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: Uzun siireli depresyon
: Uzun siireli potansiyasyon
: Malondialdehit
: Niikleer faktor kappa B
: N-metil-D-aspartat reseptorii
: Otonom sinir sistemi
: Reaktif nitrojen ara tirtinleri
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STRES MARUZIYETI SONRASI UYGULANAN TIMOKINON TEDAVISININ
SICANLARDA OGRENME VE BELLEK UZERINDEKIi ETKIiSiNIN NMDA
RESEPTORLERI ILE ILISKiSININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Modern c¢agin hastaligi olarak nitelendirilen stres, hayata devam edebilme sansini
arttirmak amaciyla birgok viicut sisteminin uyumunu igeren bir tepkidir. N-Metil D-
Aspartat (NMDA) reseptorleri, 6grenme ve bellek stireglerinde kritik bir rol oynar.
Stres, bu reseptorlerin isleyisini etkileyerek 6grenme ve bellek yeteneklerimizi
etkileyebilir. Timokinon, Nigella sativa bitkisinden elde edilen ve noroprotektif
ozelliklere sahip bir bilesendir. Bu g¢alisma, stresin beyin {lizerindeki etkilerini ve
timokinonun bu etkileri nasil modiile ettigini, 6grenme ve bellek iizerindeki olasi
iyilestirici etkilerini anlamay1 hedeflemektedir. Caligmada 28 adet erkek Wistar albino
sican kullanildi. Siganlar kontrol, timokinon, stres ve timokinon tedavisiuygulanan
stres gruplar1 olmak {izere 4 gruba ayrildi. Deneyde, sicanlarin anksiyete diizeylerini
ve dgrenme-bellek kapasitelerini degerlendirmek igin agik alan testi,yiikseltilmis arti
labirent testi, pasif sakinma testi ve Morris su labirenti testi uygulandi. Agik alan ve
yiikseltilmis labirent testlerinde, timokinon tedavisi uygulanan sicanlarinanksiyete
diizeylerinde belirgin bir azalma gézlemlendi (p<0.05). Morris su labirenti testlerinde,
hayvanlarin platformu bulma siireleri incelendiginde timokinon tedavisi uygulanan
siganlar, stres altinda olmayan kontrollere kiyasla daha iyi bellek performansi gosterdi
(p<0.01). Calismada ayrica hipokampus dokusu homojenati 6rneklerinde NMDA,
beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), gama aminobiitirikAsit (GABA) ve katalaz
(CAT) seviyeleri, serum orneklerinde ise kortizol, epinefrin diizeyleri doku ve kan
orneklerinde ortak olarak CAT ve MDA ELISA yontemi ile ol¢iildii. Kortizol
seviyerinin dl¢iimlerinde stres grubuna kiyasla timokinon grubunda istatistiksel olarak
anlamli1 (p<0.05) artma, serum epinefrin ve CAT diizeylerinde ise stres grubuna kiyasla
stresttimokinon grubunda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir artig tespit
edilmigtir. Doku homejenati 6rneklerinde BDNF, NMDA, GABA ve CAT diizeyleri
olgtimlerinde stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunda istatistiksel olarak
anlaml (p<0.01) bir artis, SOD ve NMDA o6l¢iimlerinde ise stres grubuna kiyasla
timokinon grubunda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) artma tespit edildi. Bu
bulgular, timokinonun 6zellikle NMDA reseptorleri lizerinden etki ederek 6grenme ve
bellegi iyilestirdigini gostermektedir. Bu ¢aligsma, stresin 6grenme ve bellek tizerindeki
olumsuz etkilerinin, timokinon tedavisiyle hafifletilebilecegini aynizamanda nérolojik
bozukluklarin tedavisinde timokinonun potansiyel kullaniminiisaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Stres, Timokinon, NMDA, Ogrenme ve Bellek
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EVALUATION OF THE EFFECT OF THYMOQUINONE TREATMENT
APPLIED AFTER STRESS EXPOSURE ON LEARNING AND MEMORY
IN RATS AND ITS RELATIONSHIP WITH NMDA RECEPTORS

SUMMARY

Stress, described as the disease of the modern age, is a reaction that involves the
adaptation of many body systems in order to increase the chance of continuing life. N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors play a critical role in learning and memory
processes. Stress can affect the functioning of these receptors, affecting our learning
and memory abilities. Thymoquinone is a compound derived from the Nigella sativa
plant that has neuroprotective properties. This study aims to understand the effects of
stress on the brain and how thymoquinone modulates these effects and its possible
ameliorative effects on learning and memory. In the study, 28 male Wistar albino rats
were used. The rats were divided into 4 groups: control, thymoquinone, stress and
thymoquinone-treated stress groups. In the experiment, open field test, elevated plus
mazetest, passive avoidance test and Morris water maze test were applied to evaluate
the anxiety levels and learning-memory capacities of the rats. In the open field and
elevated plus maze tests, a significant decrease in the anxiety levels of thymoquinone
treated rats was observed (p<0.05). When the animals' time to find the platform was
examined inteMorris water maze test, thymoquinone-treated rats showed better
memory performance compared to non-stressed controls (p<0.01). Additionally,
NMDA, brain derived neurothrophic factor (BDNF), gamma aminobutyric acid
(GABA) and catalase (CAT) levels in the hippocampus tissue homogenate samples
and cortisol levelsin the serum samples were measured by ELISA There was a
statistically significant (p<0.05) increase in cortisol levels in the thymoquinone group
compared to the stress group, and a statistically significant (p<0.05) increase in serum
epinephrine and CAT levels in the stress+thymoquinone group compared to the stress
group.In the measurements of BDNF, NMDA, GABA and CAT levels in tissue
homeogenate samples, a statistically significant (p<0.01) increase was found in the
stress+thymoquinone group compared to the stress group, and a statistically significant
(p<0.05) increase was found in the SOD and NMDA levels in the thymoquinone group
compared to the stress group. These findings show that thymoquinone improves
learning and memory especially by acting through NMDA receptors. This study
indicates that the negative effects of stress on learning and memory can be alleviated
by thymoquinone treatment and also indicates the potential use of thymoquinone in
the treatment of neurological disorders.

Keywords: Stress, Thymoquinone, NMDA, Learning and Memory
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1. GIRIS
Stres, istenmeyen, giigliikler, zorluklar ya da stresorler sebebiyle viicudun gosterdigi
olagan psikofizyolojik tepkidir. Stresin sinir sistemini 6zellikle de beyin hasarlarini

etkiledigi uzun siiredir bilinen bir gercektir. Stresorler beyin bdlgelerinde

deformasyona neden olarak beynin fonksiyonel eksikliklerini ortaya ¢ikarir [1, 2].

Insanlarda oldugu gibi hayvanlarm da farkli ¢evresel etkilere maruz kalmasi, cesitli
fizyolojik degisimlerin meydana gelmesine neden olur ve bu durum genellikle iki
basglik altinda degerlendirilir. Bunlardan ilki, 1935 yilinda ilk olarak Cannon ile ortaya
cikan akut stres tepkisidir. Ikinci baslik ise 1936 yilinda ilk defa Selye tarafindan
ortaya atilan kronik stres tepkisidir [2, 3].

Akut stres, kisa zamanli, uyarlanabilir hali ifade eder, buna karsin kronik stres,
bedensel mekanizmalarin iizerinde olumsuz etkiler olusturan ve sonucunda uyumsuz
tepkiyle uzun zamanl iliski kuran haldir. Kronik, uzun siireli veya kalic1 stres,
viicuttaki belirli hormonlarin ya da kimyasallarin salgilanmasi ile sonuglanir [3, 4].
Viicutta olusan siirekli stres hali kalp, beyin gibi hayati organlar1 cesitli yonlerden
olumsuz olarak etkiler. Kronik stres, genel olarak, depresyon, anksiyete, 6§renme ve
bellek bozuklugu gibi bilissel bozukluklar da dahil gesitli zihinsel bozukluklara kaynak

olan risk faktorii olarak bilinir [2-4].

Stresin beyinde olusturdugu olumsuz etkiler siiresine gore farklilik gosterir ve beynin
uzun siireli strese maruz kalmasi yapisal bozukluklara sebebiyet vererek psikolojik ve
fizyolojik degisikliklere neden olur. Kronik strese bagli olusan beyin atrofisi gibi
yapisal degisiklikler, ¢esitli tepkilere yol agar ve bu da bilis ve hafiza iizerindeki
etkisinin arastirilmasini gerektirir [4, 5]. Bu baglamda, yapilan arastirmalar, siddetli,
uzun siireli stresin sigan hipokampiisiinde varolan piramidal hiicrelerin dendritik

dallanmasini azalttigin1 gostermistir.

Ek olarak, stresin insanlardaki biligsel iglevlerin azalmasina neden oldugu ve bu
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azalmanin da dogrudan hipokampiisiin aktivitesi ile iliskili oldugunu belirtmektedir.
Ogrenme ve bellek olusumunun disinda, beyin bolgesinin iki kritik alan1 olan
hipokampiis ve prefrontal korteksin kronik stresten etkilendigini ve kaygi, endise
gibi davranislarin olugsmasinda etkili olduguna dair kanitlar sunulmustur. Literatiir,
stresinbu beyin bolgelerindeki hiicresel biitiinlesmeyi ve aktif katilimini etkiledigini
gostermistir. Ayrica gesitli aragtirmalar, stresin sebep oldugu noroinflamasyon ve
serbest oksijen radikallerinin iiretiminin arttirmasi ile hipokampiisiin olumsuz

etkilendigini ve nihayetinde néron kaybi ile sonuglandigini gostermistir [3-5].

Hipokampiisiin 6grenme ve bellekteki roliine hipokampiiste bulunan N-metil-D-
aspartat (NMDA) glutamat reseptorlerinin aracilik ettigi bilinmektedir. Ek olarak
hipokampiisteki norojenez de 6grenme ve bellek islevleri igin ciddi 6neme sahiptir.
NMDA reseptorleri ve norojenez, hipokampusta stres hormonlari tarafindanetkilenen
bir yapidadir. Bu sebeple, NMDA reseptorlerinin baskilanmasi, hipokampiisiin

morfolojik bozuklugu tizerindeki stres etkilerini sinirlar [5, 6].

NMDA reseptorler antagonistleri, hayvan modellerinde stres kaynakli depresyon ve
kaygiyr engeller, bu goz Oniine alindiginda, kronik stresin 6grenme ve bellek
bozukluklarina neden oldugu séylenebilir. NMDA, ndronal gelisim siirecinde sinaptik

plastisite i¢in glutamat reseptorlerinin anahtar molekiilidiir [2, 5, 6].

Bitkisel ilaglar, bulunabilirlik ve uygulama kolayligi saglamasiyla, pek c¢ok
norodejeneratif bozuklugun tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ranunculaceae familyasina ait, kalonji tohumlar1 olarak da bilinen ¢orek otu (N.
sativa), tek yillik bir bitkidir. Kuzey Afrika, Gliney Avrupa, Giiney ve Giineybati
Asya’da ¢ok fazla iiretilir ve Akdeniz iilkelerinde yasayan insanlar arasindapopiilerdir.
Binlerce yildir birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. N. sativa’'nin
noroprotektif, anti-oksidatif ve anti-inflamatuvar etkileri oldugu 6nesiiriilmiistiir [7,
8].

1.1 Tezin Amaci

Bu tezde, stres maruziyetinin neden olacagi biligsel hasarin 6grenme ve bellek
tizerindeki etkisinin NMDA reseptorleri araciligiyla olan etkilesiminin incelenmesinin
yan1 sira timokinon tedavisinin potansiyel iyilestirici etkisi de incelenmistir. Ogrenme
ve bellek iizerinde stres maruziyeti ile olusan ndrodejeneratif etkinin timokinon (TQ)

1



ile onlenip Onlenemeyeceginin siganlar iizerinde uygulanacak davranis testleri ve

biyokimyasal analizlerle degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Stres
2.1.1 Tanim

Modern ¢agin hastaligi1 olarak nitelendirilen stres aslinda hayatin bir pargasidir. Hayat
akisinda meydana gelen herhangi bir zihinsel degisiklik, sagligimizda olusan
farkliliklar, basimiza gelen anlasmazliklar, tartismalar, yorumlar stres verici
durumlardir [9]. Rutin olarak canlilar stresli ve uyarici etkilere maruz kalirlar. Stresli
durumlara maruz kalma, tehdit edici uyarilara karsi bas edebilmede Onciiliik eden

beyin sistemlerinin aktivasyonunu uyarir [10].

