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OZEL TERIMLER

Acquisition (kazanma): Ogrenme ile sinonim olup 6grenme deneyimleri
veya egitim donemi sirasinda olugan ve 6zel iglemler sonunda bellege dahil
edilecek bilginin beyine girmesidir.

Active Avoidance (sakinma) : Agn gibi 1zdirap verici veya hog olmayan bir
stimulustan 6zel bir cevap vererek g¢ekinme veya sakinma yapilmasinin
Ogrenilmesidir.

Passive avoidance (pasif veya inhibitér sakimma ) : Genellikle bir egitim
doneminde (trial) kazamlabilen ve daha gok bellek deneylerinde kullanilan

1zdirap verici veya hos olmayan stimulustan 6zel bir cevap yapmiyarak veya
kendini tutarak sakinmadar.

Habituation (ahsma) : En ilkel 6grenme sekli olup belirli bir zaman
peryodunda fazla tekrarlanarak verilen stimulus veya stimulus gruplarina
tirkme, korkma veya aragtirma (exploring) gibi cevap davraniglarda azalma
olugmasi veya bu stimuluslara aligma olmasidr.

Escape (kacma) : Izdirap verici bir stimulustan kurtulmak igin stimulus
geldikten sonra verilen 6zel bir cevaptir.

Consolidation (pekistirme) : Kazanmanin hemen sonrasinda bilgilerin
bazilarinin depolanmasina yo6nelik , mekanizmasi bilinmeyen iglemlerdir.olusan

Pre-training treatments (egitim oncesi tedavi) : ESitim déneminden 6nce
verilen ve kazanma ile pekigtiri iglemlerini etkileyen tedavi sekli.

Post-training treatments (egitim sonrasi tedavi) : Kazanmadan hemen veya
sonra verilen ve pekigtiri ve bellegi etkileyen tedavi sekli



I- GIRIS

Benzodiazepinlerin anksiyolitik, antikonviilsan ve kas gevsetici etkileri
yamnda, ataksi ve amnezi olusturucu yan etkileri de bilinmektedir. Amnezik etkileri
diazepamin anestezi premedikasyonunda kullanim sirasinda, ilk defa anestezistler
tarafindan bulunmugtur (17,23,47,98). Benzodiazepinlerin amnezik yan etkileri hem
pratik yonden hem de teorik yonden birgok aragtirmann ilgi odagi olmugtur. Pratik
agidan bakildifinda ilaci kullanan insanlann biiyiik bir kismunin bellek kaybr ile karst
kargtya kalmas1 klinisyenleri bu yonde aragtirmalara yoneltmigtir. Ciinkii, Avrupa ile
Amerika'da her 5 yetigkin kadindan ve her 10 yetigkin erkekten birinin, benzodiazepin
tiirevi bir anksiyolitik ilag kullanmasi bu ¢aliymalann 6nemini daha da artirmigtir (26).
Teorik agidan bakildiginda ise, Ogrenme ve Bellek ile normal kognitif fonksiyonlarn
(anlayis, idrak, kavrama, gibi) mekanizmalarimn anlagilmasina yénelik ¢aligmalara da
katkida bulunmugtur (8, 88)

Son on yildir kognitif fonksiyonlarla ilgili ¢aligmalarda, Alzheimer gibi bir
takim noropsikiyatrik hastaliklanin patofizyolojisi altinda yatan nedenin beyin
kolinerjik sistemindeki aktivite kaybi olmasi, dikkati bu alana cevirmigtir. Bu
hastalarin beyin biyopsi ve otopsi bulgularindan elde edilen sonuglar, kortikal kolin
asetilaz aktivitesinin azaldigini; beyin sapinda, septumda, serebral ve hipokampal
alanlarda kolinerjik néron kayiplari bulundugunu goéstermigtir (143). Alzheimer
teshisi konmug hastalardaki kolinerjik bozukluga ait bulgularin, kognitif bozuklugun
derecesi ile ilgili oldugu goriilmigtir (103). Yine siganlarda kronik alkol alimina bagl
olarak olugturulan bellek bozukluklarnin, kolinerjik yonden zengin fetal beyin hiicre
suspansiyonu transplante edilmek suretiyle ortadan kaldinlmasi (4) kognitif
fonksiyonlarda kolinerjik mekanizmalarin 6nemini ortaya ¢ikarmigtir. Kolinerjik
sistemin ogrenme ve bellek tizerindeki roliine yonelik aragtirmalar, insanlarda ve
hayvanlarda genig bir sekilde hala devam etmektedir (10,70).

Santral kolinerjik aktivitenin artinlmasiyla kognitif bozukluklarnin
diizelebilecegi fikrinden hareket ile ileni siiriilen, "kolinerjik hipotez" iizerine pek ¢ok
aragtirma yapilmugtir (10,137). Omegin betanekol, arekolin gibi muskarinik reseptor
agonistleri ¢ok az diizelme yaparken, fizostigmin gibi kolinesteraz inhibitérlerinin
daha belirgin diizelme yaptifn goriilmiigtiir. Ancak bu tiir kolinomimetiklere ait yan
etkiler (abdominal kramp, Parkinson sendromu, tremor, depresyon gibi) bunlarin
klinik kullanima girmesini engellemektedir (10, 18, 120, 137).



Beyindeki asetilkolin sentezini veya kolinerjik aktiviteyi artirmak igin bir diger
yaklasim ise ilave kolin (veya kolin prekiirsorii) kullammdir (24,48). Ilave kolinin
(kolin, fosfatidilkolin) akut ve kronik verilmesi ile yapilan deneysel galigmalarda
normal deneklerde pozitif bulgular sinirh olmasina ragmen, kolinerjik aktivitesi digiik
hastalardaki klinik bulgular olumlu yondedir (140).

Bugiin gerek kognitif bozukluklarla seyreden hastaliklarin tedavisi igin,
gerekse kognitif fonksiyonlara ait mekanizmalarin anlagilmasi igin bir ¢gok aragtirma
yapilmasina ve pek ¢ok bulgu yaymlanmasina ragmen, bu konuda heniiz bir referans
bilegigin bulunmamast (51), benzodiazepin gibi maddelerin ve elektrokonviilzif
terapinin amnezik etkisi nedeniyle kognitif olaylara farkh yaklagimlar da getirilmisgtir..

Benzodiazepinlerin 6grenme ve bellek iizerinde deprese edici etkilerini 1961
de, ilk defa Mc Connel ve Randall gostermigtir (49,111). Diazepam bagta olmak
izere benzodiazepinlerin bazi tipleri, insan ve hayvanlara yonelik kognitif
caligmalarda, amnezi modeli olusturmak amaciyla da kullamlmigtir (104,118,139).
Bugiin 8grenme ve bellek ile ilgili aragtirmalarda kullanilmak tzere normal deneklere
santral etkili farkli ilaglar verilerek, insan 6grenme ve bellek bozukluklanina benzeyen
modeller geligtirilmigtir (142). Alzheimerli hastalarda gozlenen bozukluklara benzer
amnezi modeli, antikolinerjik bir ilag olan skopolamin ile olusturulmusgtur.
Benzodiazepinlerle olugturulan ammnezi modelleri genelde Korsakofflu “hastalarin
amnezisine benzemekle birlikte (27), skopolamin ve benzodiazepinlerle yapilan
kargilastirmali ¢aligmalarda aralarinda bir fark bulunamamgtir (38, 61, 113). Bu iki
ilag amnezi olugturmasi yaninda, hem insanlarda (7, 101) hem de hayvanlarda (39)
Ogrenme bozuklugu yapmaktadir.

Baz1 depresyon tiplerinin tedavisinde etkin rol oynadig bilinen elektrokonviilzif
terapinin de insanlarda amnezi olugturdugu uzun siiredir bilinmektedir (76). Aym
prensiplerle, deney hayvanlarinda da Elektrokonvilzif Sok (ECS) ile amnezi
modelleri olugturulmugtur (85,128). Bu tip amnezi modellerinin de santral kolinerjik
sistemle ilgili oldugu iler siiriilmiigtiir (69). Bunun igin ECS'ye baglh amnezi modelleri
de, giiniimiizde Alzheimer'e yonelik ¢aligmalarda kullamlmaktadir (46). Ancak, ECS
ile beyine ait bir ¢ok sistem etkilendiginden kognitif fonksiyonlara ait bilgiler gok
agtk degildir (26,29,67).

Otuz yildir trankilizan ve uyku ilact olarak kullamlan benzodiazepinlerin
geligim siireci oldukga yavag olmugtur. Ciinkii bu tir ilaglarin farmakolojik etkileri,



ilk defa 1958 de klordiazepoksit ile ortaya konmasina ragmen, etki mekanizmalan
uzun siire anlagilamamgtir. Geligmeler, benzodiazepinlerin santral etkilerinin GABA
ile iligkili oldugunun 1975 de gosterilmesi ile baglamistir (43). Bundan iki yil sonra,
Mohler ‘ve arkadaglari, benzodiazepinlerin, Cl~ kanali ile kenetli supramolekiiler bir
kompleks olan GABAA reseptorii lizerindeki, yiiksek afiniteli ve stereospesifik
baglanma yerlerini gostererek benzodiazepin reseptorlerini tammlamiglardir (91).
Benzodiazepin reseptorlerinin kegfinden sonra, aym reseptériin endojen ligandlan da
ortaya c¢ikanlmugtir (27). Son yillarda, farkli behevyoral etkiler gosteren birgok
benzodiazepin tiirevi veya benzodiazepin olmayan endojen ve ekzojen bilegikler
bulunmugtur (36,44).

Kognitif olaylarda kolinerjik yaklagim diginda yeni bir alternatif yaklagim
getiren Flumazenil (RO 15-1788), benzodiazepin reseptorlerine daha yiiksek afinite
gisteren yeni bir benzodiazepinin kesfine yonelik c¢aligmalarda,  tesadiifen
bulunmustur. Ik defa 1981 de, F.Hoffmann-La Roche laboratuvarlarinda galisan bir
aragtirma gurubu, imidazodiazepin yapisinda (ethyl 8-fluoro-5,6-dihydro-5-methyl-6-
oxo-4H-imidazo[1,5-a][1,4]-bezodiazepine-3-carboxylate), potent ve spesifik bir
benzodiazepin reseptér ligandi olan flumazenili tanmimladilar (45). Bilesigin yalmz
bagina farmakolojik  etkilerinin  bulunmadigimi, ancak benzodiazepinlerin
elektrofizyolojik ve behevyoral etkilerini antagonize ettigini bildirdiler (53).

Bunun yaninda son yillarda yapilan baz g¢aligmalar da ise, flumazenilin
Ogrenme ve bellek fonksiyonlan tizerinde pozitif etkili oldugu bildirildi (64, 65).
Ancak bu ilacin 6grenme ve bellek fonksiyonlan tizerindeki pozitif etkileri ok agik
degildir . Yapilan aragtirmalar daha gok bellek ile ilgili olmasina ragmen, ilacin pozitif
etkisinin Ogrenmeye mi, bellege mi yonelik oldugunu gosterir kesin bir bilgi yoktur
(64,65,102,109). Bu nedenle ¢aligmamizda, flumazenilin 6zellikle 6grenme fonksiyonu
iizerine olan etkilerinin aragtinlmasimin, bu konudaki ¢aligmalara énemli bir katk
saglayacag digintlmigtir.

