ Edinim - kapsazepin grubu

Konsolidasyon (consolidation)

19 CON-CTRL Konsolidasyon - kontrol grubu
20 CON-CAP Konsolidasyon - kapsaisin grubu
21 CON-CPz Konsolidasyon - kapsazepin grubu

Geri Cagirma (retrieval)

22 RET-CTRL Geri Cagirma - kontrol grubu
23 RET-CAP Geri Cagirma - kapsaisin grubu
24 RET-CPZ Geri Cagirma - kapsazepin grubu

Sonme (extinction)

25 EXT-CTRL Sonme - kontrol grubu
26 EXT-CAP Sénme - kapsaisin grubu
27 EXT-CPZ Sénme - kapsazepin grubu

Rekonsolidasyon (reconsolidation)

28 RCON-CTRL | Rekonsolidasyon - kontrol grubu
29 RCON-CAP Rekonsolidasyon - kapsaisin grubu
30 RCON-CPZ Rekonsolidasyon - kapsazepin grubu
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KULLANILAN ILACLAR

Otuz gruba, deney i¢in bildirilen caligma planma uygun olarak, ¢alismanin ilk 2 giinii;
ayni dozlarda TRPV1 agonisti kapsaisin (Tocris 0462) 1 mg/kg i.p veya TRPV1 antagonisti
kapsazepin (Tocris 0464) 1 mg/kg i.p ya da ¢oziicii (Tween 80: etanol:serum fizyolojik [1:1:8

1.p]) uygulanarak deneyler tamamlandi.

TESTLER

Rota-rod treadmill

Deneklerin motor koordinasyon ve denge fonksiyonlar: rota-rod performans testi ile
degerlendirildi. Rota-rod cihazinda elektrik enerjisine bagli olarak sabit hizda donen bir mil,
zeminden belli bir yiikseklikte yer almaktadir. Caligmamizda May 972-A Rota Rod
(COMMAT, Tiirkiye) cihazini kullanildik (Sekil 9).

Yan vyana dort kabinden olusan diizenek deney hayvanlarinin birbirlerini
goremeyecekleri sekilde tasarlanmistir. Her bir kabinin zeminden yiiksekligi 27 cm, genisligi 9
cm’dir. Silindir seklinde yatay mil her kabinin iginden ge¢gmektedir. Hayvan yere diismemek
i¢in milin dondiigii yoniin tersi yoniinde ylirlimeye caligir.

Hayvanlara once kayit alinmaksizin deney diizenegine ve ortama alisabilmesi igin
deneme testleri uygulandi. Her bir deney hayvani toplam olarak en fazla 3 kere dénen milin
tizerine konularak, mil {izerinde dengede kalarak 180 saniye donen mil iizerinde
yiriiyebilmeleri beklendi. 180 saniyeyi tamamlayan hayvan diizenekten alinarak elde edilen
veriler ile hayvanlarin denge fonksiyonlari degerlendirildi. Diizenegin tabani yeni deney

hayvanlari yerlestirilmeden 6nce her seferinde %10’luk etanol ile silinerek temizlik saglandi.

Sekil 9. Rota-rod cihazi
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Sekil 10. Korku kosullanma cihazinin kapak kapal dis goriiniimii (solda), korku
kosullanma cihazi1 kapak acik i¢ goriiniim (sagda).

Korku Kosullanma Testi Diizenegi

Farelerdeki donma davranislari FCS 21200-R (COMMAT, Tirkiye) sistemi
kullanilarak incelendi ve toplam donma siireleri saptandi (Sekil 10).

Diizenegin genisligi 27 cm, derinligi 27 cm ve yiiksekligi 34 cm olup dis kismi siyah
mat pleksiglas malzemeden i¢ kismi seffaf pleksiglas malzemeden iiretilmistir. Seffaf
pleksiglas i¢ boliimiinde, 6n yiizdeki duvara 16 cm ¢apinda daire seklinde kap1 bulunmaktadir.
Kafesin tabaninda sok cihazina bagli ve tabanda birbirine paralel dizilmis celik 1zgara
bulunmakta ve yan ve arka duvarlarinda gorsel ogeler yer almaktadir. Tavan beyaz 151k ile
aydnlatilmaktadir. Farelerin digkilarinin toplandig: ¢ikarilabilir gekmece, diizenegin tabaninda

yer almaktadir.

Ipuclu korku kosullanma testi ile korku belleginin degerlendirilmesi

Ipuclu korku kosullanma testi ve baglamsal korku kosullanma testi ¢ok benzer testlerdir.
Bu davranis testinde elektrik soku gibi rahatsiz edici bir uyaran olan kosulsuz uyaran
kullanilirken, kosullu uyaran olarak ise genellikle ses kullanilmaktadir. Korku belleginin test
edildigi amigdala bagimli bir deneydir.

