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GIRIS VE AMAC

Hipokampiisteki sinirsel faaliyet uzaysal Ogrenme ve bellekte ©Onemli bir rol
oynamaktadir. Santral sinir sistemindeki en yaygin eksitator norotransmiter olmasinin
yanisira, Ogrenme ve bellekte rol oynadigi oOne siiriilen hipokampal mediyatorler
incelendiginde, glutamat ©6n plana c¢ikmaktadir. Glutamat reseptorleri iyonotropik ve
metabotropik reseptdrler olmak iizere iki ana bashik altinda ele almmaktadir. Iyonotropik
reseptorlerin islevleri hakkinda ¢ok sayida arastirma yapilmis olup, 6zellikle N-metil-D-
aspartat (NMDA\) reseptorleri tizerindeki ¢aligmalar giderek artmaya devam etmektedir. Diger
taraftan metabotropik glutamat reseptorleri hakkindaki bilgilerimiz, iyonotropik reseptorlere
oranla olduk¢a azdir. Grup II metabotropik reseptdrlerin hipokampiiste bulundugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada, s6z konusu reseptorlerin hipokampiis tarafindan diizenlenen
uzaysal Ogrenme ve bellek fonksiyonlarinda herhangi bir rol oynayip oynamadiginin
arastirilmasi amaglanmaktadir.

H.M. adli vakanin 1957 yilinda tanimlanmasiyla mediyal temporal lobun bellekte
onemli bir rol oynadiginin anlasilmasindan sonra, mediyal temporal lob yapilar1 ve 6zellikle
hipokampiis iizerinde kapsamli aragtirmalar yapilmis ve bu yapilarin uzaysal bellekteki rolii
aydinlatilmaya calisilmistir. Hipokampiiste uzun siireli potansiyalizasyonun (long term
potentiation [LTP]) tanimlanmasi ve LTP gelisiminde glutamatin énemli bir rol oynadiginin
anlagilmasi1 dikkatleri glutamat {izerine ¢ekmistir (1). Glutamatin iyonotropik reseptorleri
tizerinde kapsamli arastirmalar yiiriitiilmiis ve halen yiirtitilmektedir. Diger taraftan,
glutamatin 8 adet metabotropik reseptorii tanimlanmis olup, bu reseptorler, iyonotropik
reseptorler kadar kapsamli bir sekilde arastirilabilmis degildir. Grup I (mGluR1 ve mGluRS),
Grup Il (mGIuR2 ve mGIuR3) ve Grup 1l (MGluR4, mGluR6, mGluR7 ve mGluR8) seklinde



siiflandirilan metabotropik glutamat reseptorlerinin beyindeki dagilimi incelenmis olup, grup
II reseptorlerin limbik sistem, assosiyasyon korteksleri, hipokampiisiin dentat girus ve CA1
bolgelerinde, amigdalanin lateral ve bazolateral ¢ekirdeklerinde yliksek derecede eksprese
edildigi saptanmistir (2,3). Hipokampiisiin uzaysal bellek islevi ile iliskili 6nemli bir bolge
olmast ve glutamatin bellekte rol oynayan Onemli bir mediyatdr olmasi nedeniyle, bu
reseptOrleri uyaran veya bloke eden ajanlarin uzaysal bellegi etkileyip etkilemeyecekleri
sorusu aragtirilmasi gereken bir konudur.

Sonug¢ olarak bu calismada Grup II metabotropik reseptorlerin farelerdeki uzaysal
o0grenme ve bellek siireclerine etkisinin arastirilmasi planlanmis olup, Morris su labirenti
diizeneginde farelerin sakli platformun yerini &grenmeleri i¢in uygulanan egitimlerle,
ogrenme ve bellek islevlerinin test edilmesi ve Grup II metabotropik reseptdr agonist ve

antagonistlerinin bu islevler {izerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

BEYIN, OGRENME VE BELLEK

Beyin yaklasik 1,5 kg agirliginda, evrende kesfedile gelmis en karmasik malzemelerden
biridir. Noron ve glia ad1 verilen yliz milyarlarca hiicreden olusur. Her hiicre, saniyede 100
defaya varabilen bir hizla diger hiicrelere elektrik sinyalleri gonderir. Genel olarak tek bir
noron, komsu noronlarla yaklagik 10.000 baglanti kurmus durumdadir. Milyarlarca ndron
oldugu disiiniiliirse, beynin etkileyici bir ag oriintiilerinden olustugunu sdylemek yanlis
olmayacaktir. Beyindeki bu ag oriintiilerinde gerceklesen kimyasal elektriksel olaylar,
ogrenme ve bellek olaylarn iizerine etkilidir. Ogrenme, bellek, bilis ve beyin kavramlari
insanlik tarihinin en eski konularindan biridir. Bilimsel deger acisindan bakildiginda ise
beynin islevi olan 6grenme ve bellek bir¢ok fizyolog, norolog ve hatta filozof tarafindan

calisma konusu olarak ele alinmistir (4-7).

Ogrenme - Bellek Tanim ve Simiflandirma

Ogrenme, yeni bilgilerin elde edilmesi ve yasanilan tecriibeler sonucunda canlinin
davraniginda olusan degisimleri tanimlamak ic¢in kullanilir. Bellek ise 6grenilen bu bilgi ve
tecriibeleri saklayabilme ve belli bir zaman sonra geri ¢cagirabilme yetenegi olarak bilinir (8).
Farklt memeli tiirlerinde kapasite oranlar1 degisse de, genel ifade ile memeli santral sinir
sistemi (SSS)'nin en 6nemli 6zelliklerinden biri de biiyiik miktarda bilgi depolama ve islem
yeteneginin olmasidir. Modern davranissal ve biyolojik ¢alismalar 6grenme ve bellegin tek bir
islemden olugsmadigini gostermistir. Sinir sistemimiz kompleks mekanizmalarla ¢alismaktadir
ve sinir sisteminin bir cok eleman1 6grenme ve bellek siirecinde etkilidir. Ogrenme ve bellek

birbiriyle yakin iligkilidir ve bir arada ele alinmalidir.



Bellegin Tipleri

Bilginin  depolanmasi anlamima gelen bellek, birgok farkli parametrenin
degerlendirilmesi sonucunda siniflandirilmistir. Bellek, boéliinmez bir fenomen olmadig1 gibi
tek bir psikolojik isleve hizmet etmez. Olaylar, yiizler, duyular, farkli islemler, miizik, sembol
sistemleri, kelimeler ve baglamlar i¢in farkli bellegimiz oldugu diisiniilmektedir. Bellek
tiplerinin 6zelliklerini gostermek iizere kullanilan popiiler ve klinik olarak yararlanilan ve
Squire tarafindan One siiriilen bir sema mevcuttur. Bellek zaman parametresine (kisa siireli,
uzun siireli), igerigine (epizodik, semantik) ve islem diizeyine (kodlama, geri ¢cagirma) gore
farkli basliklar altinda ele alinabilir. Bellek islevlerinde beynin birgok alaninin islevsel
olabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli bellek islevlerinin beyinde farkli yolaklari igermesi

miimkiindiir (1).

Zaman Parametresine Gore Bellek Tipleri

Olaylarin hatirlanma siirelerine gore bellek, kisa siireli bellek, orta siireli bellek ve uzun
stireli bellek olarak siniflandirabilir (1).

Kisa siireli bellek: Noroloji alanindaki klinisyenlerin ¢gogu i¢in son 1-2 giinde meydana
gelen olaylarin hatirlanip hatirlanmamasi anlamima gelmektedir. Noropsikolojik terminoloji
acisindan kisa stireli bellek, sadece birka¢ saniye siiren bellek anlamina gelir.
Degerlendirmeler yapilirken sayr uzami (digit span) ve harf testi gibi bircok farkli testler
kullanilir. Farkli kaynaklarda ise birkag saniye veya birka¢ dakika siire boyunca, ortalama 10
rakami hatirda tutmak gibi kisinin bu rakamlar1 veya olaylar1 siirekli diistinerek
hatirlayabilmesini saglayan bellektir. Kisa siireli bellek ndronlardaki presinaptik fasilitasyon
veya inhibisyon ile olusur. Kisa siireli bellek olusumu, postsinaptik néron ya da bir sonraki
ndron iizerinde degil presinaptik uglar iizerinde yer alan sinapslarda gerceklesir. Presinaptik
bolgeden salinan norotransmitterler ¢ogu zaman saniyelerce hatta dakikalarca siiren bir
fasilitasyona veya inhibisyona neden olurlar (9,11).

Orta uzun siireli bellek: Kisa siireli bellek ile uzun siireli bellek arasinda bir gecis
durumudur ve bazen kisa siireli bellekteki bilgiler gibi kaybolur ya da uzun siireli bellege
doniistir. Orta uzun siireli bellekteki veri izleri siirekli hale getirilemezse zamanla kaybolur;
siirekli hale getirilirse uzun siireli bellek olarak smiflandirilirlar. Ilkel hayvanlardan Aplysia
tizerinde yapilan ¢aligmalar, bu tiir belleklerin ya presinaptik uglarda ya da postsinaptik zarda
yer alan ve birka¢ dakikadan birka¢ haftaya kadar siirebilen gecici kimyasal veya fiziksel
degisikliklerden veya her ikisinden kaynaklanabilecegini gostermistir (12-13).



Uzun siireli bellek: Orta uzun siireli bellek ile uzun siireli bellek arasinda kesin ¢izgiler
yoktur. Aralarindaki fark, dereceleri agisindandir. Genel degerlendirmeye gore, uzun siireli
bellek, daha c¢ok yapisal degisikliklerin iirtiniidiir. Noronlarin sinyal iletiminde eksitator veya
inhibitorlere yol acan sinapslardaki kimyasal degisiklikler yerine yapisal degisikliklerin
sonucudur. Yapilan bazi caligsmalar uzun siireli belleklerin gelismesi esnasinda sinaps
yapisinda pek c¢ok fiziksel degisikligin yer aldigini gostermistir. Uzun siireli bellegin
gelismesi, sinapslarin sinyal iletimindeki duyarliliklarini artiran fiziksel yeniden yapilanmaya
baglidir. Bu fiziksel degisikliklerin bir¢ok sonucu vardir, baz1 fiziksel degisikliklere 6rnek
olarak; ndorotransmitter salgilanmasinda vezikiil bosaltma bdlgelerinin sayisindaki artis,
transmiter tasiyan vezikiillerin sayisinda artig, presinaptik u¢ sayisinda artis ve dendritlerde

yapisal degisiklik s6ylenebilir (10,14).