Calismamn ilk bolimiinde, amnezik yan tesirlerine hala ¢6ziim bulunamammsg
olan elektrokonviilzif terapi ve benzodiazepin kullanimu gibi klinik uygulamalara
benzeyen deneysel bir model olugturulmugtur. Ikinci bélimiinde ise, siganlarda
olugturulan bu deneysel modellerde, yeni bir benzodiazepin antagonisti olan
Flumazenilin 6grenme ve OFrenmeyi etkileyebilecek davramglar tizerine etkisi
araghrilmgtir .



II - GENEL BILGILER

A - Ogrenme ve Bellek

Ogrenme ve bellegin tam bir tanimum yapmak zor olmakla beraber, 6grenmeyi
yasama ait bilgilerin kazamlma iglemi, bellegi de bu bilgilerin saklanmasi veya
korunmasi olarak tarif edebiliriz. Ashnda G6grenme, ¢evresel degisikliklerin
olugturdugu bir davrams degisikligi islemidir. Bu davrams degisikligi belli bir
davranigin yoklugunda olusui. Olugan bu davramg degisikligi, organizmaya ait basit
bir davramg seklinde olmayip, 6grenmeyle beyinde olugan tiim degisiklikleri de
yansitir. Ogrenme ve bellegin tammindaki zorluk, bunlarin 6lgilemiyen ve
gozlenemeyen islemler olmalanndan kaynaklamr (50). Olgiilebilen unsurlar, sadece
ogrenme ve bellek ile olugturulmus davramg degisiklikleridir. Dikkat, uyamklik,
duyusal kapasite ve motivasyona bagh davrams degisiklikleri 6grenme kabul edilmez,
ancak bunlar 6grenme ile olugan davrams degisikligini etkileyebileceginden bu konuda
yapilacak aragtirmalarda g6z 6niinde bulundurulmalidir (80).

Oprenme ve bellek genel olarak iki sekilde smiflandirihr (tablo-1). Ilki
deneysel yontemlere dayanan simiflandirmadir. Alternatif olan diger simflandirma ise
Ogrenilmig bilginin tipine, bilginin saklanmasina veya hatirlanmasina dayanan
simflandirmadir ki genelde bellege yoneliktir. Deneysel yontemlere dayali
simflandirmada iki 6grenme tipi mevcuttur. Bunlardan biri, Bagintili Olmayan
Ogrenme (Non-associative learning) olup tek tip bir stimulusun tekrarlanarak veya bir
defa uygulanmasi ile olusur. Bunun da Aligma (Habituation) ve duyarlanma
(Sensitisation) seklinde iki temel formu vardir (50).

Digeri ise bagintili 6grenme (Associative learning) olup bir stimulus ile bir
bagka stimulus arasindaki iligkinin Ggrenilmesine veya bir stimulus ile cevabin
iligkisinin 6grenilmesine dayanir. Kosullu 6grenme de denilen bu tiir 6grenmenin ise,
"Klasik Kogullandirma" ve "Enstrimental veya Operant Kosullandirma" formlan
vardir (124).

"Klasik kosullandirma" veya "Pavlov Kosullandirmasi”" denilen kosullu
Ogrenme testlerinin bu tipi, ses 151k gibi noétral bir stimulus ile hog olmayan (kosulsuz)
bir stimulus ¢iftinin eglestirilmesine veya iligkisinin tahminine dayanir. Burada amag
kosulsuz stimulus ile kogullu bir cevap olugturmaktir (120).



Tablo 1- Deneysel Yontemlere Dayanan Ogrenme Tipleri

I-Bagintih Olmayan Ogrenme (Non associative Learning)
Aligma (Habituation)
Duyarlanma (sensitisation)

[-Bagmtili Ogrenme (Associative Learning)
A-Klasik Kosullandirma (Pavlov)
B-Enstriimental kogullandirma (Operant)

a-Aktif Sakinma (Active Avoidance)

b-Pasif Sakinma (Passive or Inhibitor Avoidance)
Step-down
Step-Through

Operant kogullandirmada ise, yine nétral bir stimulus ile, olusan cevap
arasindaki iligkinin tahminine dayamr. Buradaki amag ise kosullu stimuluslar ile
kogullu bir cevap olugturmaktir.

Operant kosullandirma testlerinin en ¢ok kullanilan iki gekli vardir. Inhibitor
sakinma (pasif sakinma) tipinde denege, ses ve 1gik gibi nétral bir stimulus ile
kosulsuz stimulusa kargi sakinilma 6gretilir veya kazandirilir. Pasif sakinma testlerinin
engok kullamilan tipleri Step-Down ve Step-Through adhh modelleridir. Step-Down
tipinde, belli bir siire igin hayvan kiigiik prizma seklindeki basamaktan inmemeye
kogullandirihir. Step-Through tipinde ise aydinlik bolimden karanlik bélime
gegmemeye kogullandirilir. Kogullanma olugmazsa ayak soku ile cezalandinlir (105).

Operant kogullandirmanin "Aktif sakinma" veya "kogullu sakinma" tipinde ise,
denege notral bir kogsullandinic: stimulus ile, kosulsuz stimulusdan sakinmasi 6gretilir
ya da kazandinlir. Burada kogullandiric1 stimulus ile sok gibi kogulsuz stimulusdan
verecegi 6zel bir cevap ile kurtulabilir Bu testler mekik kutusu (shuttle-box) denilen
bir cihaz ile yapilir. Literatiirde, ilk defa 1931 de siganlar i¢in tammlanan bu cihazin,
bugiin insanlar i¢in de kullanilabilecek bir modelinin olusturulmasina galistimaktadir

(63).



Farkli stimulus ve cevap iligkisi igeren Klasik Kogullandirma ve Operant
Kogullandirma arasinda yiizeyel bir benzerlik olmasina ragmen, iki 6grenme gekli
birbirinden farklidir. Ancak bu iki 6grenme seklinin de altinda aym mekanizmalar
oldugu digiiniilmektedir (80).

Bagmntih 6grenme, Bagintihi olmayan 6grenmeden daha kompleks bir 6grenme
formudur. Denek tek bir stimulusun 6zelliklerini degil, iki stimulus arasindaki iligkiyi
ve bagmtiy1 6grenir. Baglangigda zayif ve etkisiz olan nétral bir sttmulus, kuvvetli bir
kosulsuz stimulus ile eglestikten veya aralarinda baginti kurulduktan sonra cevap
olugturmada oldukga etkin hale gelir. Bagintili olmayan Ggrenmenin aksine, Bagintili
6grenmede zaman gok 6nemlidir ve kogullandiric1 stimulus, kogulsuz stimulusdan 6nce
gelmelidir.

Sok ile 6nce duyusal ndronlann uyanlir. Bu uyan duyusal noéronlarn
presnaptik terminalleri ile snaps yapan, bir grup kolaylagtinici internéronlarin da
dolayh olarak eksite olmasimi saglar Bu kolaylagtirici néronlann, duyusal nérondaki
ikincil ulak cAMP yi artirmasi ile, duyusal nérondan bazilannmin serotonerjik oldugu
bir takim transmiterlerin saliverilmesini artirir.

B - Ogrenmenin Noroanatomisi

Hipokampus, internal ve eksternal gevreye ait fonksiyonlar kadar lokomosyon,
emosyon, dikkat, 6grenme ve bellek gibi baz1 davramgsal fonksiyonlarla da ilgili bir
yapidir. Bu sebeple hipokampus GABA, asetilkolin, serotonin, dopamin, norepinefrin
gibi daha birgok nérotransmiterler ve noroaktif maddeler de igerir.

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan aragtirmalar, 6grenmenin hipokampiisle ilgili
oldugunu gostermektedir (75,114,133). Normal bir hipokampusun, iki uyan arasindaki
iligkiye yonelik bilginin kullamldify islevde gorevli oldugu diginiliyor (131).
Hipokampiis defisitli sigan modelleri ile yapilan galigmalarda kosullu davranmigin
bozuldugu gosterilmigtir (15,16,132).

Subikulumdan hipokampusun CA1l bolgesine uzanan iig tane biiylik eksitator
yolak vardir. Birincisi perforant yolak olup subikulumdan, dentat girusun hilusundaki
graniil hiicrelere wuzanir. Bu graniler hiicrelerin aksonlann demet halinde,
hipokampusun CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelere uzanarak ikinci yolag



olugturur.. Son olarak da CA3 deki bu piramidal hiicreler, Schaeffer kollateralleri adi
altinda CAldeki piramidal hiicrelere eksitator kolateraller gonderir. Bu ii¢ yolaktan
birisi ile hipokampusa bir uyarn gelirse, postsnaptik hipokampal néronlardaki eksitator
postsnaptik potansiyellerde bir artig olur. Buna "Long-term potentiation" (LTP) denir
(60,75).

Kogullandinic1 ve kogulsuz stimulus igeren iki stimulusun ayirnmina dayanan
6grenme ve bellek testlerinde amigdalanin da etkin rol oynadigim gésteren galigmalar
mevcuttur (77,85,116).

C - Ogrenmenin Biyolojik Temeli

Ogrenme ve bellek bozuklugu genelde iki sekilde olur (62).
1-Sinaptik transmisyonda hizli ve gegici degisiklikler,
2-Protein sentezi gerektiren hiicresel yapi ve fonksiyonlarda yavag ve uzun siireli
degisiklikler,
Bu olaylarin molekiiler temeli ise, LTP iizerinde odaklanmigtir. Kisaca elektriksel
stimiilasyonun yiiksek frekansli bogalim, sinaptik aktivitede, bir saatten bir haftaya
kadar siirebilen degisiklikler olugturabilir (9).

NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorleri glutamat reseptorlerinin bir alt gurubu
olup LTP olugumunda énemli bir rol oynama olasihg yiiksektir (95). Bu reseptorlerin
aktivasyonu, iyon kanallanm agarak norén igine dogru kalsiyum akim olugmasini
saglar (9). Hiicre ici kalsiyum artigt, protein fosforilasyonu gibi kalsiyuma bagl bir
takim fizyolojik progesleri aktive eder. Neticede hiicresel yapt ve fonksiyonlarda
degisikliklere yol agar. NMDA antagonistleri ile yapilan bazi galigmalarda 6grenmenin
bozuldugunun gorilmesi NMDA reseptorlerinin 6grenmedeki rolinii pekigtirmigtir
(95). Ancak bazi NMDA agonistleri ile 6§renmenin bozuldugunu gosteren ¢aligmalar
da mevcuttur (9).

Bu nérofizyolik durum GABA aracilify ile benzodiazepinlere de baglidir.
GABA, santral sinir sisteminin en 6nemli inhibitdr nérotransmiteri olup GABAA
receptor-iyon kanal kompleksi tizerindeki kloriir kanallan araciligy ile etki olusturur.
Benzodiazepinler ise, GABA aracilifi ile kloriir kanallarim agarak membran kloriir
kondiiktansin1 artirir. Bu olayda néronal membranda hiperpolarizasyona yol agarak
membranin diigitk uyarilabilirligine neden olur (145). Bir takim degerli aragtirmalann,
GABA A agonistlerinin diigiik dozda LTP 'yi fasilite ettigini gostermesi, LTP 'nin
devamlilifinda NMDA ve GABAA receptorlerinin fonksiyonel olarak kenetli



oldugunu da ortaya gikarmugtir (5,141). Bu c¢aligmalar aym zamanda GABA 'mn
yamnda benzodiazepinlerin de 6grenme ve bellege etki edebilecegini gostermistir.