Ilk giin deney hayvani, duvarlarina desenli kagit (beyaz zemin iizerinde yuvarlak
sekiller) ile gevresel ipucu olusturulmus seffaf kafese alinarak 260 saniye siiresince izlendi.
Testin ilk 3 dakikasimin tamamlanmasindan sonra 20 saniye siireyle 9 kHz, 80 dB siddetinde
siniis dalgasi sesli uyarani verildi ve sesli uyaranin son iki saniyesinde tabandaki ¢elik 1zgaradan
0,7 mA ayak soku verildi (Sekil 11). Ardindan hayvan 30 saniye daha kafeste birakildiktan

sonra diizenekten ¢ikarilarak tekrar kafesine yerlestirildi.
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Sekil 11. ipuclu korku kosullanma testlerden alinan kayitlar (solda) ve deney
diizenegi (sagda)

Ikinci giin deney hayvam desenli kagit (beyaz zemin iizerinde iicgen sekiller) ile
cevresel ipucu olusturulmus seffaf kafese alinarak 360 saniye boyunca izlendi; 6grenme,
konsolidasyon, geri ¢agirma ve sonme gruplarinda testin ilk 180 saniyesinde herhangi bir
uyaran verilmedi. Testin son 180 saniyesinde 9 kHz, 80 dB, siniis dalgasi sesli uyarani verildi.
Sadece rekonsolidasyon grubuna 360 saniyelik testin son 20 saniyesinde sesli uyaran ve son iki
saniyesinde tabandaki ¢elik 1zgaradan 0,7 mA ayak soku verildi.

Besinci giin sonme ve rekonsolidasyon grubundaki deney hayvanlari, desenli kagit
(beyaz zemin lizerinde kareli sekiller) ile cevresel ipucu olusturulmus seffaf kafese alinarak 360
saniye boyunca izlendi; testin ilk 180 saniyesinde elektrik soku ve ses verilmedi. Testin son
180 saniyesinde 9 kHz, 80 dB, siniis dalgas1 sesli uyarani verildi.

Dokuzuncu giin sonme ve rekonsolidasyon grubundaki deney hayvanlari, igteki seffaf
kafesin duvarlari desensiz kagit ile kaplanmis, seffaf kafese alinarak 360 saniye boyunca
izlendi; testin ilk 180 saniyesinde elektrik soku ve ses verilmedi. Testin son 180 saniyesinde 9
kHz, 80 dB, siniis dalgasi sesli uyarani verildi.

Diizenegin alt kismindaki ¢gekmecede biriken fare digkilari her deney hayvanindan sonra

temizlenerek zemin %10’°luk etanol ile silinerek kurutuldu.

Baglamsal korku kosullanma testleri ile korku belleginin degerlendirilmesi
Bu davranis testinde elektrik soku gibi rahatsiz edici bir uyaran olan kosulsuz uyaran

kullanilirken, kosullu uyaran olarak ise ¢evresel ipucu kullanilmaktadir; bu amagla test boyunca
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seffaf odanin duvarlarinda ayni desen yer almaktadir, yani hayvan bulundugu ortami ipucu
olarak kullanmaktadir.

Deneyin ilk giiniinde fareler kafeste 360 saniye boyunca 3., 4. ve 5. dakikalarda 0,7
mA siddetinde ve 2 sn siire ile elektrik soku verildi. Deneyin ilk giinii bir hayvanin testi toplam
6 dakika siirdii.

Testin ikinci giiniinde deney hayvani, yine grubuna uygun olarak, enjeksiyon yapilarak
veya yapilmaksizin, onceki giin teste alindig1 saatte tekrar teste alinarak rekonsolidasyon grubu
hari¢ diger gruplara korku kosullanma cihazinda sok verilmeden 6 dakika boyunca izlendi.
Rekonsolidasyon grubuna 1. giinde uygulanan islemler uygulandi. Testi tamamlayan deney
hayvani tekrar kafesine alindi.

Testin 5. ve 9. giinlerinde sadece sénme ve rekonsolidasyon grubuna sok verilmeden

donma siireleri kaydedildi. Diger gruplara higbir islem yapilmadi.

Calismanin genel tasarimi asagidaki sekilde gorsellestirilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Calisma plani
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada elde edilen verilerin normal dagilima uygun olup olmadig test edildi. Veriler
normal dagilima uygun oldugundan grup igi tekrarlanan 6l¢iimlerin karsilastirilmasi ve gruplar
arasi1 karsilastirmalar igin ¢ift yonli tekrarlanan 6lgtimler (RM) varyans analizi (ANOVA) ve
post hoc Bonferroni testi kullanildi. Alfa 6nem seviyesi %5 olarak belirlendi. istatistiksel
analizler Graphpad Prism for Mac sirim 8.4.3 (Graphpad Software) kullanilarak
gergeklestirildi.
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BULGULAR

Hayvanlara gruplarina gore sirasiyla rota-rod performans testi, baglamsal ve ipuglu
korku kosullanma testleri uygulandi. Otuz gruba, deney planinda belirtildigi sekilde, grubuna
uygun olarak, ¢alismanin ilk 2 giinii; ayn1 dozlarda TRPV1 agonisti kapsaisin veya TRPV1
antagonisti kapsazepin ya da ¢oziici (Tween 80:etanol:serum fizyolojik [1:1:8 1i.p])
uygulanarak deneyler tamamlandi. Calismamizda elde edilen bulgular ipuclu ve baglamsal
korku kosullanma testindeki yanitlar olarak iki boliim halinde, toplam donma siireleri iizerinden

degerlendirildi.

Agirhk
Gruplarda yer alan hayvanlarin agirliklart Sekil 13’te gosterilmistir. Gruplar arasinda
hayvanlarin agirligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p=0,9876; 2

yonlii ANOVA) (Sekil 13).

