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GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Ogrenme ve hafiza ile ilgili edindigimiz bilgiler, temel ve klinik bilimlerde gok
sayida deneysel ve gozlemsel arastirmaya dayanmaktadir. Bu g¢aligmalar molekiiler
biyoloji, hiicresel sinirbilim, yapay sinir aglan, davranig bilimi, psikoloji ve psikiyatriye
kadar uzanmaktadir (1).

Sinir sistemi bulunan canlilar igin 6grenmenin tanimi §oyle yapilabilir; 6grenme,
“ge¢misteki deneyimlerle olusan bilginin gelecekte yasama sansim artirmak Gzere canli
tarafindan kullanilmasi”dir (2). Bu iglev bilginin saklanmasini igermektedir. Bu depolama
islemi santral sinir sisteminde meydana gelen degisiklikler tarafindan olusturulmaktadir. Bu
sekilde tecriibelerin, yani 6grenmenin sinir sistemini degistirdigi distniilmektedir. Ancak
Ogrenme igin yapilan en genig tanim "yinelenen uyaranlara karsi degisen yamit" seklinde
olmaktadir. Bu tanima gore sinir sistemine sahip olmadig: bilinen bakteriler ve protozoalar
bile 6grenme islevine sahiptirler. Yinelenen uyaranlara davranigsal adaptasyon, yasayan
biitiin canlilann ortak dzelligidir (3).

Ogrenme, nonasosiyatif ve asosiyatif olmak iizere ikiye ayriimaktadir. Ozellikle
"Aplysia Californica" isimli deniz salyangozu dev sinir hiicreleriyle bu konuda demonstratif
bilgiler saglamugtir. Nonasosiyatif 6grenme de habituasyon ve sensitizasyon olmak lizere
ikiye ayrilmaktadir. Zararsiz bir uyarana karst bir siire sonra uyarilma esigi yiikselmekte
(habituasyon), zararh bir uyarana karsi ise bu egik diigtirtilmektedir (sensitizasyon) (1).

Asosiyatif 6grenme, klasik sartlanma ve operant sartlanma (enstrumental, Skinner)
olarak ikiye ayrilmaktadir. Ilk kez Pavlov tarafindan tanmimlanan klasik sartltanma, normalde
denekte tepkiye neden olmayan notr bir uyaran (sartsiz uyaran) ile sarth bir uyaranin arka
arkaya uygulanmasi sonucu, sartl uyarana karst olusan tepkinin sartsiz uyarana da
verilmesi ile sonuglanan bir 6grenme seklidir. Operant sartlanma ise, denefin nétr bir
hareketi (bir levyeyi indirmek gibi) baslangigta rastlantisal olarak yapmasinin sonucunu
(6diillendirme ya da cezalandirma tarzinda) 6grenmesini kapsar (3).

Cesitli aragtirmalarda deklaratif-nondeklaratif (refleksif), prosediirel, semantik,
epizodik, uzaysal, uzun sureli-kisa stireli, referans-working hafiza gibi degisik 6grenme ya

da hafiza bigimleri tanimlanmaktadir (4).



Kisa siireli ve uzun siareli hafizanin mekanizmalari hakkinda Donald Hebb’in
1949’da ileri siirdiigi hipotezler hala gegerliligini korumaktadir. Ancak bu tarihten sonra
dgrenme ve hafiza ile ilgili aragtirmalarda say: agisindan biiyiik bir patlama yaganmugtir. Bir
telefon numarasini bir kag saniye akilda tutmak kisa stireli hafizaya ¢rnek verilmektedir.
Bu gegici iglevin, ilgili noronlann siirekli aktivasyonu ile saglandidi diiginaldiginden
"caligan hafiza” (working memory) da denmektedir. Gegici olugu hayatin Onemsiz
aynintilarint unutmaya olanak saglamaktadir. Anestezi ya da bir kafa travmasi sonucu
olugan biling kaybindan hemen 6nceki olaylarin hatirlanamamasi, yapisal olmaktan gok,
“caligan hafiza” modeline uymaktadir. Bu hafiza ¢esidinin, "tampon hafiza" gereksinimini
karsiladig distiniilmektedir. Siirekli ateslenen bu néronal devreler (reverberating circuits)
protein sentezinin de ige kangstigi bir stre¢ sonunda, uzun sireli hafizanin olugmasim
saglamaktadirlar. Bu siirece "konsolidasyon" adi verilmektedir. Kisa siireli hafizanin gegici
ve labil olusu, onun fizyolojik bir siire¢ oldugunu dusindiriir iken, uzun sireli hafiza
yapisal bir karakter tagimaktadir (6)

Aplysia'min solungag geri ¢ekilme refleksi tizerinde yapilan galigmalar sensitizasyon
seklindeki 6grenme bigiminin, ara néronlann presinaptik fasilitasyon fonksiyonlar1 sonucu
olustuunu gostermigtir. Akso-aksonik olan bu sinapsin transmitteri serotonindir.
Serotonin G proteini izerinden adenilat siklaz1 aktiflemekte ve duysal sinir terminallerinde
siklik AMP'nin aracilik etti§i bir dizi olay sonucunda sinapsta fasilitasyon meydana

gelmektedir (1, 3).

Ogrenme ve hafiza islevlerinin anatomik bolgeleri

1950' lerde hippokampal hasarin O6grenme ve hafiza bozukluZuna sebep
oldugunu ve hafizanin gesitli bilesenlerden olustugunu gostermistir (1). Bilateral medyal
temporal lobektomi ve 6n (2/3) hippokampektomi yapilan ve lateral neokorteksin saglam
birakildig: bir hastada kisa siireli hafizanin bozuldugu gosterilmistir. Ogrenme siirecindeki
bu bozukluga kargin hastada bilginin geri ¢agrilmasi (gegmis yagantiyr hatirlama) islevi ise
bozulmamustir. Bir diger olguda ise uzun sireli hafiza testlerinde bagarili olan bir hasta kisa
suireli hafiza testlerinde basarisiz bulunmustur. Yapilan aragtirma sonucu hastanin sol beyin

korteksinin perisilviyan bolgesinin hasarl oldugu saptanmustir. Beyin iskemisi sonucunda
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hippokampal CA1 bolgesi néronlan tamamen ortadan kalkan bagka bir olguda retrograd
amnezi gorillmemis, ancak giin i¢inde grendiklerini siirekli unutan hastanin kisa siireli
hafiza testlerinde basarisiz oldugu gézlenmistir (1). Boylelikle hippokampusun deklaratif
ogrenme ve kisa sureli hafiza ile ilgili oldugu, bu siireyi aginca hafizanin hippokampustan
bagimsiz hale geldigi anlagiimaktadir.

Kisa ve uzun sireli hafizanin anatomik boélgeleri iizerinde yapilan daha aynntili
caligmalarda (operand delayed matching task) fimbria-forniks gibi medyal septum ve
diyagonal banttan gelen kolinerjik aferentleri hippokampusa ileten liflerin haraplanmastyla
kisa siireli hafiza bozukluklarinin ortaya ¢iktig, buna karsilik 6n beyin tabanindaki niikleus
bazalis magnoseliilaris (nBM) gibi neokorteksin kolinerjik aferentlerinin hasarlanmasinin
ise, daha ¢ok uzun sireli hafiza bozukluklarina yol a¢tigt ortaya konmustur (7). Kompleks
(hem fimbria-forniks hem nBM'i igeren) hasarlarda ise uzun siireli hafizada daha belirgin
olmak tuzere, her iki hafiza ¢esidinde de bozukluk gérilmistiir. Aym testte skopolamin
verilmis siganlar denendiginde, yine uzun sureli hafizada daha belirgin olmak tizere, her iki
hafiza ¢esidinde bozukluk olugmustur. Buradan skopolaminin segicilik yapmadan etki
gosterdii, her iki santral kolinerjik yaptyr aym oranda etkiledigi diisiiniilmustiir. Kan beyin
bariyerini gecemeyen, ancak skopolaminin bitiin periferik etkilerini taklit edebilen metil
skopolaminin ise bir etkisi olmamstir (8).

Posta giivercinler1 izerinde yapillan arasgtirmalarda, hippokampektomili
glivercinlerin eski rotalarim takip edebildiklerini (yanit stratejisi ya da prosediirel hafiza)
ancak ufak sagirtmalardan etkilendiklerini ve bulunduklan yeri deZerlendiremediklerini
(uzaysal hafiza) ortaya koymustur (6). Bu, insanlarda da hippokampektomili sahislarin
evlerini bulamamalan ile uyumludur. Posta giivercinlerinin diger gilivercinlere oranla
oldukga biiyiik bir hippokampusa sahip olduklan saptanmustir. Yiyeceklerini cesitli yerlere
gizleyen ya da poligamik olan diger hayvanlann da, farkli yerlern tanima
gereksinimlerinden dolayi, hippokampuslarinin diger hayvanlara gére bazen 7 kez biiyiik
oldugu gozlenmugtir. Bu ¢aligmalar da hippokampusun uzaysal hafizada kritik bir role sahip
bulundugunu gostermektedir.

Hippokampusun 6grenme ve hafiza iglevierindeki merkezi roliinii daha iyi anlamak

icin aferentlerini aldig1 6n beyin tabanini incelemek gerekmektedir.



On beyin tabam

Anteriyor kommissiiriin altinda, orta hatta 3. ventrikiilden temporal lobun lateral
yiiziine kadar olan oldukga genis bir bolgeye "6n beyin tabani" adi verilmektedir. Bu bolge
telensefalik ve diensefalik yapilardan olusan bir grup heterojen yapiy1 igerir. On beyin
tabani en basit gidlii ve emosyonlardan, en ust diizeyde entegrasyonu temsil eden
fonksiyonlara kadar, davranigla yakindan iligkilidir. Fonksiyonel énemine ragmen yakin
zamana kadar bu bolgenin net bir anatomik gemas: gikanlabilmig degildir. Alzheimer,
Parkinson ve sizofreni hastaliklannin bu bolgedeki yapisal bozukluklardan kaynaklandig
ortaya konmustur (9).

