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YÜKSEK POLİFENOLLÜ ZEYTİNYAĞIN YAŞLI SIÇANLARDA BEYİN 
DOKUSUNDA NÖROJENEZE ETKİSİNİN MOLEKÜLER VE DAVRANIŞSAL 

OLARAK İNCELENMESİ 

Yüksek Lisans Tezi 
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DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

Sinirbilimler Anabilim Dalı 

ÖZET 

Nörojenezin nöral plastisitede, beyin homeostazında ve merkezi sinir sistemin korunmasında 
kritik bir rol oynadığı düşünülmektedir. Nörojenezin kronik hastalıklar için birincil risk faktörü 
olan yaşlanma sürecinde, beyin rahatsızlıklarından etkilenen hasarlı beyin hücrelerinin 
onarımında, ve hipokampal fonksiyonların sağlıklı işleyişinde rolü olduğu savunulmaktadır. Son 
yıllarda beslenme yaklaşımlarının yaşlanma sürecinde meydana gelen moleküler süreçleri 
etkileyerek beynin işlevselliğine katkıda bulunduğunu savunan çalışmalar artmıştır. Akdeniz 
diyeti terimi bu tür çalışmalar ile literatüre girmiş, polifenolden zengin yiyeceklerin moleküler ve 
fonksiyonel etkileri araştırılmaya başlanmıştır. Ülkemizde de önemli bir besin kaynağı olan 
zeytinyağının içeriğindeki polifenol miktarının yaşlanma sürecinden etkilenen nörojenez 
üzerindeki etkisini araştırmak amacıyla gerçekleştirdiğimiz çalışmada yaşlı ve genç dişi sıçanlar 
kullanılmıştır. Altı hafta boyunca yüksek ve düşük polifenol içerikli zeytiyağı ile beslenen sıçanlar 
deney sonunda mekansal bellek ve anksiyete benzeri davranış açısından değerlendirilmiştir. 
Hipokampal nörojenezi değerlendirmek amacıyla Dendat Gyrus (DG)’deki çoğalan hücreler 
bromodeoksiüridin (BrdU), olgunlaşmış hücreler ise nöron spesifik nükleer bir protein olan 
(NeuN) ile immunohistokimya yöntemi ile etiketlenmiştir. Yüksek polifenolün beyin 
yaşlanmasında bozulan kalsiyum tamponlama kapasitesine etkisi kalbindin proteini ile, azalan 
sinaptik bütünlüğe etkisi ise sinaptofizin düzeyi ile değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler, yüksek 
polifenollü zeytinyağının nörojenezde artışa sebep olduğunu, düşük polifenollü beslenmenin ise 
nörojenik etkisi olmadığını göstermiştir. Yüksek polifenollü zeytinyağ ile beslenen grupta 
kalbindin protein ekspresyonun artış gösterdiği ve benzer şekilde sinaptik yoğunlukta artışa sebep 
olduğu saptandı. Düşük polifenol ile beslenen grupta ise kalbindin ve sinaptofizin üzerinde bir etki 
görülmedi. Çalışmamızda 6 hafta boyunca yüksek polifenollü zeytinyağı ile beslenmenin 
mekansal bellekte ve anksiyete benzeri davranışta iyileşme yönünde değişiklik göstermediği 
saptandı. Sonuçlarımız, yüksek polifenollü zeytinyağının nörojenik etkisini hücrelerin çoğalma, 
olgunlaşma evrelerindeki molekülleri (BrdU, Nestin, NeuN) ve beyin yaşlanmasında koruyucu 
etkisini sinaptofizin, kalbindin düzeylerini arttırarak sağladığını ilk kez ortaya koymaktadır.  

Anahtar sözcükler: nörojenez, nöral kök hücre, polifenol, yaşlanma, zeytinyağı 

Tezin sayfa adedi: 98 

Danışman: Prof. Dr. A. Semra Koçtürk 
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MOLECULAR AND BEHAVIORAL EFFECTS OF OLIVE OIL WITH HIGH 
POLIFENOL CONTENT ON NEUROGENESIS IN AGED RATS 

Master’s Thesis 

Özgün KIMIZOĞLU 

DOKUZ EYLUL UNIVERSITYINSTITUTE OF HEALTH SCIENCE 

Department of Neuroscience 

ABSTRACT 

Neurogenesis is thought to play a critical role in neural plasticity, brain homeostasis, and 
maintenance of the central nervous system. It is argued that neurogenesis have an important 
role in the aging process, which is the primary risk factor for chronic diseases, in the repair of 
damaged brain cells affected by brain disorders, and in the healthy functioning of hippocampal 
functions. In recent years, nutritional studies contribute to the functionality of the brain by 
influencing the molecular processes occurring in the aging process have increased. The term 
Mediterranean diet has entered the literature with such studies, and the molecular and 
functional effects of foods rich in polyphenols have begun to be investigated. Old and young 
female rats were used in our study to investigate the effect of the olive polyphenol which is 
an important food source in our country, on neurogenesis, which is affected by the aging 
process. Rats fed olive oil with high and low polyphenol content for six weeks were evaluated 
for spatial memory and anxiety-like behavior at the end of the experiment. To evaluate 
hippocampal neurogenesis, proliferating cells in Dendat Gyrus (DG) were labeled with 
bromodeoxyuridine (BrdU), and mature cells were labeled with a neuron-specific nuclear 
protein (NeuN) by immunohistochemistry method. The effect of high polyphenol on calcium 
buffering capacity, which is impaired in brain aging, was evaluated by calbindin protein, and 
its effect on decreased synaptic integrity was evaluated by synaptophysin level. The data 
showed that olive oil with high polyphenols induce an increase in neurogenesis, while diet 
with low polyphenols had no neurogenic effect. It was determined that calbindin expression 
increased in the group fed with high polyphenol olive oil, and similarly, it caused an increase 
in synaptic density. There was no effect on calbindin and synaptophysin in the low polyphenol 
fed group. In our study, it was determined that feeding with olive oil with high polyphenols 
for 6 weeks did not show any improvement in spatial memory and anxiety-like behavior. Our 
results reveal for the first time that the neurogenic effect of olive oil with high polyphenols 
increases the molecules (BrdU, Nestin, NeuN) in the proliferation and maturation and ithe 
protective effect in brain aging by increasing synaptophysin and calbindin levels. 

