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ÖZET  

Amaç: ÇalıĢmamızda lateral ventriküle uygulanan adropinin spasyal öğrenme ve bellek 

üzerine etkilerinin ve moleküler mekanizmalarının araĢtırılması hedeflenmiĢtir. 

Yöntem: 30 adet erkek Sprague Dawley sıçan rastgele kontrol ve adropin grubu olmak 

üzere iki gruba ayrılmıĢtır. Kontrol grubu sıçanlara altı gün boyunca 

intraserebroventriküler olarak % 0.9 sodyum klorür (NaCl) verilirken, adropin grubu 

hayvanlara % 0.9 NaCl içerisinde çözülmüĢ 1 nmol adropin uygulanmıĢtır. Öğrenme ve 

hafızayı değerlendirmek için Morris Su Tankı, Y-maze ve obje lokalizasyon testleri; 

motor fonksiyonları değerlendirmek için lokomotor aktivite testi yapılmıĢtır. 

Hipokampüs dokularında Akt, fosfo-Akt, MAPK, fosfo-MAPK, CREB, fosfo-CREB, 

GSK3β, fosfo-GSK3β, NMDA reseptörü NR2B alt birimi, BDNF protein ekspresyonları 

western blot yöntemi ile belirlenmiĢtir. Hipokampüs dokusundaki glutamin, glutamik 

asit ve adropin düzeyleri kütle spektrometrisi ve ELĠSA metoduyla belirlenmiĢtir.   

Bulgular: Adropin uygulaması ile lokomotor aktivite parametreleri kontrol grubuna 

kıyasla artıĢ göstermiĢtir. Morris Su Tankı, Y-maze ve obje lokalizasyon testleri ile 

ölçülen spasyal öğrenme ve bellek parametreleri adropin uygulaması ile anlamlı 

derecede artmıĢtır. Adropin uygulaması ile hipokampüs dokusunda p-Akt, p-CREB ve 

BDNF ekspresyonları artıĢ göstermiĢtir. p-MAPK/MAPK, p-GSK3β/GSK3β ve NMDA 

reseptörü NR2B ekspresyonlarında ise değiĢiklik gözlenmemiĢtir. Ek olarak, adropin, 

glutamat ve glutamin düzeylerinin adropin uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı bir artıĢ gösterdiği saptanmıĢtır.   

Sonuç: ÇalıĢmamızda adropin uygulamasının Morris Su Tankı, Y-maze ve obje 

lokalizasyon testlerinde yetiĢkin sıçanların uzaysal hafızasını ve öğrenmesini geliĢtirdiği 

saptanmıĢtır. Adropin kaynaklı bu geliĢmeler, Akt sinyal yolağı aktivasyonuna bağlı 

olarak CREB ve BDNF ekspresyonunun artıĢı ile olmaktadır.   

Anahtar Kelimeler: adropin, öğrenme, bellek, CREB, BDNF  
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ABSTRACT  

Objective: In our study, we aimed to investigate the effects of adropin applied to the 

lateral ventricle on spatial learning and memory and its molecular mechanisms. 

Method: Thirty male Sprague Dawley rats were randomly divided into two 

experimental groups as control and adropin groups. The control group received 0.9% 

NaCl solution (icv injections for six days) and the adropin group received 1 nmol of 

adropin (icv injections for six days) dissolved in 0.9 % NaCl solution. The Morris water 

maze, Y-maze and object location recognition tests were performed to evaluate learning 

and memory and the locomotor activity tests were measured to assess the motor 

functions. The expression of Akt, p-Akt, CREB, p-CREB, MAPK, p-MAPK, GSK3β, p-

GSK3β, BDNF and NMDA receptor NR2B subunit were determined by using western 

blot. The levels of adropin, glutamine-glutamic acid were measured by an ELISA kit and 

mass spectrometry, respectively.  

Results: The locomotor activity parameters were elevated with adropin administration 

in comparison to the control group. The adropin-injected group showed better 

performance in the spatial memory tasks as compared to the control group. In addition, 

adropin administration increased the levels of p-Akt, p-CREB and BDNF expression. 

We observed that p-MAPK/MAPK ratio and GSK3β expression did not change in the 

adropin group with respect to the control group. Moreover, a significant alteration of 

NR2B expression was not observed in the adropin group. The glutamine, glutamic acid 

and adropin levels were found to increase with adropin treatment in the hippocampal 

tissues.  

Conclusion: The result of the present study has shown that adropin improves spatial 

memory and learning of adult rats in the Morris Water Maze, Y-maze, and object 

location recognition tests. The adropin-induced improvements appear to be stimulated 

the Akt/CREB/BDNF signaling in the hippocampus. 

Key words: adropin, learning, memory, CREB, BDNF  



iii 
 

ĠÇĠNDEKĠLER 

ÖZET           i 

ABSTRACT          ii 

ĠÇĠNDEKĠLER         iii 

TABLOLAR DĠZĠNĠ         vi 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ         vii 

SĠMGELER ve KISALTMALAR       ix 

1. GĠRĠġ          1 

2. GENEL BĠLGĠLER        3 

2.1. Öğrenme ve Bellek        3 

2.1.1. Öğrenme         3 

2.1.2. Bellek         7 

2.1.3. Sinaptik Plastisite        12 

2.1.4. LTP’nin Mekanizması       13 

2.1.5. Sinaptik Plastisitede NMDA Reseptörlerinin Fonksiyonu   24 

2.1.6. GSK3β Sinyali        30 

2.1.7. Adropin         35 

3. GEREÇ ve YÖNTEM        40 

3.1. Deney Gruplarının OluĢturulması      40 

3.2. Deney Protokolü        40 

3.3. Ġntraserebroventriküler Kanülasyon (ĠCV) Uygulaması   41 



iv 
 

3.4. Adropin Uygulaması        42 

3.5. Parametreler         42 

3.5.1. Ağırlık takibi        42 

3.5.2. Motor Aktivitenin Belirlenmesi      43 

3.5.3. Uzaysal Hafıza ve Öğrenmenin Değerlendirilmesi    43 

3.5.4. Biyokimyasal Analizler       48 

3.5.5. Western Blot Analizi       49 

3.5.6. Glutamin ve Glutamik Asit Miktarının Belirlenmesi   52 

3.5.7. ELĠSA Yöntemi ile Adropin Miktarının Belirlenmesi   53 

3.5.8. Sonuçların Değerlendirilmesi      53 

4. BULGULAR         54 

4.1. Genel Görünüm        54 

4.2. DavranıĢ Deneyleri        54 

4.2.1. Lokomotor Aktivite Testi       54 

4.2.2. Morris Su Tankı (MWM)       55 

4.2.3. Y-Maze Testi        58 

4.2.4. Obje Lokalizasyon Testi (OLT)      59 

4.3. Biyokimyasal Analiz Sonuçları      61 

4.3.1. Adropin Miktarının ELĠSA Yöntemi Ġle Belirlenmesi   61 

4.3.2. Kütle Spektrometresi ile Glutamik Asit ve Glutamin Tayini  61 

4.4. Western Blot ile Protein Ekspresyonunun Değerlendirilmesi  62 



v 
 

4.4.1. Akt ve p-Akt Protein Ekspresyonları     62 

4.4.2. GSK3β ve p-GSK3β Protein Ekspresyonları    63 

4.4.3. MAPK ve p-MAPK Protein Ekspresyonları    64 

4.4.4. CREB ve p-CREB Protein Ekspresyonları     65 

4.4.5. BDNF Protein Ekspresyonu       66 

4.4.6. NMDA Reseptörü NR2B Alt Birimi Ekspresyonu    67 

5. TARTIġMA         68 

6. SONUÇ ve ÖNERĠLER        77 

KAYNAKLAR         78 

ÖZGEÇMĠġ          104 

EKLER 

   Ek 1. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Belgesi     109  



vi 
 

TABLOLAR DĠZĠNĠ 

Tablo 3.1. Deneysel prosedürler için belirlenen deney grupları ..................................... 40 

Tablo 3.2. Morris Su Tankı testi deneme koordinatları................................................... 45 

Tablo 3.3. Western blot iĢlemlerinde kullanılan antikorlar ............................................. 51 

Tablo 4.1. 5 gün boyunca sıçanların platformu bulma süreleri ....................................... 55 

Tablo 4.2. Prob trialde (6. Gün) değerlendirilen parametreler ........................................ 56 

Tablo 4.3. Y maze testinde değerlendirilen parametreler................................................ 58 

 

 

 

 

  

  



vii 
 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ 

ġekil 2.1. Alpysia'nın solunum organları ........................................................................... 4 

ġekil 2.2. Aplysia’da geri çekme refleksinin habitüasyonu. .............................................. 4 

ġekil 2.3. Bellek çeĢitleri ................................................................................................... 8 

ġekil 2.4. Kemirgen hipokampüsünün yolakları ............................................................. 10 

ġekil 2.5. Sıçan hipokampüsünün nöronal yolakları ....................................................... 11 

ġekil 2.6. Kısa ve uzun dönem potansiyalizasyonun moleküler mekanizması................ 15 

ġekil 2.7. E-LTP sırasında eksitatör sinapsların BDNF-aracılı düzenlenmesi ................ 16 

ġekil 2.8. BDNF ve proBDNF oluĢumu .......................................................................... 19 

ġekil 2.9. BDNF ve aktive ettiği hücre içi sinyal yolakları ............................................. 23 

ġekil 2.10. Glutamat reseptörleri ..................................................................................... 25 

ġekil 2.11. Olgun sinapsta NMDA reseptörü plastisitesi ................................................ 28 

ġekil 3.1. Deney protokolü .............................................................................................. 41 

ġekil 3.2. Stereotaksik çerçeveye sıçanların yerleĢtirilmesi ............................................ 42 

ġekil 3.3. Lokomotor aktivite kafesi. ............................................................................... 43 

ġekil 3.4. Morris Su Tankı testinin Ģematize hali ............................................................ 44 

ġekil 3.5. Deneylerde kullanılan Morris Su Tankı. ......................................................... 45 

ġekil 3.6. Obje lokalizasyon test prosedürü. .................................................................... 47 

ġekil 3.7. Y-maze deney düzeneği ................................................................................... 48 

ġekil 3.8. Western blot elektroforez iĢlemi. ..................................................................... 50 

ġekil 4.1. Lokomotor aktivite testi ................................................................................... 54 

ġekil 4.2. 5 gün boyunca sıçanların platformu bulma süreleri. ....................................... 56 

ġekil 4.3. Prob trialde sıçanların hedef kadranda bulunma süreleri ................................ 57 

ġekil 4.4. Prob trialde sıçanların hedef kadrana giriĢ frekansları .................................... 57 

ġekil 4.5.  Kontrol ve adropin gruplarının prob trialde (6. günde) arena üzerinde takip 

ettiği yol ........................................................................................................................... 58 

ġekil 4.6. Sıçanların yeni kolda geçirdikleri süre. ........................................................... 59 

ġekil 4.7. KeĢif zamanı .................................................................................................... 60 

ġekil 4.8. Diskriminasyon indeksi. .................................................................................. 60 

ġekil 4.9. Hipokampüs dokusunda adropin miktarı ......................................................... 61 



viii 
 

ġekil 4.10. Hipokampüs dokusunda glutamik asit ve glutamin seviyeleri. ..................... 62 

ġekil 4.11. Akt ve p-Akt protein ekspresyon düzeyleri ................................................... 63 

ġekil 4.12. GSK3β ve p-GSK3β protein ekspresyon düzeyleri ....................................... 64 

ġekil 4.13. MAPK ve p-MAPK protein ekspresyon düzeyleri. ....................................... 65 

ġekil 4.14. CREB ve p-CREB protein ekspresyon düzeyleri. ......................................... 66 

ġekil 4.15. BDNF protein ekspresyon düzeyi .................................................................. 67 

ġekil 4.16. NMDA Reseptörü NR2B alt birimi protein ekspresyon düzeyi .................... 67 

 

  



ix 
 

SĠMGELER ve KISALTMALAR 

4E-BP1 : 4E-bağlanma proteini-1 

A2AR  : Adenozin 2A Reseptörü 

AKT  : Serin/treonin-spesifik protein kinaz 

AMPA : α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit 

AMPAR : AMPA Reseptörü 

AP  : Anteroposterior 

AP-1  : Aktivatör Protein-1 

ApoER2 : Apolipoprotein Reseptör 2 

BDNF : Beyin Türevli Nörotrofik Faktör 

BSA  : Bovin Serum Albümin 

CA  : Cornu Ammonis-Ammon’un Boynuzu 

CaMKII : Ca
2+

/kalmodulin Bağımlı Protein Kinaz II 

cAMP : Siklik Adenozin Mono Fosfat 

CD36  : FarklılaĢma Kümesi 36 

CPPA : Coomassie Plus Protein Assay Reagent 

CPT-1B : Karnitin Palmitoltransferaz-1B 

CRE  : cAMP Düzenleyici Element  

CREB : Siklik AMP-cevap Elementi Bağlayıcı Protein  

CREB-1 : Siklik AMP-cevap Elementi Bağlayıcı Protein-1  

CREB-2 : Siklik AMP-cevap Elementi Bağlayıcı Protein-2  



x 
 

CS  : ġartlı Uyaran (Conditioned Stimulus) 

DAG  : Diaçilgliserol 

DG  : Dentat Girus 

DV  : Dorsoventral 

EC  : Entorinal Korteks 

Echo  : Enerji homeostazı-iliĢkili gen 

eIF4E : Ökaryot BaĢlatıcı Faktör 4E 

Elk-1  : ETS Transkripsiyon Faktör-1 

E-LTP : Erken LTP 

eNOS : Endotelial Nitrik Oksit Sentaz  

EPO  : Eritropoietin 

EPSP : Uyarıcı Postsinaptik Potansiyel 

ER  : Endoplazmik Retikulum 

Erk1/2 : Ekstrasellüler Sinyal Düzenleyici Protein Kinaz ½ 

ESI  : Elektrosprey Ġyonizasyon 

F-EPSP : Hızlı Uyarıcı Postsinaptik Potansiyel 

GD  : Güneydoğu 

GDNF : Glial Hücre Türevli Nörotrofik Faktörü 

GDP  : Guanin Di Fosfat 

GRB2 : Büyüme Faktörü Reseptör Bağlayıcı Protein 2 

GSK3β : Glikojen Sentaz Kinaz β 



xi 
 

GTP  : Guanin Tri Fosfat 

HIF-1α : Hipoksi-Uyarıcı Faktör-1α 

HPLC : Yüksek Hızlı Sıvı Kromatografisi 

IC50  : Ġnhibitör Konsantrasyon 

ICV  : Ġntraserebroventriküler Kanülasyon 

IP3  : Ġnositol 1,4,5-trifosfat 

IRS-1 : Ġnsülin Reseptör Substrat-1 

KB  : Kuzeybatı 

KD  : Kuzeydoğu 

LC  : Sıvı Kromatografi 

LDLR : DüĢük Yoğunluklu Lipoprotein Reseptörü 

L-LTP : Geç LTP 

LPY  : Lateral Perforant Yolak 

LTP  : Uzun Dönem Potansiyalizasyon 

mAChR : Muskarinink Asetilkolin Reseptörü 

MAP1B : Mikrotübül ĠliĢkili Protein 1B 

MAPK : Mitojenler Tarafından Aktive Edilen Protein Kinaz  

mGluR : Metabotropik Glutamat Reseptörleri 

ML  : Mediolateral 

Mnk1 : MAPK ile etkileĢen serin/treonin kinaz 1 

MPY  : Medial Perforant Yolak 



xii 
 

MRM : Çoklu Reaksiyon Ġzleme 

mRNA : Haberci RNA 

MS  : Kütle Spektrometresi 

MSS  : Merkezi Sinir Sistemi 

mTOR : Rapamisinin Memeli Hedefi 

NaCl  : Sodyum Klorür 

NB3  : Nöronal Tanıma Molekülü 3 

NCAM : Nöronal Hücre Adezyon Molekülü 

NFAT : Aktive EdilmiĢ T Hücresi Nüklear Faktörü 

NF-κB : Nüklear Faktör Kappa B 

NGF   : Sinir Büyüme Faktörü 

NMDA : N-metil-D-aspartat 

NO  : Nitrik Oksit 

NR2B : NMDA Reseptörü 2B Alt Birimi 

Nrf2  : Nüklear Faktör Eritroid 2-iliĢkili Faktör 2 

NT3  : Nörotrofin 3 

NT4  : Nörotrofin 4 

OLT  : Obje Lokalizasyon Testi 

PBS  : Fosfat Tuzu Tamponu 

PDH  : Pirüvat Dehidrogenaz 

PDK1 : 3-Fosfoinositid-Bağımlı Kinaz 1 



xiii 
 

PFK  : Prefrontal Korteks 

PI3K  : Fosfatidilinositol 3-kinaz 

PKA  : Protein Kinaz A 

PKC  : Protein Kinaz C 

PLCγ : Fosfolipaz Cγ 

PKMδ : Protein kinaz Mδ 

pS  : Pikosiemens 

PSD  : Postsinaptik Yoğunluklar 

PSD-95 : Postsinaptik Yoğunluklar-95 

PY  : Perforant Yolak 

ROCK : Rho ĠliĢkili Protein Kinaz 

Rsk  : Ribozomal Protein S6 kinaz 

SAP102 : Sinapsla ĠliĢkili Protein-102 

SF  : Serum Fizyolojik 

SGZ  : Subgranüler Zon 

SHC  : SHC adaptor protein 

SNP  : Tek Nükleotid Polimorfizmi 

SVZ  : Subventriküler Zon 

TA  : Temporoammonik Yol 

Trk  : Tropomiyozin ĠliĢkili Kinaz 

TRPC : Geçici Reseptör Potansiyel C  



xiv 
 

TSC1 : Tüberoskleroz kompleksi 1 

TSC2 : Tüberoskleroz kompleksi 2 

UFLC : Ultra Hızlı Sıvı Kromatografisi 

US  : ġartsız Uyaran (Unconditioned Stimulus) 

VEGFR2 : Vasküler Endotel Büyüme Faktör Reseptörü 2 

VGCC : Voltaj Kapılı Ca
2+

 Kanalı 

VTA  : Ventral Tegmental Alan  



1 
 

1. GĠRĠġ 

Adropin insanlarda 9.kromozomdaki enerji homeostazı-iliĢkili gen (Enho) tarafından 

kodlanan bir peptidtir (Kumar ve ark., 2008). Merkezi sinir sisteminde nöronlar, 

nöroglial hücreler, pia mater, Purkinje hücreleri ve granüler tabakadaki hücrelerde 

ekpsrese edilmektedir (Lovren ve ark., 2010; Aydin ve ark., 2013). Glikoz ve lipid 

homeostazisini düzenleyici fonksiyonunun yanı sıra endotel üzerine koruyucu etki 

gösteren adropin, vasküler endotel büyüme faktör reseptörü 2 (VEGFR2) ekspresyonunu 

da arttırmaktadır (Kumar ve ark., 2008; Lovren ve ark., 2010). Hücre içerisinde 

fosfatidilinositol-3 kinaz/serin treonin-spesifik protein kinaz (PI3K/Akt) ve 

ekstrasellüler sinyal düzenleyici protein kinaz 1/2 (Erk1/2) yolakları üzerinden etkisini 

gösterirken, endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) sentezini de düzenlemektedir (Kumar 

ve ark., 2008). Stein ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada adropin 

reseptörünün GPR19 isimli dopamin D2 reseptör ailesine benzer bir transmembran 

reseptör olduğu bulunmuĢtur (Stein ve ark., 2016). GPR19 reseptörü serebellum, kaudat, 

putamen, talamus, hipotalamus, hipokampüs, frontal korteks ve olfaktör bulbusta yüksek 

seviyede eksprese edilmektedir (O'Dowd ve ark., 1996; Hoffmeister-Ullerich ve ark., 

2004). Bu reseptör aracılı aktivasyon, hücre içerisinde MAPK ve Akt’nin 

fosforilasyonunu sağlamaktadır (Hossain ve ark., 2016).  

Sinaptik plastisitenin öğrenme ve hafızanın altında yatan en önemli mekanizma olduğu 

bilinmektedir (Goda ve Stevens, 1996). Beyin türevli nörotrofik faktör (BDNF)/ 

Tropomiyozin iliĢkili kinaz (TrkB) sinyali sinaptik plastisiteyi düzenleyerek öğrenme ve 

bellek oluĢumunu sağlamaktadır (Figurov ve ark., 1996). Bu sinyal yolağında PI3K/Akt 

yolağı, N-metil-D-aspartat (NMDA)-reseptör aracılı sinaptik plastisiteyi modüle 

etmektedir (Levine ve ark., 1998). BDNF’nin reseptörüne bağlanması ile aktive olan 

hücre içi sinyal yolakları bir transkripsiyon faktörü olan cAMP cevap elementi bağlayıcı 

protein (CREB)’inin fosforilasyonuna neden olarak yeni NMDA ve α-amino-3-hidroksi-

5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptör ekspresyonunu sağlamaktadır 

(Yoshii ve Constantine-Paton, 2007). Bu da hipokampüste uzun dönem 

potansiyalizasyon (LTP), öğrenme ve bellek oluĢumuna katkıda bulunmaktadır. Akt 

tarafından fosforillenen diğer bir protein olan Girdin (bir aktin filamenti), NR2B 
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proteininin Y1472 bölgesinden fosforillenmesini sağlayarak NMDA reseptör 

aktivasyonunu gerçekleĢtirmektedir ve böylece BDNF-aracılı NMDA reseptör 

aktivasyonu sağlayarak yeni reseptör oluĢumuna sebep olmaktadır (Itoh ve ark., 2016).  

Beyin türevli nörotrofik faktör, nöronal hücrelerin sağ kalımı ve farklılaĢmasında görev 

alan molekül olarak tanımlanmıĢtır (Cohen ve ark., 1954). Hücredeki fizyolojik 

cevaplarını membrana bağlı TrkB reseptör grubunu aktive ederek oluĢturan BDNF, 

mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz (MAPK), PI3K-Akt yolağı ve 

fosfolipaz Cγ (PLCγ)-Ca
2+

 yolağı gibi sinyal yolaklarını uyararak cevap oluĢturmaktadır 

(Kaplan ve Miller, 2000). MAPK yolağının aktive olması için TrkB reseptörü 515. 

pozisyondaki treoninden fosforillenmekte ve bir dizi hücre içi proteini fosforlayarak 

dentat girustaki sinapslarda BDNF proteininin ekspresyonu için gerekli olan CREB 

proteinini uyararak sinaptik plastisite genlerinin ekspresyonunu arttırmaktadır (Ying ve 

ark., 2002; Pereira ve ark., 2006b). BDNF’nin bağlanması ile aktive olan TrkB ikinci bir 

sinyal yolağı olan PI3K-Akt yolağını da aktive etmektedir. PI3K’ın aktive ettiği Akt 

protein sentezinin BDNF-aracılı kontrolünü sağlamaktadır (Crowder ve Freeman, 1998).  

Bu projede, adropinin (1 nmol/gün, icv., 6 gün) Sprague Dawley sıçanlarda biliĢsel ve 

motor fonksiyonlar, öğrenme ve bellek davranıĢları üzerine olan etkilerinin araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır. Bu amaç doğrultusunda (1) biliĢsel fonksiyonlar (Morris Su Tankı testi, 

Y-maze ve Obje lokalizasyon testi), (2) motor fonksiyonlar (lokomotor aktivite), (3) 

hipokampüs dokularındaki protein ekspresyonlarını belirlemek için western blot yöntemi 

ile Akt, p-Akt, MAPK, p-MAPK, CREB, p-CREB, glikojen sentaz kinaz 3β (GSK3β), 

p-GSK3β, NMDA reseptörü NR2B alt birimi (NR2B), BDNF proteinleri, (4) ELISA 

yöntemi ile hipokampüs dokusunda adropin miktarı, (5) biyokimyasal analizlerle 

hipokampüs dokularında nörotransmitter seviyeleri (glutamin, glutamik asit) analiz 

edilmiĢtir. Bu çalıĢma ile merkezi sinir sisteminde eksprese olan adropinin motor 

fonksiyonlar, öğrenme ve bellek üzerine etkisi ilk kez in vivo olarak araĢtırılmıĢtır. 

