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Ama¢  Adipokinetik hormon boceklerin seker ve lipid mobilizasyonunda rol oynar. Adipokinetik hormonun sigan sizofreni ve olfakt6r bulbektomi modelinde 6grenme-bellek
tizerine diizeltici etkileri goriilmistiir. Adipokinetik hormonun siganlara intraperitoneal uygulanmasindan sonra piroglutamil peptidleri igeren adipokinetik hormon
metabolitlerinin kan-beyin bariyerini gegtigi hipotez edilmistir. Bu ¢calismanin amaci piroglutamil peptidlerin hem naif farelerde 6grenme-bellek tizerine etkisini hem de
skopolaminle indiiklenen bellek bozuklugu tizerine etkisini incelemektir.

Yontemve  Bu caligmada 6grenme-bellek fonksiyonlarini incelemek i¢in modifiye yiikseltilmis art: labirent testi (mYAL) ve pasif sakinma testlerini kullandik. Skopolamin (1 mg/kg)
Geregler  ile piroglutamil peptid olarak piroglutamik asid-valin (pGlu-Val; 10 ve 20 mg/kg), piroglutamik asid-16sin (pGlu-Leu; 10 ve 20 mg/kg) kullandik.

Bulgular mYAL testinde dipeptidlerin naif farelerde gegis siiresi-2 iizerine anlaml etkisi yoktu. Skopolamin kismi olarak ikinci denemede gegis siiresi-2’yi artirirken, bu etki pG-
lu-Leu (10 ve 20 mg/kg; p=0,0064; p=0,0055 sirasiyla) tarafindan anlaml sekilde tersine gevrildi fakat pGlu-Val etkisizdi. Pasif sakinma testinde dipeptidlerin naif fare-
lerde retansiyon latans iizerine anlamli etkisi yoktu. Skopolamin kontrol grubuna gore retansiyon latansini kismen azaltirken dipeptidlerin higbiri skopolamin grubunun
retansiyon latansini tersine gevirmedi.

Sonu¢  Sonugta, piroglutamil peptidler naif farelerde 6grenme-bellek tizerine etki gostermedi. pGlu-Leu mYAL testinde skopolaminle indiiklenen 6grenme bozuklugu {izerine
diizeltici etki gosterirken, her iki peptid pasif sakinma testinde skopolaminle indiiklenen bellek bozuklugu tizerine etki gostermedi.

Anahtar

Kelimeler Fare; Modifiye yiikseltilmis art1 labirent; Ogrenme-bellek; Pasif sakinma; Piroglutamil peptidler

Abstract

Introduction  Adipokinetic hormone plays role in sugar and lipid mobilization of insects. Adipokinetic hormone exerted improving effects on learning and memory in schizophrenia and
olfactory bulbectomy model of rats. It is hypothesized that metabolites of adipokinetic hormone, including pyroglutamyl peptides, pass the blood-brain barrier after the
intraperitoneal administration of adipokinetic hormone to rats. The aim of this study is to investigate effects of pyroglutamyl peptides on learning and memory both in naive
mice and in scopolamine-induced memory deterioration.

Materials  In this study, we used modified elevated plus maze (mEPM) and passive avoidance tests to examine learning and memory functions. We used scopolamine (1 mg/kg) and
and Methods  pyroglutamic acid-valine (pGlu-Val; 10 and 20 mg/kg), pyroglutamic acid-leucine (pGlu-Leu; 10 and 20 mg/kg) as pyroglutamyl peptides.

Results  In mEPM test there was no significant effect of dipeptides on transfer latency-2 in naive mice. Scopolamine partially increased transfer latency-2 in second trial and this effect
was significantly reversed by pGlu-Leu (10 ve 20 mg/kg; p=0,0064; p=0,0055 respectively) although pGlu-Val had no effect. In passive avoidance test none of the dipeptides

reversed re ion latency of scopolamine group.

Conclusion ~ We found that pyroglutamyl peptides had no effect on learning and memory in naive mice. pGlu-Leu had improving effect on scopolamine induced learning impairment in the
mEPM test while both of the peptides had no effect on scopolamine induced memory impairment in the passive avoidance test.

Keywords  Learning-memory; Mice; Modified el d plus maze; Passive avoidance; Pyroglutamyl peptides
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GIiRiS
Bocek adipokinetik hormonlar1 ugma ve hareket gibi enerji
gerektiren aktivitelerde bocek yag dokusundan seker ve li-
pid’in mobilizasyonundan sorumludurlar.! Deney hayvan-
larina intraperitoneal olarak uygulanan adipokinetik hor-
monun beyne piroglutamik asidle baslayan 2 aminoasid
uzunlugunda metabolitleri ge¢mektedir. L-piroglutamik
asidle baslayan peptidlerin (piroglutamil peptidler) fare-
lerde daha once yapilan ¢alismalarda antidepresan-benzeri
etkileri gosterilmistir.> Adipokinetik hormonun depresyon
ve bellek tizerine etkilerinden piroglutamik asidle basla-
yan 2 aminoasid uzunlugundaki metabolitlerinin (pG-
lu-Val, pGlu-Leu) sorumlu oldugu belirlenmistir. Daha
once yapilan ¢alismalarda L-piroglutamik asid (p-Glu)’in
beyinde hem glutamata doéniistiigii hem de glutamatin et-
kilerini antagonize ettigi goriilmistiir.’ Yine yapilan ¢alig-
malarda piroglutamik asidin skopolaminle olusturulmus
bellek bozuklugunu tersine gevirdigi ve kolinerjik aktivi-
teyi artirdig1 goriilmistiir.** Piroglutamik asidin insan ve
hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda yasa bagli olusan bellek

bozukluklar: tizerine de olumlu etkileri gosterilmistir.®”