Key words: neurogenesis, neural stem cell, olive oil, polyphenol, aging 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Nörojenez genel anlamıyla nöral kök hücrelerin nöronlara farklılaştığı, olgunlaşarak 

bulunduğu nörojenik bölgedeki fonksiyonel nöral ağlara katıldığı biyolojik bir süreçtir. 

Doğum öncesinde ve sonrasında beyin oluşumu ve gelişimi için hayati bir mekanizma 

olan nörojenezin, 1960’lı yıllarda Altman ve Das tarafından yetişkin beyni için 

tanımlanmasına kadar varlığının sadece bu dönemler ile sınırlı olduğu kabul edilmekteydi 

(1). Günümüzde ise beynin nöroplastik özelliğinin bir parçası olarak, yetişkin beyninde 

hipokampüste yaşam boyu aktif olduğu gösterilmiştir (2). Yaşlanma genetik, çevre ve 

yaşam tarzı faktörleri arasındaki etkileşimlerin sonucu olarak fizyolojik fonksiyonların 

zamana bağlı azalmasıdır. Beyin, yaşlanma ile her on yılda toplam hacminin yaklaşık 

%5’ini kaybetmekte, varolan morfolojik değişikliklere genomik istikrarsızlık, oksidatif 

stres, mitokondriyal disfonksiyon, DNA mutasyonlarının zamanla hücre içinde 

birikmesi,sinaps sayısındaki azalma ve kronik inflamasyon eşlik etmektedir (3). Yaşlanma 

ile meydana gelen hücresel değişiklikler nedeniyle nöral kök hücrelerin de yaşlanması, bu 

hücrelerin kendini yenileme ve farklılaşma kapasitesini azaltmaktadır (4). Son zamanlarda 

birçok araştırma yaş ile meydana gelen değişikliklerin hem hücre dışı hem de hücre içi 

süreçlerininnörojenez üzerinde nasıl rol oynadığını araştırmaktadır. Hipokampüste 

üretilen ve olgunlaşabilen hücre sayısının yaşlanma sürecinden nasıl 

etkilendiğikonusundabirbiri ile karşıt görüşler mevcuttur. Kemirgenlerle yapılan 

çalışmalar yaş ile nörojenez miktarının azaldığını göstermekteyken, insanlarla yapılan 

çalışma sayısının sınırlı olmasının yanı sıra, bu azalmanın insanlar için kemirgenlerdeki 

gibi olmadığını savunan çalışmalar da mevcuttur (5,6). Meydana gelen moleküler 

değişiklikler öğrenme ve hafıza fonksiyonları için hayli önemli olan hipokampüsün ve 

Dentat Girus’un (DG) fonksiyonelliğine etki etmektedir. Hatta hafıza yaşlanmada en çok 

etkilenen bilişsel fonksiyonlardan biri olarak karşımıza çıkmaktadır. Yaşlı fareler 

üzerinde, nörojenezin yaşa bağlı azalmasının kognitif fonksiyonlarla ilişkisini araştıran 

çalışmalarda egzersiz, beslenme gibi nörojenezi artıran müdahalelerin kognisyonu 

geliştirdiğine işaret etmektedir (7). Son yıllarda yaş ile artan anksiyetenin ve depresyonun, 

nörojenez ile ilişkisi serotonin geri alım inhibitörleri çalışmalarında kullanılmaktadır 



 

 2 

(8,9). Kemirgenlerde ve insan olmayan primatlarda yapılan çalışmalar, depresyon 

ilaçlarının nörojenezi arttığına işaret etmektedir (10). 

Dünyanın yaşlanan bir nüfusa sahip olması ve yaşlanmanın etkileri göz önüne 

alındığında, yaşa bağlı sağlık sorunlarından korunmak hatta yaşlanma ile meydana gelen 

bozuklukları geriye çevirmek için olası nöroprotaktif maddeler geliştirmek ve kullanmak 

iyi bir yöntemdir. Bunun için polifenol gibi besin maddeleri kullanmak bu seçeneklerden 

biridir (11). Polifenoller çoğunlukla meyve, sebze, çay ve yenilebilir bitkilerde bulunan; 

bir ya da daha fazla hidroksil (OH) grubu içeren aromatik halkadan oluşan bileşiklerdir. 

Lipofilik yapısı nedeni ile kan-beyin bariyerinden geçebilmekte ve bu özellikleri 

dolayısıyla beyin yaşlanmasına karşı pek çok yararlı etkisi olduğu düşünülmektedir 

(11,12). Akdeniz diyetinin ve ülkemizde de günlük beslenmenin önemli bir parçası olan 

zeytinyağı polifenollerinin bu mekanizmalar üzerindeki moleküler etkisi henüz tam olarak 

aydınlatılabilmiş değildir.  

Nörojenezin moleküler ve davranışsal düzeydeki etkileri göz önüne alındığında, 

nörojenezi arttırmanın bilişsel işlevleri de arttırıp arttırmadığı daha da önem 

kazanmaktadır. Yaşlılık sürecinden etkilendiği düşünülen hipokampal nörojenezin ve 

prefrontal korteksteki sinaptik yoğunluğun zeytinyağı polifenollerinin günlük tüketimi ile 

ne şekilde etkilendiğine dair bir çalışma literatürde bulunmamaktadır. Ayrıca, yüksek 

polifenollü zeytinyağının günlük tüketimin nörojeneze bağlı olarak davranışa etkisini 

inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle bu çalışmada yüksek polifenol 

içerikli zeytinyağının DG’deki kök hücre çoğalmasına ve olgunlaşmasına belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Ayrıca ikinci amacımız yüksek polifenollü zeytinyağının mekânsal 

öğrenme ve belleğe etkisi ile anksiyete benzeri davranışa etkisini araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Öğrenme ve Hafıza ile İlişkili Beyin Yapıları 