D - Ogrenme ve Bellek Modelleri

Normal 6grenme ve bellek islemleri, olduk¢a karmagik bir fenomen olarak
degerlendirilir. Bu sebeple aragtiricilar, sonuglanin daha kolay ve anlagir sekilde
yorumlanmast igin birgok modeller geligtirmigtir.

fiziksel
stimuls

sensory store
(duyusal muhafaza)

secici | dikkat

cok hizli azalma § 7

STM
(primery)

fazla yik A

retrieval

belirgin cevaplama

@cquisition

LTM
(secondary)

Sekil 1- Bilgi igleme ve bellegin "Multimodal" modeli



Bilgi isleme ve bellek modelleri iginde son yillarda engok kullanilan1 "Multimodal”
ad1 verilen modeldir (Sekil 1). Daha ¢ok insan dgrenme ve bellegini tansitan model ise
"Multistore" adi verilen modeldir (9). Bu modele gére 6grenme ve bellek olaylar su
sekilde ’ siralanir. Duyusal olarak gelen bilgi, ilk olarak bilinglenme éncesinde tutulur
ve gegici olarak muhafaza edilir. Hig bir bilgi kaybolmadan hizl1 bir sekilde milisaniye
igerisinde kisa siireli (short-term memory, primery) bellege gonderilir. Kisa siireli
bellek dénemi bilingli olup 10-20sn siirer (9). ‘

Bilgi hatirlanmasi igin, kisa siireli bellekten, uzun siireli bellege (long-term
memory, segondary) bellege gonderilir. Kazanma (Acquisition), birikim (retantion) ve
cagnsim (retrievel) denilen olaylar kisa siireli bellek dénemi ile uzun siireli bellek
donemi arasindadir. Ogrenme ve bellek testleri ile bu olaylar degerlendirilmektedir

(19).

E - GABA A Receptor-iyon Kanal Kompleksi

Santral sinir sisteminde inhibit6r bir nérotransmiter olarak kabul edilen
GABA (y-aminobutirik asit), GABA A , GABA B ve GABA ( reseptorlerini aktive
eder. GABA B, G-proteine kenetli bir reseptor iken GABA A reseptor, iyon kanallan
ile kenetlidir. GABAA receptor-kanal kompleksi, aymt molekiiler kompleks tizerinde
hem GABA, hem de benzodiazepin gibi diger allosterik modiilatérler igin baglanma
bolgeleri bulunduran heteroligomerik yapida, kloriir kanallar: ile kenetli bir yapidir
(Sekil 2). Yani bu reseptor kompleksi sadece benzodiazepin baglanma bélgesi
icermez, bagka ilaglara ait (barbitiirat, noérosteroid, pikrotoksin gibi) baglanma
bélgeleri de igerir . Genelde postsnaptik membranda yerlesim gosterirler (126).

Reseptorin  GABA veya GABA agonisti maddelerle aktivasyonu klorir
kanallarim agar. Kloriir transportundaki yada kloriir kondiiktansindaki bu artig néronal
membramn hiperpolarizasyonuna yol agararak postsnaptik inhibisyon yapar
(81,96,99). Benzodiazepinler ise GABAA receptor-kanal kompleks tizerinden kloriir
kanallarinin agilma frekansim artirarak etki gosterirler (125).
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Sekil 2- GABA A receptor-kanal kompleksinin sematik yapist.

F - Benzodiazepin Reseptorleri

Elektrofizyolojik aragtirmalar, benzodiazepinlerin etkilerini GABA A reseptorii
iizerinden GABA etkisini artirarak olusturdugunu gdstermigtir. Dolaystyla etkilerini,
SSS'indeki GABA sistemini modile ederek olusturduguna inamlmaktadir. Beyin
membranlarinda benzodiazepinler igin yliksek affiniteli baglanma bolgeleri vardir. Bu
yiiksek affiniteli baglanma bolgelerinin reseptér oldugu farzedilmig "Santral
Benzodiazepin Reseptori" adi verilmigtir Benzodiazepinlerin bu bélgelere baglanmasi,
stereospesifik ve doyurulabilir ozelliktedir (125,126). Benzodiazepinlerin klinik
potensleri ile baglanma bolgelerine yonelik radyoaktif igaretli diazepam ile yapilan
gahgmalar arasinda korelasyon bulunmustur. Benzodiazepin reseptérii olarak kabul
edilen bu baglanma bolgeleri GABAA receptor-kanal kompleksi tizerindedir (125).

Santral dokularin diginda, adrenal bez, bobrek, dalak akciger gibi perifer

dokularda da isaretli benzodiazepinler i¢in yiiksek affinite gosteren baglanma yerleri
bulundugu gosterilmigtir. Ozellikle klonazepam, isaretli diazepamin santral
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benzodiazepin yerinden gikartilmasinda oldukga potent iken, periferal benzodiazepin
yerinden gikartilmasinda zayifur. Periferik benzodiazepin reseptorlerinin bir bagka
ozelligi de, benzodizepin derivesi Ro 5-4864 (4-chlorodiazepam) ve izokinolin
derivesi PK 11195'in periferik benzodiazepin reseptorlerine santral benzodiazepin
reseptorlerinden iki kat daha fazla affinite gostermesidir (11). Ancak GABAA,
reseptordeki gibi klorlir kanali ile baglantili dedil mitokondrial membran dig
yliziindeki voltaja bagh anyon kanali ile baglantilidir (54,126).

Ayrica, GABAA receptor -kanal kompleksi iizerindeki benzodiazepin baglanma
bolgesinin, diger bir ifade ile santral tip benzodiazepin reseptorlerinin 6zellikle
triazolopridazin tiirevi CL 218872'ye diazepama gore farkli affinite gostermesi bu tiir
reseptorlerin farkh iki alt tipinin oldugunu gostermistir (54,78,81,129).

G - Benzodiazepin Reseptér Ligandlar1 ile GABA'erjik Transmisyonun
Diizenlenmesi

Benzodiazepin reseptorlerinin dogal ligandlan belli degildir. GABAA receptor-
kanal kompleksi tizerindeki benzodiazepin reseptorlerine afinite gosteren, klasik
benzodiazepinlerin diginda benzodiazepin yapisina benzeyen ve benzemeyen bir ¢ok
bilesik (nikotinamid, inosin gibi) bulunur (44,125). Bu ligandlann bir grubu, pozitif
intrinsik efikasite g6steren ve  GABA'ya bagh olarak kloriir iyon akimim artiran
benzodiazepin reseptor agonistleridir. Negatif intrinsik efikasite gosteren ikinci grup,
ters benzodiazepin agonistleri olup, GABA'ya bagh olarak klorir akimim azaltir.
Benzodiazepin reseptér antagonistleri olarak bilinen itgiincii grup ise, GABA'erjik
transmisyona etkisi ¢ok az veya yoktur, ancak benzodiazepin reseptdr agonistlerinin
etkilerini inhibe ederler. Anksiyolitik, antikonviilsan, kas gevsemesi, sedatif hipnotik
etkilerin olugmasi icin, benzodiazepinlerin farkli derecelerde GABA reseptor
aktivasyonuna sahip olmas: gerekir (36).

Bu ligandlarin etkileri tablo 2 'de gosterilmistir. Orne§in bu durumda tam
agonistler digiik diizeyde reseptor iggali ile anksiyolitik ve antikonviilsan etki
olugturabilirken, benzer etkilerin parsiyel agonistlerle olugturulmasi igin, daha dugik
intrinsik aktivite sebebi ile daha yiiksek reseptor iggali gerekir. Yine de parsiyel
agonistlerle sedatif ve kas gevsetici etki olugturmak, GABA'erjik transmisyonun gok
az artmasina bagh olarak miimkin degildir, ¢linkii bu etkiyi olugtumak igin, tam
agonistlerde oldugundan yiiksek reseptor isgali gerekir.
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Tablo-2 Benzodiazepin Reseptor Ligandlan ve etkileri

Agonistler Antagonistler Ters Agonistler
-anksiyolitik -reseptOr iizerine -anksiyojenik
-antikonviilsan cok az direkt etki -konviilsan
-kas gevsemesi -agonitlerin ve ters -uyaniklik
-amnezi agonistlerin etkilerini -spazmojenik
-GABA transmisyonun  bloke ederler -proamnesi
kolaylagtinimasi -GABA transmisyonun
depresyonu

H - Benzodiazepinlerin Ogrenme ve Bellege Etkileri

GABA agonistleri genel olarak sedatif ve antikonviilsan etkilere sahiptir. Ayni
etkiye benzodiazepinler de sahiptir. Bu parelellik bazen, benzodiazepinlere ait
farmakolojik etkilerin  (anksiolitik etki de dahil) GABAerjik transmisyonun
kolaylagtiriimas1  seklinde yorumlanarak kullamldi. Fakat, zamanla yeni GABA ve
benzodiazepin reseptérlerinin kesfi ve yeni endojen benzodiazepin reseptorlerinin
eklenmesiyle bu durum degisti (99,122).

Aragtirmalar  genelde, benzodiazepinlerin yeni Ofrenilmis  bilginin
kazamlmasinda (acquisition) doza bagimli anterograd bozulma yaptifim gostermigtir
(25,72). llaca maruziyet sirasinda veya daha 6nce 6grenilmis bilginin hatirlanmasim
veya ¢agngimini degistirmiyor, bilginin depolanmasi bozuluyor (9).

I - Elektrokonviilsiv Sokun Ogrenme ve Bellek Uzerine Etkileri

Bazi depresyon tiirlerinin tedavisinde, ECS etkin olarak kullamlmasina
ragmen, biyolojik etki mekanizmalan belli degildir (67). ECS tedavisini takiben
olusan gecici 6grenme ve bellek bozuklari, yeni 6grenilmig bilgilerin kisa bir siire
sonra unutulmasi veya alikonmasinda bozukluk geklinde kendini gosterir (46). Ancak
olugan bu 6grenme ve bellek bozuklugu ECS'nin konviilsiyon basamagina ait etkiden
degil, elektrik akimimin etkisinden kaynaklanmaktadir (85). ECS 1ile olusan
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konviilsiyonlara da GABAerjik mekanizmalann aracilik ettigi ileri siiriilmektedir
(112).

ECS'nin beyin yapilaninda olugturabilecegi olasi yapisal degisiklikler, ECS
uygulanan hastalanin otopsilerinde, epileptik hastalarnin postmortem bulgularninda ve
hayvan galigmalarinda incelenmis ve belirgin bir degisiklik gorilmemigtir (29). Kronik
ECS uygulanan siganlarin korteks ve hipokampiisiinde yapilan baglanma
caligmalarinda ise, kolinerjik reseptor dansitesinin ve [B-Adrenerjik reseptor
dansitesinde azaldig tespit edilmistir (12,97). Kolinerjik reseptér dansitesindeki bu
azalma, ECS ile birlikte atropin gibi bir antikolinerjik uygulanmasi ile 6nlenmigtir
(68). Bir bagka caligmada sigan hipokampiisiindeki interstisyel sivida, asetilkolin ve 5
HTy yiiksek bulunmugtur (144). Bu nedenle ECS ile olugan amnezilerin, ECS'yi
takiben kolinerjik noérotransmisyonda gorillen azalmalardan kaynaklanabilecegi
goriigi hakimdir (68,69,70).