Rota-Rod Testi

Gerek ipuglu gerekse baglamsal korku kosullanma testlerine tabi tutulan hayvanlarda
rota-rod testinde hayvanlarin donen mil lizerinde kalma siireleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel yonden anlamli fark bulunmadi (sirasiyla 0.4391 ve 0,7870, 2 yonli ANOVA)
(Sekil 14).
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Sekil 13. Ipuclu (A) ve baglamsal korku kosullanma (B) testleri uygulanan
gruplarda viicut agirhklarnn (Dikey cubuklar ortalamanmin standart hatasini
gostermektedir).

ipu(;lu korku kosullanma testi sonu¢lari

Edinim

Ipuclu korku kosullanma edinim testinde kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplari
arasinda donma stireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi (p=0,8566; ANOVA,
Sekil 15).
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Sekil 14. ipuclu (A) ve baglamsal korku kosullanma (B) testleri uygulanan
gruplarda rota-rod testinde donen mil iizerinde kalma siireleri (Dikey cubuklar
ortalamanin standart hatasim gostermektedir).
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Sekil 15. ipug:lu korku kosullanma edinim testinde kontrol, kapsaisin veya
kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey cubuklar ortalamamin standart
hatasim gostermektedir).

Konsolidasyon
Ipuclu korku kosullanma konsolidasyon testinde kontrol, kapsaisin veya kapsazepin

gruplar1 arasinda donma siireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi (p=0,4985;

ANOVA, Sekil 16).
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Sekil 16. ipu(;lu korku kosullanma konsolidasyon testinde kontrol, kapsaisin veya
kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey cubuklar ortalamanin standart
hatasim gostermektedir).

26



200+

3 B Kontrol
g 150~ =l Kapsaisin
P Bl Kapsazepin
g 100
E 504
g
el
&

Sekil 17. Ipuclu korku kosullanma geri ¢agirma testinde kontrol, kapsaisin veya
kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey cubuklar ortalamamin standart
hatasim gostermektedir).

Geri gagirma

Ipuclu korku kosullanma geri cagirma testinde kontrol, kapsaisin veya kapsazepin
gruplar1 arasinda donma stireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark yoktu (p=0,2446;
ANOVA, Sekil 17).

Edinim-Cinsiyet

Ipuclu korku kosullanma edinim testinde cinsiyet bakimindan; kontrol, kapsaisin veya
kapsazepin gruplari arasinda donma siireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi

(p=0,2941; 2 yonlii ANOVA, Sekil 18).

200~
< B Kontrol

8 150 Bl Kapsaisin
@ Bl Kapsazepin
& 100~

g 50+

8

= 0

D E D E D E

Sekil 18. ipu(;lu korku kosullanma edinim testinde cinsiyet bakimindan; kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey c¢ubuklar
ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir).
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Sekil 19. ipuclu korku kosullanma konsolidasyon testinde cinsiyet bakimindan;
kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey cubuklar
ortalamanin standart hatasim gostermektedir).

Ipuglu korku kosullanma konsolidasyon testinde cinsiyet bakimindan; kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplar1 arasinda donma siirelerinde istatistiksel anlamli bir fark
goriilmedi (p=0,2036; 2 yonliit ANOVA, Sekil 19). Benzer sekilde, geri ¢agirma testinde de
cinsiyet bakimindan; kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplari arasinda donma stirelerinde

istatistiksel anlaml1 bir fark bulunmadi (p=0,5899; 2 yonlii ANOVA, Sekil 20).
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Sekil 20. Ipuclu korku kosullanma geri ¢agirma testinde cinsiyet bakimindan;
kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda toplam donma siireleri (Dikey
cubuklar ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir).
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Sekil 21. Ipuclu korku kosullanma sénme testinde 2., 5. ve 9. giinlerde kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda toplam donma siireleri (istatistiksel
anlamhlik 2 yénlii ANOVA post hoc Bonferroni testi sonucunu, dikey cubuklar ise
ortalamanin standart hatasim1 gostermektedir).

Sonme
Ipuglu korku kosullanma sénme testinde kontrol grubunda 9. giinde donma siiresi 2. giin
degerine kiyasla istatistiksel anlamli derecede azaldi (p=0,0014; 2 yonlii ANOVA post hoc

Bonferroni testi, Sekil 21), diger karsilastirmalarda istatistiksel yonden anlamli bir fark yoktu.

Rekonsolidasyon
Ipuclu korku kosullanma rekonsolidasyon testinde 5. ve 9. giinlerde kontrol, kapsaisin
veya kapsazepin gruplari arasinda toplam donma siirelerinde istatistiksel anlamli fark

saptanmadi (p=0,3763; 2 yonlii ANOVA, Sekil 22).
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Sekil 22. Ipuclu korku kosullanma rekonsolidasyon testinde 5. ve 9. giinlerde
kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda toplam donma siiresi (Dikey
cubuklar ortalamanin standart hatasin gostermektedir).
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Sekil 23. Baglamsal korku kosullanma edinim testinde kontrol, kapsaisin veya
kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey c¢ubuklar ortalamamn standart
hatasim gostermektedir).