Ekzojen olarak uygulanan adropinin bellek parametreleri üzerine arttırıcı etkisi olduğu 

biyokimyasal ve davranıĢ verileri ile desteklenmiĢ ve mekanizması aydınlatılmıĢtır.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Öğrenme ve Bellek 

2.1.1. Öğrenme 

Çevre hakkında sonradan bilgi edinilmesi sonucu davranıĢların bu bilgilere göre 

değiĢtirilmesine öğrenme denir.  

Öğrenme karĢılaĢtırmasız (non-associative) ve karĢılaĢtırmalı (associative) olmak üzere 

iki ana grupta sınıflandırılmaktadır:  

a) KarĢılaĢtırmasız (non-associative) öğrenme 

 AlıĢkanlık (Habitüasyon) 

 HassaslaĢtırma (Sensitizasyon) 

b) KarĢılaĢtırmalı (associative) öğrenme 

 Klasik Ģartlanma  

 Aletli Ģartlanma 

KarĢılaĢtırmasız Öğrenme 

KarĢılaĢtırmasız öğrenme kendi içerisinde alıĢkanlık (habitüasyon) ve hassaslaĢtırma 

(sensitizasyon) olarak ikiye ayrılmaktadır. Habitüasyon, vücudun zararsız ve 

tekrarlayan uyaranlara karĢı davranıĢsal tepkinin kademeli olarak azalması Ģeklinde 

tanımlanmaktadır. Aplysia californica, 20.000 nörona sahip bir deniz yumuĢakçasıdır. 

Bu deniz canlısında geri çekme refleksine sahip, deniz suyunun ve atıkların dıĢarı 

atılması için kullanılan solungaç ve sifon adında organları bulunmaktadır (ġekil 2.1). 
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ġekil 2.1. Alpysia'nın solunum organları. (Kandel ve Schwartz, 2013)'ten uyarlanarak Türkçe'leĢtirilmiĢtir. 

Apylsia’da sifona dokunulduğunda duysal mekanoreseptörler uyarılmaktadır. 

Glutamatın duysal nöron terminallerinden salınması, internöronlarda ve motor 

hücrelerde hızlı uyarıcı postsinaptik potansiyeller (F-EPSP) oluĢturmaktadır. Duysal 

hücrelerden ve internöronlardan gelen EPSP’ler motor hücrelerde spasyal ve temporal 

sumasyona neden olarak solungaçta kuvvetli bir geri çekilme hareketi sağlamaktadır. 

Tekrarlayan uyarılar verilmesi ise Ca
2+

 kanallarının inaktive olmasını sağlarken, duysal 

nöronlardan glutamat salınımının azalmasına neden olmaktadır (ġekil 2.2). Ġnternöron ve 

motor nöronda oluĢan EPSP’nin küçülmesi ile birlikte sinaps sayısı %30 azalmaktadır 

(Castellucci ve Kandel, 1974; Bailey ve Chen, 1983). 

 

ġekil 2.2. Aplysia’da geri çekme refleksinin habitüasyonu. (Kandel ve Schwartz, 2013)’den uyarlanarak 

TürkçeleĢtirilmiĢtir. 

Sensitizasyon ise orta veya güçlü bir uyaranın tekrarlanarak verilmesi ile ortaya çıkan 

tepkidir. Zararlı bir uyaran ile karĢılaĢıldığında bunun öğrenilmesi ve daha sonra zararsız 
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uyaranlara bile duyarlı hale gelmesi olayıdır. Hayvanın vücudunun bir bölgesine kısa 

ama güçlü elektrik Ģoklarının verilmesi, diğer bölgelere gönderilen zayıf uyaranların 

ortaya çıkardığı geri çekilme reflekslerini arttırabilmektedir. Zayıf uyaranlar ile artan 

motor nöron aktivitesi geri çekilme reflekslerini ortaya çıkarmaktadır.  

Kısa süreli sensitizasyonda en az üç grup düzenleyici internöron görev almaktadır ve 

burada en çok çalıĢılan nörotransmitter serotonindir. Serotonerjik internöronlar duysal 

nöronların presinaptik terminallerindeki akso-aksonik sinapslar dahil olmak üzere birçok 

bölgede sinaps oluĢturmaktadır. Uyarıdan sonra internöronlardan salınan serotonin, G 

proteinine bağlanarak adenilat siklazın aktivitesini arttırmaktadır. Bu etki ile siklik 

adenozin monofosfat (cAMP) oluĢturulmaktadır ve oluĢan cAMP protein kinaz A 

(PKA)’yı aktive etmektedir. Serotonin ayrıca, fosfolipidlerin hidrolizine ve protein kinaz 

C (PKC)’nin aktivasyonuna yol açan ikinci bir G protein kapılı reseptörü aktif hale 

getirmektedir. PKA ve PKC’nin aracılık ettiği protein fosforilasyonu, duysal 

nöronlardan nörotransmitter salınmasını arttırmaktadır. Ek olarak, PKA K
+
 kanallarını 

fosforile ederek kapanmasına neden olur ve bu olay aksiyon potansiyelini geniĢleterek 

voltaj kapılı Ca
2+ 

kanalları aracılığıyla hücre içerisine Ca
2+

 akıĢını arttırarak 

nörotransmitter salınımını uyarmaktadır. Bir kuyruk Ģoku ile serotonin salınmasına yanıt 

olarak presinaptik fasilitasyon (kolaylaĢtırma) birkaç dakika sürmektedir.  

Solungaç geri çekme refleksinin uzun süreli sensitizasyonu, nöronlarda bulunan 

mRNA’ların ve proteinlerin sentezini gerektirmektedir. Kısa süreli bellekten uzun süreli 

belleğe geçiĢ, tekrarlayan uyarılar ile salınan serotoninin reseptörüne bağlanarak hücre 

içerisinde cAMP miktarını arttırması ve devamında PKA’nın nükleusa transloke olması 

ile baĢlamaktadır. PKA, transkripsiyon aktivatörü olan görev yapan siklik AMP-sorumlu 

Element Bağlayıcı Protein 1 (CREB-1)’i fosforlayıp cAMP düzenleyici element 

(CRE)’e bağlanmasını uyararak gen transkripsiyonunu aktive etmektedir. Diğer taraftan 

PKA, MAPK’ı aktifleĢtirerek transkripsiyon baskılayıcı siklik AMP-sorumlu Element 

Bağlayıcı Protein 2 (CREB-2)’yi fosforile etmektedir ve baskılayıcı özelliğini ortadan 

kaldırmaktadır (Bartsch ve ark., 1998). Ayrıca, CREB-1’in kodladığı bir gen tarafından 

eksprese edilen ubikitin hidrolaz, PKA’nın düzenleyici alt birimini proteolitik kesimle 

ayırarak PKA’nın katalitik alt biriminin uzun süre aktivite göstermesine neden 
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olmaktadır. Ek olarak CREB-1, transkripsiyon aktivatörü olan C/EBP’nin 

ekspresyonunu uyararak yeni sinaptik bağlantıların büyümesi için gerekli olan 

proteinlerin üretimini sağlamaktadır (Kandel ve Schwartz, 2013). CREB1’in 

aktivasyonu ve CREB2’nin baskılanması koordineli Ģekilde yürütüldüğünde, çeĢitli 

stimuluslara cevap olarak hızlı ve geçici bir Ģekilde aktive olan bazı genlerin 

transkripsiyonunu baĢlatmaktadırlar. Uzun dönem öğrenme ve belleğin Ģekillenmesi de 

bu transkripsiyon baĢlatıcı ve susturucu elementlerin modülasyonu ile mümkün 

olmaktadır.  

KarĢılaĢtırmalı Öğrenme 

KarĢılaĢtırmalı öğrenme, iki uyaran arasında (klasik Ģartlanma) veya bir davranıĢ ile 

sonuçları arasında (aletli Ģartlanma) bir iliĢkinin oluĢup oluĢmadığına göre iki ana gruba 

ayrılmaktadır. Klasik (Pavlovyan) Ģartlanma Ivan Pavlov tarafından tanımlanmıĢtır ve 

temelinde iki uyarıyı birbiri ile eĢleme prensibine dayanmaktadır. ġartlı uyaran 

(Conditioned stimulus (CS)) olarak ıĢık, ses gibi cevap uyandırmayacak veya uyarandan 

bağımsız bir cevap ortaya çıkaracak bir stimulus (ġartsız uyaran (Unconditioned 

stimulus-US)) seçilmektedir. ġartlı uyaran ve Ģartsız uyaranın tekrarlayan uygulaması 

(bazen tek bir deneme de olabilir) ile de öğrenilmiĢ bir yanıt ortaya çıkmaktadır (koĢullu 

cevap) (Carew ve ark., 1981). Habitüasyon ve sensitizasyon gibi tek bir uyaranın 

özelliklerinin öğrenilmesinin aksine klasik Ģartlanmada hayvan bir uyarıyı diğeri ile 

iliĢkilendirmeyi öğrenmektedir. Aplysia üzerinde yapılan deneylerde klasik Ģartlanma 

oluĢturabilmek için Ģartlı bir uyaran ve koĢulsuz uyaranın birbiri ardına verilmesi ve 

uyarıların verilme frekansının önemli olduğu bulunmuĢtur.  

KarĢılaĢtırmalı öğrenmede kuyruğa verilen Ģok ile internöronlar aktive olur ve sifona 

dokunulması ile serotonin salınarak duysal nöronlarda aksiyon potansiyeli 

tetiklenmektedir. OluĢan aksiyon potansiyeli duysal nöronların presinaptik 

terminalinden Ca
2+

 akıĢını uyarmaktadır. Hücre içine giren Ca
2+

 kalmoduline bağlanıp 

adenilat siklazı aktive etmektedir. Böylece kuyruktaki Ģartsız uyaran ardından salınan 

serotonine daha kuvvetli yanıt verilir. cAMP üretiminin artmasını takiben presinaptik 

fasilitasyon oluĢmaktadır (Kandel ve Schwartz, 2013). 
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Aletli Ģartlanma ise Thorndike’nin Etki Yasası’na dayanan deneysel bir prosedürdür. 

Buna göre; istenen etkilerin izlediği davranıĢların tekrarlanma eğiliminde olacağını 

belirtirken, caydırıcı etkilerin izlediği davranıĢların bastırılma eğiliminde olacağını 

belirtmektedir. Aletli Ģartlanmada araĢtırmacı hayvana olumlu ve olumsuz uyaranlar 

verilen bir deneysel prosedürü uygulayabilmektedir. Olumlu uyaran (örneğin yiyecek) 

bu davranıĢın oluĢumunu arttıracak iken (pekiĢtirme); olumsuz bir stimulus (örneğin 

ağrılı bir elektrik çarpması) bu davranıĢın gelecekteki olasılığını (ceza süreci) azaltma 

eğiliminde olmaktadır. Aletli Ģartlanmanın arkasındaki temel kavram bir uyaranın bir 

davranıĢa ve daha sonra da bir sonuca yol açmasıdır. Bu Ģartlanma biçiminde olumlu ve 

olumsuz uyaranlar ile birlikte çeĢitli pekiĢtiriciler de bulunmaktadır. Uyaran, oluĢan 

yanıt ve pekiĢtirici arasındaki iliĢki, gelecekte bir davranıĢın tekrar olma olasılığını 

etkileyen faktörlerdir. PekiĢtirici olumlu ise bir tür ödül veya olumsuz sonuçlar olması 

durumunda da ceza olmaktadır.  

2.1.2. Bellek 

Öğrenilen bilgilerin kodlanması, depolanması gerektiğinde geri çağrılmasına bellek 

denir. Modern davranıĢsal ve biyolojik çalıĢmalar, belleğin bütüncül bir birimi 

olmadığını, her biri kendi kurallarına sahip üç ana kategoriye ayrılabilen farklı zihinsel 

süreçlerden oluĢtuğunu ortaya koymaktadır (Squire, 2004) (ġekil 2.3): 

 Duyusal bellek 

 Kısa süreli bellek (çalıĢma belleği)  

 Uzun süreli bellek 
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ġekil 2.3. Bellek çeĢitleri. ġekil, (Squire, 2004)’dan uyarlanarak çizilmiĢtir. 

Duysal Bellek 

DıĢ dünyadan gelen duysal uyarıların kortikal alanlar tarafından algılandığı, duyusal 

bilgilerin iĢlenmemiĢ bir biçimde tutulduğu bellektir. Bu bellek kısa ömürlüdür (0.5-3 

saniye) fakat büyük bir kapasiteye sahiptir. Duysal bellek baĢlangıçta ilgi alanımız 

olmasa bile konuĢulduktan sonra bir Ģeyi hatırlama yeteneğimizi açıklamaktadır. 

Algılama sürecinin ilk adımı olan bu bellek, tüm duyusal bilgileri kısa süreli belleğe 

geçirmemektedir (Atkinson ve Shiffrin, 1968).  

Duysal bellek ikonik ve ekoik bellek olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Görsel bilgilerin 

çok kısa bir süre için sunulması ve derin bir kodlama gerçekleĢmeden bu bilgilerin 

belirli yönlerinin hatırlanmasına ikonik bellek denmektedir. ArdıĢık iĢleme nedeniyle 

daha düĢük kapasiteye sahip olan ekoik bellek ise iĢitsel bilgilerin hatırlanmasını 

sağlamaktadır (Kandel ve Schwartz, 2013).  

Kısa Süreli Bellek (ÇalıĢma Belleği) 

Kısa süreli bellek, dikkatin uygulandığı duyusal bir bilgi alt kümesinin geçici deposudur. 

Duyusal bellek, kısa süreli belleğe dönüĢtürülebileceği gibi sonsuza kadar bilinçten 

kaybolabilir. OluĢturulan kısa süreli bellekte saklama süresi 10-12 saniye arasında 

değiĢmektedir. Genel olarak duyusal bilgi iĢleme ile ilgili bölgeler olan frontal loblarda 
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ve kortikal alanlarda kısa süreli belleğin iĢlendiği kabul edilmektedir (prefrontal korteks-

PFK) (Kandel, 2001b).  

Uzun Süreli Bellek 

Uzun süreli bellek, kiĢinin bilgi saklanmasına katılımı ve ilgisine bağlı olarak bir gün, 

birkaç ay, birkaç yıl veya bir ömür boyu saklanabilen, sadece süresi değil depolama 

kapasitesinin de sonsuz olduğu bir bellek tipidir. Eksplisit ve implisit bellek olmak üzere 

ikiye ayrılmaktadır.  

Eksplisit Bellek  

Eksplisit bellek insanlar, yerler ve cisimler hakkındaki bilgilerin bilinçli olarak 

hatırlanmasıdır ve özellikle omurgalı beyninde oldukça geliĢmiĢtir. Bu bellek tipi, 

hipokampal formasyonun (oluĢum) da dahil olduğu serebral korteksin medial temporal 

lobunda bulunmaktadır ve kodlama, depolama, birleĢtirme ve geri çağırma olmak üzere 

dört aĢamadan oluĢmaktadır (Markowitsch, 2013).  

Eksplisit belleğin en iyi Ģekilde geliĢtiği fare, sıçan gibi kemirgenlerin beyni, aynı 

zamanda karmaĢık uzaysal ortamlarda gezinmek için oldukça iyi uyarlanmıĢtır. Memeli 

beyninde önemli bir subkortikal yapı olan hipokampüs, özellikle mekansal öğrenme ve 

bellek için oldukça önemlidir.  

Hipokampüs 

Hipokampal formasyon sitoarkitektonik olarak dentat girus (DG), subikulum ve 

hipokampüs olmak üzere üç farklı bölgeden oluĢmaktadır. ġekli nedeniyle eski tarz 

anatomik adlandırmada Yunanca Cornu Ammonis (Ammon’un Boynuzu) olarak 

adlandırılan hipokampüs, Ģekil itibari ile deniz atına benzetilmektedir. Cornu Ammonis 

(CA) terminolojisine göre hipokampüs CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak üzere baĢlıca 

dört alt bölüme ayrılmaktadır. Hipokampal oluĢumun diğer bölgeleri arasında 

presubikulum, parasubikulum ve entorinal korteks bulunmaktadır (Strange ve ark., 

2014). Hipokampüsün alt bölgeleri, eksitatör trisinaptik yolak olarak isimlendirilen ve 

entorinal-hipokampal döngüyü oluĢturan sıralı uyarıcı projeksiyonlarla birbirine 

bağlanmaktadır (ġekil 2.4).  
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ġekil 2.4. Kemirgen hipokampüsünün yolakları. (Deng ve ark., 2010) referans alınarak yeniden çizilmiĢtir. 

EC: Entorinal korteks, LPY: Lateral perforant yolak, MPY: Medial perforant yolak. 

Entorinal korteksteki tabaka II’den çıkan aksonlar medial ve lateral yolaklardan oluĢan 

perforant yolak (PY) aracılığı ile DG’ye projekte olmaktadır. DG projeksiyonlarını 

Mossy lifleri ile CA3’teki piramidal hücrelere gönderirken; CA3 piramidal nöronları 

bilgileri Schaffer kolateralleri ile CA1 piramidal nöronlarına iletmektedir. CA1 

bölgesindeki piramidal nöronlar ise aksonlarını EC’nin derin tabakalarına iletmektedir. 

CA3 bölgesi, perforant yolak aracılığıyla EC tabaka II nöronlarından doğrudan 

projeksiyonlar almaktadır. CA1, temporoammonik yol (TA) ile EC tabaka III 

nöronlarından doğrudan girdi almaktadır. DG hücrelerinden çıkan projeksiyonlar ise 

Mossy hücreleri ve internöronlara gönderilmektedir (ġekil 2.5) (Deng ve ark., 2010). 
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ġekil 2.5. Sıçan hipokampüsünün nöronal yolakları. ġekil, (Deng ve ark., 2010)’tan uyarlanarak 

TürkçeleĢtirilmiĢtir. EC: Entorinal korteks, PY: Perforant yolak, TA: Temporoammonik yol. 

Eksplisit bellek kendi içerisinde iki bellek tipine ayrılmaktadır: 

 Episodik bellek: Uzay ve zamanda yer alan belirli olayların yanı sıra bu olayları 

hatırlamakta yer alan temel biliĢsel süreçler ve nöronal mekanizmalar için olan 

belleği ifade etmektedir. Episodik belleği diğer bellek çeĢitlerinden ayıran en 

önemli bileĢeni hatırlanan olayın uzaysal veya zamansal bir bilgi olmasıdır 

(Tulving, 2002). 

 Semantik bellek: Belirli gerçeklere uzanan, genel olarak kiĢinin dünya 

hakkındaki genel bilgisini ifade etmektedir. Sözcük bilgisi ve anlamları, bilgiyi 

organize eden her türlü kavram bu bellek kapsamında örnek olarak 

verilebilmektedir (Neely, 1977). 

Ġmplisit Bellek  

Ġmplisit bellek, motor ve algısal beceriler için geliĢmiĢ bir bellektir ve geçmiĢ deneyimin 

bilinçsiz bir Ģekilde performans yoluyla hatırlanması durumudur. Bu bellek tipi, klasik 

ve aletli Ģartlanma gibi karĢılaĢtırmalı belleklerin yanı sıra sensitizasyon ve habitüasyon 

gibi karĢılaĢtırmasız biçimleri de içermektedir.  
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Implisit bellek duysal ve motor beceriler öğrenilirken etkin olan serebellum, striatum, 

amigdala gibi bölgelerde lokalize olmaktadır (Polster ve ark., 1991; Squire, 1992). 

Bunlardan dolayı implisit bellek basit refleks sistemlerine sahip canlılarda 

incelebilirken, eksplisit bellek en iyi memelilerde incelenmektedir.  

Yüksek omurgasızlardaki implisit belleğin basit formları ve memelilerde daha karmaĢık 

Ģekilde olan eksplisit bellek biçimleri üzerine yapılan son araĢtırmalar, sinaptik 

bağlantıların gücündeki ve yapısındaki değiĢikliklerin bu belleğin depolama biçimlerinin 

altında yatan mekanizma olduğunu göstermektedir. Hem eksplisit hem de implisit bellek 

tiplerinin her ikisinde de iki genel depolama mekanizması tanımlanmıĢtır: dakikalar 

süren kısa süreli bellek ve günler, haftalar veya daha uzun süreler alan uzun süreli 

bellek. Bu zamansal ayrım sinaptik plastisite için gerekli olan özel moleküler 

gereksinimler ile açıklanabilmektedir. Kısa süreli bellekte çeĢitli kinazların aracılık 

ettiği, önceden var olan proteinlerin kovalent modifikasyonları veya var olan bu bağların 

etkinliğindeki değiĢiklikler olmaktadır. Buna karĢılık, uzun süreli değiĢiklikler de novo 

gen ekspresyonu, yeni haberci RNA (mRNA) ve proteinlerin sentezi gereklidir. Genel 

olarak uzun süreli formlar yeni sinaptik bağlantıların büyümesi ile iliĢkili olan gruptur.  

Neokorteks tarafından kontrol edilen priming (hazırlama) bellek, önceki karĢılaĢma ile 

kelimelerin ve cisimlerin tanınmasının kolaylaĢmasıdır. Beceri ve alıĢkanlıkların belleği 

olan prosedürel belleğin bir bölümü erken yaĢlarda, kalanları ise yaĢam boyu 

kazanılmaktadır. Striatum tarafından düzenlenen bu bellekte, motor öğrenme ile bilinçli 

olmaksızın basit ve karmaĢık bilgiler birleĢtirilmektedir. Amigdala ve serebellumun 

görev aldığı asosiyatif belleğin temelinde iki uyaran arasındaki iliĢkinin öğrenildiği 

klasik Ģartlanma bulunmaktadır. Bir uyarana verilen yanıtın değiĢmesi non-asosiyatif 

bellektir. Habitüasyon ve sensitizasyondan oluĢan bu bellek tipinde uyaranın tekrarlayan 

uygulaması yanıtta azalmaya neden oluyorsa habitüasyon; artmaya yol açıyorsa 

sensitizasyon olarak isimlendirilmektedir (ġekil 2.3).  

2.1.3. Sinaptik Plastisite 

100 milyardan fazla nörona sahip yetiĢkin insan beyni bilgi iĢleme, depolama ve geri 

çağırma gibi fonksiyonları üstlenebilen büyük bir sinirsel ağdan oluĢmaktadır. Nöronlar 

vücuttaki birçok hücreden farklı olarak polarize olabilme yeteneğine sahiptir ve bu 
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özellik beyinde farklı bölgelerin çeĢitli fonksiyonları yerine getirmesini sağlamaktadır. 

Birbirine sinapslar aracılığı ile bağlı olan nöronların, sinapslar yardımı ile bilgi 

depolamaya aracılık eden birçok eylemi gerçekleĢtirdiği bilinmektedir. Bu bağlantılar 

elektriksel ve kimyasal sinapslar aracılığı ile olmaktadır. Kimyasal sinapslardan 

salgılanan nörotransmitterler eksitatör veya inhibitör özellik göstermektedir. 

Omurgalı merkezi sinir sisteminde (MSS), eksitatör iletime glutamat ve iyonotrofik 

glutamat reseptörleri aracılık etmektedir (Traynelis ve ark., 2010). Aktivasyon üzerine 

iyonotropik glutamat reseptörleri moleküler kompozisyonlarına bağlı olarak çeĢitli 

iyonlara karĢı seçici bir Ģekilde açılmaktadır. AMPA reseptörleri hızlı eksitatör iletimi 

gerçekleĢtirirken NMDA reseptörleri uzun dönem sinaptik plastisitenin 

gerçekleĢmesinde görev alır.  

Sinaptik plastisite kullanılmaya veya kullanılmamaya yanıt olarak sinaptik güçteki 

değiĢikliği ifade etmektedir. Sinaptik etkinlikteki uzun vadeli değiĢikliklere genellikle 

sinapstaki yapısal ve fonksiyonel değiĢiklikler eĢlik etmektedir. Sinapslardaki plastisite, 

presinaptik düzeyde nörotransmitterlerin serbest kalımını değiĢtirirken postsinaptik 

düzeyde nörotransmitter reseptörlerinin özelliklerini, tipini veya sayısını değiĢtirerek 

hücre içi sinyal mekanizmalarını aktive edebilmektedir. LTP, sinaptik bilgi depolama 

süreçlerinin aktivitesini yansıtan temel sinaptik plastisite biçimidir ve öğrenme ile 

hafızanın hücresel bağlantı basamağını oluĢturmaktadır (Malenka, 2003; Lynch, 2004). 