Noérokimyasal mekanizmalart  tam olarak agikliga kavugmamakla birlikte
insanlarda uygulanan tekrarlit ECS modeli deneysel aragtirmalarda da kullanilmakta ve
bunun klinikte uygulanan tedavi seklini daha iyi yansithgina inanilmaktadir (46,68).
Bu giin, 6grenme ve bellek artirici ilaglarin tarama testlerinde bir model olarak sik
kullanilmaktadir (79,89).

J - GABA, Benzodiazepinler ve Lokomosyon

Amfetamin, kokain, Opiyatlar ve etanol beyinde dopamin ve noradrenal
turnoverini artirmaktadir. Bu ilaglara bagh olarak mezolimbik sistemde dopamin,
artigi, aym zamanda lokomotor aktivite artigina da sebep olmaktadir. Bu iki
nérotransmiterin artmasi ile lokomosyonda artig, azalmasi veya blokaj ile de
lokomosyonda azalma olmaktadir. Dolaysiyla, lokomotor aktivite cevaplarindan
bu iki nérotransmiter ile ilgili sistemlerin sorumlu oldugu digiincesi hakimdir (127).
Accumbens ¢ekirdeginden Ventral palliduma uzanan GABAerjik yolaklann
lokomosyonun diizenlenmesinde rol oynadiklart ve dopamin saliverilmesini tonik
olarak inhibe ettikleri diigiiniilmektedir (22). Intraserebroventrikiiler olarak palliduma
verilen GABA antagonistleri motor aktiviteyi artirdifn gériilmiigtiic (6). GABAerjik
ajanlar sistemik olarak verildigi zaman, hipomotilite, sedasyon, amblatuvar aktivite
azalmasi gibi davramglar sergiler. Dopamin antagonistleri de motor fonksiyonlarda
benzer etkiye sahiptir (77).
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Kas gevgemesi, hipotermi, ataksi gibi birgok faktor lokomosyonu etkilemesine
ragmen, ilaglanin lokomotor aktivite tizerine etkisi sedasyonun bir olgiimii olarak
degerlendirilir (34). Zaten yeteri kadar yilksek dozda kullamlan ilaglarnn bir gogu
motor fonksiyonlann degistirir. Ama GABA ilgili behevyoral etkilerin incelenmesi
sirasinda, motor etkiler daima g6zéniinde bulundurulmali ve bir kural olarak kabul
edilmelidir (99).

Benzodiazepinler ise genelde lokomotor aktiviteyi azaltmakta veya deprese
etmektedir (2,73). Ancak Alprazolam gibi bazi benzodiazepin tiirevierinin diigitk
dozda lokomotor aktiviteyr artirdify da tespit edilmigtir (74). Benzodiazepin
antagonisti flumazenilin yalmz kullamldi§i zaman lokomosyonu hem artirdigs hem de
degistirmedigi seklinde bilgiler mevcut (31,89) ancak benzodiazepin agonistlerinin
lokomosyona ait etkilerini antagonize etmede farkli davraniyor. Benzodiazepin ters
agonistleri i¢in de aym durum s6z konusudur (59). Benzodiazepin agonist ve
antagonistleri, gegitli lokomosyon stimiilasyon ve siipresyon testlerinde de farkh
cevaplar olugturmaktadir (30,33,119). Bu bulgulara dayanarak benzodiazepinlerin
lokomosyon iizerine etkilerini bir kurala baglamak zordur.

K - Cabismada Kullamlan ilaglar Hakkinda Kisa Bilgiler

a- Diazepam

1,4 benzodiazepin tirevi olan Diazepam benzodiazepin reseptdér agonistidir
(Sekil 3). Uzun etki siirelidir. Karacigerde mikrozomal enzimlerle N-dealkilasyon ile
aktif metaboliti Desmetildiazepam'a doniisiir. Aktif metabolitinin etkisi daha
belirgindir. Insanlarda yarnlanma omrii (33saat) uzun ve metabolik klirensi
(O.35ml/dk/kg) diisiik olmasina ragmen, siganlarda aksine yanlanma émri  66.6
dakika, metabolik klirensi 43.2 ml/dk/kg'dir (109). Diazepam 5mg/kg siganlara i.p.
olarak verildiginde 15 dakika sonra plazma diizeyi 0.20+0.01pg/g , beyin diizeyi 0.60
+ 0.08 pg/g olarak tesbit edilmigtir. 10mg/kg dozunda verildiginde ise plazma
diizeyinin 0.60 £ 0.02 pg/g, beyin diizeyinin 1.26 + 0.43 ug/g ciktif gorilmuagtir
(21).
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Sekil 3- Diazepamin kimyasal formiilii

b- Flumazenil

Flumazenil imidazobenzodiazepin grubu selektif bir BZ antagonisti olup doza
ve teste bagli olarak intrinsik aktivite gostermektedir (1,82,125). Kuisa etki siirelidir (3-
5saat). Yanlanma 6mrii sigan beyninde 16dk olup 2.5 mg/kg 1. V. olarak verildiginde
eliminasyon yarilanma 6mrii 8 dk'dir (83). Siganlara periton iginden 10mg/kg dozunda
verildiginde 10 dk da beyinde pik konsantrasyona ulagiyor (58). 5-10mg/kg arasinda
anksiyojenik, 20mg/kg fiizerindeki dozlarda diazepam benzeri anksiyolitik etki
gosterir (28). Gergekte agonist etkinligi dugiik olan parsiyel agonist tipi bir
antagonisttir. Gerek benzodiazepin agonistlerinin ve gerekse ters agonistlerinin etkisini
antagonize eder.

Sekil 4- Flumazenilin kimyasal yapisi

15



III - GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligma 1994-1995 yillaninda GATA Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalina ait
psikofarmakoloji laboratuvarinda gergeklestirilmigtir. Deney i¢in gerekli tiim aletler ve
deney hayvanlar anabilim dalindan temin edilmigtir.

A - GERECLER
1-Laboratuvar

Deneyler dig etkenlere kargi yalitilmug, sicakligi (22 + 3°C) ve bagil nemi (% 60
+ 5) sabit, 08.00-20.00 saatleri arasinda aydinlik, 20.00 - 08.00 saatleri arasinda
karanlik peryodu olan ve bu sistemleri otomatik olarak g¢aligan laboratuvarda
yapilmigtir. Ogrenme ve bellek testleri laboratuvarda aym bir bolim olan
psikofarmakoloji laboratuvarinda 6zel bir bolimde, kirmzi 1g1ikli nétral bir ortamda
caligiimagtir,

2 - Deney hayvanlan

Deneylerde kullamilan siganlar, yukanda ozellikleri belirtilen - laboratuvarda
elevaj suretiyle saglanmigtir. Deneylerde agirliklan 225 + 11gr olan wistar cinsi erkek
siganlar kullamlmigtir, Ogrenme deneyi igin gerekli donem diginda su ve yem
titkketimleri simrlandinlmamigtir. Hayvanlar 6zel pleksiglas sigan kafeslerinde ve her
bir kafesde bes hayvan bulunacak sekilde barndinlmigtir.

3 - Kullamlan Maddeler

-Flumazenil (Hoffman-La Roche Co.)
-Diazepam (sigma )
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4 - Kullanilan aletler

a - Mekik kutusu (Shuttle - Box) cihazn ( Computerized Reflex Condititioner,
Columbus Instruments International Corporation, U.S.A. )

Kogullu (aktif) Sakinma Cevabinin (KSC) kazandirilmasimn, Kogullu Kagma
(Escape) Cevabinin (KKC) ve Kogullu Kagma Cevabi Latensisinin (KL) test edilmesi
mekik kutusu cihazinda yapilmigtir (Resim 1). Bu elektronik cihaz temelde birbirinin
aym iki kompartmandan olugmaktadir. Herbir kompartman 29x29x26cmboyutlarinda
ve birbirinden metal bir separatorle aynlmlsﬁr. Separatériin zemine ‘yakin olan
boliimiinde, iki kompartman arasinda gegisi saglayan 8x4.5cm ebatlarinda elipsoid bir
delik yer almaktadir. Siganlann kompartman igerisinde ayak bastiklart zemin, 0.3cm
capinda paslanmaz gelik telden yapilmug ve birbirine lcm aralikla parelel olarak
yerlegtirilmig bir 1zgaradir. Bu 1zgara, hayvamn ayagina programli bir sekilde elektrik
akim verebilecek gekilde tasarlanmig ve yan duvarlarda bulunan infrared fotosensérler
ile sigamin delikten gegmesi halinde akim kesilmektedir. Aym zamanda bu gegis,
hayvanmin mekik kutusu igindeki davramglanm yansitmakta ve bilgisayar aracihi ile
kaydediimektedir.

Yine bilgisayar programi ile 1zgara zeminine elektrik akimi verilmeden once,
iist kisimdaki kapakta bulunan sistem aracihify ile ses ve igiktan olusan notral
stimuluslan verilebilmekte ve verilen tiim stimuluslann (ses, 151k, ayak soku) siddeti
manuel olarak ayarlanabilmektedir.

Veriler, bilgisayar araciligy ile yazili gikti veya disket araciligy ile alinir.

b - Lokomotor aktivite cihazi ( Opto-Varimex Mindr, Columbus, U.S.A.)

42.5%42.5x20cm boyutlarinda pleksiglas seffaf gozlem kafesi i¢inde fare ve
siganlarin horizontal, vertikal ve amblatuvar lokomotor aktivitelerini ayn ayr dlgen bir
cihazdir. Hayvanin hareket etmesi ile, yan duvarlarda bulunan infrared sensérlerde
kesintiler olur. Cihaz bu kesintileri aktivite olarak algilar ve kaydeder. Olgiim siiresi
manuel olarak ayarlanabilmektedir. Belirlenen zamanlarda lokomotor aktivite degerleri
¢ikt1 olarak alinabilmektedir (resim 2).
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¢ - Elektro-konviilsiv sok (ECS) cihazn (HSE-SCHOCK-REIZGERAT, Huco Sachs
Elektronik, D 7801, March-Hugsletter)

Verilecek sokun giddetinin manuel olarak ayarlanabildigi = sadece deneysel
amagch bir cihazdir. Fare ve siganlara ECS'yi, miliamper (50Hz) siddetinde, saniyenin
1/100 frekans hassasiyetinde uygulayabilme ve kulak kiskaci ile kulaktan yada goz
magasi ile g6zden dogru akim vererek ECS olusturabilme imkam saglar (Resim 3).
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Resim 1. Shuttle-box

Resim 3. Elektro-konviilsiv sok (ECS) cihazi
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S - Deney gruplan

Deneyler hergiin 10.00-15.30 arasinda yapilmigtir. Her grubun deneyinin 5giin
devam etmesi ve bir giinde en fazla 10 sigamin deneye alinmasi nedeni ile, ¢aligma
progranm her hafta iki deney grubunun yansi olacak sekilde planlanmigtir. Caligma
siiresince 159 sigan kullamlmigtir. Bu siganlar deneye alinmadan énce bir kafesde 5
sigan olacak gekilde gruplara ayirarak, bir hafta bekletilip deneye alinmigtir.

