Boliim 10

Kosullu Cevre Itinmesinde Yiiksek Doz
D-Cycloserine’nin NMDA Reseptortine Etkisi
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Ozet

Kosullu ¢evre itinmesi (KCI) klasik kogullanmanin bir &rnegi olup,
gevrenin hastalikla iligkilendirildigi durumlarda baglamdaki uyaranlara kargi
olugan isteksizlik olarak tammlanmaktadir. Iligkisel 6grenme baglaminda
diisiiniildiigiinde KCI 6grenmesi igin, N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptoriiniin  aktivasyonuyla sinaptik baglantilarin  giigclenmesi  gerektigi
diisiiniilmektedir. Fakat KGI 6grenmesinde NMDA reseptoriiniin rolii ile
ilgili yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. D-cycloserine’nin (DCS), NMDA
reseptor bolgelerinden biri olan glisine baglanarak nérotransmisyonu arttiran
bir NMDA kismi agonisti oldugu bilinmesinin yani sira; yiiksek veya sik
dozlarinin tersi etki yaratip antagonist olarak iglev gordiigii ¢aligmalar
da bulunmaktadir. Bu ¢aligmamizda DCS’nin hayvanlara sistemik olarak
verilmesinin, KCI 6grenmesi iizerinde olan etkisi CD1 erkek fareler iizerinde
aragtiridmisti. Bu amagla, kosullanma baslangicindan 15 dakika 6nce
hayvanlara 320 mg/kg dozunda DCS enjeksiyonu uygulanmustir. Kogullama
basladiktan 5 dakika sonra ise hastalik olugturmak amaciyla deney grubundaki
hayvanlara lityum kloriir (LiCl) enjeksiyonu yapilmustir. Kontrol grubuna ise
sodyum kloriir (NaCl) enjeksiyonu yapilmuistir. Kogullanmadan 2 giin sonra
yapilan bellek testinde, hayvanlarin su tiiketimi gz oniine alinarak KCI
ogreniminin gergeklesip gergeklesmedigi degerlendirilmistir. Sonuglarda,
320 mg/kg dozunda DCS enjeksiyonu alan hayvanlarin KGI gelistirmedigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, yiiksek doz DCS’nin NMDA reseptor antagonisti
gibi davrandig1 deneyimizle desteklenmistir.
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Giris

1. Klasik Kosullanma

Klasik kogullanma iliskisel 6grenmenin iki ¢esidinden biridir. En temel
halinde iki farkli uyaran vardir. Bunlardan ilki kogulsuz uyarandir (Ksuz
U) ve kosulsuz tepkiye (Ksuz T) sebep olur. Diger bir uyaran ise normalde
hayvan igin higbir tepkiye neden olmayacak notr uyarandir. Notr uyaran ile
Ksuz U iligkisi giiglendik¢e notr uyaran kogullu uyarana (Klu U) evrilir ve
kosullu tepkiyi (Klu T) meydana ¢ikartir (Clark, 2004).

Kosullu ¢evre itinimi (KCI) ise klasik kosullanmamn bazi temel
mekaniklerini barindiran bir 6rnektir. Tarihsel olarak incelendiginde, klasik
kogullandirma prosediirii yoluyla elde edilen tepkilerin baglama bagh
olabileceginden bahsedilen ilk ¢aligmalardan biri Garcia ve arkadaglar1 (1955)
tarafindan yiiriitiilmiigtiir. Siganlar ile yapilan bu ¢aliygmada amag; siganlarin
radyasyona maruz kaldiklar1 siire boyunca tiikettikleri ayirt edici bir tada
sahip olan sivinin, daha sonra radyasyonsuz bir ortamda sunuldugunda sivi
titketimi davramigini ne yonde degistirdigini incelemektir. Bu dogrultuda,
caliymada ti¢ farkli dozda radyasyona (0, 30, 57 x) maruz kalan ve her doz
i¢in, bu maruz kalma sirasinda musluk suyu veya sakarin ¢ozeltisinden igmek
tizere toplam alt1 farkli grup kullamlmugtir. Radyasyona maruz birakildiktan
iki glin sonrasinda siganlara ayni anda hem musluk suyu hem de sakarin
¢Ozeltisi verilmigtir ve sakarin tiiketimleri Olgtilmiistiir. Radyasyona maruz
brrakildiklart siire boyunca musluk suyu verilen {i¢ grubun radyasyon sonrasi
sakarin gozeltisi tiiketimi neredeyse ayni olup yaklagik %95tir. Maruz birakma
esnasinda sakarin ¢ozeltisini alan grupta ise radyasyon sonrasi sakarin ¢ozeltisi
alim miktari, radyasyon dozu arttikga azalmistir (Garcia ve ark., 1955).
Bunun nedeni ise siganlar radyasyona maruz kalma sirasinda, radyasyondan
kaynakli rahatsizliklar ile sakarin ¢ozeltisi eslestirilmistir. Bu nedenle Ksuz
T, gastrointestinal fonksiyonlarin iginlama sirasinda bozulmasindan kaynakls
olarak siganlarin yagadigini diigtiniilen mide-bagirsak rahatsizhiklaridir (Garcia
ve ark., 1955). Sonrasinda sakarin ¢ozeltisi Klu U olarak tanimlanirken,
¢ozeltinin titketiminden kaynakli yasanacak olast mide rahatsizliklart Klu T
olarak tanimlanir. Bu ¢aligmada sicanlarin sakarin ¢ozeltisi ile iligkilendirdikleri
mide rahatsizhiklar1 kaynakl tattan kaginma davraniglari, kogullu itinme olarak
adlandirilir. Caligmanin sonunda bu kaginma davramiginin sadece tat alma ile
siurh kalmayip diger uyaranlara karsi da bir kaginma davraniginin hayvanlar
tarafindan gelistirilebilecegi belirtilir (Garcia ve ark., 1955).