Icerigine Gore Bellek

Icerigine gore bellek tipleri denildiginde aslinda uzun siireli bellek tipleri akla gelir.
Uzun siireli bellek klasik olarak deklaratif (semantik, epizodik, leksikal) ve nondeklaratif
(refleksif, prosediirel, implicit) olarak ikiye ayrilir. Deklaratif bellek olusan olaylarin ve
gergeklerin bilingli olarak hatirlanmasi anlamina gelir. O yiizden bilingli bellek de denir. Bazi
kaynaklarda bildirime dayali bellek olarak da isimlendirilmektedir. Uzun siireli bellek tipi
esnek olup c¢oklu alanlar ve bilgi pargalarinin iliskisini igerir. Medial temporal lob ve
hipokampiisle ilgilidir (10).

Deklaratif bellegi, Endel Tulving (15) epizodik (olaylar ve kisisel deneyimlerle ilgili
bellek) ve semantik (gercekler icin bellek tipi) olarak ikiye ayirmistir; Squire (16) ise
deklaratif bellegi iice ayirir: Semantik bellek (kavramlar), Epizodik bellek (olaylar) ve
Leksikal bellek (kelimeler). Epizodik bellek bireysel olarak olaylar veya nerede, ne zaman, ne
oldugunun bilinmesi i¢in gerekli olan bir bellek tipidir. Epizodik bellek bireysel olarak
deneyimlenen olaylar1 otobiyografik olarak hatirlamaya yarar. Uzaysal (spatial) ve temporal
bilgileri gerektirir (16).

Semantik bellek, kisisel olmayan enformasyon deposunu yansitir. Semantik bellegin
spatiotemporal ve otobiyografik 6zelligi yoktur. Epizodik ve semantik bellekten anatomik
olarak beynin farkli sistemleri sorumludur. Epizodik ve semantik bellek fazlari: kodlama
(encoding), pekistirme (consolidation), depolama (storage), geri c¢agirma (retrieval)
seklindedir. Yapilan caligmalara gore epizodik bellek hasari varsa semantik bilgi elde
edilebilir. Fakat epizodik bellek, semantik bilgi olmadan ortaya ¢ikamaz. Bu yiizden semantik

sistemin hasar1 hem semantik hem epizodik bellegi bozar. Ancak epizodik sistem semantik
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sistem igin gerekmez. Calisan bellek (working memory) ise, deklaratif bilginin kodlanip
hatirlanmasini gerektiren kisa siireli bir bellektir (15,16).

Nondeklaratif bellek klasik kosullanma, beceri, ddiillendirme ve aligkanliklar1 kapsar ve
cogunlukla biling disidir. Belli bir siire dnce deneyimlenen ayni1 veya benzer bir uyaranin
sonucu olarak, bir uyaranin tanimlanmasi ya da gruplandirilmasinda degisim veya gelisim
olarak tanimlanir. Deklaratif ve nondeklaratif bellek tipleri farkli sekillerde ve beynin farkli
kisimlarinda isleme tabi tutulsalar da, deklaratif bellek devamli tekrarlamayla refleksif bellege

cevrilebilecegi i¢in, birbirleriyle iliskilidirler (16).

BELLEK OLUSUMUN HUCRESEL MODELI LTP

Farkli bellek tipleri soz konusu olsa da, tiimiiniin sinapslarda ayni mekanizma ile
olustugu diisiiniilmektedir. Ogrenmenin gerceklesebilmesi i¢in néronlarda LTP nin olusmasi
gerekmektedir. LTP ilk kez Bliss ve Lomo tarafindan 1973 yilinda tanimlanmistir. Bellek
sirasinda sinapslarda meydana gelen degisimleri belirten ve agiklayan ve bugiin en ¢ok kabul
goren model uzun siireli potansiyalizasyon (long term potentiation, LTP) modelidir (14).

LTP iki fazda gerceklesmektedir; bunlar erken LTP (early LTP, E-LTP) ve ge¢ LTP
(late LTP, L-LTP)’dir. E-LTP, presinaptik nérondan postsinaptik nérona ya gii¢lii bir tetanik
uyarinin ya da daha zayif ¢ok sayida uyarinin ulagmasi ile baslar. LTP fazinin baslangici da
normal sinaptik transmisyonun baglangici gibidir, presinaptik ndérondan sinaptik bosluga
noromediyator salgilanmasi ile gerceklesir. LTP mekanizmasinda kullanilan nérotransmiter
glutamattir. Glutamat, sinaptik bosluga salindiktan sonra postsinaptik membrandaki
iyonotropik reseptor olan NMDA (N-Metil-DAspartat) ve  AMPA (Amino—3-hidroksi—5-
metil—4-isoksazolpropiyonik asit) reseptorlerine baglanir. Ilk olarak glutamat ile AMPA
reseptori etkilesir ve hiicre igine sodyum (Na®) iyonunun, hiicre disina da potasyum (K*)
iyonunun akigt olusur. Glutamat ile NMDA reseptoriiniin etkilesimi NMDA reseptorii
iizerinde bulunan Mg?* iyonu sebebiyle engellenmektedir, Mg?* iyonunun varligt NMDA
reseptOrii tizerinde iyon akigina engel olusturmaktadir. NMDA reseptoriiniin agilabilmesi igin,
glutamat ile olan etkilesimine ek olarak Mg®* iyonunun da iyon kanalindan ayrilmas: gerekir.
Glutamat ile etkilesen AMPA reseptorii araciligi ile hiicre igine Na* iyonu girer ve boylece
membran potansiyelinin depolarizasyonu ile membranin hiicre i¢i tarafi pozitif yliklenir, hiicre
i¢ci pozitif yiiklenmesiyle Mg?" iyonunun iyon kanalindan ayrilmasi gerceklesir. Sonrasinda
kalsiyum (Ca2") iyonlar1 ile Na* iyonlar: hiicre igine, K* iyonlar hiicre disina hareket ederler
(18).



Kalsiyum, E-LTP olusumunda ve devamliliginda rol oynayan bir¢ok molekiiliin
etkinliklerinin diizenlenmesinde olduk¢a onemlidir. Ca*? hiicre icine girince kalmodulin
tarafindan yakalanir ve olusan bilesik kalsiyum-kalmodulin bagimli protein kinaz (CaMKII)
molekiiliinii aktive eder. CaMKII, postsinaptik membraninda mevcut NMDA ve AMPA
reseptorlerini fosforile eder ve etkinliklerini artirir. Presinaptik terminallerin stimiilasyonuna
bagli olarak EPSP (eksitator postsinaptik potansiyel)’lerin olusumuna neden olur. Hiicre
icinde yogunlugu artis gosteren kalsiyum, adenilat siklaz 1 ile etkilesime girer ve siklik
adenozin monofosfat (CAMP) konsantrasyonunu artirir, protein kinaz A (PKA) aktiflesir.
PKA, CaMKII molekiiline benzer etkiler olusturur. CaMKII, nitrik oksit (NO) sentaz
enzimini aktive eder ve NO sentezlenir. NO, postsinaptik bolgeden presinaptik bolgeye gecip
burada guanilat siklazi aktive eder. Guanilat siklaz etkinligi sonucunda da siklik
guanozinmonofosfat (cGMP) sentezlenir. cGMP sinaptik vezikiil sekresyonunu artirir. E-LTP
esnasinda presinaptik uc¢larda sinaptik vezikiil sekresyonu artar. L-LTP faz1 E-LTP fazindan
baz1 farkliliklar ile ayrilir ki bunlar L-LTP’nin gen ekspresyonu ve protein sentezine bagl
olmalaridir. L-LTP sirasinda gen ekspresyonu diizenleyicileri kalsiyum-kalmodulin bagimli
protein kinaz (CaMKIV), PKA ve PKA'nin aktiflestirdigi mitojenle aktive edilen protein
kinaz (MAPK) molekiilleridir. Bu molekiillerin olusumu ile olusan esas transkripsiyon
faktorii olarak, cAMP yanit elementine baglanan protein (cAMP-response element-binding
protein, CREB) gosterilmektedir. Gen ekspresyonu ile gergeklesen protein sentezi sonucunda
sinaptik devrelerde uzun siireli degisimleri olusturan molekiillerin sentezi gergeklesir. LTP'nin
olusabilmesi igin belirli esik tizerinde beyin kokenli norotrofik faktor (brain derived
neurotrophic factor, BDNF) gerektigi ve fazla miktarda BDNF'nin, LTD'yi baskiladig
bulunmustur (17-20).

GLUTAMAT

Glutamat memeli santral sinir sisteminde temel eksitator norotransmitterdir (21).
Norotransmiter olarak glutamatla iligkili bir¢ok noron, beyinde serebral korteks, subkortikal
alanlar ve diger kortikal alanlarla birlikte anatomik yol olusturur ve bu anatomik yolda
piramidal noéronlar (CA1,CA3 vs.), somatik primer afferent néronlar ve retinal ganglion
noronlar1 gibi ndron tipleri mevcuttur. Glutamaterjik interndronlar serebral graniil hiicrelerini,
hipokampustaki graniil hiicrelerini ve retinadaki iki kutuplu hiicreleri igerir. Bellek
olusumunda 6nemli rol oynayan glutamaterjik ndronlar, hipokampusta bol miktarda bulunur.

Glutamaterjik noronlarin sinapslart ¢ogunlukla hedef noronlarin dendritik alanlarinda

olusur. Tek bir postsinaptik néron birgok degisik glutamaterjik ndronlarla binlerce sinaptik
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baglant1 yapabilir. Her bir sinapsta olusan eksitator postsinaptik potansiyel (EPSP) ve
depolarizasyon, hiicre govdesi iizerinde dendrite dogrudur. Hiicrede aksiyon potansiyeli
depolarizasyon voltaj-kapili1 Na* kanallarin1 aktive edecek kadar yiiksekse akson aktivasyon
baslar. Aksiyon potansiyelleri her noronda akson iizerinde baslamaz, bazilarinda aksiyon
potansiyelleri ndoronun dendritlerde baslar ve hiicre govdesinde membran depolarizasyonunun
gecisini kolaylastirir. Beyinde olusan sinapslarin biiyiik bir cogunlugu glutamaterjiktir, fazla
sayidaki glutamaterjik sinaptik baglantilari, postsinaptik nérondaki eksitator etki saglar (22).