Sinir sistemi bir bütün olmasına karşın anatomik veya fonksiyonel olarak çeşitli 

bölgelere ayrılarak incelenmektedir. Anatomik olarak merkezi ve çevresel olarak ikiye 

ayrılan sinir sisteminin merkezi (santral) denilen, kafatasının altındaki yapıları oluşturan 

kısımları kabaca şu şekilde ayırabiliriz: beyin yarım kürelerini ve diensefalonu oluşturan 

ön beyin, beyin sapının bir bölümünü oluşturan orta beyin ve beyin sapı, serebellum gibi 

yapıları içeren arka beyin. Bu beyin bölgelerinin dış kısmında bu bölgeleri saran, serebral 

korteks denilen ve beyin hacminin %80’ini oluşturan bir tabaka bulunur. Korteks biliş, 

hafıza, görsel bilginin işlenmesi, dil oluşturma ve anlama yeteneği gibi fonksiyonları 

meydana getiren yapıların bir bütünüdür ve fonksiyonel olarak özelleşmiş bölgelerden 

oluşur. Korteksin altında ise hareket, bilinç, cinsellik, beş duyumuzun işlevi gibi 

fonksiyonları üreten beyin yapıları bulunmaktadır. Tüm bu beyin yapıları kendi özgün 

devreleri ve birbirleri ile olan bağlantıları sayesinde var olan beyin fonksiyonlarını 

üretmektedirler (13,14). 

Öğrenme yeni bilginin sinir sistemi tarafından kazanıldığı ve davranış değişiklikleri 

yoluyla gözlemlenebildiği süreç olarak tanımlanmaktadır. Hafıza ise öğrenilmiş bilginin 

kodlanması, saklanması ve geri çağırılmasını ifade etmektedir. Ayrıca hafıza, çeşitli 

beyin yapılarıve farklı hafızatürleri ile oluşan bir sistemdir. Hafıza türleri bildirimsel ve 

bildirimsel olmayan olarak ikiye ayrılmaktadır, ancak bu hafıza çeşitleri de kendi 

içlerinde bölümlere ayrılmaktadır (15) (Şekil 1). 
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Şekil 1: Hafıza türleri ve ilişkili beyin yapıları. 

Bildirimsel hafıza: Bilinçli olarak öğrenip hatırlanan olay ve olgulara dair bilgileri 

içeren hafıza türüne denmektedir. Hipokampüsün içinde olduğu medial temporal lob 

yapıları; talamusun ve hipotalamusun içinde olduğu ön beyin yapısı olan diensefalik 

yapılar bildirimsel hafıza fonksiyonunu oluşturmaktadır (15). Prefrontal korteks hafızada 

saklanan bilgilerin kişinin hayat deneyimi doğrultusunda kullanılıp kullanılmayacağının 

belirlenmesi fonksiyonunu oluşturmaktadır. 

Hipokampüsserebral korteksin medial temporal kısmında bulunan ve Cornu 

Ammonis (CA), Dendat Girus (DG), subikulum ve entorhinal korteks (EK) adı verilen 

bölümlerden oluşan korteks bölgesidir. Hipokampüste öğrenilen bilgiler günler, hatta 

yıllar boyunca burada saklanabilir. Hipokampüsün lezyonlarında ise yeni bilgilerin uzun 

süre saklanamadığı yani yeni hafızaların oluşmadığı görülmüştür (16). Hipokampüsün 

öğrenme ve hafıza ile ilgili bu rolünü diğer beyin bölgeleri ile kurduğu bağlantılar 

sayesinde oluşturduğu öne sürülmektedir. Hipokampüs, prefrontal korteks ile bildirimsel 

hafıza türü olan çalışma hafızası fonksiyonunda beraber çalışmaktadır. Örneğin çalışma 

hafızası ile telefon numarası kısa süreliğine hafızada tutulabilir ve hızlıca unutulabilir 

(15,17). 
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Bildirimsel olmayan hafıza: Hafızanın bilinç düzeyinde gerçekleşmeyen türüne 

denmektedir. Bilinçli olmayan düzeyde kazanılan bilgi ve beceriler bu hafıza türüne aittir. 

Örneğin şarkı söylemek veya bisiklete binmek striatum, neokorteks, amigdala ve 

serebellum yapılarının ürettiği hafıza türüdür (18). Son çalışmalar striatum bağımlı 

alışkanlık belleği ile hipokampüs bağımlı bildirimsel belleğin birbiri ile bağlantılı 

çalıştığını ifade etmektedir. Hipokampüsün temel fonksiyonu mekânsal öğrenmedir. 

Striatum ise alışkanlık-benzeri, motivasyonel öğrenmede önem kazanmaktadır. T-

labirent ile yapılan bir çalışmada sıçanlara besin konularak bir kola gitmeyi öğrenmeleri 

sağlanmıştır. Daha sonra ödül kaldırıldığı durumda da sıçanların aynı kola gitme 

eğiliminde oldukları görülmüştür. Aynı deneyde hipokampüs lidocaine uygulaması ile 

inhibe edildiğinde bu alışkanlık davranışının da kaybolduğu gözlemlenmiştir (19). Bu 

çalışma hipokampüsün ve striatumun birlikte çalışarak alışkanlık-benzeri hafıza 

fonksiyonunu nasıl oluşturduğuna dair güzel bir örnek oluşturmaktadır. 

2.1.1. Hipokampüsün Anatomik Özellikleri 

Hipokampus, kortikal hemisferin medial kenarını oluşturan ve lateral ventrikülün 

medial duvarında yer alan kıvrımlı bir yapıdır. Uzun zamandır üzerine çalışmalar 

yapılması nedeniyle de iyi tanımlanmıştır. Hipokampal oluşum, CA1, CA2, CA3 

bölgelerini, DG ve subikulumu içerir. Bu yapılar kendi içinde birbirlerine bağlı olmakla 

beraber aynı zamanda neokortikal, subkortikal ve limbik yapılarla bağlantı 

kurmaktadırlar. Hipokampüsün bağlantı kurmada birincil hücresi piramidal nöronlardır. 

Piramidal hücreler dendat granül hücreler ve hipokampal internöronlar ile birbirlerine 

bağlıdırlar (20).  

