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OZET

AMAC: Sosyal izolasyon (Si) hem insanlar icin hem de ratlar gibi
sosyal hayvanlar icin 6nemli bir stres faktériidiir. Si stresine ma-
ruz kalan ratlarin davranissal bozukluklar gosterdigi ve kognitif
fonksiyonlarinin bozuldugu bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci
erken dénemde olusturulan Si stresinin 6grenme ve hafizay
nasil etkiledigini ve sinaptik proteinlerde meydana gelen degi-
siklikleri incelemektir.

GEREC VE YONTEM: Calismada 21 giinliik 20 adet erkek Wistar
albino cinsi rat kullanildi. Ratlar rastgele 2 gruba ayrildi: 1) Kont-
rol grubu (n=10), 2) Si grubu (n=10). Si dogum sonrasi 21. giin-
de suitten kesmenin ilk giiniinden itibaren 6 hafta boyunca her
sicanin farkli kafeslerde barindirilmasiyla gerceklestirildi. Kont-
rol grubu hayvanlari ise her kafeste 3-4 sican olacak sekilde ve
sosyal etkilesimin gerceklesecegi standart kosullarda barindiril-
di. 6 haftalik stire sonunda 6grenme ve hafizay1 degerlendirmek
icin Morris su labirent (MWM) testi kullanildi. Test sonunda ratlar
feda edilerek hipokampiis dokulari toplandi. Doku malondial-
dehid (MDA) ve indirgenmis glutatyon (GSH) seviyeleri spektro-
fotometrik olarak ve nérogranin, kalsiyum/kalmodulin bagimli
protein kinaz tip Il (CaMKIl), Dénglisel AMP (cAMP) cevap ele-
mentine baglanan protein (CREB) ve Beyinden tiireyen nérotro-
fik faktor (BDNF) seviyeleri ELISA ile degerlendirildi.

BULGULAR: Si ve kontrol grubu arasinda MWM testinde 6gren-
me ve hafiza agisindan fark saptanmadi. Hipokampiis dokusun-
da norogranin, CaMKIl ve CREB diizeyleri gruplar arasinda farkli
degildi. Si yapilan grupta hipokampiis MDA diizeyi artarken,
GSH ve BDNF diizeyleri azald1.

SONUC: Calismamizda suitten kesme sonrasi olusturulan alti
haftalik Si stresinin 6grenme ve hafiza bozukluguna neden
olmadan hipokampuiste oksidatif stresi arttirdigi, BDNF diizey-
lerini dislirdigu ve diger sinaptik proteinleri degistirmedigi
gOsterildi.

ANAHTAR KELIMELER: Sosyal izolasyon Stresi, Ogrenme ve
Hafiza, N6rogranin/CaMKII/CREB Yolagi, BDNF.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Social isolation (Sl) is an important stress factor for
both humans and social animals such as rats. It is known that
rats exposed to Sl stress show behavioral disorders and the-
ir cognitive functions are impaired. The aim of this study is to
examine how early period social isolation stress affects learning
and memory and changes in synaptic proteins.

MATERIAL AND METHODS: In this study, 20 male Wistar al-
bino rats aged 21 days was used. Rats were randomly divided
into 2 groups: 1) Control group (n=10), 2) SI group (n=10). SI
was achieved by keeping each rat in different cages for 6 weeks
from the first day of weaning on the 21st postnatal day. Control
group animals were housed with 3-4 rats in each cage and in
standard conditions where social interaction would take place.
The Morris water maze (MWM) test was used to assess learning
and memory at the end of the 6-week period. At the end of the
test, rats were sacrificed and hippocampus tissues were colle-
cted. Tissue malondialdehyde (MDA) and reduced glutathio-
ne (GSH) levels were determined spectrophotometrically and
neurogranin, calcium/calmodulin-dependent Protein kinase |I
(CaMKIl), cyclic AMP (cAMP) Response-Element Binding Prote-
in (CREB) and Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) Levels
Were Evaluated by ELISA.

RESULTS: There was no difference between the social isolati-
on and control groups in terms of learning and memory in the
MWAM test. Neurogranin, CaMKIl and CREB levels in hippocam-
pus tissue were not different between groups. In the SI group,
while hippocampus MDA levels increased, GSH and BDNF levels
decreased.

CONCLUSIONS: In our study, it was shown that Slinduced-stress
for six weeks in post-weaning period increased oxidative stress
and decreased BDNF levels and did not change other synaptic
proteins in the hippocampus without causing learning and me-
mory impairment.

KEYWORDS: Social Isolation Stress, Learning and Memory,
Neurogranin/ CaMKII/CREB Pathway, BDNF.
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GiRiS

Kronik stres, mental bozukluklarin ortaya ¢ik-
masli icin onemli cevresel bir risk faktoradur.
Ozellikle erken dénemde yasanan sosyal izo-
lasyon gibi stresler beyin gelisimini etkilemekte
ve mental bozukluklarin olusmasina neden ol-
maktadir (1). Sosyal izolasyon (SI) stresi giinii-
muzde oldukca sik gbzlenen ve cevredeki ayni
tdrun Gyeleriyle temas eksikligini iceren cevre-
sel bir problemdir. Si fiziksel ve mental saghg
etkilerken, bir yandan da duygusal ve bilissel
bozukluklara yol agmaktadir (2). Yasamin erken
dénemlerinde yasanan Si'nun uzun siireli dav-
ranissal bozukluklara, ndroendokrinolojik ve
immiunolojik degisikliklere neden oldugu bildi-
rilmistir (3). Hipokampls hafiza ve 6grenmenin
olusumunda dnemli bir beyin bdlgesidir. Hipo-
kampal gelisimin ¢cogu dogum sonrasi (post-
natal) donemde gerceklesir. Postnatal donem;
asiri seviyelerde endojen salinan kimyasallara
maruz kalindiginda hipokampdsiin yapisinin
kalici olarak degisebilecedi kritik bir donemi
temsil etmektedir (4). Si Alzheimer, depresyon,
anksiyete ve sizofreni gibi cesitli néropsikiyatrik
hastaliklara egilimi arttirmaktadir. Yapilan ¢alis-
malar sitten kesildikten birkac hafta sonra Si'a
maruz kalan kemirgenlerin, anksiyete benzeri
davranis ve bilissel islev bozuklugu ile birlikte
anormal agresif davranislar sergiledigini goster-
mektedir (5 - 7). Shao ve ark. (7) 8 haftalik sosyal
izolasyonun hipokampuste glutamat ve gluta-
min duzeylerini azalttigini ve oksidatif stresi
arttirdigini gostermislerdir. Beyinden tlreyen
norotrofik faktor (BDNF) ndron sagkaliminda,
O0grenmede ve yeni sinaps yapiminda gorev
alan en 6nemli nérotrofinlerden birisidir. Si'nun
BDNF gibi protein diizeylerinde degisikliklere
ve 6grenmede bozulmaya yol actigr bildiril-
mektedir (8). Ancak, Si'nun 6grenmeyi nasil et-
kiledigi ve altta yatan karmasik mekanizmalarin
aciklanmasi konusundaki calismalar yetersizdir.

Kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz
tip 1l (CaMKIl), néronal dokularda, ozellikle hi-
pokampal bolgenin gelisiminde yuksek oran-
da ifade edilen cok islevli bir protein kinazdir
ve sinaptik bir sinyal molekulidur (9). CaMKII
uzun sureli potansiyasyonda (LTP'de) gorev
alir ve boylece uzun sireli hafizanin olusumu-
na katkr saglar. CaMKIl, cAMP cevap elementi-

ne baglanan protein (CREB) gibi 6nemli bircok
molekilin fosforilasyonunu saglar. CREB; bir
transkripsiyon faktortudur ve néronal gelisme,
noronal sagkalim, sirkadyen ritim, bagimlilk,
depresyon, 6grenme ve hafiza ile ilgili yuzden
fazla hedef geni diizenlemektedir. CREB trans-
kripsiyonel kaskadindaki herhangi bir bozuk-
lugun oksidatif stres, apoptoz ve norodejene-
rasyon ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (10).

Norogranin postsinaptik bolimde bulunan ve
plastisiteyi belirleyen bir proteindir. N6rogra-
nin, ozellikle duygu ve davranis ile ilgili beyin
bolgeleri basta olmak Uzere beyin korteksi,
hipokampus, amigdala ve striatumda yiiksek
miktarda ifade edilmektedir. N6érograninin kal-
siyum Uzerindeki duizenleyici etkisi LTP olusu-
mu, sinaptik plastisite ve 6grenme ve hafiza-
daki rolinu olusturmaktadir (11). Nérogranin
knockout farelerde yapilan calismalar farelerin
normal bir fenotip gosterdigini ancak uzamsal
0grenmenin bozuldugunu gostermistir (12).

Sutten kesim sonrasi yapilan izolasyon, sosyal
izolasyonun kemirgenlerdeki etkilerini arastir-
mak i¢in kullanilan yaygin bir prosedurdur. Sut-
ten kesim sonrasi Si'nun, 8grenme ve hafiza icin
onemli olan beyin bdlgelerini nasil etkiledigine
iliskin veriler yetersiz oldugundan, ¢alismami-
zin temel amaci Si'nun 8grenme ve hafiza lze-
rindeki etkilerini incelemektir. Ayrica altta yatan
olasi mekanizmalara yonelik Nérogranin/CaM-
KIl/CREB/BDNF (Sekil 1) protein diizeylerinin Si
stresi ile nasil degistigini gostermeyi amacladik.

Kalsiyum

Sekil 1: Noronlarda 6grenme ve hafizada etkili olan Norogra-
nin/CaMKII/CREB/BDNF sinyalizasyon yolagi, CaM:Kalmodulin,
CaMKll: kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz tip Il, CREB:
cAMP cevap elementine baglanan protein, BDNF: Beyinden ti-
reyen norotrofik faktor



GEREC VE YONTEM

Bu calismada sicanlar Zonguldak Bulent Ece-
vit Universitesi Deney Hayvanlar Uygulama
ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir.
GCalismada hayvanlar laboratuvarin standart
hayvan barindirma kosullari ile 12 saat aydin-
hk-12 saat karanlk olacak sekilde, 21-22°C siI-
caklikta, %50-60 nem ve standart pellet rat
yemi ve su verilerek barindirildi. Calismada 20
adet 21 gulnlik erkek Wistar albino cinsi sican-
lar kullanildi. Sosyal izolasyon dogum sonrasi
21. glinde sutten kesmenin ilk giininden itiba-
ren her sicanin farkl kafeslere yerlestirilmesiyle
gerceklestirildi. Kontrol grubu hayvanlari her
kafeste 3-4 sican olacak ve sosyal etkilesimin
gerceklesecegdi standart kosullarda barindirildi.

Sicanlar ilk olarak rastgele 2 gruba ayrild::

1. Si grubu (n:10)(1 kafeste 1 sican barindirildi)
2. Sosyal Etkilesimli Kontrol grubu (n:10) (1 ka-
feste 3-4 sican barindirildi)

Si 6 hafta boyunca sirdirildii. Bu siire bo-
yunca hayvanlara herhangi bir ila¢ uygula-
masi ya da girisim yapilmadi. Bu sirenin so-
nunda 6grenme ve hafizayr degerlendirmek
icin Morris su tanki testi uygulandi. Hayvanlar
feda edildikten sonra cikarilan beyin dokula-
rindan hipokampus dokulari izole edildi. Hi-
pokampus dokularinin bir kismi ile oksidatif
stres belirteci olan malondialdehid (MDA) ve
indirgenmis glutatyon (GSH) duzeyleri spekt-
rofotometrik yontemle oOlcildi. Diger kismi
ile Nérogranin/CaMKIl ve CREB duizeyleri ELI-
SA yontemi ile ticari kitler kullanilarak dlguldu.

MWM testi: Uzamsal 6grenme ve hafiza perfor-
manslarini degerlendirmek icin tiim hayvanlar
MWM testine tabi tutuldu (13). Bu testte kullani-
lan dairesel tank (150 cm ¢apinda, 60 cm derin-
liginde ve 22 + 1°C'de opak suyla doldurulmus)
goriinmezbir kagis platformuicermektedir. Plat-
form (10 cm ¢apinda) su yiizeyinin yaklasik 2 cm
altina yerlestirilmistir. Laboratuvar odasinin du-
varlarina farkli gorsel ipuglar yerlestirilip hay-
vanlarin konumlarini belirlemelerine yardimci
olmak icin konumlari deney prosediirii boyun-
ca sabit kaldi. MWM testi toplam 6 glin stird.
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Sicanlar ilk glin goriinir platform ile egitildi-
ler. Tank dort esit kadrana bolindi [(kuzey (K),
dogu (D), gliney (S) ve bati (B))]. Art arda 4 gun
egitim asamasinda her sican farklh kadranlar-
dan kacis platformunu bulmasi icin suya bira-
kildi. Sicanlarin 60 saniye boyunca gizli kagis
platformunu bulmasi beklendi. Sicanlarin plat-
formu bulma siresi kaydedildi (latans suresi
olarak adlandirilmaktadir). Bu slirede platfor-
mu bulamayan sicanlar platforma yerlestirilip
15 saniye 6grenmeleri icin beklendi. Son giin
ise gizli kacis platformu kaldirilarak (probe test
olarak bilinmektedir) sicanlarin platformun bu-
lundugu kadranda gecirdikleri stire kaydedildi.

Biyokimyasal Parametreler
MDA ve GSH tayini

Hipokampus dokusu lipid peroksidasyon du-
zeyi, doku MDA iceriginin Olculmesiyle be-
lirlendi. Kisaca, tim doku numuneleri buz
soguklugunda trikloroasetik asit (%10 TCA)
eklenerek doku homojenizatériinde mekanik
olarak homojenize edildi ve santrifiij edildi.
Ardindan elde edilen sipernatana %0.67'lik
tiyobarbiturik asit ilave edildi ve 15 dakika bo-
yunca 100°C'de kaynatildi. Daha sonra numu-
nelerin absorbanslar spektrofotometrik olarak
535 nm'de 6l¢iildii (14). GSH major endojen bir
antioksidandir. GSH seviyeleri Aykac yontemine
gore olculdu (15). MDA tayininde elde edilen
stipernatant kullanilarak mikrosantrifij tiple-
rinde 1,5 ml stipernatant 18-20°C'de 3000g‘de
8 dakika santrifiij edildi. Olusan slipernatana
1 ml 0,3M Na2HPO4 ve 125 pl ditiobisnitro-
benzoat eklendi. Vorteksleme sonrasi 6rnek-
ler 412 nm'de spektrofotometrede okundu.

Norogranin, CaMKIl, CREB ve BDNF Tayinleri

Hipokampts doku 6rnekleri homojenize edil-
dikten sonra (3000 rpm'de 20 dakika) santrif(ij
edilerek stipernatantlar elde edildi. Norogranin
(Bioassay Technology Laboratory, E2458Ra),
CaMKIl  (Bioassay Technology Laboratory,
E0238Ra) ve CREB (Bioassay Technology Labo-
ratory EOO39Ra) ve BDNF duizeyleri ticari kit kul-
lanilarak enzyme-linked immiin sorbent assay
(ELISA)yontemiile 6l¢lildii. Sonuglarolusturulan
standart egriye gore hesaplanarak analiz edildi.
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istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesi SPSS 22 istatistik
paket programi kullanilarak yapilmigtir. Tanim-
layici istatistikler ortalama, standart sapma,
medyan, minimum ve maksimum degerleriyle
verilmistir. Nicel degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir.
Gruplar arasindaki fark Mann Whitney-U testi
ile belirlenmistir. Sonuclar icin p degeri 0,05'ten
kliclik oldugunda istatistiksel olarak anlaml ka-
bul edilmistir.

BULGULAR

MWM sonugclari: Platformu bulma siireleri deger-
lendirildiginde; 4 giin boyunca kontrol grubu
ile Si grubu arasinda platformu bulma siresi
acisindan fark saptanmamistir (p>0,05). Hedef
kadranda gegcirilen sureyi degerlendiren probe
testinde gruplararasindagecirilen stire bakimin-

dan farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 2).
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Sekil 2: MWM testinde gruplarin platformu bulma ve probe test
streleri. Gruplar arasinda platformu bulma sireleri ve probe
testinde farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Yani 6grenme ve hafiza acisindan 6 haftalik Si ve
kontrol gruplar arasinda farkhlik saptanmamis-
tir. Kontrol grubunda grup ici glinler arasi karsi-
lastirma yapildiginda, 1. giinden 4. gline kadar
yapilan platformu bulma egitiminde 1. gunile 3
ve 4.glnler arasinda anlamli farkhhk saptanmis-
tir (sirastyla p=0,030, p=0,01). Sicanlar platformu

ilk gline gore karsilastirildiginda kisa zamanda
bulabilmislerdir. Si grubunda giinler arasi kar-
silastirma yapildiginda 1. guin ile 3 ve 4. glinler
arasinda anlamli farklilik saptanmistir (sirasiyla
p=0,006, p<0,001). Ayni zamanda 2 ve 4. guinler
arasinda anlamh farklilik saptanmistir (p=0,011).
Si grubu da giinler arasi karsilastirmada platfor-
mu daha kisa stirede bulabilmislerdir (Tablo 1).

Tablo 1: MWM testinde gruplarin platformu bulma ve probe
test surreleri. Degerler ort. (min-maks) olarak verilmistir.

Probe Test (sn) 32(23-37) 32,5 (22-39) 0,823
1.Giin (sn) 31 (18,5 - 39,75) 23,25 (9,25 - 45,5) 0131
2.Giin (sn) 15,87 (4 - 36,75) 17,25 (4 - 29,75) 0,689
3.Giin (sn) 10,62 (5 - 27)* 7,37 (5-13,25)* 0131
4.Giin (sn) 9,12 (2,75 - 17,25)* 5,25 (4,25 - 9,5)* 0,286

* grup i¢i karsilagtirmada 1. giine gore farkhhgi gostermektedir (p<0,05),
# grup ici kargilastirmada 2. giine gore farkhiligi gostermektedir (p<0,05).

Oksidatif Stres Parametreleri

Gruplar arasinda hipokamptis dokusu MDA
duizeyleri karsilastiriidiginda Si grubunda kont-
rol grubuna gore artis saptanmistir (p=0,016).
Yani 6 haftalik Si stresi hipokampiiste oksi-
datif stresin artmasina neden olmustur. GSH
diizeyleri ise Si grubunda kontrol grubuna
gore azalmistir (p=0,031) (Sekil 3, Tablo2).
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Sekil 3: Gruplarin hipokampiis MDA ve GSH diizeyleri, & : Kont-
rol grubuna gore farkliligi géstermektedir (p<0,05).

Hipokampiis Sinaptik Protein Diizeyleri

Hipokampus noérogranin, CaMKIl ve CREB du-
zeyleri karsilastinldiginda gruplar arasinda an-
lamli bir farklihk g6zlenmemistir (p>0,05). Hipo-
kampiis BDNF diizeyleri karsilastirildiginda Si
grubunda kontrol grubuna gére anlaml farkli-
lik gozlenmistir (p<0,001) (Sekil 4, Tablo2). Alti
haftalik Si stresinin sinaptik proteinlerden BDNF
disinda degisiklik yaratmadigi gézlenmektedir.
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Sekil 4: Gruplarin hipokampis nérogranin, CaMKII, CREB ve
BDNF diizeyleri, & Kontrol grubuna gore farkhihgr gostermekte-
dir (p<0,05).

Tablo 2: Gruplarin hipokampiis nérogranin, CaMKIl, CREB,
BDNF, MDA ve GSH duizeyleri. Degerler ort. (min-maks) olarak
verilmistir.

Kontrol Sosyaliolasyon

101,9 (733 -1135)
394,5 (312,7 - 501)

0,374
0,547

Norogranin (ng/ml)

CaMKII (ng/L)

94,25 (55,6 - 110,6)
371,8 (234,7-502,4)

CREB (ng/ml) 2835 (24,6-31,2) 30,05 (27,6 - 33,7) 0,052
BDNF (ng/ml) 1,05 (0,79 - 1,25) 0,925 (0,86 - 1,08) 0,045
MDA (nmol/g) 1035 (89,3-117,9) 1775 (1432-2356)  0,0160

GSH (pmol/g) 23,75 (20,4-28,5)
a kontrol grubuna gore farklihg gostermektedir.

17,08 (15,6-19,9) 0,0312

TARTISMA

Calismamizda sutten kesme sonrasi 6 haf-
ta boyunca olusturulan Si'nun MWM testi
ile degerlendirilen 6grenme ve hafizada bir
degisiklik yaratmadigi gozlendi. Bu calisma-
da Si ile hipokampiiste oksidatif stres artar-
ken, BDNF dizeyleri azalmis olarak bulundu.

Uzamsal bellek, hayvan modellerinde genellik-
le bilissel islevi degerlendirmek icin bir indeks
olarak kullanilmaktadir ve hipokampiis uzamsal
bellek icin cok 6nemli bir beyin boélgesidir (16).
Calismamizda uzamsal bellek gibi bilissel fonk-
siyonlari degerlendirebilmek icin MWM testi
kullanilmistir. Sttten kesme sonrasi olusturulan
Si'nun 6grenme ve hafizada bozulmalara neden
oldugunu (16 - 18) gosteren ¢ok sayida ¢alisma
oldugu gibi, hafizayi gui¢clendirdigini (19) gos-
teren calismalar da bulunmaktadir. Bizim calis-
mamizda ise MWM testinde gruplar arasinda
o0grenme ve hafiza acisindan herhangi bir fark
bulunamamistir. Yani stitten kesme sonrasi uy-
gulanan 6 haftalik Si stresi 6grenme ve hafizay
degistirmemistir. Okudan ve ark. (17) sicanlar-
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da siitten kesme sonrasi yaptiklari 90 guinlik
Si'nun, prob testinde hedef kadrani caprazlama
sayilarinin diismesine neden oldugunu ve boy-
lece hafizayi etkiledigini gostermislerdir. Yapilan
diger bir calismada 6 haftalik stirenin 3 haftasin-
da glinllik 6 saatlik sosyal izolasyona maruz bira-
kilan ratlarda hafizanin bozuldugu gésterilmistir
(18). Disi ve erkek ratlarda sttten kesim sonrasi
gerceklestirilen 7 haftalik Si'nun ise prob tes-
tinde hafizanin kontrol grubu hayvanlara gore
daha iyi oldugu da gosterilmistir (19). Bu calis-
malar ve bizim calismamizdaki farkli bulgular,
kullanilan hayvanin cinsi, deney proseduriiniin
sekli ve izolasyon stresinin suresi gibi etkenlerin
bilissel fonksiyonlar lzerinde etkili oldugunu
dustindirmektedir. Si sadece bilissel fonksiyon-
lar Gzerinde etki gostermez, anksiyete ve dep-
resyon benzeri davranislara da neden olabilir
(18, 20). Si'nun neden oldugu bu etkilerin ne-
deni cesitli mekanizmalara dayandirilmaktadir.

Hipokampus, uzun siredir strese bagl néroge-
lisimsel bozukluklarin patogenezinde yer al-
maktadir. Ergen hipokampistinde kronik stres
ve noronal yeniden sekillenme arasindaki iliski
birkac yil énce gdsterilmistir (21). Si stresinin
hipokampuste dendritik spin yodunlugun-
da degisikliklere neden oldugu bildirilmistir
(8). Kemirgenlerde, uzun sureli cevresel stre-
se maruz kalmak, hipokampis dahil olmak
Uzere beyinin farkli bolgelerinde molekdler,
yapisal ve islevsel degisikliklere neden olmak-
tadir. Stresli kosullardan sonra Noron Blylme
Faktori (NGF) ve BDNF'nin azaldigi ve dendri-
tik spin yogunlugu ve norogenezde azalma-
lar rapor edilmistir (8). Bizim calismamizda da
bu calismayla paralel sekilde Si stresinin BDNF
diizeylerinde azalmaya yol actigi gorilmustir.

CREB ve BDNF, hipokampus ve prefrontal kor-
teks dokularinda noronal plastisite, proliferas-
yon, sagkalim, farkhlasma, nérogenez, onarim
mekanizmalari ve ¢esitli sinyal yolaklarinin ge-
listirilmesinde 6nemli roller oynamakta ve boy-
lece 6grenme ve hafiza performansini kontrol
etmektedir. BDNF ve CREB'in etki mekanizma-
st su sekildedir: Kalsiyum/kalmodulin bagimh
protein kinaz II'nin (CaMKIl) aktive edilmesi ile
postsinaptik bolgede hicre ici kalsiyum kon-
santrasyonu artar, bu da BDNF Uretimini art-
tirabilir ve ardindan CREB'i (p-CREB) fosforile
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edip aktive edebilir. p-CREB, BDNF ve reseptorti
tropomiyozin reseptor kinaz B'nin (TrkB) gen
ekspresyonuna bagh gen transkripsiyonunu
artirabilir (22). Norotrofik faktorler ailesinin bir
dyesi olan BDNF, sinaptik plastisite ve hafiza-
nin olusumunda kritik bir rol oynamaktadir. Bu
proteinin, TrkB reseptoru ile birlikte, fizyolojik
sinaptik plastisiteyi modlle ederek 6grenme
ve hafizayi duzenledigi bilinmektedir (23). Ca-
lismamizda hipokampis BDNF diizeylerinin Si
stresi ile azaldigi tespit edilmistir. Liu ve ark. (26)
8 hafta boyunca izolasyon stresine maruz bira-
kilan farelerde CREB ve BDNF ekspresyonunun
azaldigini ve yeni obje tanima testinde hafiza-
nin bozuldugunu go&stermislerdir. Yine yapi-
lan bir calismada 8 haftalik Si stresinin ratlarin
amigdala ve infralimbik bélgesinde BDNF eks-
presyonunun azaldigi ve bu durumun agresyon
davranislarini tetikleyebilecegi bildirilmistir (5).

Norogranin, serebral korteks, hipokampus ve
striatumdaki noronlarda yiksek oranda ekp-
rese edilen kalsiyum duyarli kalmodulin bag-
layici bir proteindir. Bu protein, noronlarda
kalsiyum diizenlenmesindeki roli nedeniyle
¢ok sayida postsinaptik sinyal iletim yolunun
diizenlenmesine katki saglamaktadir (24). Fos-
forile olan norogranin hiicre ici depolardan
kalsiyum mobilizasyonunu tetikleyen G-pro-
tein-bagiml ikinci haberci yollarini da uyarir.
Protein kinaz C (PKC) nérogranin substratidir.
Onceki calismalar nérograninin sinaptik plas-
tisitede kritik bir rol oynadigini gostermistir.
(24, 25). Norogranin diizeylerinin yasla beraber
azaldigi bildirilmistir (26). Ayrica ndrogranin
knockout farelerde yapilan ¢alismalarda uzam-
sal 6grenmenin bozuldugu gosterilmistir (25).
Calismamizda Si olusturulan ratlar ile kontrol
grubu arasinda norogranin diizeyleri agisindan
farkhhk gozlenmemistir. NOrograninin cesitli
stres modellerinde azaldigi ve bilissel fonksi-
yonlari bozdugu (27, 28) bildirilse de Si stresin-
de bildigimiz kadariyla nérogranin duzeylerini
degerlendiren bir calisma bulunmamaktadir.

Norogranin/CaMKII/CREB ve BDNF, sinaptik
plastisite ve 6grenme sureclerinde kritik roller
ustlenen bir hicresel sinyalizasyon agi olustu-
rur. Nérogranin, kalsiyum-kalmodulin (Ca/CaM)
sinyalizasyonunu modiile ederek CaMKII aktivi-
tesini duzenler. Nérograninin kalmodulin bag-

lamasi, kalsiyum sinyallerinin amplitiid ve siire
acgisindan hassas kontrollint saglayarak sinap-
tik plastisite icin gerekli olan CaMKII'nin aktive
olmasini destekler (25). CaMKII, LTP gibi 6gren-
me ile iligkili sinaptik mekanizmalari kolaylastirir
(29). Aktive olan CaMKIl, CREB fosforilasyonunu
tetikleyerek gen ekspresyonunu diizenler. Fos-
forile CREB, néronal buyliime ve plastisiteyi des-
tekleyen BDNF gibi 6grenme ve hafizada kritik
rol oynayan genlerin transkripsiyonunu artirir
(30).BDNF, hem presinaptik hem de postsinaptik
dizeyde sinaptik plastisiteyi gliclendirerek 6g-
renme sureclerini optimize eder (31). Bu yolak,
norogranin duzeylerindeki degisikliklerin, 6zel-
likle kalsiyum-kalmodulin sinyalizasyonunu ve
dolayh olarak CREB/BDNF eksenini etkileyerek
0grenme ve hafiza performansi tizerinde 6nem-
li etkiler yaratabileceg@ini ortaya koymaktadir.

Beyin ve sinir sisteminin oksidatif strese duyar-
I oldugu bilinmektedir. Artan oksidatif stres
mitokondriyal disfonksiyon gibi nedenlerle
noéronlara hasar vermektedir (32). Oksidatif
stres, cesitli stres faktorleri kullanilarak nérolo-
jik hastaliklarda kapsamli olarak incelenmistir.
Stres yaratan durumlar serbest oksijen radikal-
lerinde artisa neden olur ve buna bagh oksida-
tif hasar ile birlikte antioksidan savunmalarda
azalma norotoksisitenin olusmasina katkida
bulunur (32). Rai ve ark. (33) 8 hafta boyunca
kisitlama stresine maruz kalan sican beyninde
serbest oksijen radikallerinin arttigini ve stipe-
roksit dismutaz, katalaz ve glutatyon perok-
sidaz gibi antioksidan enzimlerin saliniminin
azalmasina yol agan bir antioksidan dengesiz-
ligi olustugunu gostermislerdir. Yapilan bir ca-
lismada 28 giinliik Si stresinin hipokampiiste
katalaz ve sUperoksit dismutaz seviyelerini di-
strdiigu ve MDA seviyesini arttrdigi gozlenmis-
tir (34). Calismamizda da benzer sekilde lipid
peroksidsyon son Urinu olan MDA diizeylerinin
Si stresinde arttigi ve GSH diizeylerinin ise dis-
tiglu gozlenmistir. Ancak oksidan/antioksidan
dengedeki bu bozulmalar 6grenme ve hafiza
uzerinde etkili gériinmemektedir. Calismamizin
guiclti yonleri siitten kesme sonrasi Si olusturu-
lan ratlarda hipokampiis nérogranin diizeyle-
rinin incelendigi ilk cahisma olmasidir. Calisma-
mizda dederlendirilen parametrelerin yalnizca
spektrofotometrik ve ELISA yontemleri ile de-
gerlendirilmis olmasi, daha ileri western blot ya



da immuinohistokimyasal gibi tekniklerin kulla-
nilamamis olmasi sinirliligini olusturmaktadir.

Sonucg olarak bu calismada sitten kesme son-
rasi olusturulan 6 haftalik Si, hipokampiis si-
naptik proteinlerinden BDNF'de azalmaya ne-
den olmakta, oksidatif stresi arttirmaktadir.
Ancak O0grenme ve hafiza degerlendirmele-
rinde ve hipokampus CREB, CaMKIl ve nérog-
ranin dizeylerinde degisiklige neden olma-
maktadir. Si stresinin bilissel fonksiyonlardaki
rolini anlayabilmek icin yapilacak daha kap-
samh  calismalara ihtiyag bulunmaktadir.
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