Baglamsal korku kosullanma testi sonuc¢lar:

Edinim

Baglamsal korku kosullanma edinim testinde kontrol, kapsaisin veya kapsazepin
gruplar1 arasinda donma siireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark goériilmedi (p=0,4047;
ANOVA, Sekil 23). Benzer sekilde, edinim testinde de cinsiyet bakimindan; kontrol, kapsaisin
veya kapsazepin gruplarindaki donma stireleri arasindaki farklar istatistiksel yonden anlamli
degildi (p=0,0657; 2 yonlii ANOVA, Sekil 24).
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Sekil 24. Baglamsal korku kosullanma edinim testinde cinsiyet bakimindan;
kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey ¢cubuklar
ortalamanin standart hatasim gostermektedir).
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Sekil 25. Baglamsal korku kosullanma konsolidasyon testinde kontrol, kapsaisin
veya kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey c¢ubuklar ortalamanin
standart hatasim gostermektedir).

Konsolidasyon

Baglamsal korku kosullanma konsolidasyon testinde kontrol, kapsaisin veya kapsazepin
gruplar1 arasinda donma siireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark goériilmedi (p=0,6068;
ANOVA, Sekil 25).

Baglamsal korku kosullanma konsolidasyon testinde cinsiyet bakimindan; kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplar1 arasinda donma siirelerinde istatistiksel anlamli bir fark

saptanmadi (p=0,2556; 2 yonlii ANOVA, Sekil 26).
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Sekil 26. Baglamsal korku kosullanma konsolidasyon testinde cinsiyet
bakimindan; kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda donma siireleri
(Dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir).
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Sekil 27. Baglamsal korku kosullanma geri ¢cagirma testinde kontrol, kapsaisin
veya kapsazepin gruplarinda donma siireleri (Dikey c¢ubuklar ortalamanin
standart hatasim gostermektedir).

Geri cagirma

Baglamsal korku kosullanma geri ¢agirma testinde kontrol, kapsaisin veya kapsazepin
gruplar1 arasinda donma siireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi (p=0,9664;
ANOVA, Sekil 27). Benzer sekilde, geri ¢agirma testinde cinsiyet bakimindan; kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplar1 arasinda donma siirelerinde istatistiksel anlamli bir fark

bulunmadi (p=0,9799; 2 yonlii ANOVA, Sekil 28).
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Sekil 28. Baglamsal korku kosullanma geri ¢cagirma testinde cinsiyet bakimindan;
kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda toplam donma siireleri (Dikey
cubuklar ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir).
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Sekil 29. Baglamsal korku kosullanma sonme testinde 2., 5. ve 9. giinlerde kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda toplam donma siireleri (Dikey ¢ubuklar
ortalamanin standart hatasim1 gostermektedir. *2. giin degerine kars1 p=0,0005;
**2. giin degerine kars1 p=0,0002; 2. giin degerine karsi1 p=0,0118; 2. giin
degerine karsi1 p=0,0002; *2. giin degerine kars1 p=0,0341; 2. giin degerine Karsi
p<0,0001; **5, giin degerine karsi p=0,0482; 2 yonlii RM ANOVA, post hoc
Bonferroni testi).

Sonme

Baglamsal korku kosullanma sonme testinde kontrol, kapsaisin ve kapsazepin
gruplarinda 5. giin ve 9. gilinlerde toplam donma siireleri 2. giin kaydedilen donma siiresine
kiyasla istatistiksel anlaml1 azalma gosterdi (kontrol grubu i¢in sirastyla p=0,0005 ve p=0,0002;
kapsaisin grubu i¢in sirasiyla p=0,0118 ve p=0,0002; kapsazepin grubu i¢in sirasiyla p=0,0341
ve p<0,0001; 2 yonlii RM ANOVA, post hoc Bonferroni testi, Sekil 29), ancak gruplar arasinda

ayn1 giinlerde kaydedilen donma siireleri yoniinden istatistiksel anlamli bir fark yoktu.

Rekonsolidasyon

Baglamsal korku kosullanma rekonsolidasyon testinde 5. ve 9. giinlerde kontrol,
kapsaisin veya kapsazepin gruplar1 arasinda toplam donma siireleri yoniinden istatistiksel
anlamli fark saptanmadi (p=0,9574; 2 yonlii RM ANOVA, Sekil 30), ancak kontrol ve kapsaisin
gruplarinda 9. giin kaydedilen donma siireleri 5. giin kaydedilen donma siirelerine gore
istatistiksel anlamli derecede diisiiktii (kontrol grubu i¢in p=0,0357; kapsaisin grubu icin
sirastyla p=0,0258; 2 yonlii RM ANOVA, post hoc Bonferroni testi).
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Sekil 30. Baglamsal korku kosullanma rekonsolidasyon testinde 5. ve 9. giinlerde
kontrol, kapsaisin veya kapsazepin gruplarinda toplam donma siiresi (Dikey
cubuklar ortalamanin standart hatasim gostermektedir. *S. giin degerine karsi
p=0,0357; f5. giin degerine karsi p=0,0258; 2 yonlii RM ANOVA, post hoc
Bonferroni testi).
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TARTISMA

Bu calismada TRPV1 agonisti kapsaisin ve antagonisti kapsazepin’in baglamsal ve
ipuclu korku kosullanmanin herhangi bir agsamasinda (edinim, konsolidasyon, geri ¢agirma,
sonme ve rekonsolidasyon) rol oynayip oynamadigini arastirmayir amagladik. Uygulanan
ilaglarin korku belleginin edinimine, konsolidasyonuna, geri c¢agirilmasina, sonme ve
rekonsolidasyonuna etkisi degerlendirildi. TRPV1 agonisti kapsaisin veya TRPV1 antagonisti
kapsazepin ya da ¢oziicii uygulanmasinin baglamsal ve ipuclu korku kosullanma testlerinde
edinim, konsolidasyon, geri ¢agirma, sonme ve rekonsolidasyon siireclerini etkilemedigi
bulundu. Bu sonuglar, normal (bellek bozuklugu olusturulmamis) farelerde TRPV1
reseptOrlerin agonist ile uyarilmasinin veya antagonist ile bloke edilmesinin korku kosullanma
tizerine gozlenebilir bir etkisi olmadigina isaret etmektedir.