Stres kelime anlami olarak Latince "estrictiadan gelmektedir. Temelde stres terimi ilk
olarak endokrinolog Hans Selye tarafindan yapilan arastirmalar neticesinde etkili
olmustur [9, 11, 12] ve Hans Selye tarafindan viicudun herhangi bir talebe spesifik
olmayan tepkisini tanimlamak i¢in tiiretilmistir [12]. Selye'nin bu fenomenle ilgili
olarak 1936'da “Cesitli Zararli Ajanlarmn Urettigi Bir Sendrom” bashgiyla yayinladig
ilk ¢alisma, stresi tipik bir sendrom olarak tanimladi. Selye'ye gore semptomlar,
kullanilan ilacin farmakolojik tipindeki zarar verici maddenin dogasindan bagimsizdir
ve daha ¢ok hasara verilen bir yanit1 temsil eder. Bu sendrom, organizmanin cerrahi
yaralanma, spinal soka yol agan omurilik travmasi, soguga maruz kalma, asir1 kas
egzersizi veya oliimciil olmayan dozlarda gesitli ilaglara (6rnegin; formaldehit, morfin,

adrenalin ve atropin) verilen tepkilerde goriilmektedir [12].

Stres, hayata devam edebilme sansini arttirmak amaciyla bir¢ok viicut sisteminin
uyumunu igeren tepkidir [13]. Genellikle stres, insanin psikofizyolojik uyumlulugu
tizerinde bir etki olarak gdozlemlenir ve ayrica stres noronal ve hormonal sistemlerin
biitiinlesmesi sebebiyle homeostazinin bozulmasina neden olan stresorlere karsi
viicudun gosterdigi olagan tepkidir [14, 15]. Stresin beyinde olusturdugu olumsuz
etkiler stiresine gore farklilik gosterir ve beynin uzun siireli strese maruz kalmasi
yapisal bozukluklara sebebiyet vererek psikolojik ve fizyolojik degisikliklereneden
olur [2, 4].
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Stresin tanim1 geregi olumsuz bir ¢agrisim yaptigi distliniilebilir. Fakat, adaptasyona
ve hayatta kalmaya izin verdigi igin stres tepkisi olagan bir siirectir. Canlilar yasamlari
boyunca giinliik gili¢liiklerden agir travmatik olaylara kadar degisen ¢esitli zorluklarla
kars1 karsiya kalirlar. Stres tepkisi, viicudu hizli bir sekilde homeostatik duruma
dondiirmek icin bir stres etkenine olabildigince hizli ve verimli bir sekilde yanit

verilmesini saglar [16].

[Ik tamimlandig1 zamandan beri stres terimi daha da detaylandirildi ve bir yandan
Selye'nin tanimladig1 gibi somatik stres diger yandan ise psikolojik stres olarak ayrim
yapildi1 [16]. Psikolojik stres ¢esitli sekillerde tanimlanmigtir. Daha kiiresel olarak
kabul edilen tanimlardan biri; kisi tarafindan, kaynaklarimi zorlayicit veya asan ve
refahini tehlikeye atan olarak degerlendiren, kisi ve gevre arasindaki belirli bir
iligkidir. Strese bagli ¢esitli bozukluklarin baslamasina ve devam etmesine katkida

bulunur [17].
2.1.2 Stres Cesitleri

Amerikan Psikoloji Dernegi (APA), stresi akut stres ve kronik stres olmak iizere iki
farkl ana tiire veya forma ayirir [18]. Bu stres tiirleri, 6zellikleri, siiresi, semptomlari
ve tedavi yaklasimlart acgisindan farkli bir sekilde one ¢ikar. Akut stres, stresin en
yaygin ve sik goriilen seklidir. Bu stres tiirii genellikle kendini kisa siireli olarak
gosterir ve genellikle yakin ge¢misin talep ve baskilarindan ve yakin gelecegin
beklenen talep ve baskilarindan kaynaklanan reaktif diisiinceden kaynaklanir [18].
Akut stres, canlinin tehlikelerin iistesinden gelmek ve stresorlere karsi gerekli
islevlerin yerine getirilmesi ve hayatta kalma adina olumlu sonu¢ sansim arttiran

uyumlu bir stiregtir [11].

Kronik stres, uzun stireli bir stres seklidir [19]. Bu stres tiirii, umutsuzluk ve garesizlik
duygulartyla karakterizedir. Kronik stres durumunda, stres sistemleri artik sadece
stresli olmaz; ayn1 zamanda bir stres etkenine, birden fazla stres etkenine veya ciddi
bir akut stres etkenine tekrar tekrar maruz kalindigi igin, strese maruz kalan
biyolojilerin psikolojik ve norobiyolojik siireglerinde degisiklikler goriiliir [19].
Kronik stres, stresorlere karsi siirekli ama zayif bir yanit olusturur ve bedensel
mekanizmalarin tizerinde olumsuz etkiler olusturan ve sonucunda uyumsuz tepkisi
sonucunda ¢dziilemeyen stres olusturur. Kronik, uzun stireli stres, viicuttaki belirli
hormonlarin ya da kimyasallarin salgilanmasi ile sonuglanir [4, 11, 20]. Viicutta olusan

stirekli stres hali kalp, beyin gibi hayati organlar1 ¢esitli yonlerden olumsuz olarak



etkiler. Kronik stres, genel olarak, depresyon, anksiyete ve 6grenme ve bellek
bozuklugu gibi bilissel bozukluklar da dahil ¢esitli zihinsel bozukluklara kaynak olan
risk faktorii olarak bilinir [2, 4, 20].

2.1.3 Stres ve Hipotalamik-Hipofizer Adrenal Eksen (HPA Ekseni) iliskisi

Canlilar strese sebep olan ¢evresel ya da i¢ etkenler, viicudun homeostaz halini bozan,
hayat akisini tehdit eden stresorler ile karsilagtiginda, organizmada stres durumuna
kars1 savunma amaciyla bilissel, fizyolojik ve davranigsal mekanizmalar uyarilir ve bir
yanit olusturularak homeostaz saglanmaya c¢alisilir [21]. Stres yanitinin temelinde,
noronal ve hormonal seviyelerdeki degisimler desteklenerek bireyin hayatta kalma
sansini en st seviyeye ¢ikarmak vardir [11]. Strese karst olusturulan ani yanit, beyin
ve iskelet kaslarinin uyarilmasini igerir ve bu da, canliya fiziksel ve biligsel hazirlig
olusturmak i¢in gereklidir. Bu, otonom sinir sisteminin (OSS) sempatik boliimii ve
hipotalamik-hipofizer adrenal eksen (HPA ekseni) sayesinde miimkiindiir [11, 21].
HPA ekseninin aktivasyonu, strese karsi biyolojik tepki olarak meydana cikar [22].
HPA ekseni ve OSS, insanlarda ve ¢ogu memelide strese yanit veren iki ana sistemdir

[23].

Stres reaksiyonu; HPA ekseni gibi diizenleyici yollarla beraber bilis, davranis ve
duygunun da iizerinde etkisi olan tehdit edici bir unsur olarak goriiliir. Cevredeki stres
etkenlerinin algilanmasi ile birlikte beyinde limbik bdlge ve talamus gibi gesitli
merkezlere ileterek, otonom ve somatik afferent sinir baglantisiyla amigdaladaki
duygusal merkezi,hipokampiisdeki bellek merkezini ve prefrontal korteks yoluyla da

algilama, hissetme-ve yasamsal faktorleri etkiler [15, 24].

Kontrol edilemeyen, zorlayici veya tehdit edici bir durumda, endokrin stres yanitinin
birincil siirticlisii olan HPA ekseni etkinlestirilir [16]. Hipotalamus, kortikotropin
salgilatan faktorii (CRF) sentezler ve salgilar. Bu eylem, hipofiz bezinin kan
dolasimina adrenokortikotropik hormonu (ACTH) salmasina neden olarak adrenal
korteksi, glukokortikoid (GC) kortizol (ana stres hormonlarindan biri olarak da bilinir)
iretmesi ve salgilamasi igin uyarir. Bu, viicutta dolasan serbest kortizol
konsantrasyonlarinin artmasina neden olur. Bu seviyeler yiikseldik¢e, CRF salinimi
engellenir, bu da ACTH seviyelerinde diisiise ve ardindan kortizol seviyelerinde
diisiise yol agarak stres tepkisini sondiiriir ve viicudu homeostatik durumuna geri

dondiiriir. Bu siireg, negatif geri besleme dongiisii olarak adlandirilir [25, 26]. Akut
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strese tepki olarak kortizol, kisinin bagisiklik fonksiyonunu baskilayarak, depolanan
enerjiyi harekete gegirerek ve merkezi sinir sisteminin 6grenme ve bellek gibi ¢esitli
islemlerini kolaylastirarak tepki vermesini saglar. Bununla birlikte, kronik olarak artan
CRF veya kortizol seviyeleri, biligsel bozukluklar, depresif ruh hali, kaygi, bagisiklik
dengesizligi ve artmis kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve inme riski gibi ¢cok sayida

zararl etki ile birlikte gelir (Sekil 1) [16].

Bobrekiistii ‘
bezleri 4'

Sitokinler

Lenf bezi
Kemik iligi

Bagigiklik Sistemi
(Hiicreler & Organlar)

Sekil 1: Stresin HPA aks1 sonucu immun sistemini etkilemesinin sematik gosterimi [27]
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2.2 Ogrenme ve Bellek

2.2.1 Ogrenme Beyinde Nasil Gergeklesir?

Ogrenme, deneyimler yoluyla davranis degisikliklerinin kazanilmasidir. Bu karmasik
siireg, bir dizi beyin bolgesi ve ndrotransmitterin etkinlestirilmesini icerir. Ogrenme,
beynin belirli bir deneyim veya bilgiye adaptasyonunu ve bu bilgileri depolama
kapasitesini igerir. Boylelikle bu bilgiler, gerektiginde ulasilabilecek bir kaynak olarak
kullanilir [28, 29]. Ogrenme siireci, algilama, isleme, depolama ve geri cagirma olmak
lizere dort ana asamadan olusur. Algilama asamasi, bir kisinin ¢evresinden bilgi
toplamasini icerir. Isleme asamasinda, bu bilgiler anlamlandirilir ve organize edilir.
Depolama asamasinda, bilgiler beyinde saklanir ve geri ¢agirma asamasinda, bu
bilgiler daha sonraki bir zamanda geri getirilir [29, 30]. Ogrenme siireci, bir dizi
norobiyolojik mekanizma tarafindan desteklenir. Bu mekanizmalar arasinda
norotransmitterlerin salinimi, néronlarin etkinlestirilmesi ve sinaptik baglantilarin
gliclendirilmesi yer alir. Bu siiregler, beynin belirli bir deneyim veya bilgiye
adaptasyonunu ve bu bilgiyi depolama kapasitesini igerir [30, 31]. Ogrenme, beynin
birgok farkli bolgesini igerir, ancak o6zellikle hipokampus ve prefrontal korteks
onemlidir. Hipokampus, 6grenme ve bellek siireclerinin birincil merkezidir ve yeni
bilgilerin depolanmasi ve organizasyonu igin kritiktir [32, 33]. Prefrontal korteks ise,
bilgilerin islenmesi ve organize edilmesi konusunda 6nemli bir rol oynar. Bellek,
gecmis deneyimlerden elde edilen bilgilerin saklanmasi ve gerektiginde geri
getirilmesi stirecidir. Bu siireg, beynin belirli bir deneyimi veya bilgiyi depolamasini
ve bu bilgiyi daha sonraki bir zamanda geri getirebilmesini saglar. Bellek, bireyin
cevresine adaptasyonunu ve gelecekteki olaylara uyum saglama yetenegini
kolaylastirir [30].

2.2.2 Kisa Siireli ve Uzun Siireli Bellek Cesitleri

Bellek genellikle iki ana tipe ayrilir: kisa siireli bellek ve uzun siireli bellek. Uzun
stireli bellek, genis bir bilgi deposu ve dnceki olaylarin bir kaydidir ve tiim teorik
goriislere gore mevcuttur; her normal kisinin, kusursuz veya eksiksiz olmasa da, uzun
vadeli anilar kiimesi olan zengin bir komuta sahip oldugu bilinmektedir [34]. Ote
yandan kisa siireli bellek, insan zihnini yansitabilen ve erisilebilir bir durumda gegici

olarak sinirli miktarda bilgi tutabilen bellek asamasi olarak tanimlanmaktadir [34].
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2.3 Hipokampus

Hipokampus, adin1 Yunanca'da "deniz at1" anlamina gelen kelimeden alir ve bu isim,
hipokampusun essiz sekline atifta bulunur. Anatomik olarak, hipokampus, dentate
gyrus ve Ammon'un boynuzu olarak adlandirilan bir dizi yapiy1 igerir. Bu yapilar,
hipokampusun farkli islevlerini yerine getirir ve birbirleriyle ve diger beyin
bolgeleriyle karmasik bir ag olusturur. Hipokampusun her iki yarim kiiresinde bulunan
bir ¢ift yapisi vardir ve her biri bir dizi hiicre tabakasi igerir. Hipokampus, ayrica, farkli
hiicre tiplerini ve g¢esitli ndrotransmitter sistemlerini igerir. Bu hiicreler ve sistemler,
hipokampusun ¢esitli islevlerini yerine getirir ve hipokampusun diger beyin
bolgeleriyle etkilesimini saglar. Hipokampus, insanlarda kararli bildirimsel bellegin
olusumu i¢in gerekli olan medial temporal lob sisteminin [35-37] ve kemirgenlerde
uzamsal bellegin bir pargasidir [31, 38, 39]. Bu denizati benzeri yapi, memeli beyninde
kortikosteroidler (strese yanit olarak seviyeleri yiikselen glukokortikoid hormonlar)
icin en yiiksek reseptor konsantrasyonlarmmdan birine sahiptir ve HPA ekseninin

glukokortikoid aracili negatif geri bildirimine katilir [40].