On beyin tabamnin kesin bir tamimi olmamasina ragmen genellikle, bu bdlgede
preoptik-anteriyor hipotalamik uzanti, septal niikleuslar, bed niikleus (stria terminalis),
substantia innominata ( Meynert ile birlikte), nikleus akkumbens, olfaktor tiiberkiil,
amigdaloid niikleuslarin bulundu@u kabul edilir. On beyin tabaninin &nemi yeterince iyi
anlagilmis olmasina ragmen, beyin tabaminin deneysel ¢alismalarda ulagilma gigligiu ve
icerdigi néron populasyonlarinin yalnizca sitolojik, histolojik ve biyokimyasal analizler ile
¢oziimlenemeyecek derecede komplike bir tarzda yapilanmig olmasi nedeniyle yapisal
organizasyonunu ortaya koymak konusunda problemlerle kargilagiimistir. Ancak
noroanatominin, aragtirma teknolojisinde ortaya ¢ikan ilerlemeler ve interdisipliner
yaklagimlardan faydalanmasi, davranigsal ya da fizyolojik aragtirmalari néronal yolaklann
immiinolojik ya da histokimyasal karekterizasyonu ile birlestirebilme imkam saglamigtir
Bu bolgede substantia innominata olarak bilinen alan kolinerjik ozelligi ile dikkati
¢ekmektedir. Anteriyor komissirin altinda, lateral hipotalamus ve amigdaloid bolge

arasinda kalan bu bolge, temelde 3 ana bolgeye ayrilir (9):

1) Ventral striatopallidal system (ventral striatum ve ventral pallidum)

Primatlarda striatum, kaudat ve putamen isimli ¢ekirdeklerden meydana gelir. Her iki
¢ekirdek internal kapsiil ile birbirlerinden ayrilirlar. Ancak bu ayrilma 6zellikle daha rostral
diizeylerde tam degildir. Burada gri cevher kopriileri (striatal hiicre kopriileri) internal
kapsiilin lifleriyle i¢-ige girmig durumdadirlar. Kaudat ve putamen arasinda bir stireklilik

bulunur. Ozellikle insan beyninde bu siireklilik daha belirgindir ve rostral diizeyde
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akumbens ya da fundus striati diye anilir. Siganda ise kaudat ve putamen yapilan
birbirinden ayn olarak gozlenememistir. Insan ve difer memelilerdeki kapsiil yerine
kolinerjik kortikofugal ve kortikopetal demetler, dagumig lifler halinde striatuma girerler.
Striatum rostral diizeyde akumbens ve olfaktor tiberkiil ile devam eder. Bu yapilar
sitolojik ve histokimyasal olarak striatum ile benzerlik gosterirler. Bu benzerlikler
nedeniyle ventral striatum olarak adlandinimislardir. Dorsal ve ventral striatumun hemen
bitigiginde de dorsal ve ventral pallidum bulunur. Striatumun temel eferent bolgelerini
olusturur. Bu sisteme "ventral striatopallidal sistem" adi verilmigtir. Primat beyni de bu
sekilde sigan beyni ile benzerlik gosterir. Ventral striatopallidal sistemin Onemi tim
korteksin (neokorteks ve allokorteks) kortikostriatopallidal projeksiyonlar yolu ile bazal
gangliyonlarla iletisim kurmasidir. Dorsal striatum kortikal girdilerini neokortikal
alanlardan alirken, ventral striatum hippokampus ve olfaktor korteks gibi allokortikal
yapilardan ayrica prefrontal ve singulat korteks ile insular ve temporal assosiyasyon
alanlanindan alir (9).

Akumbens, striatal yapisi yaninda yogun néropeptid ve norepinefrin igerii ve
hipotalamusa ve beyin sapina verdigi eferent projeksiyonlar ile dikkati ¢ekmektedir.
Akkumbens, mediyal kisimda sahip oldugu amigdala paterni nedeniyle, ventral striatum ile

amigdala uzantisinin birlestigi bir yer olarak dustinilmektedir (9).

2) Amigdala ve uzantisi (santromediyal amigdala - stria terminalisin bed niikleusu)

1923 yilinda stria terminalisin bed niikleusunun santral ve mediyal amigdala ile

strekli bir yapi olusturdugu iddia edilmigtir. Bugiine kadar yapilan arastirmalarla da
hiicresel morfoloji ve immunohistokimya ile bu benzerlikler gosterilmistir. Bu siirekli
yapiya amigdala ve uzantisi ad1 verilir. Santral amigdaloid grup magnoseliiler kortikopetal
komplekse 6nemii bir aferent lif demeti gonderir. Bu sekilde temel giidii ve emosyonlar ile
bu alandaki 6grenmeden (emosyonel 63renme) sorumlu olan amigdaladan, serebral

kortekse bir feedback baglantisi kurulmus olur (9).

3) Magnoseltiler kortikopetal sistem
Amigdala ve uzantisi ile ventral striatum ve ventral pallidum, substantia

innominatanin biiyiik bir boliimiini olusturuyorlarsa da, igtincti bir 6n beyin yapisi olan
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kortikopetal hiicre kompleksi, diger iki yapi arasina dagimistir ve 63renme agisindan daha
onemli bir role sahip bulunmaktadir. Daha o6nceleri de 6n beyin tabamindaki genis
noronlardan kaynaklanan ekstratalamik kortikopetal demet sistemi bilindigi halde
1970'lere kadar bu sistem yeterince aragtinimamistir. Bu projeksiyon sisteminin
neokortikopetal boliminin temel norotransmitterinin  asetilkolin  (ACh) oldugu
gosterilmigtir. Bu sistemin leze edilmesi neokorteksteki kolinerjik parametreleri yariyariya
azaltmaktadir. Alzheimer'da kolinerjik kortikal parametrelerin azalmasi ile dikkatler bazal
magnoseliiler sisteme ¢evrilmis ve bu niikleuslarda 6nemli oranda disfonksiyon
gosterilmigtir.

Diyagonal bandin bulbopetal horizontal ayagindaki hiicrelerin tgte biri glutamik
asit dekarbiksilaz (GAD), beste, biri ise kolinasetiltransferaz (ChAT) igermektedir. Ancak
neokortekse projekte olan diyagonal bandin neredeyse tiimii kolinerjiktir. Bu sistem
amigdala ve uzantisi gibi substantia innominata ile simrh degildir. Kortikopetal
magnoseliilar ndéronlar mediyal septum ve diyagonal band niikleuslarindan  globus
pallidusa kadar uzamrlar. Bu nedenle bu sistemi tamamen substantia innominatanin
¢ekirdekleri olarak gérmek dogru bulunmamaktadir. Amigdala ve uzantisi ise rostral
olarak akumbens ve olfaktor tiiberkil olarak devam eder. Striatopallidal sistem de
ventralde akumbens ve olfaktor tiiberkil olarak devam eder. Sonug olarak aralarim
dokuyan kortikopetal noéronlar ile birlikte bir sistem olustururlar ve substantia
innominatay: meydana getirirler. Ventral striatum ile amigdala ve uzantisinin aferentleri
kolinerjik noronlara ulagirlar. Kortikopetal 6n beyin hiicreleri ise beyin sapindaki
monoaminerjik hiicreler gibi degisik kaynaklardan aferentlerini alirlar.

Alzheimer'da 6n beyin tabanindaki kolinerjik néron harabiyeti ile neokortikal
ChAT diizeyinde azalma arasindaki iligki, 6n beyin tabanindan kortekse ekstratalamik bir
projeksiyon oldugunu dagtndiirmii, bu projeksiyonun hemen hemen tiimiiniin kolinerjik
oldugu bulunmustur. Asetilkolinesteraz ve kolinasetiltransferaz boyalar1 ile bu grup

néronlarin kolinerjik olduklan gosterilmistir (9).



Ogrenme olciimii icin gelistirilen cihazlar (maze)

Hippokampal lezyonlarin insanlarda anterograd amnezi olusturdugu ortaya
kondugu zaman bu yapinin 68renme ve hafiza islevierinde oynadigi rol (zerinde
aragtirmalar yapilmaya baglanmugtir. Bu ilgi deneysel alana da tasinmistir. Hippokampal
hasarin insanlarda 6grenme ve hafiza iglevlerini bozmasi hayvanlar tizerinde de denenmeye
baglanmig ve aragtirmacilar gesitli hippokampus lezyonlari yapmaya baglamiglardir. Bu
sekilde hayvanlarin “maze” adi verilen pek ¢ok deneysel aparatta 6§renme bozuklugu

olgiilebilir hale gelmistir. Bunlardan davranig deneylerinde en ¢ok kulanilanlan sunlardir :

1) Pasif Kaginmim Cihazi (Passive Avoidance)

Bu yontem ilaglarin 6grenme ve hafiza iizerindeki etkilerini aragtirmak igin diger
davranig prosediirlerinden daha fazla kullamlmigtir. Kemirgenlerin, 6zellikle kaginma
davranist (avoidance behavior) lizerinde davramg bilimi uzun yillar israrla durmustur
(10). Kemirgenlerin ¢ok arastirilmis olan bu davranigini temel alan cihaz Gzerinde arag ve

geregler bolimiinde ayrintilartyla durulmustur.

2) Ismsal Kollu Labirent (Radial Arm Maze)

Olton ve Samuelson (1976)’m gelistirdigi 1sinsal kollu labirent hayvanin yere
atlayamayacag yuksekliktedir (6). Sican merkezdeki platforma yerlestirilmeden 6nce
cihazin 1ginsal tarzda yerlestiriimis 8 kolundan herbirine yiyecek konur. Ag¢ birakilan
siganlar kollarin herbirine teker teker girerek yiyecekleri alirlar. Yirmi denemenin sonunda
sicanlarin bir kez girip yiyecek aldiklari bir kola tekrar girmedikleri gérilur. Siganlarin
ardigik bir sira izleyerek islerini kolaylagtirmalarnini énlemek iizere engeller konur. Boylece
siganlarin kangik bir yol izlemeleri durumunda da bir kez girdikleri bir kola tekrar
girmedikleri goriiliir. Siganlarin belirli bir strateji izleyerek kollara girip ¢ikmalarina “yanit
stratejisi” (response strategy) adi verilmigtir. Siganlarin boyle bir strateji kullanmalan

Onlenerek salt uzaysal yetenekleri stnanmaktadir.



Sekiz kollu cthazin dordiine yiyecek konur, dordiine konmaz ise zamanla siganin
yiyecek konan tarafta bulunma egilimi artar ve diger dort kolun bulundugu boliime
ugramaz hale gelir. Hippokampal hasarli hayvanlarin bile bunu basardiklar, ancak bir kez
ugradiklan kola tekrar ugrayabildikleri gorilmigtiir. Siganlanin ginler boyunca yiyecek
bulunan tarafin bilgisini 6grenebildigi, ancak her giin degisen bilgileri (hangi kola girip
hangilerine girmedikleri bilgisini) égrenemediklen' gorilmistir. 11k bilgi, uzun siireli hafiza
(reference memory), ikincisi ise kisa siireli hafizay1 (working memory) temsil ettifinden,
hippokampal harabiyetin kisa siireli hafiza bozuklugu olusturdugu deneysel olarak da
gosterilmigtir (11,6).

Hippokampal hasarlar uzaysal bilginin depolanmasini, dolayisiyla yerlerin izini
sirme ve tekrar hatirlanmast ile ilgili fonksiyonlan bozarlar. Hippokampektomiden sonra
sahis evini degistirirse yeni evinin yolunu 6grenememektedir. Eski evinin yerini bulabilmesi
ise daha ¢ok o ana kadar gelistirmis bulundugu “yamt stratejisi” ile ilgilidir. Deney
hayvanlarinin uzaysal yeteneklerini 6lgmek igin kullanilan diger bir yontem de “Morris su

tank1”dir.
3) Morris su tank: (Morris water maze; MWM)

I¢i su dolu 80-150 c¢m. ¢apinda daire seklindeki bir havuzun igine iist yiizeyi, su
yizeyinin 2 cm. altinda olmak tizere bir platform yerlestirilir ve platformun géziikkmemesi
icin siit tozu ya da toksik olmayan bir boya ile su opak hale getirilir. Havuza birakilan
sigan rastgele yiizerek platformu bulur. Platformu her buldugunda, ya da belli bir siire (60-
90 sn ) sonunda bagarisiz oldugunda, sigan platformun iizerinde belli bir siire birakalir (10-
50 sn) ve buradan havuz digindaki ipuglanini (extra-maze cues) gormesine izin verilir.
Havuzun simetrik sirkiler yapisi nedeniyle havuz i¢inde siganin degerlendirebilecegi bir
ipucu (proksimal ipucu) bulunmaktadir. Siganin platformun yerini belirlemesi (spatial
localization) bir kag yetenegin toplam fonksiyonudur. Belirli ardigitk hareketlerin
ezberlenmesini (yanmit stratejisi) onlemek igin, sican her denemede ayn bir noktadan
birakilir. Baglangic i¢in tercih edilen noktalar genellikle birbirinden 90 derece ile ayrlan 4
noktadir (kuzey, giiney, dogu, bat1). Boylece sadece siganin uzaysal haritalama (spatial

mapping) fonksiyonu degerlendirilmis olur.