Bu alanda yapilan ¢aligmalardan biri ise Boakes ve ark. (1997) tarafindan
yuriitiiliir. Caligmalarindaki amag, baglama bagl olarak siganlarin suya karst
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bir kaginma davranist sergileyip sergilemeyeceklerini incelemektir. Bunun
i¢in Oncelikle birbirinden farkli ozelliklere sahip, hedef olarak adlandirilan
1. baglam ve notr olarak adlandirilan 2. baglam olusturulmugtur. Test sivist
olarak eksi bir tada sahip olan hidroklorik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Bunun
nedeni ise aligilmug bir tatken bile su ile kargilagtirildiginda hidroklorik asit
¢ozeltisi nispeten hog olmayan bir tada sahiptir (Boakes ve ark., 1997).
Deneyin ilk iki giinii siganlarin hidroklorik asit ¢ozeltisi tadina aginalik
kazanmasi adina ¢ozelti musluk suyuna karigtirilarak hayvanlara verilmigtir.
Daha sonraki alt1 giin ise belli araliklar ile ikinci baglama yerlegtirilmiglerdir.
Dokuzuncu giinde 20 dakika birinci baglamda durduktan hemen sonra
Lityum Kloriir (LiCl) enjeksiyonu almuglardir ki bu hayvanda hastalik
olusturmaktadir. 10. ve 11. giinlerde ise siganlarin ikinci baglamda 20
dakikalik su erisimine izin verilmistir. Bu dongii 3 kere daha tekrar edildikten
sonra 20. ve 21. giinlerde, siganlar her iki baglamda da birinde su digerinde
ise hidroklorik asit ¢ozeltisi bulunan iki sige tercihi testine 20 dakika tabi
tutulmuglardir. Deneyin sonuglart siganlarin birinci baglamda kogullanma
sirasindayken su igme miktarlarinin her dongiide azaldigini gostermistir.
Kogullanma sonrasi iki giinde ikinci baglamdayken ise su igme miktarlari
her dongiide artmistir. Son iki giin yapilan iki sise testinde ise hayvanlar
birinci baglamdayken suya kiyasla eksi tad1 tercih ederken, ikinci baglamda
su tiiketimleri daha fazla olmustur. Bu deney sicanlarda baglama 6zgii olarak
suya karg1 olusan isteksizligi yansitmakta olup, kogullu ¢evre itiniminin sadece
cevresel degisikliklere kargi olabilecegini gostermektedir (Boakes ve ark.,
1997). Bu ve benzeri ¢aligmalardan yola ¢ikarak, klasik kosullanma modeli
temeline dayanan KCI, gevrenin bir hastalikla iligkilendirildiginde takdirde
baglamdaki uyaranlara karg ortaya ¢ikan isteksizlik olarak tanimlanmaktadir
(Ishii ve ark., 2006; Rodriguez ve ark., 2000). Kosullu ¢evre itinimi
tizerine yapilan gahgmalar genellikle siganlar ve fareler gibi laboratuvar
hayvanlarinda modellenmistir (Rodriguez ve ark., 2000; Kislal & Blizard,
2016). Hayvanlarda yapilan galigmalarda hastalik olugturmak yaygin olarak
kullanilan ajanlardan biri lityum Kkloriirdiir (Puente ve ark, 1988; Boakes ve
ark., 1997). LiCl’nin sistemik enjeksiyonu; hayvanlarda mide bulantist ve
halsizlik ile iligkilendirilen hipofaji, mide bogalmasi ve karin tizerine yatma
davraniglarina neden olan gastrointestinal rahatsizhiklar yagatmaktadir.
Ayrica mide bulantist ve halsizlik ile iliskilendirilen hipofaji, mide bogalmasi
ve karm iizerine yatma davraniglarina neden olur (Symonds ve ark., 1998;
McCann ve ark., 1989; Meachum ve Bernstein, 1992).
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2. N-metil-D-aspartik asit (NMDA) Reseptorlerinin Ogrenme