Deney gruplan agagidaki gekilde olugturulmustur;

grup (n=10) 10ml 'sinde 2 damla Tween 80 igeren distile su (Kontrol),
grup (n=10) diazepam 0.5mg/kg,

grup (n=10) diazepam 1mg/kg,

grup (n=10) diazepam 2mg/kg,

grup (n=10) flumazenil Smg/kg,

grup (n=9) flumazenil 10mg/kg,

grup (0=10) flumazenil 20mg/kg,

grup (n=10) 10ml'sinde 2 damla Tween 80 igeren distile su (15dk ara ile

RN A WD

iki defa)
9. grup (n=10) diazepam 0.5mg/kg ve flumazenil 10mg/kg,
10. grup (n=10) diazepam 1mg/kg ve flumazenil 10mg/kg,
11. grup (n=10) diazepam 2mg/kg ve flumazenil 10mg/kg,
12. grup (n=10) SHAMXx7 ve 10ml'sinde 2 damla Tween 80 igeren distile su
13. grup (n=10) ECSx7 ve 10ml 'sinde 2 damla Tween 80 igeren distile su
14. grup (n=10) ECSx7 ve flumazenil 1mg/kg,
15. grup (n=10) ECSx7 ve flumazenil Smg/kg,
16. grup (n=10) ECSx7 ve flumazenil 10mg/kg,
17. grup (n=10)SHAMx7 ve flumazenil 10mg/kg.

6- Madde uygulamalar: ve deney yontemleri

Deneyde kullanilan maddelerden flumazenil giinlik olarak hazirlamirken,
diazepam 5 giinlitkk kullamm miktan kadar hazirlanmg ve buzdolabinda muhafaza
edilmigtir. Flumazenil 10ml 'sinde 2 damla Tween 80 bulunan distile suda siispanse
edilerek, injeksiyonluk solusyonu hazirlanmigtir. Diazepamin injeksiyonluk
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solusyonunun hazirlanmasinda farkli yontem kullamlmigtir. Kullamlacak diazepam
miktan tartilip hazirlandiktan sonra, diazepam eriyene kadar damla damla 0.1N HCl
ilave edildi. Maddenin tamami eridikten sonra, distile su ile istenilen voliime
tamamlanarak, damla damla 0.1 N NaOH ilave edilip, pH metre ile pH ayan
yapumugtir. pH ayarimi takiben, Tween 80 ilave edilerek injeksiyonluk diazepam
stispansiyonu hazirlanmigtir. Tiim injeksiyonlar intraperitoneal olarak ve 1ml/200g
hacimde uygulanmigtir.

Diazepam ve diazepama ait vehikiil injeksiyonlan deneye girmeden 30 dakika
once, flumazenil ve flumazenil vehikilii ise deneye girmeden 15 dakika oOnce
yaptmigtir. Diazepam injesiyonlarindan 15 dk sonra flumazenil injeksiyonlari, 30
dakika sonra mekik kutusu deneyleri ve bunu takiben de ara vermeden lokomotor
aktivite testleri yapilmigtir. Her grup 5 giin siire ile bu gekilde giinliik olarak testlere

girmigtir.

B - YONTEMLER

1- Kosullu sakinma cevabmm kazandirilmasi (acquisition) ve kosullu kagma
cevabi:

Yukarda anlatildifn sekilde ilag uygulanan siganlara, uygulamadan 30dk sonra
20 denemelik (trial) bir seans (season) tatbik edilmis ve bu seanslar hergiin aym saatte
olacak gekilde toplam 5 giin stireyle tekrarlanmigtir. Deneye girecek hayvanlar, deneye
baglamadan 6nce 5 dakika siire ile aligmalan igin cihaz iginde bekletilmiglerdir.

Trial veya denemelerin her biri 10 sn. siiren 151k ve ses stimulusu ile baglamakta
ve bunu takiben 10 sn siiren 1zgara vasitasi ile elektrik (ayak) soku uygulanmaktadir.
Sesin giddeti 60 dB, 1sik i¢in kullamlan ampil 12 watt ve ayak soku 0.8 mA'dir.
Toplam 20sn siiren ses ve 1gtk stimulusu kogullandirici stimulus olarak, 10sn. siiren
ayak goku ise kosulsuz stimulus olarak kullamlmigtir Hayvanlar bu gekilde
kosullandiric1 bir stimulusun ardindan kogulsuz bir stimulusun (ayak soku) gelecegini
ogrenmeye baglamaktadir. Istk ve ses stimulusunu algillamalan ile birlikte, ayak
sokundan kurtulmak igin bulundugn kompartmandan siratle difer kompartmana
gecmektedir. Gegmedikleri taktirde ayak gokuna maruz kalacaklanindan,
kogullandiric1  stimulus ile kargt kompartmana gegme sgeklinde bir davramsg
sergileyerek ayak sokundan kurtulmaktalar. Uygulanan programin akis gemast sekil 5
de gosterilmigtir.
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Ogrenme olugmadifi zaman, ayak gokundan kurtulmak amciyla karst
kompartmana gegerse, kogullu kagma (escape) seklinde bir cevap olusturmakta ve
kosullu sakinma cevabindan ayn olarak degerlendirilmektedir. Eger 10 sn'lik ayak
sokuna ragmen kagma olmamigsa, degerlendirme digi birakilan (non-transfer) bir
davramg cevabi olusturuyor. Boyle bir cevap olustugunda, hayvan aym zamanda ayak
soku ile cezalandirilmug oluyor.

Kosgullandiric Kosulsuz
Stimulus stimulus

OLU BOSLUK L0 BOSLUK

| 3 35en

l \) l 1 deneme (trial) 65sn \)
7 7

Sekil 4~ Kosullu (aktif) sakinma cevabimin kazandirilmasi igin kullanilan programin
akis semast

Triallerin (deneme) her birinde 35 sn'lik 6l bogluk bulunmaktadir. Bu
dénemde kargi kompartmana gegis olursa degerlendirilmemektedir  ve
cezalandirilmamaktadir. Kargt kompartmana Ofrenerek yada Ogrenmeden gegen
hayvan, aym iglemlere bu defa gectifi kompartmanda maruz kaliyor. Boylece iki
tarafta da kogullu stimulus ve ardindan kosullu stimulus uygulanabilmektedir. Bu
sekilde trialler her seansta (yada giinde) 20 defa olacak bigimde tekrarlantyor. Iki
tarafta da sakinma cevabi kazandinlmasi uygulanabildigi ic¢in, kogsullu sakinma
cevaplan "Iki Yénlii Sakinma Cevabr kazandinlmast" olarak da isimlendirilmektedir.
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2 - Lokomotor aktivite él¢iim islemleri

Mekik kutusunda kogullu sakinma ve kagma cevaplan alinan hayvanlar, hi¢
bekletilmeden dogrudan lokomotor aktivite cihazina alinnmmgtir. Bagka bir ifade ile ilag
uygulama baglangicindan 50 dakika sonra cihaza alinmigtir. Hayvanlarin horizontal,
vertikal ve amblatuvar aktiviteler ayn ayn 15 dakika olgilmiistir. [k Sdakikalik
bolim degerlendirme dig1 brrakilip, kalan 10 dakikalik boliim degerlendirilmigtir. Tk 5
dakikalik boliim, hayvanlar deneyden yeni gikmasi nedeni ile gikanlmigtir.

3 - Elektro-konviilzif ok uygulama islemleri

Yukarda ozellikleri anlatilan ECS cihazi ile hayvanlara, hergiin aym saatte
belirlenen bir giddette 7 giin sok verilmigtir. Sok kulaga, cihazin kulak kiskaci ile
verilmigtir. Elektrik iletimini bozulmamasi ve sabit olmasi igin, kiska¢ sok verilmeden
once tuzlu suda islatilmigtir. Sok, 30mA giddetinde, 50Hz frekansda ve 0.75 sn siire
ile verilmigtir. Kontrol grubu olarak kullanilan hayvanlar ise, yalanct ECS olugturmak
(sham) amaciyla sadece kulaklarina kiskag takilmgstir, sok verilmemigtir. Hayvanlar,
7nci ECS verildikten 24 saaat sonra sakinma deneylerine alinmigtir.

4 - Istatistiksel degerlendirme

Kogullu sakinma ve kagma cevaplanmn artiy veya azaliglanmm
degerlendirilmesinde, once gruplarin regresyon analizleri yapilarak gruplara ait
regresyon dogrulari bulundu. Kosullu sakinma ve kagma cevabir kazanabilme veya
kazanama (6grenmenin bozulmast) mzim da yansitan bu dogrular arasinda istatiksel
degerlendirme yapildi ve student-t testi ile kullamldi. Lokomotor aktivite sonuglan,
tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmigtir ve gruplann teker teker birbirleri ile
karsilagtirmasinda ise student newman-Keuls testi kullanilougtir ( 120).
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IV - BULGULAR

a- Diazepam ve Flumazenilin Kosullu Sakmmma Cevabma (acquisition)
etkilleri:

Diazepam, kogullu sakinma cevabimu 0.5mg/kg, 1lmgkg ve 2mg/kg
dozlarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak azaltmigtir (sira ile t=7.93, p<0.01,
t=7.65, p< 0.01 ve t=11.48, < 0.01). Azalma olusturan dozlar arasinda anlamli bir
fark yoktur (Sekil 6 ).

20
18 —

16 —

KOSULLU SAKINMA CEVABI (AVOIDANCE)

GUNLER

Sekil 6- Diazepamin artan dozlarinin kogullu sakinma cevabi (acquisition) iizerine
etkileri. Diazepam 0.5mg/kg, 1mg/kg ve 2mg/kg kontrol grubundan farkli, (DZ
0.5mg t=7.93, p<0.01, DZ 1mg t=7.65, p<0.01 ve DZ 2mg t=11.48, <0.01).
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GUNLER

Sekil 7- Flumazenilin artan dozlarinin kogullu sakinma cevabi (acquisition)
tizerine etkileri. (Gruplar arasinda anlaml fark yok)

Diazepamin tersine, flumazenilin Smg/kg, 10mg/kg ve 20mg/kg dozlan,
kosullu sakinma cevabinda azalma veya yiikselme yapmanugtir. Ancak
flumazenilin 10mg/kg dozu kosullu sakinma cevabinda bir yiikselme yapmg gibi
gozitkkmesine ragmen anlaml bir yiikselme degildir (Sekil 7).