Asagidaki sekiller hipokampektominin uzaysal hafiza Gzerindeki rolini deneysel
olarak agikca gostermektedir. Hippokampusun kesilmesi sirasinda onun tam {izerinde
bulunan kortikal bolimiin etkisini aragtirmak (izere, sadece bu bolimin leze edildigi
siganlarn olusturdugu bir neokortikal kontrol grubu da kullanilmustir (K;kuzey, G;giiney,

B; bat;, D; dogu. Sigan K noktasindan havuza birakilmigtir).

K K K
B D B D B D
G G G
Kontrol Neokortikal kontrol Hippokampektomi

Morris su tanki pek ¢ok parametre Gizerinde ¢aligmaya izin vermektedir. Katedilen
mesafe (path length), platforma c¢ikiy siiresi (latency), izlenen yolun dogrultusu
(directionality), baslangi¢ agist (heading angle) siklikla kullanilan parametrelerdir. Bunun
disinda platformun yerini degistirdikten sonra yapilan denemelere “transfer test”, platform
timiyle ortadan kaldirildiktan sonra yapilan denemelere “prob denemesi” adt
verilmektedir. Prob denemesi dekleratif hafizanin 6l¢iimi i¢in kullanilmaktadir.

Platformun yeri degistirilerek ayni sigan defalarca kullamlabilir. Platform goriniir
hale getirildikten sonra siganin gosterecegi performans, onun lokomotor performansini da

gostermig olacaktir (24, 28, 29).
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4) T labirentinde spontan degisme (Spontaneous Alteration in T Maze)

Sigamin T seklinde 3 kollu bir labirentin herhangi bir koluna girmesi beklenir. Ikinci
denemede siganlarin normalde %80 oraninda diger kolu segtikleri ve bu fonkstyonun

santral kolinerjik sisteme bagl oldugu gosterilmigtir (10).

5) T labirentinde gecikmeli degisme (Delayed Alteration in T Maze)

T labirentinde spontan degismenin bir varyasyonudur. Sigan bir dnceki segtigi kol
diginda bir segim yaparsa 6dullendirilir. nBM ve mediyal septum hasarlarinda performans

bozulur (10).

Santral kolinerjik sistem ve 6grenme

Kolinerjik noron govdelerini igeren ¢ekirdekler beyinde daginmik bir halde
bulunurlar, ancak hippokampus ve neokorteksin kolinerjik aferentleri esas olarak septal
niikleuslar ve. nBM'den saglanir. Yalmizca niikleus bazalisin lezyonu kortikal ChAT
diizeyinin %50 den agag: digmesine sebep olabilmektedir.

Uzun yillardan beri kolinerjik sistemin kognitif fonksiyonlar tzerindeki
rolii bilinmekte, oOzellikle 6n beyin tabanindaki kolinerjik noronlarin korteks ve
hippokampustaki projeksiyon alanlarinin 6grenme ve hafiza siiregleri ile siki bir iligki iginde
olduklann kabul edilmektedir. Yaglanmaya bagh hafiza bozukluklarinda ve Alzheimer
hastaliginda kolinerjik sistem bozuklugunun kesfedilmesi de son yillarda kolinerjik sistem
tizerinde dikkatlerin yogunlagsmasina yol agmustir (33, 34). Alzheimer hastalii 6n beyin
tabaninin ve Gzellikle nBM’in kolinerjik disfonksiyonu ile birlikte goriilmektedir (37). Bu
hastalarda, Broca’nmin septal diyagonal bandi-niikleus bazalis sisteminde asetilkolin
salgilayan noronlarin ¢ogunda kayip ve dejenerasyon ile ChAT aktivite dusikligi
gozlenmistir (33, 37). Ventral globus pallidus, substantia innominata ve preoptik bolgeyi
de igeren bu  bolgeler neokorteksin ve hippokampusun  kolinerjik aferentlerini
olustururlar. nBM siganda globus pallidusun ventromediyal bolgesine kargihk gelmektedir.

Yash hayvanlarda ise niikleus bazalis ve septal diyagonal bantta bulunan kolinerjik
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hiicrelerdeki kaybin morfolojik bulgularla gosteriimesi kolinerjik hipoteze en Onemli
destegi saglamistir (38, 39, 40).

Alzheimer’li hastalarin otopsilerinden elde edilen sonuglar bunlarda santral asetil-
kolin, asetilkolinesteraz (AChE) ve ChAT etkinliginin digiik oldugunu géstermigtir (5).
Alzheimer hastaliinin mononérotransmitter hastalii olmadigt bilinse de, noropatolojik
degisiklikler ile en anlaml iligkinin ChAT aktivitesi arasinda oldugu saptanmustir. Klinik
olarak, demansin siddetinin kolinerjik kaybin néropatolojik gostergeleri ile ilintili oldugu,
ayrica hem prognoz hem de tami agisindan, nikleus bazalisteki norofibriler diizensizligin
demansin sinaptik ya da noronal kayip gibi gostergelerinden daha degerli oldugu
gosterilmigtir (41),

26 aybk disi Wistar siganlarin iginsal kollu labirentteki performanslaninin
hippokampal ChAT aktivitesi ile pozitif korrelasyon iginde oldugu gosterilmigtir (52). 3,
12, 18, 24, ve 30 aylk sicanlarla yapilan arasgtirmalarda MWM'deki  6grenme
performansinin yagla siirekli bir azalma iginde oldugu gosterilmistic. Bu performans
bozukiugu da, 4 temel 6n beyin kolinerjik hiicre grubundaki (mediyal septum, vertikal
diyagonal bant, nBM, striatum) morfolojik degisiklikler ile iligkili bulunmusgtur. En anlaml
iligkinin mediyal septum, vertikal diyagonal bant ve nBM hiicre sayisi ile uzaysal
performans arasinda oldu@u gosterilmigtir (42). On beyin tabanindan neokortekse giden
kolinerjik lif demetinin kesilmesi de MWM'de 6grenme performansimi bozmustur (21). On
beyin tabamnin projeksiyon bolgelerinin kolinerjik parametreleri ise Williams ve Rylett
tarafindan galigilmistir. Hippokampus ve kortekste sodyuma bagimh yiiksek afiniteli kolin
gert ahimim (SDHACU) 24 ayhk Fischer-344 erkek siganlarda, 4 aylik siganlara gore
anlaml bir bigimde diisuk bulunmustur (53). Ayrica yash siganlarda genglere oranla daha
az sayida pozitif néron bulundugu gosterilmistir. Yagh siganlarda AChE dugiik bulunmusg,
buna karsin ChAT ve muskarinik asetilkolin reseptor sayisinin (mAChR) azalmadigi
ortaya konmustur. Bu siganlara diizopropilflorofosfat gibi asetilkolinesteraz inhibitérlerinin
uygulanmasi ile siddetli bir AChE inhibisyonu ve mAChR sayisinda anlamh bir adaptif
“down-regiilasyon” meydana gelmistir (23).

Hippokampus kesitlerinden yapilan SDHACU olgtimleri hippokampusun
presinaptik kolinerjik aktivitesi hakkinda bilgi vermektedir. Bu teknikle 6grenme olayinin,

hippokampusun  presinaptik  kolinerjik  aktivitesindeki  degigiklikleri  indiikledigi
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gosterilmigtir. Hippokampus kesitlerinden yapilan SDHACU olgiimleri, hippokampusun
temel kolinerjik aferenti olan septohippokampal yolagin etkinligini gostermigtir. Kullanilan
test eger kisa stireli hafiza ile ilgili ise kolinerjik sistem aktive olmakta, uzun siireli hafiza ile
ilgili ise “uzun siireli potansiyalizasyon"a benzer bigimde kolinerjik sistemde 15 dakikadan
bir giine, bazen bir haftaya kadar siiren inhibisyon meydana gelmektedir. Bu inhibisyona
glutamaterjik ve GABAerjik noéronlarin aracilik ettigine dair kanitlar bulunmaktadir.
nBM’in ise uzun siireli hafiza ile daha ilgili oldugu bilinmektedir (45).

MWM’de yapilan ayrintii galigmalarda kolinerjik sistemin uzaysal haritalamada
(spatial mapping) etkili oldugu gosterilmistir. Deney  hayvani, havuzun digindaki
ipuglarindan faydalanarak suyun altinda gizli bulunan platformun yerini zihninde yeniden
tasarlayabilir. Bu gekilde havuza hangi noktadan birakilirsa birakilsin platformun yerini
dogru olarak tahmin edecektir (uzaysal hartalama). Uzaysal yer belirlemede (spatial
localization) ise kolinerjik sistem etkili bulunmamstir. Ciinkii, bu testte belirli (gériinen)
bir hedefe dogru gitme (taksis) ya da belirli hareketleri ardigik olarak tekrarlama (praksis)
turiinden uzaysal olmayan arastirma stratejileri de etkilidir (24, 48).

Kolinerjik merkezlerin bulundugu 6n beyin tabaninin projeksiyon bolgelerinin
Ogrenme-hatirlama siireglerinde en 6nemli yen tuttuklari goriilmektedir. Bu bélgenin
lezyonu serebral korteksteki ChAT aktivitesinde azalmaya neden olurken bir yandan da
pasif ve aktif kaginim, T-labirent, igmnsal kollu labirent ve MWM gibi araglarda 6grenme
ve hafizaya iliskin performans bozukluklarin1 ortaya gikarmaktadir. nBM’in ibotenik asit
ile leze edilmesi MWM performansini anlamli bir bigimde azaltmugtir (8, 49, 50). Bilateral
nBM hasan (ibotenik asit) sonrasinda bozulan MWM performans, sinir biiyiime faktérii
tedavisi ile kismi iyilesme gostermistir (51).

Iki santral kolinerjik bélgenin (nBM ve mediyal septum) hafiza islevlerine katkisi
kargilagtinlmig ve nBM lezyonlarinin mediyal septum ve fimbria-forniks lezyonlarindan
daha agir bir bozukluk olusturdugu gozlenmistir. Ibotenik asit ile nBM lezyonu yapilan
sicanlardan, kolinerjik yonden zengin embriyonik 6n beyin hiicreleri transplante edilenler
lyilesme gosterirlerken, kolinerjik olmayan hiicre transplante edilenlerde bir degisiklik
olmamigtir (27). Septal kolinerjik néronlarin intrahippokampal transplantasyonu fimbria-
forniks lezyonu yapilan siganlarda biligsel islevlerin iyilegmesine neden olmugtur (56).

Deneysel olarak siganlarin hipokampal aferentleri olan fimbria-forniksin kesilmelerinde de
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bozulan uzaysal 6grenme ve hatirlama stireglerini, fotal septal néronlarin hippokampusa
transplantasyonu geri ¢evirmektedir (35).

Yapilan hayvan deneylerinde de intakt hayvanlarda muskarinik antagonist olan
atropin, skopolamin ve pirenzepinin uzaysal 63renmeyi ve hatirlama stirecini inhibe ettigi
buna karsihk fizostigmin, oksotremorin ve nikotinin kolaylagtirdigi gosterilmigtir
(57,58,59). Potasyumla uyanlan asetilkolin salinimi iizerine olumlu etkili linopironun
biligsel yetileri arttinct (cognitive enhancing) etkileri tzerinde galiymalar yapilmaktadir
(67).