LTP, keĢfinden bu yana çeĢitli beyin bölgelerinde ayrıntılı olarak incelenmiĢtir ve 

özellikle hipokampüsta bu plastisitenin altında yatan moleküler mekanizmaların birçoğu 

bilinmektedir. Hipokampal ana hücre katmanlarının düzenli organizasyonu ve sinaptik 

plastisitenin bilgi depolama süreçleri ile ilgili bilgi vermesi nedeniyle memelilerde 

sinaptik iletimi incelemek için hipokampüs bölgesi kullanılmaktadır.  

2.1.4. LTP’nin Mekanizması 

Sinaptik plastisite kavramı, 1949’da Hebb adlı araĢtırmacı tarafından, deneyimin bir 

devre içindeki bazı nöronal yolları destekleyen ve diğerlerini zayıflatan sinapsları 

değiĢtirebileceğini öne sürmesi ile ortaya çıkmıĢtır (Clark, 1950). Hebb’in teorisine göre 

birlikte ateĢlenen hücrelerin birbirine bağlanacağı öngörülmekteydi.  
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LTP’nin laboratuvar ortamında tanımlanması Bliss ve arkadaĢları tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Bliss ve Lomo, 1973). Perforant yolak üzerine verilen yüksek 

frekanslı uyaran, DG’nin granül hücreleri üzerine sinaptik aktarımın etkinliğinde artıĢa 

neden olduğu için, bellek oluĢumunda LTP’nin oldukça önemli bir hücresel mekanizma 

olduğu düĢünülmüĢtür.  

Hipokampüsteki LTP kısa dönem potansiyalizasyon, erken LTP (E-LTP) ve geç LTP 

(L-LTP) olmak üzere üç farklı ve sıralı faza ayrılmaktadır (ġekil 2.6). Kısa dönem 

potansiyalizasyon ve E-LTP geçicidir ve önceden var olan proteinlerin modifikasyonunu 

sağlarken L-LTP, protein sentezinde ve gen ekspresyonunda saatler, hatta günler süren 

değiĢikliğe neden olmaktadır (Kandel ve Schwartz, 2013).  
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ġekil 2.6. Kısa ve uzun dönem potansiyalizasyonun moleküler mekanizması. (Kandel ve Schwartz, 

2013)’dan uyarlanarak Türkçe’leĢtirilmiĢtir. CRE: cAMP düzenleyici element, CREB-1: cAMP-cevap 

elementi bağlayıcı protein-1, MAPK: Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz, PKA: Protein 

kinaz A, PKMδ: Protein kinaz M zeta, NO: Nitrik oksit, PKC: Protein kinaz C, CaMKII: Ca
2+/

kalmodulin 

bağımlı kinaz II. 

NMDA reseptörlerinin aktivasyonunun aracılık ettiği postsinaptik Ca
2+

 akımı E-LTP 

için gereklidir (Bliss ve Collingridge, 1993). NMDA reseptörlerinin açılması için 
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membran depolarizasyonunu takiben Mg
2+

 blokajının kalkması, reseptöre glutamat ve 

glisinin (D-serin) bağlanması gerekmektedir. NMDAR aktivasyonu, Ca
2+

’un hücreye 

girmesine izin vermektedir ve hücre içi Ca
2+

 konsantrasyonundaki bu artıĢ, 

Ca
2+

/kalmodulin bağımlı protein kinaz II (CaMKII) ve PKC dahil olmak üzere E-LTP 

uyarılmasına aracılık eden bazı hücre içi enzimi aktive etmektedir (Sweatt, 1999) (ġekil 

2). Bu enzimlerin sürekli aktivasyonu, E-LTP’nin korunması için de çok önemlidir 

(Bliss ve Collingridge, 1993; Lynch, 2004). Sürekli olarak aktif PKC ve CaMKII 

formlarının üretilmesi, hücre içi sinyal yolaklarını fosforile etmektedir. Bu olay 

reseptörlerin postsinaptik membrana yerleĢiminin artmasına ve aktivitelerinde artıĢa 

neden olmaktadır (ġekil 2.7) (Derkach ve ark., 2007; D. T. Lin ve ark., 2009). Yapılan 

çalıĢmalarda E-LTP’nin uyarıldığı koĢullarda NMDAR’nın yüzey ekspresyonunun 

arttığı saptanmıĢtır (Grosshans ve ark., 2002).  

 

ġekil 2.7. E-LTP sırasında eksitatör sinapsların BDNF-aracılı düzenlenmesi. (Leal ve ark., 2017)’dan 

uyarlanarakTürkçe’leĢtirilmiĢtir. PKC: Protein kinaz C, VGCC: Voltaj kapılı Ca
2+

 kanalı, CaMKII: 

Ca
2+

/kalmodulin bağımlı protein kinaz II. 

Geçici özellik gösteren E-LTP’yi, dendritik bölmelerde protein sentezini ve 

transkripsiyonel aktiviteyi uyaran L-LTP izlemektedir (Bramham ve Wells, 2007). PKA, 
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CaMKII ve Erk1/2 gibi sinyal molekülleri CREB gibi transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonunu sağlamaktadır (Adams ve Dudek, 2005). Bu faktörler, L-LTP için gerekli 

olan ve sinapslarda çeĢitli yapısal ve fonksiyonel değiĢikliklere aracılık eden proteinlerin 

sentezini uyarmaktadır. ArtmıĢ uyarıcı sinaptik kuvvet, dendritik spinlerde yapısal 

değiĢiklikler olmasına neden olmaktadır. Spin sayısının ve uzunluğunun aktin aracılı 

artması, sinaptik etkinlikte uzun dönem değiĢiklikleri desteklemektedir (Bailey ve ark., 

2015).  

Var olan proteinlerin modifikasyonları ve sinaps trafiğinin düzenlendiği E-LTP’de de 

novo protein sentezi yapılmamaktadır (Malenka ve Bear, 2004). Yüksek frekanslı, 

tekrarlı uyaranlar ile tetiklenen L-LTP’de ise mRNA üretimi ve sinapslarda yapısal 

değiĢiklikler gerçekleĢmektedir (Kandel, 2001a). L-LTP uyarılması ile PKA, MAPK 

gibi hücre içi sinyal yolakları aktive olurken; CREB, ETS transkripsiyon faktor-1 (Elk-

1) gibi transkripsiyon faktörlerinin de ekspresyonu uyarılmaktadır. Aktive olan bu- 

transkripsiyon faktörleri BDNF gibi sinaps yapısı ve fonksiyonunda değiĢikliklere 

aracılık eden genlerin düzeyinin artmasını sağlamaktadır (Shaywitz ve Greenberg, 

1999).  

BDNF hipokampal LTP ve öğrenmede önemli bir rol oynamaktadır. Bu nörotrofin; 

 LTP’nin stabil bir Ģekilde sürdürülmesini ve uyarılmasını düzenlemektedir. 

 Nörotransmitter salınımındaki değiĢiklikleri uyarmaktadır. 

 Postsinaptik glutamat reseptörlerini modüle etmektedir. 

 Transkripsiyonu aktive ederek dendritik spinlerdeki yapısal plastisiteyi 

düzenlemektedir (Bramham ve Messaoudi, 2005; Waterhouse ve Xu, 2009).  

BDNF ve Nörotrofin Ailesi Reseptörleri 

1950’li yıllarda keĢfedilen sinir büyüme faktörü (NGF), geliĢim sırasında duysal ve 

sempatik nöronların sağ kalımını ve büyümesini sağlayan ilk nörotrofin olarak kayıtlara 

geçmiĢtir (Cohen ve ark., 1954). Nörotrofin ailesinin kuruluĢu, domuz beyninden 

saflaĢtırılan BDNF’nin duysal nöronlarda da bulunması ve benzer aktiviteler 

göstermesinin saptanmasına dayanmaktadır (Barde ve ark., 1982). Bu tarihten sonra 
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nörotrofin 3 (NT3) ve nörotrofin 4 (NT4) adında iki faktör daha bulunmuĢtur (Lewin ve 

Barde, 1996).  

Nörotrofinlerin fizyolojik cevapları membrana bağlı iki farklı reseptör tipinin 

aktivasyonu aracılığı ile olmaktadır. Nörotrofinler p75
NTR

 ve tropomiyozin iliĢkili kinaz 

(Trk) reseptörlerine bağlanarak hücrede çeĢitli fizyolojik reaksiyonları tetiklemektedir. 

NGF’ler TrkA, BDNF ve NT4 TrkB reseptörlerine ve NT3 TrkC reseptörlerine 

bağlanmaktadır (Chao, 2003).  

BDNF Sentezi ve Salınması 

Nöronal aktiviteye bağlı olarak düzenlenen BDNF protein üretimi ve salgılanması, bdnf 

adlı genin ekspresyonunun kontrolü ile mümkün olmaktadır. BDNF ve diğer 

nörotrofinler, pre-pro-nörotrofinler olarak endoplazmik retikulumda sentezlenmektedir. 

Pre-pro BDNF’nin olgun hale dönüĢtürülebilmesi için sinyal peptidinin ayrılması ve 

proBDNF haline gelmesi gerekmektedir (ġekil 2.8).  YetiĢkin fare hipokampüsü 

üzerinde yapılan araĢtırmalarda, eksitatör presinaptik terminallerdeki yoğun veziküllerin 

içerisinde prekürsör ve olgun BDNF formlarının birlikte bulunduğu tespit edilmiĢtir 

(Dieni ve ark., 2012). Diğer taraftan biyokimyasal çalıĢmalar proBDNF’nin özel bir 

proteaz (furin) ile Golgi’nin trans yüzünde kısmen parçalandığını veya sekretuar 

granüllerdeki pro-protein konvertaz 1/3 enzimi aracılığıyla parçalandığını göstermiĢtir 

(Seidah ve ark., 1996; Mowla ve ark., 2001).  
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ġekil 2.8. BDNF ve proBDNF oluĢumu. ġekil (B. Yang ve ark., 2017)’dan alınarak TürkçeleĢtirilmiĢtir. 

BDNF, mRNA’sının dendritler boyunca taĢınması ile lokal olarak sinapslarda 

sentezlenir ve yüksek yoğunlukla BDNF içeren veziküller presinaptik bölgeye 

ulaĢmadan önce aksonlar boyunca anterograd olarak taĢınmaktadır (Matsuda ve ark., 

2009). BDNF veya proBDNF içeren veziküller aktiviteye bağlı olarak pre ve 

postsinaptik bölgelerden ekzositoza uğramaktadır. Glutamaterjik sinapsların 

aktivasyonunu takiben dendritik bölgelerden BDNF’nin serbest kalması, ancak NMDA 

reseptörleri aracılığı ile hücre içine Ca
2+

 girmesine veya postsinaptik voltaj kapılı Ca
2+

 

kanallarının aktivasyonuna bağlıdır (Hartmann ve ark., 2001). Yapılan bir çalıĢmada 

ekstrasellüler BDNF’nin postsinaptik seviyede endositozla hücre içine alındığını ve bu 

nörotrofin havuzunun glutamat reseptörlerinin aktivasyonuna bağlı olarak olarak nöronal 

ateĢleme ile serbest kalabileceğini göstermektedir (Y. H. Wong ve ark., 2015). Ayrıca 

internalize edilen TrkB reseptörlerinin degredasyona yönlendirildiği ya da BDNF-

bağımlı bir mekanizma ile plazma membranına tekrar lokalize edildiği de tespit 

edilmiĢtir (Huang ve Reichardt, 2003; Z. Y. Chen, Ieraci, ve ark., 2005).  
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BDNF aracılı sinyal iletimi, spesifik olarak TrkB reseptörü aracılığıyla 

gerçekleĢmektedir. Ligand bağlanması ile TrkB reseptörünün hücre içi kinaz alanı 

dimerize olarak otofosforilasyona (Tyr 515 ve Tyr 816) uğramaktadır. SHC adaptor 

protein (Shc) ve büyüme faktörü reseptör bağlayıcı protein 2 (GRB2) gibi adaptör 

moleküllerin yerleĢim yerleri Ģekillenince hücre içerisindeki çeĢitli sinyal yolakları 

aktive olmaktadır. Bu sinyal yolakları, MAPK, fosfolipaz Cγ ve PI3K/Akt yolaklarıdır 

(Blum ve ark., 1999; Mizuno ve ark., 2003). Trkb geninin eksikliği durumunda bellek 

formasyonunun bozulduğu tespit edilmiĢtir. Bu da TrkB sinyalinin bellek oluĢumunda 

önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir (Minichiello ve ark., 1999). Ras/MAPK 

yolağı, BDNF de dahil olmak üzere birçok büyüme faktörü ile aktive edilerek öğrenme 

ve bellek oluĢumunda rol oynamaktadır. Bununla birlikte, sıçan hipokampüs CA1 

bölgesinde LTP sırasında ERK aktivitesinin arttığı da tespit edilmiĢtir (English ve 

Sweatt, 1996). MEK inhibitörü uygulaması ise hipokampal LTP’yi inhibe etmektedir 

(English ve Sweatt, 1997).  

Tirozin kinaz sinyal kaskadı tarafından aktive edilen PI3K ve sinyal yolağında alt 

kademelerinde bulunan moleküller, sinaptik plastisitede oldukça önemlidir. PI3K aktive 

edici peptidin in vitro’da dendritik spin dinamiklerini düzenlediği ortaya çıkmıĢtır 

(Cuesto ve ark., 2011). PI3K inhibitörü LY294002 adlı molekülün 

intraserebroventriküler uygulanması ile dentat girusta LTP oluĢumunu engellenmiĢtir 

(Horwood ve ark., 2006). 

TrkB reseptörleri, hipokampüsun piramidal ve granüler hücrelerinin sinir 

terminallerinde, aksonlarında ve dendritik spinlerinde tespit edilmiĢtir (Drake ve ark., 

1999). Ayrıca, subsellüler fraksiyonlarda TrkB reseptörlerinin serebrokortikal nöronların 

dendritik spinlerinde bulunduğu saptanmıĢtır (Aoki ve ark., 2000). Biyotin iĢaretli 

antikor kullanılarak yapılan bir diğer çalıĢmada ise TrkB reseptörlerinin hipokampüsteki 

glutamaterjik sinir terminallerinde ve hatta presinaptik aktif zonda da bulunabileceği 

ortaya konmuĢtur (Pereira ve ark., 2006a).  
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BDNF’nin Fizyolojik Özellikleri 

Sinaptik plastisite, hücre yüzey reseptörlerinden gelen sinyaller ile aktin hücre 

iskeletinin yeniden modellenmesi, gen transkripsiyonu ve protein sentezi uyarılması ile 

tetiklenmektedir. BDNF sinaptik plastisitenin bilinen en iyi düzenleyicisidir. 

Hipokampüste nöronal aktiviteye bağlı olarak BDNF ekspresyonu ve salgılanması 

artmaktadır (Zafra ve ark., 1990). Bununla birlikte sıçan hipokampüsünde BDNF mRNA 

seviyesi, uzaysal öğrenmeyi gösteren Morris su tankı testinin denemeleri sırasında 

anlamlı Ģekilde artıĢ göstermektedir (Mizuno ve ark., 2000). Sinaptik plastisitede 

BDNF’nin etkisini anlamak için oluĢturulan BDNF knockout farelerde, öğrenme ve 

bellek formasyonunun bozulduğu, fakat dıĢarıdan rekombinant BDNF protein verilmesi 

ile LTP ve bazal sinaptik iletimin düzeldiği saptanmıĢtır (Patterson ve ark., 1996; 

Linnarsson ve ark., 1997). Ek olarak antikor veya antisense oligonükleotitler 

kullanılarak BDNF’nin bloke edilmesi uzaysal hafızayı, kısa ve uzun süreli belleği 

bozmuĢtur (Alonso ve ark., 2002).  

BDNF’nin bağlanarak hücre içi sinyal kaskadını aktifleĢtirdiği TrkB reseptörünün 

aktivasyonu engellendiğinde, hipokampal CA1 sinapslarında teta dalgası ile ortaya çıkan 

LTP’nin azaldığı bulunmuĢtur (Figurov ve ark., 1996). Yapılan bir diğer çalıĢmada, 

BDNF ve diğer TrkB ligandlarının hipokampüste L-LTP oluĢması için gerekli olduğunu 

ortaya koymuĢtur (Korte ve ark., 1995). Yine anestezi altındaki sıçanlara 

intrahipokampal uygulanan BDNF, medial perforant yolak ve dentat granül hücreleri 

arasındaki sinaptik iletimi uzun süreli olarak uyarmıĢtır (Messaoudi ve ark., 1998). 

BDNF’nin kritik rolünün anlaĢılması için oluĢturulan trkB ön beyin-spesifik knockout 

farelerde CA3-CA1 hipokampal sinapslarındaki LTP’nin bozulduğu saptanmıĢtır 

(Minichiello ve ark., 1999).  

Sinaptik plastisitede BDNF’nin postsinaptik fonksiyonu glutamat reseptörleri üzerinedir. 

Hipokampal nöronal kültürleri ve kesitlerinde BDNF’nin AMPA reseptörünün sinaptik 

dağılımı ve trafiğini arttırdığı tespit edilmiĢtir (Caldeira ve ark., 2007) (ġekil 2.9). 

Bununla birlikte, BDNF’nin hipokampüsteki nöronlarda sinaptik iletimi düzenlediği, 

NMDA reseptör trafiğini, reseptörün açık kalmasını, fosforilasyonunu ve glutamat 
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reseptör trafiğini modüle ettiği bulunmuĢtur (Levine ve ark., 1998; Caldeira ve ark., 

2007).  

LTP oluĢumuna ve sürdürülebilirliğine ek olarak BDNF aracılığı ile sinapslarda nöronal 

aktiviteye bağlı olarak gerçekleĢen yapısal değiĢiklikler, dendrit sayısı ve hacminde 

artıĢa neden olmaktadır (Kasai ve ark., 2010). GeliĢim esnasındaki nöronlarda BDNF, 

nörit dallanması ve büyümesine neden olurken, olgun nöronlarda dendritik spinlerin 

uzunluğunu ve morfolojisini düzenlemektedir (Ji ve ark., 2010). Ekzojen verilen 

BDNF’nin CA1 piramidal nöronlarda MAPK/ERK yolakları aracılığı ile dendritik spin 

yoğunluğunu arttırdığını, ayrıca geçici reseptör potansiyel C (TRPC) kanalları ile hücre 

içine Ca
2+

 giriĢini uyararak membran depolarizasyonunu sürdürdüğü tespit edilmiĢtir 

(Alonso ve ark., 2004; Amaral ve Pozzo-Miller, 2007).  

BDNF-TrkB Sinyal Yolağının Düzenlenmesi 

Bir tirozin kinaz reseptörü olan TrkB, BDNF bağlandığında çapraz tirozin 

fosforilasyonuna uğrayarak homodimer haline gelmektedir. Aktive olan hücre içi Trk 

domainleri aracılıyla aĢağıdaki sinyal yolakları aktive olmaktadır: 

 Mitojenler Tarafından Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK) 

 Fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) 

 Fosfolipaz Cγ (PLCγ) 
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ġekil 2.9. BDNF ve aktive ettiği hücre içi sinyal yolakları. ġekil, (Yoshii ve Constantine-Paton, 2007)’dan 

alınmıĢtır. TRC: Geçici reseptör potansiyel-kanonik kanalı, IP3: Inositol 1,4,5-trifosfat, Rsk: Ribozomal 

protein S6 kinaz, Mnk1: MAPK ile etkileĢen serin/treonin kinaz 1, mTOR: Rapamisin protein 

kompleksinin memeli hedefi, TSC1: Tüberoskleroz kompleksi 1, TSC2: Tüberoskleroz kompleksi 2, ER: 

Endoplazmik retikulum.  

a) Mitojenler Tarafından Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK) Yolağı 

BDNF bağlanmasını takiben 515 pozisyondan fosforillenen tirozin, Shc bölgesini 

fosforilleyerek Grb2 adaptör proteini ile etkileĢime girmektedir. Grb2 ise guanin 

nükleotit değiĢim faktörü Sos’u aktive ederek Ras proteininden guanin di fosfat (GDP) 

molekülünü ayırır ve yerine guanin tri fosfat (GTP) bağlamaktadır. Aktive olan Ras, alt 

kaskadında bulunan Raf/MEK/Erk yolağını uyararak CREB gibi transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonunu uyarmaktadır (Shaywitz ve Greenberg, 1999). MAPK/Erk 

yolağı ayrıca sinaptik plastisitede önemli olan ökaryotik baĢlatıcı faktör 4E (eIF4E), 4E-

bağlanma proteini-1 (4E-BP1) ve ribozomal protein S6 gibi proteinlerin üretimini de 

sağlayabilmektedir (Kelleher ve ark., 2004). Dolayısıyla yapılan araĢtırmalar, protein 

sentezinin gerçekleĢtiği uzun dönem plastisiteye bağlı değiĢimlerde MAPK/Erk 

yolağının etkili olduğunu göstermektedir.  
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b) Fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) 

TrkB reseptörünün BDNF ile bağlanması ile uyarılan Shc alt birimi, Ras ve Grb2 

proteinleri aracılığı ile PI3K yolağını aktive edebilmektedir. PI3K proteininin 

aktivasyonu ile plazma membranının iç katmanındaki inositol fosfolipidlerinin 

kompozisyonu değiĢmektedir. Bu olay ile Akt plazma membranına transloke olur ve 

protein translasyonu ile hücre sağ kalımı ile iliĢkili yolakları uyarmaktadır. 

BDNF/TrkB/PI3K/Akt yolaklarının aktive olması ile protein sentezinin majör bir 

düzenleyicisi olan mTOR’un translasyonu tetiklenmektedir (Sarbassov ve ark., 2005). 

Aktive olan mTOR proteini mRNA translasyonunda görev alan p70S6 ve 4E-BP1 gibi 

proteinlerin fosforlanmasını sağlamaktadır. Bununla birlikte yapılan çalıĢmalar, PI3K-

Akt yolağının sinaptik proteinlerin trafiğinde düzenleyici bir görev gösterdiğini 

ispatlamıĢtır (Yoshii ve ark., 2011). Bu yolak sinaptik proteinlerin transportu ve 

translasyonu aracılığıyla sinaptik plastisitenin uzun dönem sürdürülmesine neden 

olmaktadır (ġekil 2.9).  

c) Fosfolipaz Cγ (PLCγ) 

TrkB’nin kinaz aktivasyon bölgesinin dıĢında iki tirozin fosforilasyon rezidüsü 

bulunmaktadır. 785 poziyonunundan fosforillenen tirozin PLCγ’yi aktive eder ve PLCγ 

fosfatidilinozitol 4,5-bifosfatı hidrolizleyerek diaçilgliserol (DAG) ve inozitol 1, 4, 5-

trifosfat (IP3) oluĢturmaktadır (Huang ve Reichardt, 2003). DAG PKC’yi aktive eder ve 

IP3 hücre içi Ca
2+

 depolarından Ca
2+

 serbest kalmasına neden olmaktadır. GeliĢim 

aĢamasındaki hipokampal nöronlarda BDNF’nin uygulanması postsinaptik bölgede hızlı 

bir kalsiyum geçiĢine neden olmaktadır (Lang ve ark., 2007). BDNF’nin reseptörüne 

bağlanması ile artan hücre içi Ca
2+

 ve DAG, plazma membranındaki TRPC3/6 

kanallarını aktive ederek sinapslarda ve büyüme bölgelerinde BDNF-aracılı Ca
2+

 artıĢına 

katkıda bulunmaktadır (Y. Li ve ark., 2005).  

2.1.5. Sinaptik Plastisitede NMDA Reseptörlerinin Fonksiyonu 

Esansiyel olmayan bir amino asit olan glutamat, merkezi ve periferal sinir sisteminde 

görev alan temel eksitatör nörotransmitterdir (Ferraguti ve ark., 2008). Glutamat 

reseptörleri iyonotropik ve metabotropik olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadır. 

Metabotropik glutamat reseptörleri G-protein kapılı reseptörlerdir ve sinyal iletim 
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yolakları ile farmakolojik özelliklerine göre üç grupta kategorize edilmektedir. mGluR1 

ve mGluR5’i içeren Grup I metabotropik reseptörler, uyarıcı etkilidir ve bunu fosfolipaz 

C ve ikincil haberciler aracılı ile yapmaktadır. Grup II metabotropik reseptörleri, 

mGluR2 ve mGluR3’ü içermekte iken; Grup III metabotropik reseptörler mGluR4, 

mGluR6, mGluR7 ve mGluR8’den oluĢmaktadır. Grup II ve Grup III reseptörlerinin 

sekans benzerliği %70’i bulmaktadır (Conn ve Pin, 1997).  