Hipokampiis, belirli bellek tiirlerinde 6nemli bir rol oynar. Transient reseptor potansiyel
vanilloid 1 (TRPV1), kalsiyum gecirgen bir katyon kanalidir. Periferik sinir sisteminde,
TRPV1, 6rnegin agrili uyaranlar veya endojen ligandlar tarafindan aktive edilen polimodal bir
sinyal dedektorii olarak iyi taninir. Ancak TRPV1, postsinaptik dendrit spinleri ve hipokampal
ndronlarin hiicre gdvdesi dahil olmak {izere beyin bolgelerinde yaygin olarak eksprese edilir
(52). TRPV1, kirmiz1 biberlerin keskin igerigi olan kapsaisin gibi vanilloidler ve ayrica H, 1s1,
lipoksijenaz iiriinleri ve anandamid dahil olmak {izere endojen uyaricilar tarafindan aktive
edilebilir. Merkezi sinir sisteminde (MSS), TRPV1, substantia nigra, bazal gangliyonlar,
hipokampal olusum, lokus seruleus ve korteks dahil olmak iizere ¢esitli beyin bolgelerinde ifade
edilir. TRPV1, insan ve sican beyninde hipokampus, striatum, hipotalamus ve beyincikte
tanimlanmistir  (54,55). Son c¢alismalar, TRPV1 aktivasyonunun, merkezi sinapslarda

norotransmiter saliverilmesini diizenledigini gostermis ve TRPVI1 geni silinmis farelerde
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hipokampiise bagli 6grenme eksiklikleri ve sinaptik plastisitede azalma bulunmustur (9,10,11).
Aci biberlerdeki keskin igerikli kapsaisin (8-metil-N-vanililtrans-6-nonenamid, CAP), TRPV1
icin oldukga segici bir agonisttir. Yakin zamanda TRPV1’in uzaysal bellekte akut stresin
etkisine kars1 korudugu bildirilmistir. Bununla birlikte, vanilloid sistemin bilissel islevdeki rolii
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (52). Uzun vadeli potansiyalizasyon (LTP) ve uzun vadeli
depresyon (LTD) bigimlerinin ¢ogu, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri tarafindan
indiiklenirken, TRPV1’in farkl sinaptik plastisite tiirlerinde; hipokampiis, niikleus akkiimbens
ve tist kollikulusu etkiledigi veya gerekli oldugu gosterilmistir. Hipokampiiste sinaptik gilicte
uzun stireli bir artis olan LTP, 6grenme ve bellek olusumuna katilabilecek hiicresel

mekanizmalarin arastirilmasinda ¢ekici bir modeldir.

TRPV1 polimodal bir sinyal dedektorii olup 1s1 ve protonlarla aktive edilebilir. Sentetik
TRPV1 agonistleri, hizl1 reseptdr desensitizasyonunu baslattiklar i¢in giiclii analjezik etkiler
gosterirler. MSS’de TRPV 1, substantia nigra, bazal gangliyonlar, hipokampal olusum, lokus
seruleus ve korteks dahil olmak {iizere c¢esitli beyin bolgelerinde eksprese edilir. Son
zamanlarda, TRPV1’in birka¢ endojen ligandi saptanmistir. Bu intraserebral
“endovanilloidler’in daha yakindan incelenmesi iizerine, {i¢ farkli lipit sinifi ortaya ¢ikmustir:
(1) anandamid, (2) arasidonik asidin lipoksijenaz iiriinleri ve (3) uzun zincirli, lineer yag asidi
dopaminleri [6rn., N-arasidonil- dopamin (NADA)]. Bu “endovanilloidler”den ikisi,
anandamid ve NADA, aynm1 zamanda kannabinoid reseptor tip 1’e (CB1) baglandiklari i¢in
endokannabinoid ailesinin iiyeleridir. Hem TRPV1 hem de CBi, hiicresel diizeyde yakin
cevrede bulunabildikleri hipokampal olusum da dahil olmak iizere ¢esitli beyin yapilarinda
ortak lokalizedir, CB1 oncelikli olarak akson terminallerinde ve TRPV1 postsinaptik dendritik
dikenlerde ve hiicre somasinda eksprese edilir (18). CB1’in aktivasyonu genellikle presinaptik
terminallerde hiicre i¢i kalsiyumda bir azalmaya ve dolayisiyla azaltilmig bir transmiter
saliverilmesine yol agar. TRPV1’in anandamid tarafindan aktivasyonu, aksine, postsinaptik
bolgelerde Ca?* girisini tesvik eder. Bu gozlemler, TRPV1 ve CB1’in duygusallik, bilis ve
sinaptik plastisite dahil olmak iizere belirli beyin islevleri lizerinde zit etkiler gosterebilecegi
hipotezine yol agmistir. Bununla birlikte, intraserebral CB1’in fizyolojik 6nemi ortaya ¢ikmaya
baslarken, TRPV1’in beyindeki fizyolojik rolleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu
nedenle, ¢calismamizda TRPV1 etkisinin korku kosullanma ile iligkisi kapsaisin ve kapzasepin

ile degerlendirildi (11, 18).