Hippokampal noradrenerjik sistem ile ilgili ¢aligmalar ise, geliskili sonuglar
bildirmektedir; 6rnegin hippokampal noradrenalin diizeyi yiikksek olan yash siganlarda
uzaysal performansin artti§i, genglerde ise bunun azaldig1 gosteriimektedir (73).

Son wyillarda kolinerjik hipotez diginda, glutamaterjik hipotez gibi bagka
norotransmitterleri esas alan gorisler de gelistirilmeye galigilsa da, Alzheimer hastaliimin
tedavisi i¢in ugragilan temel norotransmitter asetilkolindir ve kolinerjik hipotez uzun
yillardan ber gegerliligini korumaktadir. Asetilkolin deplesyonu hayvan modeli olusturmak
i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu modelde de en gok kullanilan bolge niikleus bazalistir
(49). Alzheimer hastalifina temel olan nérotransmitter bozuklugu tanimiandiginda bu
hastaliinin tedavi stratejisinin mimkiin hale gelecegi ve Parkinson hastaliginda bazal
gangliyonlara L-DOPA ve karbidopa uygulanmasina benzer bir bigimde ACh replesyonu
ile Alzheimer hastalifinin palyatif tedavisinin mimkiin olabilecegi diistiniilmektedir (46).
Bir antikolinesteraz olan takrin (THA) ile yapilan tedavilerden smirli da olsa yarar
saglanmigtir (43). Nikotin ile de doza bagimli bir iyilesme oldugu gosterilmigtir (66).
Ozellikle ikinci kusak kolinesteraz inhibitorlerine biyiikk bir umutla bakilmaktadir.
Fizostigmin tiirevi fenserin buna bir 6rnek olusturmaktadir. Kolinerjik ve glutamaterjik
hipotezlerin entegre edilmesinin, oOrnedin N-metil D-Aspartat (NMDA) ve ACh
reseptorlerinin birlikte ele alinmasinin yararini savunanlar da bulunmaktadir (31).

Alzheimer hastalarinda bu nérokimyasal degigikliklerin yaninda amiloid prekiirsér
protein (APP) birikimi de 6nemli bir patolojik bulgudur. Bununla ilgili olarak ortaya konan
modeller nérokimyasal modellerden gimdilik farkli olarak ilerlemektedir ve genetik bilimi

tarafindan transjenik hayvanlar kuilanilmaktadir (72).

14



Asetilkolin deplesyonu igin kullanilan modellerden biri kolinden fakir diyetierdir
Diyet kolini plazma kolin diizeyinin 6nemli bir béliminden sorumludur. Plazma kolini
kan-beyin bariyerini geger, beyin kolin havuzuna dahil olur ve hizla asetilkoline gevrilir. Bu
nedenle diyet kolinini degistirmekle ACh diizeyinin degistirilebilecegi bildirilmistir.(61).
Kolinden fakir diyetle beslenen farelerin, kolinle zenginlestiriimis diyetle beslenen farelere

gore pasif kaginim testinde ¢ok daha bagansiz olduklan gorilmistiir (46).
Nikotinin etkileri

Kolinden fakir diyetle beslenen hayvanlarda intraperitoneal (i.p.) nikotin
enjeksiyonundan sonra siganlarin pasif kagimim performansinda yine artiy gozlenmistir.
Nikotin, normal hayvanlarda ve genetik olarak yaglanmasi hizlandinlmig farelerde
(Senesence accelerated mice - SAM-P) pasif kaginim performansini arttirmgtir (44) .
Nikotin 6n beyinden neokortekse giden projeksiyonlarin kesilmesinden sonra
uygulandiginda MWM performans bozuklugunu dizeltmistir. Bu iyilesmenin noradrenerjik
sistem yoluyla olmadig1 da gosterilmigtir (21). Ayrica Alzheimer’h hastalann nikotin ile

doz-iligkili kismi bir tyilegme géosterdikleri rapor edilmigtir (66).
B12 vitamininin etkileri

Yapilan arastirmalarda kolinerjik metabolik yolaklarla iligkili olan B12 (metil B12)
vitamininin ~ demansh hastalarn beyinlerinde normale gore disik ¢iktigi gosterilmigtir..
Alzheimer’li hastalarda yapilan arastirmalarda ise, siddetli atrofisi olan hastalann beyin-
omurilik sivisindaki B12, orta diizeyde atrofisi olan hastalara gére daha diigiik gikmgtir
(69). B12 takviyesi yapilmig diyetle beslenen kedilerin beyinlerindeki gesitli yapilarda
ChAT aktivitesi yiiksek bulunmustur. B12 deprivasyonu ise Rhesus maymunlarinda
demiyelinizasyon, dejenerasyon, akson kaybt ve gliyozise neden olmustur. Buradan yola
¢tkilarak, kolinden fakir diyetle beslenen ve kognitif bozukluk olusturulan deney
hayvanlarna B12  wvitamini verilerek  kognitif bozuklugun giderilebildigi ortaya
konmugtur. Bu hayvanlara B12 vitamini verildiginde beynin ¢esitli alanlarinda doku artis1

oldugu da kaydedilmigtir. B12 vitamin eksiklii psikiyatride de mental yavaslamanin eglik
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ettii deliryum, panik ataklar, hafiza bozuklugu, ve/veya hezeyanlar, depresyon, genellikle
paranoid kugskularla birlikte akut psikoz olgularinin artmasina neden olmaktadir. B12
diizeyleri normal bulunan 14 hasta {izerinde yapilan galigmada ise B12 enjeksiyonlarinin
semptomlan hafiflettigi gorulmigtar (46). B12 bugiin diabetes mellituslu hastalarda
periferik noropati tadavisinde kullamlmaktadir ve Alzheimer hastahigi igin de aday

terapotik ajan konumundadir (70).

Asetilkolin sentezi ve kolin geri almim mekanizmasi

Astil kolin sinaptik terminallerde kolin ve asetattan sentezlenmektedir. Asetat ise
asetilkoenzim-A'dan olugmaktadir. Kolin, kismen sinaptik yariktan geri alinmakta kismen
ise kandan alinmaktadir. Kolin, kanda serbest ya da fosfatidilkolin olarak iki gekilde
bulunmaktadir. Asetil koenzim-A ise glikozdan glikoliz siireci sonunda olugmaktadir.
Sentez ChAT tarafindan katalizlenmektedir (3) .

Presinaptik muskarinik otoreseptorler kolinerjik noronlardan ACh salinmasini
diizenlemektedirler. Muskarinik agonistler nérotransmitter salimmini  inhibe ederken
muskarinik antagonistler norotransmitter salimmini arttirirlar (20, 15)

Asetilkolin diizeyleri normalde ¢ok dar sinurlar iginde tutulmaktadir. Ancak, beyin
dokusu ACh salgilanmasi igin stimiile edildiginde ya da in vitro beyin preparatlanna
depolarizasyona yol agan konsantrasyonlarda KCl eklendiginde, nérotransmitter sentezi
yetersiz hale gelir ve asetilkolin konsantrasyonunun % 85’e varan oranlarda azalmasina
neden olur. Normalde saliverilme ile bagabag giden sentezin, stimiilasyon durumlarinda
saliverilmeye ayak uyduramamasinin sebebi, sentez i¢in gerekli olan kolinin yetersiz
kalmasidir. Kolin enjeksiyonu yapilan siganlardan elde edilen preparatlarda ise dokunun
ACh duzeylerini devam ettirebildigi gozlenmigtir. Aynica kolin ile enkiibe edilmis
preparatlarda uyariima durumlannda ndrotransmitter sentezi artmazken, enkibe
preparatlarda arttifi goézlenmistir. Salinan norotransmitter miktan, salinabilir ACh
fraksiyonunun hacmi ile orantith oldugundan, kolinle enkiibe edilmig doku preparatiarimin
salinabilir ACh igenginin artmis olmas: gerekmektedir (25).

Boylelikle normal kosullarda ACh igeriginin belli bir diizeyden daha fazla

arttinlamadid;, yani ACh dizeyleri i¢in belli bir tavan degerinin varoldugu anlagilmigtir.
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Sentez saliverilmeye baghdir ve bu ikisi ACh, koenzim A (CoA ) ve sentez bolgesindeki
koline ihtiyag gosterirler. AChE inhibisyonu ile olusturulan ytiksek ACh miktarlar1 aym
zamanda sentezin azalmasi ile diger. Ciinki kolin geri emilimi azalmaya baglamigtir.
Buradan kolin geri emiliminin hiz sirlandirict oldugu ortaya ¢ikmaktadir (32).
Paraokson (Px) gibi bir AChE inhibit6riniin akut enjeksiyonu ile ACh miktan ilkk agamada
iki katina ¢ikmakta, sonra tekrar azalmaktadir. Px kronik olarak verildiginde ise ACh
igeriginin %50 den fazla arttinlamadi® gorilmigtir. Ayt ¢ahgmada kolinerjik fonksiyon
ist simirda bulundugu halde ChAT degisikligi saptanmamustir. Béylelikle ChAT enzim
diizeyinin kolinerjik néron populasyonu hakkinda degerli bilgiler vermesine ragmen,
kolinerjik aktivite hakkinda ok az bilgi verdigi anlagilmitir. Ayrica Px etkisinin 10 dakika
icinde ortaya gikmasi kolinerjik sistemin sentez ve yikim déngusiiniin ¢ok siirath igledigini
gostermigtir (32).

Asetilkolin sentezi i¢in kullamilan kolin, kolinerjik néron terminallerine SDHACU
sistemi ile tagimurlar. Yiksek afiniteli kolin tagiyicisi tarafindan gerceklestirilen kolin
tagtnmasinin ACh sentezinde hiz sinirlayici basamak oldugu gosterilmistir (64).

Diyet kolini plazma kolin diizeyinin 6nemli bir béliimiinden sorumludur. Hiz
sinirlandincr faktori olusturan kolin, ekzojen olarak alindiginda, “bagli-kolin” depolarina
girer ve oradan mobilize olur (25). Serbest ya da bilesik kolin kan-beyin bariyerini geger,
kolin depolarina girer ve hizla beyin ACh'i haline dontgiir. Plazma kolin diizeyi diyet kolini
ile belli bir diizeye kadar arttinlabilir. Diyet yoksunlugu da ancak minimal bir diizeye
kadar inebilir. Kolin metabolizmasinda alt ve st simirlar oldugu bildiriimistir (61). Kolin
geri alimminin kolinerjik sistemde boylesine kritik bir rol istlenmig olmasina ragmen kolin
tagtyicist hakkindaki bilgilerimiz simrlidir (14).

Yetmigli yillardan bu yana kolinerjik aktivitenin bir goéstergesi olarak beyin
sitoplazmik fraksiyonlarinda yiiksek afiniteli kolin geri alimmu kullanilmaktadir. In vivo
kolinerjik uyani akigini azaltan ilaglar, sinaptozomal yiiksek afiniteli kolin tastyicisinin
kapasitesini de azaltmaktadir. Beyin kolinerjik etkinliini arttiran ilaglar da, hayvanlardan
elde edilen sinaptozomal ylksek afiniteli kolin tagtyicisinin' kapasitesini arttirmaktadir.
Sinaptozomal SDHACU kapasitesi sadece kolinerjik sinir terminallerinin varligini degil,
kolinerjik néronlarin in vivo etkinligini de gostermektedir. SDHACU kapasitesi, [*H] ile

isaretlenmig kolinklorid’in geri alinmi ile olgilmektedir. Sonug olarak, sinaptozomal
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protein igerigi olgilmekte ve mg protein bagina 5 dakikada alinan kolin miktan “pmol”
cinsinden ifade edilmektedir (62).