Kolinerjik néronlar ve projeksiyonlar: santral sinir siste-
minde 6grenme, bellek, hareketin kortikal organizasyonu
ve serebral kan akimi kontrolii gibi birgok yasamsal fonk-
siyonun diizenlenmesinde onemli rol oynar.? Asetilkolin
esteraz kolinerjik fonksiyonda 6nemli rol oynayan bir en-
zimdir.’ Bu enzim norotransmitter asetilkolini kolinerjik
sinapslarin ve néromuskuler baglantilarin sinaptik yari-
ginda hidrolize eder ve asetilkolinin etkisini ortadan kal-
dirir. Asetilkolin esteraz yine, inme"!, Alzheimer hastalig1'?
ve diabetus mellitusa bagli demans® gibi bir¢ok santral
sinir sistemi bozukluguyla iliskilidir. Asetilkolinin etkisini
ortadan kaldiran, kolinerjik sistemin inhibisyonunda yay-
gin olarak kullanilan ve farmakolojik olarak 6grenme-bel-

lek bozuklugu olusturan ilag skopolamindir."

Bu ¢alismada daha 6nce yapilan arastirmalarda depres-
yon, anksiyete, stres bozukluklar1'>'¢ ve yine sizofreni ve

depresyon modellerinde bozulmus bellek tizerinde etkin-

ligi'”'® gosterilen adipokinetik hormonun etkin metabolit-
leri olarak goriilen piroglutamil peptidlerin hem naif fare-
lerde 6grenme-bellek iizerine etkisi hem de skopolaminle
olusturulmus 6grenme-bellek bozuklugu tizerine etkileri-
nin modifiye ytikseltilmis art1 labirent testi ve pasif sakin-

ma testleri kullanilarak incelenmesi planlanmugtir.

GEREC VE YONTEMLER
Etik Komite Onay1
Bu arastirma protokolii Avrupa Toplulugu Konseyinin
hayvan deneyleri etik kurallarina uymakta olup etik onay
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu (KOU HAD-
YEK 8/1-2020 sayil1 karar ile) tarafindan alinmistir.

Deney Hayvanlar1
Calismada 20-30g agirhiginda her grupta 8 adet olmak
iizere 7-8 haftalik balb-c erkek fare (Sakarya Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisit Deney Hayvanlar1 Biri-
mi-Sakarya) kullanilmigtir. Deney dncesi Kocaeli Univer-
sitesi Deneysel Arastirma Birimi Laboratuvari fare bakim
odalarinda fareler 21 + 1,5°C oda sicakliginda ve 12 saat
aydinlik- 12 saat karanlik (aydinlik saat 20.00 de) olacak
sekilde ayarlanan ortamda tutulmuglardir. Farelere yem
olarak standart yem, icecek olarak musluk suyu verilmis-
tir. Farelerin yeni ortama uyum saglamalar1 amaciyla fare-
ler laboratuara geldikten iki hafta sonra deneye alinmis ve
deneylerin 08:30-14:00 saatleri arasinda yapilmasina 6zen

gosterilmistir.

Deneyler
Modifiye Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (mYALT)
Ogrenme-bellek ile iligkili davranig modifiye yiikseltilmis
arti-labirent testi ile 6l¢iiliir. Deneyler hafif aydinlik, yar:
ses-gecirgen, masa lambasi ile aydinlatilmis (80 lux) oda-
da yapilir. Labirent tahtadan yapilmustir ve iki acik (29 cm
uzunluk x 5 cm genislik) ve iki kapali kollar1 (29 cm x 5
cm x 15 cm yiikseklikte duvarlari olan) birbirlerini ¢ap-
razlarlar ve 5ci’lik kare seklinde merkez kismi olusturur-
lar. Hayvanin diigmesini engellemek i¢in a¢ik alanlar kisa

(Iecm)’lik bir pleksiglas kenarlikla ¢evrelenmistir. Labirent
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yerden 40 cm ytiksekliktedir.

Modifiye ytikseltilmis art1 labirent testi 6grenme ve bellek
deneyleri i¢in kullanildiginda deney iki asamali olarak ya-
pilir. Birinci agama, kazanim/6grenim (acquisition) peri-
odudur. Ikinci agama ise bir giin dnce kazanim/égrenme
periodunda, 6grenilen ve depolandig1 diistiniilen bilginin,
24 saat sonra animsanacagl varsayllan retansiyon periyo-
dudur (retention period). Birinci giin denekler ytikseltil-
mis art1 labirentin agik kollarindan birinin ucuna konu-
lur. 90 sn iginde kapali kollardan birine girmeyen farenin,
hafifce itilerek kapali kollardan birine girmesi saglanir.
Farenin karanlik kollardan birine girmesi i¢in gegen siire
kaydedilir (GS1). Karanlik boliime gecen farelerin bu kol-
larda 10 sn vakit gecirmeleri saglanip, bu siire sonunda
fareler kafeslerine geri konulur. Bu uygulamadan tam 24
saat sonra fareler tekrar acik kollardan birinin ucuna ko-
nulur ve karanlik kollardan birine girmesi i¢in gegen siire
kaydedilir (GS2). Bu testte GS2 degerinin GS1 degerinden
diisiik olmasi deneklerin 6grendiginin bir kaniti olarak ka-
bul edilmektedir.”