Hippokampiisiin orta viicut seviyesinde, hippokampiis birbirine gecen iki gri madde
laminasindan olusur: Cornu Ammonis (Ammon'un Boynuzu) ve gyrus dentatus'.
Cornuammonis, dort mikroskobik graniiler hiicre bolgesine boliinebilir: CA1, CA2,
CA3 veCA4. Hipokampal sulkus, dentat girus ile subikulum ve cornu ammonis
arasinda bulunur (Sekil 2) [41].

Dentat girus

Sekil 2: Hipokampusiin sematik gosterimi [42]
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Sican hippokampiisiinde, Kkortikosteronun noronal metabolizmayi, fizyolojik
fonksiyonlari, genomik ekspresyonu diizenledigi ve noronal morfolojiyi degistirdigi
goOsterilmistir [43]. Sonug olarak, belirli hipokampal islevlerin (6grenme ve bellek
gibi) kontrol edilemeyen strese duyarli oldugu goriilmektedir [44]. Bu fikri
destekleyen kanitlar, strese (ve kortikosteroidlere) maruz kalmanin hem insanlarda
hem de hayvanlarda sonraki hipokampal bagimli bellek bigimlerini bozdugunu ortaya
cikarmaktadir [45]. Hipokampus, 6zellikle uzun siireli bellek olusumu ve uzamsal
ogrenme ve hafiza ile ilgili siireglerde kritik bir rol oynar. Ornegin, hipokampusun
hasar gérmesi veya ¢ikarilmasi, yeni bilgileri uzun siireli bellege kodlama yetenegini
ciddi sekilde etkiler. Ayrica, hipokampus, uzamsal hafiza ve navigasyon siire¢lerinde
de oOnemlidir, 6rnegin bir labirentte yol bulma yetenegi hipokampus tarafindan
diizenlenir. Hipokampus, ayrica, 6grenme Ve bellek siireglerinde bir dizi molekiiler ve
hiicresel mekanizmayi diizenler. Bu mekanizmalar arasinda, uzun siireli potansiyasyon
(LTP) ve uzun siireli depresyon (LTD) gibi sinaptik plastisite bicimleri ve yeni
noronlarin olusumu ve entegrasyonu (nérogenez) bulunur. Bu siiregler, yeni bilgilerin
kodlanmasi ve uzun siireli bellege aktarilmasini saglar ve yeni deneyimlere ve gevresel
degisikliklere adaptasyonu saglar. Benzer sekilde, stres ve stres hormonlarinin

sicanlarda etkin uzamsal bellek islevlerini bozdugu bilinmektedir [46-51].

NMDA reseptorleri, hipokampusun 6grenme ve bellek siireclerinde dnemli bir rol
oynar. Bu reseptorler, glutamatin etkisiyle aktive olur ve hiicre iginde kalsiyum
iyonlarinin seviyesini artirir. Bu, hiicre i¢i sinyal yollarinin aktivasyonuna ve gen
ifadesinin degismesine yol agar, bu da sinaptik plastisiteyi ve dolayistyla 6grenme ve
bellek siireglerini etkiler [52]. NMDA reseptorlerinin hipokampus islevlerine etkisi,
ayrica, LTP ve LTD gibi sinaptik plastisite bi¢imlerini ve norogenez siirecini
diizenlemeyi igerir. Ornegin, NMDA reseptorlerinin  aktivasyonu, LTP'nin
tetiklenmesini ve sinaptik baglantilarin giiglendirilmesini saglar. Ayrica, NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu, norojenik bolgelerde yeni néronlarin olusumunu ve
entegrasyonunu  diizenler. Bu siiregler, hipokampusun o6grenme ve bellek
stireglerindeki roliiniin temelini olusturur. Davranissal verilerle tutarli olan in vitro ve
in vivo elektrofizyolojik c¢alismalar, stres ve glukokortikoidlerin, memeli beyninde
varsayilan bir sinaptik animsatict mekanizma olan hipokampal LTP’yi bozdugunu
gostermektedir [53-56]. O halde stresin hipokampal plastisiteyi etkileyerek
hipokampal hafizay1 etkiledigi diisiiniilebilir [44].
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Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, stresin hippokampusa bagh iz goz kirpma
sartlandirmasin1 kolaylastirdigini bildirdi [57]. Bu bulgu, stresin farkli hipokampal
bellek bigimleri lizerinde farkli etkiler ortaya koydugunu one siirerken uzamsal bellegi
bozdugunu, uzamsal olmayan bellegi ise gii¢lendirdigini gostermektedir. Hipokampal
LTP tizerindeki stres etkilerini farmakolojik olarak taklit eden NMDAR antagonisti
DL-2-amino5-fosfonovalerik asidin (APV) intrahipokampal infiizyonlari, tanima

bellegi tizerinde stres ile benzer etkilere neden olur [44].

2.4 Stresin Ogrenme ve Bellek Uzerindeki Etkisi

Stres Ogrenme ve hafiza siireglerini etkiler [33]. Bellek performansindaki
degisikliklerin yonii (artis veya azalig) stresin Ogrenilecek bilgiler baglaminda ve
ogrenme zamani i¢inde &grenilenlerle yakindan baglantili olup olmadigina baglhdir.
Bir 6grenme deneyimi baglaminda yasanan stres, odaklanmis dikkati uyandiracak ve
alakasiz bilgilere kiyasla 6grenilen konuyla alakali bilgilere iligskin ilgili hafizay
gelistirecektir [33]. Olaya bagl bilginin islenmesinde yer alan devrelerin aktivitesini
restore etmek (normallestirmek) i¢in strese baglt kortikosteroid hormonlarin salinimi
gereklidir. Hem bu devrelerin stres kaynakli kolaylastirilmas: hem de normallesme
yeterli 6grenme ve hafiza icin gerekli goriinmektedir. Normalizasyon asamasinin

yetersiz olmas, bilgilerin uygunsuz hatirlanmasina sebep olmaktadir [33].

2.5 NMDA ve Ogrenme

NMDA reseptorleri, glutamat adr verilen eksitatdr bir ndrotransmitterin reseptor alt
tiplerindendir ve 6grenme ve bellek siire¢lerinde 6nemli bir rol oynar. NMDA
reseptorlerinin islevi, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi diizenlemek ve sinaptik
baglantilarin  giliclendirilmesine katkida bulunmaktir. Bu siire¢, uzun siireli
potansiyasyon olarak bilinir ve 6grenme ve bellek olusumunun temelini olusturur.
Stres, NMDA reseptorlerinin islevini etkileyebilir ve bu da 6grenme ve bellek
siireglerinde bozulmaya yol agabilir. Ozellikle kronik stres, NMDA reseptdrlerinin
aktivitesini azaltarak LTP siirecini inhibe edebilir. [58, 59]. Bu durum, 6grenme ve
bellek siireclerinde zayiflamaya ve bilissel islevlerin azalmasina neden olabilir. Ote
yandan, akut stresin NMDA reseptorlerinin aktivitesini artirabilecegi ve bu nedenle
ogrenme Ve bellegi iyilestirebilecegi de gosterilmistir. Ancak bu etki, stresin siiresi ve
siddetine baglidir ve uzun siireli stres durumlarinda genellikle olumsuz etkiler

gbzlenir. NMDA reseptorlerinin stresin 6grenme ve bellek iizerindeki etkilerindeki
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rolii, bu reseptorleri hedefleyen tedavilerin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir [58-60].

Beyindeki ana uyarici sistemini olusturan glutamaterjik néronlar, ¢esitli metabotropik
reseptor siniflarini ve iyonotropik reseptorleri aktive eden glutamat iizerinden 6nemli
bir rol oynar. Glutamat, ligand kapili iyonik kanallar1 etkileyerek Na*, K*, ve Ca®

2+

katyonlarin1 gegirgen kilar. AMPA reseptorleri genellikle Ca“'ye kars1 gegirimsizdir
ve hizli sinaptik iletime katilir. NMDA reseptorleri ise belirli kosullar altinda etkinlesir
ve yiiksek gecirgenlik, voltaja bagli Mg?" bloklamas1 ve yavas gecis kinetigi gibi ii¢
temel ozellige sahiptir. NMDA reseptorlerinin 6zellikleri, beyinde 6grenme gibi
degisikliklere aracilik etmelerini ideal kilar. LTP, bu plastisitetik degisikliklerin bir
ornegidir ve hafiza olusumunun temel mekanizmalarint modelledigi diisiiniilmektedir
[61-63]. Yiiksek frekansli bir sinyalin glutamaterjik sinapsa ulagmasiyla baglayan
LTP, AMPA ve NMDA reseptdrlerinin etkilesimiyle sekillenir. Mg@?* blokajimin
kaldirilmasi, Ca?" iyonlarmin hiicreye girisine ve sinaptik giiciin sabitlenmesine yol
acar. Bu siire¢, noronal hafiza olusumunu saglar ve AMPA reseptor duyarliliginda
artisa neden olur. Mg?* iyonlarimin NMDA reseptorlerini bloke etme ve &renme
stireglerine 6zgli aktivasyona izin verme 6nemli bir rol oynar (Sekil 3). Ancak, asir1
glutamat reseptdr aktivasyonu, noronal fonksiyon bozukluguna ve hatta 6liime neden
olabilir; bu durum eksitotoksisite olarak adlandirilir ve akut olaylarda ve kronik

ndrodejeneratif hastaliklarda gézlemlenir [6, 61].

AMPA

reseptoru

AGlutamat

NMDA
.Magne Zyum reseptori

Sekil 3: LTP indiiksiyonu semasi [61].

NMDA reseptorleri, HPA ekseni tizerinde énemli bir etkiye sahip olabilir. NMDA

reseptorlerinin aktivasyonu, HPA ekseninin aktivasyonunu tetikleyebilir ve bu da stres
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yanitini baglatabilir. NMDA reseptorlerinin islevi ve HPA ekseni arasindaki etkilesim,
stres yamitinin  diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ozellikle, NMDA
reseptorlerinin aktivasyonu, kortizol salgilanmasini tetikleyebilir, bu da viicudun stres
yanitin1 baglatir. NMDA reseptorlerinin asirt aktivasyonu, kronik stres durumlarinda
HPA ekseninin asir1 aktivasyonuna yol agabilir. Bu, siirekli yiiksek kortizol
seviyelerine neden olabilir ve bu da bir dizi saglik sorununa yol agabilir, 6zellikle de
beyin iizerinde olumsuz etkiler olabilir. Bu etkilesim, NMDA reseptdrlerinin, stres
yanitinin diizenlenmesinde ve stresle iligkili biligsel bozukluklarin tedavisinde
hedeflenmesi gereken potansiyel bir hedef oldugunu gostermektedir [28, 64].
Ozellikle, NMDA reseptorlerinin aktivitesini modiile etmek, HPA ekseni iizerindeki
etkilerini diizenleyebilir ve bu da stres yanitini1 hafifletebilir ve bilissel islevleri
iyilestirebilir [64,65].

NMDA reseptorleri, 6grenme siirecinde Kilit bir rol oynarlar. Bu reseptorler, glutamat
tarafindan aktive edilince sinaptik plastisite olarak bilinen bir siireci diizenlerler.
Sinaptik plastisite, sinir hiicreleri arasindaki baglantilarin giiclendirilmesini veya
zayiflatilmasini igerir ve bu, 6grenme ve bellek olusumunun temelini olusturur.
Ozellikle, NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, LTP’ yi tetikler. LTP, sinir hiicreleri
arasindaki baglantilarin gii¢lendirilmesi siirecidir ve 6grenme ve bellek olusumunun
temelini olusturur. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, sinir hiicrelerinin birbirleriyle
daha kolay iletisim kurmasini saglar, bu da yeni bilgilerin daha kolay 6grenilmesine
ve saklanmasina yardimci olur. Ancak, NMDA reseptorlerinin asir1 veya yetersiz
aktivasyonu, 6grenme ve bellek siireglerini olumsuz yonde etkileyebilir [66]. Kronik
stres durumlarinda NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu, HPA ekseninin agiri
aktivasyonuna ve sonugta 6grenme Ve bellek siireglerinin bozulmasina yol agabilir [58,
66].

2.6 Oksidatif Stresin Ogrenme ve Bellek Uzerine Etkisi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile antioksidan savunmalar
arasindaki dengede doku hasarina Yol agabilen bir fizyolojik durum olarak
tanimlanmistir [67]. Serbest radikaller, oksijen molekiillerinin hiicre metabolizmasi
sirasinda olusan kararsiz molekiillerdir ve DNA, proteinler ve lipitler dahil olmak
lizere hiicresel yapilar1 hasara ugratabilirler. Antioksidanlar ise bu serbest radikalleri
notralize eder ve hiicre hasarmi onler. Kronik stres durumunda, serbest radikal tiretimi

artabilir ve antioksidan kapasite azalabilir, bu da oksidatif stresin artmasina yol agar.
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Oksidatif stres, biligsel islevler dahil olmak iizere bir¢ok saglik sorununa yol agabilir

ve Ozellikle 6grenme Ve bellek tizerinde olumsuz etkileri olabilir [68].