ChAT enzimi kolinerjik néronlarda bol miktarda bulundugu igin, beyin ChAT
aktivitesinin bilyiik bir bolima inhibe edildigi halde ACh duzeyi degismeyebilmektedir.
Cunku asil siirlayicr faktor kolinin geri alinimidir (18). Yaghhkta ACh diizeyi bayiik bir
degisiklik gostermemekle birlikte ACh sentez-yikim hizinin anlamlhi bir bigimde azaldig
gosterilmigtir. SDHACU hizi ise ACh sentez~yikim hizi ve kolinerjik néron impuls akisinin
bir gostergesi ve in vivo kolinerjik noéron etkinliinin dinamik bir o6lgiisii olarak
kullamlmaktadir (55). Kolinerjik néron butinliidiinii ya da yogunlugunu yansitan ChAT
etkinligi ise noronal aktivite konusunda fikir vermemektedir (32). Bu nedenle en gok
kullamlan gosterge ChAT oldugu halde, 6grenme performansinin en iyi gostergenin
SDHACU oldugu belirtiimektedir (53). Ciinkii SDHACU'nin asetilkolin sentezini ve
kolinerjik néron fonksiyonunu daha iy1 yansittig diisiiniilmektedir.

Ozellikle 6n beyin tabaninin kolinerjik fonksiyonunun azaldigi durumlarda (yash
sicanlarda, antagonizmali 68renme ve hafiza deneylerinde ve asil olarak Alzheimer
modellerinde) SDHACU, ChAT’a gore daha da giivenilir hale gelmektedir. Fischer-344
erkek siganlar tizerinde yapilan deneylerde yash (24 ayhik) ve geng (4 aylik ) siganlar
arasinda ChAT aktivitesi agisindan bir fark gorilmezken SDHACU aktivitesi yaghlarda
belirgin bir bigimde diigmektedir(53).

MWM’de dekleratif hafizanin bir gostergesi olan kadran tercihi ile en yiiksek
korelasyonu SDHACU gostermektedir (76). Dolayistyla hafiza aragtirmalarinda bakilmasi
gereken en 6nemli parametrelerden biri SDHACU olmalidir.

On beyin tabanina yapilan lezyonlardan sonra ise, bozulan pasif kaginim
performansinda ilerki giinlerde ki 1iyilesme ile SDHACU aktivitesindeki artig paralellik
gostermektedir (60). Her iki parametre, zamanla diizenleyici mekanizmalarin devreye

girdigini gostermektedir.

Geri almum inhibitorii olarak AF644

On beyne nérotoksik bir kolin analogu olan (kolinotoksin) AF64A 1 nanomol gibi

kiigiik miktarlarda verildiginde, siddetli 6grenme bozukluklarn ChAT diizeyinde belirgin
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azalma ile birlikte ortaya g¢ikmaktadir. AF64A lateral ya da 3. ventrikille verildiginde
ise, hippokampustaki presinaptik kolinerjik fonksiyonun tim parametrelerini ve mediyal
septumda HAChT, ChAT, asetilkolin sentez ve saliverilmesi ile kolinerjik néronlarin
sayisim1  azaltmaktadir (76,12,68). AF64A’nin bu etkilei SDHACU mekanizmasim
bozmasina baglidir. AF64A'nin kuilanimu ile ortaya gikan diger transmitter degisikliklerinin
ya gecici ya da AF64A'nin neden oldugu kolinerjik disfonksiyona sekonder oldugu
gosterilmistir. Ornegin SDHACU diizeyleri iizerinde gok daha giiglii fakat tersinir etkili
olan hemikolinyum-3 (HC-3)’in daha o6nce uygulanmasi durumunda, AF64A’nin
kolinotoksik etkilerinin yanisira diger transmitter sistemleri {izerine olan etkilerini de inhibe
etmesi, diger transmitter degisikliklerinin kolinotoksik etkiye sekonder oldugunu
gostermektedir (26).

AF64A 'mn MWM performans: izerine geligkili sonuglar yayinlanmigtir. Bazi
aragtiricilar uzun siren, doz-ligkii MWM performans bozuklugu bildirirlerken, digerleri
bu etkinin gegici oldugunu bildirmislerdir. Ancak bu galigmalara “prob denemesi” dahil
edilmemigtir. Oysa MWM’in daha kalitatif analizlerinde prob denemesi adi verilen deney
boliminde kadran tercithinin hafiza Olgiimleri igin daha Onemli oldugu, diger
parametrelerin (platforma ¢ikis siiresi, katedilen mesafe gibi) yamiltict olabilecegi
gosterilmigtir (76, 36). Ashinda dekleratif hafiza bozuklugu devam eden AF64A’h
hayvanlar ¢esitli arasgtirma stratejileri (yanit stratejisi) gelistirerek bu bozuklugu telafi
edebilmektedirler. Gizli platformu bulma siiresi (latency) bazi strateji ve hafiza gesitlerinin
toplam bir fonksiyonudur. Oysa dekleratif hafizanin bir gostergesi olan “kadran tercihi”
gozéniine alinacak olursa literatiirdeki geliskilerin izah edilebildifi gosterilmigtir. Prob
denemesi yapan aragtiricilar hafiza bozuklugunun kalici oldugunu goéstermiglerdir. Ayrica
bu calismada dekleratif hafizanin bir gostergesi olan prob denemesi en yiiksek
korrelasyonu SDHACU ile gostermistir (76). Dolayistyla literatiirdeki ¢eligkili veriler,
mevcut dZrenme ve hafiza testlerinin daha aynntii kalitatif analizleriyle agilabilecek

durumdadir.
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Hemikolinyum-3 (HC-3) ve A-4

1954'de Long ve Schueler tarafindan néromiiskiiler bir blokor olarak tamimlanan
HC-3 (a-a’ dimetiletanolamino-4,4’ bizasetofen) SDHACU’nin iyi bilinen 6zgil bir
inhibitoradar (65). HC-3 kolin tagiyict sisteminde kolin ile "yanigmali" ve "tersinir" bir
iligkiye girmektedir. HC-3'un ozgillugiinden faydalanilarak  SDHACU 1ile iligkili
presinaptik boélgeler isaretlenmistir.

HC-3 ile (10 nmol, intraserebroventrikiiler) Morris su tankinda 2 platformlu
uzaysal aynm testinde (spatial discrimination task) gosterilen &6grenme bozuklugu
antikolinesterazlar ile giderilmigtir. Fizostigmin ve tetrahidroaminoakridin (THA; takrin)
ile muskarinik agonist arekolin, aseklidin, oksotremorin ve RS-86 etkili bulunurken,
pilokarpin marjinal etkinlik gostermigs ve izoarekolin etkisiz bulunmugtur. Nikotin,
pirasetam, a, agonisti klonidin ve antagonist idazoksan, haloperidol, amfetamin ve selektif
5-HT,a» agonisti 8-OH-DPAT ya da benzodiazepin antagonisti ZK 93426'nin etkisiz
oldugu gosterilmigtir. (19).

Uzunca bir siire kolin geri alimm blokerlerinin en az bir pozitif yiik tagiyan
kuarterner aminler olmasi gerektigi diistnilmistir. HC-3"in bir seri kuarterner amin
piperidin analoglan ile yapilan ¢alismalar, maksimum HC-3-benzeri etkinin 4- metil
piperidin kuarterner amin analoglan tarafindan ortaya kondugunu gostermektedir. Bu
halka yapisi kullanidarak, tersiyer amin tiirevlerinin sentezi miimkin hale gelmistir
(16, 17). HC-3’tin 4-metil piperidin analogu olan A-4, Benz ve Long tarafindan 1970
yilinda sentezlenmigtir. HC-3'in pozitif yiik tagimayan yegane analogu olmasina ragmen,
baz1 dokularda HC-3'den daha giiglii bir kolin transport inhibisyonu gergeklestirmektedir.
Paranteral yolla verildiinde, tersiyer amin yapisindaki A-4'an kolin ve asetilkolin
konsantrasyonlarini azaltip néromiskiiler transmisyonu inhibe ettigi gosterilmigtir (13).

A-4'lin d- ve I- izomerlen ile mezoformu, noroblastoma hicreleri, sigan striatal
preparatlan ile néromuskiiler kavsak preparatlant kullanilarak karsilastinlmig ve bu
formlarin biyolojik etkinliklerinin ayn: oldugu gorilmustir (54). A-4 ile olusturulan kolin

transport inhibisyonu, yuksek kolin diizeyleriyle tarafindan inhibe edilmistir (16, 17, 47).
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A-4'in 2-3-metil-piperidin pozisyonel izomer analoglan inaktiftir. Yalniz 4-metil tiirevi
olan A-4 aktiftir. Piperidin tiirevlerinin konformasyonlan fonksiyonlariyla ilintilidir.

HC-3 ve A-4'tin benzerlikleri sOyle Ozetlenebilir; 6n beyin ve hipokampus kolin
transport inhibisyonu igin IC50 degerleri birbirine yakindir (14). Tim SDHACU tagiyict
alanlarinda A-4, HC-3 gibi yangmalidir (16, 17). HC-3 ve A-4, AChE yada ChAT
enzimlerini inhibe etmemekte, néroblastoma hiicre kiiltiiriinde asetilkolin sentezini inhibe
etmektedir ( 47). Ne A-4 ne de HC-3'iin bir baska reseptorle ya da tasiyici sistemle ilgisi
yoktur (14). Noroblastoma hiicre kiiltiirlerinde bu bilegiklerin metabolize edildiklerine dair
bir kanit yoktur. Her ikisi de membranin lipid igerigini degistirmezler ve ¢ozeltiler i¢inde
stabildirler (47).

Yagda eriyen bir bilesik olan A4 , kendisinin metil kuarterner bir analogu olup
pozitif bir yiik tagiyan A-5 ten de giglii bir inhibitor etkiye sahiptir. Sinaptozomlarda A-4
ve A-5’in etkilerinin esit oldugunu sdyleyen yaymlar da mevcuttur (16, 17).

A-4, A-5 ve HC-3 , etanolamin geri alimimini da engellemektedirler. Etanolamin de
kolin geri alinimini engellediginden etanolamin ve kolin geri alimimlarmin ortak baz
mekanizmalari igerdigi diiginilmektedir (16).

A-4 ve HC-3"in kolin taginmasi Gizerindeki inhibitor etkileri benzer bulunmustur.
Buna ragmen striatal bolgedeki inhibitor etkinlikleri arasinda biiyitk bir fark vardir. Bu
A-4'lin lokomotor sistem {lizerine olumsuz etkisini ortadan kaldirmaktadir. Aymi sekilde,
HC-3 ile kargilagtinldiginda néromuskiler kavsak iletimi tizerine A-4'iin etkisi yoktur. A-
4'in toksik etkisi HC-3'e gore ¢ok daha azdir. Membranian ge¢me kapasitesi HC-3'e goére
¢ok daha ytiksektir. Etki siiresi HC-3'ten gok daha uzundur. Hippokampusa etki ile motor
sinir terminaline etki oranlandiginda A-4 bariz bir bigimde hippokampusu segmektedir.
HC-3'te bu ozgiilliikk bulunmamaktadir.