Pasif Sakinma (PS) Testi
Pasif sakinma testinde; pasif sakinma deney aleti (Ugo
Basile, Passive Avoidance Controller Cat 7551, Italya)
kullanilmigtir. Pasif sakinma genellikle en hizli 6grenme
testlerinden biri olup Monleon ve arkadaslarinin metodu-
na® gore yapilmustir. Bu test, birbirinden bir gegis kapisi
ile ayrilmus, biri karanlik (24x12.5x14 cm), digeri aydinlik
(7x12.5x14 c¢cm) (2000 lux) olan iki bélmeden olusmakta-
dir. Farelerin b6lme i¢inde ayak bastiklar1 zemin 0,3 cm
capinda paslanmaz ¢elik telden yapilmis ve birbirine 0,9
cm araliklarla paralel olarak yerlestirilmis 1zgara yapisin-
dadir. Zemin deney hayvanlarinin ayagina programli bir
elektrik soku verilebilecek sekilde ayarlanmistir. Hayvanin
elektrik soku aldig1 bolme karanlik olan bolgedir. Normal-
de farenin aydinlik bélmeye konduktan sonra kisa siire

icinde tercih edilen karanlik bélmeye ge¢mesi beklenir.

Inhibitor sakinma testi 2 asamadan olugur: kazanim (acqu-

isition) denemesi ve hatirlama (retention) denemesi. Ka-
zanim denemesinde, fare 1zgara zeminden verilen ayak so-
kundan sakinmayi 6grenmek icin egitilir. Deneyin 1. glinii
(kazanim denemesi) fare aydinlik bélmeye yerlestirilir ve
bolmeler arasindaki kap: 10 saniye sonra agilir. Fare ay-
dinlik bolmeden karanlik bolmeye gectiginde (kuyrugun
2/3’t karanlik bolmeye girmeli), kap1 kapatilir ve karan-
lik kompartmanin 1zgara zemininden hayvanin ayagina
elektrik soku (0.25mA/1 saniye) verilir. Farenin karanlik
bolmeye ge¢mesi igin gegen siire kaydedilir. Ayak sokunu
aldiktan 30 saniye sonra, hayvanlar karanlik bélmeden ali-
nir ve kafeslerine geri konulur. Karanlik bolmeye 300 sani-
ye icinde ge¢meyen fareler deneyden ¢ikarilir. Her egitim
denemesinden sonra, bolmeler temizlenerek kokuya bag-
It olumsuz etkiler 6nlenir. Hatirlama denemesi, kazanim
denemesinden 24 saat sonra yapilir. Fare egitim deneme-
sinde oldugu gibi aydinlik bolmeye yerlestirilir. Bolmeler
arasi kapi 10 saniye’lik alistirma peryodundan sonra agilir.
Hayvan elektrik soku alacagini anlayarak normalde tercih
ettigi karanlik bolmeye 300 saniye i¢inde ge¢gmezse olay1

ogrenmis kabul edilir.

Hatirlama denemesinde karanlik bolmeye ge¢me siire-
si “hatirlama stiresi indeksi” olarak kullanilir. Hatirlama
denemesinde farelere ayak soku uygulanmaz. Hatirlama
stiresi indeksi arttik¢a 6grenilmis deneyim daha iyi hatir-

lanir.

Acik Alan Testi

Farede lokomotor aktivite acik alan testi*! kullanilarak de-
gerlendirilmistir. Bu testte kullanilan cihaz 40 cm ¢apinda
ve 30 cm yiiksekliginde, PVC'den yapilmis dairesel agik bir
alan olup, duvarlarindan birine siyah- beyaz ¢izgili (30x20
cm) bir plaka yerlestirilmigtir. Zemin, biri merkezi olmak
tizere, yedi esit parcaya ayrilmis ve 100 lux siddetinde sabit
bir 151k ile aydinlatilmastir.

Deneyler ses-izolasyonlu bir odada yapilmistir. Agik alan
testinde hayvanlarin lokomosyonu 5 dakika boyunca hay-

vanlarin zemindeki 7 esit bolgenin birinden digerine gegis
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say1s1 kaydedilerek degerlendirilmistir. Lokomosyon arti-
s1 toplam gecis sayisinda artig olarak degerlendirilmistir.
Acik alan testinde hayvanlarin anksiyetesi 5 dakika boyun-
ca hayvanlarin orta zonda harcadig1 zaman kaydedilerek
degerlendirilmistir. Anksiyolitik etki orta zonda harcanan

toplam zamanda artis olarak degerlendirilmistir.