ROS, viicutta normal ve kontrollii kosullar altinda fizyolojik fonksiyonlar1 diizenler;
ancak ROS dengesinin kaybi, asir1 birikim ve oksidatif stresle sonuglanabilir. Bu
durum, hiicrelere, organlara ve viicuda ciddi zararlar vererek yaralanma, iltihaplanma,
yaslanma, kronik hastaliklar gibi durumlar tetikleyebilir. Viicut, asirt ROS birikimini
kontrol altinda tutmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan sistemleri kullanir.
Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz (CAT) gibi
enzimatik antioksidan savunmalar, ROS dengesini koruyarak oksidatif stresi onler
[69]. Asir1 serbest radikaller, plazma zarini serbestce gecerek hiicre zarina zarar
verebilir, lipit peroksidasyonu ile hiicre zarini etkileyebilir ve sinyal ile yapisal
proteinlerde degisikliklere neden olarak yanlis katlanma ve birikmeye yol agabilir.
RNA/DNA oksidasyonu ile transkripsiyonu Kkesintiye ugratabilir ve gen
mutasyonlarina yol agabilir. Reaktif nitrojen ara firtinleri (RNI), apoptotik veya
nekrotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde rol oynayarak dnemli radikaller olarak
kabul edilir. Serbest radikaller, hiicre ve c¢ekirdek zarlarim gegerek
biyomakromolekiilleri oksitleyebilir. Lipit peroksidasyonu, ROS'un sebep oldugu
membran sizintisina neden olur. Amino asit kalintilarinin oksidasyonu protein-protein
capraz baglarini olusturabilir, bu da protein islev bozukluklarina yol acar. Kinaz ve
fosfataz oksidasyonu ise sinyal yollarin1 etkileyebilir. ROS kaynakli DNA
peroksidasyonu gen transkripsiyonunu bozabilir ve gen mutasyonlarina yol agabilir.
Bu olaylar, lipidlerin, proteinlerin, RNA ve DNA'nin peroksidasyonu sonucunda
yiksek diizeyde ROS'un gesitli hiicresel bilesenlere zarar vermesine neden olur,
sonucunda hiicre 6liimii ger¢eklesir. Asirt ROS, nérodejeneratif hastaliklara ve biligsel
bozukluk gibi kronik hastaliklara yol agabilir [69-71].

Oksidatif stres, merkezi sinir sisteminin fizyolojik fonksiyonlarina, 6zellikle 6grenme
ve hafiza siireglerine katkida bulunabilir. LTP, sinaptik plastisitenin bir yoniidiir ve
ogrenme ile hafizanin ana hiicresel mekanizmalarindan biri olarak kabul edilir.
Hipokampus, epizodik hafiza, mekansal o6grenme ve duygusal davranigin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar ve yaslanma siirecine kargi savunmasizdir.
Arastirmalar, stresin LTP iizerinde zamanla degisen bir etkiye sahip oldugunu, kisa
vadeli giiclendirmenin ardindan uzun vadeli bir inhibe edici etkiyarattigini ve ayni
stresin LTP’yi artirdigin1 gostermektedir. Bu kesif, stresin hafiza bozukluklarina neden

olma mekanizmasini anlamak ve farkl stres etkenlerini degerlendirmek i¢in LTP'nin
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bir belirteci olarak kullanilabilir. Bu, sinaptik etkinlikteki degisikliklerin stresle iliskili
hafiza eksikliklerini agiklamaya yardimci olabilir ve farkli stres etkenlerinin etkilerini

karsilastirmak icin bir standart saglar [69, 71].

Stres ve yaslanmanin nérotrofik faktdr ifadesini azalttig: bilinen bir gercektir. Ornegin,
kronik immobilizasyon stresine maruz kalan hayvanlarda hipokampustaki Beyin
Kaynakl1 Norotrofik Faktor (BDNF) seviyelerinin azaldigi belirlenmistir. BDNF dahil
norotrofik faktorlerin 6grenme,hafiza ve LTP iizerinde olumlu etkileri oldugu iyi
bilinmektedir. Ayrica, BDNFnin néronlardaki oksidatif stres hasarina kars1 koruyucu
bir madde olarak islev gordiigii ve hiicre dliimiinii &nledigi rapor edilmistir. Ilging bir
sekilde, farelerde ergenlik donemindeki kronik sosyal stresin hipokampal BDNF
seviyelerini azalttigi ve bu durumun hayvanlarin yaslandiginda bilissel bozulmaya yol
actig1 gozlemlenmistir. Budurum, yasamin erken donemindeki stresin, yaslanma
stirecinde beyni olumsuz etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Yararli stresorlerin
adaptif stres tepkisi proteinlerinin bir pargasi olan norotrofik faktorler, GABAerjik
sinapslarin diisiik seviyeli inhibisyonu tizerinde etki ederek serebellar BDNF mRNA
ekspresyonunu artirir. Bu etki, motor kontrolde ndroplastisite ve ndrogenezde dnemli
bir rol oynar. Bu baglamda, artmis noral aktivitenin 6grenme ve bellegi gelistirdigi de
belirtilmistir. Siklik AMP Regiilatuar Eleman Baglayici Protein (CREB), sinir
sisteminin geligimi, korunmasi ve noronal plastisite yani sira 6grenme ve hafiza ile
iligkili bir transkripsiyon faktoriidiir ve noronlarda BDNF ekspresyonunu artirarak
adaptif bir stres yanit yolunu aktive eder. BDNF, o6zellikle LTP araciligiyla ani
olusumuna katkida bulunur. Ayrica, BDNF'nin yaslanma siirecinde antioksidan

savunmanin bir parcasi olarak oksidatif stresle birlikte arttig1 bilinmektedir [72-75].

2.7 Timokinon

Kimyasal bilesiklerin dogal iireticileri olarak bitkiler, insan saglig1 i¢in geleneksel
ilaglar olarak kullanilmaktadir [76]. TQ, Nigella sativa bitkisinde bulunan kimyasal
bir bilesiktir, ayrica siyah kimyon veya ¢orek otu olarak da bilinir. TQ, bitkinin
tohumlarindan elde edilir ve gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir[77]. Antioksidan,
anti-inflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal etkileri nedeniyle genis capta
arastirllmistir.  Bunun  yaninda, timokinonun noéroprotektif etkileri de vardir.
Norotoksik maddelere veya stres gibi zararli uyarilara maruz kalma sonucu beyin
hiicrelerinde olusan hasar1 Onlemeye yardimci olabilir. Bu etkiler, timokinonun

norolojik  bozukluklarin  tedavisinde potansiyel bir bilesen olabilecegini
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gostermektedir [52, 65].

Bir dizi hayvan ¢alismasi, TQ’nun 6grenme ve bellek tizerinde olumlu bir etkiyesahip
olabilecegini gdstermistir. Ozellikle, TQ’nun, stres, yaslanma veya ndrolojik
bozukluklar gibi faktérler nedeniyle bozulan Ogrenme ve bellek siireclerini

iyilestirebilecegi bulunmustur [52].

Timokinonun o6grenme ve bellek {izerindeki etkisinin bir pargasi, NMDA
reseptorlerinin aktivitesi {izerindeki etkisi ile iliskilidir. Bu reseptorler, 6grenme ve
bellek siireglerinde Kilit bir rol oynarlar ve timokinon, bu reseptorlerin islevini
diizenleyerek 6grenme ve bellek siireglerini modiile edebilir [78, 79]. Timokinonun
NMDA reseptorlerini aktive etmesi, daha yiiksek sinaptik plastisite seviyelerine ve
gliclii bellek olusumuna yol agar. Bu etki, LTP ve LTD gibi sinaptik olaylar
diizenleyerek, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi optimize eder. Bu siiregler, 6grenme
ve bellegin temelini olusturur [52, 80]. Ayrica, timokinonun NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu sonucu, hipokampal ndronlarda oksidatif stresin azaltilmasi gibi baska
olumlu etkileri de gozlenmistir [81]. Bu, néronlar1 potansiyel zararlardan korur ve
genel beyin sagligin1 ve islevini gelistirir. Sonu¢ olarak, TQ’nun hipokampiis ve
NMDA reseptorleri tizerindeki etki mekanizmasi, 6grenme ve bellek siireglerini
modiile etme ve stresle iligkili bilissel bozukluklarin tedavisine yardimci olma

potansiyelini igerir [52, 80, 81].

Bu bilgiler 1s181nda projemizde, stres maruziyetinin neden olacag: biligsel hasarin
ogrenme Ve bellek tizerindeki etkisinin NMDA reseptorleri araciligiyla olan etkilesimi
incelenirken timokinon tedavisinin potansiyel iyilestirici etkisinin olup olmadigi
aragtirilacaktir. Ogrenme Ve bellek iizerinde stres maruziyeti ile olusan nérodejeneratif
etkinin ve timokinon ile onlenip dnlenemeyeceginin siganlar lizerinde uygulanacak

davranis testleri ve biyokimyasal analizlerle degerlendirilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari ve Etik Kurul Onay1

Calismada, deney hayvani olarak yetiskin 3 aylik, agirliklar1 300-400 gr arasinda
degisen 28 adet erkek Wistar albino sican kullanildi. Daha 6nceki ¢alismalar referans
alinarak %95 giiven diizeyinde ve 0=0.05 anlamlilik seviyesinde %80 gii¢ i¢in
ortalamalar arasi fark 0.51 birim, standart sapmasi 0,31 olarak alindiginda her grup
i¢in hayvan sayist minimum 7 belirlendi. Bezmialem Vakif Universitesi Yerel Etik
Kurulu tarafindan, aragtirma protokoliine, Etik Kurul onay1 alindi (Tarih: 22/08/2022,
Karar no: 2022/89). Arastirma Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi

boliimiinde gerceklestirildi.

3.2 Deneysel Uygulamalar

Deney Oncesi tiim gruplara ait sicanlarin agirliklart dlgiildii ve agirliklari birbirlerine
benzer olacak sekilde gruplandirildi. Calismada kullanilacak hayvanlar; herhangi bir
islem uygulanmayacak olan kontrol grubu (grup 1), hareketsizlik stresi (restraint
stresi) uygulanacak grup (grup 2), stres uygulanmayip gavaj yoluyla 1 ml misir
yaginda ¢ozdiriilen 10 mg/kg TQ [109] verilecek grup (grup 3), restraint stresi
uygulandiktan sonra gavaj yoluyla 1 ml misir yaginda ¢ozdiiriilen 10 mg/kg TQ
verilecek grup (grup 4) (Sekil 4) olmak iizere 4 gruba ayrildu.

Deney gruplar1 asagidaki sekilde olusturuldu.

1. Kontrol Grubu (n=7): 7 giin boyunca 1 ml misir yagimin (TQ ¢6ziiciisii) gavaj ile

uygulandig grup.
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2. Stres Grubu (n=7): 7 giin boyunca her giin hareketsizlik stresi uygulanmasi
yaninda 1 ml misir yagimin (TQ ¢oziiciisii) gavaj ile uygulandigi grup.

3. TQ Grubu (n=7): 7 giin boyunca 1 ml misir yagi icerisinde 10 mg/kg TQ un gavaj
ile uygulandigi grup.

4. Stres+ TQ Grubu (n=7): 7 giin boyunca her giin hareketsizlik stresi uygulanmasi
yaninda 1 ml musir yagi igerisinde 10 mg/kg TQ un gavaj ile uygulandigi grup.

Sekil 4: Hayvanlara gavaj yontemiyle TQ verilmesinin goriintiisii

Grup 2 ve Grup 4’teki erigkin Wistar albino sicanlara (n=7/grup) hareketsizlik stresi
(restraint stres) 1 hafta boyunca giinliik 2 saat olacak sekilde 6zel pleksiglas tiiplerin

(rodent restrainer) icerisinde tek tek yem ve su verilmeksizin uygulandi (Sekil 5).

Sekil 5: Hayvanlara uygulanan hareketsizlik stresi goriintiisii

Tiim gruplardaki siganlarin 7. giiniin sonunda agirliklari tekrar 6lgiildii. Deneyin 8. ve
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9. glinli anksiyete degerlendirilmesi icin agik alan ve yiikseltilmis art1 labirent testi
uygulandi. Deneyi takiben 10. ve 11. giinde korku kosullanmasini degerlendirmek
amaciyla pasif sakinma testi uygulandi. Deneyin 12. giinii ile 17. gilinleri arasinda
mekansal hafizayr 6lgmek amaciyla Morris su labirenti testi uygulandi. 17.giiniin
sonunda 10 mg/kg ksilazin ve 100 mg/kg ketamin ile anestezi altinda siganlar dekapite

edilerek beyinleri ¢ikarildi, hippokampus bolgesi ayrilarak biyokimyasal analizler igin

- 80°C’de muhafaza edildi (Sekil 6, Sekil 7).