Glutamatin Sentezi ve Diizenlenmesi

Glutamat, sinaptik terminalleri iceren noronal yapilardaki glukozdan sentezlenir.
Glukozdan sentezlenmesi glutamatin enerji metabolizmasinda rol aldigini gosterir. Ayrica
mitokondride ATP olusumuna aracilik eder. Norotransmiter vezikiillerinin olusumunda
kullanilan biyokimyasallar astroitlerden salgilanan ve yine glutamaterjik sinaptik bolgeye
alman ve glutamata doniisen glutamat Onciilerinin olusumunu igerir. Alfa-ketoglutarat (bir
TCA siklusu ara iiriinii) ve malat da bu amagla kullanilir. Glutamat ve gaba-aminobiitirik
asitin (GABA) norotransmiter fonksiyonlari ile bazi kimyasal olaylar iliskilidir. Presinaptik
terminallerden salgilanan glutamat ve GABA molekiillerinin ¢ogu astrositler igerisine tasinir,
burada glutamine donistiiriiliir ve trikarboksilik asit siklusuna sokulur ve sonra tekrar
glutamat ve GABA'ya doniistiiriilmek ve salgilanmak iizere sinir terminallerine tasinir.
Glutamatin transmiter havuzu sinaptik vezikiillerde depolanan molekiiller olarak bilinir.
Glutamat, vezikiiler tasiyicilar VGLUT (1,2,3) ile vezikiil i¢inde graniiler halde ve yogun bir
sekilde bulunur. Glutamat vezikiiller icerisinde, glutamata spesifik ATP bagiml bir tasiyici
ile tutulur ve sadece glutamaterjik uglarda vezikiillerin membraninda bulunur. Glutamata
spesifik ATP bagiml tasiyicilar vezikiil membranina iletilir ve sitoplazma diizeyinde daha
¢ok oranda glutamati yogunlagtirir. Sodyum iyon (Na*) -bagimli tasiyicilar glutamatin
transmiter fonksiyonunun diizenlenmesinde rol alirlar. Glutamat spesifik tasiyicilart
noronlarin  hiicre membraninda ve glutamaterjik sinaptik terminallerin yakinindaki
astrositlerde yogundurlar. Glutamat tasiyicilar1 VGLUT1, EEAT-1 (GLAST), EEAT-2 (GLT-
1), EAAT-3 (EAAC-1), EAAT-4 ve EAAT-5'tir. Bu tasiyicilar norotransmiterde farkl
lokalizasyonda ve farkli islevlerde gorev alirlar. Sinapstik alanda diisiik ekstraseliiler
konsantrasyonda bulunarak noérotransmiter inaktivasyonuna yardimeci olurlar. Bu konuda
tastyicilar genellikle alim inhibisyonu olarak fonksiyon gostermelerine ragmen ayni1 zamanda
membran depolarizasyonu sirasinda disar1 saliverme islevi de gosterebilirler. Glutamat ayrica

amonyagin detoksifikasyonunda da rol alir (22).
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Sekil 1. Glutamatin sentez, saliverilme, sinaptik araliktan uzaklastirilmasi ve reseptor

tastyicilarimin (22 lokalizasyonu uyarlanmstir).

Glutamat Reseptorlerinin Siniflandirilmasi

Glutamat reseptorleri beyin ve omurilikte n6ron membraninda sinaptik ve non-sinaptik
alanlarda bulunur. Bazi glutamat reseptorleri ayrica astrosit ve oligodendrositlerin
membraninda da bulunur. Glutamat reseptorleri aspartat ile de aktive olur; bu yiizden
glutamat reseptorlerine eksitator amino asid (EAA) reseptorleri de denir. Glutamat
reseptorleri temelde iki ana simifa ayrilir. Bunlar iyonotropik reseptorler ve metabotropik
reseptorler seklindedir (22,23).

Iyonotropik glutamat reseptdrler (iGluR) katyonlara segici olarak gegirgen iyon

kanallar1 igerirler. Metabotropik reseptorler ise G-protein ile kenetli reseptorler (GPCR) siiper



ailesinin iiyesidir. Iyonotropik glutamat reseptérler kendi icinde ii¢ alt-tipe ayrilir. Bu ayrim

farmakolojik yapilarindan kaynaklanir (22,23).

1) NMDA (N-metil-D-aspartat)

2) AMPA (alfa-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-propiyonik asit)

3) KA (kainat, kainik asit)

AMPA ve Kkainat reseptorleri bazi kaynaklarda non-NMDA reseptorleri  seklinde
adlandirilmaktadir. Metabotropik glutamat reseptorler (mGlu) 3 alt gruba ayrilmaktadir (24-
26).

1) Grup I (mGluz ve mGlus)

2) Grup 1l (mGluz ve mGlusz)

3) Grup Il (MGlus, mGlug, mGluz ve mGlusg)

Iyonotropik Glutamat Reseptorleri

NMDA reseptorleri: Glutamat reseptorleri arasinda en ¢ok incelenen reseptordiir.
Beyin korteksi, hipokampus, striatum, septum ve amigdalada yogun miktarda bulunur.
Noronal olarak incelendiginde NMDA reseptorleri noronlarda postsinaptik yerlesmistir (21).
NMDA reseptorleri fensiklidin (PCP) ve ketamin ile bloke olur (27). NMDA reseptorleri ti¢
farkl alt birimden olusan ligand-geg¢isli iyon kanalidir. NMDARI1, NMDAR2, NMDAR3 alt
birimleridir. NMDARI, beyinde gelisimsel ve bolgesel olarak ekspre edilen sekiz baglanti
varyantina sahiptir. NMDAR?2 alt {initeleri beyinde heterojen dagilmigtir. NMDAR3 alt
tinitesi yetiskin beyninde 6zellikle oksipital ve entorinal korteksler, talamus ve serebellumda
dagilim gosterir. NR1’in fonksiyonel NMDA reseptoriiniin ¢ekirdek alt iinitesidir, NR2 ve
NR3’iin ise reseptor diizenleyicidir. NR1 ve NR2 proteinleri transmembran proteinleridir. Her
bir proteinin amino terminal bolgesi ekstraseliilerdir ve ligand-baglanma bolgeleri ile multipl
glikasyon alanlar igerir. Karboksil bolgesi intraseliilerdir ve reseptorlerin diizenlenmesini
kontrol eder (23).

NMDA reseptorii, dinlenme potansiyelinde Mg?* ile bloke haldedir. Reseptdrdeki
iyonik akimlar sadece néronal membran kismi depolarize oldugunda olusur. Reseptdriin
aktivasyonunda ekstraseliiler Ca®" hiicre i¢ine girer. NMDA reseptorleri ile ndrotransmisyon
yavas meydana gelir ve uzun siirede sonlanir. Bu 6zellikleri nedeniyle NMDA reseptorleri
sinaps gelisimi ve plastisitede, LTP ve LTD mekanizmasinda etkilidir (22,23,26).

AMPA reseptorleri: Iyonotropik glutamat reseptorleri arasinda NMDA grubu ve
AMPA/KA grubu seklinde bir iliski s6z konusu olsa da son yillardaki ¢alismalar AMPA ve
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KA reseptorlerinin birbirinden farkli oldugunu gostermistir. Ayni degerlendirilmelerinin
nedeni ise ayn1 agonistlerle aktive olmalaridir. Farkliliklarini kanitlayan ise kodlandiklar1 gen
farkliliklaridir. AMPA reseptoriinii kodlayan dort gen gesitli bulunur ve Glul-Glu4 ya da
GIURA-GIuRD arasinda isimlendirilmesi s6z konusudur. KA reseptorlerini 5 farkli gen
kodlamaktadir. AMPA reseptorler alt tiniteleri dort hidrofobik membran iligkili alana sahiptir,
bunlar M1, M2, M3, M4 seklindedir. M1, M3 ve M4 membrana yayilirken M2 alani iyon
kanalinin girigini olusturan diigiim yapar. Hem N -terminal alan1 hem de M3 ve M4 alanlar
arasindaki digim ekstraseliilerdir ve glikozilasyon zincirleridir. Bu iki alan reseptoriin
agonist baglanma bolgesini olusturur ve allosterik modiilatérler M3-M4 diigiimiindeki bir
alanda rol alirlar. C- terminal alani intraseliilerdir ve birgok proteinle karsilikli etkilesir. Bu
proteinler glutamat reseptor etkileyici protein (GRIP), C-kinazla etkilesen protein (PICK-1),
AMPA reseptor baglayici protein (ABP), sinaps iliskili protein-97 (SAP-97) ve stargazin’dir.
AMPA alt reseptorleri ‘flip’ ve ‘flop’ formlarindadir. Embriyonik fazdaki beyinde agirlikli
olarak flip formu eksprese edilirler ve asamali olarak yetigkin beyninde dominant olan flop
formuna gecerler. AMPA reseptdr kanallari Na* ve K*a gecirgendir fakat GluR2 alt
{initesinin yoklugunda Ca*? gecisine de izin verebilir. AMPA reseptorlerinin etkilesmesi igin
glutamat, allosterik ve intra-iyon kanal baglanma boélgeleri vardir. GluR1 alt birimi CAMKII,
PKC ve PKA tarafindan fosforile edilir. Dopaminin D1 reseptor aktivasyonu ile GIuR1 alt
birimini fosforile ederek veya PKA ile protein fosfataz 1 aktivasyonunu ve sonraki dopamin
ve siklik adenozin monofosfat ile diizenlenen fosfoprotein 32-kDa (DARPP-32)
aktivasyonunu inhibe ederek AMPA akimlarin1 giliglendirir. AMPA reseptor alt tipi GluR1
NMDA ile birlikte LTP mekanizmasztyla iliskilidir ve GluR1’in PKA fosforilasyon alanindaki
defosforilasyonu LTP de rol alir. GluR2 alt tipinin PKC tarafindan fosforilasyonu, AMPA
reseptor sinaptik alaninda bozulma ve serebellumda LTD’nin indiiksiyonu ile
iligskilendirilmistir. GluR2'nin oligoniikleotidlerle inhibisyonu hipokampal néronlarda hiicre

oliimiinii indiiklemektedir (22,28-32).