A-4 ve HC-3 spontan hipertansif siganlarda arter basincimi digiirmiislerdir. A-4
enjeksiyonunu takiben arter basincimin 5 dakika iginde siratle digmesi kardiyovaskiiler
sistem ile ilgili beyin bolgelerinde asetilkolinin sentez ve salimim dongiisiiniin oldukga hizlt
oldugunu gostermigtir (15). Bu sekilde lipofilik A-4’un etkisi lipofobik HC-3'ten daha
¢abuk baglamakta ve daha uzun stirmektedir.

A-4, A-5, ve HC-3"in kinetik analizleri, bu bilegiklerin SDHACU’ini yarigmah

olarak inhibe ettigini ve sodyumdan bagimsiz digiik afiniteli kolin geri alinim (SILACU)
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Uzerinde etkileri olmadifim gostermigtir. HC-3, A-4 ve A-5 ‘in neden oldugu inhibisyon
kolin tarafindan tersine g¢evrilmektedir (14, 16, 17). Yiiksek kolin konsantrasyonlannda
ya da sodyum yoklugunda bu bilegikler etkisizdirler.

A-4’tn HC-3e gore bir ustiinligi de pozitif yiik tagimadig: igin santral uygulama
kosulunun bulunmamasidir. Subkutan A-4 enjeksiyonlan santral yiiksek afiniteli kolin
transportunda doz bagiml bir azalma gerceklestirmektedir.

HC-3 ve analoglar, tersinir etkileri nedeniyle deney hayvanlanmn kendi
kendilerinin kontrolii olarak kullamlabilmelerine olanak saglamakta (63) ve boylece
AF64A gibi kolinotoksinlere gore daha avantajh olmaktadrlar.

A-4 , asetilkolin sentez-saliveriime mekanizmalarini diizenleyen SDHACU

sistemini aragtirmak amaciyla kullanilabilecek yeni bir deneysel ara¢ olma durumundadir

(15).
AMAC
Bu c¢alijmanin amaci, sodyuma baZmh yiksek afiniteli kolin geri almm blokeri

hemikolinyum-3 ile invitro ¢aligmalarda ayn etkiye sahip oldugu gosterilen metil piperidin

tiirevi A-4'tin siganlann pasif kagimim davramsi Gizerindeki etkisini aragtirmaktir.
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ARAC-GEREC VE YONTEMLER

Deney Hayvanlar: ve Cerrahi Islemler

Her iki cinsten Sprague-Dawley sicanlar (250-350 g) laboratuvar
kosullarinda (Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari)
iiretilmis ve yetistirilmigtir. Deney igin gerekli yasa (5-8 ay) gelinceye kadar 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik saglayan fotoelektrik kosullarda uygun bélmelerde
tutulmuslardir. Yiyecek ve sivi alimi kisitlanmamigtir. Siganlarin elle tutulmasinin
ekstraseliiler asetilkolin diizeyini artirdig: bilindiginden (74) alistirma seanslarn
yapilmis ve hayvanlarin elle tutulmasina gereken 6nem verilmistir.

Hayvanlara once intraserebroventrikiller (isv) kanil yerlestirilmig bir haftalik
tyilesme siiresinden sonra ila¢g uygulamalarnina baslanmistir. Deney hayvanlari 7 gruba

aynlmgtir:

1) Konmtrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara isv kanii] takilmamis ve enjeksiyon
yaptlmamustir (n=6).

2) Taswict kullanilan isv kontrol grubu: Isv kaniilli hayvanlara yalmz serum fizyolojik
(sf) enjekte edilmig ve 60 dk sonra ilk pasif kaginim testi uygulanmigtir (n=5).

3) HC-3 doz-yanit grubu: Hayvanlara 1, 3 ve 5 nmol isv HC-3 enjekte edilmis ve 60
dk sonra ilk pasif kagimm testt uygulanmigtir (n=14).

4) HC -3 zaman-yanit grubu: 3 nmol olarak belirlenen dozda isv HC-3 enjeksiyonu ilk
pasif kaginim testinden 30, 60 ve 120 dk 6nce yapilmistir (n=14).

5) A-4 doz-yanit grubu: Hayvanlara 10, 30 ve 50 nmol isv A-4 enjekte edilmis ve 60 dk
sonra ilk pasif kaginim testi uygulanmistir (n=16).

6) A-4 zaman-yanit grubu: Uygun doz olarak belirlenen 30 nmol isv A-4 enjeksiyonu ilk
pasif kaginim denemesinden 30, 60 ve 120 dk dnce yapilmustir (n=19).

7) Geri gevirme grubu: 3 dakika ara ile A-4 (30 nmol, isv) ve kolin (1mmol, isv)

enjeksiyonlarn yapilmig ve 60 dk sonra pasif kaginim testi uygulanmistir (n=5).

23



10) Tasiyict kullanilan i.p. kontrol grubu: Bu gruba sf intraperitoneal olarak
verilmistir (n=4).
9) A-4 i.p. enjeksiyon grubu: A-4 10, 20 ve 40 mmol/kg dozlarda intraperitoneal

olarak enjekte edilmis ve 60 dk sonra pasif kagimm testi uygulanmugtir (n=14).

Enjeksiyondan 1 ve 24 saat sonra pasif kagmnim testi uygulanmistir. Hayvanlarin
lokomotor performanslar rot-a-rod testi ile saptanmistir. Her deneyin sonunda isv kaniiliin
kontrolii yapilmistir. Kontrol grubuna kanlasyon ve enjeksiyon islemleri yapiimadan ayni
protokol uygulanmigtir. Tasiyici grubuna ilag yerine isv ya da 1Lp. serum fizyolojik
verilmistir. Intraperitoneal enjeksiyon grubuna isv kanil takilmamig, A-4 intraperitoneal

olarak verilmigtir.

Intraserebroventrikiiler (isv) kaniilasyon

Ketamin (100 mg/kg, i.p. ) ve klorpromazin (0.75 mg/kg, Lp. ) 1le
anestezi  uygulanan siganlarin sag lateral ventrikiliine stereotaksik cerrahi

(resim 1) ile bregmadan 1.1 mm posterior, 1.5 mm lateral ve 3.2 mm derinlikteki

koordinat noktasina paslanmaz gelikten bir eksternal kaniil yerlestirilmistir (71).

Resim 1) Stereotaksik cerrahi uygulanan deney hayvani
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Kaniiliin sabitlenmesi iki vida yardimi ve dental akrilik kullanilarak
yapilmigtir. Limeninin agik kalmasi icin isv eksternal kanil, kor bir kanul ile
kapatilmistir. Bir haftalik iyilesme siiresinden sonra kor kaniil ¢ikarilarak internal
kaniil yerlestirilmig ve bu yolla hayvanlara 5 ml hacim i¢ginde HC-3 ve A-4'in
degisik dozlar1 ya da serum fizyolojik enjeksiyonu (tasiyict grubu) yapilmistir.
Pasif kaginim deneyinin ilk denemesi enjeksiyondan 30, 60 ve 120 dakika sonra

yapilmisgtir.

Pasif Kacimim testi

Siganlara Jarvick ve Essman tarafindan gelistirilen (1960) pasif kaginim
testi uygulanmistir. Kemirgenlerin agik alandan ve aydinliktan kagmalari prensibi
iizerine gelistirilmis olan cihaz (resim 2), sicanlar igin 20x40x20 cm boyutlarinda
olup, 151k gegirmeyen karanlik bir oda ile duvarlar seffaf olan ayni boyutlardaki

aydinlik bir odadan olusmaktadir.

Resim 2) Pasif Kaginim Cihazi
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Aydinlik odanin 15181 60 Wattlik iki floresan lamba ile saglanmistir. Lamba
deney hayvanina 51 iletmeyecek bigimde monte edilmigtir. Karanlik odanin tabani,
elektrik akimini iletmek tizere 6zel olarak bir grid ile dogenmistir. Gridi olusturan
metal gubuklarin eni 0.5 cm ve aralarindaki mesafe 1 cm. dir Gridin Gzerindeki
potansiyel dagilim: siganin herhangi iki aya@imi gridin herhangi bir bélgesine
koydugunda ¢arpilmay: saglayacak bigimde diizenlenmistir. Yapilan denemelerin
timinde hayvanin elektrik akimina maruz kaldigt gorilmustir

Stereotaksik cerrahiden sonra bir hafta siire ile iyilesmeye birakilan degigik
hayvan gruplarina ilag enjeksiyonundan sonraki gesitli siireler iginde (30, 60, 120
dk) pasif kaginim testi uygulanmistir. Hayvanlar seffaf olan aydinlik boélime
yerlestirildiginde, agik bulunan bir giyotin kapidan dogalar: geregi karanlik odaya
gecmektedirler. Siganlar karanlik odada bulunan bir kizilotesi 151k kaynagi-sensor
¢iftinin arasina girdiklerinde kap: otomatik olarak kapanmakta ve siganlar
karanlik odada 1 saniye siire ile 60 voltluk ve 1.25 mA.lik bir elektrik akimina
maruz kalmaktadirlar. Bu arada kapinin kapanmasiyla otomatik sayag da durmakta
ve deney hayvaninin karanlik bolgeye gegmek igin bekledigi sireyi tesbit
etmektedir. Yirmidort saat sonra yapilan ikinci denemede ise kontrol grubundaki
(intakt) siganlar karanlik odaya bir daha ge¢mez iken, Ogrenme ve hafiza
islevlerini bozucu tedavi alanlar farkl siireler i¢inde gegebilmektedirler. Siganlarin
bu ikinci denemedeki tereddiit siiresi (giriy zamam) saya¢ tarafindan saniye
cinsinden Olgiilmiis ve kaydedilmistir. 300 saniye ist defer olarak belirlenmistir

(cut-off time).
Lokomotor aktivite testi (Rot-a-rod)

Pasif kaginim testine giren hayvanlarin lokomotor performanslarindaki bir
bozukluk, kag¢imim performansin1 da etkileyecegi i¢in bu test uygulanmigtir.

Hayvanlar lokomotor performanslarinin $lgiilebilmesi igin S cm gapinda ve giderek

artan bir hizla dénen milin Gzerine yerlestirilmistir (resim 3).
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Resim 3) Rot-a-Rod cihazi

Milin iizerinde 50 saniyeden daha uzun bir sire kalabilen hayvanlarin
lokomotor performanslari pasif sakinim testi igin yeterli goralmis, diger hayvanlar

deney dig1 birakilmislardir.