25



20 -

18

16 —

KOSULLU SAKINMA CEVABI (AVOIDANCE)

GUNLER

Sekil 8- Diazepamin farkli dozlan ile 15 dakika sonra verilen flumazenilin
(10mg/kg) kosullu sakinma cevabi (acquisition) iizerine etkisi. DZ 1mg ve DZ
2mg VH 'den farkli (t=7.073, p<0.01 ve t=3.964, p< 0.01)

Flumazenilin 10mg/kg dozu, diazepamin Img/kg ve 2mg/kg dozlarinda
olugan kogullu sakinma cevabindaki azalmay1 degigtirmemigtir ($ekii 8). Bagka bir
ifade ile, bu dozlarda kontrol grubuna gore kosullu sakinma cevabindaki azalma,
10mg/kg Flumazenil verilmesine ragmen devam etmistir (t=7.073, p< 0.01 ve
t=3.964, p< 0.01). Diazepamun 0.5mg/kg dozu ile kosullu sakinma cevabinda
kontrol grubuna gore olusan azalma, 10mg/kg flumazenil ile ortadan kaldirilmugtir.
Diazepamin (0.5mg/kg) bu dozuna ait sakinma cevabi flumazenil (10mg/kg)
kontrol grubu ile aym diizeylere ¢ikmugtir.
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b- Diazepam ve Flumazenilin Kogullu Kagma Cevabma etkileri :

Diazepamin 0.5mg/kg, 1mg/kg ve 2mg/kg dozlan kogullu kagma cevabini,
kontrol grubuna (VH alan grup) gore anlaml olarak artirmigtir ( t=5.19, p< 0.01,
t=3.40, p< 0.01 ve t=5.88, p< 0.01). Dozlar arasinda ise anlamli bir fark yoktur
Sekil 9).

20

18

KOSULLU KACMA CEVABI (ESCAPE)

0- T T T 1
1 2 3 4 5°

GUNLER

Sekil 9- Diazepamin farkli dozlarnimin kogullu kagma cevabi iizerine etkileri. DZ
0.5mg, DZ 1mg ve DZ 2mg VH (kontrol) grubundan farkli (sira ile t=5.19, p<
0.01, t=3.40, p< 0.01 ve t=5.88, p< 0.01).
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GUNLER

Sekil 10- Flumazenilin farkli dozlaninin kogullu kagma cevabi iizerine etkisi. FLU
10mg ve FLU 20mg kontrol (VH) grubundan farkli (sira ile t=2.95, p< 0.01 ve
t=2.47, p< 0.01).

Flumazenilin 10mg/kg ve 20mg/kg dozlart kogullu kagma cevabim, kontrol
(VH) grubuna gore, anlamli bir gekilde azaltmigtir (sira ile t=2.95, p< 0.01 ve
t=2.47, p< 0.01). Smg/kg flumazenil dozu ile kogullu kagma cevabinda goriilen
yiikselme ise anlamli degildir (gekil 10).
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KOSULLU KACMA CEVABI (ESCAPE)

0- T T T 1
1 2 3 4 5

GUNLER

Sekil 11-Diazepamin farkli dozlan ile 15 dakika sonra verilen flumazenilin
(10mg/kg) kosullu kagma cevabi iizerine etkisi. Kontrol grubundan farkh degiller.

Flumazenil (10mg/kg), diazepamin farkh dozlarinda olugan kogullu kagma
cevabindaki yikselmeyi degistirmemigtir (Sekil 11). Diazepamin 1mg/kg ve
2mg/kg dozlarinda goriilen yiikselme anlamli degildir.
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Sekil 12- Diazepamin artan dozlarinin horizontal aktiviteye etkisi (N— injeksiyon
yapilmamig grup, VH— vehikiil alan grup, 0.5— 0.5mg/kg diazepam 1.p., 1>
1mg/kg diazepam i.p., 2—> 2mg/kg diazepam i.p.). * p<0.01 (konrolden farkli), **
p<0.01 (1mg/kg 'dan farkli) ve *** p<0.01 (0.5mg/kg 'dan farklr)

c-Diazepamm Horizontal, Vertikal ve Amblatuvar lokomotor aktivitelere
etkisi:

N ile gosterilen ve ilag uygulamasi yapilmayan grup, tiim gruplardan
farkhidir. Injeksiyon uygulamasmin (i.p.) etkisini gormek igin ¢aligilmigtir.
Diazepamun tiim dozlari kontrol (Vehikil) grubuna gore horizontal aktiviteyi
anlamh olarak azaltmigtir (Sekil 12). Ancak 1mg/kg ve 2mg/kg doza bagimlh
sekilde azaltirken, 0.5mg/kg dozu amblatuvar aktiviteyi, Img/kg dozundan daha
fazla anlamli olarak azaltmigtir (F=66.25, p<0.01).
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Sekil 13- Diazepamin artan dozlarmin vertikal aktivite iizerine etkisi (N—
injeksiyon yapilmamig grup, VH—> vehikil alan grup, 0.5— 0.5mg/kg diazepam
i.p., 1> 1mg/kg diazepam i.p., 2— 2mg/kg diazepam i.p.). * p<0.01 (kontrolden
farklr)

Diazepamin artan dozlanmin vertikal aktivite tizerine etkisi- Sekil 13 'de
gorillmektedir. Diazepanmun tim dozlarimn kontrol grubuna goére anlamhi bir
sekilde azalma olugturmasina (F=37.35, p<0.01) ragmen, dozlar arasinda bir iligki
yoktur. Tiim dozlarda vertikal aktivitede benzer azalmalar olmugtur. I.p. uygulama
yapilmayan grup ile kontrol grubu arasinda da anlamh bir fark yoktur. Vertikal
aktivite degerleri diazepamin artan dozlarnim belirgin olarak yansitmamaktadir.
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Sekil 14-Diazepamin artan dozlanimin amblatuvar aktivite {izerine etkileri (N—>
injeksiyon yapilmamsg grup, VH—> vehikiil alan grup, 0.5— 0.5mg/kg diazepam
i.p., 1— 1mg/kg diazepam i.p., 2—> 2mg/kg diazepam i.p.). * p<0.01 (kontrolden
farklr) ve ** p<0.01 (1mg/kg 'dan farkl)

N ile gosterilen ve i.p. uygulama yapilmayan grubun amblativar aktivitesi
kontrolden farkli degil. Diazepam i¢ doz ile de amblatuvar aktiviteyi kontrol
grubuna gére anlamli olarak azalttyor (sekil 14). Fakat 0.5mgkg ve 2mg/kg
dozlan hem kontrol grubundan, hem de 1mgkg dozundan daha fazla anlaml
diigme gostermektedir (F=129.61, p<0.01). 0.5mg/kg diazepam amblatuvar
aktivitedeki doza bagimli azalmay1 bozmaktadir.
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Sekil 15- Diazepam verildikten 15 dakika sonra verilen 10mg/kg flumazenilin
horizontal aktivite iizerine etkisi (N— i.p. uygulama yok, VH— vehikiil + vehikil
i.p., VH—> vehikiil + 10mg/kg Flu., 0.5— 0.5mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu. i.p.,
1— 1mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu. i.p., 2— 2mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu.

1p.).

d-Diazepamm farkh dozlan ile birlikte verilen Flumazenilin (10mg/kg)
lokomotor aktivite cevaplarma etkisi :

Horizontal aktivitede diazepam ile olugan anlamh azalmalar, diazepamdan
15 dakika sonra verilen flumazenil tarafindan ortadan kaldinlmigtir ($ekil 15).
Kontrole gore higbir grup anlamli degildir. Sadece, i.p. uygulama yapilmayan (N)
grup ile diger gruplar arasinda fark vardur.
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Sekil 16- Diazepam verildikten 15 dakika sonra 10mg/kg Flumazenil verilen
siganlarin vertikal aktivitesi (N—> 1.p. uygulama yok, VH— vehikil + vehikiil i.p.,
VH—> vehikiil + 10mg/kg Flu., 0.5— 0.5mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu. i.p., 1>
Img/kg diazepam + 10mg/kg Flu. 1.p., 2— 2mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu. i.p.).
*  p<0.01(kontrol grubundan farklr), * * p< 0.01( 10mg/kg flumazenil uygulanan
gruplarindan farkl)

Flumazenilin 10mg/kg dozu, kontrol grubuna goére vertikal aktivitede
anlamli bir azalma olugturmugtur (Sekil 16). Aym doz flumazenil, diazepamin
Img/kg ve 2mg/kg dozlannda vertikal aktivitede yaptiga diismeyi ortadan
kaldirirken, 0.5mg/kg dozundaki diigmeyi ortadan kaldirmamugtir. Diazepamin
0.5mg/kg dozu 10mg/kg flumazenil ile birlikte verildiginde vertikal aktiviteyi,
hem kontrol grubundan hem de 10mg/kg flumazenil almig tiim gruplardan farkli
olarak
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Sekil 17- Diazepamun artan dozlarim takiben, 15dakika somra verilen
10mg/flumazenilin amblatuvar aktivite tizerine etkileri (N— i.p. uygulama yok,
VH— vehikiil + vehikiil i.p., VH— vehikiil + 10mg/kg Flu., 0.5— 0.5mg/kg
diazepam + 10mg/kg Flu. i.p., 1> 1mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu. i.p., 2—
2mg/kg diazepam + 10mg/kg Flu. i.p.). * p< 0.01 (kontrol grubundan farklr), * *
p< 0.01(tiim gruplardan farkly).

azaltmigtir (F=32.30, p< 0.01). VH ve 0.5mg/kg diazepam alan gruplar diginda,
diger gruplar birbirinden farkl1 degildir.

10mg/kg flumazenil dozu amblatuvar aktivitede, kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma yapmgtir. ($ekil 17). Ancak bu azalma tim gruplarda (yalmz
10mg/kg flumazenil alan grup ile 0.5mg/kg diazepam, 1mg/kg diazepam ve
2mg/kg diazepam ile10mg/kg flumazenil alan gruplar) anlaml olarak

35



gozlenmigtir. 0.5mg/kg diazepam alan grup yine, flumazenil alan diger tiim
gruplardan daha fazla anlamh bir azalma yapmugtir (F=20.42, p< 0.01).
Amblatuvar aktivite, i.p. uygulama yapilmayan grupda, kontrol grubundan
anlamh olarak daha yiiksektir.

e-Elektro-konviilsiv sok verilen sicanlarda flumazenilin kosullu sakinma
cevabma (acquisition) etkisi :

7 giin  Elektro Konviilsiv Sok (ECSx7) verilmesini takiben vehikiil alan
grupda, kosullu sakinma cevabi kontrol (SHAMx7) grubuna gére, anlaml
olarak azalmgtir (t=2.519, p< 0.01) (Sekil 18). Yine ECSx7 uygulanan
gruplarda, Flumazenilin 1mg/kg, 5Smg/kg ve 10mgkg dozlan ile kogullu
sakinma cevabinda olugan azalma kontrol grubuna gére anlamlidir (sira ile
t=4.47, p<0.01, t=4.833, p<0.01 ve t=12.17, p<0.01). Flumazenilin bu artan
dozlar, ilk kontrol (SHAMXx7) ile degil de, ECSx7 uygulanan ikinci kontrol
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GUNLER

Sekil 18- Flumazenilin farkli dozlaninmin SHAMx7 ve ECSx7 uygulanan
gruplarda kogullu sakinma cevabina (acquisition) etkisi. SHAMx7(kontrol),
ECSx7 'den(Vh) farkli (t=2.519, p<0.01). FLU 10mg, ECSx7 'den(Vh) farkl
(t=5.127, p<0.01).
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grubu ile karglagtinldiginda, Imgkg ve Smgkg dozlan bir degisiklik
olugturmazken, 10mg/kg dozu olduk¢a anlamhi bir gekilde kosullu sakinma
cevabim azaltmigir (t=5.127, p<0.01).