KA reseptorleri (kainat): Kainat reseptorlerinin bes alt tinitesi vardir: KA1, KA2,
GIuRS5, GIuR6, GIuR7. KA reseptorleri hipokampal néronlarda hizli glutamerjik transmisyona
sebep olurlar. Postsinaptik fonksiyonludurlar, fakat hipokampus igerisindeki CA3 piramidal
noronlardaki mossy lif terminallerde de presinaptik olarak rol aldiklar1 gdosterilmistir.
Presinaptik KA reseptorleri aktivasyonlarinin transmitter salgilanmasi iki yonlidiir, zayif
aktivasyon glutamat salgilanmasini artirirken giiglii aktivasyon GIuR6 ile inhibisyona neden

olur. Presinaptik KA reseptorleri mossy lif CA3 sinapslarda kisa siireli plastisiteye katilir ve
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bu LTD ve LTP ‘nin indiiklenmesini saglar. Uzun siireli plastisitenin bu formlart mossy lif
terminallerindeki Ca?* birikmesine baghdir. Bdylece KA reseptorleri ile transmiter
salgilanmasinin iki yonlii ve aktivasyon bagimli diizenlenmesi epileptogenezise katki saglar

ayrica hipokampusta bellek gibi 6nemli fizyolojik olaylarda rol alir (22,33,34).

Metabotropik Glutamat Reseptorleri

Metabotropik reseptorler iyonotropik reseptorlere gore daha az calisilmis ve bilgi sahibi

olunmus reseptorlerdir. Metabotropik reseptorlerin kesfi ve bu reseptorlerle ilgili ilk
calismalar 1990l yillarin basinda gerceklesmistir. Metabotropik reseptorlerle yapilan
calismalar agirlikli olarak bellek ve 6grenme iizerine olmustur. Metabotropik reseptorlerin
anatomik olarak talamus ve korteks bolgelerinde bol miktarda bulundugu goériilmektedir. Ug
ana alt gruba ayrilirlar ve tamami yedi transmembran alanindan olusan GPCR (G-protein
coupled receptors) siiper ailesine aittirler. Metabotropik reseptorlerin ti¢ grubu primer yapi
olarak yakin iligkilidir ve aminoasit dizilisine, baglantili sinyal transdiiksiyonu
mekanizmasina, agonist duyarliligina gére Grup I, Grup Il, Grup Il olarak adlandirilirlar
(35,36).
Grup I reseptdrleri (mGlul, mGluS) Gq araciligiyla inozitol-1,4,5-trifosfat-Ca®* ile kenetlidir.
Grup Il (mGlu2, mGlu3) reseptorleri beyinde frontal korteks, hipokampiis, amigdala
bolgelerinde siklikla goriiliir ve Gi araciligiyla adenilat siklaz inhibisyonuna neden olur. Grup
I (mGlu4, mGlu6, mGlu7, mGlu8) reseptorleri Gi ile esleserek adenilat siklazin
inhibisyonuna neden olur. MGIuR gen ailesinin reseptorlerin N-terminal genis ekstra selliiler
alaninin glutamat baglama bolgeleri icerdigi ve C-terminal alaninin da mGluR’larin
transdiiksiyon mekanizmasini diizenleyen agonistlerin etkisini saptamada rol oynadigi
bilinmektedir (35-37).

Grup | metabotropik glutamat reseptorleri postsinaptik olarak lokalizedirler ve burada
iGluR kanallarindaki akimlari diizenlerler. Farkli olarak, grup Il ve grup Il metabotropik
glutamat reseptorleri, glutamat saliverilisinin diizenlenmesine katilan presinaptik reseptor
olarak fonksiyon gormektedirler. Metabotropik glutamat reseptorlerinin sinaptik dagilimi ve
fonksiyonel ozellikleri, C-terminal alani ile degisik proteinlerin karsilikli etkilesimleri ile
diizenlenmektedir. Grup | metabotropik glutamat reseptorler, Homer proteinleri (la-c,2a ve
2b,3), kalmodulin (CaM) ve siah-1A’y1 i¢eren yapi proteinleri ile etkilesmektedir. Homerler
grup | metabotropik glutamat reseptorleri ve IP3 reseptorlerinin C bdlgelerinde prolinden
zengin alanlarla etkilesen EVH alanlar igerirler. Grup II metabotropik glutamat reseptorlerin

C bolgeleri ile etkilesen bir protein kesfedilmemistir. Bununla birlikte grup I metabotropik
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glutamat reseptorlerle etkilesenlere benzer birgok protein (6rnegin PKC, CaM ve PICKI1 ile
etkilesen G proteini By alt birimler), grup Il metabotropik glutamat reseptorleri ile de
etkilesir. Metabotropik glutamat reseptorler agonistleri yavas membran depolarizasyonunda
yer alan bir¢ok néronun hizinin artigim1 indiiklerler. Bu gorevin K* kanallarinin inhibitor
etkilerine bagh oldugu diisiiniilmektedir. Dogrudan eksitatdr postsinaptik etkileri soz
konusudur ve metabotropik glutamat reseptorlerin aktivasyonu, 6zellikle mGluR7 araciligiyla,
presinaptik mekanizmalarla sinapslarda hem eksitator hem de inhibitdr transmisyona neden
olmaktadir. Boylece presinaptik aktiviteyi etkiledigi gosterilmistir (40-42). Metabotropik
glutamat reseptdrleri 6grenme ve bellekte gérev alan sinaptik plastisiteye katilmaktadir. Grup
I metabotropik glutamat reseptorlerinin islevini kaybetmesi uzaysal ve motor 6grenmenin
kazanilmasi ve bilginin uzun siire saklanmasi becerisinde kayiplara sebep olur. Grup |1 ve 11l
metabotropik glutamat reseptorlerle ilgili yapilan galismalar, 6grenme ve bellekte bozulma
gostermemistir; grup N/ reseptorlerinin optik fonksiyonlar ve artmis epileptogenezis ile
iliskili oldugunu goriilmiistiir. Ilave olarak grup 11/111 reseptdr agonistleri ndroprotektif etki
gostermektedir (43,44).

LY354740 ilk tanimlanan Grup Il metabotropik glutamat reseptor agonistidir ve
nanomolar diizeyde affinite gosterir (25). Grup Il/I1l metabotropik glutamat reseptorlerin
antagonisti LY341495 psikoza yol agmaktadir. LY341495 anksiyete ve depresyon

calismalarinda da incelenmistir (38,39).

Glutamat ile liskili Hastaliklar

Glutamaterjik sistemin disregiilasyonu ve disfonksiyonu bir¢ok ndorolojik ve
psikiyatrik bozuklugun patofizyolojisine sebep olmaktadir. Yapilan caligmalar glutamatin
norotoksisite ve norodejenerasyon iizerine etkilerini gdstermistir. Genel bir ifadeyle epilepsi,
status epileptikus, Parkinson hastaligi, bilissel bozukluklar, demans, migren, amyotrofik
lateral skleroz (ALS), Huntington koresi, kronik agri, inme, travmatik ve spinal kord
yaralanmalar1, ensefalopatiler, anksiyete bozuklugu, travma sonrasi stres bozuklugu,
depresyon, bipolar bozukluk, uyku bozukluklari, madde koétiiye kullanimi, sizofreni ve diger
psikotik bozukluklar glutamat ile iliskilidir (45-51).

Iskemi ve hipoksiye baglh nérodejenerasyonun metabolik sonucu laktik asit birikimi,
pH'ta diisme ve ATP azalmasi s6z konusu olur. Bu durum Na*/K* kapisimi etkiler. Hiicre
membran1 depolarizasyonuna neden olur. Ca®" kanallar1 aktive olur ve asir1 glutamat

saliverilmesi gerceklesir. NMDA ve AMPA reseptdrlerinin asir1 aktive olur. Intraseliiler Ca?*
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birikimi artar ve ndronal hiicre hasari, disfonksiyonu ve 6liimle sonuglanan olaylar gergeklesir
(46,47).

ALS hastaligi bir motor néron hastaligidir. Bir ALS fare modelinde, presemptomatik
evrede sinaptik GIuR1'de artis, sinaptik ve total GluR2'de ve total CB1 kannabinoid reseptorii
diizeyinde bir azalma oldugu saptanmistir. GluR1'deki artisin kalsiyum-gecirgen AMPA
reseptorler sayisinda artisa yol acabilecegi ve bunun da noronal 6liime katkida bulunabilecegi
One siirtilmistiir (48). Bazi hayvan deneylerinde glutamat agonist enjeksiyonlarinda nébet
veya epilepsi benzeri aktivite olustugu gézlemlenmistir. Bununla beraber glutamat antagonisti
enjeksiyonlariyla da epileptik ndbetlerin azaldigi kaydedilmistir. Calismalarin ayrintilarina
bakildiginda epileptik nobet aninda glutamat ve aspartat salgilanmasinin arttigi belirtilmistir
(49).

Madde kotiiye kullanimi ¢alismalarinda, etanoliin akut etkilerinden birinin glutamat
reseptdr fonksiyonunun inhibisyonu oldugu kanitlanmistir. Sonug¢ olarak bilissel defisitler
olusur ve etanol diisiikk konsantrasyonda hipokampusta LTP’yi inhibe eder (50). Alzheimer
hastaliginda da glutamat 6nemli bir yere sahiptir. Glutamatin asir1 salgilanmasina bagl olarak
olusan norotoksisite hipokampiis alanindaki néronal kayiplarla biligsel kayiplara ve ileri
donemde de noronal dliimlere yol agmaktadir. Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin etkili bir

tedavi secenegi olarak NMDA reseptor antagonisti memantin kullanilmaktadir (51).
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MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
16.02.2011 tarih ve 02 no.lu oturumda 2011/02.02 karar no.su ile onaylanmustir (Ek-1). lyi
Laboratuvar Uygulamalari Kilavuzu ve Hayvan Etigi Evrensel llkelerine uygun olarak
gerceklestirilen bu calisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
(TUBAP-2011/97) kayit numarasi ile desteklenmistir.

Calismada, Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Biriminden temin edilen, 19-31 g
aras1 agirliktaki, 8 haftalik erkek balb/c fareler kullanildi. Her birinde on ikiser fare bulunan
gruplarda hayvanlar, 7 giin siireyle giinde 4 deneme ile Morris Su Labirentinde sakli
platformu bulma konusunda egitildi ve bu testlerdeki performanslarina dayanarak bellek
fonksiyonlar1 degerlendirildi. Egitimlerin tamamlanmasindan sonra 8. giinde sakli platform
cikarilarak, fareler 1 dakika yiizdiiriildii ve platformu arama g¢abalar1 kaydedildi. Testlerin
yapildig1 slire boyunca, farelere 6zel bir barindirma kosulu uygulanmadi, yiyecek ve igcecek
kisitlamasi yapilmadi.