Uzerindeki Etkisi

Daha o6nce de bahsedildigi gibi kosullanma iliskisel 6grenmenin bir
gesididir. Uzun donem kuvvetlendirme gibi sinaptik giicteki degisikliklerin
ise Ogrenme ve hafizanin temelini olusturdugu diistiniilmektedir (Bliss ve
Collingridge, 1993). Bu tiir bir 6grenme uzun dénem kuvvetlendirmeyi
gerektirir. Siganlarla yapilan korku kosullandirmasi ¢aligmalari da uzun
donem kuvvetlendirmenin Ogrenmeye araciik ettigine dair bulgular
icermektedir (Maren,1999; Sigurdsson ve ark., 2007). Cogu durumda uzun
donem kuvvetlendirmenin indiiklenmesi uyarilmasi, N-metil-D-aspartik asit
(NMDA) reseptorlerinin aktivasyonunu gerektirmektedir (Collingridge ve
ark., 1991).

Iyonotropik reseptorler, merkezi sinir sisteminin uyarilmay tetikleyen
ana norotransmitteri olan glutamatin iki 6nemli reseptoriinden biridir.
Bu reseptorler kimyasal kapili katyonik kanallardir ve aktive olduklarinda
uyaricl postsinaptik potansiyeller iireterek noronal depolarizasyona neden
olmaktadirlar. Bu reseptorler, fizyolojik olmayan glutamat analoglarina
duyarhliklarina gore siflandirlmaktadir.  Bunlardan biri  N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptoriidiir (Michaelis, 1998). NMDA reseptorii,
glutamaterjik norotransmisyonun aracilarindan biridir. Dinlenim membran
potensiyelinde (-70 mV), NMDA reseptorii glutamatin varhiginda bile
inaktiftir. Bunun sebebi hiicre digt Mg+ + iyonlarin reseptore baglanip daha
fazla iyon hareketini bloke etmesidir. NMDA reseptorii kanalinin agilmasi
igin iki kogulun saglanmasi gerekmektedir. Bunlardan ilki presinaptik salinim
ile glutamatin NMDA reseptoriine baglanmasidir. Tkincisi ise Mg+ +
blokajinin kalkmasina sebep olacak yeterince giiglii postsinaptik membran
depolarizasyonudur. Bu iki kogulun saglanmasityla NMDA reseptor kanal
agilmaktadir (Wu ve Zhuo, 2009). Boylece, kalsiyum (Ca++) ve sodyum
(Na+) gibi pozitif yiiklii iyonlarin postsinaptik norona akigi gergeklesmig
olmaktadir. Kalsiyum akigt postsinaptik hiicrede protein kinaz ve protein
tfosfataz gibi molekiil aktivasyonlarma yol agarak sinaptik proteinlerin
sentezini etkilemektedir. Bu da sinaptik giicte uzun vadeli degisikliklere ve
dolayisiyla noroplastisitenin indiiklenmesine yol agmaktadir (VanDongen,
2008).

NMDA reseptoriiniin insan beyninde gesitli siireglerde farkli gorevleri
vardir. Erken beyin gelisimi stirecinde NMDA reseptoriiniin rolii, sinapslarin
yapisini ve iglevini diizenleyen siireglerde yer almaktir. Daha ileriki stireglerde
ise NMDA reseptorii sinaptik plastisiteyi, sinaptik gelisimi ve sinaptik
baglantilarin igleyigini gelistirmekte rol oynadigr bilinmektedir. Bu sebeple
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bu reseptorlerin 6grenme, hafiza olusumu ve hafizanin giiclenmesinde etkili
oldugu diigtiniilmektedir (Gonda, 2012; Jiménez ve Tapia, 2004).