TTTYYTY

Agirliklarinin Deneye Stres ve Agik Yiikseltilmis Pasif Morris Deneyin
Sletilmesi ve basland1 timokinon alan testi labirent testi sakinma su tanki son giinii
gruplandrima tedavisinin testine testine

son giinii basland1

Sekil 6: Deneysel prosediiriin sematik gosterimi

Sekil 7: Deneysel uygulamalardan goriintiiler
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3.2.1 Acik Alan Testi

Deneyin 8. giiniinde uygulanan acik alan testi, hayvanlarin anksiyeteye bagh
duygularinin motor aktivitelerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir testtir.
Dikdortgen bir kutu, {istii agik ve i¢ kismi siyah bantla kaplanmis olarak kullanilir. Bu
kutu, 91 cm x 91 cm ebatlarindadir. Acik ve genis alan, sicanlarda agorafobi benzeri
bir durum yaratir. Hayvan, kendi ortamindan alinip bilmedigi bir acgik alana
birakildiginda genis alan korkusunu sergiler. Test siiresi bizim ¢alisgmamizda 5 dakika
olarak belirlendi ve hayvanin hareketleri bilgisayarli video izleme sistemi ile
kaydedilip bilgisayara aktarilarak gozlemlendi (Sekil 8). Hayvanin konumu, merkezde
mi yoksa kenarlarda m1 gezdigi 6nemlidir. Alistig1 ortam diginda bulunan hayvanin,
alanin ortasindan ziyade kenarlarda hareket etme egilimi, sahlanma sayilari ve

temizlenme say1 ve siireleri incelenerek anksiyete parametresi degerlendirildi.

Sekil 8: Deneyde uygulanan agik alan testinden goriintii.
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3.2.2 Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Deneyin 9. giinlinde uygulanan test, sicanlarin daha 6nce deneyimlemedikleri bir
ortamda cevreyi tanima davranislarint sergilerken bulunduklari alanin yiikseltilmis
olmasinin anksiyete arttirici etkilerini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Yiikseltilmis
labirent testi diizenegi, birbirine dik olarak yerlestirilmis art1 seklindeki labirentleri
igerir. Bu labirentler, 110 cm X 110 cm o6lgiilerinde kapali ve agik kollara sahiptir.
Siganlar, yiiksek ve acik yerlerden korktuklari bilinen bir 6zellikleri nedeniyle, yiizleri
acik kola doniik sekilde platformun merkezine yerlestirildi. A¢ik ve kapali alanlarda
gecirilen stireler, merkezi alanda gezinme siireleri ve agik ve kapali kollara girig
sayilar1 analiz edilmesi amaciyla kaydedildi (Sekil 9). Anksiyete olusumunu gosteren
davranig parametreleri, dona kalma siiresindeki artis, agik kola giris sayilarmin
azalmasi veya kapali kolda gegirilen siirenin uzamasi1 ve havayr koklama say1 ve

siiresindeki artistir.

Sekil 9: Hayvanlarin yiikseltilmig art1 labirent testi diizeneginde kapali ve a¢ik kollarda
gezinme konumlarinin gosterimi.

3.2.3 Pasif Sakinma Testi

Deneyin 10. ve 11. giinlerinde uygulanan pasif sakinma testi, (MAY-PA 1014-7
Passive Avoidance System, Tiirkiye) iki bolmeli plastik diizenek iizerinden
gerceklestirildi. Bolmelerden biri aydinlik, digeri karanlik olacak sekilde tasarlanmistir

ve aralarinda bir kap1 bulunmaktadir. Karanlik boliim, hayvana 1 mA elektrik soku
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uygulanabilen taraftir, aydinlik boliimde ise sok verilmemektedir. Deneyin ilk
asamasi, 10. giinlinde 6grenme periyodu ile bagladi (Sekil 10). Hayvanlar ayr1 ayri
aydinlik bélmeye birakildi, 15 saniye sonra kap1 agilarak hayvanin karanlik bélmeye
gecmesine izin verildi. Hayvan karanlik bolmeye gectiginde 1 mA elektrik soku
uygulandi ve hayvanin aydinlik bélmeye geg¢mesi saglandi. 24 saat sonra deney
tekrarlandi ve pasif kaginma testi uygulandi. Hayvanin aydinlik bdélmeye
konuldugunda, elektrik soku alacagin1 bilmesine ragmen karanlik bolmeye gegis stiresi
gozlemlendi. Testin sonlandirilmasi 300 saniye olarak belirlendi ve bu siireiginde

karanlik bolmeye gegmeyen hayvanlarda 6grenmede bozukluk olmadigi kabuledildi.
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Sekil 10: Pasif sakinma testi uygulamasinda 6grenme periyodundan goriintii

3.2.4 Morris Su Labirenti Testi

Deneyin 12. giiniinden itibaren 5+1 giin boyunca gergeklestirilen Morris su labirenti
testi, 1,2 m ¢apinda, 43 cm derinliginde ve 25°C sicakligindaki opak boyali suyla
doldurulmus bir diizenek iizerinden yapildi. Laboratuvar karanlik olarak ayarlanmis ve
deney siiresince sabit 151k kaynagiyla aydinlatilarak tankin etrafindaki duvarlara ipucu
olacak simgeler eklenmistir (Sekil 11). Havuz ortasindan gegen iki dikey cizgi ile
kuzey, giiney, dogu, bat1 olarak dort kadrana ayrildi. Hayvanlarin géremeyecegi ama
sudan kagmak igin iizerine ¢ikabilecegi sekilde suyun 2 cm altina havuzun giiney
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kadraninin merkezine gelecek sekilde, seffaf pleksiglastan yapilmis platform konuldu.
Tim sicanlara alistirma ve dgrenme yiizmesi periyodunda, her seferinde rastgele
secilmis kadrandan birinden birakildi ve platformu bulana kadar hayvanlarin 60 s
yiizmelerine izin verildi. Platformu bulan siganlar, bulduklar1 andan itibaren 10 s
boyunca platformda bekletildi ve su tankindan c¢ikarildilar. Deneyin 6. giliniinde, su
tankindan platform kaldirilarak bellek Olgiimleri yapildi. Sicanlar daha oOnce
birakilmadiklar1 yonden suya birakilarak 60 s boyunca yiizmeleri saglandi. Bu
asamada sicanlarin hareketleri, su tankinin tammerkezine bakacak sekilde tavana
yerlestrilen Bilgisayarli video izleme sistemi (Noldus Bilgi Teknolojisi, EthoVision

Sistemi, Hollanda) ile bilgisayara aktarilarak analiz edildi.

3.3 Biyokimyasal Calismalar

Morris su labirenti testinden sonra siganlar, 10 mg/kg ketamin ve 100 mg/kg ksilazin ile
genel anestezi altinda dekapite edildi ve siganlardan kan ve beyin dokusu 6rnekleri alindi.
Ardindan, hayvanlardan alinan kan 6rnekleri 5000 rpm devirde 10 dakika santrifiij (Hettich
Mikro 220R, Tuttlingen, Almanya) edildikten sonra serum kisimlar1 mikrotiiplere
aktarilarak -80°C’de saklandi ve beyinden diseksiyon yapilarak bilateral hipokampus
dokular1 ve prefrontal korteks bolgeleri alindi. Doku 6rnekleri pH:7.4 PBS (Phosphate
Buffered Saline) ¢ozeltisi i¢ginde homojenize edildi ve homojenatlar mikrotiiplere alinarak
4 °C'de, 15.000 x g'de 20 dakika siireyle santrifiijlenerek siipernatant ve pelet olmak tizere
iki farkli fraksiyon elde edildi. Eldeedilen siipernatantlar yeni mikrotiiplere aktarildi.
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Bikinkoninik Asit (BCA) yontemi ile homojenatlardaki total protein miktarlart hesaplandi.
Doku homojenati1 6rneklerinde Malondialdehit (MDA), CAT, SOD, CREB, Niikleer faktor
kappa B (NF-kB), Gama Aminobiitirik Asit (GABA), BDNF ve NMDA diizeyleri, serum
orneklerinde ise Epinefrin,kortizol, CAT ve MDA diizeyleri 0l¢iildii. Tiim analizler, 450
nm dalga boyundaki mikroplak okuyucusunda (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06,
ABD) gergeklestirildi. Bu degerler, siganlarin biyokimyasal profilini ve molekiiler
diizeydeki degisiklikleri degerlendirmek amaciyla kullanildi. Biyokimyasal ¢alismalar

asagida belirtilen prosediirler dogrultusunda gergeklestirildi.

I.  Total protein tayini; Deneyde, total protein miktarinin belirlenmesi icin BCA
yontemi kullanildi. Oncelikle BCA ¢ozeltisine Bakir Siilfat Pentahidrat
eklenerek protein belirleme reaktifi hazirlandi ve 1 mg/ml olacak sekilde
hazirlanan standart bir bovin serum albumin (BSA) c¢ozeltisi kullanildi.
Standartlar 96 kuyucuklu mikroplakaya 25 ul hacimde 6lgiilerek pipetlendi.
Grafik tizerindeki absorbans (x ekseni) ve konsantrasyon (y degeri)
degerlerinden lin-lin grafik elde edilip, protein miktarlari mg/ml cinsinden

hesaplandi.

ii. ELISA Protokolii; Calisma, Orneklerin ve Kitlerin oda sicakligina
getirilmesiyle bagladi. Alti1 standart kiti kullanarak NMDA i¢in 32 ng/ml,
GABA i¢in 1600 nmol/L, CREB i¢in 112.5 ng/L, BDNF i¢in 0.4 ng/ml, NF-
kB i¢in 24 ng/ml, Epinefrin i¢in 480 ng/L, Kortizol i¢in 480 ng/ml, SOD i¢in
4 ng/ml, CAT i¢in 320 ng/ml (BT-LAB) ve 10 ng/ml (SunRed), MDA igin 12.8
nmol/ml (BT-LAB) ve 2.5 nmol/ml (SunRed) konsantrasyonlar1 elde edildi.
Mikroplakadaki 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 pl ilgili antikor eklenip

1 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Ardindan yikama ve soliisyon
adimlarniyla devam edildi. Mikroplakalar, 151k almayacak sekilde 37°C'de 10
dakika inkiibe edildi. Son olarak, Stop Soliisyonu eklenip 450 nm absorbansla
mikroplak okuyucuda o6lgiildii; konsantrasyonlar lineer standart grafigi

kullanilarak hesaplandi.

3.4 Istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler, Instat Istatistiksel Paket Programi (Instat Graphad Software, San
Diago, CA, USA) 8.0.1 kullanilarak analiz edildi. Gruplarin dagilimi Shane Wilk testi ile

degerlendirildi. Normal dagilima uygunlugu test edildikten sonra, normal dagilima sahip
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bagimsiz gruplar icin One Way ANOVA ve normal dagilima sahip olmayan bagimsiz
gruplar i¢in Kruskal Wallis testi kullanildi. Anlamli degiskenler igin post hoc
karsilastirmalar Bonferroni ve Dunn testi ile gergeklestirildi. Bagimli grup
karsilagtirmalarinda Two-Way ANOVA analizi ve Benferroni'nin ¢oklu karsilastirma
testi uygulandi. Verilerin tamamlayici istatistikleri ortalama + standart sapma ile sunuldu.

Tiim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Acik Alan Testi Bulgulari

Agik alan testi ile hayvanlarin tek bagina alinarak biiyiik siyah {istli agik bir alanda
anksiyeteye bagli olarak gosterdikleri stres davranislari incelendi. Hayvanlarin
sahlanma sayilari, temizlenme hareketi siireleri ve bulunduklari alanda kenarlarda m1

merkezde mi dolandiklar1 incelenerek analiz edildi.
4.1.1 Deney Hayvanlarinin A¢ik Alan Testinde Orta Alanda Gegirdikleri Siire

Acik alan testinde 5 dakika boyunca hayvanlarin bulundugu siyah kutuda stresin
olusturdugu anksiyeteye bagl olarak strese girmis olan siganlar kenar alanlarda
dolagsmas1 beklenirken stres etkisinde olmayan si¢anlarin orta alanda daha kolay
hareket etmesi beklenir. Hayvanlarin orta alanda bulunduklari siireler, kontrol grubuna
kiyasla stres grubu (p<0,05) ve stres+timokinon grubunda (p<0,01) anlamli olarak
azd1. Timokinon grubu kontrol grubuna gére azalma gostersede anlamlilik bulunamadi
(Sekil 12).