Calisma gruplari su sekilde olusturuldu:
Grup A: Kontrol, serum fizyolojik, 8 giin
Grup B: LY379268 0.3 mg/kg, 8 giin
Grup C: LY379268 1.0 mg/kg, 8 giin
Grup D: LY379268 3.0 mg/kg, 8 giin
Grup E: LY341495 0.3 mg/kg, 8 giin
Grup F: LY341495 1.0 mg/kg, 8 giin
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Grup G:LY341495 3.0 mg/kg, 8 giin
Grup H: 7 giin serum fizyolojik, 8. giin LY379268 3 mg/kg
Grup I: 7 giin serum fizyolojik, 8. giin LY341495 3 mg/kg

MORRIS SU LABIRENTI

1,2 metre ¢apinda ve 43 cm derinliginde daire seklinde (Sekil 2) bir su tanki i¢inde
suyun yiizeyinin 2 cm altinda yer alan bir platformdan ibarettir. Farelerin 4 farkli
lokalizasyondan suya birakilmalarini takiben 1 dakika i¢cinde platformu bulmalar1 beklendi.
Platformu bulduktan sonra platform iizerinde 15 saniye kalmalarina izin verildi ve daha sonra
su tankindan alinip, kurulanarak kafeslerine konuldu. Bir dakika i¢inde platformu bulamayan
farelere yardim edilerek platformu bulmalar1 saglandi ve 15 saniye platform iizerinde
birakildi. Su tankimin bulundugu odanin duvarlarinda deneyler boyunca sabit olan ¢evresel
ipuglar asili idi ve farelerin bu ipuglarina bakarak platformu bulmalar1 beklendi (52).

Su tanki iizerine yerlestirilmis bir kamera araciligi ile farelerin yiizme traseleri
bilgisayara kaydedildi. Bu amag i¢in tretilmis bir yazilimda (Ethovision XT, 7.0, Noldus,
Hollanda), goriintideki fare isaretlendi ve tiim deney boyunca yiizdiigii mesafe izlendi,
bilgiler yazilima aktarildi ve yazilim yiiziilen mesafeyi ve siireyi hesapladi. Platforma erigsme
stiresi ve platforma erisene kadar kat edilen mesafe, platforma ortalama uzaklik, yiizme hizi,
havuzun duvarlarina yakin bolgede yiizme Olciilen parametrelerdi. Platforma daha ¢abuk
ulagsma veya daha kisa mesafe yiizerek platformu bulma, platformun yerinin 6grenildiginin
gostergesidir. Ogrenme fazi1 (acquisition phase) sirasinda her giin yapilan denemelerde elde
edilen skorlarin toplanmasi da genel bir bellek parametresi olarak kullanilir. Ogrenme
egitimlerinden sonra, platform ¢ikarilarak gergeklestirilen testte (probe test), farelerin hedef
kadrana ulasma siireleri, hedef kadranda gecirdikleri siire, ylizme hizlar1 vb. parametreler

kaydedildi.
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Sekil 2. Morris su labirenti.

Immunohistokimya

Morris su labirentinde gerceklestirilen testlerin tamamlanmasindan sonra anestezi
altinda dekapitasyon uygulandi ve farelerin beyin dokulari CREB ve fosfo-CREB
miktarlarinin belirlenmesi i¢in alindi. Hipokampiisten alinan 6rneklerde immunohistokimya
ile CREB ve fosfo-CREB miktarlar1 saptandi. Anti-CREB (Millipore Anti-CREB, clone
E306, Antibody) ve anti-fosfo-CREB (Millipore Anti-phospho-CREB (Serl133) Antibody)
immunohistokimyasal degerlendirmeleri i¢cin 6rnek dokular bir gece 56°C etiivde bekletildi.
Dokular Toluol 1 ve Toluol II’de 20’ser dakika bekletildi, diisen alkol seviyelerinden (alkol
100-90-80-70) 10’ar dakika gecirildi ve ardindan dokular distile suda bekletildi. Antijen
kazanimlari i¢in dokular mikrodalgaya dayanikli salelere konuldu ve iistiinii kapatacak kadar
sitrik asit eklendi. Sitrik asit 1,05 gr ve distile 500 ml karistirildi (pH: 6) ve 20 dakika
kaynatildi. Dokular tris tampon soliisyonu (TBS) 1X ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Dokular
%3’liik H2O2’ye alind1 (12 ml %30’luk H202, 54 ml Metanol, 54 ml distile su). Dokular sonra
TBS-T’ye alindi. Preparat kurulanip, doku kurutulmadan pub-penle smirlari ¢ekildi. Geri
TBS-T’ye konuldu. Normal Goat Serum (NGS) hazirlandi. 50 pl NGS + 950 ul TBS-T
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(%5'lik NGS). Primer antikorlar hazirlandi. Anti Creb = 1/400, Anti-fosfo Creb= 1/1000.
Dokulara primer antikorlar damlatildi ve oda 1sisinda 2 saat nemli ¢emberde bekletildi.
Dokular TBS ile 3 defa 5’er dakika yikand1 ve TBS-T’ye alindi. Sekonder antikor =1/400
oraninda; biotinylated antirabbit 3 pl /1200 TBS hazirlandi. Preparatlara sekonder antikorlar
eklendi, 30 dakika nemli ¢emberde oda 1sisinda bekletildi. ABC (Avidin-biotin kompleks)
hazirland1 (2,5 ml TBS + 1 damla A + 1 damla B karisgimi). ABC kit, doku kurutulmadan
aspire edilen preperatlara eklendi ve nemli gemberde 30 dakika bekletildi. Dokular yine TBS
ile 3 defa 5’er dakika yikand1 ve TBS-T’ye alindi. Dokulara DAB eklendi (DAB=2,5 ml DS +
1 damla buffer + 1 damla H.O> + 2 damla DAB karistirildi). DAB eklenerek kromojenize
edilen dokular, reaksiyonu durdurmak icin TBS-T’ye alindi. Cesme suyunda 5 dakika
yikandi. Dokulara 40 saniye boyunca hematoksilen ile zit boyama yapildi. Ardindan gesme
suyunda yikandi. Kesitlerin 150 pl amonyum hidroksit (NH4OH) olan suya alinip hemen
batirilip ¢ikarilmasi ile ¢esme suyunda 5 dakika bekletildi. Kesitler alkol 100-90-80-70 ve
Toluol I-11 serilerinden gegirilerek kapatildi.

Yapilan tiim immuhistokimyasal islemlerin sonuglari; histolojik skorlama (HSCORE)
yontemi ile degerlendirildi. Degerlendirmeler; preparatlarin hangi grup hayvana ait oldugunu
bilmeyen ve bilen birer degerlendirici tarafindan, her preparatta rastgele secilen bes alanda
yapildi. Skorlama, kesitlerde immiinreaktivite gosteren hiicrelerin yiizdesi ve boyanma
derecesinin (I x PC; I: boyanma derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi) 6l¢iit
olarak alindigi, semikantitatif bir yontemle gerceklestirildi. Boyanma derecesi: 0 (boyanma

yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (gii¢lii boyanma) olarak belirlendi.

laclar

Iaglar serum fizyolojik icinde ¢oziindiiriildii. LY 379268 subkutan yolla ve LY 341495
intraperitoneal yolla (0.3 mg/kg, 1 mg/kg ve 3 mg/kg) dozlarinda her giin ilk yiizdiirme
deneyinden yarim saat 6nce, 10 gram viicut agirligi basma 0.1 ml hacimde verildi. Ilag

verilmeyen kontrol grubuna sadece serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde ¢ift-yonlii tekrarlanan Olglimler varyans
analizi ve tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) yontemleri kullanildi, post hoc analizler
Bonferroni testi ile gerceklestirildi; p degeri <0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Morris su labirentindeki testler iki bashik altinda ele alinabilir. Fareler, ilk 7 giin
boyunca havuz i¢inde sakli platformun yerini bulabilmeleri i¢in giinde 4 kez egitildiler. Bu
deneylerin gergeklestirildigi ilk faza Ogrenme fazi (acquisition) adi verilir. Bu sekilde
egitilmis fareler, yedinci giindeki son egitim yilizdiirmelerinden 24 saat sonra, platform
havuzdan c¢ikarilarak, tekrar havuza birakildilar ve sadece bir kez 60 saniye siireyle
yiizdiiriildiiler (probe test). Bu ikinci fazdaki deneyler, kalici bellegin test edilmesini
saglamaktadir; bu deneyde, farelerin platformun uzaysal lokalizasyonu konusunda bir uzun

stireli bellek gelistirip gelistirmedigini gostermektedir.
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1. OGRENME FAZI DENEYLERINDE ELDE EDILEN BULGULAR

Fareler 7 giin art arda giinde 4 kez yiizdiriilerek sakli platformun yerini bulma
konusunda egitildiler. Bu egitimler siiresince, farelerin platformun yerini Ogrenip
ogrenmediklerini degerlendirmek icin bazi parametreler incelendi. Asagida bu parametrelere
gore farelerin 6grenme performanslar1 degerlendirilmektedir.

a) Platforma Ulasana Kadar Yiiziilen Uzakhk

Platforma ulasana kadar yiiziilen uzaklik, farelerin platformu arayislarinin bir dl¢iistidiir
ve platformun yeri O6grenildikge azalmaktadir. Sekil 3’te goriildiigii gibi, kontrol grubu
farelerin platforma erisene kadar yilizdiikleri uzaklik giderek azalmaktadir ve bu grafik
farelerin 6grenme egrisini ortaya koymaktadir. Ug farkli dozda (her iki ilag igin, 0,3 mg/kg, 1
mg/kg ve 3 mg/kg) LY 379268 veya LY 341495 verilen farelerde 6grenme egrilerinde,
herhangi bir blokta istatistiksel anlamli bir degisiklik goriilmemektedir. Yani, LY 379268 ve
LY 341495 Morris su labirentinde farelerin uzaysal 6grenmeleri iizerinde olumlu veya

olumsuz bir etki géstermemektedir.