NMDA reseptorlerinin - kogullanmada araci bir rol oynamasi bu
reseptorlere yapilan farmakolojik manipiilasyonunun deney hayvanlarinda
kosullanma edinimini ve bellek testlerini etkiledigi goriilmiistiir. Ornegin,
bu reseptor bolgesinin antagonistlerinin 6grenme iizerinde olumsuz etkileri
varken (Kim ve ark., 1991), agonistlerinin 6grenme tizerinde pekistirici
etkisi vardir (Land ve Riccio, 1997).

Ornegin, Escobar ve ark. (1998) tarafindan siganlarla yapilan ¢alismada,
bir NMDA reseptorii antagonisti olan 3-(2-carboxypiperazin-4-yl)propyl-
1-phosphonic acid (CPP)’nin kogullu tat kaginmasi 6grenimi sirasinda tat
korteksineenjekte edildiginde tatkaginmasi 6grenimi bloke ettigi gosterilmigtir
(Escobar ve ark., 1998). Siganlarla yapilan bir bagka ¢aligmada, bir NMDA
reseptOr antagonisti olan DL-2-amino-5-phosphonovaleric acid (APV)
kullanilmugtir. Siganlar elektrik soku alacaklari kafese alindiklarinda APV ya da
izotonik sodyum kloriir inflizyonu gergeklestirilmig, ardindan 3 kere elektrik
sokuna maruz birakilmiglardir. Bir giin sonra gergeklesen test giiniinde ise
ayni iglem tekrarlanmug fakat bu sefer elektrik soku uygulanmamgtir. Donma
tepkisi korku kogullanmasinin gostergesi olarak degerlendirilmis olup APV
uygulanan gruptaki siganlarda daha az gozlemlenmigtir (Kim ve ark.,
1991). Ayrica Rosenblum ve ark. (1997) tarafindan siganlarla yapilan bagka
bir ¢aligmada ise NMDA reseptOriiniin tat 6grenimine de dahil oldugu,
boylece kogullu tat kaginmasinda rol oynadig: belirtilmistir. Bu ¢aligmada da
NMDA reseptor antagonisti APV kullanilmugtir. Siganlarin bir kismina 10
dakika stirecek olan sakarin ¢ozeltisi erisimine izin verilmeden 6nce insular
korteksi bolgesine APV mikroenjeksiyonu uygulanmugtir. Sakarin ¢ozeltisi
titketiminden 50 dakika sonra ise siganlara LiCl enjeksiyonu uygulanmistir.
3 giin sonra yapilan testte siganlarin hem suya hem de sakarin ¢ozeltisine ayn
anda erigimine izin verilmistir. Cikan sonuglarda, APV mikroenjeksiyonuna
maruz kalan siganlarin sakarin ¢ozeltisi tiiketimi daha fazla iken, APV
mikroenjeksiyonu uygulanmayan siganlarin su tiiketiminin daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Rosenblum ve ark., 1997).

3. Agonistlerin Ozellikleri

Agonistlerin iki belirgin 6zelligi oldugu bilinmektedir. Bunlardan ilki
reseptorle birlesme kapasitesi olarak tanimlanan reseptor afinitesiyken,
digeri reseptor aktivasyonuna neden olma yetenegini simgeleyen igsel
aktivitedir. Tam agonistler, hem reseptor afinitesine hem de maksimum igsel
aktiviteye sahip olmaktadirlar. Bu nedenle sistemin yapabilecegi maksimum
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yanit1 tirettikleri bilinmektedir. Antagonistler ise reseptor afinitesine sahip
olmakla birlikte igsel aktiviteye sahip olmadigindan biyolojik bir yanita sebep
olmamaktadirlar. Kismi agonsitler, reseptor afinitesine ve antagonistlere
gore daha fazla ama tam agonistlere gore ise daha az igsel aktivitesi oldugu
bilinmektedir. Bunun sonucu olarak kismi agonistler kullanildiklar1 kosula
bagli olarak agonist veya antagonist etkiler iiretebilmektedirler (Calvey
ve Williams, 2009). Fakat, D-serin gibi rekabet¢i NMDA agonistlerinin,
cksitotoksisiteye yol agarak hiicresel apoptozu baglatma olasiliklar1 oldugu
bilinmektedir (Bardaweel ve ark., 2014). Kismi NMDA reseptori
agonistlerinin ise rekabetgi agonistlerin aksine, eksitotoksisite olmaksizin
hafiza gili¢clenmesine fayda sagladig: gortilmiistiir (Ressler ve ark., 2004).
D-cycloserine (DCS), NMDA reseptor bolgelerinden biri olan glisine
baglanarak norotransmisyonu arttirmaktadir (Ressler ve ark., 2004).
D-cycloserine’nin diger bir avantaji da sistemik enjeksiyondan sonra hizla
merkezi sinir sistemine taginmasidir (Baran ve ark., 1995).