Hipokampüsün girdi sinyallerini aldığı bölgelerden biri DG’dir. DG girdi 

sinyallerinin büyük bir kısmını EK’den almaktadır. Hipokampüse ana uyarıcı, 

glutamaterjik girdiyi sağlayan EK’in perforant yol aksonları, DG ile bağlantı kurar ve 

moleküler tabakadaki granül nöronlarla iletişimi sağlar. Diğer glutamaterjik girdi, 

hilustaki liflerden (mossy fiber) buradaki granül hücrelere gelir. Bu granül hücreler daha 

sonra liflerinin aksonlarını CA3 piramidal hücrelere yollar. CA3 piramidal hücreler ise 
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Schaffer kollateralleri ile CA1 bölgesinde bulunan hücreler ile bağlantı kurar. Buna 

karşılık CA1 piramidial nöronları EK’e subiculum ile bağlantı kurar. Granül nöronların 

yosunsu lifleri hilusta kollateral oluşturur ve yosunsu hücrelerin proksimal dendritleri, 

basket hücrelerinin bazal dendritleri ve diğer hücreler ile sinaps yapar (20) (Şekil 2). 

Hipokampüse girdiler kortikal ve subkortikal yapılardan gelmektedir. Subikulum 

prefrontal korteksten, EK de orbifrontal temporal, parahipokampal korteks, olfaktor 

bulbus, amigdala gibi yapılardan girdi sinyalleri almaktadır. Bu bölgelerin çoğu da 

birbirleri ile bağlantılıdır. CA1 bölgesinden de prefrontal korteks ve anterior singulat 

korteks gibi kortikal alanlara giden afferentler ya da EK üzerinden bu kortikal alanlara 

giden nöral sinyaller uzun süreli belleğin oluşumunda görev almaktadır (20). 

 

Şekil 2: Hipokampal oluşum ve anatomik bağlantıları (21). 



 

 7 

Hipokampüs yapısı içinde gerçekleşen bu moleküler olaylar hafıza oluşumunu 

sağlamaktadır. Bu nedenle nörojenezin gerçekleştiği bölge olan hipokampüsün DG 

bölgesi öğrenme ve hafıza fonksiyonuna etki eden önemli bir bölge olarak kabul 

edilmektedir. DG’deki nörojenezin öğrenme ve hafıza fonksiyonuna nasıl etki ettiği pek 

çok araştırmanın konusudur. 

2.2. Hipokampal Nörojenezin Öğrenme ve Bellekte Önemi 

Hipokampüs yeni bilginin kodlanmasında ve kodlanan bilginin geri çağırılmasında 

hayati bir rol oynamaktadır. Son çalışmalar hipokampüsün yapısının ve fonksiyonunun 

homojen olmadığını ortaya koymaktadır. Bu bölgelerin lezyona uğratılmasıyla yapılan 

çalışmalar dorsal hipokampüsün öğrenme ve uzamsal hafıza ile ilişkili olduğunu; ventral 

hipokampüsün ise duygusal ve motive edilmiş davranışları nukleus akumbens, prefrontal 

korteks, amigdala ve enthorhinal korteks ile bağlantıları yoluyla ve hipotalamus-hipofiz-

adrenal (HPA) yolu üzerinden de stres yanıtını düzenlediğini öne sürmektedir. 

Nörojenezin gerçekleştiği hipokampüsün DG bölgesi her iki bölgede sürekli olarak yeni 

nöronlar ürettiği belirtilmektedir (22).  

Nörojenezin hipokampal fonksiyonlarla ilişkisini anlamak amacıyla kemirgenler ile 

pek çok çalışma gerçekleştirilmiştir. Nörojenezi çeşitli yöntemler ile durdurmak 

nörojenezin hipokampal fonksiyonlara olan katkısını anlayabilmek için kullanılmıştır. 

Örneğin sıçan ya da farelere metilazoksimetanol uygulanarak bölünen hücrelerin hücre 

döngüsünü tamamlamaları engellenmiş ve akabinde davranış testleri uygulanmıştır. Bu 

yöntemle yapılan bir çalışmada hipokampal fonksiyon olan göz kırpma koşullanmasında 

gerçekleşen öğrenmenin bozulduğu, bunun da nörojenezdeki azalma ile görüldüğü 

bildirilmiştir (23). Nörojenezi durdurmak için DG hücrelerini tahrip etme veya verilen 

çeşitli ilaçlarla durdurma çalışmalarının hipokampüsün fizyolojisini etkilemesi sebebiyle 

daha özelleşmiş yöntemler kullanmak daha güvenilir sonuçlar elde edilmesi 

sağlanmaktadır. Bunlardan biri gen manipülasyon teknikleri kullanarak spesifik olarak 

sadece belirli hücre tipindeki belirli molekülleri inhibe etmeye yönelik yöntemlerdir. 

Örneğin, sadece nestin eksprese eden hücrelerin seçici olarak apoptoza gönderilmesinin 
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indüklendiği bir fare çalışmasında, nörojenezin azaldığı görülmüş ve Morris su labirenti 

testinde öğrenme ve mekânsal belleğin bozulduğu gözlemlenmiştir (24).  

Hafızanın en büyük görevlerinden biri, birbirine çok benzeyen bilgileri daha 

önceden belleğe kaydedilmiş bilgiler ile karıştırmadan saklayabilmesidir. Bu işleve patern 

ayrımı adı verilir (25). Nörojenezin fonksiyonuna dair kemirgenlerle yapılan çalışmalar 

nörojenezin patern ayrımı fonksiyonu için çok önemli olduğuna işaret etmektedir. 

Farelerde DG’de yeni üretilmiş progenitör hücrelerin ve olgun dendat granül hücrelerin 

elektrofizyolojik özelliklerinin karşılaştırıldığı bir çalışmada, DG’nin patern ayrımına 

katkıda bulunarak epizodik ve uzamsal hafıza fonksiyonlarında yer aldığı bildirilmiştir 

(26).  