LY 379268 LY 341495
10007 -0- Kontrol 10007 |
-0~ Kontro
8001 - 03mgkg 8001 + 03mghg
£ - 1mgkg z - 1y
£ 6001 -0~ 3mglkg £ 6001
x X —+ 3mglkg
X X
S 4004 S 4004
o) o)
2001 2001
C T T T T T T 1 G T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Bloklar Bloklar

Sekil 3. Farelerin platforma ulasana kadar yiizdiikleri uzaklik. Her bir blok, deneyin
yapildig1 giindeki 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasim gostermektedir. Dikey

cubuklar standart hatay1 gostermektedir.
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b) Platforma Ortalama Uzakhk

Platforma ortalama uzaklik, yiizme egitimleri sirasinda farelerin platforma uzakliginin

ortalama ol¢iisiidiir ve platformun yeri 6grenildik¢e azalmaktadir. Sekil 4’te gorildiigl gibi,

kontrol grubu farelerin platforma ortalama uzaklik egitim bloklarinda giderek azalmaktadir ve

bu grafik farelerin 6grenme egrisini ortaya koymaktadir. LY 379268 veya LY 341495 verilen

farelerde O0grenme egrilerinde, herhangi bir blokta istatistiksel anlamli bir degisiklik

gorilmemektedir. 3 mg/kg dozunda LY 341495 verilen farelerin daha ge¢ Ogrendiklerin

diisiindiiren bir 6grenme egrisi elde edilmekle birlikte, higbir blokta bu degerler istatistiksel

anlamli bir farkliliga erisemedi. Sonug olarak, bu parametre yoniinden, LY 379268 ve LY

341495 Morris su labirentinde farelerin uzaysal 6grenmeleri iizerinde olumlu veya olumsuz

bir etki gdstermemektedir.

609

Uzaklik (cm)

401

204

LY379268

-o- Kontrol
-~ 0.3 mg/kg
- 1 mg/kg
—— 3 mg/kg

Uzaklik (cm)

1 2 3 4 5 6 7
Bloklar

601

404

204

LY 341495

Bloklar

-Oo— Kontrol
-+ 0.3 mg/kg
—— 1mg/kg
—— 3 mg/kg

Sekil 4. Farelerin platforma ortalama uzakhklari. Her bir blok, deneyin yapildig:

giindeki 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasim1 gostermektedir. Dikey ¢ubuklar

standart hatay gostermektedir.
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¢) Platforma Erisme Siiresi

Platforma erisme siiresi platformun yeri Ogrenildik¢e kisalmaktadir. Sekil 5’da
gorildiigli gibi, kontrol grubu farelerin platforma erisme siireleri egitim bloklarinda giderek
azalmaktadir ve bu grafik farelerin 6grenme egrisini ortaya koymaktadir. LY 379268 veya LY
341495 verilen farelerde 6grenme egrilerinde, herhangi bir blokta istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik goriilmemektedir. 0.3 mg/kg ve 3 mg/kg dozunda LY 379268 verilen farelerin
platforma erigsme siireleri genel olarak daha uzun olmakla birlikte, hi¢bir blokta bu farkliliklar
istatistiksel anlamli degildi. Sonug olarak, platforma erisme siiresi yoniinden, LY 379268 ve
LY 341495 Morris su labirentinde farelerin uzaysal 6grenmeleri {izerinde olumlu veya

olumsuz bir etki gdstermemektedir.

LY 379268 LY 341495
601 601
-0~ Kontrol
-0~ Kontrol —~+ 03mghkg
E 401 - 0.3mglkg g 401 “+ 1mghg
= - 1mgkg = —— 3mglkg
£ —— 3mglkg =
S 20 S 201
0 T T T T T T 1 0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Bloklar Bloklar

Sekil 5. Farelerin platforma erisme siireleri. Her bir blok, deneyin yapildig1 giindeki 4
yiizdiirme egitiminin ortalamasimi gostermektedir. Dikey cubuklar standart

hatayi gostermektedir.
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d) Tigmotaksi (10 cm’lik Perimetrede Yiizme Siiresi)

Morris su labirenti testinde havuza birakilan hayvanlar 6nce havuzun duvarlarina
tirmanmaya ve duvarda kagacak bir yer aramaya calisirlar. Ilerleyen egitim denemelerinde,
duvardan uzaklasip havuzun iginde bir ¢6ziim bulmayi, platforma erismeyi 6grenirler. Bazen,
ozellikle ilk egitim yiizdiirmelerinde, platforma c¢ikan hayvanlarin tekrar suya atladiklari
goriiliir; bu durum hayvanlarin platformu karsilastiklar1 problemin ¢dziim noktas: veya bir
kagis notas1 olarak gdrmediklerini gdstermektedir. Ik egitim yiizdiirmelerinde daha fazla
karsilasilan bu davranis (tigmotaksi) giderek azalir ve genellikle farelerde siganlara oranla
daha fazla karsimiza c¢ikmaktadir. Bu deneylerde, farelerin havuzun duvarlarina 10 cm
yakinhigindaki bir alanda yiizdiikleri siireler kaydedilerek, tigmotaksi yoniinden bir
degerlendirme yapilmasi amaglanmustir.

Kontrol grubundaki farelerin egitimler devam ettikce havuzun 10 cm’lik
perimetresinde yiizdiikleri siire kisalmistir yani tigmotaksi davranisi azalmaktadir (Sekil 6).
Yani, fareler iginde bulunduklari problemin ¢dziimiinii 6grenmektedirler. 0.3 mg/kg ve 3
mg/kg dozda LY 379268 ve 3 mg/kg LY 341495 verilen farelerde perimetrede yiizme
stirelerinde bir artig gozlendi ancak bu artislar herhangi bir blokta istatistiksel olarak anlamli
degildi. Sonug olarak, LY 379268 ve LY 341495 Morris su labirentinde farelerin gosterdigi

tigmotaksi tizerinde olumlu veya olumsuz bir etki géstermemektedir.

104 LY 379268 40- LY 341495
—o- Kontrol -0~ Kontrol
307 - 0.3 mglkg 301 -+ 0.3 mglkg
g - 1mglkg @ -+ 1mglkg
o 209 -0 3mglkg o 209 —- 3mgkg
@ ?
10 10
0 T T T T T T d 0 T T T T T T d
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Bloklar Bloklar

Sekil 6. Farelerin havuzun 10 cm’lik perimetresinde yiizme siireleri (tigmotaksi). Her
bir blok, deneyin yapildig1 giindeki 4 yiizdiirme egitiminin ortalamasini

gostermektedir. Dikey ¢ubuklar standart hatay: gostermektedir.
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e) Yiizme Hiz1
Deneyler siiresince kontrol grubu farelerin ylizme hizlarinda istatistiksel anlamli
degisiklikler meydana gelmedi. Sekil 7°de gorildigi gibi, LY 379268 veya LY 341495

verilen farelerde yiizme hizlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli bir degisiklik

yoktur.

20- LY 379268 29- LY 341495

-o- Kontrol

~ 18 - 0.3 mglkg 207 -o- Kontrol
1 -+ 1mglkg % 184 — 0.3mgkg
5 16 ~ 3mgkg g — 1 mghkg
~ ~ 16- —— 3mgkg
I I

144

144
12; T T T T T T 1 12 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Bloklar Bloklar

Sekil 7. Farelerin yiizme hizlari. Her bir blok, deneyin yapildig1 giindeki 4 yiizdiirme
egitiminin ortalamasim1 gostermektedir. Dikey c¢ubuklar standart hatay:

gostermektedir.
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2. PROBE TESTLERINDE ELDE EDILEN BULGULAR
Yedi giin siireyle sakli platformun yerini bulmalar i¢in egitilmis fareler, sekizinci

giinde platform ¢ikarilarak 60 saniye siireyle yiizdiiriildiiler.

a) Hedef Kadranda Yiizme Siiresi

Farelerin egitim ylizdiirmelerinde platformun bulundugu kadranda gecirdikleri siire,
gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedi. Bu testte toplam yiizdiirme siiresi 60 saniye
oldugundan, herhangi bir kadran tercihi yapmaksizin yiizen bir hayvanin, teorik olarak
herhangi bir kadranda 15 saniye yiizmesi beklenir. Farenin bir kadranda 15 saniyeden daha
fazla ylizmiis olmasi, o kadranla ilgili bir tercihi olduguna isaret etmektedir. Sekil 8’de tiim
hayvanlarin hedef kadranda 15 saniyeden daha uzun bir siire gegirdikleri goriilmektedir.

Tiim deneyler boyunca (8 giin siireyle) LY 379268 veya LY 341495 verilen farelerde
(her iki ila¢ i¢in, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg ve 3 mg/kg dozlarda) bu parametrede bir diizelme ya da
bozulma saptanamadi. Ayrica, bir grupta LY 379268 sadece probe testinden 1 saat Once
(sadece 8. giin) 1 mg/kg dozunda ve diger bir grupta da LY 341495 sadece probe testinden 1
saat once (sadece 8. giin) 1 mg/kg dozunda verilerek, egitim yiizdiirmeleri sirasinda ilaca
maruz kalmayan farelerde bu ilaglarin probe test performansini olumlu veya olumsuz
etkileyip etkilemedikleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar LY 241495 verilen hayvanlarda
hedef kadranda yiizme siiresinde bir artis1 diisiindiirmekle birlikte, bu artis istatistiksel anlaml
degildi (Sekil 8).

Hedef Kadranda YUizme Suiresi

Kontrol+
LY 379268 (0.3 mg/kg)

LY 379268 (1 mg/kg)7  MMMMIMIMMIIMMOIINININNY
LY 379268 (3 mg/kg)-
LY 341495 (0.3 mgkg)| 7727727277777
LY 341495 (1 mg/kg)-
LY 341495 (3mg/kg){ FH it
LY 379268 (1 mg/kg; Probe)-
LY 341495 (1 mg/kg; Probe) A

Zaman (sn)

Sekil 8. Probe testinde farelerin hedef kadranda yiizme siireleri. Yatay cubuklar

standart hatay1 gostermektedir.
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b) Platformun Olmasi Gereken Yere Ortalama Uzakhk
Egitim yilizdiirmelerinde kullanilan platforma ortalama uzaklik parametresine benzer
sekilde, probe testlerinde, farelerin, ¢ikarilmis olan platformun olmasi gerektigi yere ortalama

uzakliklar1 incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark gézlenmedi.

Platformun Olmasi Gereken Yere Ortalama Uzaklik

Kontrol{ | H
LY 379268 (0.3 mg/kg){ i —
LY 379268 (1 mg/kg)-
LY 379268 (3 mg/kg)
V0000000000000
AMMMMMIMHimnH ey

LY 341495 (0.3 mg/kg)-
LY 341495 (1 mg/kg)d NN

LY 341495 (3 mg/kg)
LY 379268 (1 mg/kg; Probe)
LY 341495 (1 mg/kg; Probe) 1 NNy

0 10 20 30 40 50
Uzaklik (cm)

Sekil 9. Probe testinde farelerin platformun olmasi gereken yere ortalama uzakhklari.