10mg/kg flumazenil alan SHAMx7 grubu, SHAMXx?7 'ye ait kontrol grubuna
gore sakinma cevabim anlamli olarak azaltiyor (t=3.259, p<0.01)(sekil 19).
10mg/kg flumazenil alan gruplar arasinda ise, ECSx7 alan grupda kogullu
sakinma cevabi anlamh azalmigtir (t= 5.488 p<0.01).
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Sekil 19- Flumazenilin 10mg/kg dozunun SHAMx7 ve ECSx7 uygulanan
gruplarda kogullu sakinma cevab: (acquisition) tizerine etkisi. FLU10mg(SHAM)
KONT 'den farkli (t=3.259, p<0.01), FLU10mg(ECSx7) FLU10mg(SHAM)'dan
farkl (t=5.488 p<0.01).
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Vehikiil alan ECSx7 ve SHAMx7 'nin kontrol gruplan arasinda kosullu
kagma cevabi yoniinden fark yoktur ($ekil 20). SHAMx?7 'ye ait konrol grubu ile
ECSx7 'yve ait flumazenil gruplan (Imgkg, 5mgkg ve 10mgkeg)
kargilagtinlldiginda, flumazenilin 5mg/kg ve 10mg/kg dozlart kogullu kagma
cevaplaninda anlamli bir artig gostermektedir (sira ile t=2.329, p<0.05 ve t=4.946,
p<0.01). ECSx7 'ye ait kontrol (vehikiil) grubu ile kargilagtinldignda ise, kogullu
kagma cevabim1 sadece flumazenilin 10mg/kg dozu anlamh olarak artirmigtir
(t=3.664, p<0.01).
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KOSULLU KACMA CEVABI (ESCAPE)

GUNLER

Sekil 20- Flumazenilin farkli dozlarrmn SHAMx7 ve ECSx7 uygulanan gruplarda
kosullu kagma cevab iizerine etkisi. FLU10mg, ECSx7 'den(Vh) farkh (t=3.664,
p<0.01).
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Hem SHAMXx7 uygulanan gruplarda, hem de ECSx7 uygulanan gruplarda
da, flumazenilin 10mg/kg dozu, kendi kontrol grublarina ( SHAMx7 i¢in KONT,
ECSx7 ig¢in VH) gore kosullu kagma cevabim anlamli olarak yikseltmigtir
(t=2.214, p<0.05 ve t= 3.664, p<0.01). SHAMx7 alan gruba gére ECSx7 alan
grupda, Flumazenilin bu dozu, daha fazla anlamh bir yiikselme gostermigtir
(t=2.783, p<0.01) (Sekil 21).
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Sekil 21- Flumazenilin 10mg/kg dozunun SHAMx7 ve ECSx7 uygulanan
gruplarda kogullu kagma cevabr tizerine etkisi. FLU10mg(ECSx7) KONT 'den
farkl: (t=3.664, p<0.01), FLU10mg(ECSx7) ECSx7 'den(Vh) farkhi (t=2.78,
p<0.01).

39



KACMA SURESI (Sn)
w
]
—

KONT 0.5 0.5 1 1 2 2 Dz
Vh 10 Vh 10 vh 10 Flu

Sekil 22~ Diazepam ve flumazenilin kagma siiresine etkisi. * p <0.05 (tiim
gruplardan farkls)

Diazepam ile kagma reaksiyon siiresi artmaktadir (Sekil 22). ]jiazepamm bu
etkisini 10mg/kg flumazenil anlaml bir gekilde ortadan kaldirmaktadir ve 10mg/kg
flumazenil tiim gruplarda kagma siiresini azalmaktadir,
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V- TARTISMA

”Jf&
A - Flumazenilin kosullu sakimma ve kagma cevaplar (acquision) fizerine etkileri

Benzodiazepin antagonisti flumazenilin, bizim ¢alijmamizdan farkh bir takim
ogrenme ve bellek testlerinde ye pozitif etkili oldugu gosterilmistir (35,57,102).
Bulgularimiz benzodiazepin antagonisti flumazenilin kogullu sakinma cevabini pozitif
olarak etkiledigi izlenimi vermesine ragmen, burada gézlenen artiglar anlamli degildir.
Bu farkhilik muhtemelen egitim siiresinden ve uygulanan modellerden kaynaklanabilir
(117). Aynca 0.5mg/kg diazepam ile olugturulan kogullu sakinma cevabindaki azalma,

da 10mg/kg flumazenil ile duzeltlhmstlr Ancak bu da 1stat1st1ksel bakimdan anlamliy
seviyede bir duzelme degﬂdu

Calismamizda test siiresinin 5 giin olmasina bagli olarak ortaya ¢ikan "duruma
baglht" (state-dependent) 6grenme (94) nedeniyle, cevaplarin (acquisition) flumazenilin
lehine artig gostermesi beklenirdi. Ancak her ii¢ grup kosullu sakinma testinde
kontrole gére anlamli bir artig gérillmedi.

Kogullu sakinma ve kagma cevaplanmn yorumlanmasi, genellikle bunlarin
kargilagtirilmas1 geklinde yapilir (115). Antidepresanlar, /narkotik analjezikler ve
noroleptikler sakinma cevabim bozarken, kagma cevabim etkilemezler.
Benzodiazepinler ve barbituratlar ise kosullu cevaplan tamamen bozarlar (52,93).
Caligmamizda diazepam ile elde edilen bulgular bu literatiirleri destekler niteliktedir.
Gozlemlerimize gore, diazepam ile kosullu sakinma cevabt azalirken, kagma cevabi
artmaktadir. Flumazenil ise kogullu kagma cevabimi azaltirken, sakinma cevabim
degistirmemigtir. Ancak farkli diazepam dozlan ile kogullu sakinma cevabinda
olugturulan bu aza]malardan sadece 0.5mg/kg diazepama ait azalma, benzodizepin
antagomstl ﬂumazeml (IOmg/kg) ile bloke edilmigtir. ¥ Kagma cevaplanndakl

Fzalmanin anlamls duzeye ulasamamas1 flumazenilin belirgin bir anksiyolitik etkisinin
olmadigina igaret etmektedir.

Flumazenilin yiiksek dozlarinda benzodiazepin benzeri parsiyel agonistik
etkileri de vardir (34,92). ilacin bu dozlannda uyaniklilik ve dikkati azaltmast
beklenir. Bu durum kogullu sakinma cevabimi benzodiazepinler gibi azaltacagindan,
dogal olarak sedatif etki 6n plana g¢ikacaktir. Bu dozlarn aynca, kosullu sakinma
cevabiu azaltmasi, kogullu kagma cevabini ise artirmast beklenir. Bununla beraber,
bizim bulgularimiz, ¢aligmada kullanilan en yiiksek dozunda (20 mg/kg) flumazenilin
boyle bir aktivitesi olmadifina igaret etmektedir. JBunun nedeni, c¢alijmamizda
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kullandigimiz @enek sayisinin yetersizlAi‘g,i;yveya caligmalar aras1 bazi yéntem
farkihiliklan olabilir.

Flumazenilin 6grenme ve bellegi arttirdigy seklindeki bulgular direk bir etkiden
ziyade, benzodiazepin reseptorlerinin antagonize edilmesinden dolayr 6grenme ve
bellekle ilgili (acquisition gibi) iglemlerin kolaylagtirilmasindan kaynaklanabilir
(109). Bu dolaylh etki, endojen benzodiazepin reseptdr ligandlarimin antagonize
edilmesi ile olugmaktadir. N-butil-B-karbolin 3-karboksilat ve N-desmetildiazepam
gibi endojen benzodiazepinlerin insan ve sigan beyninde varligimin gosterilmesi bu
antagonizmamn organizmada dogal olarak da mevcut oldugunu géstermektedir (28).

Organizmadaki bu dogal endojen maddeler benzodiazepin reseptdrlerinin
agoinstleri ve invers agonistleridir (27,85). Dolayistyla benzodiazepinlere hem benzer
hem de ters farmakolojik etkilere sahiptir (102,108). Invers agonistlerin bu ters
etkileri anksiete ve konviilsiyon olusturucu etkiler ile bazi 6grenme ve bellek testlerini
kolaylagtiric1 etkilerdir (57,93,102,109,138). Yiikseltilmig arti labirentin etrafi agik
bolimiinde harcanan siire azaltilarak, anksiete olugturucu etkileri siganlarda tesbit
edilmig ve bu etkileri diigilkk doz flumazenil tarafindan da bloke edilmistir (56,90).
Stres kullamlan testlerde (zorlu yiizme ve yikseltilmig arti labirent gibi)
benzodiazepin baglanmasimn azalmasi, beyinde strese bagh endojen benzodiazepin
ligandlarinin saliverilmesinden kaynaklandigy distniilmektedir (110). Agonistlerinki
ise, benzodiazepin benzeri (anksiyolitik ve antikonviilsan gibi) etkilerdir.

Anksiete ve strese cevabr diizenlemede rol onayan bu endojen benzodiazepin
ligandlan orgamzmada bir denge halindedir (87,34,86). Sakinma cevaplanmn
kazamlmast sirasinda olduk¢a fazla strese maruz kalinmasi benzodiazepin benzeri
maddelerin  saliverilmesinin artirmaktadir. Bu nedenle sakinma cevaplarimn
yorumlanmasinda, flumazenilin antagonistik etkisinin énemi daha da artmaktadr.

Flumazenilin anksiyojenik olmayan diigiik dozunun (5mg/kg), siganlara
egitim oncesi verildiginde, kogullu sakinma ve inhibitér sakinma cevabim siganlarda
artirdiFin1 gosteren galigmalar da bulunmakla beraber (65,102) test yontemleri bizim
kullandigimiz modelden farklidir. Bunun yaminda egitim oOncesi endojen ters
benzodiazepin ligandlan verilerek yapilan inhibitor sakinma testlerinin de 6grenmeyi
artirmasi (102) flumazenil ile aralannda bir benzerlik bulundugunu gostermektedir.
Diigiik doz flumazenil (2mg/kg), invers agonistlerin 6grenmedeki pozitif etkilerini
onlemektedir (57). Her iki bilesik de antagonistik ozellikleri nedeni ile 6grenme ve
bellek fonksiyonlarim pozitif olarak test tipine gore etkileyebilmektedir. Ancak egitim
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sonrasi verilen aym doz flumazenil, retansiyon gibi bellek fonksiyonlarinda etkisiz
bulunmugtur (102). Aynca kronik flumazenilin siganlarda aragtirma (exploring)
davramgimi artirtifn tesbit edilmistir (135). Bu nedenle egitim oOncesi verilen
flumazenilin muhtemelen endojen benzodiazepinlerin agonistik etkisini Gnleyerek
anksiyojenik etkiye bagli dikkat ve uyamkhigz artirmasi ile pozitif etkilere yol
agabilecegi de diisiniilebilir.

Benzodiazepinlerin sedatif etkisine tolerans ¢abuk (3 giin) gelistigi halde
(32,40), amnezik etkisine toleransin ¢ok daha ge¢ (15 giin) gelismesi, heniiz tam
agiklifa kavugmamug bazi mekanizmalarn varligini da diigiindiirmektedir (55).