Yetişkin nörojenezi ile üretilen DG hücrelerinin özellikleri ile ilgili bir başka görüş, 

DG hücrelerinin olgunlaşma sırasında çevresel girdi sinyalleri ve kognitif ihtiyaca göre 

farklı işlevler gösterecek şekilde gelişim aşamalarından geçip olgunlaşmasıdır (27). Bu 

görüşü destekleyen çalışmalara örnek olarak; gönüllü yapılan egzersizin SGZ’de hücre 

çoğalmasını arttırdığını gösteren çalışma ve zenginleştirilmiş çevrenin 1-3 haftalık 

olgunlaşmamış nöronların sağ kalımını teşvik ettiğini gösteren çalışma gösterilebilir. Ek 

olarak bu çalışmalar hem gönüllü egezersizin hem de zenginleştirilmiş çevrenin, yaşlı ve 

genç kemirgelerin Morris su labirenti testindeki performanslarını iyileştirdiğini 

savunmaktadır (28,29).  

2.3. Nörojenezin Anksiyete ile ilişkisi 

Hipokampüsün stres ile ilgili olan beyin yapıları ile bağlantıları ve hipokampüsün 

duygusal yanıtları düzenlemedeki rolü göz önüne alındığında nörojenezin bu 

mekanizmalar üzerindeki etkisi de önem kazanmaktadır. Nörojenezin kemirgenlerde 

anksiyete benzeri davranışa etkisi tartışmalıdır. SGZ’deki nörojenezin duygu durumuna 

olan potansiyel etkisini ilk ortaya atan Gould ve arkadaşları (30), yaptıkları çalışmada 

SGZ hücre bölünmesinin kortikosteroidler tarafından baskılandığını göstermişlerdir. 

Daha sonra yapılan çalışmalar 2-8 haftalık kronik stres prosedürlerinin kemirgenlerde 

nörojenezi azalttığı, benzer şekilde sosyal izolasyona maruz kalan insan olmayan 
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primatlarda da nörojenezin azaldığı ve anhedoni meydana geldiği gösterilmiştir (30). 

Stresin nörojenez üzerindeki azaltıcı etkisini gösteren çalışmalar dışında, nörojenezin 

anksiyete benzeri davranışı yalnızca stres varlığında etkilediği, stresin olmadığı 

durumlarda ise etkisinin olmadığı savunulmaktadır. Normal nörojenez sürecinde nöral 

kök hücrelerin %60-80’i olgunlaşamadan Bax bağımlı apoptoza uğramaktadırlar. Hill ve 

arkadaşlarının (31) farelerde yaptığı çalışmada apoptotik Bax protein ekspresyonu inhibe 

edildiğinde DG’deki nörojenezin arttığı ve olgunlaşarak yetişkin granül hücrelere 

dönüştüğü gösterilmiştir. Nörojenezin arttığı grupta yapılan davranış testlerinde anksiyete 

benzeri davranışta herhangi bir değişiklik görülmemiştir. Buna karşılık deneyde kortizol 

seviyesinin dört hafta boyunca kortikosteron verilerek arttırıldığı aynı transjenik modelde 

kortizol ile yükselen anksiyete benzeri davranışın iyileştiği görülmüştür. Bu da 

nörojenezin antidepresan ilaçların ve çevre zenginleştirmesinin davranışsal etkilerini 

arttırdığı, fakat tek başına anksiyete benzeri davranışta etkili olmadığı şeklinde 

yorumlanmıştır. 

2.4. Nörojenez ve Yetişkin Nöral Kök Hücrelerin Rolü 

Nörojenez omurgalı ve omurgasız hayvan türlerinde görülen, nöral kök hücrelerin 

çoğalmasından olgunlaşarak fonksiyonel nöral ağlara katılmasına kadar olan süreçleri 

kapsayan biyolojik bir olgudur. Nörojenez sinir sisteminin embriyonik oluşumuyla 

başlayıp postnatal gelişimiyle devam etmekte, yetişkinlik ve yaşlılık dönemi boyunca sinir 

sistemi içerisinde rol oynamaktadır (32). Sinir sisteminin gelişmesinde yaşamsal bir 

öneme sahip nörojenezin, yetişkin dönemde insan beynindedevam edip etmediği pek çok 

çalışma ile sorgulanmıştır. Memeli beyni ile yapılan çalışmalarda üç beyin bölgesinde 

nörojenezin gerçekleştiği gösterilmiştir (5,33,34). Bu beyin bölgeleri lateral ventriküllerin 

subventriküler zonu (SVZ), hipokampüsün subgranüler zonu (SGZ) ve striatumdur. 

SVZ’deki nöral kök hücre havuzunda üretilen yeni hücreler rostral göç akımıyla olfaktor 

bulbusa ulaşmakta ve burada çeşitli tiplerde internöronlara ve glial hücrelere farklılaşarak 

mevcut devrelere katılmaktadırlar (35). Hipokampüste DG’daki nöral kök hücreler ise 

SGZ’de üretilmekte, üretilen hücreler olgunlaşmamış nöronlara ve astrositlere 

farklılaşmakta ve görece daha kısa bir göç ile granül hücre tabakasına ulaşmaktadır. 
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Buradaki hücreler olgun nöronlara dönüşüp buradaki nöral ağlara katılmaktadırlar (35) 

(Şekil 3). Lateral ventrikülün yanında konumlanan striatum ise nörojenez açısından son 

yıllarda önem kazanmıştır. Daha önceleri sadece hareket ile ilişkilendirilen striatum ödül, 

motivasyon gibi davranışın duygusal yanıtları ile ilgili bir beyin yapısıdır. Belleğin 

alışkanlık ile ilgili yönlerinde rol oynayan striatumda gerçekleşen nörojenezin, 

hipokampal nörojenezle kıyaslanabilir miktarda olduğu bildirilmektir (34)(36). 

 

Şekil 3: Hipokampüs ve yetişkin nörojenezi (37). 