Bir ¢alismada sakarin ve LiCl eglesmesinin araliginin uzun ya da kisa
olmasinin DCS’nin etkinligini nasil etkiledigi gozlemlenmistir. Siganlarla
yapilan bu ¢aligmada, sakarin ve LiCl eslesmesi 10 dakikalik kisa bir aralikla
vapildiginda, 15 dakika once yapilan DCS enjeksiyonunun kogullanmay1
arttirip sakarin tercih oranmi azalttigi goriilmiigtiir. Fakat bu eglegsme
45 dakikalik uzun bir aralikla yapildiginda, kosullanmadan 15 dakika
once yapilan DCS enjeksiyonun kogullanmayr arttirmadigr gortilmiistiir
(Davenport ve Houpt, 2009). Nunnink ve ark. (2007) tarafindan yapilan
bagka bir ¢aligmada ise, sakarin alimi ile LiCl enjeksiyonu eslestirmesinden
15 dakika once siganlara sistemik D-cyloserine uygulanmugtir. Daha sonra
yapilan 2 sige tercih testinde, DCS uygulanan siganlarin sakarin bulunan
siseyi tercih etme oranlarimin azaldigi gozlemlenmistir (Nunnink ve ark.,
2007).

Kosullanma deneyleri disginda bagka davranig deneylerinde de DCS
kullanilmigtir.  Bozulmus sosyallik belirtileri gosteren Balb/c farelerine
davranig testinden 20 dakika 6nce 320 mg/kg olarak uygulanan DCS,
bu farelerin lokomotor aktivitelerini arttirmugtir (Deutsch ve ark., 2011).
Jecome ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada ise davranig testinden
20 dakika 6nce Balb/c farelerinde uygulanan 320 mg/kg dozundaki DCS,
gevrede uyaran olarak bulunan fareyi kesfetmek i¢in harcanan zaman arttiran
bir etki yaratmugtir (Jecome ve ark., 2011).

DCS8’nin NMDA reseptorlerinin etkinligini artirarak doza bagimli olarak,
Ogrenmeyi arttiran ve hafizay: giiglendiren etkilerini inceleyen bu ¢aligmalara
ragmen, yiiksek ve tekrarlanan dozlarin ayni etkiyi yaratmadig gosterilmistir
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(Quartermain ve ark., 1994; Flood ve ark., 1992). Ttiim bunlara dayanarak;
mevcut galisma, 320 mg/kg olarak uygulanan DCSnin fareler iizerine
sistemik enjeksiyonunun KCI 6grenmesi iizerine nasil bir etkisi oldugunu
bulmayr amaglamaktadir.

Yontem
Hayvanlarin Bakimu

Deneyde agirhiklart 30-36 gram arasi degisen 10-12 hafta araligindaki
CD1 erkek fareler kullanildi. Her biri 365 x 207 x 140 mm oOlgiilerine sahip
seffaf’ duvarli kafeslere birer hayvan yerlesecek gekilde hayvanlarin bakimi
saglandi. 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisiine sahip olan koloni odasinin
sicakligi 24 °C +/-1’de sabit tutuldu. Tiim deney boyunca hayvanlarin fare
yemi erisimi ad Libitum olarak saglanirken, su erisimi sadece asagida tarif
edilen zamanlarda kisitlandi. Deney, Technical Universal Verification Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul’u tarafindan onayland: (Karar Sayisi: 0034/2023;
Karar Tarihi: 30.06.2023).

Deney Gruplar:

Deneyde LiCl-DCS, LiCl-NaCl ve NaCl-NaCl olmak tizere toplam 3
grup bulunmaktadir (Tablo 1). Bu gruplarin ilki deney grubu olup, son ikisi
de kontrol grubudur. Her grupta 12 hayvan olmak tizere toplam 36 hayvan
kullanild1. Gruplar olusturulurken hayvanlarin agirhiklarinin ve yaslarinin
ortalamalarinin gruplar arasinda esit dagilmig olmasina dikkat edildi.