Nöron plastisitesi ve sinaps yapısındaki uzun dönem değiĢiklikleri içeren nöron 

aktivitesinden sorumlu olan katyon-geçirgen iyon kanalı reseptörleri AMPA reseptörleri, 

kainat reseptörleri ve NMDA reseptörleri olmak üzere üçe ayrılmaktadır ve her biri hızlı 

uyarıcı nörotransmisyona neden olmaktadır (Dingledine ve ark., 1999). Bütün 

iyonotropik glutamat reseptörleri selektif olmayan katyon kanallarıdır. Na
+
, K

+
 gibi tek 

değerlikli iyonlara ek olarak bazı durumlarda az miktarda Ca
2+

 iyonunu da 

geçirebilmektedir. AMPA, kainat ve NMDA reseptörlerinin aktivasyonu eksitatör 

postsinaptik cevap oluĢmasına neden olmaktadır. Diğer ligand kapılı kanallar gibi bu 

reseptörler de birçok protein alt biriminin birleĢmesi ile izoformlar oluĢturmaktadır 

(ġekil 2.10).  

 

ġekil 2.10. Glutamat reseptörleri. 
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NMDA reseptörleri, MSS’deki sinaptik fonksiyonun düzenlenmesinde çok önemli olan 

glutamat kapılı iyon kanallarıdır. Bu reseptörlerin NR1, NR2 ve NR3 alt birimleri 

endoplazmik retikulumda heteromerik bir Ģekilde birleĢerek farklı fizyolojik ve 

farmakolojik özellikte NMDAR oluĢmasını sağlamaktadır. Her NMDAR alt birimi geniĢ 

bir amino (N) terminal içeren ekstrasellüler bölge, por Ģekillendiren bir ilmek bölgesi ve 

hücre içi karboksil (C) terminalinin bulunduğu bölgeyi içermektedir. NMDA ressptörleri 

Ca
2+

 iyonuna  oldukça geçirgendir ve bu reseptörler aracılığı ile hücre içine giren Ca
2+

 

sinaptogenez, sinaptik yeniden modellenme ve LTP gibi sinaptik etkinliğin uzun vadede 

değiĢtirildiği birçok süreci düzenlemektedir (Collingridge ve ark., 2004). NR2 alt birimi 

NMDA reseptörlerinin biyofiziksel ve farmakolojik özelliklerinin çoğunu 

belirlemektedir. Ayrıca NMDA reseptörü montajını, hücre içi sinyalizasyonu, reseptör 

trafiğini ve sinaptik hedefini düzenlemektedir (Collingridge ve ark., 2004).  

NR2A alt birimi NR2B alt birimine göre glutamat için daha düĢük afinite, belirgin 

Ģekilde daha hızlı bir kinetiğe ve daha büyük bir kanal açıklığına sahiptir. NR2C ve 

NR2D altbirimleri düĢük iletkenliğe sahipken Mg
2+

 blokajına karĢı hassasiyeti düĢüktür. 

NR3 alt biriminin ise yüzeyde ekspresyonu oldukça az ve Ca
2+

 geçirgenliği düĢüktür 

(Cull-Candy ve Leszkiewicz, 2004).  

NMDA reseptörü alt birimi kompozisyonuna göre reseptörün iletkenliği, Mg
2+ 

blokajı ve 

Ca
2+

 geçirgenliği değiĢiklik göstermektedir. NR2A/NR2B içeren reseptörlerin diğer 

reseptörlere kıyasla daha yüksek iletkenliğe (~50 pikosiemens (pS)) sahip olduğu, Ca
2+

 

geçirgenliğinin fazla olduğu (pCa/pCs: ~7.5) ve Mg
2+ 

blokajının yüksek duyarlılık 

gerektirdiği (Ġnhibitör konsantrasyon (IC50): 15 µM, -70 mV’ta) bilinmektedir (Paoletti, 

2011).  

Merkezi sinir sisteminde bulunan NMDA reseptörlerinin çoğu NR1 ve NR2 

altbirimlerinin heteromerik Ģekilde birleĢiminden oluĢmaktadır Sinaptik NMDA 

reseptörleri fiziksel olarak hücre içi sinyal proteinleri, fosfatazlar, kinaz reseptörleri ve 

tip I metabotropik glutamat reseptörleri (mGluR) ile bağlanan adaptör ve sinaptik yapı 

proteinlerini organize eden postsinaptik yoğunluklar (PSD) ile birlikte lokalize 

olmaktadır. mGluR’ler sinaptik plastisite, uyarılabilirlik ve nöronal bağlantıda rol 

oynayan G protein bağlı reseptörlerdir (Conn ve Pin, 1997). 95 kDa’luk sinapsla iliĢkili 
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protein-95 (PSD-95) ve sinapsla iliĢkili protein-102 (SAP-102) sinaptik yapı içerisinde 

bulunan proteinlerdir ve modüler bir PDZ bağlanma bölgesi içermektedir. Bu PDZ 

içeren protein NMDA reseptörlerini sabitleme fonksiyonunun yanı sıra  reseptörlerin 

hücre içi trafiğini ve dağılımını da düzenlemektedir (Kim ve Sheng, 2004).  

Olgun Sinapslarda NMDAR Plastisitesi 

Uzun süreli plastisiteden AMPA reseptörü ile birlikte NMDA reseptörlerinin de katkıda 

bulunduğu bilinmektedir. Aktiviteye bağlı olarak dinamik olarak düzenlenen NMDA 

reseptörlerinin sayısı değiĢiklik gösterse de olgun sinapslarda reseptör alt birim 

kompozisyonunun değiĢim gösterdiği düĢünülmektedir. Hipokampal kesitlerde yapılan 

çalıĢmalar AMPA reseptörleri aracılı ile oluĢan LTP’nin aynı zamanda NMDA reseptörü 

aracılı LTP’yi de aktive ettiğini göstermiĢtir (Bashir ve ark., 1991). NMDA reseptörü 

aracılı LTP uyarılması daha güçlü bir uyarılma profili gerektirmektedir ve genel olarak 

AMPA reseptörü aracılı LTP’ye göre daha yavaĢ geliĢmektedir. Bunlara ek olarak, LTP 

oluĢumunda AMPA ve NMDA reseptörlerinin hücre içi ve yüzey hareketliliğinin 

farklılık gösterdiği tespit edilmiĢtir (Lau ve Zukin, 2007).  

Mossy lifler-CA3 sinapslarında, substantia nigra ve ventral tegmental alan (VTA)’da 

bulunan dopaminerjik nöronların glutamaterjik sinapslarında kısa sinaptik patlamalar, 

AMPA reseptöründe değiĢiklik olmaksızın NMDA reseptörü aracılı LTP artıĢına neden 

olmaktadır. NMDA reseptörü ile hücre içine alınan Ca
2+

 veya grup I metabotropik 

glutamat reseptörü, adenozin 2A reseptörleri (A2AR) ve muskarinik asetilkolin 

reseptörleri (mAChR) aracılığı ile hücre içi depolardan serbest bırakılan Ca
2+

, yeni 

NMDA reseptörü içeren veziküllerin membrana lokalizasyonunu tetiklemektedir. 

NMDA reseptörü ekzositozuna ek olarak reseptörlerin lateral hareketi ve reseptör 

kompozisyonunun düzenlenmesi gibi uzun süreli değiĢiklikler de Mossy lifleri ve CA3 

sinapslarında gerçekleĢmektedir (Hunt ve Castillo, 2012) (ġekil 2.11). Perforant yolak-

dentat girus sinapslarında NMDA reseptörü aracılı LTP’de NR2D içeren ekstrasinaptik 

reseptörlerin sinaptik bölgeye difüzyonu ile reseptör alt birim kompozisyonu değiĢimi 

mümkün olmaktadır (Harney ve ark., 2008). CA1 bölgesindeki sinapslarda ise NMDA 

reseptörü aracılı ile gerçekleĢen LTP, sinaptik NR2A’nın miktarında artıĢa neden 

olmaktadır (Y. Peng ve ark., 2010). 
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ġekil 2.11. Olgun sinapsta NMDA reseptörü plastisitesi. (Paoletti ve ark., 2013)’dan alınarak 

TürkçeleĢtirilmiĢtir. 

Korteksin piramidal hücrelerinde ve hipokampüste dominant olarak bulunan NMDA 

reseptörünün NR2A ve NR2B alt birimlerinin oranı, postnatal dönemde dinamik Ģekilde 

değiĢikliğe uğramaktadır (Monyer ve ark., 1994). YetiĢkin beyninde miktarı azalan 

NR2B alt biriminin LTP’ye olan katkısının sorgulandığı bir çalıĢmada, sıçan 

hipokampüsünün CA1 bölgesinde NR2B’nin en az NR2A alt birimi kadar LTP 

uyarılmasına katkı sağladığı saptanmıĢtır (Liu ve ark., 2004). Ön beyin ve hipokampüste 

NR2B alt birimini overeksprese eden transgenik sıçanlar ile yapılan deneylerde, uzaysal 

referans belleğini ölçen Morris Su Tankı testinde hayvanların hedef kadranda 

geçirdikleri sürenin kontrol grubuna göre oldukça fazla olduğu görülmüĢtür. T-maze 

testi ile uzaysal çalıĢma belleği ölçüldüğünde ise NR2B overeksprese eden sıçanların 

performansının anlamlı Ģekilde fazla olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca Schaffer kolaterali-

CA1 yolağına uygulanan tek bir tetanik stimülasyon ile transgenik hayvanlarda LTP’nin 

tetiklendiği ve böylece NMDA reseptörü NR2B alt biriminin hipokampal sinaptik iletim 

ve plastisite üzerine etkisi olduğu saptanmıĢtır (D. Wang, Cui, ve ark., 2009). Tüm 

bunlara ek olarak NR2B knockout veya NR2B alt birimi C-terminal kısmı kesilmiĢ olan 

hayvanların doğar doğmaz öldüğü bilinmektedir (Sprengel ve ark., 1998). 
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NR1/NR2B alt birimleri antagonistinin sıçanlara verildiği bir çalıĢmada Morris Su tankı 

testinde uzaysal hafızada herhangi bir değiĢim olmadığı saptanmıĢtır (Guscott ve ark., 

2003).  

Perkinton ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, NMDA reseptör 

stimülasyonunun Erk1/2 ve Akt sinyal yolaklarını uyardığı ve hedef CREB molekülünün 

fosforilasyonunu sağlayarak sinaptik plastisite ve nöronal geliĢime katkıda bulunduğu 

ortaya konmuĢtur (Perkinton ve ark., 2002). Kültüre edilmiĢ kortikal nöronlarda Akt 

aktivitesinin NMDA reseptörleri aracılığıyla düzenlendiği bulunmuĢtur. Yüksek 

konsantrasyonlardaki NMDA’nın ise Akt ve Erk fosforilasyonunu düĢürerek sinaptik 

plastisiteyi azaltmaktadır (Sutton ve Chandler, 2002). Tüm bu bulgular NMDA 

reseptörlerinin fizyolojik düzeyde aktivasyonunun hücre içerisinde Akt ve Erk1/2 

yolaklarını aktive ederek nöronal sağkalıma neden olduğunu; fakat patolojik seviyede 

aktivasyonunun apoptotik süreçleri uyarabileceğini göstermektedir. 

Sinaptik iletim ve plastisitede fonksiyon gösteren BDNF, NMDA reseptör 

ekspresyonunu modüle etmektedir. Kültüre edilmiĢ hipokampal nöronlara akut BDNF 

uygulaması NMDA reseptörü aktivitesi arttırmıĢ ve NR1, NR2A, NR2B alt birimlerinin 

mRNA ve protein ekpresyonu yükselmiĢtir (Caldeira ve ark., 2007). Plazma 

membranındaki NMDA reseptörü alt birimlerinin kompozisyonunu değiĢtiren BDNF, 

aktivite bağımlı olarak da reseptör aktivitesini düzenlemektedir (Crozier ve ark., 2008).  

Glikojen sentaz kinaz NMDA reseptörlerinin aktivitesini düzenleyen bir diğer hücre içi 

moleküldür. GSK3’ün farmakolojik inhibisyonu veya susturulması kortikal piramidal 

nöronlarda NMDA-reseptör aracılı sinaptik akımın uzun süreli bir Ģekilde azalmasına 

yol açmaktadır (P. Chen ve ark., 2007). GSK3’ün NMDA reseptörlerini düzenlemedeki 

rolü, PI3K/Akt yolağı inhibitörü Wortmanin kullanımının hipokampüste NR2A ve 

NR2B alt birimlerinin yüzey ekspresyonunu azaltması ile gösterilmiĢtir. Lityum ve 

SB216763 gibi GSK3 inhibitörlerinin de NMDAR ekspresyonlarını kontrol seviyelerine 

çektiği gösterilmiĢtir (L. Q. Zhu ve ark., 2007). DüĢük GSK3 seviyelerinde AMPA ve 

NMDA reseptörünün NR2B alt birimlerini içeren klatrin kaplı veziküller endositoz ile 

hücre içerisine alınmaktadır. GSK3 bağımlı reseptör internalizasyonu GDI: Rab5 

kompleksinin ayrılmasını gerektirmektedir. Tersine; yüksek GSK3 seviyelerinde NMDA 
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ve AMPA reseptörleri plazma membranında yüksek oranda eksprese edilir ve reseptör 

internalizasyonu engellenmektedir  (Wildburger ve Laezza, 2012).  

2.1.6. GSK3β Sinyali 

Glikojen sentaz kinaz 3, tüm memeli ve ökaryotlarda bulunan çok fonksiyonlu bir 

serin/treonin kinazdır (Grimes ve Jope, 2001b). Glikojenin sentezinde anahtar bir 

molekül olan GSK3’ün ismi, glikojen sentazı fosforile etmesinden ileri gelmektedir. 

GSK3 tarafından fosforlanan glikojen sentaz enzimi inaktive olmaktadır. Memelilerde 

iki farklı gen tarafından kodlanan, fakat yüksek sekans homolojisi gösteren GSK3, 

baĢlıca iki farklı tipe ayrılmaktadır: GSK3α (51 kDa) ve GSK3β (47 kDa). GSK3 protein 

sentezi, glikojen metabolizması, hücre mobilitesi, proliferasyon ve sağkalım gibi bir çok 

sinyal yolağının düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır (Luo, 2009). Birbirine 

oldukça yakın sekans homolojisi gösteren bu iki izoformun fonksiyonu ise birbirinden 

farklılık göstermektedir. Bu izoformlar arasında GSK3β merkezi sinir sisteminde daha 

fazla eksprese olan ve daha çok çalıĢma yapılmıĢ olandır. GSK3β’nın nöronal geliĢimin 

erken dönemlerinde nörogenez, nöronal migrasyon, farklılaĢma, sağkalım gibi bir çok 

erken dönem nöronal düzenlenmede rol oynamaktadır.  

GSK3β Aktivitesinin Düzenlenmesi 

GSK3β dinlenim durumunda aktif olan ve çeĢitli eksternal sinyallere cevap olarak hızlı 

ve geçici bir inhibisyon sağlayan enzimdir (Grimes ve Jope, 2001b). GSK3β’nın 

aktivitesi bölge spesifik fosforilasyon ile düzenlenmektedir. GSK3β’nın tirozin 216 

(Tyr216) pozisyonundan fosforillenmesi aktif olmasına neden olurken; serin 9 (Ser9) 

pozisyonundan fosforlanması GSK3β aktivitesini inhibe etmektedir. Ser9 bölgesine 

fosfor eklenmesi en yaygın ve en önemli düzenleyici mekanizmadır. P70 S6 kinaz, 

Erk1/2, Akt, PKC ve PKA gibi kinazlar tarafından Ser9 pozisyonundan fosforile 

olabilmektedir (Grimes ve Jope, 2001b; Kaytor ve Orr, 2002). GSK3β’nın aktivitesini 

arttıran Tyr216 pozisyonundan fosforillenme hücre içi Ca
2+

 seviyesindeki değiĢiklikler 

ile veya bir Ca-bağımlı tirozin kinaz ile uyarılmaktadır (Hartigan ve Johnson, 1999; 

Lesort ve ark., 1999).  

GSK3β fosforillenme bölgesinden bağımsız bir Ģekilde, hücre içi lokalizasyonuna bağlı 

olarak da aktive olabilmektedir (Baltzis ve ark., 2007). GSK3β’nın substratı olan Tau 
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sitozolik iken diğer substratları olan trankripsiyon faktörleri nüklear formdadır ve 

GSK3β da bu iki proteinin aktivitesini düzenleyebilmek için hem sitozolde hem de 

nükleusta bulunabilmektedir. Diehl ve arkadaĢları hücre siklusunun S fazında nüklear 

GSK3β’nın bir artıĢ gösterdiğini bulmuĢtur (Diehl ve ark., 1998).  

GSK3β 40’tan fazla glikojen metabolizması, transkripsiyon, translasyon, hücre 

farklılaĢması, proliferasyon, sitoiskelet ve apoptosis ile iliĢkili proteinin fonksiyonunu 

düzenlemektedir (Grimes ve Jope, 2001b; Manoukian ve Woodgett, 2002; Luo, 2009). 

Metabolik sinyal proteinlerinden bazıları; asetilCoA karboksilaz, amiloid prekürsör 

protein, siklik AMP-bağımlı protein kinaz, glikojen sentaz, insülin reseptör substrat-1 

(IRS-1) ve pirüvat dehidrogenazdır. Mikrotübül-iliĢkili protein 1B (MAP1B), nöronal 

hücre-adezyon molekülü (NCAM) ve dinamin-benzeri yapısal proteinlere ek olarak β-

katenin, CREB, nüklear faktör kappa β (NF-κB), glukokortikoid reseptör, aktive edilmiĢ 

T hücresi nüklear faktörü (NFAT) gibi transkripsiyon faktörlerinin fonksiyonunu da 

regüle etmektedir.  

Nöronal GeliĢimde GSK3β’nın Rolü 

GSK3β tüm dokularda yüksek seviyede eksprese olmakta iken merkezi sinir sisteminde 

de yaygın Ģekilde bulunduğu bilinmektedir (Woodgett, 1990). Özellikle geliĢmekte olan 

beyinde nöronlar baĢta olmak üzere astrositlerde de eksprese olduğu bilinmektedir 

(Leroy ve Brion, 1999). Yapılan bir çalıĢmada embriyonik dönemin ilk 18 gününde 

sıçan beyninde GSK3β ekspresyonunun maksimum seviyeye ulaĢtığı, bunun yetiĢkinlik 

ile birlikte azaldığı bulunmuĢtur (Leroy ve Brion, 1999). YetiĢkin beyninde dendritlerin 

proksimal kısmında ve perikaryada immunoreaktivite gösterdiği, embriyolojik dönemde 

ise özellikle akson boyunca bulunduğu tespit edilmiĢtir. Tüm bu bulgular GSK3β’nın 

nöronal geliĢimde önemli bir fonksiyona sahip olduğunu göstermektedir.  

GSK3β geliĢim gösteren beyinde nöroblastlardan çok postmitotik nöronlarda eksprese 

olmaktadır (Leroy ve Brion, 1999). Özellikle mikrosefali durumunda aktif GSK3β’nın 

nöronlarda overeksprese olduğu bulunmuĢtur (Spittaels ve ark., 2000). Bununla birlikte 

GSK3β’nın inhibe olması ile in vitro’da cerebellar granüler nöron progenitörlerinin 

proliferasyonunun uyarıldığı; aktivasyonu ile de nöronal prekürsörlerin bölünmesinin 

baskılandığı tespit edilmiĢtir (Cui ve ark., 1998). GSK3’ün bir inhibitörü olan lityumun 



32 
 

in vitro yetiĢkin dentat girus-kökenli nöronal prekürsör hücrelerin prolifesyonunu 

arttırdığı gösterilmiĢtir (Boku ve ark., 2009). Diğer bir GSK3β inhibitörü olan 

SB216763 hipokampal nörogenezi arttırmaktadır (Guo ve ark., 2012). Dolayısıyla 

araĢtırmacılar, GSK3β’nın beyin geliĢiminde proliferasyonu ve nörogenezi negatif 

yönde düzenlediğini iddia etmektedir. Bununla birlikte aktivator protein-1 (AP-1) ve 

NF-κB gibi mitojenik transkripsiyon faktörlerini inhibe ederek regülasyonda rol oynayan 

GSK3β; hücre siklusunda görev alan siklin D1 ve D2 gibi düzenleyici proteinlerin 

aktivitelerini de baskılamaktadır (Diehl ve ark., 1998; Ma ve ark., 2007; Luo, 2009).  

Nöronal FarklılaĢma 

Nöronal polarizasyon ve nörit geliĢimi önemli morfolojik değiĢiklikleri ve nöronal 

sitoiskelet elemanlarının yeniden düzenlenmesini gerektiren bir süreçtir. Bu polarite ve 

aksonal büyümede birkaç MAP1B ve Tau gibi GSK3β’nın substratı olan proteinler 

önemli rol oynamaktadır (Barth ve ark., 2008). GSK3β’nın nöronlarda overekspresyonu, 

farede postnatal maturasyona ve nöronal farklılaĢmaya neden olmaktadır (Spittaels ve 

ark., 2000; Spittaels ve ark., 2002). İn vitro çalıĢmalarda seçici inhibitörler ile GSK3β 

inhibe edildiğinde nörit geliĢiminin gerçekleĢtiği; zıt Ģekilde GSK3β aktivasyonu ile 

nöronal kısalma gerçekleĢtiği bulunmuĢtur (Munoz-Montano ve ark., 1999; Orme ve 

ark., 2003). Ek olarak, fare kortikal nöronal hücre hattında GSK3β’nın inaktivasyonu 

leptin aracılı bir artıĢ ile aksonal büyümeye neden olmuĢtur (Valerio ve ark., 2006). 

Bununla birlikte GSK3β’nın nöronal kök hücre farklılaĢmasını negatif yönde 

düzenlediği bulunmuĢtur. SB216763 ile GSK3β’nın inhibe edilmesi yetiĢkin rat 

subventriküler zondan izole edilen nöronal kök hücrelerinin proliferasyonunu inhibe 

etmiĢtir (Maurer ve ark., 2007). Ayrıca spinal kord hasarı sonrasında aksonal 

rejenerasyon için GSK3β inaktivasyonunun yararlı olduğunu düĢünen araĢtırmacılar da 

mevcuttur (Dill ve ark., 2008).  

Diğer taraftan, bazı araĢtırmalar ise GSK3β aktivitesinin aksonal uzama ve nörit geiĢimi 

için gerekli olduğunu göstermiĢtir. Örneğin; lityum veya diğer GSK3β inhibitörlerinin 

rat hipokampal hücre kültüründe ve duysal nöronlarda akson uzama oranını ve nörit 

geliĢimini azalttığı bulunmuĢtur (Takahashi ve ark., 1999; Owen ve Gordon-Weeks, 
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2003). Dolayısıyla GSK3β’nın nöronal farklılaĢma ve aksonal uzama ile ilgili zıt iki 

etkisine dair çalıĢmalar literatürde bulunmaktadır. 

GSK3β ve Nöronal Sağkalım 

GSK3β, immatür nöronlar veya nöronal prekürsörlerin ölüm ve sağkalımında önemli bir 

rol oynamaktadır. Embriyonik fare beyninden elde edilen nöronal prekürsör hücrelerde 

GSK3β’nın aktivasyonu apoptotik sinyali uyarmaktadır (Eom ve ark., 2007). Fakat 

yapılan çalıĢmada GSK3β inhibitörü olan lityum uygulaması immatür cerebellar 

granüler hücrelerin apoptozuna yol açmıĢtır; matür nöronlarda ise sağ kalımı sağlamıĢtır 

(D'Mello ve ark., 1994). AraĢtırmacılar GSK3β’nın oksidatif stres, endoplazmik 

retükulum stresi gibi çevresel ve hücresel çeĢitli streslere cevap olarak nöronal ölümü 

uyardığını düĢünmektedir (Bhat ve ark., 2000; L. Song ve ark., 2002; Takadera ve ark., 

2007). GSK3β, hücre içindeki pro-apoptotik proteinleri (Bax gibi) direkt fosforile 

ederek, bunların nöronal apoptozis sırasında mitokondriyal lokalizasyonunu 

sağlamaktadır (Linseman ve ark., 2004). Yapılan bir diğer çalıĢmada ise GSK3β’nın 

aktivasyonu NF-κB aracılı nöronal sağkalımı antagonize ederek hücre 

yaĢayabilirliğininin azalmasına neden olmaktadır (Sui ve ark., 2006). 