Çoğunlukla kemirgenler ile yapılan birçok çalışma nörojenezin varlığını doğrulasa 

da insan beyni ile kemirgen beyninin filogenetik olarak farklı olması insanlarda 

gerçekleşen nörojenezin araştırılmasını gerektirmiştir. Bergmann ve ark. (33) yaptığı 

çalışma SVZ’de gerçekleşen yetişkin nörojenezin insanlarda kemirgenlerdeki gibi 

gerçekleşmediğini öne sürmektedir. 14C yöntemi ile yapılan bu çalışmada insan olfaktör 

bulbusundaki 14C miktarı ölçülmüş ve SVZ’deki nörojenezin insanlarda 100 yılda bir, %1 

yeni nöron üretimine karşılık gelecek miktarda olduğu savunulmuştur. Kemirgenlerde ise 

olfaktör bulbusta bulunan nöronların yılda %50 kadarının yeni üretilen nöronlar olduğu 

bildirilmiştir (33,38). Sonuç olarak ortak kanı, insanlarda SVZ’de gerçekleşen 
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nörojenezin gözlemlenebilir ve ölçülebilir olmasına rağmen bu kapasitenin diğer 

memelilere göre bir hayli sınırlı olduğu yönündedir (39).  

Hipokampal nörojenez ise insan olmayan primatlarda ve özellikle kemirgenlerde 

çokça çalışılmıştır. İnsanlarda ise hipokampal nörojenezin varlığını doğrulayan ilk 

çalışma skuamöz hücreli karsinom tanısı almış ve tümör aktivitesini ölçmek amacıyla 

bromodeoksiüridin (BrdU) uygulanmış hastaların postmortem hipokampüs dokuları ile 

gerçekleşmiştir (40). Sonuçta ortalama yaşları 64.4 olan insanların hipokampüslerinde 

hücre döngüsünde DNA sentezi sırasında BrdU’nun hücre DNA’sına bağlandığı ve 

dolayısıyla hücrelerin çoğaldığı belirlenmiştir. Daha sonra insan dokuları üzerinde yapılan 

araştırmalarda birbirine karşıt görüşler olsa da yetişkin DG’deki hücrelerin yaklaşık 

%0.004’ünün yeni üretilen hücreler olduğu görüşü hakimdir. Bu sayının iki aylık 

kemirgenlerde daha yüksek olduğu (günde %0.03 ile 0.06 arası), 16 yaşındaki makak 

maymunlarında ise insanlara göre daha fazla  olduğu bildirilmektedir (günde %0.004 ile 

0.02 arası) (41–43). 

Radial-glia benzeri hücreler denen ve kök hücre özellikleri gösteren astrositler 

hipokampüstenöral kök hücre havuzunu oluşturmaktadırlar. Yetişkin beyninde bu 

hücrelerin kök hücre özelliklerini devam ettirebilmelerini veya farklı tipte nöral hücrelere 

dönüşebilmelerini düzenleyen birçok faktör bulunmaktadır. Nöral kök hücre mikroçevresi 

adı verilen bu bölgededüzenleyici moleküller ve diğer hücre tipleri bulunmaktadır. Kök 

hücre özellikli astrositler simetrik bölünerek iki kardeş kök hücre oluşturmakta ve 

havuzdaki kök hücre sayısını arttırmaktadır. Buradaki kök hücrelerin asimetrik 

bölünmesiyle biri kök hücre özellikli diğeri nöral hücre üretme kapasitesine sahip 

progenitör hücre denen iki hücre oluşmaktadır. Progenitör hücreler beş gelişimsel 

basamaktan geçip olgun nöronlara veya astrositlere dönüşmektedir (44). 

Nörojenezin memeli beynindeki varlığı, bilişsel fonksiyonlarla ilişkisinin merak 

edilmesine neden olmuştur. Kemirgenlerde yapılan nörojenezin inhibe edildiği çalışmalar 

hipokampal nörojenezin hafıza oluşumunun patern ayrımı fonksiyonu için gerekliliğini 

işaret etmektedir. X ışınları ile nörojenezin inhibe edildiği çalışma buna örnektir. Bu 
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çalışmada 8 aylık fareler kullanılmış ve hipokampal nörojenez inhibe edildikten sonra 

radyal kol testi ve dokunmatik ekran kullanılarak patern ayrımı fonksiyonu 

değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, nörojenezin gerçekleşmediği fareler patern ayrımında 

başarısız olmuşlardır (45). Bu tür çalışmaların yanı sıra kemirgenlerde çevre 

zenginleştirilmesi çalışmaları hipokampal nörojenezin artmasına neden olmuş ve bu 

çalışmalarda mekânsal öğrenme ve patern ayrımı fonksiyonlardaki gelişme, artmış 

nörojenez ile ilişkilendirilmiştir (46). 

İnsanlarda ise nörojenezin fonksiyonel etkisini ölçmek pek mümkün olmamaktadır. 

Bunun için memelilerle yapılan çalışmaların insan nörojenezi ile ilişkilendirilmesine ek 

olarak çeşitli çalışmalarla çıkarım yapılmaya çalışılmaktadır. Sıçanlarda kranyal 

radyasyon uygulamasının nörojenezi inhibe etmesi sebebiyle ve tedavi uygulanmış insan 

kanser hastalarında hafıza, dikkat ve yürütücü işlevlerin azalması bazı araştırmacılar 

tarafından hafızadaki bozulmada nörojenezdeki bozulmanın rolü olabileceği şeklinde 

yorumlanmıştır (47). Bunun dışında merkezi sinir sistemi hastalıklarında nörojenezin 

bozulduğunu bildiren çalışmalar nörojenezin insanlardaki fonksiyonu hakkında bilgiler 

vermektedir. Nörojenezin Alzheimer hastalığından ne şekilde etkilendiği tam olarak 

anlaşılmamış olsa da sıçan modellerinde hastalığın erken aşamalarından başlayarak 

nörojenez mekanizmasının değiştiği ve daha sonra azaldığı gösterilmiştir(37). Buna karşın 

birbirine karşıt sonuçlar da mevcuttur. Alzheimer hastalarında farklı nöral belirteçler 

kullanılarak yapılan çalışmalarda nörojenezin azaldığını belirten çalışmaların yanı sıra 

nörol progenitör hücre sayısının arttığını bildiren çalışmalar da vardır (48,49). Bu artışın 

bozulan nörojeneze karşı gelişen kompansatuar bir mekanizma olabileceği ve nörojenezin 

hastalığın farklı evrelerinde farklı oranlarda gerçekleşebileceği düşünülmektedir. 