Deney Plani ve {laglar

Modifiye yiikseltilmis art1 labirent testi ve pasif sakinma
testi 6grenme ve bellegi degerlendirmek amaciyla, agik
alan testi de lokomosyon ve anksiyeteyi degerlendirmek
amaciyla uygulanmistir. Téim ilaglar intraperitoneal (i.p.)
olarak verilmistir. mYAL testinde peptidler ve skopolamin
akut olarak testin ilk giin denemesinden 30 dakika 6nce
uygulanarak ilaglarin 6grenme {izerine etkisine bakilmig-
tir. Pasif sakinma testinde peptidler ve skopolamin akut
olarak testin ikinci giin denemesinden 30 dakika 6nce
uygulanarak ilaglarin bellek tizerine etkisine bakilmistir.
Acik alan testinde peptidler ve skopolamin akut olarak
testten 30 dakika once uygulanarak ilaglarin lokomosyon
ve anksiyete tizerine etkisine bakilmistir. Deneylerde sko-
polamin (Sigma; St. Louis, USA), piroglutamik asit-valin
(pGlu-Val) ve piroglutamik asit-16sin (pGlu-Leu) kul-
lanilmistir. Piroglutamil peptidler UCT Prag kimya de-
partmaninda sentezlenmistir ve hediye olarak verilmistir.
Skopolamin ve peptidler %5 DMSO eklenmis %0,9’luk
serum fizyolojik i¢inde ¢6zlindiiriilerek deney sabahi taze
olarak hazirlanmis ve intraperitoneal (i.p.) olarak 10g’lik
agirlik basina 0.1 ml olacak sekilde verilmistir. ilag dozlari,
davranis ve norokimyasal ¢aligmalarda kullanilan dozlara
gore belirlenmistir.>** Deney gruplarindaki hayvan sayis1 8
olarak belirlenmistir. Deneyde 10 adet grup bulunmakta-
dir. Bunlar kontrol grubu (%0,9 NaCI+ %5 DMSO), pG-
lu-Val 10 mg/kg, pGlu-Val 20 mg/kg, pGlu-Leu 10 mg/kg,
pGlu-Leu 20 mg/kg, Skopolamin 1 mg/kg, Skopolamin
1+pGlu-Val 10 mg/kg, Skopolamin 1+pGlu-Val 20 mg/kg,
Skopolamin 1+pGlu-Leu 10 mg/kg, Skopolamin 1+pG-
lu-Leu 20 mg/kgdur.

Istatistiksel Analiz
Sonuglarin degerlendirilmesinde tek-yonlii varyans analizi
(ANOVA) post-hoc Tukey’s testi uygulanmuistir. Degerler
ortalama standart hata (ort.+SH) olarak verilmistir. F de-
geri serbestlik derecesini (degrees of freedom) ifade et-
mektedir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis-
tir. Verilerin analizinde GraphPad Prism 5 istatistik analiz

programi kullanilmistir.

BULGULAR
Piroglutamil Peptidlerin mYALT nde Etkileri
mYALT’nde gruplarin 1. giin gegis stiresi (GS-1) deger-
lendirildiginde gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu
[F(9,70)=0.78; p=0.63]. mYALT’nde gruplarin 2. giin ge-
cis stiresi (GS-2) degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli farklilhik vard: [F(9,70)=3.07; p=0.0037; sekil 1].
mYAL testinde dipeptidlerin naif farelerde gecis siiresi-2
tizerine anlaml etkisi yoktu. Skopolamin kismi olarak
ikinci denemede gegis siiresi-2’yi artirirken, bu etki pG-
lu-Leu (10 ve 20 mg/kg; p=0,0064; p=0,0055 sirasiyla)
tarafindan anlamli sekilde tersine ¢evrildi. pGlu-Val (10
ve 20 mg/kg) kismi olarak skopolaminin etkisini tersine

cevirirken sonu¢ anlamli degildi (sekil 1).

Piroglutamil Peptidlerin
Pasif Sakinma Testinde Etkileri
Pasif sakinma testinde gruplarin 1. giin latansi deger-
lendirildiginde gruplar arasinda anlamli farkliik yoktu
[F(9,70)=0,80; p=0,60]. Pasif sakinma testinde grupla-
rin 2. glin gegis siiresi (retansiyon latansi) degerlendi-
rildiginde gruplar arasinda yine anlamli farklilik yoktu
[F(9,70)=1,06; p=0,40; sekil 2]. Pasif sakinma testinde
dipeptidlerin naif farelerde retansiyon latansi iizerine an-
laml: etkisi yoktu. Skopolamin kontrol grubuna gore re-
tansiyon latansini kismen azaltirken dipeptidlerin hicbiri
skopolamin grubunun retansiyon latansini anlamli olarak

tersine ¢evirmedi (sekil 2).

Piroglutamil Peptidlerin A¢ik Alan Testinde Etkileri

Agik alan testinde orta alanda harcanan zaman deger-
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lendirildiginde gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu
[F(9,70)=1,43; p=0,18]. Acik alan testinde, ilaglarin hig-
biri kontrolle karsilagtirildiginda merkez zonda harcanan
zamani degistirmedi. Acik alan testinde toplam yer degis-
tirme sayist degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli
farklilik vard: [F(9,70)=3,74; p=0,0007; sekil 3]. Skopola-
min agik alan testinde kontrol grubu ile karsilastirildigin-
da toplam yer degistirme sayisini1 anlamli olarak artirirken
(p=0,02) bu etki pGlu-Val ve pGlu-Leu tarafindan kismen
azaltildr ancak anlamli degildi (sekil 3).

mYALT (2.giin)
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Sekil 1 Modifiye yiikseltilmis art: labirent testinde ilaglarin
2. giin gegis latanst (GS-2) iizerine etkileri (n=8). Ilaglar 1.
giin denemesinden 30 dakika once uygulanmstir. Sonuglar
ort. = SH olarak bildirilmigtir. ## p=0,0064; p=0,0055 si-
rasiyla skopolamin (1 mg/kg) grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 2 Pasif sakinma testinde ilaglarin 2. giin latansi (retan-

siyon) iizerine etkileri (n=8). llaglar 2. giin denemesinden

30 dakika once uygulanmistir. Sonuglar ort. = SH olarak

bildirilmistir.

Toplam yer degistirme sayisi

150+

100+

504z

Acik alan testi

*

Sekil 3. A¢ik alan testinde ilaglarin toplam yer degistirme

sayist iizerine etkileri (n=8). llaglar acik alan testinden 30

dakika once uygulanmistir. Sonuglar ort. £ SH olarak bildi-

rilmigtir.