GSK3β merkezi sinir sisteminin geliĢimi esnasında nöronlarda lokalize olan bir 

proteindir ve ekspresyonu geliĢimsel olarak regüle edilmektedir ve immatür beyinde 

nörogenez, nöronal migrasyon, farklılaĢma ve sağkalım gibi çeĢitli geliĢimsel olayı 

düzenlemektedir. Eksternal sinyallere oldukça hassas olan GSK3β, nutrient 

deprivasyonu, oksidatif stres, ER stresi gibi çeĢitli etkilerle aktivitesi 

değiĢtirebilmektedir. Bu yüzden GSK3β, MSS geliĢiminde esansiyel bir rol oynamanın 

yanı sıra çeĢitli çevresel uyarıların neden olduğu hasarlara karĢı nöronal cevabı 

belirmekte görev almaktadır.  

Sinaptik Plastisitede GSK3β’nın Rolü 

GSK3’ün α ve β izoformlarının her ikisi de aynı hücresel kompartmanda 

bulunmamaktadır. GSK3β mitokondri ve sinaptozomlarda lokalize olurken alfa 

izoformu buralarda bulunmamaktadır (Hoshi ve ark., 1995). Bu yüzden GSK3β sinaptik 

plastisiteyi direkt olarak düzenlerken GSK3α bunu ancak gen ekspresyonunu 

düzenleyerek, indirekt yoldan yapmaktadır (Beaulieu ve ark., 2011; Polter ve Li, 2011). 
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Aynı substratlara etki edebilirken (Tau gibi) farklı fonksiyon gösterebilmektedirler. 

GSK3α knockout farelerde insülin duyarlılığı geliĢirken GSK3β knockout fareler 

embriyonik dönemde ölmektedir (Hoeflich ve ark., 2000; MacAulay ve ark., 2007). 

Uzun süre lityum tedavisi almıĢ kiĢilerde GSK3 aktivitesi baskılanmıĢ, fakat bu tedaviyi 

almamıĢ kontrol hastalara göre demans riskinin arttığı gösterilmiĢtir (Dunn ve ark., 

2005). Bu sonuç, GSK3 aktivitesinin normal beyin fonksiyonunun sürdürülebilmesi için 

gerekli olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte GSK3β’nın aĢırı aktivasyonunun 

nörofibriler yumak oluĢumunu arttırarak çeĢitli nörodejeneratif hastalıkların oluĢumunu 

uyardığı bilinmektedir.  

Bellek Ģekillenmesinin altında yatan nöronal plastisite, pre- ve post sinaptik 

fonksiyonların değiĢtirilmesi ile mümkün olmaktadır (Hernandez ve ark., 2002). Yapılan 

çalıĢmalar GSK3 modülasyonunun nöronal plastisite uyarılması ve ekspresyonu 

üzerinde doğrudan bir etkisi olduğunu göstermiĢtir (Bradley ve ark., 2012). Ayrıca 

plastisiteyi etkileyen sinaptik stimülüsün GSK3 aktivitesini de etkilediği bilinmektedir 

(Szatmari ve ark., 2005). GSK3 inhibisyonu ile NMDA ve AMPA reseptörlerinin 

internalizasyonu uyarılmaktadır (P. Chen ve ark., 2007). AraĢtırmacılar bu  bilgi ıĢığında 

LTD’nin altında yatan mekanizmaya GSK3’ün katkıda bulunabileceğini düĢünmektedir 

(Beattie ve ark., 2000).  

Öğrenme uyarısının alınması ile ilk olarak birkaç saat süren kısa süreli bellek oluĢumu 

gerçekleĢmektedir ve bunu takiben bir konsolidasyon sürecinden geçmesi ile uzun 

dönem belleğe çevrilmesi söz konusudur. Aktif bellek geri çağırma ve güncellenen uzun 

süreli bellek ile Ģekillenmektedir.  Bu güncellenen bellek bir rekonsolidasyon süreci 

aracılı ile uzun dönem belleğe dönüĢmektedir.  Dolayısıyla rekonsolidasyon için 

güncellenmiĢ aktif bir bellek ve uzun dönem belleğin sürdürülmesi gerekmektedir. Bu 

konsolidasyon ve rekonsolidasyon sürecinde farklı moleküler yolaklar kullanılsa da her 

ikisinde de protein sentezi bağımlı değiĢiklikler görülmektedir (Nader ve ark., 2000; 

Morris ve ark., 2006). Yapılan çalıĢmalarda heterozigot GSK3β fareler kontrol fareler ile 

karĢılaĢtırıldığında sağlıklı, fertil, normal lokomotor aktivite ve sirkadien ritme sahip 

oldukları görülmüĢtür (Hoeflich ve ark., 2000). 
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Kimura ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada Ģartsız uyarana cevap olarak 

heterozigot GSK3β ve yabanıl tip fareler arasında donma zamanı açısından herhangi bir 

farklılık görülmemiĢtir (Kimura ve ark., 2008). Bu çalıĢmada GSK3β
+/-

 farelerde bellek 

konsolidasyonu ve Ģekillenmesi bakımından herhangi bir bozukluk olmadığı ve bu 

belleğin en az 7 gün boyunca sürdürüldüğü gösterilmiĢtir (Kimura ve ark., 2008). Fakat 

rekonsolidasyonda heterozigot GSK3β farelerin 7.günde daha kısa donma zamanı 

gösterdiği bulunmuĢtur (Kimura ve ark., 2008). Ek olarak GSK3β
+/-

 hayvanların belleği 

tekrar aktive olmazsa, 7 gün boyunca uzun süreli belleği stabilize edip öğrenme 

fonksiyonunu yerine getirmektedir. Fakat bu heterozigot fareler testten önce bellek 

tekrar aktive olmadığında rekonsolidasyonu baĢaramamaktadır. Bu bilgiler GSK3β’nın 

aktivasyonunun bellek rekonsolidasyonu veya sürdürülmesinde gerekli olduğunu 

göstermektedir.  

2.1.7. Adropin 

Adropin insanda 9.kromozomda bulunan Enerji Homeostazisi-ĠliĢkili Gen (Enho) 

tarafından kodlanan 4.9 kDa ağırlığında bir peptidtir (Kumar ve ark., 2008; Aydin, 

2014). Merkezi sinir sistemindeki çeĢitli organlarda (nöronlar, nöroglial hücreler, pia 

mater, vasküler alan, Purkinje hücreleri ve granüler tabaka) bulunmakla birlikte kalp, 

böbrek, karaciğer, pankreas ve insan göbek kordonunda eksprese olmaktadır (Lovren ve 

ark., 2010; Aydin ve ark., 2013; Aydin, 2014). 

2008 yılında Kumar ve sonraki yıllarda Aydin adlı araĢtırmacı ve arkadaĢları adropinin 

lipid homeostazisi ve kan glikozunu düzenleyici etkisini bulmuĢlardır (Kumar ve ark., 

2008; Aydin, 2014). Lovren 2010 yılında adropinin endotel üzerine koruyucu etki 

gösterdiğini ortaya koymuĢtur . Bu çalıĢmada adropin VEGFR2’i ve onun hücre içi 

sinyal yolaklarını aktive ederek etki göstermiĢtir. Hücre içerisinde PI3K/Akt ve Erk1/2 

yolaklarına etki etmiĢtir. Bununla birlikte adropin, eNOS ekspresyonunu modüle 

etmektedir (Lovren ve ark., 2010). Adropin endotel hücrelerin proliferasyonunu, 

göçünü, kapiller benzeri yapı oluĢumunu arttırmıĢ; endotelial permeabiliteyi azaltmıĢtır 

(Lovren ve ark., 2010; Yang ve ark., 2016).  

Adropin, glikoz oksidasyonunda hız sınırlayıcı bir enzim olan pirüvat dehidrogenaz 

(PDH) enzimini aktive etmiĢ ve mitokondriyal fonksiyonu arttırmıĢtır. Yağ asidi 
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oksidasyonunda görev yapan iki anahtar enzim olan karnitin palmitoltransferaz-1B 

(CPT-1B) ve farklılaĢma kümesi 36 (CD36)’nın aktivitesini baskılayarak yağ asidi 

oksidasyonunda da rol oynamaktadır (Gao ve ark., 2015).  

Adropin aterogenez ve kardiyovasküler hastalıkların düzenlenmesinde koruyucu bir role 

sahiptir (L. Wu ve ark., 2014; L. Li ve ark., 2016; L. P. Zhao ve ark., 2016). Serum 

adropin seviyesi, kardiyovasküler hastalık ve koroner ateroskleroz için bir risk faktörü 

olan serum homosistein seviyesi ile ters iliĢkilidir (L. P. Zhao ve ark., 2016). Kardiyak 

sendrom X ve stabil koroner arter hastalığına sahip hastaların serum adropin seviyesi 

düĢük bulunmuĢtur  (Celik ve ark., 2013; L. P. Zhao ve ark., 2015). Akut miyokard 

infarktüsü baĢlangıcında serum adropin seviyesi kontrol grubundan daha düĢük seyreder 

iken; izleyen 1 ve 24.saatlerde adropin seviyesinin arttığı bulunmuĢtur (Aydin, 2014; H. 

Y. Yu ve ark., 2014). Plazma adropin seviyesi kalp yetmezliğinin Ģiddeti ile doğru 

orantıda iken sol ventrikül ejeksiyon fraksiyonu ile arasında negatif bir korelasyon 

bulunmaktadır (Lian ve ark., 2011).  

Adropin, nöronal tanıma molekülü 3 (NB3) aracılı ile membrana bağlı bir protein olan 

Notch1 sinyal yolağını modüle etmektedir. NB-3, Notch1’in ligandı olarak görev alan, 

kontaktin ailesine ait bir proteindir ve sinir sistemi geliĢimi sırasında hücre yüzey 

etkileĢimine aracılık etmektedir. Wong ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada adropinin 

NB3/Notch sinyal yolağı aracılığı ile lokomotor aktivite ve motor koordinasyonu 

düzenlediği, ayrıca serebellum geliĢiminde de önemli bir rol oynadığı bulunmuĢtur (C. 

M. Wong ve ark., 2014).  

Adropin ve Vasküler Endotel Büyüme Faktör Reseptörü 2 (VEGFR2) 

VEGFR2, özellikle endotel hücrelerinde eksprese edilen bir tirozin kinaz reseptörü olup, 

endotel fonksiyonunu ve anjiogenesisi düzenlemektedir. Adropin, VEGFR2 

ekspresyonunu arttırarak PI3K/Akt ve Erk1/2 yolaklarını aktive eder, eNOS’u arttırarak 

nitrik oksit (NO) biyoyararlanımını modüle etmektedir (Lovren ve ark., 2010).  

Hipoksik Ģartlar hipoksi-uyarıcı faktör-1α (HIF-1α) ve VEGFR2 gen ekspresyonunu 

uyarmaktadır (Mu ve ark., 2003). HIF-1α degredasyonunda anahtar bir enzim görevi 

gören prolilhidroksilaz inhibitörleri ile mezenĢimal hücreler uyarılırsa, mezenĢimal kök 
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hücrelerin nöron benzeri hücrelere dönüĢümü sağlanmaktadır (Pacary ve ark., 2006). 

Ġskemik Ģartlar altında HIF-1α üretimi eritropoietin (EPO), p21 ve VEGF gibi nörojenik 

faktörlerin yapımını indüklemektedir (Jin ve ark., 2002; X. B. Yu ve ark., 2002; Pacary 

ve ark., 2006). Ġskemik inme oluĢturulan hayvan modellerinde VEGF’in nöroprotektif 

etki gösterdiği (daha küçük infarct alanı), nörogenezde rol oynadığı (nöronal 

prekürsörlerin erken ve geç fazında) ve anjiogeneze katkıda bulunduğu (endotel hücre 

proliferasyonu, hücre göçü, sağ kalımı ve vasküler geçirgenlik) gösterilmiĢtir (Jin, Mao, 

ve ark., 2001; Sun ve ark., 2003; Shimotake ve ark., 2010). Nörogenez ve anjiogenezin 

birlikte geliĢtiği bilinmesine ragmen, VEGF’nin nörotrofik potansiyeli anjiyogenezden 

bağımsızdır. VEGF bu fonksiyonu, aksonal büyümeyi uyararak, bununla birlikte kalpain 

ve kaspaz-3 bağımlı mekanizmalar aracılığı ile hücre ölümünü baskılayarak yapmaktadır 

(Sondell ve ark., 2000; Jin, Mao, ve ark., 2001; Shimotake ve ark., 2010).  

Son yapılan çalıĢmalarda Rho/Rho iliĢkili protein kinaz (ROCK) sinyal yolağının 

inhibisyonunun HIF-1α aktivitesini artttırdığı ve EPO, VEGF ve p21 proteinlerini 

upregüle ederek nörogenezi uyardığı tespit edilmiĢtir (Pacary ve ark., 2007; Pacary ve 

ark., 2008). Adropinin VEGF seviyesini etkilemeksizin Rho/ROCK yolağını inhibe 

ederek nörogeneze katkıda bulunabileceği düĢünülmektedir (Yang ve ark., 2016).  

Adropin ve G Protein-bağlı Reseptör (GPR19) 

Stein ve arkadaĢları 2016 yılında adropinin potansiyel reseptörü olarak GPR19’u 

tanımlanmıĢlardır (Stein ve ark., 2016). GPR19, Nöropeptid-Y reseptörüne benzer 

özellikler gösteren, dopamin D2 reseptör ailesinden bir transmembran reseptördür 

(O'Dowd ve ark., 1996). GPR19 reseptörü serebellum, kaudat, putamen, talamus, 

hipotalamus, hipokampüs, frontal korteks ve olfaktör bulbusta eksprese olmaktadır 

(O'Dowd ve ark., 1996; Hoffmeister-Ullerich ve ark., 2004). GPR19 transkriptlerinin 

erken embriyogenesiste nöroektodermal orjinli dokularda bulunduğu tespit edilmiĢtir 

(Hoffmeister-Ullerich ve ark., 2004). Serebral nöronlarda bu reseptörün uyarılması ile 

birlikte Erk1/2 ve Akt fosforilasyonunun arttığı gösterilmiĢtir (Hossain ve ark., 2016). 

Yakın zamanlarda Stein ve arkadaĢları, adropinin GPR19 reseptörü ile su alımının 

inhibisyonuna neden olduğunu bulmuĢtur (Stein ve ark., 2016). Dolayısıyla, GPR19 
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reseptörünün dağılımı ve altında yer alan potansiyel sinyal yolakları nöronal geliĢim ve 

korumada adropinin önemli etkilere sahip olabileceğini göstermektedir.  

Adropin ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS) 

Adropinin endotel üzerine koruyucu fonksiyonundan biri de NO biyoyararlanımının 

düzenlenmesi iledir (Lovren ve ark., 2010). NO anjiogenezi ve vaskülogenezisi 

uyarırken, anti-aterosklerotik, anti-inflamatuvar ve anti-trombotik faktör olarak da etki 

göstermektedir.  

Nitrik oksit oluĢmasını sağlayan NOS enziminin ekspresyonu, PI3K/Akt ve Erk1/2 

sinyal yolakları ile arttırılmaktadır (Lovren ve ark., 2010; B. Peng ve ark., 2012). NOS 

polimorfizmi veya endotelial NOS ekspresyonunun azalması spontan serebral 

thrombosis ve infarktüsü, kan beyin bariyeri bozulması ve Alzheimer hastalığı gibi 

nörodejeneratif hastalıklara neden olan kognitif bozukluklar ile iliĢkilidir (Hassan ve 

ark., 2004; Jeynes ve Provias, 2009; Tan ve ark., 2015).  

Adropin in vitro ve in vivo endotel hücrelerinde NOS ekspresyonunu arttırarak 

proliferasyona, migrasyona ve kapiller benzeri tüp oluĢumuna neden olmakta; bununla 

birlikte bu hücrelerin apoptozunu ve permeabilitesini azaltmaktadır (Lovren ve ark., 

2010). Ayrıca NOS’un upregülasyonu, serebral kan akımını arttırken serebral iskemi, 

apoptoz, inflamasyon ve stres-indüklü hipotansiyonun önlenmesini sağlamaktadır (H. Y. 

Lin ve ark., 2010).  

Adropin ve Ekstrasellüler Sinyal-Düzenleyici Kinazlar 1/2 (Erk1/2)  

Erk1/2 mitojen-aktive protein kinaz ailesinin bir üyesidir. Adropin VEGFR2 aracılı ile 

Erk1/2 yolağını aktive ederek BDNF gibi proteinlerin ekspresyonunu arttırmaktadır 

(Lovren ve ark., 2010). BDNF, beyin hasarı ve iskemisini takiben nöronal geliĢim, 

farklılaĢma, sağ kalım ve nörolojik fonksiyonların düzelmesi gibi olaylara katkıda 

bulunmaktadır (Y. M. Zhu ve ark., 2013; Y. Zhao ve ark., 2014; H. Wu ve ark., 2015). 

Ġskemi sonrası Erk1/2 yolağı aracılığı ile BDNF üretimini arttırmakta ve reperfüzyon 

hasarını azaltmaktadır (H. Wu ve ark., 2015). Ek olarak, Erk1/2 aktivasyonu nüklear 

faktör eritroid 2-iliĢkili faktör 2 (Nrf2)’yi uyarmakta ve beta-amiloid indüklü hücre 

ölümü ve oksidatif strese karĢı nöronları korumaktadır.  
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Adropin ve PI3K/Akt Sinyal Yolağı  

PI3K VEGF, sitokinler, insülin ve diğer hücresel stimuluslara cevaben Akt’nin 

fosforilasyonunu uyarmaktadır. Akt’nin aktivasyonu 308. pozisyonda treonin ve 473. 

pozisyonda serin amino asidinin fosforlanmasını gerektirmektedir. Ser-473 

pozisyonundan fosforlandığında Akt diğer fosforlanmaya gerek duymadan aktive 

olmaktadır (H. Y. Wang, Wang, ve ark., 2009). Adropin Ser-473 bölgesinden 

fosforillenmeyi uyararak Akt’yi aktive edebilmektedir (Lovren ve ark., 2010).  

Fosforile olan Akt hücre siklusunun devamı, proliferasyon, farklılaĢma ve sağ kalımı 

uyarmaktadır (Manning ve Cantley, 2007). Ayrıca bu yolak anjiogenesis, nöronal 

rejenerasyon, sinaptik plastisite, inflamatuvar cevap ve apoptosis gibi önemli olaylarda 

rolü olan rapamisinin memeli hedefi (mTOR) hücre içi ligandının tetikleyicisidir 

(Annovazzi ve ark., 2009).  

Alzheimer, Parkinson ve Huntington Hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklar defektif 

Akt sinyali ile iliĢkilidir (Colin ve ark., 2005; Saavedra ve ark., 2010). Benzer Ģekilde, 

hasarlı Akt/GSK3β sinyali Ģizofreni, bipolar bozukluk gibi çeĢitli nöropsikiyatrik 

hastalıkların patofizyolojisinde görev almaktadır (Emamian 2004; Jope 2011). Adropin 

ile aktive olan PI3K/Akt aktivasyonunun Ģizofreni, Parkinson gibi hastalıklarda terapotik 

bir potansiyele sahip olabileceği yapılan araĢtırmalar ile öne sürülmüĢtür (Burke 2007; 

Timmons 2009; Schwab 2005).  

Adropinin lokomotor aktiviteyi ve motor koordinasyonu  düzenleyici etkisi bilinmekle 

birlikte, öğrenme ve bellek üzerindeki etkisini inceleyen herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. Projemizde adropinin uzaysal öğrenme ve bellek üzerine olan etkisi 

ve mekanizması araĢtırılmıĢtır. Adropinin öğrenme ve bellek oluĢumunda rol oynayan 

AKT, CREB, BDNF, MAPK, GSK3β, NMDA reseptörü NR2B proteinlerinin  

ekspresyon seviyesi, glutamin ve glutamik asit miktarı üzerine etkisini belirleyen ve 

davranıĢ deneyleri ile destekleyen ilk araĢtırmadır.   
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında 

gerçekleĢtirilen bu çalıĢmada 3 aylık, ortalama 280-320 gr ağırlığında, erkek Sprague-

Dawley sıçanlar kullanılmıĢtır. Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları 

Bakım ve Üretim Ünitesi’nden temin edilen hayvanlar, sıcaklığı 22 ± 2
o
C olan ve 12 

saat aydınlık-karanlık periyodunda bir odada barındırılmıĢtır. Sıçanlar ticari yem ve 

çeĢme suyu ile beslenmiĢtir. Deneysel çalıĢmalar için Akdeniz Üniversitesi Deney 

Hayvanları Uygulama ve AraĢtırma Merkezi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 

etik kurul onayı alınmıĢtır (B.30.2.AKD.0.05.07.00/50). 

3.1. Deney Gruplarının OluĢturulması 

Sıçanlar deneyin baĢlangıcında rastgele bir Ģekilde iki gruba ayrılmıĢtır. 

Tablo 3.1. Deneysel prosedürler için belirlenen deney grupları 

Deney Grupları Ġlaç Uygulamaları 

Kontrol (n=15) % 0.9’luk NaCl (icv)  

Adropin (n=15) 1 nmol dozda % 0.9’luk NaCl içinde 

çözülmüĢ adropin (icv) 

3.2. Deney Protokolü 

Hayvanlar deneylerden birkaç gün önce deney yapılacak davranıĢ laboratuvarına 

alınarak deney ortamına alıĢmaları sağlanmıĢtır. Bu alıĢma sürecini takiben lateral 

ventriküle kanül yerleĢimi yapılıp 3 gün boyunca toparlanma periyoduna sokulmuĢtur. 

Kanül yerleĢimi doğrulandıktan sonra her gün aynı saatte adropin grubu sıçanlara 1 

nmol dozda adropin enjekte edilmiĢtir, kontrol grubu hayvanlara da adropinin çözücüsü 

% 0.9’luk NaCl aynı oranda uygulanmıĢtır. Adropin uygulaması ile birlikte uzaysal 

hafızayı değerlendiren Morris Su Tankı testi ve enjeksiyon bitimini takiben 6 ve 7. 

günlerde obje lokalizasyon testi gerçekleĢtirilmiĢtir. 7. Günde sıçanların motor aktivite 

davranıĢları lokomotor aktivite testiyle ölçülmüĢtür ve takiben Y maze testi ile uzaysal 

çalıĢma belleği değerlendirilmiĢtir.  DavranıĢ deneyleri ardından sakrifiye edilen sıçan 
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hipokampüsleri izole edilerek biyokimyasal analizler için -80
o
’de saklanmıĢtır (ġekil 

3.1).  

 

ġekil 3.1. Deney protokolü. OLT: Obje lokalizasyon testi, icv: intraserebroventriküler. 