Yatay ¢ubuklar standart hatay1 gostermektedir.
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¢) Hedef Kadrana Ulasma Siiresi

Farelerin hedef kadrana ulasma siireleri, gruplar arasinda bazi farkliliklar sergilemekle
birlikte, bu farkliliklar istatistiksel anlamlilik diizeyine erismedi (Sekil 10). LY 379268 3
mg/kg dozu (8 giin siireyle) ve LY 341495 1 mg/kg dozu (8 giin siireyle) verilen gruplarda
hedef kadrana ulasma siireleri kontrol grubuna gore daha uzundu; ancak bu farklar istatistiksel
anlamli degildi. Diger taraftan, sadece probe testinin yapilacagi giin tek doz olarak LY
341495 (1 mg/kg) verilen farelerin hedef kadrana, kontrol grubu farelere oranla daha ¢abuk

ulastiklar1 saptandi; fakat bu fark da istatistiksel yonden anlamli bulunmadi.

Hedef Kadrana Erisme Suresi

Kontrol{ | —
LY 379268 (0.3 mg/kg)-
LY 379268 (1 mg/kg)T MMM\

LY 379268 3 malkg)| 77777777

LY 341495 (0.3 mg/kg)d w2
LY 341495 (1 mg/kg)-

LY 341495 (3 mg/kg){
LY 379268 (1 mg/kg; Probe)H
LY 341495 (1 mg/kg; Probe) -

—

0 2 4 6 8 10
Sdre (sn)

Sekil 10. Probe testinde farelerin hedef kadrana ulasma siireleri. Yatay cubuklar

standart hatay gostermektedir.
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d) Tigmotaksi (10 cm’lik Perimetrede Yiizme Siiresi)

Egitim yiizdiirmelerinde oldugu gibi, probe testinde de, farelerin gdsterdikleri
tigmotaksi davranisi degerlendirilmistir (Sekil 11). LY 379268 0.3 mg/kg ve 3 mg/kg dozu (8
giin siireyle), LY 341495 3 mg/kg dozu (8 giin siireyle) ve probe testinden dnce 1 mg/kg tek
doz olarak LY 379268 verilen farelerde, havuzun 10 cm’lik perimetresinde yiizme siireleri

kontrol grubuna oranla yiikselmis bulundu; ancak bu artiglar istatistiksel anlamliliga erismedi.

Kontrol+

LY 379268 (0.3 mg/kg) -

LY 379268 (1 mg/kg)-

LY 379268 (3 mg/kg)
LY 341495 (0.3 mg/kg)-

LY 341495 (1 mg/kg)-

—

LY 341495 (3 mg/kg)-
L 379268 (1 malkg: Probe){ R

LY 341495 (1 mg/kg; Probe) 1 NN

Sure (sn)

Sekil 11. Probe testinde farelerin perimetrede yiizme siireleri (tigmotaksi). Yatay

cubuklar standart hatay: gostermektedir.
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3. IMMUNOHISTOKIMYA DENEYLERINDE ELDE EDILEN BULGULAR

Immunohistokimyasal analizlerde, fare hipokampiisteki CREB aktivitelerinin gruplar
arasinda anlamli bir farklihik gostermedigi saptandi ve gruplarda saptanan aktiviteler
birbirlerine yakin degerlerde idi (Sekil 12). p-CREB aktiviteleri, CREB aktivitelerine oranla
biraz daha fazla degiskenlik gostermekle birlikte, gruplar arasindaki farklardan herhangi biri
istatistiksel yondem farkli degildi.

CREB

Kontrol{ | H
LY 379268 (0.3 mg/kg)q |

= i
LY 379268 (1 mglkg)-
LY 379268 (3 mg/kg)-
A,
AL1LMMHHIHnes

LY 341495 (0.3 mg/kg)d B

LY 341495 (L mg/kg)-

LY 341495 (3 mg/kg)-
3200059557555 5 55555555555 55955%%

LY 379268 (1 mg/kg; Probe) T2 I L9 PP I LI LIIILIILLIILIIL LY,

LY 341495 (1 mg/kg; Probe) 1 NNy

50 100 150 200

Skor
p-CREB
Kontrol{ | i

LY 379268 (0.3 mgkg){ E I

LY 379268 (1 mg/kg)T  DMIAMMLMAIMIMIMMIMIMINY

LY 379268 3 malka)| 77777777777
LY 341495 (0.3 mglkg)d

LY 341495 (1 mg/kg)7  DIMIMMUMMIMUMOU I OO

SRRRRARAAA

LY 341495 (3mgkg){ H T
LY 379268 (1 mg/kg; Probe)  SSEAmmmaassssmmniiss

LY 341495 (1 mg/kg; Probe) 1 RNNNNNNNMNNNNNNNNNNNY

] ] 1
0 50 100 150 200
Skor

Sekil 12. Farelerin hipokampiisiinde CREB ve p-CREB aktiviteleri. Yatay cubuklar

standart hatay1 gostermektedir.
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CREB P-CREB

Sekil 13. Immiinohistokimya gorselleri (X 40)
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Sekil 13. Immiinohistokimya gorselleri (X 40)(devam ediyor)
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TARTISMA

Beynin yapilar1 ve uzaysal 6grenme ile yapilan ¢alismalar incelendiginde hipokampiis
uzaysal 6grenmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Hipokampus gri bir cevher tabakasi olup,
lateral ventrikiiliin alt boynuz tabani boyunca uzanir, filogenetik olarak beynin en eski
kisimlarindandir. Hipokampiis beyinde birgok bolge ile iletisim halindedir. Eski kaynaklar
incelendiginde hipokampiis ile ilgili bilgilerin sinirl oldugu ve hipokampiisiin sadece koku ile
ilgili bir yap1 oldugunun disiiniildigii goriilmektedir. Hipokampiisle ilgili ¢aligsmalar arttikca
hipokampiisiin beynin baska fonksiyonlarinda da rol oynadigi anlasilmistir. Limbik sistem
hareket ve bunlarin davranislara donlismesinde etkilidir ve ¢cok sayida sinyali hipokampiisten
alir. Beyin bolgesinden hipokampiisiin ¢ikarildigr bir¢cok ¢alismanin sonucuna bakildiginda
verbal ve sembolik anilarin saklanmasinin engellendigi  goriilmiistir. Boylelikle
hipokampiisiin kisa siireli ve uzun siireli bellekte 6nemli bir yere sahip oldugu anlasilmistir
(53). Hipokampiiste monoaminerjik, kolinerjik, GABAerjik afferentler bulunmakta, glutamat
ve aspartat, hipokampiisten en ¢ok saliverilen eksitator transmiter olarak bilinmektedir.
Glutamatin hipokampiiste uzun siireli potansiyalizasyon (long term potentiation, LTP)
gelisiminden sorumlu oldugu kamtlanmistir (1). Ogrenmeden sorumlu bir elektrofizyolojik
aktivite oldugu kabul edilen LTP glutamatin iyonotropik reseptorleri ve 6zellikle NMDA
reseptorleri rol oynamaktadir. Glutamatin iyonotropik reseptorleri yaninda, 8 tane
metabotropik reseptdrii bulunmakta ve bu reseptdrlerin santral sinir sisteminde yaygin dagilim
gostermesi nedeniyle c¢esitli santral aktivitelere katkida bulunma olasiligi oldugu

vurgulanmaktadir. Glutamat reseptor ¢alismalart incelendiginde metabotropik reseptorler ile
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ilgili calismalar heniiz ¢ok smirlidir. Fakat metabotropik reseptorlerin SSS ve 6zellikle
hipokampiis bolgesinde yaygin dagilim gostermesi ve hipokampiisiin bellek ile iliskili oldugu
bilgisinin varligit metabotropik reseptorlerin bellek lizerine bazi etkilerinin olabilecegini
distindiirmistiir (53). Grup | (MGIuR1 ve mGIuR5), Grup Il (MGIuR2 ve mGIuR3) ve Grup
Il (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 ve mGluRS8) seklinde siniflandirilan metabotropik glutamat
reseptorlerinden, Grup II reseptorler siklikla presinaptik yerlesimlidirler ve norotransmiter
saliverilisini inhibe ederler. Bu etkiyi eksitator (glutamaterjik), inhibitor (GABAerjik) ve
noromodiilatéor (monoaminler, asetilkolin, peptidler) sinapslarda olusturabilmektedirler.
mGIluR2’nin medial perforan yolak iizerinde yer aldigi ve mossy fiber {izerinde bulundugu
saptanmistir (54). mGIluR2 geni silinmis fareler hipokampiiste mossy fiber-CA3 sinapsinda
normal bir bazal sinaptik ileti ve LTP sergilemekle birlikte, bu sinapsta diisiik frekansh
uyartyla olusturulan LTD’nin belirgin bir sekilde bozuldugu goézlenmistir (55). Bir baska
calismada, mGluR2 aktivasyonunun kognitif bozulmaya yol agtig1 6ne siiriilmiis ve mGIluR2
antagonistlerinin kognitif bozukluklarda kullanilma potansiyeli olabilecegi iddia edilmistir
(56). mGIuR2 geni silinmis farelerin kokaine yanitinin artmasi nedeniyle, mGluR2’nin ilag
bagimliliginda da bir rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (57).Bu reseptor grup II agonistlerin
rodent psikoz modelindeki yararli etkilerine de aracilik etmektedir (58,59).

Calismamizda fareler havuzun i¢indeki sakli platformun yerini 6grenmeleri amaciyla 7
giin siireyle giinde dort kez yiizdiriildiler (68renme testi), 8. giinde platform havuzdan
cikarildi ve fareler bir kez 60 saniye siireyle yiizdiiriildiiler (probe testi). ilk 7 giin yapilan
egitimlerde platforma erisim siiresi, platforma ortalama uzaklik ve platforma ulasana dek
yiiziilen uzaklik parametreleri degerlendirildi. Kontrol grubundaki fareler, incelenen bu
parametreler yoniinden, her giin giderek daha iyi performans gosterdiler ve platformun yerini
ogrendiler. Grup II metabotropik reseptdr agonisti (LY 379268) ve antagonistinin (LY
341495) incelenen ii¢ dozunda elde edilen Ogrenme grafikleri kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli bir farklilik gostermedi. Elde ettigimiz bulgular, metabotropik glutamat
reseptorlerinin uyarilmasi veya bloke edilmesinin Morris su labirentinde farelerin uzaysal
ogrenme fonksiyonunu olumlu veya olumsuz yonde etkilemedigini gostermektedir.