*p=0,02 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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TARTISMA
Bocek adipokinetik hormonu seker ve lipid mobilizasyo-
nunda rol oynar ve boceklerin ugus ve hareketinde gerekli
enerji tiretimini saglar. Onceki ¢aligmalarda adipokinetik
hormonun antidepresan, anksiyolitik ve analjezik etkileri
farelerde gosterilmis, yine adipokinetik hormon farelerde
norotrofik faktorleri ve norojenezi artirmis ve sigan olfak-
tor bulbektomi, posttravmatik stres ve sizofreni model-
lerinde olumlu etkiler gostermistir. Onceki calismalarda,
piroglutamik asid ve piroglutamil peptidleri de igeren adi-
pokinetik hormonun metabolitlerinin adipokinetik hor-
monun si¢anlara intraperitoneal uygulanmasindan sonra
kan-beyin bariyerini gectigi diger caligmalar tarafindan
da desteklendigi sekilde hipotez edilmistir. Bu ¢aligma-
mizda iki piroglutamil peptidin hem naif farelerde hem
de skopolamin uygulanmig farelerde 6grenme-bellek ve
lokomosyon iizerine etkisini inceledik. Daha 6nceki ¢a-
ligmalarda kullanilan adipokinetik hormonlarin baslangi¢
sekansina sahip iki dipeptid olan, piroglutamik asid-valin
(pGlu-Val) ve piroglutamik asid-16sin (pGlu-Leu) kullan-
dik.'*'® Modifiye yiikseltilmis art1 labirent testi, pasif sa-
kinma testi ve agik alan testlerini kullandik. pGlu-Val (10
ve 20 mg/kg) ve pGlu-Leu (10 ve 20 mg/kg)’1 piroglutamil
peptidler olarak kullandik. mYAL ve pasif sakinma test-
lerinde naif farelerde dipeptidler herhangi anlaml etki
gostermedi. mYAL testinde pGlu-Leu skopolaminle bo-
zulmus 6grenme fonksiyonunu anlamli olarak diizeltiken,
pGlu-Val etki gostermedi. Pasif sakinma testinde ise her
iki dipepid skopolaminle bozulmus bellek iizerine anlamli
etki gostermedi. Agik alan tesinde skopolamin (1 mg/kg)
lokomosyonu anlamli olarak artiriken, dipeptidler bu etki-
yi kismen tersine ¢evirdi. A¢ik alan testinde anksiyete tize-
rine ise ilaglar herhangi etki gostermedi. Sonug olarak pG-
lu-Leu skopolaminle bozulmus 6grenme tizerine olumlu
etki gosterirken, her iki dipeptid skopolaminle bozulmus
bellek tizerine etki gostermedi. Bu sonuglar pGlu-Leu'nin
pGlu-Vale gore bilissel bozukluklarda kullanim agisindan
bir Gstiinltigiini gostermektedir ancak bu sonuglar yeni

metodlar kullanilarak desteklenmelidir.

Adipokinetik hormonlar boceklerde yaglarin mobilizas-
yonunu saglayan metabolik noropeptidlerdir.! Bu peptid
hormonlar bécek beynine yapismis néroendokrin bir bez
olan korpora kardiakada yerlesmis norosekretuar néronla-
rin Uriinleridir. Yakin zamandaki ¢aligmalarda, adipokine-
tik hormon/kirmizi pigment konsantre edici hormon pep-
tid ailesinin antidepresan, anksiyolitik ve analjezik etkileri,
hiperlokomosyona yol a¢tig1 ve farelerde kronik enjeksi-
yondan sonra noroprotektif etkileri gosterilmistir."”® Ayri-
ca, adipokinetik hormon/kirmiz1 pigment konsantre edici
hormon ailesi peptidlerin farelerde akut enjeksiyondan
sonra antidepresan, anksiyolitik ve analjezik etkileri bu-
lunmugtur.’® Diger bir ¢aliymada, bu peptidlerin MK-801
ile indiiklenen si¢an sizofreni modelinde 6grenme-bellek
tizerine olumlu etkileri gosterilmistir."” Ayrica yine si¢an
olfaktor bulbektomi ve posttavmatik stres bozuklugu mo-
dellerinde bellek, depresyon ve anksiyete tizerine diizeltici

etkileri bulunmustur.'®

Cesitli tip bocek adipokinetik hormonlar: arasinda bazi
yapisal ve fonksiyonel farkliliklar bulunmaktadir. Kemir-
genlerde yapilan 6nceki ¢aligmalarda, ti¢ tip bocek adipo-
kinetik hormonu kullanilmigtir, birincisi Anax imperator
adipokinetik hormonudur; bu hormonun aminoasid se-
kans1 pGlu-Val-Asn-Phe-Ser-Pro-Ser-Trp-NH2 seklinde-
dir. Libellula auripennis adipokinetik hormonu sekansi
pGlu-Val-Asn-Phe-Thr-Pro-Ser-Trp-NH2  seklindeyken,
Phormia-Terra hipertrehalosemik hormon sekanst pGlu-
Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-NH2 seklindedir.* Onceki
caligmalarda, piroglutamik asid ve piroglutamil peptid-
leri de igeren adipokinetik hormonun metabolitlerinin
adipokinetik hormonun si¢anlara intraperitoneal uygu-
lanmasindan sonra kan-beyin bariyerini gectigi diger
caligmalar®? tarafindan da desteklendigi sekilde hipotez
edilmistir. Bu metabolitlerin adipokinetik hormonun
onceki ¢alismalarda™'® goriilen davranigsal etkilerinden
sorumlu oldugunu disiinilmistiir. Bu nedenle, bu calis-
mada piroglutamil peptidlerin naif farelerde ve skopola-
minle bozulmus 6grenme-bellek iizerine etkisini ¢alistik.