3.3. Ġntraserebroventriküler Kanülasyon (ĠCV) Uygulaması 

Hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (12 mg/kg) anestezisinin intraperitoneal 

olarak uygulanması ile anesteziye alınarak 37
o
C’lik ısı pedi üzerinde stereotaksik 

çerçeveye sabitlenmiĢtir. Göz kurumasını engellemek amacıyla 1 gr vazelin her iki göze 

kulak çubuğu yardımıyla uygulanmıĢtır. Ardından sagittal bir sütur yardımıyla periost 

temizlenerek bregma açığa çıkarılmıĢtır (ġekil 3.2). Bregma ve lambda noktaları 

referans alınarak rostro-kaudal eksende eğim ortadan kaldırıldıktan sonra sağ lateral 

ventriküle yerleĢtirilecek olan kanülasyon iĢlemi için bregma referans alınarak 0.8 mm 

anteroposterior (AP); -1.4 mm mediolateral (ML); -2.2 mm dorsoventral (DV) 

koordinatlarında kafatasına 1 mm çapında bir delik açılmıĢtır. 26G kalınlığındaki plastik 

kanül bu koordinatlarda sağ lateral ventriküle yerleĢtirilmiĢtir. Kanül, dental sement ile 

kafatasına sabitlenmiĢtir ve 3.0 cerrahi ipek iplik ile cilt kapatılmıĢtır. Cerrahi iĢlemler 

sırasında gerçekleĢen su kaybını önlemek için 1 ml SF subkutan olarak enjekte 

edilmiĢtir. Cerrahi iĢlemleri takiben iki gün boyunca ağrı kesici olarak 1 mg/kg dozda 

meloksikam intraperitoneal olarak uygulanmıĢtır. Ġntraserebroventriküler kanül 

yerleĢimini doğrulamak için cerrahi iĢlemden üç gün sonra sıçanlara yerleĢtirilen kanül 

aracılığıyla 150 ng anjiotensin-II uygulanmıĢtır. Enjeksiyon sonrası, sıçanlar kafeslerine 
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konmuĢ ve suya eriĢimine izin verilmiĢtir. 120 sn içinde su tüketmeyen hayvanlar 

kanülasyon iĢleminin lateral ventriküle gerçekleĢmemesinden dolayı deney dıĢı 

bırakılmıĢ, 120 sn içerisinde su tüketen hayvanlar deney prosedürüne devam ettirilmiĢtir 

(Bulbul ve ark., 2019). 

 

ġekil 3.2. Stereotaksik çerçeveye sıçanların yerleĢtirilmesi. 

3.4. Adropin Uygulaması 

Üç günlük toparlanma sürecinin ardından adropin grubu hayvanların lateral 

ventriküllerine adropin (Phoenix Pharmaceuticals, USA) steril % 0.9’luk NaCl içerisinde 

çözülerek, 1 nmol dozda, 5 µl hacminde, altı gün boyunca aynı saatte enjekte edilmiĢtir. 

Kontrol grubu hayvanlara ise lateral ventriküle steril % 0.9’luk NaCl uygulanmıĢtır. 

Uygun adropin dozu çalıĢma öncesinde denenmiĢtir. Beyin dokusunda eksprese olan ng 

adropin/mg doku miktarına göre adropin dozu seçilmiĢtir (Aydin ve ark., 2013; Stein ve 

ark., 2016).  

3.5. Parametreler 

3.5.1. Ağırlık Takibi 

Deney süresi boyunca hayvanların ağırlıkları takip edilerek kaydedilmiĢtir. 



43 
 

3.5.2. Motor Aktivitenin Belirlenmesi 

Lokomotor aktivite, açık alan aktivite izleme sistemi (MAY 9908 model aktivite 

görüntüleyici sistem: Commat LTD, Türkiye) kullanılarak ölçülmüĢtür. 42 cm x 42 cm x 

42 cm boyutlarına sahip bu sistem, deney hayvanının hareketini algılayan kızılötesi 

fotoseller ile donatılmıĢtır. Kafeslerin yan bloklarında, yerden 4,5 cm yükseklikte ve 2,5 

cm aralıklarla on beĢ yayıcı ve algılayıcı fotosel çifti bulunmaktadır. Diğer on beĢ 

fotosel çifti ise yerden 8 cm yukarıya yerleĢtirilmiĢtir. Deney hayvanının bu açık alanın 

ortasına konması ile 5 dakika süre ile tek bir kayıt alınmıĢtır. Fotosel ıĢınlarının 

kesilmesi IBM-uyumlu bir bilgisayar sistemi ile belirlenmiĢtir ve deney hayvanlarının 

lokasyonu 0,1 sn hassasiyetteki yazılım ile hesaplanmıĢtır (Ozkan ve ark., 2016).  

Deney hayvanının lokasyonunun tamamen değiĢmesi ile oluĢan aktivite ambulatuvar 

aktivite (deneğin kafes içinde dikilme haricinde yaptığı her türlü hareket) olarak 

kaydedilmiĢtir. Bu sistem ile alınan mesafeye ek olarak, hayvanın vertikal, horizontal ve 

ambulatuvar hareketlerinin tamamını kapsayan toplam lokomotor aktivitesi de 

ölçülmüĢtür. 

 

ġekil 3.3. Lokomotor aktivite kafesi. 

3.5.3. Uzaysal Hafıza ve Öğrenmenin Değerlendirilmesi 

Morris Su Tankı (Morris Water Maze = MWM) Testi 

Uzaysal hafıza ve belleğin değerlendirilmesinde kullanılan Morris Su Tankı Testi 

(MWM) çapı 150 cm, yüksekliği 60 cm olan zemini ve iç duvarları siyah renkte olan, 
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daire Ģeklinde su dolu bir öğrenme testidir. Bu dairesel tank dört eĢit kadrana bölünmüĢ 

ve kadranlardan birine suyun 1,5 cm altında kalacak Ģekilde Plexiglas özellikte platform 

yerleĢtirilmiĢtir. Havuz sıcaklığı dıĢarıdan sıcak su eklemesi ile 19-22
o
C arasına 

getirilmiĢtir. Platform tüm denemeler boyunca aynı pozisyonda tutulmuĢtur, fakat prob 

trial gününde havuzdan kaldırılmıĢtır. Dört farklı ipucu objesi tüm deney boyunca aynı 

pozisyonda kalacak Ģekilde tankın çevresine yerleĢtirilmiĢtir (Alaei ve ark., 2007) .  

 

ġekil 3.4. Morris Su Tankı testinin Ģematize hali. D: Doğu, B: Batı, G: Güney, K: Kuzey 

Ġntraserebroventriküler kanülasyon cerrahisini takiben üç günlük iyileĢme periyodu 

tamamlanınca birinci günden itibaren öğrenme aĢamasındaki sıçanların her gün 120 sn 

tankta yüzmelerine izin verilmiĢtir ve bu süre içinde platformu bulan hayvanların 15 sn 

süre ile platform üzerinde kalarak uzaysal ipuçlarını keĢfetmelerine izin verilmiĢtir 

(ġekil 3.3). 120 sn içinde platformu bulamayan sıçanlar yavaĢça platforma yönlendirilip 

15 sn platform üzerinde durmaları sağlanmıĢtır. Bu test, 5 gün süre ile 5 dakika 

aralıklarla günde 4 trial uygulanmıĢtır ve sıçanlar bu 5 gün boyunca belirli yönlerden 

(Tablo 3.2) yüzü tankın yan çeperine bakacak Ģekilde, kuyruğundan tutularak, aynı kiĢi 

tarafından suya konulmuĢtur.   
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Tablo 3.2. Morris Su Tankı testi deneme koordinatları (K: Kuzey; D: Doğu; GD: Güneydoğu; KB: 

Kuzeybatı; KD: Kuzeydoğu) 

Günler 1.gün 2.gün 3.gün 4.gün 5.gün 6.gün 

Y
ö
n

le
r 

K GD KB D K 

KD 
D K GD KB GD 

GD KB D K D 

KB D K GD KB 

  

BeĢ gün süre ile gerçekleĢtirilen trialler sonrasında 6.gün platform tankın içinden 

kaldırılmıĢtır ve öğrenmenin gerçekleĢip gerçekleĢmediği platformsuz su tankında 

yapılan 30 sn’lik yüzdürme triali (prob trial) ile değerlendirilmiĢtir. Sıçanların platform 

bulunan kadranda geçirdikleri süre, tankta kat ettikleri yol ve yüzme hızları Noldus 

Ethovision XT System (the Netherlands) programı ile kaydedilmiĢtir. 

 

ġekil 3.5. Deneylerde kullanılan Morris Su Tankı. 

Obje Lokalizasyon Testi (OLT) 

Nesnenin yerini konumlandırma hafızasını ölçmek için yapılan obje lokalizasyon testi, 

uzun süreli belleğin analiz edilmesinde kullanılmaktadır. Eksplisit belleğin kodlama, 

depolama, birleĢtirme ve geri çağırma aĢamalarının hepsini içeren OLT’de alıĢtırma, 

eğitim ve prob triali olmak üzere 3 basamak bulunmaktadır. AlıĢtırma periyodunda 

hayvanlar davranıĢ deneyi yapılan laboratuvara getirilerek ortama alıĢması sağlanmıĢtır 
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ve ele alıĢtırma protokolü uygulanmıĢtır. AhĢaptan yapılmıĢ, 40 x 40 x 40 cm 

boyutlarında, üzeri açık kutu Ģeklindeki düzenek yaklaĢık 1 cm yüksekliğinde 

otoklavlanmıĢ talaĢ ile kaplanmıĢtır. Düzenek loĢ bir odaya yerleĢtirildikten sonra 

hayvanlar kuyruklarından tutulup hızlıca düzenek içine bırakılmıĢtır ve alanı tanımasına 

izin verilmiĢtir. KeĢif sonrası kafeslerine yerleĢtirilen sıçanlar 24 saat sonra eğitim 

trialine alınmıĢtır. Eğitim trialinde talaĢla kaplı zemin içerisine iki adet aynı renk ve 

boyutta nesne düzeneğin köĢelerinden 5’er cm uzağına yerleĢtirilmiĢtir ve 3 dakika 

boyunca iki özdeĢ objeyi keĢfetmesine izin verilmiĢtir. Her bir denek arası koku izlerinin 

bulunmasını önlemek için talaĢ karıĢtırılmıĢ ve nesneler %70’lik etanol ile temizlenerek 

birkaç dakika havalandırılması sağlanmıĢtır.  

Eğitim trialinden 24 saat sonra özdeĢ nesnelerden birinin yeri değiĢtirilerek hayvanlar 

tekrar deneye alınmıĢtır (prob trial). Deney düzeneğine bırakılan hayvanın 3 dakika süre 

ile gezmesine izin verilmiĢtir ve her nesneyi keĢfetmek için harcanan süre ve her iki 

nesneyi keĢfetmek için harcanan toplam süre kaydedilmiĢtir. Bir nesnenin keĢfi 

hayvanın burnuyla nesneyi iĢaret etmesi ve/veya burnu ile dokunması olarak 

tanımlanmıĢtır. Bir nesnenin etrafında dolaĢmak, tırmanmak veya oturmak keĢif 

davranıĢı olarak değerlendirilmemiĢtir.  

Sıçanların kognitif fonksiyonu diskriminasyon indeksi (DI) = [(yeni obje keĢif süresi-

eski obje keĢif süresi)/toplam keĢif zamanı x 100] olarak verilmiĢtir.  

Diskriminasyon indeksinin sıfır olması, iki objenin eĢit Ģekilde tercih edildiğini 

gösterirken, uzun veya kısa süreli bellek diskriminasyon indeksi değeri 20-45 arasında 

değiĢmektedir.  
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ġekil 3.6. Obje lokalizasyon test prosedürü. 

Y-Maze Testi ile Öğrenmenin Değerlendirilmesi 

Uzaysal çalıĢma belleğinin değerlendirilmesi için kullanılan Y-maze testi, 40 cm 

uzunluğunda, 20 cm duvar yüksekliğinde ve 10 cm geniĢliğinde üç koldan ibaret bir 

labirenttir. Zemini siyah renkte bulunan bu düzeneğin kolları arasında 120
o
’lik açı 

bulunmaktadır ve deneyin öğrenme aĢamasında hayvanlar deney yapılacak odaya 30 

dakika önce getirilmiĢtir. Labirentin üç kolundan bir tanesi öğrenme aĢamasında 

kapatılmıĢtır ve düzeneğin çevresine çeĢitli görsel ipuçları yerleĢtirilmiĢtir. Deney 

düzeneğine yerleĢtirilen sıçanların 15 dakika süre ile diğer iki kolu keĢfetmesine izin 

verilmiĢtir. 15 dakika sonunda sıçanlar kafeslerine geri konulmuĢtur ve deney sırasında 

koku duyusuna göre hareket etmelerini engellemek için Y-maze zemini ve duvarları 

%70’lik etil alkol ile temizlenip havalandırılmıĢtır.  

4 saat sonra kolda bulunan engel kaldırılmıĢtır ve hayvanlar daha önce bırakıldıkları 

koldan Y-maze düzeneğine bırakılarak 5 dakika süre ile her üç kolda gezmelerine izin 

verilmiĢtir. Kamera ile kayıt altına alınan bu davranıĢlar, Noldus Ethovision XT System 

(the Netherlands) ile değerlendirilmiĢtir. Bu süre sonunda katedilen toplam mesafe, 

ortalama hız, yeni kola giriĢ frekansı ve yeni kolda  geçirilen süre hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 3.7. Y-maze deney düzeneği 

3.5.4. Biyokimyasal Analizler 

Deneyin Sonlandırılması ve Dokuların Çıkarılması 

DavranıĢ deney prosedürlerinin bitimini takiben sıçanlar hızlıca intraperitoneal olarak 

uygulanan 1 gr/kg dozda üretan anestezine alınmıĢtır. Uygulanan orta hat kesisi ile 

abdomen ve göğüs kafesi açılmıĢtır. Aortanın iliak bölgesine yerleĢtirilen ucu künt 

Ģekilde kesilmiĢ bir enjektör ucu yardımıyla heparinli serum fizyolojik verilerek dokular 

perfüze edilmiĢtir. Biyokimyasal analizler için kullanılacak hipokampüs dokuları hızlıca 

izole edilerek -80
o
C’ye kaldırılarak saklanmıĢtır.  

Protein Tayini 

Biyokimyasal analizler için kullanılacak sıçan hipokampüs dokularında protein tayini 

modifiye Bradford yöntemine dayanan bir prosedür ile yapılmıĢtır (Bradford, 1976).  

1 µl doku supernatantı 999 µl distile su ile dilüe edildikten sonra üzerine 1 ml CPPA 

reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210) eklenmiĢtir ve 595 

nm’deki absorbansı spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Standart (2 µg/µl bovin 
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serum albümin, BSA, Sigma, A-8022) çalıĢması ise numune yerine artan 

konsantrasyonlarda 1:1000 sulandırmaya sahip BSA kullanılarak yapılmıĢtır. Sıçan doku 

örneklerindeki protein miktarı standart grafik çizilerek hesaplanmıĢtır.  

3.5.5. Western Blot Analizi 

Dokuların Homojenizasyonu 

Sıçanlardan hızlıca izole edilen beyin dokuları soğuk bir tabla üzerine alınmıĢtır ve bir 

bisturi/kaĢık yardımıyla hipokampüs bölgesi izole edilerek, isimlendirilmiĢ ependorflara 

aktarılmıĢtır. Herhangi bir iĢleme tabi tutulmayan dokular lizis tamponunda (0.1 M Tris 

(Merck: 1.08.387.0500), 100x sodyum-orthovanadat, pH: 7.4) sonike edilmiĢtir. Bu 

iĢlem 0.2 gr doku baĢına 600 µl lizis tamponu, 10 µl proteaz inhibitörü (S8820, Sigma 

Aldrich) ve 10 µl fosfataz inhibitörü (4906845001, Sigma Aldrich) ile yapılmıĢtır. 

Örnekler bir saat buz üzerinde bekletildikten sonra 15.000 g’de 10 dakika, +4
o
C’de 

santrifüj edilip süpernatantlar yeni bir ependorfa aktarılmıĢtır. Numuneler biyokimyasal 

çalıĢmalar yapılana kadar bu Ģekilde -20
o
C’de saklanmıĢtır.  

Doku Örneklerinin Hazırlanması 

-20
o
C’de saklanan numunelerdeki protein miktarı belirlendikten sonra aynı miktarda 

protein içeren örneklere 5x Laemli (%4 SDS, %20 Gliserol, %10 2-merkaptoetanol, % 

0.004 brom fenol blue, 0.125 M Tris-HCl, pH: 6.8) eklenmiĢtir ve 5 dakika 95-100
o
C’lik 

kaynar suda kaynatılmıĢtır ve örnekler jele yüklenmeye hazır hale gelmiĢtir.  

Elektroforez ve Blotlama ĠĢlemi 

Örneklerin SDS-PAGE yöntemi ile analizleri için Laemli tarafından bildirilen yöntemde 

bazı değiĢiklikler yapılarak kullanılmıĢtır. 

%12’lik toplama (alt) jel iyice karıĢtırılmıĢtır ve 0.75 mm’lik iki cam arasına 

doldurulmuĢtur. Jel doldurulduktan sonra üzerine su eklenerek oksijenle reaksiyonu 

engellenmiĢ ve polimerizasyonun gerçekleĢmesi için 20 dakika beklenmiĢtir. Ardından 

üzerindeki su dökülmüĢ ve hazırlanan ayırıcı (üst) jel camlar arasına eklenmiĢtir. Ġstenen 

sayıda kuyucuğa uygun tarak takılmıĢ ve polimerizasyon iĢlemi için 30 dakika 

beklenmiĢtir. Jelin donmasını takiben Laemli ile kaynatılıp buz üzerine alınan örnekler 
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moleküler ağırlık standardı baĢta olmak üzere her kuyucuğa 50 µg protein içerecek 

Ģekilde yüklenmiĢtir. 3.5 saat boyunca 80 voltluk gerilim altında elektroforez 

yapılmıĢtır. Jelde moleküler ağırlıklarına göre ayrılmıĢ proteinler, nitroselüloz 

membrana transfer sandviçi oluĢturularak aktarılmıĢtır. Transfer iĢlemi +4
o
C’de, 32 

voltta gece boyu akım uygulanarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Transfer iĢleminin 

tamamlanması ile her bir membran biri 10 dakika olmak üzere dört kez TBS-T (%0.1 

Tween-20 içeren TBS) ile yıkanmıĢtır ve yine TBS-T’de çözülmüĢ %5’lik süt tozu ile 

oda ısısında bir saat inkübe edilmiĢtir. Ardından membranlar yine %5’lik süt tozu içeren 

1:200 oranında seyreltilmiĢ BDNF, 1:250 oranında seyreltilmiĢ NR2B, 1:500 oranında 

seyreltilmiĢ MAPK, 1:1000 oranında seyreltilmiĢ p-MAPK, 1:500 oranında seyreltilmiĢ 

CREB, 1:1000 oranında seyreltilmiĢ p-CREB, 1:500 oranında seyreltilmiĢ Akt, 1:1000 

oranında seyreltilmiĢ p-Akt, 1:500 oranında seyreltimiĢ GSK3β, 1:1000 oranında 

seyreltilmiĢ p-GSK3β  veya β-aktin antikorlarını içeren solüsyon ile gece boyunca, 

4
o
C’de, çalkalayıcı üzerinde inkübe edilmiĢtir. Gece boyunca antikorla muamele edilmiĢ 

membranlar TBS-T ile 40 dakika boyunca yıkanmıĢtır ve 1:80.000 oranında seyreltilmiĢ 

iĢaretli horseradish peroksidaz sekonder antikorlar ile oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında membranlar tekrar TBS-T ile yıkanarak 

görüntülemeye hazır hale getirilmiĢtir.  

 

ġekil 3.8. Western blot elektroforez iĢlemi. 
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Tablo 3.3. Western blot iĢlemlerinde kullanılan antikorlar 

Antikor Marka Katalog No Kaynak Dilüsyon 

BDNF Santa Cruz sc-65513 TavĢan Monoklonal 1:200 

MAPK Cell Signaling #9102 TavĢan Poliklonal 1:500 

p-MAPK Cell Signaling #9101 TavĢan Poliklonal 1:1000 

NR2B Abcam ab65783 TavĢan Poliklonal 1:250 

CREB Cell Signaling #9197 TavĢan Monoklonal 1:500 

p-CREB Sigma-Aldrich 06-519 TavĢan Poliklonal 1:1000 

Akt Cell Signaling #4691 TavĢan Monoklonal 1:500 

p-Akt Cell Signaling #4060 TavĢan Monoklonal 1:1000 

GSK3β Cell Signaling #12456 TavĢan Monoklonal 1:500 

p-GSK3β Cell Signaling #5558 TavĢan Monoklonal 1:1000 

β-aktin Abcam ab6276 Fare Monoklonal 1:1000 

Sekonder anti-

tavĢan antikoru 

Sigma-Aldrich A2074 TavĢan Monoklonal 1:80.000 

Sekonder anti-

fare antikoru 

Sigma-Aldrich A0168 Fare Poliklonal 1:80.000 

 

Görüntüleme 

Sekonder antikor ile iĢaretlenmiĢ ilgili proteinler, konjuge peroksidaz enziminin 

kemilüminesans oluĢturan ürünü için substrat içeren ECL reaksiyon karıĢımı ile 

muamele edilmiĢtir. 5 dakika inkübasyon sonrasında fotoğraf filmi ile görüntülenerek 

spesifik antikor bağlanma yerleri film üzerinde tespit edilmiĢtir.  

Taranarak bilgisayar ortamına aktarılan film paternlerinin Image J programı ile yarı 

kantitatif analizi yapılmıĢtır. Sonuçlar β-aktin proteinine oranlanmıĢtır ve ayrı ayrı 

hesaplanarak ifade edilmiĢtir.  
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3.5.6. Glutamin ve Glutamik Asit Miktarının Belirlenmesi 

Doku Hazırlanması 

Hipokampüs dokuları 0.1 M formik asit solüsyonu ile 1:10 oranında sonikatör yardımı 

ile homojenize edilmiĢtir. Homojenatlar, 4°C’de 18.000 x g’de 20 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatantlar toplanarak analiz edilene kadar -80°C’de saklanmıĢtır. 

Kütle Spektrometrisi 

Glutamin ve glutamik asit standartları Sigma-Aldrich (St. Louis, MO ABD) firmasından 

temin edildikten sonra bu standard solüsyonları 10 ml’lik bir cam tüp içerisine 0.01 gr 

bileĢik tartarak hazırlanmıĢtır. Üzerine 1 ml %98-100 formik asit (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO ABD) ve 9 ml sıvı kromatografi (LC) sınıfı su eklenmiĢtir. Glutamin ve 

glutamik asit tandem kütle spektrometresi (MS/MS) ile birleĢtirilmiĢ ultra hızlı sıvı 

kromatografisi (UFLC, LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu, Japonya) kullanılarak 

optimize edilmiĢ ve çoklu reaksiyon izleme (MRM) yöntemi ile ölçülmüĢtür (Santos-

Fandila ve ark., 2013). Kromatografik ayrımlar yüksek hızlı sıvı kromatografisi (HPLC) 

kolonu (Inertsil ODS-4, 3 x 100 mm, 2 µm, GL Sciences Inc. Tokyo, Japonya) 

kullanılarak 25
o
C’de gerçekleĢtirilmiĢtir. Glutamin ve glutamik asit miktarı 0.4 ml/dk 

akıĢ hızı olan bir gradient elüsyonu kullanılarak tespit edilmiĢtir. Mobil faz solvent A 

%0.1 formik asit ve %1 asetonitril içeren sudan oluĢmakta iken; solvent B %0.1 formik 

asit içeren asetonitrilden oluĢmaktadır. Solvent B için gradient %5-50 (0-1 dk), %50-95 

(1-2 dk) ve %95 (2-3 dk) ve %5 (3-4 dk) olmuĢtur ve enjeksiyon volümü 5 µl’dir. MRM 

geçiĢi ve cevapları pozitif elektrosprey iyonizasyonda (ESI) glutamin ve glutamik asit 

için optimize edilmiĢtir. Pozitif ESI-MS’de prekürsör ve ürün m/z değerleri Ģu Ģekilde 

olmuĢtur: glutamin için prekürsör 146.9 ve ürün iyonu 84.1/130.2; glutamik asit için 

prekürsör iyon 147.9 ve ürün iyonu 84.1/129.7. Saklama (retention) süresi glutamin ve 

glutamik asit için sırası ile 1.05 ve 1.07 olmuĢtur. Glutamin ve glutamik asit cevapları 

50-1000 ng/ml’lik lineer bir kalibrasyon aralığı içerisinde optimize edilmiĢ ve sonuçlar 

doku protein miktarına oranlanarak µg/mg protein olarak verilmiĢtir (Bulbul ve ark., 

2019). 
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3.5.7. ELĠSA Yöntemi ile Adropin Miktarının Belirlenmesi 

Perfüzyon sonrası alınan hipokampüs dokuları, 1 gr baĢına 9 ml fosfat tuzu tamponu 

(PBS) (0.01 M, pH=7.4) olacak Ģekilde sonikatör yardımıyla homojenize edilmiĢtir. 5 

dakika 5000 x g’de 4
o
C’de santrifüj sonrası toplanan süpernatantlardaki adropin miktarı, 

ticari olarak satın alınan sıçan adropin sandviç ELĠSA (Mybiosource, MBS760446) 

metodu ile ölçülmüĢtür. Kit içinden çıkan standartların ve hipokampüs doku örneklerinin 

96’lık plate’e yüklenmesinden sonra dilüsyon buffer ve biyotin iĢaretli antikorlar 

eklenmiĢtir ve 60 dakika 37
o
C’de inkübe edilmiĢtir. Aspire edilen kuyucuk içeriği beĢ 

kez yıkandıktan sonra substratı eklenmiĢ, 15 dakika 37 
o
C’de ıĢıktan koruyarak 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu süre sonunda stop solüsyonu eklenmiĢ ve reaksiyon 

sonlandırılmıĢtır. Stop solüsyonun eklenmesi ile maviden sarıya dönen kuyucuk 

içerikleri 450 nm absorbansta okunarak numunelerdeki adropin miktarı (pg/mg) standart 

eğri yoluyla karĢılık gelen absorbans değerinden hesaplanmıĢtır. Örneklerdeki adropin 

miktarı pg/mg doku proteini olarak ifade edilmiĢtir.  