*%k

Orta Alanda
Gegirilen Sure (sn)

Sekil 12: Deney gruplarinin agik alan testinde orta alanda bulunma siireleri (*p<0.05, **p<0.01 kontrol

grubuna gore istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon).
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4.1.2 Orta Alana Ge¢me Sikhigi

Agik alan testinde sicanlarin orta alana gectikleri ve orada vakit gegirdikleri gdzlendi.
Bununla beraber analizlerde her ne kadar kontrol grubuna kiyasla orta alana gegme

sikliginda bir azalma olsa da anlamli bir fark tespit edilemedi (Sekil 13).
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Sekil 13: Deney gruplarinin agik alan testinde orta alana ge¢me sikligi (K: Kontrol, T: Timokinon, S:

Stres, ST: Stres+timokinon)
4.1.3 Kenar Alanda Gegirilen Siire

Acik alan testinde strese girmis olan hayvanlarin testin yapildigi kutunun kenar
kisimlarinda dolasmasi beklenirken yapilan analizde herhangi bir anlamli fark
bulunamadi (Sekil 14).
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Sekil 14: Deney gruplarimin agik alan testinde kenar alanda gegirdikleri siireleri(K: Kontrol, T:

Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

40



4.1.4 Hayvanlarin Sahlanma Sikhiklar:

Agik alan testinde test boyunca her bir hayvanin sahlanma sayilar1 gézlendi ve not
edildi. Hayvanlarin sahlanma sayilari stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunda
anlamli olarak (p<0.05) yiiksek bulundu. Kontrol ve timokinon gruplarinda anlamli bir
fark tespit edilemedi (Sekil 15).
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Sekil 15: Deney gruplarimin agik alan testinde hayvanlarin sahlanma sayilar1 (+p<0.05 Stres grubuna
gore istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon).

4.1.5 Hayvanlarm Temizlenme Sayisi

Strese bagli olarak acik alan testi sirasinda hayvanlarm kendilerini temizleme
hareketlerinde artis meydana gelmesi beklenir. Yapilan analizlerde kontrol grubuna

kiyasla stres grubunda anlamli olarak (p<0.05) artis oldugu goriildii (Sekil 16).
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Sekil 16: Deney gruplarimin agik alan testindeki hayvanlarin temizlenme sayilart (*p<0.05 kontrol
grubuna gore, +p<0.05 stres grubuna goreistatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres,

ST: Stres+timokinon).
4.1.6 Hayvanlarim Temizlenme Siiresi

Hayvanlarin test siiresince yaptiklar1 temizlenme hareketi strese girdiklerini
gosterirken, temizlenme siireleri incelenip, analiz edildiginde herhangi bir anlamli fark

bulunamadi (Sekil 17).

20

10

Temizlenme siiresi

Sekil 17: Deney gruplarmin agik alan testindeki hayvanlarin temizlenme siireleri (K: Kontrol, T:

Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

4.1.7 Hayvanlarin Harekete Baslama Latansi

Test baslangicinda hayvanlarin kutuya konulduklar1 andan hareket etmeye baslamalari
arasinda gecen siire stres belirteci olarak goriilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla
tres+timokinon grubunda harekete baslama siirelerinde anlamli (p<0.05) bir fark
bulunurken, timokinon grubunda stres grubuna kiyasla anlamli (p<0.05) bir azalis

goriildii. Ayrica, stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunda anlamli (p<0.001) bir
42



azalma gozlendi (Sekil 18).
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Sekil 18: Deney gruplarimin agik alan testindeki hayvanlarin temizlenme siireleri (kontrolgrubuna goére
*p<0.05, stres grubuna gore +++ p<0.001 istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres,

ST: Stres+timokinon).
4.2 Pasif Sakinma Testi Bulgular:

Pasif sakinma testinde ilk olarak hayvanlara elektrik verilerek karanlik tarafa

hafizay1 anlamak adina ayn test tiim hayvan gruplarinda tekrarland: ve hayvanlarin

karanlik tarafa gegme siireleri kaydedilerek analizler i¢in kullanildi.
4.2.1 Pasif Sakinma Testinde Hayvanlarin Karanhk Bolmeye Gegis Siiresi

Pasif sakinma testinde hayvanlarin karanlik alana gecis siireleri ileri analizlerde
kullanilmak amaciyla kaydedildi. Yapilan analizlerde stres grubunda kontrol ve
timokinon gruplarina gore gecis siirelerinde artis olmasina ragmen herhangi bir

anlamlilik tespit edilmedi (Sekil 19).
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Sekil 19: Deney gruplarinin pasif sakinma testindeki hayvanlarin karanlik bolime gegis siiresi (K:

Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon).

4.3 Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgulari

Yiikseltilmis art1 labirent testinde hayvanlarin agik ve kapali alanda bulunma stireleri

anksiyete olusumunu tespit etmek amaciyla incelendi ve analiz edildi.
4.3.1 Kapah Kolda Gegirilen Siire

Bu testte hayvanlarin kapali kolda daha fazla vakit gecirmeleri stres belirtecidir.
Yapilan analizde kontrol grubuna kiyasla timokinon grubunda anlamli (p<0.05) bir
artig goriildii fakat stres ve stres+timokinon gruplarinda her ne kadar artis gézlense de
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (Sekil 20).
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Sekil 20: Deney gruplarinin yiikseltilmis art1 labirent testindeki hayvanlarin kapali boliimde gegirdikleri
stire (*p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik). (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST:

Stres+timokinon)
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4.3.2 Acik Kolda Gegirilen Siire

Testte hayvanlarin agik kolda gegirdikleri siireler istatistiksel olarak incelendi. Kontrol
grubuna kiyasla timokinon grubunda anlamli (p<0.001) bir azalis goriildii. Stres ve
stres+timokinon gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azalis goriilsede anlamli bir

azalma bulunamadi (Sekil 21).
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Sekil 21: Deney gruplarimin yiikseltilmis art1 labirent testindeki hayvanlarin ac¢ik boliimde gegirdikleri
stire (**p<0.01 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik). (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST:
Stres+timokinon).

4.3.3 Orta Alanda Gegirilen Siire

Hayvanlarin yiikseltilmis art1 labirent testinde orta alanda buluma siireleri

incelendiginde anlamli bir fark belirlenmemistir (Sekil 22).
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Sekil 22: Deney gruplarimin yiikseltilmis art1 labirent testindeki hayvanlarmn orta bolimde gegirdikleri

stire. (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon).

45



4.4 Morris Su Labirenti Testi Bulgular:

Mekansal ve uzamsal hafizay1 6l¢gmek i¢in siganlara ilk giin platformun yerini 6grenme
periyodu uygulandi. Diger 4 giin boyunca hayvanlarin sadece belirteg olarak kullanilan
semalara bakarak platformu bulma, platform bolgesinde dolanma hareketi gosterme

durumlart incelenerek analiz edildi.
4.4.1 Hayvanlarm Platformu Bulma Siireleri

Morris su labirenti testinde hayvanlar 6grenme periyoduyla beraber, 4 farkli noktadan
suya birakildilar ve platformu bulma siireleri incelendi. Yapilan analizde kontrol

grubuna kiyasla 5. giinde timokinon grubunun platformu bulma siiresinde anlamli

(p<0.01) bir azalis oldugu belirlendi (Sekil 23).
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Sekil 23: Deney gruplarinin Morris su tank: testinde hayvanlarin platformu bulma siireleri (**p<0.01
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon).

4.4.2 Hayvanlarin Katettikleri Mesafeler

Test sirasinda hayvanlar1 platformu bulmak amaciyla ne kadar hareket ettikleri mesafe
cinsinden incelendiginde kontrol grubuna kiyasla timokinon grubunda anlamli
(p<0.001) bir azalis oldugu gortildii. Stes ve stres+timokinon gruplarinda herhangi bir
anlamlilik gézlenmedi (Sekil 24).
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Sekil 24: Deney gruplarimin Morris su tanki testinde hayvanlarin Kkatettikleri mesafeleri (***
p<0.001kontrol grubuna gore istatistiksel anlamhilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST:

Stres+timokinon).
4.4.3 Hayvanlarin Yiizme Hizlar1

Hayvanlar 6grenme periyodundan itibaren 5 giin boyunca farkli noktalardan suya
birakildi ve yiizme hizlar1 incelendi. Yapilan incelemede hayvanlarin yiizme
hizlarinda artis olmast beklenen durumken hayvanlarin yiizme hizlarinda stres veya

kontrol gruplarina kiyasla herhangi bir anlamlilik bulunamadi (Sekil 25).
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Sekil 25: Deney gruplarimin Morris su tanki testinde hayvanlarin yiizme hizlari (K: Kontrol, T:

Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
4.4.4 Hayvanlarin Platform Bolgesinde Gegirdikleri Siireler

Deneyin son giinii platform kaldirildi ve hayvanlar tekrar suya birakild1 boylelikle
hayvanlarin platform bolgesinde gecirdikleri siireler incelenerek analiz edildi. Yapilan
analizde hayvanlarin platform bolgesinde daha fazla vakit gegirmesi beklenen bir
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durumken kontrol ve stres grubuna kiyasla anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 26).
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Sekil 26: Deney gruplarinin Morris su tankitestinde hayvanlarin platform bolgesinde gegirdikleri siire
(K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

4.4.5 Hayvanlarm Platform Kadranina Giris Sikhig

Hayvanlarin platformsuz su tankinda platform olmasa dahi o kadranda dolasmasi
beklenir. Yapilan analizde hayvanlarin platform kadranina giris siklig1 incelendi fakat

kontrol ya da stres grubuna kiyasla herhangi bir anlamlilik gézlenmedi (Sekil 27).
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Sekil 27: Deney gruplarinin Morris su tankitestinde hayvanlar platform kadranma giris sikligr (K:

Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
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4.5 Biyokimyasal Bulgular
4.5.1 Hipokampus Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda BDNF Seviyesi

Hipokampus dokularinin siipernatantlarinda néron gelisiminde 6nemli etkisi olan
BDNF seviyesi olgiildii. BDNF seviyesinde kontrol grubuna kiyasla timokinon ve stres
gruplarinda azalma tespit edildi. Stres grubuna kiyasla (p<0.01) stres+timokinon

grubunda istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bir artis goriildii (Sekil 28).
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Sekil 28: Deney gruplarinin hipokampus BDNF diizeyleri (++p<0.01 stres grubuna gore istatistiksel
anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

4.5.2 Hipokampiis Dokusundan Elden Edilen Siipernatantlarda MDA Seviyesi

Hipokampus siipernatantlarinda MDA seviyesi 6lgiildii. Yapilan 6l¢iimlerde kontrol
grubuna kiyasla timokinon grubunda, stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunda

artis olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik tespit edilemedi (Sekil 29).
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Sekil 29: Deney gruplarinin hipokampus MDA diizeyleri (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST:

Stres+timokinon)
4.5.3 Hipokampus Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda NMDA Seviyeleri

Hipokampus dokusu siipernatantlarinda NMDA seviyeleri 6lgiildii. Yapilan
Olgtimlerde stres grubuna kiyasla timokinon grubunda (p<0.05) ve stres+timokinon
grubunda (p<0.01) istastistiksel olarak anlamli bir artis goriildii. Stres grubunda
NMDA seviyesi kontrol grubuna gore azalma olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamlilik gézlenmedi (Sekil 30).
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Sekil 30: Deney gruplarmin hipokampus NMDA diizeyleri (+p<0.05, ++p<0.01 stres grubuna gore

istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
4.5.4 Hipokampus Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda GABA Seviyeleri

Hipokampus dokularindan elde edilen GABA seviyelerine bakildiginda en yiiksek
artigin stress+timokinon grubunda oldugu; timokinon grubunda kontrol grubuna

kiyasla artis oldugu fakat istatistiksel olarak anlamlilik olmadig1 goriildii.
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Stres+timokinon grubunda stres grubuna gore (p<0.01) ve kontrol grubuna gore

(p<0.01) istatistiksel olarak bir artis oldugu tespit edildi (Sekil 31).
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Sekil 31: Deney gruplarinin hipokampus GABA diizeyleri (**p<0.01 kontrol grubuna gore, ++p<0.01
stres grubuna gore istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

4.5.5 Hipokampus Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda NF-kB

Seviyeleri

Gen ekspresyonunda rol oynayan NF-kB hipokampus siipernatantlarindaki seviyesi
incelendiginde kontrol ve stres grubuna kiyasla timokinon ve stres+timokinon
gruplarinda artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik olmadig1r gézlendi

(Sekil 32)
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Sekil 32: Deney gruplarimin (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon) hipokampus
NF-kB diizeyleri (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
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4.5.6 Hipokampus Dokusundan Elden Edilen Siipernatantlarda CREB

Seviyeleri

Ozellikle beyinde amilar1 saklamada gorevi olan CREB proteininin hipokampus
siipernatantlarindaki seviyesi o6l¢iildiigiinde, kontrol ve stres grubuna kiyasla;
timokinon grubunda artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gozlendi. Aym1 zamanda stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunda da artig

olmasina karsilik istatistiksel anlamlilik yoktu (Sekil 33).
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Sekil 33: Deney gruplarinin hipokampus CREB diizeyleri (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST:

Stres+timokinon)

45.7 Hipokampus Dokularindan Elden Edilen Siipernatanatlarda CAT
Seviyeleri

Hipokampus dokularindan elde edilen CAT seviyelerine bakildiginda en yiiksekartigin
stress+timokinon grubunda oldugu; timokinon grubunda kontrol ve stres gruplarina
kiyasla artis oldugu fakat istatistiksel olarak anlamlilik olmadig gdzlendi.
Stres+timokinon grubunda stres grubuna gore (p<0.01) ve kontrol grubuna gore