L-piroglutamik asid hem glutamata déniigmekte hem de

451




Sakarya Med ] 2023;13(3):446-455
UYGUN ve Ark., Piroglutamil Peptidlerin Farelerde Skopolaminle Olusturulmus Ogrenme-Bellek Bozuklugu Uzerine Etkisi

beyinde glutamatin etkilerini antagonize etmektedir.’
Ayrica, yakin zamandaki ¢alismalarda, piroglutamik asid
skopolaminle indiiklenen bellek bozuklugunu tersine ¢e-
virdi ve hem kemirgenlerde hem insanlarda kolinerjik akt-
viteyi artirdi.*’ Piroglutamik asid ayrica yasl insanlarda ve
hayvanlarda bellek tizerine pozitif etkiler gosterdi.” Yiye-
cek-kaynakli piroglutamil peptidler farelerde antidepresan
ve anksiyolitik etkiler gosterdi.***** Yine yakin zamandaki
calismalarda piroglutamil peptidlerin farelerde antidepre-
san ve analjezik etkileri gosterilmistir.*® Bu ¢aligmada da
onceki ¢aligmalara dayanarak pGlu-Leu'nin skopolaminle
olusturulmus 6grenme bozuklugu tizerine olumlu etkisin-
de glutamaterjik ve kolinerjik sistemlerin rol oynayabile-

cegi diginilmistar.

Piroglutamik asid (pGlu) L-glutamik asidin siklik tire-
vidir. Glutamik asidin serbest amino grubunun laktam
zinciri olugturmak i¢in siklize oldugu yaygin olmayan bir
aminoasid tiirevidir. Non-enzimatik olarak glutamat, glu-
tamin ve gama-glutamil peptidler olusturur fakat ayrica
gama-glutamilsiklotransferazin L-aminoasid tzerindeki
etkisi ile olusabilir. pGlu beyinde kan akimini diizetmek
i¢in tezgah ustii “akilli ila¢g” olarak satilmaktadir. pGlu
onceki ¢alismalarda siganlarda anksiyete ve bellek tizeri-
ne olumlu etkiler gostermistir.?*”* Yakin zamandaki bir
calismada, oksirasetam ve D-piroglutamik asid N-me-
til-D-aspartat reseptr antagonisti 2-amino-5-fosfonova-
lerat tarafindan indiiklenen pasif sakinma davranisindaki
bozulmay1 antagonize etmistir.”” Yine pGlu skopolaminle
indiiklenen bellek bozuklugunu tersine ¢evirmis ve beyin
kolinerjik seviyelerini etkilemistir.** Piroglutamik asid
yine insanlarda yasla iligkili bellek bozuklugunu ve yash
sicanlarda 6grenme bellek kapasitesini diizeltmistir.5” Yi-
yecek kaynakli piroglutamil peptidler yine farelerde anksi-

yolitik ve antidepresan-benzeri etkiler gostermistir.>*

Piroglutamil peptidler peptidlerin N-terminal pozisyo-
nunda glutamin veya glutamik asid kalintilarinin molekiil
i¢i siklizasyonundan olusmustur. Bu islem endojen olarak

veya peptidleri iceren yiyeceklerin iglenmesi sirasinda olu-

sabilir. pGlu peptidlerin farkli 6zellikleri vardir, 6zellikle
ac1 ve umami tadlar igerir bu yiizden ig¢inde bulunduklar:
yiyeceklerin hissi o6zelliklerini etkileyebilir. Ayrica pGlu
peptidlerin saglik tizerine bazi olumlu etkileri raporlan-
mistir, bunlar arasinda hepatoprotektif, antidepresan ve
antienflamatuar etkiler bulunmaktadir.** Bu calismada
piroglutamil peptid olarak iki dipeptid, piroglutamik
asid-valin (pGlu-Val) ve piroglutamik asid-l16sin (pGlu-
Leu) kullandik. Bunlar kemirgenlerde yapilan 6nceki ¢a-
lismalarda kullanilan adipokinetik hormonlarin baslangi¢

sekanslaridir.'>18

Onceki calismalarda piroglutamik asidin optik sinir hasa-
rindan sonra retinal ganglion hiicrelerinin sag kaliminina
katkida bulundugu gosterildi.?® Baska bir ¢aliymada pirog-
lutamik asid uygulanmasinin guinea-pig serebral kortek-
sinden asetilkolin ve GABA salinimini artirdigs belirtildi.”
Intrauterin hipoksiye ugramis siganlarda bellek bozukluk-
larinin  nooglutil (N-5-hidroksi(nicotinoyl)-L-glutamin
asid ve L-piroglutamil-D-alanin amid tarafindan diizel-
tildigi gosterildi.*® Nootropik bilesik L-piroglutamil-D-a-
lanin-amid siganlarda etanol maruziyeti ile bozulan hi-
pokampal uzun doénem potansiyalizasyonu diizeltti.”!
Oksirasetam ve D-piroglutamik asid N-metil-D-aspartat
reseptor antagonisti 2-amino-5-fosfonovalerat tarafindan
indiiklenen pasif sakinma davranis bozuklugunu antago-
nize etti.”” Bagka bir ¢alismada D, L-pGlu’in kortikal ve
hipokampal kolinerjik mekanizmalarda etkili oldugu ve
diger 2-oksopirolidon tiirevleri gibi bellek artiric1 6zellik-
leri gosterildi.”> Alzheimer hastaliginda kortikal piroglu-
tamat amiloid-P seviyelerinin biligsel azalmaya yol actig

gosterildi.*?