3.5.8. Sonuçların Değerlendirilmesi 

Ġstatistiksel değerlendirme SPSS paket programı kullanılarak yapılmıĢ ve sonuçlar 

ortalama ± standart hata olarak gösterilmiĢtir. Anlamlılık düzeyi p≤0.05 olarak 

belirlenmiĢ ve her değiĢken için normallik testi uygulanmıĢtır. Ġstatistiksel farklılıklar 

unpaired two-tailed Student’s t-test testi ile belirlenmiĢtir. Morris Su Tankı testinde 

platform bulma süresi two-way ANOVA (repeated measure) takibinde Bonferroni 

doğrulama testi uygulanmıĢtır. ġekillerin çiziminde Graphpad paket programı 

kullanılmıĢtır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Genel Görünüm 

Deneye alınan sıçanlarda sağlık ve morfoloji açısından herhangi bir farklılık 

görülmemiĢtir.  

4.2. DavranıĢ Deneyleri 

4.2.1. Lokomotor Aktivite Testi 

Lokomotor aktivite kafesine konulup hareketleri izlenen hayvanların vertikal, horizontal 

ve ambulatuvar hareketlerinin toplamını gösteren toplam lokomotor aktivitenin, adropin 

verilen grupta kontrol grubuna göre artıĢ gösterdiği tespit edilmiĢtir (Kontrol 459.2±22.5 

ve adropin 2400±314.1; t=6.164, ġekil 4.1.a, p<0.0001***).  

 

ġekil 4.1. Lokomotor aktivite testi. a) Toplam lokomotor aktivite (lma) (Sayı/5 dk), b) ambulatuvar 

aktivite (Sayı/5 dk), c) horizontal aktivite (Sayı/5 dk), d) katedilen mesafe (Sayı/5 dk). ***: p<0.0001 

düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=10). 
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Kafes içerisindeki lokasyonun değiĢmesini gösteren bir parametre olan ambulatuvar 

hareket de adropin enjeksiyonu ile kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir Ģekilde artıĢ 

göstermiĢtir (Kontrol 171.6±15.4 ve adropin 611.0±73.7; t=5.830, ġekil 4.1.b 

***p<0.0001). Ayrıca adropin uygulaması ile sıçanların horizontal aktivitesi artıĢ 

gösterirken (Kontrol 364.6±14.5 ve adropin 1720±229.3; t=5.901, ġekil 4.1.c 

***p<0.0001); hayvanların kafes içerisinde 5 dakikada katettikleri mesafe de adropin 

enjeksiyonu ile kontrol grubuna göre istatistiksel olarak artmıĢtır (Kontrol 

0.00026±0.0001 ve adropin 0.00168±0.0002; t=5.084, ġekil 4.1.d, p<0.0001***).  

4.2.2. Morris Su Tankı (MWM) 

Morris Su Tankı (MWM) testinde su tankına bırakılan hayvanların ilk beĢ günde 

platformu bulma süreleri Tablo 4.1’de gösterilmiĢtir.  

Tablo 4.1. 5 gün boyunca sıçanların platformu bulma süreleri (sn). 

 Kontrol Adropin 

1. Gün 61,79±9,63 64,3±10,7 

2. Gün 58,48±6,13 34,12±5,46 

3. Gün 47,63±8,19 33,36±8,79 

4. Gün 38,21±7,37 28,5±4,86 

5. Gün 32,31±6,47 25,78±4,6 

  

Öğrenme kapasitesinin değerlendirilmesi amacıyla yapılan edinim (kazanç) alıĢtırmaları 

deneyin ilk 5 günü her iki deney grubunda gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk 5 günde sıçanların 

platformu bulma süreleri analiz edildiğinde, her iki grupta da alıĢtırma yapılan gün 

sayısına bağlı olarak platformu bulma süresinde azalma olduğu tespit edilmiĢtir. Kontrol 

grubu ile kıyaslandığında, adropin grubunun platformu daha kısa sürede bulduğu fakat 

gruplar arasında istatistiksel bir anlamlılık bulunmadığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). 
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ġekil 4.2. 5 gün boyunca sıçanların platformu bulma süreleri (sn) (n=7). 

DavranıĢ testinin 6.gününde yapılan prob trial deneyi bellek kapasitesinin belirlenmesi 

amacıyla yapılmaktadır. Buna bağlı olarak hedef kadranda bulunma süresi, hedef 

kadrana giriĢ frekansı, katedilen toplam mesafe ve ortalama hız parametreleri 

değerlendirilmiĢtir (Tablo 4.2). 

Tablo 4.2. Prob trialde (6. Gün) değerlendirilen parametreler 

Parametre Kontrol Adropin 

Hedef Kadranda 

Bulunma Süresi (sn) 

1,16±0,81 8,06±2,85* 

Hedef Kadrana GiriĢ 

Frekansı 

0,33±0,17 1,33±0,35* 

Katedilen Toplam Mesafe 

(cm) 

80,97 ± 20,89 84,14 ± 22,30 

Ortalama Hız (cm/sn) 7,21± 1,86 12,66 ± 1,83 

 

Prob trialde hedef kadranda bulunma sürelerine bakıldığında, adropin grubunun 

platformun bulunduğu kadranda bulunma süresinin kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede yüksek olduğu belirlenmiĢtir (Kontrol 1.160±0.806 ve Adropin 8.064±2.854; 

t=2.328, ġekil 4.4, p<0.05*).  
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ġekil 4.3. Prob trialde sıçanların hedef kadranda bulunma süreleri (sn). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol 

grubundan fark (n=7). 

Prob trialde hedef kadrana giriĢ frekansları kıyaslandığında, adropin verilen grubun 

platformun bulunduğu kadrana giriĢ sıklığının kontrol grubu sıçanlarına göre anlamlı 

derecede yüksek olduğu saptanmıĢtır (Kontrol 0.332±0.17 ve Adropin 1.333±0.35; 

t=2.510, ġekil 4.5, p<0.05*). 

 

ġekil 4.4. Prob trialde sıçanların hedef kadrana giriĢ frekansları (sn). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol 

grubundan fark (n=7). 
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             Kontrol grubunun izlediği yol  Adropin grubunun izlediği yol            

ġekil 4.5.  Kontrol ve adropin gruplarının prob trialde (6. günde) arena üzerinde takip ettiği yol             

Deneyin 6.günü gerçekleĢtirilen prob trialde katedilen mesafe ve ortalama hız 

parametrelerinin adropin uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna göre herhangi bir 

değiĢiklik göstermediği saptanmıĢtır (Tablo 4.2).  

BeĢ günlük eğitim triali esnasında hem adropin hem kontrol grubu hayvanların 

platformu bulma süresi kısalmıĢ fakat anlamlılık bulunmamıĢtır.  

4.2.3. Y-Maze Testi 

Uzaysal çalıĢma belleğinin değerlendirilmesinde kullanılan Y-maze testi, son adropin 

enjeksiyonunu takiben deney hayvanlarının biri kapalı, 3 adet kolu bulunan Y Ģeklindeki 

labirente yerleĢtirilmesi ile baĢlamıĢtır. Sıçanların 15 dakika boyunca alanı keĢfetmesine 

izin verilmiĢtir ve ardından kafeslerine alınmıĢtır. 4 saat sonunda düzeneğin kapalı 

kolundaki engel kaldırılmıĢtır ve sıçanlar labirente yerleĢtirilmiĢtir.  5 dakika boyunca 

labirent içindeki davranıĢları kaydedilen hayvanların yeni kolda geçirdikleri süre, yeni 

kola giriĢ frekansı, katedilen toplam mesafe ve ortalama hız parametreleri 

değerlendirilmiĢtir (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3. Y maze testinde değerlendirilen parametreler. 

Parametre Kontrol Adropin 

Yeni Kolda Geçirilen Süre 

(sn) 

18,83 ± 10,31 158,32 ± 47,61* 

Yeni Kola GiriĢ Frekansı  1,85 ± 0,96 5,85 ± 3,33 

Katedilen Toplam Mesafe 

(cm) 

758,34 ± 124,36 807,81 ± 157,00 

Ortalama Hız (cm/sn) 2,82 ± 0,49 3,38 ± 0,63 
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Yeni kolda geçirilen sürelere bakıldığında, adropin grubu hayvanların bu kolda geçirdiği 

sürenin kontrol grubuna göre 8 kat artarak istatistiksel bir farklılık oluĢturduğu 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.6, p<0.05*).  

 

ġekil 4.6. Sıçanların yeni kolda geçirdikleri süre (sn). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=7). 

Yeni kola giriĢ frekanslarına bakıldığında adropin grubu ile kontrol grubu arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiĢtir. Katedilen toplam mesafe ve ortalama 

hız parametrelerinde de her iki grup arasında anlamlı bir fark bulunmamıĢtır (Tablo 4.3). 

Bu sonuçlar, adropin uygulamasının hipokampüs bağımlı öğrenme ve bellek 

kapasitesine olumlu katkı sağladığını ve bu düzelme esnasında motor koordinasyonun 

bozulmadığını göstermiĢtir. 

4.2.4. Obje Lokalizasyon Testi (OLT) 

Obje lokalizasyon testinde sıçanların yeni bir konuma taĢınan nesneyi keĢfetme tercihi, 

onun yer tanıma belleği yeteneğini yansıtmaktadır. Lateral ventriküle yapılan adropin 

enjeksiyonunun yeni objeye olan ilgiyi istatistiksel olarak arttırdığı tespit edilmiĢtir 

(Kontrol 4.271±0.51 ve Adropin 12.06±2.48; t=3.073, ġekil 4.7.a, p<0.01**). Eski obje 

ile geçirilen zamanın ise gruplar arasında farklılık göstermediği tespit edilmiĢtir (Kontrol 

7.114±1.45 ve Adropin 5.886±1.26; t=0.63, ġekil 4.7.b, p>0.05).  
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ġekil 4.7. KeĢif zamanı (sn). **: p<0.01 düzeyinde Kontrol grubundan fark (Kontrol grubu için n=10, 

adropin grubu için n=7). 

Sıfır değerindeki bir diskriminasyon indeksi herhangi bir keĢif tercihinin olmadığını 

gösterirken, bu indeksin pozitif bir değerde olması yeni objeyi keĢfetmek için daha fazla 

zaman harcandığını ve bunun tercihen yapıldığı anlamına gelmektedir. ġekil 4.8’de 

görüldüğü üzere adropin grubundaki sıçanlar kontrol grubuna göre pozitif bir 

diskriminasyon indeksi vermiĢtir (Kontrol -30.10±9.3 ve Adropin 20.92±15.7; t= 2.776, 

ġekil 4.8, *p<0.05). Bu da ekzojen adropin uygulamasının hipokampüs bağımlı tanıma 

belleğine olumlu yönde katkı sağladığını göstermiĢtir.  

 

ġekil 4.8. Diskriminasyon indeksi. *: p<0.05 düzeyinde Kontrol grubundan fark. 
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4.3. Biyokimyasal Analiz Sonuçları 

4.3.1. Adropin Miktarının ELISA Yöntemi ile Belirlenmesi 

DavranıĢ deneylerini takiben feda edilen sıçanların perfüze edilmiĢ hipokampüs 

dokularında adropin miktarı belirlenmiĢtir. Buna göre, intraserebroventriküler 

enjeksiyon ile adropin verilen grubun hipokampüs dokusunda adropin proteininin 

miktarı kontrol grubuna göre istatistiksel olarak artıĢ göstermiĢtir (Kontrol 165.2±7.51 

ve Adropin 194.9±5.43; t=3.201, ġekil 4.9, p<0.05*). 

 

ġekil 4.9. Hipokampüs dokusunda adropin miktarı (pg/mg protein). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol 

grubundan fark (n=5). 

4.3.2. Kütle Spektrometresi ile Glutamik Asit ve Glutamin Tayini 

Sıçanların hipokampüs dokusunda glutamik asit analizi yapıldığında, kontrol grubu ve 

adropin uygulanan grup arasında anlamlı bir fark bulunmuĢtur (Kontrol 1195±70.0 ve 

Adropin 5130±523.1; t=7.457, 4.10.a, p<0.0001***). Glutamin miktarının adropin 

verilmesi ile hipokampüs dokusunda anlamlı bir artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir (Kontrol 

242.2±30.7 ve Adropin 344.1±34.7; t=2.188, ġekil 4.10.b, p<0.05*).  
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ġekil 4.10. Hipokampüs dokusunda glutamik asit ve glutamin seviyeleri (µg/mg protein). *: p<0.05; ***: 

p<0.0001 düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=9). 

4.4. Western Blot ile Protein Ekspresyonunun Değerlendirmesi 

4.4.1. Akt ve p-Akt Protein Ekspresyonları 

Lateral ventriküle adropin enjeksiyonu yapılan hayvanlarda Akt protein ekspresyonu 

kontrol grubuna kıyasla artmıĢ iken (Kontrol 1.063±0.08 ve Adropin 1.681±0.18; 

t=3.032, ġekil 4.11.a, p<0.05*); serin 473.pozisyonundan fosforillenen p-Akt proteininin 

ekspresyonu da Akt ile benzer profilde olmuĢ ve adropin verilen grupta kontrol grubuna 

göre artıĢ gözlemlenmiĢtir (Kontrol 0.906±0.13 ve Adropin 1.445±0.14; t=2.687, ġekil 

4.11.b, p<0.05*).   

Hipokampüs dokusundaki fosforile Akt miktarı toplam Akt ile oranlandığında ise, 

kontrol grubunda bu oranın 1.228±0.137 değerinde olduğu, adropin enjeksiyonu ile bu 

oranın 1.207±0.18; t=0.089 olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.11.c).  
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ġekil 4.11. Akt ve p-Akt protein ekspresyon düzeyleri (Relatif protein ekspresyon değerleri oranlanarak 

verilmiĢtir). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=4). 

4.4.2. GSK3β ve p-GSK3β Protein Ekspresyonları 

Adropin grubunda GSK3β protein ekspresyonunun kontrol grubu ile kıyaslandığında 

istatistiksel bir fark tespit edilmemiĢtir (Kontrol 1.091±0.11 ve Adropin 1.087±0.15; 

t=0.021, ġekil 4.12.a, p>0.05). Fakat p-Akt tarafından serin 9 pozisyonundan 

fosforlanan GSK3β’nın adropin grubunda kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir düĢüĢ 

gösterdiği bulunmuĢtur (Kontrol 1.058±0.10 ve Adropin 0.577±0.09; t=3.273, ġekil 

4.12.b, p<0.05*). 
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p-GSKβ/GSKβ oranına bakıldığında, icv adropin enjeksiyonu yapılan gruptaki p-

GSKβ/GSKβ oranının kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir azalma gösterdiği 

saptanmıĢtır (Kontrol 0.992±0.10 ve Adropin 0.540±0.06; t=3.566, ġekil 4.12.c, 

p<0.05*).  

 

ġekil 4.12. GSK3β ve p-GSK3β protein ekspresyon düzeyleri (Relatif protein ekspresyon değerleri 

oranlanarak verilmiĢtir). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=4). 

4.4.3. MAPK ve p-MAPK Protein Ekspresyonları 

MAPK ekspresyonu adropin verilen grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir değiĢiklik 

göstermemiĢtir (Kontrol 0.736±0.23 ve Adropin 0.787±0.25; t=0.145, ġekil 4.13.a, 

p>0.05). Buna ek olarak p-MAPK seviyesi de gruplar arasında farklılık göstermemiĢtir 

(Kontrol 1.862±0.91 ve Adropin 1.073±0.11; t=0.894, ġekil 4.13.b, p>0.05).  
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p-MAPK/MAPK oranı da yolaktaki diğer MAPK protein ekspresyonları gibi gruplar 

arasında anlamlı bir değiĢiklik göstermemiĢtir (Kontrol 2.446±0.51 ve Adropin 

1.763±0.48; t=0.968, ġekil 4.13.c, p>0.05).  

 

ġekil 4.13. MAPK ve p-MAPK protein ekspresyon düzeyleri (Relatif protein ekspresyon değerleri 

oranlanarak verilmiĢtir) (n=4). 

4.4.4. CREB ve p-CREB Protein Ekspresyonları 

CREB protein ekspresyonu gruplar arasında karĢılaĢtırıldığında adropin uygulanan 

grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir (Kontrol 

0.602±0.09 ve Adropin 1.343±0.23; t=3.281, ġekil 4.14.a, p<0.05*). Fosforile CREB 

düzeyinin de gruplar arasında istatistiksel bir farklılık gösterdiği saptanmıĢtır (Kontrol 

0.303±0.09 ve Adropin 0.962±0.16; t=3.501, ġekil 4.14.b, p<0.05*).  
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p-CREB/CREB oranı incelendiğinde, icv olarak adropin enjeksiyonu yapılmıĢ grupta 

kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ görülmemiĢtir (Kontrol 

1.645±0.13 ve Adropin 1.582±0.49; t=0.123, ġekil 4.14.c).  

 

ġekil 4.14. CREB ve p-CREB protein ekspresyon düzeyleri (Relatif protein ekspresyon değerleri 

oranlanarak verilmiĢtir). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=4). 

4.4.5. BDNF Protein Ekspresyonu 

BDNF proteininin ekspresyon profili adropin grubunda kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 

anlamlı bir artıĢ göstermektedir (Kontrol 0.282±0.05 ve Adropin 0.543±0.09; t=2.472, 

ġekil 4.15, p<0.05*).  
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ġekil 4.15. BDNF protein ekspresyon düzeyi (Relatif protein ekspresyon değerleri oranlanarak 

verilmiĢtir). *: p<0.05 düzeyinde Kontrol grubundan fark (n=4). 

4.4.6. NMDA Reseptörü NR2B Alt Birimi Ekspresyonu 

Her iki deneysel hayvan grubunda NR2B ekspresyon profili kıyaslandığında adropin 

uygulaması ile ekspresyonun arttığı fakat istatistiksel anlamlılığa ulaĢmadığı 

belirlenmiĢtir (Kontrol 0.635±0.15 ve Adropin 0.995±0.15; t=1.621, ġekil 4.16, p>0.05).  

 

ġekil 4.16. NMDA Reseptörü NR2B alt birimi protein ekspresyon düzeyi (Relatif protein ekspresyon 

değerleri oranlanarak verilmiĢtir) (n=4). 
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5. TARTIġMA 

Glikoz ve lipid homeostazisinin düzenlenmesinin yanı sıra endotel üzerine koruyucu etki 

gösteren adropinin merkezi sinir sistemi üzerine etkisini araĢtıran çalıĢmalar oldukça 

kısıtlıdır (Kumar ve ark., 2008; Lovren ve ark., 2010).  Wong ve arkadaĢları adropinin 

biyokimyasal özelliklerini ve merkezi sinir sistemindeki etkisini karakterize etmek için 

yaptıkları bir çalıĢmada, adropinin kontaktin ailesinden bir molekül olan NB3 aracılığı 

ile Notch1 sinyal yolağını modüle ettiğini ve böylece sinir sistemi geliĢimi esnasında 

hücre-yüzey etkileĢimine aracılık ederek lokomotor aktivite ve motor koordinasyonu 

düzenlediğini ortaya koymuĢtur (C. M. Wong ve ark., 2014). Bununla birlikte, adropin 

knockout farelerde motor koordinasyonun azaldığı ve serebellumda sinaps oluĢumunun 

bozulduğu tespit edilmiĢtir (C. M. Wong ve ark., 2014). ÇalıĢmamızda adropin dozu, 

beyin dokusunda eksprese olan ng adropin/mg doku miktarına göre seçilmiĢtir (Stein ve 

ark., 2016). Literatüre uygun Ģekilde, lateral ventriküle altı gün boyunca 1 nmol dozda 

icv olarak verilen adropinin altıncı gün sonunda motor aktivite testleri 

gerçekleĢtirildiğinde, adropinin toplam lokomotor aktivite, katedilen mesafe, 

ambulatuvar ve horizontal aktiviteyi kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede arttırdığı 

bulunmuĢtur.  

YetiĢkin memeli beyninde hipokampüsün subgranüler zonu (SGZ) ve lateral ventrikülün 

subventriküler zonunda (SVZ) gerçekleĢen nörogenez sonucunda fonksiyonel nöronlar 

ve sinir ağları oluĢmaktadır (Eriksson ve ark., 1998; Jin, Minami, ve ark., 2001). Erken 

nöronal geliĢim sırasında Notch1, nöronal prekürsör hücrelerde yüksek oranda eksprese 

edilir ve nöronal proliferasyon ve farklılaĢmanın düzenlenmesinde kritik bir rol 

oynamaktadır (Artavanis-Tsakonas ve ark., 1999). Öğrenme, bellek ve ruh hali 

modülasyonu gibi çeĢitli beyin fonksiyonlarından sorumlu olan hipokampal nöronlar, 

Notch1’i yüksek seviyede eksprese etmektedir (J. Song ve ark., 2012; Ding ve ark., 

2016). Costa ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, Notch1
+/-

 mutasyonu 

bulunan heterozigot farelerde uzun süreli spasyal hafızanın bozulduğu gösterilmiĢtir 

(Costa ve ark., 2003). Morris Su Tankı testi ile değerlendirilen uzaysal hafızada, 

Notch1
+/- 

farelerin platform bulma süresinin deneme triallerinde kontrol grubuna kıyasla 

değiĢmediği saptanmıĢtır. 6.gün yapılan prob trial testinde ise Notch1
+/-

 heterozigot 
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hayvanların kontrol grubuna göre platform bulunan kadranda geçirilen sürenin daha kısa 

olduğu bulunmuĢtur. Ek olarak, Notch1
+/- 

ve kontrol grubu hayvanlarda yüzme 

davranıĢının ve hızının farklılık göstermediği tespit edilmiĢtir (Costa ve ark., 2003). 

Spasyal öğrenme ve bellek oluĢumunda hipokampüsün rolünün araĢtırılmasında 

kullanılan bir test olan Morris Su Tankı davranıĢ testi, çalıĢmamızda icv adropin 

enjeksiyonunun ilk gününden itibaren 6 gün süreyle uygulanmıĢtır. Sıçanların öğrenme 

yeteneklerinin değerlendirildiği ilk 5 günlük süreçte, hem adropin hem de kontrol grubu 

hayvanların platformu bulma süresinin kısaldığı fakat gruplar arasında anlamlı bir farka 

neden olmadığı tespit edilmiĢtir. Adropin enjeksiyonunun 6.gününde bellek kapasitesi 

prob trial deneyi ile belirlenmiĢtir. Motor fonksiyonlardaki bozukluğun Morris Su Tankı 

testini etkileyip etkilemediğini değerlendirmek için hayvanların ortalama hız parametresi 

incelenmiĢtir. Bu Ģüphe, prob trial gününde gruplar arasında ortalama hız bakımından bir 

farklılık görülmemesi ile giderilmiĢtir. Prob trial testinde 1 nmol dozda 6 gün boyunca 

uygulanan adropinin hedef kadranda bulunma süresi ve hedef kadrana giriĢ frekansını 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir Ģekilde arttırdığı bulunmuĢtur. Literatür ile uyumlu 

olan bu verilerimize ek olarak prob trial testinde katedilen toplam mesafe parametresi de 

değiĢiklik göstermemiĢtir. Bu bilgiler doğrultusunda adropinin spasyal öğrenme ve 

bellek üzerine olan olumlu etkisinin Notch1 sinyal yolağı aracılı ile olabileceğini 

düĢündürmektedir.  