Sonug olarak caligmamiz bir kazanma (acquisition) testi olmast nedeni ile
flumazenilin 6grenme iizerine pozitif etkilen siiphelidir. Gozledigimiz baza anlamii
etkiler, endojen benzodiazepinlerin antagonize edilmesine bagh olabilir.

B - Diazepam ve flumazenilin lokomotor aktivite {izerine etkileri

Calismamizda, diazepamin 0.5mg/kg dozu tiim gruplarda lokomotor aktiviteyi
anlamhi olarak azaltirken, 1mg/kg ve 2mg/kg dozu doza bagimli bir lokomosyon
azalmas: sergilemektedir. Ancak lokomotor aktivite ¢aligmasi, kogullu sakinma ve
kagma testlerinden sonra yapilmigtir. Bu testlerin anksiyojenik olmasi yamisira motor
cevaplar gerektirmesi sonuglari etkilemis olabilir. Yine diazepamin bu etkileri,
flumazenil ile horizonlal aktivitede tamamen Onlenirken, amblatuvar aktivitede boyle
bir etki gozlenmemistir. Vertikal aktivitede ise flumazenil, diazepamuin 1mg/kg ve
2mg/kg dozlannda olugan azalmay: onlerken 0.5mg/kg dozundaki azalma yine
devam etmektedir. Diazepamin ¢ok diigilkk dozlan lokomosyonda artig gostermekte,,
ancak bu artig 6zellikle 0.5mg/kg altindaki dozlarda ve farelerde goriilmektedir (74).
Bu artigin da katekolaminerjik ve dopaminerjik sistemin aktivitesinin artmasina bagh
oldugu disiiniilmektedir. Yiiksek dozlarda goriilen doza bagh azalma ise sedasyona,
dolaysiyla GABAerjik sistemin aktivasyonuna bagl olabilir.



C - Elektro-konviilsiv sok verilen sicanlarda flumazenilin kosullu sakmma ve
kagma cevaplarma (aquisition) etkileri

Bulgularimiz, SHAMx7 alan kontrol grubu ile ECSx7 alan kontrol grubu
arasinda anlamli bir farkin bulundugunu gostermesi yamnda, ECSx7 uygulanan
gruplarda flumazenilin kogullu sakinma cevabini olduk¢a anlamli gekilde azaltigina da
igaret etmektedir. ECS ile ilgili bir tek kogullu sakinma ¢aligmasina rastlanmig ve bu
¢aligmada da kazamlmig bilginin (acquisition) kaybolmasi veya sénmesi (extinction)
degerlendirilmigtir (46). 1985 de yapian bu ¢aligmada SHAMXx7 alan grubu ile
ECSx7 alan grubun kosullu sakinma cevaplan arasinda bir fark bulunamamusgtir.
Ancak bu galigma 4 giin devam etmi§ ve sadece 4. giindeki sakinma cevaplan
kargilagtinlmigtir. Bizim ¢aligmamuz ise 5 gin devam etmis ve tiim giinler
degerlendirilmigtir. 4. giindeki sonug¢lar degerlendirildiinde, bizim g¢aligmamizda da
anlamli fark bulunmamaktadir. Ayrica kullamlan siganlann tiirii ve ECS nin giddetleri
de bizimkinden farklidur.

Daha o¢nce yapilan ECS ile ilgili c¢aligmalar genelde pasif sakinma
cevaplanimin retansiyonlanim degerlendirilmekte ve ECS uygulamasinda da farkh
protokoller izlemektedir (13,66,68, ,69,104). Pasif sakinma cevaplant da (acquisition)
ECS ile degigmektedir (71). Yeni kazanilan bilgilerin kaybolmasi geklinde bir 6zellik
gosteren ECS'nin, 24 saatlik intervaller nedeniyle azalmasi zaten beklenir. Ayrica bu
grubun kosullu kagma cevaplan ve lokomotor aktivitelerinde de farklilik
bulunmamigtir. Bu da azalmanin dogrudan 6grenme ve bellek ile iligkili olmasin
kuvvetlendirmektedir.

Caligmamizda flumazenil 10mg/kg dozda, kosullu sakinma cevabini anlamlt
olarak azaltirken, kosullu kagma cevabim anlamli olarak yiikseltmigtir. Flumazenilin
bu dozunun, tam tersine, kosullu sakinma cevabim artirmasi veya degistirmemesi
beklenirdi (65). Aym dozun kogullu kagma cevabini artirmas: ise, benzodiazepin-
barbitiirat benzeri etkilerinin varlifina isaret etmektedir (52). Ancak flumazenilin,
diazepam benzeri etkisinin ortaya ¢ikmasi i¢in  yiksek dozlarda (20-50mg/kg)
kullanilmas: gerekirdi (100,136).

Flumazenilin parsiyel ters agonistik 6zelliginin bulunmasi diigik maksimal etki
gostermesine yol agabilir ki, bunun igin yiiksek doz gerekir. Bu agonistik etkiler igin
olast bagka bir durum da, reseptér yiizdesinin bilyikk bir kismimin iggal edilmesi
(37,44) olabilir. Caligmammzda SHAMx7 alan gruplara aym doz flumazenil
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verildiginde kosullu sakinma cevabmin azalmamasi, yiksek doza bagh benzodiazepin
benzeri agonistik etkisinin yiiksek dozdan kaynaklanmadifim gostermektedir.

Flumazenilin bu dozu ECS'ye bagh olarak, benzodiazepin benzeri agonistik
etki olugturabilir. ECS verilen siganlarda, 3H-Diazepam ile yapilan baglanma
galigmalarinda benzodiazepin reseptorlerinin yiikselmis (upregulation) oldugu
gosterilmigtir (42), ancak bu durum gozledigimiz agonistik etkiyi agiklamamaktadir.
ECS bilinmeyen bir mekanizma ile benzodiazepin reseptdrlerinin flumazenile
hassasiyetini artirarak baglanmasim artirmig veya reseptér  iggalinin  yiizdesini
artirmig da olabilir.

Flumazenilin direk antagonist Ozellifine bagli olarak da benzodiazepin
reseptorlerini (up-regulation) veya reseptor hassasiyetini artirabilir. Boyle bir ¢aligma
bulunmakla beraber flumazenil 14giin 4mg/kg dozda verildiginde buna benzer bir artig
olugturulmugtur (134)

ECS'nin kolinerjik sistem bagta olmak tizere birgok sistem ile etkilegmesinden
dolayi, bu etki (kogulu sakinma cevabimin azalmasi ve kolsulu kagma cevabimn
artmasi) ECS'ye bagli olarak bagka sistemlerde olugan degigikliklerden de
kaynaklanabilir. Kolinerjik transmisyondaki azalmaya bagh olarak bir 6grenme ve
bellek bozuklugu da olabilir. Mevcut bulguianmlz ve literatiir gergevesinde bu etkiyi
agiklayabilmemiz zordur. Bunun igin ilave ¢aligmalara ihtiyag vardur.

Sonug olarak tim bulgularimiz, flumazenilin direk etkisinden ziyade,
benzodiazepin antagonizmasina dayanan dolayh bir etki sergilemektedir. Ogrenmenin
olmamasi, bunun yamnda flumazenil ile lokomotor cevaplarda diazepamin etkisinin
kalkmasi ve kagma reaksiyon siirelerinin flumazenil ile azalmasi; etki geklinin
sedayonun kalkmasina veya anksiyojenik etkinin hakim olmasina gore pozitif yone
kayabilecegini gostermektedir. ECS ise flumazenilin etkisini tamamen degistirmekte,
benzodiazepin benzeri etkiler olugturmaktadir. Biitiin bunlar, flumazenilin 6grenme ve
bellekteki pozitif ekilerinin benzodiazepin antagonizmasina bagl olarak ortaya ¢iktif1
1zlenimini vermektedir.
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OZET

Anksiyolitik ve antikonviilsan olarak olduk¢a sik kullanilan,
benzodiazepinler 6grenme ve bellek bozukluklarina yol agmaktadir. Bu nedenle
¢alismamizda benzodiazepin antagonisti flumazenilin (Ro 15-1788) d6grenme ve
bellegi artinp artrmadigim inceledik. Flumazenilin etkisini mekik kutusunda
(shuttle-box) bir 6grenme testi olan kosullu sakinma yontemi ile arastirdik.
Vehikiil , flumazenil (5, 10, 20mg/kg i.p.) ve diazepam (0.5, 1, 2mg/kg i.p.)
verilen siganlarm, kogullu sakinma cevablarimi kazanmalan test edildi.
Flumazenil verilen gruplarda sakinma cevabim kazanma performanslar
degismedi, ancak diazepam verilen gruplarda azaldi. Diazepam ve flumazenil
birlikte verilerek test edilldiginde ise, flumazenilin kendi etkisinin olmamasina
ragmen, diazepam ile sakinma cevabinda olugan azalmayi dnlemigtir.

Ikinci olarak, flumazenilin etkisini 6grenme ve bellek bozucu etkilere
sahip olan elektrokonvulzif sok uBulanan siganlarda aragtirdik. Siganlara giinde
bir defa 7 giin sok verilmigtir. Son soktan 24 saat sonra, flumazenil (1, 5, ve
10mg/kg) ve vehikill verilen sicanlar kosulln sakinma testine
almmugtir Flumazenilin 10mg/kg dozu, ECSx7 ve SAHMx7 alan kontrol
gruplan ile kargilagtrildiginda kogullu sakinma cevaplarim anlamh olarak
bozmustur veya azaltmigtir. Bulgularnmz fulmazenil ile  olugturulan
benzodiazepin antagonizmasimn o6grenmeyi artirmadigim, ECSx7 uygulanan
gruplarda ise diazepam benzeri etki olugturdufunu gésterdi.



SUMMARY

Benzodiazepines, a class of drugs widely employed as anxiolytics and
anticonvulsants, can induce impairments of learning and memory. The purpose
of the present investigation was to determine if a benzodiazepine receptor
antagonist, flumazenil (Ro 15-1788),could enhance learning and memory. We
investigated the effects of flumazenil on learning task in a conditioned
avoidance test. Rats were tested for acquisition of a conditioned avoidance
response following vehicle, flumazenil (5, 10, 20mg/kg i.p.) and diazepam
(0.5, 1, 2mg/kg i.p.). Acquisition performance was not increased in flumazenil-
treated rats when compared with vehicle-treated rats, but it was decreased in
diazepam-treated rats. Diazepam and flumazenil also tested in combination for
their influence on acquisition performance. Flumazenil had no effect by itself,
but prevented the impairment produced by diazepam. Secondly, we
investigated the effects of flumazenil on the memory-impairing action of
convulsant electroshock in rats. Rats were administered one electroconvulsive
shock daily for 7 days (ECSx7) and were tested also for acquisition of a
conditioned avoidance response following vehicle or flumazenil (1, 5, 10mg/kg
i.p.), 24 hours after the last ECS-treatment. Acquisition performance was
impaired in flumazenil (10mg/kg) treated rats when compared with ECSx7 and
vehicle-treated rats or SHAMx7 and flumazenil (10mg/kg) treated rats. These
effects of flumazenil suggest that antagonism of benzodiazepine receptors does
not lead to increased learning perfomance but leads dizepam like-effect in
ECSx7 treated rats.
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