Endojen kannabinoidlerin kannabinoid reseptorleri (CB1 ve CB2) yaninda TRPV1

kanallarini da etkilemesi, endokannabinoidlerin rol oynadig1 durumlarda bu kanallarin da rol
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oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Shiri ve ark. (55) kannabinoid ve vanilloid sistemlerinin
kombine uyariminin 6grenme ve bellek iizerindeki etkilerini pasif sakinma 6grenme (PAL)
testleri kullanarak incelemislerdir. Sonug olarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, TRPV1
agonisti ile tedavi edilen grubun PAL edinim ve retansiyon testinde daha iyi puanlara sahip
oldugunu saptamiglardir. Ote yandan, CBi:/CB. agonisti ile tedavinin test puanlarmi
diistirdiigiinii, TRPV 1 agonistinin ise, CB1/CB> agonisti ile PAL ve bellek iizerinde olusturulan
etkileri kismen azalttigini bildirmislerdir. Bir TRPV1 agonistinin akut uygulanmasinin,
farelerin PAL gorevlerindeki bilissel performansi iyilestirdigi ve WIN55,212-2’nin 6§renme ve
bellek tizerindeki agonistik etkisinin altinda vanilloid ile ilgili bir mekanizmanin yatabilecegi
sonucuna varmiglardir. Kannabinoid ve vanilloid sistemlerinin 6grenme ve bellek {lizerindeki
etkilerine dair 6nceki bulgulara ragmen, bu iki sistemin agonist ile uyarilmasi ve antagonist ile
bloke edilmesinin 6grenme ve bellek iizerindeki etkileri ¢alisiilmamistir. Calismamizda TRPV1
agonisti kapsaisin ve TRPV1 antagonisti kapsazepin uygulanmasinin baglamsal ve ipuclu
korku kosullanma testlerinde 6grenme ve geri ¢cagirma siiregleri lizerine etkilerini degerlen-

dirdik ve incelenen dozlarda bu siirecler lizerinde goézlenebilir bir etki olusturmadiklarini

bulduk.

Carobi ve Garinei (1) kapsaisin ile tedavi edilen siganlarin istaha dayali karmasik bir
labirentte 6grenmede (edinim) belirgin bir bozulma olusturdugunu; buna karsilik bu testte
bellek retansiyonunu ve sonmeyi etkilemedigini bildirmislerdir. Ancak, 8-kollu labirentte ayni
besin maddesi kullanilarak test edildiginde, kapsaisin verilen hayvanlar ile kontrol hayvanlar
arasinda herhangi bir fark saptayamamislardir. Biz de ¢aligmamizda kapsaisin’in bellek

tizerinde etkisinin olmadigini bulduk.

Jiang ve ark. (54) kapsaisin’in soguk su stresine (cold water stress, CWS) maruz kalan
sicanlarda biligsel ve patolojik degisiklikleri hafifletme potansiyelini belirlemek i¢in yaptiklar
calismada, hayvanlara, stresten bir saat dnce intragastrik inflizyon yoluyla kapsaisin (10 mg/kg)
uygulamasinin soguk su stresi ile olusturulan uzaysal bellek kaybini azalttigr ve ayni anda
perforan yolak-dentat girus’un (perforant pathway-dentate gyrus, PP-DG) uzun siireli
potansiyalizasyonunu bastirdigt sonucuna varmislardir. Stresin neden oldugu dendritik
gerilemenin azaldig1 ve CWS ile azaltilmis olan bellekle iligkili baz1 proteinlerin (sinapsin I ve
PSD93) de yiikseldigi saptanmistir. Kapsaisin’in ayrica protein fosfataz 2A’nin inhibisyonunu
ortadan kaldirarak, CWS’nin neden oldugu tau hiperfosforilasyonunu da engelledigi
belirlenmistir. Biitiin bu sonuclara dayanarak, TRPV1 aktivasyonunun CWS’nin neden oldugu

Alzheimer benzeri ndropatolojik degisiklikleri ve biligsel hasar1 azaltabilecegi sonucuna
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varilmig ve TRPV1’in Alzheimer hastalig1 tedavisinde etkili bir tedavi hedefi olabilecegi 6ne
stiriilmistiir (54,56). Bizim ¢aligmamizda kapsaisin ve kapsazepin bellek lizerinde gozlenebilir
bir etki olusturmadi. Bu farkliligin ¢esitli nedenleri olabilir. Soyle ki Jiang ve ark. (54)
tarafindan yapilan ¢alisma siganlar iizerinde yapilmis, Morris su labirentinde uzaysal bellegin
retansiyon fazinin test edildigi bir calismadir ve kullanilan kapsaisin dozu bizim
calismamizdaki dozun 10 katidir. Ayrica, kapsaisin verilmeden oOnce soguk su stresi
uygulanarak sicanlarin bellek performanslari bozulmustur; oysa bizim calismamiz normal
saglikl fareler iizerinde gerceklestirilmistir.