Histolojik kontrol (isv kontrol)

intraserebroventrikiiler kanilasyonun dogru yapildiginin test edilebilmesi
icin her deneyin sonunda hafif eter anestezisi altinda lateral ventrikiillere S5ml
metilen mavisi enjekte edilmis, dekapitasyon sonunda beyin gikarilarak kesitler:
alinmistir. Lateral ventrikiillerin maviye boyanmasi kanil yerlesiminin dogru
yapildig1 seklinde yorumlanmis, ventrikiilleri iginde metilen mavisi gorilmeyen

diger hayvanlardan elde edilen veriler degerlendirme disinda birakilmigtir.
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Istatistiksel Degerlendirme
Tim gruplarda sonuglar saniye cinsinden alinmigtir. Degerler ortalama ve

standart hatalar seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlihga Student'in t-testi

ile bakilmigtir.
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SONUCLAR

Pasif kaginim testinin e@itim agamasi olan ilk denemede (acquisition trial)
deney hayvanlarinin timii 30 sn iginde karanlik odaya girmistir. Enjeksiyon
Oncesinde tim gruplardaki hayvanlarin gosterdigi arastirici davranis (exploratory
behavior), lokomotor performans ve karanhk odaya ge¢is zamanlari agisindan
gruplar arasinda anlamli bir farklilbik bulunmadig gézlenmistir. Ilk denemeden 24
saat sonra yapilan ikinci denemeden elde edilen sonuglar karsilagtirildiginda ise,
HC-3'iin degisik dozlarinin (1, 3, ve 5 nmol) doza bagimli bir yamit olusturdugu
gosterilmigtir. Kontrol, tasiyier kullanilan kontrol grubu ve 1 nmol HC-3
gruplarinin karanlik odaya giris zamanlari arasinda anlamli bir fark gériilmezken 3
nmol (53.17 £ 15.09 sn.) ve 5 nmol HC-3 (24.18 £ 13.14 sn.) ile olusan yanitlar,
kontrol, tasiyici kullanilan kontrol grubu ve 1 nmol gruplarindan anlaml olarak
disik bulunmustur (p<0.01). 3 ve 5 nmol gruplart birbirinden farkh
bulunmamigtir (Sekil 1).

HC-3 yamitinin etki-zaman profilini ¢ikarmak amaciyla, 3 nmol HC-3
enjeksiyonu ile egitim amagl ilk pasif sakinim testi arasinda 30 dk, 1 saat ve 2 saat
beklenmistir. 30 dk.lik grubun sonuglarinda kontrol grubu olarak kabul edilen O.
dakika grubu hayvanlarina gore anlamli bir azalma gézlenmis (p<0.01), bir saatlik
grubun sonuglari ise (53.17 £ 15.09 sn.) en disik bulunmus (p<0.01), buna
karsiik 2 saatlik grubun sonuglari (268.25 £ 31.75 sn.) kontrolden farksiz
bulunmustur (Sekil 2).

A-4'in degigik dozlarimin (10, 30, ve 50 nmol) doza bagimli bir etkiye
neden oldugu gosterilmigtir. Kontrol, tasiyict kullanilan kontrol grubu ve 10 nmol
A-4 gruplarinin karanhk odaya giriy zamanlan arasinda anlamh bir fark
goriillmezken, 30 nmol (112.31 £ 8.68 sn.) ve 50 nmol A-4 (42.55 £ 12.54 sn.)
gruplarinin degerleri, kontrol, tasiyici kullanilan kontrol grubu ve 10 nmol
gruplarindan anlamh olarak disik bulunmustur (p<0.01). 30 ve 50 nmol gruplan

arasinda da anlamh bir farklilik bulunmaktadir (p<0.01). (Sekil 3).
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A-4 yanitinin etki-zaman profilini ¢ikarmak amaciyla, 30 nmol A-4
enjeksiyonu ile ilk pasif sakinim testi (e8itim) arasinda 30 dk, 1 saat ve 2 saat
beklenmistir. 30 dk. (105.67 + 19.85 sn.), bir saat (112.31 + 8.68) ve 2 saat
(94.82 + 17.76) gruplarinin sonuglari1 kontrol grubu olarak kabul edilen 0. dakika
grubu hayvanlarina gore anlamli olarak azalmig (p<0.01) fakat birbirleri arasinda
fark gérilmemigtir (Sekil 4).

30 nmol A-4 enjeksiyonundan 3 dakika sonra 1 mmol kolin enjekte edilen
ve 1 saat beklenen grubun skorlari, yalniz 30 nmol A-4 enjeksiyonu yapilan gruba
gore anlamli bir gekilde yiikselmigtir (p<0.01) (Sekil 5).

Intraperitoneal enjeksiyonlarda 10 mmol A-4 enjeksiyonu, i.p. sf enjekte
edilen kontrol grubuna goére anlamli bulunmamistir. 20 mmol ve 40 mmol i.p.
enjeksiyonlar ile girig zamanlari anlamli bir bigimde azalmistir (p<0.01). 20 ve 40

mmol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 6).
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Sekil 1) Intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilen serum fizyolojik (tastyict)
ve 1, 3, 5 nmol hemikolinyum-3'iin 1. saatte pasif kaginim performans: tzerine
olan etkileri. Saniye cinsinden ortalama * standart hata olarak ifade edilmigtir.
* p<0.01 (kontrole gore)
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Sekil 2) Intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilen 3 nmol hemikolinyum-3'in
0, 30, 60 ve 90. dakikalarda pasif kaginim performansi tzerine olan etkisi.
Saniye cinsinden ortalama * standart hata olarak ifade edilmigtir.

* p<0.01 (0. dakikaya gore)
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Sekil 3) Intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilen sf (tasiyici) ve
A-4in (10, 30 ve 50 nmol) 1. saatte pasif kagcinim performans: {izerine
olan etkileri. Saniye cinsinden ortalama + standart hata olarak belirtilmistir.
* p<0.01 (kontrole gore), # p<0.01 (30 nmol'e gore)
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Giris zamani (saniye)
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300 -|

250 —

200

150

100

50 +

A-4 30 (nmol)

Sekil 4) Intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilen 30 nmol A-4'in 0. 30. 60 ve 120.
dakikalarda pasif kaginum performansi iizerine olan etkileri. Degerler saniye cinsinden
ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. * p<0.01(0. dakikaya gore)
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Girig zamani (saniye)

[ Tasyict
A-4 (30 nmol)
350 N HE A-4 (30 nmol) + kolin (1 umol)

300 =

250 —

200 —

150

100 —

50 —

Sekil 5) Intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilen 30 nmol A-4'iin

60. dakikadaki etkisinin isv 1 pmol kolin tarafindan geri ¢evrilmesi.
Degerler saniye cinsinden ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
* p<0.01 (kontrole gore), # p<0.01(A-4 grubuna gore)
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Sekil 6) Intraperitoneal olarak enjekte edilen sf ve A-4'iin (10, 20 ve 40 mmol)
1. saatte pasif kaginim performansi iizerine olan etkisi. Degerler saniye
cinsinden ortalama + standart hata olarak ifade edilmigtir. * p<0.01 (kontrole gére)
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TARTISMA

Uzun wyillardan beri kolinerjik sistemin, kognitif fonksiyonlar Uzerindeki roli
bilinmekte, ozellikle 6n beyin tabaninda bulunan kolinerjik néronlarin korteks ve
hippokampustaki projeksiyon alanlarinin 6grenme ve hafiza siireglen ile siki bir iligki
icinde olduklan kabul edilmektedir (33, 34). Kolinerjik sistem etkinligini SDHACU
gostermektedir. In vivo kolinerjik uyan akigini azaltan ilaglarin, SDHACU kapasitesini de
azaltify gosterilmigtir (62). SDHACU, kolinerjik  fonksiyonda hiz-sinirlayici agamay
olusturmaktadir. Kolinerjik fonksiyonu degerlendirmek amaciyla g¢ok kullanilan
parametrelerden olan ChAT aktivitesi onemli oranda inhibe edildiginde bile, ACh
diizeyinin degisiklik gostermedigi bulunmustur (18). Ayrica kolinerjik  aktivitede
gerceklesen buyik degigimler, ChAT ve AChE degisiklikleri ile paralellik
gostermemektedir. SDHACU ozellikle 6n beyin tabanmmin kolinerjik fonksiyonunun
azaldigt durumlarda ChAT'a gore daha da givenilir hale gelmektedir. Kolinerjik
fonksiyonun azaldig bu durumlar ise 6grenme ve hafiza deneylerinin biyik bir bolimiinii
ve Alzheimer modellerini kapsamaktadir. Bu sekilde SDHACU'nin ACh sentezini ve
kolinerjik néron fonksiyonunu daha iyi yansitti1 diistintilmektedir.

SDHACU sadece kolinerjik sisteme 6zgii oldugu igin, ters{nmez bir SDHACU
blokeri olan AF64A'min kullammi ile o ana kadar kolinerjik noronlara spesifik
hasarlama yapamamanin sikintisi biytik olgtide giderilmistir. Ancak AF64A'nin tersinmez
bir bloker olusu sebebiyle zamanla kolinerjik néron hasani olusmakta, bu nedenle bu

1

madde " nérotoksin " ya da " kolinotoksin" ismiyle de anilmaktadir.

Kolinerjik harabiyet, buna bagli diger nonkolinerjik sistemleri de etkilemektedir. Bu
nedenle salt kolinerjik sistem ya da asetilkolinin biligsel islevlerdeki roliintin ayirtedici
bir bigimde incelenemedigine dair kuskular bulunmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle AF64A
biligsel islev bozukluklarindan Alzheimer ve diger demanslar igin deneysel modelleme
olanag sunabilmektedir. Ancak  asetilkolin ve kolinerjik sistemin fizyolojik etkilerini

Ozgiin olarak inceleyebilmek igin, etkisi geriye doniisli bir madde gerekmektedir.
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AF64A'nin toksik etkilerinin tersinmez bir bloker olusundan kaynaklandig
disiiniilmektedir. HC-3 de 14 giinden uzun siireli inflizyon seklinde 6n beyin tabanina
verildiginde noronal hasar olusturmustur. HC-3'lin sitotoksik olmadig ve kolinerjik néron
fonksiyonunu dolayli olarak ve hiicre i¢ine girmeden, hiicre membrani {izerindeki koline
Ozgii reseptor bolgeleri igin kolinle yarigarak bozdugu bilinmektedir. Kronik inflizyon
seklinde kullaniminda olusan bu hiicresel harabiyetin nedeni bilinmemektedir. Kolin geri
altniminin uzun streli blokajinin hiicrenin yasamsal faaliyetini bozdugu, bu sekilde néron
kaybina neden oldugu digiinilmektedir. Bu da AF64A'nin neden sitotoksik olduguna bir
agiklama getirebilmektedir (30). Bir kolin geri alimm blokerinin sitotoksik etkisinin
goérillmemesi igin tersinir olmasi ve kisa sureli kullaniimas: gerekmektedir.

Ibotenik asit, kainik asit, AMPA, ile yapilan kimyasal ve elektrolitik lezyonlar
sonucu ortaya ¢ikan biligsel bozukluklann fizostigmin, pilokarpin, arekolin, oksotremorin
gibi kolinerjik maddelerle diizeltilmesini igeren aragtirmalarda haraplamanin selektif
olmayisi, lezyonla olusturulan davramgsal bozuklugun yalmizca ACh kaybindan
kaynaklandig1 iddiasinda bulunulmasini engellemektedir. Selektiflik sorununun, yanisira
genis cerrahi uygulamalar buyuk olgiide hayvan titketimine neden oldugundan doz-yanit
caligmalarina engel olmaktadir. Buna alternatif yaklasim, tersinir etkili bir madde
kullanmay1 gerektirmektedir.  Bu sekilde hayvanlar kendi kontrolleri olarak da
kullanilabilmektedirler. Ridley ve arkadaglar primatlarda bu sekilde isv HC-3 ile 6grenme
bozuklugu olusturmuslardir (63). Boylelikle doz-yanit g¢aligmalari gibi deney hayvam
sayisini birkag katina gtkaran aragtirmalarda maymun gibi degerli hayvanlarin kullaniminin
olanakl hale geldigi one siiriilmektedir.