Uzaysal çalıĢma belleğinin analiz edilmesinde kullanılan bir diğer davranıĢ deneyi olan 

Y. maze testi, hayvanın Y Ģeklindeki labirentin üç kolunu da özgürce keĢfetmesine izin 

verilerek değerlendirilmektedir (Kraeuter ve ark., 2019). Kemirgenlerin doğuĢtan gelen 

keĢfetme merakının söz konusu olduğu bu testte, iyi bir çalıĢma belleğine sahip hayvan 

daha önce gezdiği labirentin kollarını tanımalı ve daha az ziyaret ettiği kola girme 

eğilimi göstermelidir. Beynin hipokampüs ve prefrontal korteks gibi birkaç farklı 

bölgesinin etkileĢimini gerektiren Y maze testinde, test düzeneğinin bir kolu kapalı iken 

15 dakikalık alıĢtırma süresince uzaysal referans bellek ölçülmektedir (Kraeuter ve ark., 

2019). ÇalıĢmamızda 4 saatlik süre sonunda Y maze test düzeneğine geri konan adropin 

grubu hayvanların yeni kolda geçirdiği süre kontrol grubu sıçanların yaklaĢık 9 katına 

çıkmıĢtır.  Daha önce yapılan çalıĢmalarda hipokampüste p-Akt, p-CREB ve BDNF 

sinyal yolaklarının aktive olmasını takiben hem Y-maze hem de Morris Su Tankı 
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davranıĢ testlerinde uzaysal öğrenmenin ve belleğin artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir 

(Pariyar ve ark., 2017; Ahmed ve ark., 2019). Literatür ile uyumlu Ģekilde çalıĢmamızda, 

icv adropin uygulamasının hipokampüste PI3K/Akt sinyal yolağını aktive ettiği, p-

CREB ekspresyonunun artıĢı ile birlikte BDNF üretimini arttırdığı ve davranıĢ tesleri ile 

bu artıĢların doğrulandığı tespit edilmiĢtir.  

Uzun süreli belleğin ölçülmesinde kullanılan bir davranıĢ testi olan obje lokalizasyon 

testinde, hipokampüsteki kodlama, depolama, birleĢtirme ve geri çağırma aĢamalarının 

oluĢumu gerekmektedir (Haettig ve ark., 2011). OLT davranıĢ deneyinde eğitim ve prob 

triali arasında 24 ila 48 saat arasında bir süre geçmesi uzun süreli bellek ile ilgili yeni 

proteinlerin transkripsiyonunu ve translasyonunu sağlamaktadır (Vogel-Ciernia ve 

Wood, 2014). Kemirgenin doğuĢtan gelen yenilik tercihine dayanarak yapılan bu 

davranıĢ testinin Morris Su Tankı testine göre daha az stresli olması ve kolay 

uygulanabilirliği tercih konusu olmaktadır (Vogel-Ciernia ve Wood, 2014). OLT 

testinde sıçanların yeni ve eski lokasyondaki nesneler ile geçirdiği süre ölçülmüĢtür. 

ÇalıĢmamızda 6 gün boyunca icv adropin uygulanan sıçanların yeni obje ile geçirdikleri 

zamanın kontrol grubuna kıyasla oldukça fazla olduğu saptanmıĢtır. Bu davranıĢın 

tercihen gerçekleĢip gerçekleĢmediğini gösteren diskriminasyon indeksi de adropin 

uygulanan hayvanda kontrol grubuna göre anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda hipokampüste BDNF artıĢını takiben obje lokalizasyon belleğinin arttığı ve 

TrkB reseptörleri aracılığıyla sinaptik plastisiteye katkı sağladığı tespit edilmiĢtir 

(Intlekofer ve ark., 2013; W. Li ve ark., 2017). ÇalıĢmamızda da literatür ile uyumlu 

Ģekilde, adropin uygulaması ile hipokampüs dokusunda Akt/CREB yolağı aktivasyonu 

gerçekleĢmiĢ ve buna bağlı olarak da BDNF ekspresyonu kontrol grubuna göre anlamlı 

bir artıĢ gösterdiği saptanmıĢtır.  

Nöronal aktivasyon durumunda CREB proteininin aktivasyonunu sağlayan diğer bir 

sinyal yolağı olan Notch1, uzun süreli bellek oluĢumunda rol oynayan önemli bir hücre 

yüzey reseptörüdür (Ge ve ark., 2004). Fosforile Ģekilde nükleusa girerek plastisite ve 

bellek ile iliĢkili genlerin ekspresyonunu tetikleyen p-CREB, Notch1’in spesifik olarak 

dentat girusta knockout yapıldığı hayvanlarda azalma göstermiĢtir (Feng ve ark., 2017). 

Notch1, apolipoprotein reseptör 2 (ApoER2) ve NMDA reseptörü gibi postsinaptik 
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reseptörler ile etkileĢime girmektedir ve glutamaterjik nörotransmisyonu azaltarak 

CREB sinyalizasyonunu azaltmaktadır (Brai ve ark., 2015b). ÇalıĢmamızda hipokampüs 

dokusundaki toplam CREB protein düzeyi ile fosforile CREB seviyesi belirlenmiĢtir. 

Bizim çalıĢmamızda adropin uygulamasının p-CREB düzeyini arttığı tespit edilmiĢtir.  

Notch1 sinyal yolağı, sinaptik plastisite ve bellek üzerine olan etkisini diğer bir 

ekstrasellüler matriks glikoproteini olan  reelin ile yapmaktadır (Tissir ve ark., 2003). 

Reelin protein, yetiĢkin beyninde sinaptik plastisite, aksonal geliĢim ve dendrit 

morfolojisinin düzenlenmesini sağlamaktadır (Fatemi, 2005). Reelin eksprese eden 

nöronlar entorinal korteksin II.tabakasındaki glutamaterjik piramidal nöronlardır ve 

hipokampüsün CA1 ve DG bölgelerine projekte olmaktadırlar (Santos-Fandila ve ark., 

2013). Aksonların soma ve sinaptik terminallerinden salınan reelin, ApoER2 ve düĢük 

yoğunluklu lipoprotein reseptörü (LDLR) gibi reseptörlere bağlanarak NMDA reseptör 

fonksiyonu ve buna bağlı olarak LTP’nin artmasına neden olmaktadır (Y. Chen, Beffert, 

ve ark., 2005). Brai ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, Notch1’in 

hipokampüste reelin reseptör etkileĢimini arttırarak hücre içerisinde CREB sinyalini 

uyardığı ve NMDA reseptörü ekspresyonunu düzenlediği bulunmuĢtur (Brai ve ark., 

2015a). Reelin, hücre içerisinde PI3K/Akt yolağını aktive etmekle birlikte NMDA 

reseptörü NR2B alt biriminin ekspresyonunu ve membrana lokalizasyonunu 

arttırmaktadır (Paxinos, 1997; Qiu ve Weeber, 2007). Reelin proteinini overeksprese 

eden transgenik farelerde dendritik spinlerin uzadığı, glutamaterjik nörotransmisyon ve 

LTP’nin arttığı tespit edilmiĢtir (Teixeira ve ark., 2011). Akut reelin uygulaması ile 

uzaysal öğrenme ve bellek artarken; reelin sinyalizasyonunun bozulması ile hipokampüs 

bağımlı Morris Su Tankı testinde performansın azaldığı gösterilmiĢtir (Pujadas ve ark., 

2010; Stranahan ve ark., 2011). Bizim çalıĢmamızda, icv adropin uygulaması ile 

Akt/CREB yolağının aktive olması, NMDA reseptörünün NR2B alt biriminin 

ekspresyonunun artması ve Morris Su Tankı ile Y maze testlerinde uzaysal öğrenmenin 

gerçekleĢmesi, hipokampüste reelin üzerinden adropin bağımlı bir sinyalizasyonun 

olabileceğini düĢündürmektedir.  

Sitokinler, insülin, VEGF ve diğer bazı büyüme faktörleri PI3K’ı uyararak Akt’nin 

fosforile olmasına neden olmaktadır. 308. pozisyonda bulunan treonin ve 473. 
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pozisyondaki serin amino asidinin fosforillenmesi ile aktive olan Akt, yalnızca Serin-

473 bölgesinden fosforlanarak da aktive olabilen bir protein kinazdır (H. Y. Wang, 

Wang, ve ark., 2009). Endotel hücreleri üzerinde adropinin etkisinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, adropin uygulamasının Akt’nin serin 473 pozisyonundan fosforilasyonunu 

arttırdığı, bunu da VEGFR2 üzerinden gerçekleĢtirdiği bildirilmiĢtir (Lovren ve ark., 

2010). Benzer Ģekilde çalıĢmamızda ekzojen olarak uyguladığımız adropin, fosforile Akt 

düzeyini kontrol grubuna kıyasla anlamlı Ģekilde arttırmıĢtır. Serin 473 bölgesinden 

fosforile olan Akt, sinyal kaskadında bulunan bir diğer aracı protein olan GSK3β’nın 

9.pozisyonunda bulunan serin amino asitini fosforile ederek aktif GSK3β’yı inaktif 

forma dönüĢtürmektedir (Grimes ve Jope, 2001b). Grimes ve arkadaĢları tarafından 

yapılan bir çalıĢmada, lityum uygulaması ile inaktif hale getirilen GSK3β’nın CREB’in 

DNA’ya bağlanma aktivitesini arttırdığı saptanmıĢtır (Grimes ve Jope, 2001a). 

ÇalıĢmamızda serin 473 pozisyonundan fosforile olan Akt’nin ekspresyonu western blot 

yöntemi ile analiz edilmiĢtir. 1 nmol dozda 6 gün boyunca icv olarak uygulanan adropin 

hipokampüste p-Akt ekspresyonunu kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir Ģekilde 

arttırmıĢtır. Akt’nin sinyal kaskadında altında bulunan ve aktivitesini düzenlediği bir 

enzim olan p-GSK3β’nın ekspresyonu ise adropin grubu hayvanların hipokampüsünde 

azalma göstermiĢtir. Literatür ile uyumlu olmayan bu sonuç Akt’nin CREB 

fosforilasyonunu GSK3β olmaksızın yaptığını göstermektedir. GSK3β’nın bu sinyal 

yolağındaki rolünün tam olarak anlaĢılabilmesi için inhibitörü olan lityum veya 

SB216763 kimyasallarının ayrı bir hayvan grubunda uygulanarak test edilmesi 

gerekmektedir. Bunlara ek olarak nöronların nüklesununda bulunan CREB, hücre 

içerisindeki PKA, CaMKII, MAPK ve diğer kinazlar ile fosforlanarak hedefi olan CRE 

bağlanıp farklılaĢma, nörogenez, uzun dönem sinaptik değiĢiklik ve sağ kalım ile ilgili 

birçok genin ekspresyonunu düzenlemektedir (Alberini, 2009). Hipokampal nöronların 

aktive olması ile uyarılan MAPK sinyal yolağı, öğrenme ve bellek oluĢumunda görev 

alan CREB’i serin 133.pozisyondan fosforile etmektedir (G. Y. Wu ve ark., 2001). 

ÇalıĢmamızda MAPK ve p-MAPK protein ekspresyonunun adropin uygulaması ile 

değiĢiklik göstermediği saptanmıĢtır. Bu sonuçlar adropinin uzaysal öğrenme ve bellek 

performansı üzerine olan olumlu etkisinin MAPK yolundan ziyade PI3K/Akt üzerinden 

gerçekleĢtiğini göstermektedir.   
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Luck ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen bir araĢtırmada, hem in vitro hem de in 

vivo’da hipokampüs CA3 nöronları aksonal dallanmasının VEGF/VEGFR2 

sinyalizasyonu ile düzenlendiği gösterilmiĢtir (Luck ve ark., 2019). VEGF’nin 

intraserebral uygulandığı sıçanlarda veya VEGF overeksprese eden transgenik hayvan 

modellerinde, VEGFR2 aracılı nörogenez ve hipokampüs bağımlı kognisyon artıĢı tespit 

edilmiĢtir (Jin ve ark., 2002; Cao ve ark., 2004; Schanzer ve ark., 2004). Buna ek olarak, 

endojen VEGF blokajının hipokampüste asosiyatif öğrenmeyi bozduğu gösterilmiĢtir 

(Licht ve ark., 2011). Son yıllarda yapılmıĢ bir diğer araĢtırmada, VEGF’nin NMDA 

reseptörü NR2B alt biriminin dağılımını düzenlediği ve bu reseptörlerin membrandaki 

düzeyini arttırdığı bulunmuĢtur (De Rossi ve ark., 2016). Yine aynı çalıĢmada nöronal 

hücrelerde VEGFR2 ekspresyonunun susturulması ile hipokampüs bağımlı sinaptik 

plastisitenin ve emosyonel bellek konsolidasyonunun bozulduğu tespit edilmiĢtir (De 

Rossi ve ark., 2016). ÇalıĢmamızda da ekzojen olarak lateral ventriküle uygulanan 

adropinin, hipokampüste VEGFR2 aracılı ile hücre içi sinyal yolaklarını aktive ederek 

NMDA reseptörü NR2B alt birimi ekspresyonunu uyarmıĢ olduğunu iĢaret etmektedir. 

Uzaysal hafıza ve öğrenme iĢlemlerinin birçoğunda aktive olan CREB proteini, 

BDNF’nin promotor dizisine bağlanarak ekspresyonunu uyarmaktadır ve nörogeneze 

katkıda bulunmaktadır (Sekeres ve ark., 2010). Yapılan araĢtırmalarda BDNF’nin kendi 

tropomiyozin reseptör kinaz (Trk) B reseptörlerine bağlanarak da CREB’i aktive 

edebildiği ortaya konmuĢtur (Finkbeiner ve ark., 1997). Jain ve arkadaĢlarının yaptığı bir 

çalıĢmada, sıçanlarda BDNF’nin TrkB reseptörü aracılığı ile PI3K/Akt yolaklarını aktive 

ederek GSK3β inaktivasyonunu sağladığı ve bunu takiben CREB’in fosforilasyonunu 

uyararak nükleusa translokasyonunu arttırdığı bulunmuĢtur (Jain ve ark., 2013). Bizim 

çalıĢmamızda da, lateral ventriküle verilen adropinin CREB fosforilasyonu artıĢına 

paralel olarak BDNF ekspresyonunu arttırdığı saptanmıĢtır.   Tüm bu çalıĢmalar, adropin 

ile artan BDNF seviyesi ile uyarılan TrkB reseptör aktivasyonunun hücre içerisinde 

PI3K/Akt yolağını aktifleĢtirerek CREB fosforilasyonuna neden olduğunu, dolayısı ile 

uzaysal hafızayı etkilediği ve nörodejenereasyona karĢı koruyucu etkinin bu yolaklar 

üzerinden ortaya konabileceğini göstermektedir.   
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Nöronal hücre popülasyonları üzerinde protektif etki gösteren ve geliĢimi düzenleyen 

nörotrofinlerden BDNF, TrkB reseptörü aracılığıyla MAPK, PI3K/Akt ve CaMKIV 

yolaklarını aktive ederek CREB’in nükleusa lokasyonunu arttırmaktadır (Deak ve ark., 

1998; Finsterwald ve ark., 2010). BDNF ve TrkB, NMDA reseptörüne bağlı oluĢan LTP 

ve hem presinaptik hem de postsinaptik mekanizma ile sinaps oluĢumunda rol 

oynamaktadır (Pang ve ark., 2004). Ayrıca NMDA reseptörleri ile birlikte lokalize olan 

PSD-95’in membranda TrkB reseptörleri ile de birlikte bulunduğu saptanmıĢtır (K. Wu 

ve ark., 1996; Hering ve ark., 2003). Hipokampal sinapsların postsinaptik membranında 

bulunan TrkB reseptörü, PI3K ve Akt yolaklarını uyararak yeni protein yapımını 

sağlamaktadır (Tang ve ark., 2002). Ayrıca dendritik uzantılarda bulunan PI3K’ın 

NMDA’nın da içinde bulunduğu birçok hücre yüzey iyon kanalının trafiğini düzenlediği 

bilinmektedir (Viard ve ark., 2004). Hipokampal sinapslarda BDNF stimülasyonu 

sonucunda, PI3K ve Akt yolaklarının aktive olması birçok protein sentezi ile birlikte 

NMDA aracılı LTP oluĢumuna neden olmaktadır (Kovalchuk ve ark., 2002; Yoshii ve 

Constantine-Paton, 2007). ÇalıĢmamızda adropin verilen sıçanların hipokampüs 

dokusunda MAPK ekspresyonunun artıĢ göstermediği saptanmıĢ; fakat adropinin 

hipokampüste PI3K ve Akt yolaklarını aktive ederek NMDA reseptörü ekspresyonunda 

artıĢa neden olabileceğini düĢündürmüĢtür. Bununla birlikte lateral ventriküle yedi gün 

boyunca uygulanan adropinin, VEGRF2 reseptörüne bağlanarak da hücre içerisinde Akt 

yolağını uyarabileceği, bunun sonucunda yeni BDNF ve NMDA reseptör yapımını 

sağlayabileceği öngörülmektedir.  

Artan BDNF düzeyi ile birlikte PI3K/Akt yolağı aktive olduktan sonra bir aracı protein 

(Girdin) yardımıyla NMDA reseptörünün NR2B alt birimi fosforlanarak LTP oluĢumu 

uyarılmaktadır (Lu ve ark., 1998; Salter ve Kalia, 2004). Guscott ve arkadaĢları 

tarafından yapılan bir araĢtırmada, selektif bir NR2B antagonisitinin sıçanlara 

verilmesini takiben yapılan Morris Su tankı deneyinde uzaysal hafızanın bozulmadığı 

ortaya konmuĢtur (Guscott ve ark., 2003). Yapılan bir diğer çalıĢmada, NR2B 

aktivitesinin sinaptik potansiyalizasyon ve LTP için gerekli olmadığı gösterilmiĢtir (Liu 

ve ark., 2004).  
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Dopamin D2 reseptör ailesinden bir transmembran reseptör olan GPR19, adropinin 

potansiyel reseptörü olarak tanımlanmıĢtır (O'Dowd ve ark., 1996; Stein ve ark., 2016). 

Serebellum, putamen, talamus gibi bölgelere ek olarak hipokampüste de ekspresyonu 

tespit edilen GPR19 reseptörü, adropin uygulaması ile aktive olarak hücre içerisinde Akt 

ve MAPK yolaklarını uyarmaktadır (Stein ve ark., 2016). ÇalıĢmamızda 1 nmol dozda 

adropin uygulaması ile Akt fosforilasyonun artarak CREB’in nükleusa translokasyonunu 

uyarması, etkinin hipokampüsteki GPR19 reseptörü aracılığıyla olabileceğini 

göstermektedir.   

Memeli beyninde bulunan majör eksitatör nörotransmitter glutamatın, sinaptik aralıkta 

yüksek konsantrasyonda bulunması toksik etki göstererek nöronal ölümü tetiklemektedir 

(Greene ve Greenamyre, 1996). Fizyolojik nörotransmisyon sonrası eksitotoksisiteyi 

önlemek için glutamat hızlıca sinaptik aralıktan uzaklaĢtırılarak glial hücrelerde 

glutamine dönüĢtürülmektedir ve ardından tekrar presinaptik nörona taĢınarak 

glutaminaz enzimi aracılığı ile glutamata dönüĢtürülmektedir (Bak ve ark., 2006; Walton 

ve Dodd, 2007). Dolayısı ile bu glutamat-glutamin döngüsünün sıkı bir Ģekilde kontrol 

edilmesi gerekmektedir (Pomara ve ark., 1992). Jing ve arkadaĢlarının esansiyal amino 

asitlerden glutamin ve glutamatın uzaysal hafıza ve öğrenme üzerine etkisini 

araĢtırdıkları bir çalıĢmada, glutamince zengin (%2) içerikli diyet ile beslenen sıçanların 

aktif sakınma cevap sürelerinin (latans) uzadığı, beyin nitrik oksit sentaz (NOS) ve 

NMDA reseptör aktivitesini arttığı bulunmuĢtur. AraĢtırmacılar glutaminin bu artıĢının, 

beyindeki amino asit kompozisyonunu değiĢtirerek yapabileceğini bildirmiĢlerdir (Jing 

ve ark., 2000). Kognitif fonksiyonlarda nöromodülatör olarak rol alan glutamin, GABA 

ile bir denge içerisinde bulunmaktadır. Beyindeki yüksek GABA düzeyi kortikal 

eksitabiliteyi azaltırken, glutamin seviyesinin artması ise kognitif fonksiyonlarda 

geliĢmeye neden olmaktadır (Jongkees ve ark., 2017). Bununla birlite, yüksek glutamin 

seviyesi ile birlikte artıĢ gösteren LTP’ye NMDA reseptör aktivasyonu neden olmaktadır 

(Ziemann ve Siebner, 2008). Nikolova ve arkadaĢları tarafından yapılan bir araĢtırmada 

glutamin-glutamat içeriğinin yüksek olduğu hipokampüslerde sözlü hafıza 

performanslarının yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (Nikolova ve ark., 2017). Kütle 

spektrometrisi ile hipokampüs dokusunda glutamin ve glutamik asit düzeylerini 

belirlediğimizde, intraserebroventriküler adropin verilen grupta glutamin ve glutamik 
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asit seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede arttığını görmekteyiz. 

Bununla birlikte, adropin uygulanan grupta literatür ile uyumlu Ģekilde NMDA reseptörü 

NR2B alt birimi ekspresyonunun kontrol grubuna kıyasla artıĢ gösterdiği saptanmıĢtır. 

Uzaysal öğrenme ve hafızanın ölçüldüğü Morris Su Tankı ve Y maze davranıĢ testleri ile 

de adropinin bellek performansını arttırdığı bulunmuĢtur. Ayrıca, uzaysal kognitif 

yetenekleri ölçmek amacıyla gerçekleĢtirdiğimiz obje lokalizasyon testinde adropinin 

hipokampüs bağımlı obje tanıma belleğine kattığı bu olumlu etkinin glutamin ve 

glutamat aracılığı ile olduğunu iĢaret etmektedir. 

Sonuç olarak çalıĢmamızda, Sprague Dawley sıçanlarının lateral ventriküllerine 

yerleĢtirilen bir kanül aracılığıyla 6 gün boyunca 1 nmol dozda adropin verilmesinin 

hipokampal öğrenme ve bellek üzerine olumlu etkisinin olduğu; bulgularımızın ıĢığı 

altında adropinin MAPK ve GSK3β yolağından ziyade Akt/CREB yolağı ile BDNF ve 

NMDA reseptörü NR2B alt birimi ekpsresyonunu sağlayarak etki ettiğini 

göstermektedir. Ayrıca adropinin VEGFR2 ve GPR19 reseptörleri aracılığıyla da hücre 

içi yolakları uyarıp bellek performansını etkileyebileceği öngörülmektedir. Adropinin 

etki ettiği bu mekanizmaların aydınlatılması için daha ileri çalıĢmalara gereksinim 

duyulmaktadır.  
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

1) Adropin uygulamasının sıçanlarda spasyal bellek ile ilgili parametreleri olumlu yönde 

etkilediği saptanmıĢtır. 

2) Lateral ventriküle verilen adropinin hipokampüs dokusunda Akt sinyal yolağını 

aktive ettiği bulunmuĢtur. 

3) Fosforile Akt artıĢı ile paralel olarak CREB transkripsiyon faktörünün 

ekspresyonunda da artıĢ olduğu saptanmıĢtır.  

4) Spasyal öğrenmenin göstergesi olan sinaptik plastisite proteini BDNF’nin adropin 

verilen grubun hipokampüs dokusunda arttığı izlenmiĢtir.  

5) MAPK ve GSK3β sinyal yolağı proteinlerinin düzeyi adropin uygulaması ile 

değiĢiklik göstermemiĢtir.  

6) Adropin uygulaması ile hipokampüs dokusunda NMDA reseptörü NR2B alt birimi 

kontrol grubuna kıyasla artıĢ göstermiĢ fakat istatistiksel bir anlamlılık seviyesine 

ulaĢmamıĢtır.  

7) Glutamin ve glutamik asit düzeylerinin kontrol grubuna göre adropin uygulamasıyla 

anlamlı bir Ģekilde arttığı tespit edilmiĢtir.  
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