Alzheimer hastalığında belirgin bir bulgu olan hafıza kaybının nörojenezin mekanizması 

ile ilişkisini aydınlatacak daha çok çalışmaya ihtiyaç vardır. 

2.5. Hipokampal Mikroçevrenin Nörojenezin Düzenlenmesindeki Rolü 

Nöral kök hücre mikroçevresi, embriyonik gelişimden sonra kök hücrelerin sinir 

sistemi içerisinde yeni hücreler ürettiği bölgeyi ifade etmektedir. Bu mikroçevrede çeşitli 
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hücreler ve bu hücrelerden salgılanan moleküller bulunmakta, böylece nöral kök 

hücrelerin davranışında belirleyici faktörolarak rol oynamaktadır (50). Kök hücrelerin 

içinde bulunduğu mikroçevrenin devamlılığını sağlayan önemli faktörler ise 

mikroçevredeki sinyaller ve hücre-hücre etkileşimleridir. Bu etkileşimlerle nöral kök 

hücrelerin davranışı, kök hücrelerin sessiz evrede kalması veya çoğalması yönünde 

düzenlenerek nöronal hücreye mi (nörojenez) glial hücreye mi (gliojenez) dönüşeceği ve 

bu üretimin dengede tutulduğu savunulmaktadır. Yetişkin sinir sisteminin çeşitli 

bölgelerinden nöral kök hücreler izole edilebilmelerine rağmen, nörojenik bölgelerde 

devamlı olarak yetişkin nörojenezi gerçekleşmektedir. Bunun yanı sıra, sıçanlardan izole 

edilip hipokampüsün diğer bölgelerine sonradan transplante edilenbir çalışmada, 

nörojenezin gerçekleşmediği görülmüştür (51). Dolayısıyla nörojenik çevrenin 

nörojenezde önemli bir belirleyici olduğu düşünülmektedir. 

Hipokampal nöral kök hücrelerin bulunduğu SGZ; granül hücre tabakası ve hilus 

arasında kalan ve yetişkin nöral kök hücreler için özgün bir mikro çevre sağlayan ince bir 

tabakadır (Şekil 4). Bu ince tabakada nöral kök hücreler, nöral progenitörler ve nörojenez 

gelişim basamaklarından geçerek olgunlaşmış nöronların yanı sıra astrositler, mikroglialar 

ve internöronlar bir arada bulunmaktadır. Bu hücrelerden kaynaklanan çeşitli moleküller 

nörojenezin herhangi bir aşamasında bulunan progenitör hücrelere etki etmektedirler.  

Hatta bu mikroçevrenin dışında bulunan, mikroçevredeki nöronlarla bağlantı kuran 

nöronlar da nöral aktiviteleriyle ve salgıladıkları moleküllerle nörojenezin 

düzenlenmesinde rol oynamaktadır. Ekstraselüler matriks proteinleri, nörotrofik faktörler 

ve büyüme faktörleri, hücre döngüsü proteinleri, nörotransmitterler, nöropeptidler, 

hormonlar, transkripsiyon faktörleri gibi moleküller bu özel mikroçevrede bulunan 

hücrelerde çeşitli yanıtlar oluşturarak hücre içi sinyal iletim yolaklarını etkilemektedirler. 

Lokal hücrelerden kaynaklanan moleküllerin yanı sıra, sistemik faktörler de nörojenezde 

etkin rol oynamaktadır. Yetişkin SGZ nörojenik olmayan bölgelere kıyasla yoğun bir 

vasküler yapılanma göstermektedir. Yetişkin kök hücrelerin nöral dallanmaları kan 

damarları ile bağlantı kurarak sistemik dolaşım ile taşınan molekülleri nörojenez 

mekanizmasına dahil etmektedir. Buna ek olarak kan-beyin bariyeri nöral kök hücre 
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havuzunun bulunduğu bölgelerde “sızdırarak” bu hücrelerin dolaşımdaki faktörlere 

ulaşımını kolaylaştırmaktadır [51].  

2.6. Hipokampal Nörojenez ve Evreleri 

İmmünohistokimya yöntemlerinin gelişmesiyle nöral kök hücrelerin kimliğinin, 

nörojenez sürecinin ve düzenleyici mikroçevresinyallerinin tanımlanması önemli gelişme 

göstermiştir. Tüm kapasite ve sınırlılıkları ile araştırma konusu olan yetişkin nörojenezi; 

nöral plastisite, beyin homeostazı, santral sinir sistemindeki dokuların korunması ve 

tamirikonularının dahil olduğu geniş bir yelpazede incelenmektedir (53). Daha alt hayvan 

türlerinde yetişkin nörojenezi, tüm sinir sistemi içerisindeki eski nöronların yenileri ile 

değişimini ifade ederken, memeli beyninde ise nörojenezin belirli alanlarda sınırlı kalması 

nörojenezin memeli beyninin fonksiyonları ile ilişkisi hakkında pek çok soru sorulmasına 

neden olmaktadır (54).  

Nöral kök hücreler granüler nöronlara farklılaşırken beş gelişimsel aşamadan 

geçmektedirlerve bu sırada belirteç olarak kullanılabilecek bazı proteinleri eksprese 

etmektedirler (46) (Şekil 4). 

Birinci basamak (çoğalma fazı): Hücre gövdeleri SGZ’de bulunan sessiz evredeki 

nöral kök hücreler çoğalarak “geçici çoğalan hücreleri” oluşturmaktadır. Bu basamak 

sırasında yeni üretilen hücreler glial fibril asidik protein (GFAP) ve nestin proteinlerini 

eksprese etmektedirler.  

İkinci basamak (farklılaşma fazı): Progenitör hücreler olgunlaşmamış nöronlara 

dönüşmektedirler. İkinci basamağın erken evrelerindeki hücreler nestin pozitiftir fakat 

GFAP negatif olup yüksek bir çoğalma yeteneğine sahiptirler. Bu faz boyunca hücrelerin 

nöral hücre tipinin belirlendiği düşünülmektedir. Bu basamakta hücreler geçici olarak 

nestin proteinini eksprese etmeyi durdurmakta ve doublecortin (DCX) proteini ve nöral 

hücre adezyon molekülü olan (PSA-NCAM)’ı eksprese etmeye başlamaktadırlar.  
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Üçüncü basamak (göç fazı): Olgunlaşmamış nöronlar DG’nin granül hücre 

tabakasına kısa mesafeli göç etmekte ve PSA-NCAM ve DCX’i birlikte eksprese etmeye 

başlamaktadırlar.  