(p<0.01) istatistiksel olarak bir artis oldugu goriildi (Sekil 34).
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Sekil 34: Deney gruplarimin hipokampus CAT diizeyleri (**p<0.01 kontrol grubuna gore, ++p<0.01
stres grubuna gore istatistiksel anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

4.5.8 Hipokampus Dokusundan Elde Edilen Siipernatantlarda SOD Seviyeleri

Hipokampus siipernatantlarinda SOD seviyesi 6l¢iildii. Yapilan 6l¢iimlerde kontrol
grubuna kiyasla timokinon grubunda artis olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamlilik tespit edilmedi. Buna karsin stres grubuna kiyasla timokinon grubunda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir artis oldugu gorildii. Stres+timokinon

grubunda kontrol ve stress gruplarina kiyasla artis olmasina ragmen anlamlilik
gozlenmedi (Sekil 35).
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Sekil 35: Deney gruplarmin hipokampus SOD diizeyleri (+p<0.05 stres grubuna gore istatistiksel
anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
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4.5.9 Hayvanlarim Kan Serumundaki CAT Seviyesi

Hayvanlarin diseksiyonu oncesi kalplerinden alinan kandan ayrilan serum igerisindeki
CAT seviyeleri 0l¢iildii. Yapilan ol¢timde kontrol ve stres grubuna kiyasla timokinon
grubunda artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmedi.
Stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunda istatistiksel olarak bir anlamlilik

(p<0.05) vardi (Sekil 36).
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Sekil 36: Deney gruplarinin kan serumlarinda CAT diizeyi (+p<0.05 stres grubuna gore istatistiksel
anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)

4.5.10 Hayvanlarin Kan Serumundaki Kortizol Seviyesi

Hayvanlarin kalplerinden alinan serum igerisindeki kortizol seviyesi en az timokinon
grubunda ol¢iildii. Stres grubuna kiyasla tiim gruplarin kortizol diizeylerinde azalma
meydana geldigi goriiliirken sadece timokinon grubunda (p<0.05) anlamli olarak bir
azalma oldugu tespit edildi (Sekil 37).
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Sekil 37: Deney gruplarinin kan serumlarinda kortizol diizeyi (+p<0.05 stres grubuna gore istatistiksel
anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
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4.5.11 Hayvanlarin Kan Serumundaki MDA Seviyesi

Hayvanlarin kalplerinden alinan serum orneklerinde MDA seviyeleri 6l¢iildi. Yapilan
Ol¢iimlerde kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda artis goriiliirken stres grubuna
kiyasla stres+timokinon grubunda artis gozlendi ama herhangi bir istatistiksel
anlamlilik tespit edilmedi (Sekil 38).
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Sekil 38: Deney gruplarinin kan serumlarinda MDA diizeyi (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST:
Stres+timokinon)

4.5.12 Hayvanlarin Kan Serumundaki Epinefrin Seviyesi

Hayvanlarin kalplerinden alinan serum igerisindeki epinefrin seviyesi en az stres
grubunda o6lgiildii. Stres grubuna kiyasla tiim gruplarin epinefrin diizeylerinde artma
meydana gelmesine ragmen sadece timokinon uygulanmis stres grubunda (p<0.05)

anlamli olarak bir artma oldugu tespit edildi (Sekil 39).
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Sekil 39: Deney gruplarinin kan serumlarinda epinefrin diizeyi (+p<0.05 stres grubuna gore istatistiksel
anlamlilik) (K: Kontrol, T: Timokinon, S: Stres, ST: Stres+timokinon)
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5. TARTISMA

Yasamin kagiilmaz bir parcasi olan stres, canlilarin beyin fonksiyonlar1 iizerinde
derin etkiler yaratir. Stres, hayvanlarin zihinsel ve fizyolojik saghigini etkiler ve bu
etkiler ozellikle 6grenme ve bellek lizerinde yogunlasir. Stresin, 6zellikle kronik
formu, hayvan modellerinde gosterildigi tizere, hipokampal bolgede yapisal
degisikliklere ve buna bagli olarak bilissel bozukluklara yol agabilir. Stres beyinde pek
cok norodejeneratif ve ndrobiyolojik hasara neden olur. Son yillarda yapilan
arastirmalar, Stresin beyinde hiicresel sinir agi, sinaptik plastisite ve biligsel

mekanizmalar tizerindeki olumsuz etkisi oldugunu gostermektedir [82, 83].

Timokinon, ¢esitli saglik yararlariyla bilinen Nigella sativa bitkisinin aktif bilesenidir.
Aragtirmalar, N. sativa'min aktif bilesigi olarak bilinen TQ’nunasetilkolinesteraz
inhibe edici etkisi oldugunu ve kiiltiire edilmis sigan primer néronlarin1 Ap kaynakli
norotoksisiteye karst korudugunu ayrica, hipokampal hiicreleriizerindeki néroprotektif

etkisinde 6nemli role sahip oldugunu gostermistir [7, 8].

Insandaki strese yamit olarak olusturulan parametreleri tam anlamiyla agikliga
kavusturmasa da hayvan modelleri pek ¢ok bilimsel soruya cevap kaynagi olmustur.
Ozellikle kemirgen modelleri, bilissel bozukluk ve anksiyete gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin temelinde yatan stres fizyolojisinin arastirilmasi, incelenmesi ve
anlasilmas1 adina Oncelikli olarak kullanilmistir [21, 82, 83]. Literatiir farkli stres
modelleri kullanilan ¢aligmalarda biyokimyasal ve fizyolojik olarak bilimsel sorularin
tartigilmast adina kemirgen modellerinin kullanilmasini desteklemektedir ve stres
maruziyeti sonucu meydana gelen hafiza disfonksiyonu tedavisi i¢in yeni hedeflerin

potansiyeline dair agiklamalar sunmustur [21, 83].

Stresin canli beyninde olusturdugu olumsuz etkiler siiresine gore farklilik gosterir ve
beynin uzun siireli strese maruz kalmasi yapisal bozukluklara sebebiyet vererek
psikolojik ve fizyolojik degisikliklere neden olur. Kronik strese bagli olusan beyin
atrofisi gibi yapisal degisiklikler, cesitli tepkilere yol acar ve bu da bilis ve hafiza

tizerindeki etkisinin arastirilmasini gerektirir [2, 4].
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Bu baglamda, yapilan arastirmalar, siddetli, uzun siireli stresin sigan hipokampiisiinde
varolan piramidal hiicrelerin dendritik dallanmasini azalttigin1 gostermistir. EK olarak,
stresin insanlardaki biligsel islevlerin azalmasina neden oldugu ve bu azalmanin da
dogrudan hipokampiisiin aktivitesi ile iligskili oldugunu belirtmektedir [2, 4, 20].
Ogrenme ve hafiza olusumunun disinda, beyin bdlgesinin iki kritik alan1 olan
hipokampiis ve prefrontal korteksin kronik stresten etkilendigini ve kaygi, endisegibi
davraniglarin olusmasinda etkili olduguna dair kanitlar sunulmustur. Literatiir, stresin
bu beyin bolgelerindeki hiicresel biitiinlesmeyi ve aktif katilimini etkiledigini

gOstermistir [2, 5, 6].

Stres yanit1 bir organizmanin hayatta kalma teknigi olarak ortaya ¢ikan néroendokrin
ve sempatik sinir sisteminin birlikte ¢aligsmasiyla korunan fizyolojik, davranigsal ve
biligsel yanittir. Dolayisiyla stres yaniti kavrami stresli olay sonrasi tekrar ayni
maruziyeti yasamamak adina uyarilabilir bir hafiza olusturmak iizere stres-bellek
iligskisini igeren heniiz tam olarak nedeni agiklanmamis tepkilerdir [83, 92]. Bu
baglamda stres ve bellek arasindaki olumsuz etkilesim sonucu meydana gelebilecek
tepkileri incelemek ve tartismak adina yaptigimiz davranis testleri aydinlatict oldu.
Sosyal izolasyonun davranigsal testler lizerine olan etkisini inceleyen bir arastirmada
uygulanan agik alan testinde anksiyeteye bagl olarak sicanlarin diizenek merkezine

daha az girdigi genel olarak kenarlarda dolastigi gézlenmistir [93].

Daha 6nce depresyon anksiyete gibi etkenlerin incelendigi bir ¢alismada yapilan agik
alan ve yiikseltilmig artt labirent testinde, stresli olan hayvanlarin lokomotor
aktivitelerinde azalma oldugu, temizlenme hareketlerinin (grooming) daha sik oldugu
aciklanmistir [64]. Tezimizde agik alan testine tabi tutulan stres maruziyeti yasamis
hayvanlarin, orta alanda daha az dolastig1 ve anksiyete nedeniyle kenar alanlarda daha
sik hareket ettigi gézlemlenmistir. Yaptigimiz analizlerde kontrol grubuna gore stres
gruplarinin daha az orta alanda vakit gegirdigi stres tepkisi olarak karsimiza ¢ikan bir

durumdur.

Farkli olarak yiikseltilmis art1 labirent testinde hayvanlarin, agik ve kapali kollarda
gecirdikleri siirelere bakildiginda kontrole kiyasla TQ grubunda kapali kolda gegirilen
stirede anlamli olarak artma, agik kolda TQ grubunun gecirdigi siire de yine kontrole
kiyasla anlamli sekilde azalma oldugu yapilan analizlerde tespit edilmistir. Stres

uygulanmig TQ grubunda anlamli olmasada kapali kolda gegirilen siirede stres
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grubuna goére azalma olmustur. Stres davranisi agisindan degerlendirildiginde TQ

tedavisinin stres tizerinde etki ederek hayvanlar tizerindeki anksiyeteyi azalttig1 ifade
edilebilir.

Ogrenme ve bellekteki gorevi sebebiyle hipokampus beyinde en cok calisan
bolimlerden biri olmasi diginda kalici hafizanin da olustugu ilk yer olarak bilinir [92,
94]. Hipokampusta bulunan ve memeli tiirlerinde tanimlanan dentat girus, yetiskin
memelilerde yeni sinaptik etkilesimler olusturan nérojenez olarak da bilinen yeni
ndronlarin ortaya ¢ikmasiyla 6grenme ve hafizanin olusumunda gorevlidir [95, 96].
Kemirgenlerle yapilan 6grenme ve bellek calismalari incelendiginde, Morris su
labirenti testinin uzamsal bellek performansini 6lgmek amaciyla kullanildigi ve
hipokampal bolgedeki CA1 ndronlarinin dejenerasyonunu incelemede etkili oldugu
kabul edilir [97]. Ogrenme ve bellek fonksiyonlarmin degerlendirilmesi amaciyla
kullandigimiz pasif sakinma testinde, timokinon tedavisi uyguladigimiz gruplarin
karanlik bélmeye ge¢me siirelerinin daha uzun olmasi beklenen durumdur. Pasif
sakinma testindeki davranis testi analizine bakildiginda stres grubunun karanlik
bolmeye gegme siiresinin daha uzun oldugu tTQ tedavisi uyguladigimiz gruplarin ise
karanlik bolmeye daha kisa siirede gectigi gozlenmistir. TQ gruplarinin pasif sakinma
testinde daha diisiik performans gostermelerinin sebebi timokinonun korku

kosullanmasi tizerine belirgin etkiye sahip olmamasi olabilir.

Hipokampusta 6zellikle uzamsal hafizay1 analiz etmek i¢in ¢alismamizda Morris su
labirenti testi uygulandi. Uygulanan testte hayvanlarin deney giinleri boyunca
platformu bulma siireleri analiz edildi. Ilk giin ile son giin kiyaslandiginda tiim
gruplarda platformu bulma siiresinde azalma oldugu goriildi. Son giin kontrol
grubuna kiyasla TQ grubunda anlamli bir azalma oldugu buna karsin stres gruplarinda
kontrol grubuna goére hayvanlarin platformu bulma siirelerinin uzun oldugu tespit
edildi. Stres grubuna kiyasla stres+timokinon grubunun daha kisa siiredeplatformu
buldugu gozlendi. Morris su labirenti testi bulgularinda hayvanlarin kat edilen
mesafeleri incelendiginde, ilk giine kiyasla son giin hayvanlarin su tankinda katettikleri
mesafe azalmistir. Kontrol grubuna kiyasla TQ grubunda anlamli azaliggorilmiistiir
ayni zamanda stres grubuna kiyasla timokinon tedavisi uygulanan stres grubunda
anlamlilik olmamasina ragmen belirgin bir azalis vardir. Bu analizler stresinhafizay:
baskiladigim1 kanitlarken timokinonunda stres maruziyeti gegirmis hayvanlarin

hafizasina olumlu koruyucu bir etki sagladigini kanitlar niteliktedir.
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Cesitli arastirmalar, oksidatif stresin sebep oldugu noroinflamasyon ve serbest oksijen
radikallerinin iiretiminin arttirmasi ile hipokampiisiin olumsuz etkilendigini ve
nihayetinde noron kaybi ile sonuclandigini gostermistir [2, 20]. Oksitatif stres
varliginda tiretilen CAT hidrojen peroksiti pargalayarak oksitatif hasara kars1 savunma
olusturur ve hiicreyi korur [84-86]. Arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz
biyokimyasal bulgulardaki hipokampal doku homojenatlarindaki CAT seviyelerinde
kontrol ve stres gruplarina kiyasla stres+timokinon grubunda anlamli birartis vardir.
TQ grubunda da stres ve kontrol gruplarina gére anlamli olmasa da CAT diizeyinde
art1s oldugu goriilmektedir. Bu durum, timokinonun antioksidan 6zellikleri sayesinde
hiicreleri korumaya ve stresin etkilerini azaltmaya calistigin1 isaret etmektedir.
Timokinonun stresle etkilesiminde meydana gelen kan serumundaki CAT artis1, daha
once yapilan c¢aligmalarla degerlendirildiginde, stresle basa ¢ikma durumunda

timokinonun 6nemli derecede etkili oldugunu géstermektedir.