Baglamsal korku kosullandirma veya kademeli aktif sakinma gorevinde gii¢lii bir egitim
protokolii (fakat zayif olmayan degil) varliginda TRPV1 antagonisti kapsazepin’in egitim
sonrast inflizyonunun bellek konsolidasyonunu bozdugu gosterilmistir (57). Genro ve ark. (57)
baglamsal korku kosullanma ve inhibitor sakinma (step-down inhibitory avoidance) testlerinde,
hipokampal endovanilloid sistemin bellek konsolidasyonu iizerindeki roliinii incelemisler ve
TRPV1 antagonisti kapsazepin’in, yalnizca giiclii sok durumunda bellek konsolidasyonunu
bozabildigini gostermislerdir. Buna karsilik, zayif bir kosullandirma protokolii altinda bdyle bir
etki bulunmamistir. Bu sonuglarin, endovanilloidlerin yalnizca gii¢lii bir duygusal deneyim
mevcut oldugunda hipokampal bellek konsolidasyonunu modiile etmek i¢in gerekli oldugunu
gosterdigini, ayrica, TRPV1 agonisti kapsaisin’in, ne korku kosullandirmada ne de kademeli
olarak Onleyici kaginma gorevinde herhangi bir etki gostermedigini bildirmiglerdir. Son
aragtirmalar, endokannabinoid sistemin, gii¢lii bir korku egitimi protokolii altinda bellegi
modiile etmek icin hipokampiiste ¢alistigini, ancak bu durumun zayif veya daha az caydirici
gorev altinda gerceklesmedigi, bellek lizerindeki etkisini uygulamak i¢in belirli bir diizeyde
caydiricilik veya duygusal durumun gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, stres,
glukokortikoidler veya duygusal anilara yanit olarak anandamid saliverilmesinin arttigini
bildiren sonuglar da bulunmaktadir. Anandamidler, hem CB1 hem de TRPV1 reseptorlerinin
endojen ligandi oldugundan, kannabinoid arastirmalarindan elde edilen bazi sonuglarin kismen
vanilloid ¢aligmalarina aktarilabilecegi gosterilmistir (58-61). Genro ve ark.’nin (57) ¢alismasi
da kapsazepin’in bellegin konsolidasyonu tizerindeki amnezik etkisini gdstermesi nedeniyle bu
kannabinoid bildirimlerini dogrulamaktadir. Bu bulgular, 6nemli 0l¢iide stresli/rahatsizlik
verici bir 6grenme silirecinde, anandamid gibi endovanilloidlerin TRPV1 reseptorleri lizerinde
modiilator bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir (57, 62-68).

TRPV1 reseptorii eksikligi olan fareler, diger fareler ile karsilastirildiginda, baglamsal
korku kosullandirma testinde ve hipokampiis dilimlerinde LTP indiiksiyonunda bozulma

sergilemistir (69,70,50). Mevcut sonuglara gore, TRPV1 ablasyonunun etkisinin ancak gii¢lii
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bir sartlandirma prosediiriinden sonra belirgin oldugu gosterilmistir (69). Li ve ark. (12),
TRPV1 agonisti kapsaisin’in, bellek geri cagirmada tek basina bir etkisinin olmadigini, ancak
uzaysal bellegin geri ¢agirilmasi {izerine akut stresin yaptigi etkiyi onledigini bildirmislerdir.

Calismamizda gerek ipuglu korku kosullanma testinde gerekse baglamsal korku
kosullanma testinde kapsaisin ve kapsazepin’in bellek iizerine herhangi bir etkisi saptanmadi.
Calismamiz bellegi bozulmamis hayvanlar {izerinde gercgeklestirilmistir. Bellegi bozulmus
hayvanlarda kapsaisin ve kapsazepin’in etkilerinin sonuglar1 bilinmemektedir. Sonuglarimiza
dayanarak kapsaisin ve kapsazepin’in bellegi etkilemedigi sonucuna varmak hatali bir ¢ikarim
olabilir. Herhangi bir yontemle bellek bozuklugu olusturulmus hayvanlarda yapilacak testlerin
sonucu daha farkli ¢ikabilir.

Calismada kapsaisin ve kapsazepin’in tek doz olarak kullanilmasi ¢alismamizin bir
baska kisitliligidir. Calismamizda hem baglamsal hem de ipuclu korku kosullanmayi, bunun
yaninda 6grenme ve bellek siirecinin farkli asamalarini (edinim, konsolidasyon, geri ¢agirma,
sonme ve rekonsolidasyon) test ettigimiz i¢in ¢ok sayida grup iizerinde, ¢cok sayida hayvan
kullanilarak testler gergeklestirilmistir. Bu ajanlarin farkli dozlarini da test etmeyi planlasaydik
kullanilacak hayvan sayisi, kullanilacak doz diizeyine bagli olarak en az 3 veya 5 kat daha fazla
olacaktl. Bunun yerine, bu calismada elde edilecek sonuglara bakarak 6grenme ve bellek
stirecinin daha sinirlt bir agsamasi lizerinde daha ileri doz galismalar1 yapmay1 uygun gordiik.

Sonug olarak ¢alismamizda TRPV1 agonisti kapsaisin ve antagonisti kapsazepin’in
baglamsal ve ipuglu korku kosullanmanin herhangi bir asamasinda (6grenme, konsolidasyon,
geri ¢cagirma, sonme ve rekonsolidasyon) bellek tizerinde etkisi olmadigi gosterildi. Bu sonug
literatiirdeki verilerle saglam bellek iizerinde yapilan ¢aligsmalarla genel olarak uyusmaktadir.