Platformsuz ylizdiirmede incelenen parametrelerden biri hedef kadrana erigsme siiresiydi.
Icinde bulundugu problemin farkina varan farenin hedef kadrana ulasma siiresi kisa, hedef
kadranda geg¢irdigi siire ise uzun olmalidir. Deneylerimizde bu parametrelerin kontrol grubu
farelere oranla anlamli bir degisiklik gostermedigini belirledik. Olgiimii yapilan bir baska
onemli parametre de; platformun olmasi gereken yere ortalama uzaklikti. Ogrenme bellek

siireci olusumunu tamamlamis olan hayvanin platformun yerini hatirlayarak platforma yakin
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bolgelerde yiizmesi beklenir. Elde ettigimiz sonuglar, Grup II metabotropik reseptdr agonisti
(LY 379268) ve antagonistinin (LY 341495) incelenen iic dozunda bu parametreyi istatistiksel
olarak anlamli derecede etkilemedigini ortaya koymustur.

Probe testinde elde edilen kayitlarda, hayvanin hedef kadranda ne kadar stire yiizdiigii
de incelendi. Hayvanin hedef kadranda daha uzun siire yiizmesi, onun bu bolgede bir arama
faaliyeti icinde oldugu seklinde yorumlanabilir; bir baska deyisle, hayvan bize platformun
buralarda bir yerde oldugunu sdylemektedir. Bu hayvan platformun yerini Ogrenmistir,
O0grenme ve uzaysal bellek aktivasyonu gerceklesmistir. Bellegi bozan ilaglarin, hedef
kadranda gegcirilen siireyi azaltmasi beklenir. Bulgularimiz Grup II metabotropik reseptor
agonisti (LY 379268) ve antagonistinin (LY 341495) incelenen {i¢ dozunda hedef kadranda
gecirilen silireyi artirict ya da azaltict yonde bir etkisi olmadigini ortaya koymustur. Yani,
Grup II metabotropik reseptorler, hayvanlarin platformun yerini animsamalarini olumlu ya da
olumsuz yonde etkilememektedir.

Probe testinde inceledigimiz gesitli parametrelerde elde ettigimiz sonuglar birbirleriyle
tutarlidir ve gostermektedir ki, fareler egitim yilizdiirmelerinde platformun yerini 6grenmekte
ve probe testinde platformun yerini hatirlamaktadirlar. Grup II metabotropik reseptdr agonisti
(LY 379268) ve antagonisti (LY 341495) uygulanmasi farelerin bu parametrelerde
gosterdikleri performansi etkilememektedir. Glutamatin 6grenme ve bellekte rol oynadig1 goz
Oniine alindiginda ve mGluR2’nin hipokampiiste presinaptik yerlesimi oldugu diisiiniiliirse,
Grup II metabotropik reseptor agonisti (LY 379268) ve antagonistinin (LY 341495) 6grenme
ve bellek fonksiyonunda olumlu veya olumsuz bir degisiklik ortaya c¢ikarmasi beklenebilir.
Ancak, elde ettigimiz bulgular bu goriisii dogrulamamastir.

Bu calismada, hayvanlarin havuzdaki ylizme hizlar1 ve havuz kenarina 10 cm’lik
bolgede yiizdiikleri siireler (tigmotaksi) de oOlgiildii. Farelerin yiizme hizlari, testin gerek
O0grenme gerekse retansiyon fazlarinda farklilik gostermedi. Benzer sekilde, calismada
incelenen parametrelerden bir digeri olan tigmotaksi agisindan da her iki fazda degisiklik
goriilmedi. Bu parametreye gore; deney esnasinda hayvandan beklenen davranis, havuzun
icinde gizlenmis platformu bulmasi ve hangi yonden birakilirsa birakilsin havuzun i¢ kismina
dogru yonelmesidir. Ancak, bu durumu kavrayamayan fare havuz i¢inde amagsizca
dolagsmaktadir. Bu parametre bize 6zellikle hayvanin i¢inde bulundugu ve ¢6zmesi gerekli
problemin ne kadar farkinda oldugunu gosterir. Tigmotaksi’nin artmasi hayvanin iginde
bulundugu problemin farkina varmadigin1 gostermektedir. Elde ettigimiz verilere gore Grup II

metabotropik reseptor agonisti (LY 379268) ve antagonisti (LY 341495) verilisi bu
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parametreyi anlamli derecede degistirmedi. Bu durum bu ajanlarin farelerin arastirma
oryantasyonunu etkilemedigini gdstermektedir.

Cyclic AMP Response Element Binding Proteini (CREB) bellek ile, 6zellikle de uzun
siireli bellek ile iligkili gérevlere sahiptir. Bellek siirecinde noronun aktivasyonu ile bir¢ok
hiicre i¢i sinyal yolagt harekete gecer. CREB fosforilasyonu bellegin uzun siireli
depolanmasinda 6nemli goriinmektedir. CREB belirli bir konsantrasyona ulastiginda kalici
olarak doniisiir. CREB yolag1 tekrar tekrar uyarildiginda, sinaps biiylimesini diizenleyen
genlerin eksprese olmasini saglar. Bu da noronlar arasindaki baglantilarin degismesine yol
acar. Sinaptik baglantilardaki bu degisiklikler, uzun siireli bellegin temelini olusturur. CREB
proteini ve BDNF'nin etkilerini, hipokampusta ayni grup ndronlarda gergeklestirdikleri
saptanmistir. CREB proteini ile BDNF arasindaki baglantiy1 ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan
arastirmalarda, CREB proteininin islevinde azalma olmasinin BDNF eksikligine katkida
bulunabilecegi tespit edilmistir (60). Bu bilgiler 1s18inda, farelerin 6grenme ve bellek
stirecinde Morris su labirenti yiizme deneylerine ve 6lgtimlerine ek olarak, beyin dokusundaki
CREB diizeylerine bakild1.

Western blotting analizleri hipokampiisteki CREB ve p-CREB aktivitelerinin Grup Il
metabotropik reseptor agonisti (LY 379268) ve antagonistinin (LY 341495) verilen farelerde
kontrolden anlamli bir farklilik gostermedigini ortaya koymustur. CREB ve p-CREB
aktivitesinin diizenlenmesinden sorumlu reseptorler sadece Grup II metabotropik reseptorler
degildir. Bu nedenle, mevcut bazal CREB ve p-CREB aktivitesi, Grup Il metabotropik
reseptorlerin aktivasyonu veya inhibisyonu sonucu olusan degisiklikleri maskelemis olabilir
ve bu nedenle herhangi bir degisiklik saptanamamis olabilir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore, Grup Il metabotropik reseptor agonisti (LY
379268) ve antagonisti (LY 341495) uygulanisinin Morris su labirentinde uzaysal 6grenme ve
bellek gelisimi iizerinde gozlenebilir herhangi bir degisiklik olusturmadigi sonucuna

varilmistir.
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SONUCLAR

Grup 1l metabotropik glutamat agonisti LY 379268 ve antagonisti LY341498'in uzaysal
ogrenme ve bellek tizerine etkilerini incelemek i¢in eriskin, erkek, balb/c fareler 7 giin siire
boyunca giinde 4 kez Morris su labirentinde gizli platformun yerini bulmalar i¢in egitildiler
(trial). 8. giin platform havuzdan ¢ikarilarak farelerin platform arayiglari gozlemlendi (probe).

Grup Il metabotropik glutamat agonisti LY379268 gerck Ogrenme (trial) gerekse
(probe) test performansini olumlu ya da olumsuz yonde etkilemedi.

Benzer sekilde Grup Il metabotropik glutamat antagonisti LY341498 gerek 6grenme
(trial) gerekse (probe) test performansini olumlu ya da olumsuz yonde etkilemedi.

Immunohistokimyasal analizlerde hipokampiis CREB ve p-CREB aktivasyonlart
yoniinden Grupll metabotropik glutamat agonisti LY379268 ve antagonisti LY341498
arasinda bir farklilik yoktu.

Sonug olarak Grup Il metabotropik glutamat agonisti LY379268 ve antagonisti

LY 341498 uzaysal 6grenme ve bellek {izerine anlamli bir etkiye sahip bulunmamustir.
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OZET

Hipokampal glutamatin uzaysal 6grenme ve bellekte dnemli rol oynadigi bilinmektedir.
Glutamatin iyonotropik reseptorleri iizerine yogun calismalar yapildigindan, biz de
arastirmamizda, Grup II metabotropik reseptorlerin uzaysal 0grenme ve bellek lizerine
etkisinin olup olmadigini arastirmayi planladik. Fareler 7 giin siireyle giinde 4 deneme ile
Morris su labirentinde sakli platformu bulma konusunda egitildikten sonra, 8. giinde ¢ikarilan
platformu arama cabalar1 kaydedildi. Grup II metabotropik reseptdr agonisti LY 379268 ve
antagonisti LY 341495 uygulamasi, incelenen 6grenme ve bellek testlerinde herhangi bir
degisiklige neden olmadi. immunohistokimya analizi, fare hipokampiisinde CREB ve p-
CREB aktivitelerinde gruplar arasinda farklilik olmadigini gostermektedir. Sonuglarimiz,
Grup II metabotropik reseptorlerin uyarilmasimin veya inhibisyonunun uzaysal 6grenme ve

bellek fonksiyonlari tizerine etkisinin olmadigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: glutamat; hipokampiis; LY 379268; LY 341495; uzaysal &grenme;
bellek
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EFFECT ON SPATIAL LEARNING AND MEMORY OF GROUP I
METABOTROPIC RECEPTORS AT MOUSE

SUMMARY

Hippocampal glutamate is known to play a pivotal role in spatial learning and memory.
Since ionotropic glutamate receptors are intensely studied, we aimed to investigate whether
Grup Il metabotropic receptors affect spatial learning and memory. In Morris Water-Maze
task, mice were given 4 trials per day for 7 consecutive days to locate a hidden platform. On
the 8th day, the platform is removed and learning and memory functions of the animals were
evaluated. Neither the Group Il metabotropic receptor agonist, LY 379268, nor the antagonist,
LY 341495, exerted any effect on evaluated acquisition and retention phase parameters.
Western blotting analyses indicate that CREB ve p-CREB activities in mice hippocampus are
similar in all groups. Our results show that activation or inhibition of Group 1l metabotropic

receptors have no effect on spatial learning and memory functions.

Keywords: glutamate; hippocampus; LY 379268; LY 341495; spatial learning; memory
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