Stres hormonu olarak adlandirilan kortizol kanda bulunma miktarina gore stres
gostergesidir ve uzun siireli stres durumunda 6grenme ve bellegi olumsuz etkiledigi
bildirilmistir [74, 87]. Calismamizda serum kortizol seviyesinin stres grubunda en
fazla ¢ikmasi literatiirii destekler nitekliktedir. Biyokimyasal bulgulardaki stres
grubuna kiyasla timokinon tedavisi uygulanan stres grubunun kortizol seviyesinde

anlaml bir artig goriilmiistiir.

Kemirgenlerin beyin bolgesinde 6zellikle hipokampiiste bulundugu belirtilen strese
kars1 iiretilen SOD enzimi, serbest radikallerle savasan antioksidandir ayrica 6grenme
ve belllekle iliskilendirilir. SOD artis1 viicudun oksitatif strese karsi basa ¢ikma
yontemi olarak degerlendirilebilir [32, 86, 88]. Calismamizdaki bulgular
incelendiginde, SOD seviyesinin stres grubuna gére TQ grubunda belirgin bir artma
oldugu ve stresttimokinon grubunda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Timokinon
tedavisi uygulanan gruplarda var olan artmatedavinin olumlu yanit verdigi hatta

timokinonun stres varliginda savasgi rolii oldugunu gosterir.

Beyindeki stres uyaranlarina karsi viicudun savas ya da kag tepkisinin olusmasina
sebep olarak salgilanan fizyolojik etkilerden biri olan kandaki epinefrin artis1 viicudun
stresle basa ¢ikma siirecinde temel rol oynar [89-91].

Hipokampiisiin 6grenme ve bellekteki roliine hipokampiiste bulunan NMDA glutamat

reseptOrlerinin aracilik ettigi bilinmektedir. Ek olarak hipokampiisteki nérojenez de
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o0grenme ve bellegin islevleri i¢in ciddi 6neme sahiptir. Glutamat NMDA reseptorleri
ve norojenez, hipokampusta stres hormonlar tarafindan etkilenen yapidadir. Bu
sebeple, NMDA reseptorlerinin baskilanmasi, hipokampiisiin morfolojik bozuklugu
tizerindeki stres etkilerini smirlar [5,6]. Birkag c¢alisma, NMDA reseptorler
antagonistlerinin, hayvan modellerinde stres kaynakli depresyon ve kaygiy1
engelledigini gostermistir. Bu gergekler géz 6niine alindiginda, kronik stresin 6grenme
ve hafiza bozukluklarina neden olmasi sasirtici degildir. Ancak stres sirasinda NMDA
reseptorlerinin  bloke edilmesi durumunda o6grenme ve hafizada degisme olup
olmayacag: literatiirde belirtilmemistir [5-7]. Maruz kalinan belirli stresorlerin
olusturdugu uzun siirecli etkileri davranigsal ve biyokimyasal olarak incelemek ve
aragtirmak i¢in hayvan ¢alismalar insan ¢alismalarina gére daha onceliklidir. NMDA,
noronal gelisim siirecinde uyarict bir norotransmitter olup, sinaptik plastisite igin
glutamat reseptorlerinin kilit molekiiliidiir [6,7]. Onceki bir calismada, 6grenme ve
bellek olusumunda 6nemli bir rol oynayan NMDAreseptorlerini hedef alan stres
faktorleri, Ozellikle korku kosullanmast varliginda, hipokampiisiin Sinaptik
plastisitesini olumsuz yonde etkileyerek siganlarda 6grenmeyiengelledigi ve bellegi
etkilendigini ortaya cikmustir [98]. Yapilan baska bir calismada stres sonucu
hipokampiisiin CA3 bolgesindeki dentirik dallanmanin azalmasi, LTP ninbaskilamasi

ile NMDA reseptorlerinde azalma olduguna isaret etmektedir [99].

NMDA reseptorleri, ozellikle 6grenme ve bellek mekanizmalarinda kritik bir rol
oynar. Stres, bu reseptdrlerin aktivasyonunu etkileyerek, bireyin 6grenme ve hafiza
yeteneklerini degistirebilir. Bu, 6grenme ve hafiza siireglerinin stresle nasil
etkilendigini anlamak i¢in Onemlidir. Biyokimyasal bulgular incelendiginde
hayvanlarin hipokampus dokusundaki NMDA miktari, stres grubuna nazaran
timokinon grubunda ve stres+timokinon grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Timokinon hafizaya olumlu olarak etki eden NMDA reseptorleriniarttirmasi 6grenme
ve bellegin olusumda 6nemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda stres
grubundaki NMDA reseptorlerinin kontrol grubuna kiyasla az olmasi stres maruziyeti
gecirmis hayvanlarda 6grenme ve hafizaya olumsuz etkisi oldugunu gosterir.
Stres+timokinon grubunda NMDA miktarinda artis olmasi, akut stres durumlarinda
timokinon tedavisinin bu reseptoriin aktivitesini artirabilecegini vedgrenme ve bellek

olusumda olumlu etkisi olabilecegini gostermektedir.

TQ'nun kiiltiire noral kok-progenitor hiicrelerin cogalmasi ve noral farklilagmasiayrica

norojenez Ve hafiza tlizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, hiicresayisini
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onemli Olgiide artirdign gozlenmistir. TQ uygulanan siganlardan alinan doku
orneklerinde hipokampal mRNA ve BDNF seviyelerinde artis oldugu goézlenirken
hipokampiiste lipit peroksit ve reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini azaldigi
gozlemlenmistir [13]. Uzamsal hafizanin BDNF reseptorii tedavisiyle ilgili aragtirma
yapilan bir c¢alismada hipokampiisdeki BDNF artisinin kemirgenlerde mekansal
bellegi destekledigi rapor edilmistir [100]. BDNF sinir sisteminde pek ¢ok néronun
farklilagsmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynayan stres varliginda en ¢ok etkilenen
ve miktarini azalan reseptorlerden biridir. BDNF artis1 ile birlikte NMDA reseptor
diizeylerinin arttigi buna bagh olarak 6grenme ve bellek olusumda artis oldugu
bilinmektedir [99]. Yaptigimiz ¢alismada hipokampiis dokusunda BDNF miktar
biyokimyasal analizlerle incelendi. Stres grubuna kiyasla timokinon tedavisi
uygulanan stres grubunda BDNF miktarinda anlamli bir artig, TQ grubunda dastres
grubuna gore belirgin bir artma oldugu gozlenmistir. Stresle etkilesim halinde olan
timokinonun BDNF miktarinin artmasina sebep oldugu, bunun da NMDA miktarini
artirarak O6grenme Vve bellek iizerinde olumlu sonuglar ortaya ¢ikardigi

distiniilmektedir.

Beyindeki major intibitorlerden biri olan GABA reseptorii Stresi ve anksiyeteyi
azaltma gorevindedir [101]. Prenatal stresin mikrobiyolojik etkisinin arastirildigi
calismada, stresin prefrontal korteks ve hipokampiis de isaretlenmis GABAerjik noron
sayllarint anlamli diizeyde azalttigi, strese bagli olarak GABAerjik néronlarda
meydana gelen degisikliklerin, hipokampusde dentrik dallanmay1 azalttigi igin
gelisimsel bozukluklara yol actigi ileri siriilmistir [99]. HPA eksenin stres
olusumunda GABAerjik ndronlarin etkisinin incelendigi bir baska arastirmada, strese
verilen psikojenik tepkilerin, bazal 6n beyindeki GABAerjik noron gruplari tarafindan
kontrol edildigi 6n gorilmustir [102]. GABA ara noéronlarindaki NMDA
reseptorlerinin iligkisinde olabilecek azalma, kortikal ag sinyallerinde degisiklige

neden olur ve biligsel islevleri bozar [103].

Arastirmamizda hipokampal doku homejanatlarinda GABA miktarlarina bakildi.
Hayvanlarda kontrol ve stres gruplarmakiyasla stres+timokinon grubunda anlamli bir
artis meydana gelmistir. Yine kontrol vestres gruplarma gore anlamli olamasa da
timokinon grubunda da GABA seviyesinde artma oldugu goriilmektedir. Bunun
sonucunda da timokinonun GABA diizeyini olumlu olarak arttirdig1 boylece stres ve

anksiyeteyi baskiladigi sonucuna varilmistir.
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Fareler iizerinde yapilan deneylerde NF-xB aktivasyonunun baskilanmasinin
hipokampal noroinflamasyonu azalttig1 bildirilmistir [104]. NF-kB, stres varliginda
ortaya ¢ikan ve stres indiikleyici bir sinyal yolagidir [105]. NF-«B ile ilgili 6nceki
yapilan c¢alismalarda noroplastisite de onemli rol oynadigir dolayisiyla bellek ve
ogrenmede etkili oldugu bulunmustur [106]. Bizim c¢alismamizda hipokampal
dokudan elde edilen homejenatlarda NF-xB incelenmis ve stres grubuna kiyasla
timokinon tedavisi uygulanan gruplarda anlamli bir fark olmasa da belirgin bir artma
oldugu gozlenmistir. Bu da NF-«xB reseptoriiniin timokinon alan gruplarda daha etkin
oldugu i¢in bu gruplarda 6grenme ve bellek konusunda timokinonun koruyucu etkisi

oldugu diisiiniilebilir.

CREB aktivasyonu sinaptik proteinlerin sentezini uyararak prefrontal korteksde anlik
bellegin olusumunu ve noronal aktiviteyi saglar [107, 108]. CREB ozellikle
hipokampusta sinaps olusumu, néron yenilenmesi, 6grenme ve hafiza olusumunda
gorevli proteinleri diizenleyen, en onemli hedef geni BDNF olan transkripsiyon
faktoriidiir [75]. Yaptigimiz arastirmada, anlamli bir fark olmamasina karsin kontrol
ve stres gruplarina kiyasla timokinon tedavisi goren gruplarda CREB miktarinda artma
oldugu goriilmektedir. Hiicrede CREB miktarinin artmasi hafizay: gii¢lendiren etken
olarak disiiniildiigiinde timokinon tedavisinin CREB miktarin1 arttirdigi bdylece

ogrenme Ve bellek iizerinde olumlu bir etki yarattig1 ¢ikarimi yapilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Aragtirmanin  gosterdigi gibi, TQ, stresin neden oldugu oOgrenme ve bellek
bozukluklarini iyilestirebilmekte ve NMDA reseptorlerinin ifade ve islevindeki
degisiklikleri modiile edebilmektedir. Bu etkiler, timokinonun ndrolojik bozukluklarin
tedavisinde ve stresin olumsuz etkilerine karsi koruma saglamada potansiyel birbilesen

olabilecegini isaret etmektedir

Hipokampus, 6grenme ve bellek stiregleri i¢in kritik bir beyin bolgesidir ve stres
hormonlarina kars1 yiiksek duyarlilik gostermektedir. Tezde sunulan veriler,
timokinonun hipokampal fonksiyonlar tizerindeki olumlu etkilerinive 6zellikle stres
altinda hipokampal plastisitenin ve hafizanin korunmasinda timokinonun potansiyel

roliinii ortaya koymaktadir.

Tezde sunulan bulgular, timokinonun 6grenme ve bellek siireglerinde NMDA
reseptorlerini modiile ederek bu siirecleri iyilestirebilecegini gostermektedir. Bu
etkiler, NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ve sinaptik plastisite diizeylerinin artigi
yoluyla gergeklesir. Ayrica, timokinonun néronlari oksidatif stresten korudugu ve

genel beyin sagligin1 ve islevini gelistirdigi gdzlemlenmistir.

Bu tez, stresin 6grenme ve bellek tizerindeki etkileri, NMDA reseptorlerinin bu
stireglerdeki rolii ve timokinonun potansiyel noroprotektif etkilerini kapsamli bir
sekilde incelemistir. Elde edilen bulgular, nérobiyolojik mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi ve stres kaynakli biligsel bozukluklarin tedavisinde yeni yaklagimlarin
gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Gelecekteki aragtirmalar, timokinonun bu etkilerini daha
derinlemesine incelemeli ve potansiyel terapotik uygulamalarimi daha genis bir

cergevede degerlendirmelidir.
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