Ilaglarin Enjeksiyonu

LiCI-DCS grubuna kogullanmadan 15 dakika 6nce 320 mg/kg dozunda
DCS enjeksiyonu yapilirken, kogullanmanin 5. dakikasinda 6 mEq/kg
dozunda LiCl enjeksiyonu yapildi. Kontrol grubu olan LiCI-NaCl grubunda
ise; kogullanmadan 15 dakika 6nce 0.9% oraninda NaCl enjeksiyonu
yapilirken, kogullanmanin 5. dakikasinda LiCl enjeksiyonu gergeklestirildi.
Diger bir kontrol grubu olan NaCl-NaCl grubunda, hem kosullanmanin 15
dakika 6ncesinde hem de kosullanmanin 5. dakikasinda 0.9% oraninda NaCl
enjeksiyonu uygulandi.
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Tablo 1. Deney ve kontrol gruplar:

Gruplar Hayvan Sayis1 | Kosullanma Kosullanma
oncesi sirast

enjeksiyon enjeksiyon
Deney Grubu LiCl-DCS 12 DCS LiCl
Kontrol LiCl-NaCl 12 NaCl LiCl
Gruplart | NaCLNaCl 12 NaCl NaCl

Deney prosediirii 6 asamadan olugmakta olup, her bir asama detayl bir
sekilde agagida agiklanmugtir:

Abstrrma. Hayvanlarin ele alinmaya alismasi amaciyla, 4 giin boyunca her
biri giinde 3 dakika olmak tizere ele aligtirild1. 4. giin elde tutma alistirmasi
tamamlandiginda, kogullanma sirasinda gergeklestirilecek olan enjeksiyon
uygulamalarindan kaynakli stresi ve yenilik etkisini azaltmak igin her bir
hayvana NaCl enjeksiyonu yapildi. Bu stire¢ boyunca hem suya hem yeme
ulagimlarinda bir kisitlama uygulanmazken, 4. giiniin sonunda saat 17.30°da
su gigeleri kafeslerinden alinarak su egitimine baglandi.

Su Ieme Egitimi. Ahgtirma asamast bittikten sonraki 2 giin boyunca
hayvanlarin suya erigimi yalmzca sabah 10.00-10.30 ve aksam 17.00-17.30
olmak tizere glinde iki defa ile kisitlandi. Egitim sirasinda, kendi kafeslerinde
her zaman kullanilan geffat plastik su siseleri kullanild.

On Maruz Kabma. 2 giinliik su igme egitiminin ardindan, kogullanma
giinii olugabilecek olan neofobik tepkileri 6nlemek amaciyla, her bir hayvan
5 dakika kogullama ¢evresine maruz birakildi.

Kosullama Testi. On maruz kalma giiniinden bir giinsonra 12.30°da baglayan
kosullama stirecinden 15 dakika 6nce, hayvanlara bulunduklar1 gruba gore
NaCl (%0.9) ya da DCS (320 mg/kg) enjeksiyonlart yapildi. Kogullanma
odasinda asil hedeflenen, hayvanlarin farkli bir ¢evrede bulunduklarini
simgeleyen uyaranlar1 yerlestirerek gevresel ortamlarin degistirilmesiydi. Bu
amagla ilk olarak kogullanma odasinda alinmadan hemen 6nce, hayvanlar
seffaf duvarli kafeslerinden alinip siyah-beyaz mat geritli kafeslere yerlestirildi.
Bu kafeslerde normal kafeslerinden farkli olarak zeminde talag degil kedi
kumu kullanildi. Kogullanma odasinda kokusal uyaran olarak limon yag,
duyusal uyaran olarak 75 dB beyaz giiriiltii ve gorsel uyaran olarak da 60 watt
degerinde kirmizi 151k eklendi. Ayrica kosullanma odasinda su gigesi olarak,
yesil cam ve ¢elik bilye uglu sigeler kullanildi. Hayvanlar kogullanma odasina
alindiktan 5 dakika sonra gruplarina gore LiCl ya da NaCl enjeksiyonu
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yapildi. Enjeksiyondan 15 dakika sonra hayvanlar kogullanma odasindan
cikarilip kendi kafeslerine yerlestirildi. Hayvanlarin tekrar koloni odasina
gotiiriilmesiyle kogullama siireci tamamlandi. Kogullanma baglamadan 6nce
tartilan giseler kogullanma sonunda da tartilip, 20 dakikalik kogullanma
oturumunda hayvanlarin tiikettikleri su miktar1 belirlendi. Bu iglemlerin
hepsi her hayvan igin bireysel olarak ger¢eklestirildi.