Dördüncü basamak (aksonal ve dendritik dallanma fazı): Bu fazda olgun 

olmayan nöronlar aksonal bağlantılarınılifler boyunca CA3 piramidal hücre tabakasına 

doğru uzatmakta dendritlerini ise zıttı yöne DG’ye doğru göndermektedirler. Bu faz 

boyunca yeni üretilmiş nöronlar postmitotiktir ancak hala doublecortin ve PSA-NCAM 

proteinlerini eksprese etmektedirler. Erken postmitotik nöronlar geçici olarak kalsiyum 

bağlayıcı protein kalretinin ve nöron spesifik nükleer protein (NeuN) eksprese 

etmektedirler.  

Beşinci basamak (sinaptik bütünleşme fazı): Yeni granüler nöronlar EK’den girdi 

almakta, CA3 ve hilus bölgelerine dendritlerini göndermektedirler. Postmitoik hücreler 

yaklaşık 2-3 hafta sonra kalretinin proteini yerine olgun granül hücrelerinden kalbindin 

proteini eksprese etmektedirler. Kalbindin tüm olgun granül hücrelerinde eksprese 

edilmekte ve kalbindin eksprese eden hücreler hipokampüsle fonksiyonel olarak 

bütünleşmektedirler. Bu nöronlar ayrıca postmitotik nöronal protein NeuN eksprese 

etmektedirler (46). 
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Şekil 4: Hipokampal nörojenezin evreleri ve nörojenezde önemli proteinler.  

2.7. Nörojenezde Önemli Olan Proteinlerin Özellikleri 

2.7.1. Nestin 

Nöroepitelyal kök hücre proteini (neuroepitelial stem cell protein, nestin), tip VI ara 

filament proteinidir ve hücre iskeletinin ana bileşeni oluşturmaktadır. Ara filament 

proteinleri yaygın olarak hücre tipi belirteci olarak kullanılmaktadır. Bir hücre çoğunlukla 

birden fazla ara filament çeşidi eksprese etmektedir ve bu protein salınımı hücrenin 
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fizyolojik durumuna göre değişiklik göstermektedir (55). Ara filament proteinleri amino 

asit dizilimine, protein yapısına ve doku spesifik ekspresyon paternlerine göre gruplara 

ayrılmaktadır. C- terminali 1306 amino asit içeren Nestinin amino terminali diğer ara 

filament proteinlerinden çok daha kısadır. Terminal uçlardaki bu farklılık bir dizi yapısal 

proteine bağlanmaya izin vermektedir. Nestinin uzun karboksil ucunun ara filamentler, 

mikrofilamentler ve mikrotübüller arası bağlantı kurabildiği bu nedenle de bu üç hücre 

iskeleti bileşeninin bağlanmasında ve hücre dinamiklerinin koordine edilmesinde rol 

oynadığı savunulmaktadır (56).  

İlk olarak gelişmekte olan ve yetişkin beynindeki kök hücrelerde keşfedilen Nestin, 

vücuttaki pek çok dokuda mevcuttur (57–59). Kök hücreler bulunduğu mikroçevredeki 

homeostazı asimetrik bölünme ile sağlamaktadırlar. Bölünme süreci, hücre polaritesini 

uyaran bir dizi morfolojik değişiklik gerektirmektedir. Bölünen ya da göç eden 

hücrelerdeki morfolojik değişikliklerin gerçekleşmesi için proteinlerin son derece düzenli 

biçimlerde bir araya gelmesi ya da ayrılması gerekmektedir. Nestinin tüm bu özellikleriyle 

hücre iskeleti ve diğer hücresel faktörlerin yavru hücrelere asimetrik dağılımında rol 

oynadığı görüşü hakimdir (60). Bu nedenle farklılaşmakta olan ya da farklılaşmış 

hücrelerde Nestin salgılanmamaktadır. Nestin’indiğer progenitor hücre belirteçleri olan 

BrdU ve Ki-67 ile beraber beynin nörojenik bölgelerinde eksprese edilmesi nedeniyle 

nöral kök hücre belirteci olduğu kabul edilmektedir (61). 

2.7.2 Kalbindin 

Kalbindin, yüksek geçirgenlikli dört adet Ca2+ bağlama bölgesine sahip sitozolik 

kalsiyum bağlayıcı proteindir. Ca2+, hücre uyarımı sonrasında değişen ikinci haberci rolü 

oynayan bir sinyal molekülüdür. Hücre içi Ca2+ sinyalleri, Ca2+ kanalları yoluyla Ca2+ 

girişinden, hücre içi depolardan Ca2+ salınımından kaynaklanmaktadır. Kalsiyum 

bağlayıcı proteinler hücre içindeki Ca2+ konsantrasyon değişimini algılayarak enzimlerin, 

kanalların ve yapısal proteinlerin aktivitelerini değiştirmektedirler (62). Kalbindin, ilk 

olarak bağırsaklarda keşfedilmiş olmasına rağmen ağırlıklı olarak merkezi sinir 

sisteminde eksprese edilmektedir (63). Hızlı kinetik özelliği ile Ca2+ bağlayan kalbindin, 



 

 18 

Ca2+ için tampon ve sensor olarak görev yapmakta ve hücre içi serbest Ca2+’un taşınmasını 

sağlamaktadır (64). Hücre içi Ca2+ konsantrasyonundaki değişimler hücre bölünmesi, 

farklılaşması ve apoptoz gibi birçok hücre fonksiyonunun kontrol edilmesinde rol 

oynamaktadır. Ancak hücre içi serbest Ca2+ konsantrasyonunun sürekli olarak artması, 

sinaptik iletim, hücre iskeletinin korunması ve kalsiyum aracılı enzimatik reaksiyonlar 

gibi nöronal fonksiyonun temel özelliklerini etkileyebilmekte ve sonuçta hücre ölümüne 

yol açabilmektedir (65). