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SICANLARDA BENZODIAZEPIN ANTAGONISTi FLUMAZENILIN
OGRENME VE HAFIZAYA ETKIiSI VE MUSKARINIK
KOLINERJIK RESEPTORLERLE MUHTEMEL ETKILESIMI

Siiliin Ayhan” Banu Ocakgioglu** Metin Bastug*”

Yiksek vertebralilarin santral sinir sisteminde spesifik benzo-
diazepin reseptorlerinin kesfedilmesi bu reseptorler i¢in muhtemel en-
dojene effektorlerin (benzodiazepin endokoidleri) bulunmasi ihtima-
line dikkatleri gekmistir. Benzodiazepin baglanma yerlerine ytksek af-
finite gosterebilen ve intrensek aktiviteye sahip bazi endojen madde-
lerin, endojen benzodiazepinler (BDZ) olarak onerilmelerine ragmen
halen fizyolojik rolleri tam olarak acikliga kavusmamistir. Benzodia-
zepinlerin (6rnegin diazepam) anksiolitik etkileri ¢ok iyi bilindigi i¢in
dazepam benzeri endokoidlerin de uyaniklik (arousal) veya anksiyete
gibi durumlarda modtlator olarak fonksiyon yapmalari muhtemeldir.
Ayrica 6grenme ve/veya hafiza olaylarinda da modiile edici bir role sa-
hip olabilirler. Clinku diazepam ve ¢esitli diger benzodiazepinler hay-
van ve insanlarda 6grenme ve hafizay: bozarlar (3,7,9). Eger benzo-
diazepin endokoidleri de benzer sekilde etki ediyorlar, rol oynuyorlar-
sa ve kognitif fonksiyonlar tizerine tonik inhibe edici etkinlik goésteri-
yorlarsa, bunlarin bir antagonistinin verilmesinden sonra 6grenme
ve hafizay: kolaylastirmas: gerekir. Bu hipotezin dogrulugunu incele-
mek icin, benzodiazepin reseptor antagonisti flumazenil (Ro 15-1788)
kullanarak endojen BDZ sisteminin siganin 6grenme ve hafiza tzerin-
deki etkisini inceledik.

Ayrica 6grenme ve hafiza olaylarinda kolinerjik sistemin ¢ok
6nemli roli oldugu da iyi bilinmektedir. Santral muskarinik kolinerjik
reseptorleri bloke eden ilaglarin da 6grenme ve hafizay: etkiledigi,
bozdugu da bilinmektedir. Bu nedenle muskarinik asetilkolin reseptor
blokeri olan skopolamini, hem deneysel amnezi olusturmak i¢in hem
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de kolinerjik sistemle benzodiazepin endokoidleri - reseptorleri ile
muhtemel etkilesimlerini arastirmak i¢in kullandik (2,5,7,10).

MATERYAL ve METODLAR

— Deneylerimizde 150-225 gr agirhgimnda erkek sicanlar kullanil-
di. Hayvanlar deney gliniinden bir giin 6énce her kafeste bir tane ola-
cak sekilde yerlestirildiler. Gida ve su ihtiyaclar: kisintisiz olarak ve-
rildi. Her sigan sadece bir deney gruburnda kullanildi.

— Siganlan sartlandirmak ic¢in T.K.K. otomatik «escape avoidan-
ce» cihazi kullanilda.

Kullanilan deney yontemi :

Siganlar, gerekli enjeksiyonlar yapilciktan sonra yeni ortama ali-
sabilmeleri i¢in test kutusu igine yerlestirilip 5 dakika kadar bekletil-
diler ve bu siire sonunda deney baslatildi. Deneyde 6nce siganlara 6 sn
sureli sartlandirici uyaran (CS) olarak 1sik (15-20 Watt) kullanildi. Bu
sure sonunda test kafesinin siganin bulundugu boélimiine 4 saniye su-
reli 0,8 mA siddetinde elektrik akimi (US) verildi. Bu akim (elektrik
soku), hayvanin bulundugu bélmeden diger bolmeye ge¢mesi halinde
(escape cevap) hemen, bulundugu bolmeyi terketmemesi halinde ise
4 saniye surenin bitiminde kesilecek sekilde programlandi. Sok kesil-
dikten sonra hayvana 30 saniyelik bir dinlenme periyodu verildi ve bu-
nun scnunda hemen yeni bir deneme (CS + sok) baslatildi. Bu sekilde
her sicana pespese 25 deneme uygulandi. Derney sonunda her bir hay-
vanin 25 denemelik bir donem iginde sarthh cevap kazanma durumu
yani hayvanin bulundugu bolmeyi elektrik akiminin verildigi donem-
de degil sartlandirici uyaran Gsik)in uygulamsi sirasinda terkedisi
degerlendirildi. Bu cevap sarth kacis cevabi (conditioned avoidance
response) olarak tanimlanmakta ve hayvanin soktan énce, CS sirasin-
da «Sokun gelecegini» 6grendigini gostermektedir.

Deney Plan :

Tanimlanan sartlandirma yontemini her birinde 6 hayvan bulu-
nan gruplara uyguladik. Calismalarimiz esas olarak 6grenme (acqu-
isition) ve hafiza (retansiyon) seklinde 2 deney grubunda toplandi. Her
ana grup 3 subgruba ayrildi. Soyle Ki;

A) Ogrenme (Acquisition) deneyi :

Bu gruptaki intakt hayvanlar hem sartlandirilma deneyine tabi
tutuldular hem de asagida belirtilen enjeksiyonlar yapilda.
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1. enjeksiyon 2. enjeksiyon
1. grup KONTROL Tween 80 Serum fizyolojik
2. grup DENEY Tween 80 Skopolamin
3. grup DENEY Flumazenil Skopolamin

B) Hafiza (Retensiyon) deneyi :

Kullandigimiz sartlandirma yontemine gore daha énce egitilmis
olan hayvanlar ise 1 hafta bekletildikten sonra tekrar deneye almip,
ayn yontem birbiri pesine 3 gin uygulandi. Aym zamanda da asagi-
da belirtilen enjeksiyonlar yapildi.

1. enjeksiyon 2. enjeksiyon

1. grup KONTROL Tween 80 Serum fizyolojik
. grup DENEY Tween 80 Skopolamin
3. grup DENEY Flumazenil Skopolamin

— Birinci ilaglar deneyden 20 dakika, 2. enjeksiyonlar 10 dakika
once yapildi.

— Enjeksiyonlar esit hacimde (1 ml/kg) ve i.p. olarak uygulandi.

— Flumazenil (Ro 15-1788) 20 mg/kg, skopolamin ise 0.1 mg/kg
dozda kullanildi. Flumazenil Tween 80 (plasebo) skopolamin ise se-
rum fizyolojik (SF) de hazirlandi.

Degerlendirilmesi :

Deneyler ayni sekil ve sartlarda birbiri pesine 3 gin tekrar edildi
ve 25 denemelik donemlerde herglin gosterdikieri sartli kagis cevap-
lar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak «student t» testi yardimui ile
degerlendirildi.

SONUCLAR

Ogrenme (Acquisition) deney soruclar :

Kontrol grubundan elde edilen cevaplar incelendiginde, hayvan-
larin birbirini izleyen 3 giin boyunca gosterdikleri performansi arttir-
diklar yani sartli kacis cevabinda artis oldugu ve soktan énce 1s1k es-
nasinda yer degistirmeyi 6grendikleri gorildi. Kontrol grubunun bi-
rinci gunu ile G¢lincli gliintinde elde edilen cevaplar1 kiyasladigimiz-
da anlamli (a) bir artis oldugu bulundu (Sekil 1).

Skopolamin verilen grupta ise, sartli kagis cevaplar1 6zellikle 3.
gunde kontrole goére dicikti ve kontrolin li¢linci gintu ile skopola-
minin tGg¢lncd gunu karsilastirildiginda anlaml olarak (b) cevaplarda
azalma tespit edildi (Sekil 1).
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Flumazenil ve skopolamin verilen grupta ise cevaplarda anlamh

(c) bir artig elde edildi. Flumazenil skopolaminin, acquision olayin-

daki bloke edici etkisini 6nledigi gibi kacis cevaplarmin kazanilmasi-

n1 da diger bir deyisle 6grenmeyi kolaylastirdig: tespit edildi (Sekil 1).
C

Sekil 1 :

OGRENME
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Siganlarin birbirini izleyen ti¢ giin (I, 11, lll. gtinler) boyunca gosterdikleri avoidance

(sarth kagis) cevaplarina skopolaminin ve flumazenil 4 skopolaminin etkisi.
(a) Kontrol grubunun I. giiniine adre anlamli artis (p<<9.U5)

(b) Kontrol grubunun Ill. giiniine gére anlamli azalma (p<0.05)

(c) Skopolamin uygulanan gruba gore anlamli artis (p<0.05)

Hafiza (retensiyon) deney sonuclan :

Kontrol grubundan elde edilen cevaplar incelendiginde, hayvan-
larin daha o6nceki egitim déneminde kazandiklar: cevaplar: koruduk-
lar1 (hatirladiklar:) gorildi. Bu yeni deney surecinde de cevaplarin
birbirini izleyen 3 gin icinde giderek arttig: tesbit edildi. Sekil 2’de de
goruldigu gibi, igunct glinde elde edilen sarthi kagis cevaplar: birinci
gune gore anlaml (a) bulundu.

Skopolamin verdigimiz grupta ise, onceki kazanilan cevaplarin ko-
rundugu, ancak kontroliin tiginci gunu ile skopolaminin Gi¢lincu gunu
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karsilastirildiginda cevaplarin anlaml olarak (b) diisik oldugu goril-
di. Bu da skopolaminin, hafizay1 negatif yonde etkiledigini géstermek-
tedir (Sekil 2).
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Sekil 2 : Egitilmis siganlarin ikinci deney siirecinde hafiza ve hatizanin gagrilmasi) birbirini

izleyen t¢ gin (I, I, 1ll. gtinler) boyunca gésterdikleri aveidance (sarth kagis) ce-
vaplarina skopolaminin ve flumazenil + skopolaminin etkisi.

(a) Kontrol grubunun |. giiniine gére anlamli artis {p-20.05)

(b) Kontrol grubunun Iil. giiniine gére anlamli azalma (p<0.05)

(c) Skopolamin uygulanan gruba gc¢re anlamlh artis (p<<0.05)

(d) Kontrol grubuna gére anlamh artis (p<0.05)
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Flumazenil ve skopolamini beraber kullandigimiz son grupta elde
edilen sartli kagis cevaplari incelendiginde; bu cevaplarin sadece sko-
polamin kullanilan gruptan daha yuksek oldugu goértldia. Hem birinci
gun, hem de ikinci gline ait cevaplar sadece skopolamin uygulanan
gruba gore istatistiksel olarak ¢ok anlamliydil (d). Bu sonuclar fluma-
zenilin hem skopolaminin hafizadaki bloke edici etkisini 6nledigini (c),
hem de hatirlamay1 (retrieval) kolaylastirdigini (d), gticlendirdigini
gosterir niteliktedir (Sekil 2).

TARTISMA

Benzodiazepinler (BDZ), genel olarak anksiolitik ve antikonviilsan
olarak kullanilan ilaglardir. ilaveten hayvanlarda, insanlarda etkin
bir sekilde anterograd amnezi olusturduklar: da gériilmektedir. BDZ'le-
rin ila¢ olarak kullanilmasi1 sonucu bireyde o6grenme ve hafiza ile il-
gili bozukluklar ortaya cikmaktadir.

Arastirmalarin, santral sinir sisteminde spesifik benzodiazepin
reseptdrlerinin bulundugunu gostermesi, bunlara 6zgu endojen BZ re-
septdr ligandlarinin bulunma ihtimalini akla getirmesi sonucu meme-
lilerin beyninde BDZ ligandlar: bulundugu hakkindaki deliller giderek
artmaktadir. Hatta son galismalarla BDZ benzeri endokoidlerin normal
olarak beyinde bulundugu ve beyinde BDZ benzeri immunoreaktivite-
nin en buyluk komponentinin diazepam ve onun metabolitleri desmetil-
diazepam ve oxacepam oldugu ileri surulmektedir. Hipokampustan,
septumdan, amigdaladan ve serebral korteksten hem §grenme (avoi-
dance egitimi) sirasinda hem de 6zellikle egitim sonrasi, BDZ reseptor
ligandlarmdan birinin ya da daha fazlasinin salindiginmi gdsteren bul-
gular varsa da bu durum aciklamay1 daha zorlastirmaktadir. Hafiza
prosesinde GABA/BDZ reseptor kompleksinin modiile edici rolii tizerin-
de de bir ¢ok deliller elde edilmistir (4,5,7,14) .

1981 de cesitli biyokimyasal, elektrofizyolojik ve davranissal (be-
havicral) testler sonucunda BDZ'lerin etkilerini spesifik olarak antago-
nize eden Ro 15-1788 (Flumazenil) ad1 verilen madde elde edilmistir (6,
13). Flumazenilin BDZ antagonistleri gibi santral BDZ reseptérleriyle
etkilestigi ve reseptor icinde potent bir ligand oldugu belirtilmektedir
(3). Baz1 galismalarda Flumazenilin kendisinin kullanilan doza ve test
kosullaria baglh olarak parsiyel agonist oldugu bildirilmisse de pek
¢ok calisma bu maddenin normal dozlarda BDZ reseptorleri igin spesi-
fik bir antagonist oldugunu gostermistir (3,7,8,12,13). Kendi bulgulari-
miz ve literatirlerden elde edilen bilgiler, beyin BDZ reseptérlerinin
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Flumazenille antagonize edilmesiyle, hem 6grenmenin hem de hafiza
olusumunun pozitif yonde etkilenebilecegini desteklemektedir (7,11).
Acquisitiondan énce enjekte edilen {lumazenilin 6grenme modellerin-
de 6grenmeyi arttirdig1 ve skopolamine bagh amneziyi 6nledigi litera-
turde belirtilmektedir (2,5,7,10,13,14) . Flumazenilin skopolaminle olus-
turulan amneziyi 6nleyebilmesi BDZ'lerin hafizaylr module edici etki-
lerinde, beyin kolinerjik sistemlerin muhtemel katilimlariyla uygunluk
gostermektedir. Skopolamin ve BDZ'lerle olusturulan 6grenme bozuk-
luklar1 hayvanlarda ve insanlarda benzerlik gostermektedir. Ayrica
BDZ'lerin hafiza olayinda énemli yeri olan hipokampusun da dahil ol-
dugu cgesitli beyin bolgelerinde kolinerjik aktiviteyi indirekt olarak
azalttigr belirtilmekte ve diazepamin kolinerjik aktivite Gizerine olan
etkilerinin, Flumazenille tersine gevrilebildigine deginilmektedr. Eger
BDZ endokodleri, diazepama benzer etkilere sahipse Flumazenilin ko-
linerjik aktiviteyi indirekt yolla disinhibe ederek, hafizay:r kuvvetlen-
direbilecegi varsayim literatiirce de desteklenmektedir (1,2,5,7,10).

Flumazenille 6n tedavi yapildiginda muhtemelen endojen BDZ'lerin
agonist etkisini 6nlemesi, uyaniklik ve/veya anksiojenik faktorleri
arttirarak sonugcgta 6grenme ve hafizayi pozitif yonden etkilemesi muh-
temeldir. Buradaki anksiojenik faktorleri negatif guclendirici olarak
kullandigimiz elektrik soku ile eslestirebiliriz (11).

Flumazenilin 6grenme/hafizanin kolaylastirilmasindaki spesifik
roliinin ne sekilde oldugunu —odrnegin 6grenme (acquisition), depola-
ma (memory) ve hatirlama (retrieval) gibi safhalarda— arastirmak
icin daha detayh calismalara gereksinim vardir. Son literatir bilgileri,
Flumazenilin etki mekanizmasinda hafizanin modiile edilmesinde BDZ-
GABA A sistemlerinin roli oldugu, Flumazenilin bu mekanizmalar:
etkileyerek hafizayi kolaylastirdig: hipotezini desteklemektedir (5).

Geérek arastirmamizin sonuclari, gerekse literatiirdeki bulgular,
BDZ reseptor antagonisti flumazenil ile 6grenilen bilgilerin saklanma-
simin arttigini, siganlarda deneysel olarak olusturulan amnezinin engel-
lendigini gostermektedir.

OZET

Cesitli benzodiazepinlerin ve santral muskarinik kolinerjik resep-
tor blokerlerinin 6grenme ve hafizay: etkiledigi, bozdugu bilinmekte-
dir. Sunulan galismada, siganiara benzodiazepin reseptor antagonisti
flumazenil (Ro 15-1788) vererek O0grenme ve hafizanin olusumuna,
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tekrar gagrilmasina etkisini incelemek, muskarinik asetilkolin resep-
tér blokeri olan skopolamini ise hem deneysel amnezi olusturmak hem
de kolinerjik sistem ile endojen benzodiazepin reseptorleri arasindaki
muhtemel etkilesimleri arastirmak amaglanmistir. Arastirmamizin
sonuglari, benzodiazepin reseptor antagonisti flumazenil'in 6grenme-
yi hizlandirdigini, skopolamin ile siganlarda deneysel olarak olustu-
rulan amneziyi engelledigini ve hatirlamay1 kolaylastirdigini goster-
mekte ve elde ettigimiz bulgular literatiirce de desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler : Amnezi, benzodiazepin, flumazenil, hafiza,
6grenme, skopolamin.

SUMMARY

The Effects of Benzodiazepine Antagonist Flumazenil on Learning and
Memory and Possible Interactions With Muscarinic
Cholinergic Receptors in Rats

It has been known that different benzodiazepines and central
muscarinic cholinergic blockers effect, disturb learning and memory.
In this study, benzodiazepine receptor antagonist flumazenil (Ro
15-1788) was given to rats in order to test its effects on learning and
memory processing and retrieval Scopolamine, a blocker of acethylc-
holine receptor was given with the intensions of both producing ex-
perimental amnesia and investigating possible interactions between
cholinergic system and endogenous benzodiazepine receptors. The re-
sults of our study showed that benzodiazepine receptor antagonist
flumazenil enhances learning and prevents amnesia which has been
produced experimentally in rats by scopolamine and facilitates ret-
rieval and the dindings that we achieved were supported by literature
also.

Key Words : Acquisition, amnesia, benzodiazepine, flumazenil, re-
tention, scopolamine.
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