Iyilesme. Kosullanmay1 takip eden iki giin hayvanlar iyilesme siirecine
alind1. Bu siire¢ boyunca su igme egitimlerinde belirlendigi saate gore su
erigimine izin verildi.

Bellek Testi. Tyilesme siirecinin ardindan 12.30°da baglayan bellek testinde,
her bir hayvan ayr1 zamanlarda olmak iizere 15 dakika boyunca kogullanma
odasina alindi. Bellek testi esnasinda higbir enjeksiyon islemi uygulanmadi
fakat ¢evresel uyaranlar kogullanma agamasindakiler ile ayniydi. Bellek testi
kogullu gevre itinmesinin giiciinii degerlendirmek amaciyla her bir farenin
igtikleri su miktart olgiildii.

Veri Analizi

Istatistiksel analiz yapmak igin Prism GraphPad (Siiriim 8) kullanildu.
Kogullandirma ve bellek testi sirasinda hayvanlarin su alimi, tek yonli
ANOVA kullanilarak degerlendirildi. Post-hoc kargilagtirmalar i¢in Fisher’in
LSD testi kullanildi. Farkliliklarin anlamli kabul edilmesi igin giiven diizeyi
%95 olarak ayarland: (p < 0.05).

Sonug

Kosullanma Sonuglari

Kogullama sirasinda gruplarin tiikettikleri sivi miktarlar1 Sekil 1°de
gosterilmektedir. Tek yonlii ANOVA testi sonuglarina gore gruplarin su
titketimi miktarlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmektedir F (2,
33) = 9.858,p = .0004. Fisher’s LSD analizi sonuglarina gore, LiCI-DCS
grubundaki (M = 1.552, SD = 0.363) farelerin su tiiketiminin, hem LiCl-
NaCl (M = 1.208, SD = 0.289; p < .05) hem de NaCl-NaCl (M = 0.916,
SD = 0.391; p < 0.0001) grubundakilere gore anlamli derecede daha fazla
oldugunu goriilmektedir. LiCl-NaCl grubundaki farelerin su tiiketimleri
ile NaCl-NaCl grubundakilerin tiiketimleri arasinda anlamli derecede fark
oldugunu da goriilmektedir (p < .05).
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Kosullanma Sirasindaki Ortalama Su Tiiketimi
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Sekil 1. 20 dakikalik kosullanma denemesi siivesince gruplavin ovtalama su titketimi.
Kosullanma swasmda DCS enjeksiyonu wygulanan faveler hem LiCI-NaCl hem de
NaCIl-NaCl enjeksiyonu alan farelere kyyasla daba fazla su tiiketmislerdiv. Kosullanma
swasmda LiCl enjeksiyonn wygulanan favelerin (LiCIl-NaCl) ise sadece NaCl
enjeksiyonu alan fareleve gove su tiiketimi daba fazladw: Degerler ovtalama + SH
seklinde verilmistiv. *p <.05, ****p <.0001.

Bellek Testi Sonuglar:

Bellek testi swrasinda gruplarin  tiikettikleri su miktar1  Sekil 2’de
gosterilmektedir. Tek yonlii ANOVA testi sonuglarina gore gruplar arasinda
su titketimi agisindan anlamh bir fark bulunmadigr goriilmektedir, F (2,
33) = 2.44, p = .1027. Fisher’s LSD analizi sonuglarina gore, LiCl-NaCl
grubundaki farelerin su tiiketimi (M = 0.4633, SD = 0.3351) NaCl-NaCl
grubundaki hayvanlarin su tiiketimi (M = 0.7375, SD = 0.2638; p < .05)
ile kiyaslandiginda anlamli derecede daha az olup, kosullu ¢evre itinmesinin
bagarili bir sekilde ger¢eklestigini gostermektedir. Ancak, LiCI-NaCl ve
LiCI-DCS (p = .1132) gruplar arasinda ve LiCI-DCS ve NaCl-NaCl (p =

.6341) arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir.
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Bellek Testi Ortalama Su Tiiketimi
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Sekil 2. Bellek testi siivesince gruplavm ovtalama su tiiketimi. LiCl-NaCl grubu, diger
iki gruba kyasla daba az su tisketmiglerdir. Istatiksel olavak anlamils fark sadece NaCl-
NaCl ve LiCI-NaCl gruplar: avasmdn goviilmiistiir: Degerler ovtalama + SH seklinde

verilmistiv. *p <.05.