Onceki alismalarda yeni vazopressin parca analogu NC-
1900 (pGlu-Asn-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 acetate)’iin fare-
lerde bellek retansiyon ve geri ¢agrilmas: tizerine etkileri
calisildi. Sonuglar NC-1900’tin bellek kazanimi ve geri
cagrilmast tizerinde giiglendirici etkileri oldugunu ve fos-
folipaz C-protein kinaz C sisteminin olusum asamasinda

(fakat sonraki agamalarda degil) iliskili olabilecegini 6ner-
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di.*® Bagka bir ¢alismada NC-1900 hipokampal lezyonlar

ile olusturulan yer 6grenme bozukluklarini azaltt1.*

pGlu randomize, ¢ift kor denemede 40 yasli hastada bellek
bozukluklarinda etkinliginin degerlendirilmesi igin plase-
bo ile karsilastirildi. 20 kisi pGlu, 20 kisi plasebo ile 60 giin
boyunca tedavi edildi. Tedaviden 60 giin sonra 6 farkli bel-
lek testi ile bellek fonksiyonlar1 degerlendirildi. Sonuglar
pGluin yasla iligkili bellek azalmasinda bazi sozel bellek
fonksiyonlarini diizeltmede etkili oldugunu gosterdi.® Pi-
roglutamik asidin arjinin tuzunun (2-okso-pirolidon kar-
boksilik asid, PCA) yasl siganlarda 6grenme-bellek kapa-
siteleri tizerine etkisi subkronik tedavi protokolii (15 giin
boyunca 0,1 ve 1 g/kg/giin ip. enjeksiyon) kullanilarak
calisildi. Aktif sakinma davranisinin kazanilmas: ve kay-
bedilmesi sirik-atlama testi ile ¢alisildi. Pasif sakinma ce-
vabinin retansiyonu pasif sakinma testi ile incelendi. pGlu
sirtk-atlama cevabinin kazanim hizini artirirken, cevabin
kaybolmasini inhibe etti. Bu agidan 1 g/kg dozu 0,1 g/kg
dozundan daha giiglitydii. Pasif sakinma testinde de pGlu
ile tedavi sakinma retansiyonunda diizelmeye yol ac¢ti. Bu
sonuglar pGlu’in yash siganlarda 6grenme-bellek kapasi-
tesini diizelten aktif bir bilesik oldugunu gostermektedir.”
Piroglutamik asid ve tiirevlerinin (i.p enjeksiyondan son-
ra) glutamat ve NMDA (i.c.v.) ile indiiklenen nébetler-
deki koruyucu etkisi farelerde bilinen antiepileptiklerle
ve eksitator aminoasid antagonistleri ile kargilastirilarak
calisildi. Piroglutamik asidin ve bazi tiirevlerinin gluta-
mat ile indiiklenen nobetlerdeki etki giicii valproik aside
benzerdi. flging olarak, piroglutamik asid NMDA ile in-
diiklenen nobetlere etki gostermedi, bu nébetler diazepam
ve 2-amino-5-fosfonoalerik asidle antagonize edildi. Bu
yiizden, piroglutamik asidin non NMDA reseptorlerde ek-
sitator aminoasid sentezinin baslangi¢c maddesi olabilecegi

distinildi.®

Bagka bir ¢alismada L-triptofan (1), L-piroglutamik asit
(2), L-piroglutamil-L-triptofanin (3) ve eslesen etil ester

tiirevlerinin (4-6) in vitro emilim 6zelligi, bu molekiille-

rin oral uygulanmasindan sonra calisildi. Dipeptidler 3
ve 6 kan beyin bariyerini giiglii sekilde ge¢mistir ve ilag-
larin santral sinir sistemine gegis hiz1 artmigtir. Molekiiller
gastrik ve intestinal bolgede belirgin miktarda emilmistir.
Peptid baglar1 enzimler tarafindan biyolojik sivilarda hizla
yikildigindan, enzim hidroliz 6zellikleri dogal gastro-in-
testinal ortamda ¢aligilmistir. 6'nin ester bagi hidrolizi
%12 civarinda iken, 5 saat sonra 3 ve 6’'nin peptid bagi igin

6nemli hidroliz gozlenmemistir.*

Onceki ¢alismalarda, siganlarda MK-801 ile olusturulmus
sizofreni modelinde ve depresyonun olfaktor bulbektomi
modelinde adipokinetik hormonun 6grenme ve bellek
tizerine olumlu etkileri bulunmustur. Bu ¢aligmada da
pGlu-Leu mYAL testinde skopolaminle bozulmus bellek
tizerine olumlu etki gosterdi. Onceki ¢aligmalarda, pirog-
lutamik asid ve piroglutamil peptidleri igeren adipokinetik
hormon metabolitlerinin kan beyin bariyerini gegerek etki
gosterdigi hipotez edilmistir. Bu ¢aliyjmada pGlu-Leuwnun
skopolaminle bozulmus bellek {izerindeki olumlu etkisi,
onceki ¢aligmalarda gorilen adipokinetik hormonun bel-
lek tizerine olumlu etkilerinden piroglutamil peptidlerin
sorumlu olabilecegi tezini desteklemektedir. Ancak bu
calismada pGlu-Valin skopolaminle bozulmus &gren-
me-bellek tizerine herhangi etkisini géremedik. Bu durum
kullanilan hayvan tiiriine, test metodlarina, kullanilan ilag
dozlarina, deney ortami ve kosullarina bagli olarak gelis-
mis olabilir. Bu yiizden dipeptidlerin farkli dozlarda, farkl
bellek fonkiyonlari tizerine etkisi yine farkli bellek testleri
kullanilarak yeniden galigilmali ve net etki aydinlatilma-
lidur.

flaglarin lokomosyon ve anksiyete iizerine etkisi calis-
ma sonuglarini nonspesifik sekilde etkileyebilmektedir.
Bu ytizden bu ¢alismada da skopolamin ve dipeptidlerin
anksiyete ve lokomosyon {izerine etkisi agik alan testinde
incelenmistir. A¢ik alan testinde kullanilan ilaglar anksi-
yete tizerine etki gostermemistir, bu durum elde ettigimiz

sonuglarin anksiyete iligkili nonspesifik etkilere bagl ola-
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bilecegi durumunu dislamistir. Skopolamin ise kullandi-
gimiz 1 mg/kg dozunda lokomosyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak artirmistir. Skopolamin
lokomosyonu artirdig1 halde ne mYAL testinde ne de pasif
sakinma testinde kontrol grubu ile skopolamin grubu ara-
sinda anlaml fark olusmustur. Dipeptidler skopolaminin
artirmig oldugu lokomosyonu kismi olarak tersine ¢evir-
mis ancak bu etki dipeptidlerin 6grenme-bellek {izerine
etkisinin lokomoyonla iliskili olabilecegini diistindiirecek
seviyede olmamustir. Piroglutamil peptidler naif farelerde
de kontrol grubu ile karsilastirildiginda lokomosyon {ize-
rine etki gostermemistir. Tim bu sonuglar yine bu ¢alis-
mada kullanilan dipeptidlerin hem naif farelerde hem de
skopolaminle olusturulmus 6grenme-bellek bozuklugu
iizerindeki etkilerinin lokomosyona bagli nonspesifik et-

kilere bag1 olabilecegi durumunu diglamaktadir.

Onceki galigmalarda, adipokinetik hormonun kanda kii-
¢itk peptidlere metabolize oldugu ve pGlu ve piroglutamik
asid igeren dipeptidlerin kan beyin bariyerini gegebilecegi
ve adipokinetik hormonun davranis tizerine etkilerinden
sorumlu olabilecegi gosterilmistir."® Ayrica, onceki ¢alis-
malarda, adipokinetik hormon/kirmizi pigment konsant-
re edici hormon peptid ailesinin MK-801 ile inditklenen
sizofreni modelinde bellek bozuklugunu tersine ¢evirdigi
gosterilmis, bu durum bu peptidlerin NMDA reseptor-
leri tizerinden etki gosterebilecegini disiindiirmiistiir.””
L-piroglutamik asid hem glutamata dontsmekte hem
de beyinde glutamatin etkisini antagonize etmekteydi.’
Ayrica, Onceki ¢aligmalarda, adipokinetik hormon sigan
posttravmatik stres modelinde beyin dopamin seviyelerini
artirdr.' Bu yiizden piroglutamil peptidlerin adipokinetik
hormonun aktif metabolitleri oldugu, glutamaterjik ve do-
paminerjik sistem {izerinden etki gosterdigi hipotez edil-
mistir. Bu ¢alismada 6zellikle pGlu-Leu ile elde ettigimiz
sonuglarda kolinerjik, glutamaterjik ve dopaminerjik etki
mekanizmalari rol oynamis olabilir. Piroglutamil peptidle-
rin etki mekanizmasi ileri in vitro ve in vivo ¢aligmalar ile

aydinlatilmalidir.

SONUC
Sonug olarak pGlu-Leu skopolaminle bozulmus 6grenme
tizerine olumlu etki gosterirken, her iki dipeptid skopola-
minle bozulmus bellek tizerine etki gostermedi. Hem bu
caligma hem o6nceki ¢aligmalara dayanarak pGlu-Leu'nin
bozulmus 6grenme tizerine olumlu etkilerinden koli-
nerjik, glutamaterjik ve dopaminerjik sistemin sorumlu
olabilecegi dusiinilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar: pG-
lu-Leu'nin pGlu-Vale gore bilissel bozukluklarda kullanim
agisindan tstiinliigiini gostermektedir ancak bu sonuglar
yeni doz ve metodlar kullanilarak desteklenmelidir. Ayrica

bu peptidlerin etki mekanizmasi aydimnlatilmalidir.

Cikar Catismasi

Yazarlar ¢ikar catigmasi bildirmemislerdir.

Finansal Destek

Yazarlar finansal destek bildirmemislerdir.

Yazarlarin Katkilar:
1.U ve O.M. ¢alisma konusunun belirlenmesi, makalenin
yazilmasinda, verilerin elde edilmesi ve diizenlenmesinde,
S.N.B.B., M.A.Y. ve M.O.K.M. literatiir taramas1 ve ma-
kalenin gelistirilmesinde, P.T., EA. ve EE. ise ¢alijmanin
tiim agamalarda danismalik ve yazinin gozden gegirilmesi
asamalarinda rol almislardir. Bitiin yazarlar ¢alismanin
dogrulugu ve bitiinligiinden sorumlu olmay: kabul et-

mislerdir.
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