Bozulmus bellek iizerinde bu sonuclarin etkilerini test etmek gerektigi diistinmekteyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1) agonisti kapsaisin ve
antagonisti kapsazepinin farelerde korku kosullanma iizerine etkileri incelendi. Deneklere
gruplaria gore sirasiyla rota-rod performans testi, baglamsal ve ipuglu korku kosullanma
testleri uygulanda.

Kapsaisin ve kapsazepin gerek baglamsal gerek ipuglu korku kosullanma testinde
ogrenme ve bellek siirecinin hi¢bir asamasinda (edinim, konsolidasyon, geri cagirma, sonme ve
rekonsolidasyon) istatistiksel anlamli bir degisiklik olusturmadi. Elde ettigimiz sonuglar
kapsaisin ve kapsazepin’in ve dolayis1 ile TRPV1 reseptorlerinin farelerde baglamsal ve ipuglu
korku kosullanma testi ile incelenen bellegin bazal durumu {izerine herhangi bir etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte, yapilan testlerin saglikli geng eriskin farelerde
gerceklestirildiginin mutlaka g6z Oniinde bulundurulmasi gereklidir. Bu sonuglar, yash
farelerde, bellegi herhangi bir sekilde bozulmus farelerde, daha yiiksek dozun uygulandigi
testlerde, bellek bagka bir test ile degerlendirildiginde veya diger hayvan tiirlerinde de ayni
sekilde sonug alinacagi anlamina gelmemektedir. Daha kesin bir sonuca varmak i¢in, yukarida

sOzii edilen kosullar altinda yapilacak ¢aligmalara gereksinim duyulacagi sonucuna varilmistir.
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OZET

Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 (TRPVI1) kanallart hiicre membrani
yerlesimli, icinde bir katyon kanali bulunduran ve acildigi zaman hiicre i¢ine kalsiyum girisine
neden olan bir kanaldir. Bu ¢aligmada TRPV1 agonisti kapsaisin ve antagonisti kapsazepin’in
korku kosullanma {izerine etkisinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Calismada her grupta 10 hayvan olacak sekilde Balb/c tiirii toplam 300 adet fare
kullanild1. Davranig deneylerinde deneklere gruplarina uygun olarak TRPV'1 agonisti kapsaisin
(1 mg/kg, i.p.) veya TRPV1 antagonisti kapsazepin (1 mg/kg, i.p.) veya ¢oziicii (1:1:8)
uygulandi. Tiim gruplara rota-rod performans testi baglamsal korku kosullanma testi ve ipuglu
korku kosullanma testi yapilda.

Kapsaisin ve kapsazepin gerek baglamsal gerek ipuclu korku kosullanma testinde
ogrenme ve bellek siirecinin hi¢bir asamasinda (edinim, konsolidasyon, geri cagirma, sonme ve
rekonsolidasyon) istatistiksel anlamli bir degisiklik olusturmadi. Elde ettigimiz sonuglar
kapsaisin ve kapsazepin’in ve dolayisi ile TRPV1 reseptorlerinin farelerde baglamsal ve ipuglu
korku kosullanma testi ile incelenen bellegin bazal durumu {izerine herhangi bir etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte, yapilan testlerin saglikli geng erigkin farelerde
gerceklestirildiginin mutlaka géz ontinde bulundurulmas: gereklidir.

Elde ettigimiz sonuclar kapsaisin ve kapsazepin’in ve dolayis1 ile TRPV1
reseptOrlerinin farelerde baglamsal ve ipuglu korku kosullanma testi ile incelenen bellegin bazal
durumu tizerine herhangi bir etkisi olmadigint gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1, kapsazepin, kapsaisin,

hipokampiis, amigdala, korku kosullanma, korku bellegi.
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THE EFFECTS OF TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL
VANILLOID 1 (TRPV1) AGONIST CAPSAICIN AND ANTAGONIST
CAPSAZEPINE ON FEAR CONDITIONING IN MICE

SUMMARY

Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1) channels are located in the cell
membrane, contain a cation channel, and when opened, cause calcium entry into the cell. The
aim of this study was to investigate the effects of transient receptor potential vanilloid 1
(TRPV1) agonist capsaicin and antagonist capsazepine on fear conditioning in mice.

In total 300 Balb/c mice were divided into 30 groups (n= 10 animals for each group). In
the behavioral experiments, the TRPV1 antagonist capsazepine (1 mg/kg, i.p.) or TRPV1
agonist capsaicin (1 mg/kg, i.p.) or solvent (1:1:8) were administered to subjects according to
their groups. Rota-rod performance test, contextual and cued fear conditioning test were
performed in all groups.

Capsaicin and capsazepine were not statistically significant at any stage (acquisition,
consolidation, retrieval, extinction, and reconsolidation) of the learning and memory process in
the contextual and cued fear conditioning test. Our results show that capsaicin and capsazepine,
and thus TRPV1 receptors, have no effect on the basal state of memory examined by contextual
and cued fear conditioning testing in mice. However, it must be considered that the tests were
performed in healthy young adult mice.

The results show that capsaicin and capsazepine, and thus TRPV1 receptors, have no
effect on the basal state of memory examined by the contextual and cue fear conditioning test
in mice.

Key words: Transient Receptor Potential Vanilloid 1, capsaicin, capsazepine,
hippocampus, amygdala, fear conditioning, fear memory.
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