HC-3'lin selektif ve geriye donusli olarak kolinerjik terminallerde sodyuma
bagimli yiiksek afiniteli kolin geri alinimini (SDHACU) inhibe ettigi ve spesifik bir
kolinerjik hipofonksiyon olusturdugu 1954'ten bu yana bilinmektedir. HC-3'in
presinaptik kolinerjik gostergelerin  (6rn. SDHACU, ACh diizeyi, ACh
saliverilmesi) diizeylerini azaltmasi, ancak postsinaptik etkili olmamasi (6rn.
muskarinik reseptdér yogunlugu izerinde) onun presinaptik karakterini
gostermektedir. Boylece HC-3 presinaptik kaynakli, kisa etkili ve spesifik olan bir
kolinerjik hipofonksiyon meydana getirmekte ve bu kolinerjik hipofonksiyon

¢esitli  63renme ve  hafiza paradigmalarinda performans  bozuklugu
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olugturmaktadir. HC-3'tin kolinerjik noronlar tzerindeki etki mekanizmas: bazi
avantajlar igermektedir. Yiksek afiniteli kolin tasiyicilart kolinerjik akson
terminallerine spesifiktir. Ekzojen kolinin bu tasiyicilar tarafindan geri alinimi hiz
sintrlayic1 faktordiir ve asetilkolin sentezi ile iligkilidir. "Salinabilir asetilkolin"in
sentezinde kullanilan kolin, yalnizca SDHACU tasiyicilann tarafindan taginan
kolindir. Bu 06zgullik nedeniyle kolin "geri alimm tagtyicilart"min  miktarim
belirlemek i¢in radyoaktif isaretli HC-3 kullamlmigtir. HC-3'iin etki mekanizmasi,
tagtyicilar tizerindeki nikleofilik aktif bolgelerin alkilasyonu yolu ile HC-3'in bu
tagtyicilara hizla ve tersinir bir bigimde baglanmasina dayanmaktadir.

Calismamizda kontrol grubundaki siganlar ikinci denemede karanlik odaya
girmemislerdir. Bu, ¢aligmada kulanilan hayvanlarin pasif ka¢imim testinden
basartyla gecebildiklerini gostermistir. Bu hayvanlarin timi tavan deger olarak
kabul edilen 300 saniyenin tizerinde performans gostermislerdir. Tagtyic1 kullanilan
kontrol grubunun, konrol grubu ile ayni performansi gostermesi, yapilan
stereotaksik cerrahi ve sf enjeksiyonunun 68renme davranigini degistirmedigini
ortaya koymustur. 1 nmol HC-3 enjeksiyonu yapilan siganlar da kontrol ve
tasiyict kullanilan kontrol gruplarinin basarisim tekrarlamiglardir. Bu da 1 nmol
HC-3'in 6grenme iglevi tizerine olumsuz bir etkisi olmadigin1 géstermistir. 3 ve 5
nmol verilen gruplarda ise siganlarin karanlik odaya girig siireleri anlamli bir
bigimde azalmistir. 5 nmol grubunun girig ortalamasi 3 nmolden belirgin olarak
daha az bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel anlamhiliga ulasmamistir. HC-3'tin
SDHACU blokaji yapmas: 6grenme bozuklugu olusturmustur. Bu bozulma ya
kortikal kolinerjik néronlarin ya da niikleus bazalisden kortekse uzanan yolaklarin
inhibisyonuna bagli olabilir. Ikinci yolagin 6grenme ve hafiza performansinda gok
hassas oldugu bilinmektedir.

HC-3'in  6grenme mekanizmalari dzerine olumsuz etkisti daha Once
arastinnimig fakat pasif kaginimda siganlar kullamiimamistir. Bu ¢alismada HC-3,
siganlarin 6§renme davranigim pasif kagimim testinde doza ve zamana bagh olarak
bozmustur. HC-3 pasif kaginim testi {izerine etkisini ilk 30 dakikada
g6stermeye baslamig, 1 saatte maksimuma ulagarak 2. saatte yeniden azalma

g6stermistir.  Dolayisiyla 2 saatten sonraki 6grenme bozuklugunu pasif kaginim
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testi ortaya koyamamistir. Dier hayvanlarla ve baska deney diizenekleri ile
yapilan ¢aligmalarda HC-3'lin 6 saate kadar etki yaptig: bildirilmistir.

HC-3 kan-beyin bariyerini gecemedidi i¢in deneysel ¢aligmalarda isv uygulama
zorunlulugu bulunmakta ve etki siiresi de bir kag saat ile simrh  kalmaktadir. HC -3
analoglan uzerine oldukga yodun aragtirmalar yapilmaktadir. HC-3'in pek gok analogu
arasinda tersiyer yapidaki tek bilesik olan A-4'lin in vitro kinetik analizleri yapilmisg,
ancak bu giine kadar in vivo davranig deneylerinde kullamlmamgtir.

Bu c¢aligmada A-4'in 6grenme ve hafiza tzerindeki etkileri de aragtinlmigtir. 10
nmol A-4'lin isv olarak verildigi grup kontrol grubu kadar basan1 gostermigtir. Dolayisiyla
10 nmol isv A-4'in 6grenme islevini bozucu bir etkisi gézlenememistir. Etki 30 nmol'de
baglamaktadir. 30 nmol A-4 enjekte edilen grubun ortalamasi kontrol grubu, tasiyici
kullanilan kontrol grubu ve 10 nmol grubundan anlaml olarak farkli bulunmustur. 50 nmol
A-4 enjeksiyonu yapilan grubun ortalamasi ise 30 nmol grubundan anlamh olarak digik
bulunmugtur. Bu da etkinin doz-bagimh oldugunu gostermektedir. In vitro deneylerde A-
4'in SDHACU blokeri oldugu gosterilmis, bu in vivo ¢alismada da bu etki spesifik, yani
doz-bagimli olarak ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla A-4'Un olusturdugu bu Ogrenme
bozuklugu olasihkla SDHACU blokajina baghdir.

A-4’e yanit 30 dk.da baglamis, 1. ve 2. saatte bu yanit devam etmistir. 30. dk, 1.
saat ve 2. saatler arasinda anlamh bir fark goriilmemigtir. Bu da etkinin azalmadan devam
ettigi anlamina gelmektedir. In vitro galigmalarda da, A-4'tin HC-3'ten gok daha uzun etkili
oldugu ortaya konmustur.

A-4’in etkisinin kolin tarafindan gen g¢evrilmesi, A-4 molekiiliniin olasi bagka
etkileri nedeniyle degil, fakat 6grenme ve hafiza fonksiyonunu SDHACU iizerindeki
inhibitor etkisinden dolay: bloke ettiZini daha da desteklemektedir. Benzer sekilde A-4’iin
hipotansif etkisi lizerinde yapilan ¢aliyjmada da A-4’in hipokolinerjik etkisi intravendz
verilen kolinklorid ile geri gevrilmistir.

Yapilan in vitro ¢aligmalarda yiiksek kolin konsantrasyonlarinda SILACU’nun
hakim hale geldigi belirtilmektedir (61). Ancak kolin enjeksiyonu ile kolin belli bir diizeyin
Uizerine c¢ikamamaktadir: Dolayistyla 1 mmol kolin enjeksiyonu ile beyin kolin
konsantrasyonu in vitro galigmalarda belirtilen 250 mM kolin diizeyine erigememektedir.

Dolayisiyla, kolin enjeksiyonu sonrasi olugan biligsel fonksiyonlardaki iyilesme, kolin geri
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alinmint  SDHACU vyerine SILACU’nun (stlenmesi ile degil, bloke olan SDHACU
tagtyicilan igin kolinin A-4 ile yanigmasi sonucu ortaya ¢iktigt anlagiimaktadir.

Kolin yiiklemesinin hiperaktivite yaptigi bildirilmigtir (61). Bu ¢aligmada
hiperaktiviteye dair bir bulguya rastlanmamistir. Ayrica kolin enjeksiyonu yapilan
hayvanlarda rot-a-rod cihazi ile 6lgiilen lokomotor aktivite de normal bulunmustur.

Bugiine kadar SDHACU mekanizmalanm aragtirmak iizere kullamlabilecek uygun
bilesik sayisinin az olmasindan dolay:, bu konudaki bilgilerin heniiz yeterli bir diizeyde
olmadig: belirtiimektedir. En azindan farkh kolin tastyict tipleri oldugu, buna yénelik farkl
SDHACU mekanizmalan bulundugu iddia edilmektedir. A-4 'in SDHACU mekanizmast
lizerinden etki ettifi bilinmekle birlikte, HC-3 ile timilyle ayni mekanizmayr paylagip
paylagsmadigini sdylemek su anda gii¢ gozitkkmektedir.

A-4 ile HC-3'tin biligsel fonksiyonlar iizerindeki etkileri aralanindaki fark ile in vitro
inhibitor etkileri arasindaki fark birbiriyle uyumlu gézitkkmektedir (14).

A-4 sistemik kullaniminda da etkili olmus ve 6grenme davranigini bozmugtur. Bu
onun tersiyer molekil yapisi ile uygunluk gostermektedir. A-4 sistemik enjeksiyonda kan-
beyin bariyerini agabilmektedir. Bu o6zelligi ile A-4'in igme suyuna katilarak etki
gostermesi olasi gozikmektedir. A-4'in bu 6zellifi 63renme davraniginin incelenmesine
buyiik bir kolaylik getirecektir. Demans modellemeleri ¢ok ucuz ve gok kolay bir bigimde
yapilabilecektir. Elimizde bulunan HC-3 ve A-4’ten, hem daha uzun siireli olan etkisi hem
de uygulanma kolayligi ile A-4’tn tercih edilme olasiligi yiksek gozikmektedir. Bu
nedenle, davranig deneylerinde tersinir etkili, kolinerjik sisteme 6zgii molekiil ihtiyacini

A-4’(in kargilayacad: anlagilmaktadir.
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OZET

Bu galiymada hemikolinyum-3 (HC-3) ve metil piperidin analogu A-4in Sprague-
Dawley siganlarin pasif  kaginim performansi lizerine olan etkisi aragtinlmigtir.
Introserebroventrikiller ve intraperitoneal olarak enjekte edilen HC-3 ve A-4, pasif
kaginim davranigim doza bagimh olarak bozmustur. Introserebroventrikiiler HC-3'e verilen
pasif kagimm testi yamitt 30 dakika icinde baglamig, 1. saatte en disiikk performans
gozlenmis, 2 saatin sonunda ise geriye dénmiistiir. Intraserebroventrikiiler A-4'e verilen
pasif kagimim testi yamt1 ise ilk 30 dakikada baglamig ve 2 saat sonunda devam etmigtir. A-
4'tin pasif kaginim performansini bozucu etkisi isv kolin ile geri- gevrilmigtir. Tersiyer
molekiil yapisina sahip olan A-4 intraperitoneal enjeksiyonla da pasif kaginim

performansin bozmustur.

SUMMARY

In this study, the effect of hemicholinium-3 (HC-3) and its methyl piperidine
derivation A-4 on passive avoidance performance of Sprague-Dawley rats was evaluated.
Intracerebroventricular injections of HC-3 and A-4 dose-dependently impaired passive
avoidance behavior. The response to icv HC-3 has begun in 30 minutes and at 1. hour
the performance was significantly low as compared to control and 30-minute-group. The
response has terminated at the and of the second hour. The response to icv A-4 has
begun in 30 minutes and has continued at the end of the second hour . The effect of A-4
that impaired the passive avoidance performance has been reversed by icv choline. A-4,
that has tertiary molecule structure also intraperitoneally impaired passive avoidance

behavior.
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