Tartigma

Deneyimizin amaci, CD1 erkek farelerde 320 mg/kg dozunda DCS’nin
bir NMDA reseptorii kismi agonisti olarak KCI 6grenmesi iizerindeki etkisini
incelemekti. Deneyimizde, iki kontrol grubu olan NaCl-NaCl ve LiCI-NaCl
gruplar1 kullanilmigtir. LiCl-NaCl grubu, hayvanlarda LiCl ile olusturulan
KCI 6grenmesinin varligini test etmek amaciyla deneyimize dahil edilmistir.
KCP’nin gerceklesip gerceklesmedigi, diger kontrol grubu olan NaCl-
NaCl grubu ile bellek testi sirasinda su tiiketimi arasindaki anlamh farkin
incelenmesiyle belirlenmigtir. Deneyimiz sirasinda, NaCl-NaCl grubunun
kogullama siirecinde yaklagik olarak 1 ml su igerken, diger gruplarin 1.2-
1.5 ml arasinda su tiikettigi gozlemlenmistir (Sekil 1). Bu degerler, daha
onceki KCI deneylerinde elde edilen sonuglari ile uyumlu olup (Kislal ve
Blizard, 2016, 2018), NaCIl-NaCl grubunun kismen daha az su igmesinin,
belirli hayvanlarin genel olarak daha az su igmeye egilimli olmalar1 olarak
aciklanabilir.
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KCI’nin bagarili bir sekilde gerceklesip gergeklesmedigi, kosullamadan ig
giin sonra gergeklestirilen bellek testi ile kanitlanmugtir. LiCI-NaCl grubunda
kosullu gevre itinmesinin gergeklestigi ve bu grubun NaCl-NaCl grubuna
gore daha az su igtigi istatistiksel olarak anlamlidir. Bu sonuglar Kislal ve
Blizard (2016, 2018) tarafindan yapilan ¢aligmalarda da gosterildigi gibi;
kafeslerde kogullama sirasinda yapilan gevresel degisikliklerin hastalik
durumu ile eslestirilmesi sonucunda, KCI 6grenmesinin gergeklestigi bu
deneyimizde CD1 erkek fareler ile tekrarlanmugtir.

Bellek testi sonuglarina gore, LiCI-DCS grubu ile NaCl-NaCl grubu
arasinda anlamli bir fark saptanmamugtir. Bu sonug bize, kosullu gevre
itinmesinin gergeklesmedigini gostermektedir. Daha 6nce yapilan galigmalar,
DCS8nin yiiksek dozlarda veya kronik uygulamalarda antagonist bir etki
yaratabilecegini gostermistir (Quartermain ve ark., 1994; Flood ve ark.,
1992). Sonuglarimiz, DCSnin bu deneyde oldugu gibi yiiksek dozda
uygulanmasinin  KCI 6grenmesini zayiflatabilecegini diisiindiirmektedir.
Agonist olarak gorev almasi durumunda, 6grenme tizerinde pekistirici etkisi
olacagindan LiCl-DCS ve NaCl-NaCl gruplar arasinda fark beklenmektedir
ancak bu deneyimizde gozlemlenmemistir.

Bu sonuglar, DCSnin KCI 6grenmesi {izerindeki etkisinin karmagik
oldugunu ve doza bagh olarak degisebilecegini gostermektedir. Ileride
yapilacak cahigmalarda DCSnin KCI 6grenmesi iizerindeki etkisini farkh
dozaj seviyeleri kullanilarak degerlendirilmesi planlanmaktadir. Hangi
dozlarda DCS’nin agonist veya antagonist etki gosterdigi arastirilabilecegi
gibi, yine DCS’nin en etkili oldugu zaman dilimleri iizerine daha fazla
aragtirma yapilmasi hedeflenmektedir.

Literatiirdeki ¢aligmalara ve elde ettigimiz sonuglara gore, DCS’nin bellek
tizerindeki etkilerini daha iyi anlamak ve potansiyel klinik uygulamalarin
gelistirmek igin daha fazla aragtirma yapilmasi gerektigini gormekteyiz.
Bu aragtirmalar, DCS’nin 6grenme ve bellek itizerindeki roliinii daha iyi
anlamamiza ve bu ilacin kullanimini optimize etmemize olanak saglayacagin
diigtinmekteyiz.
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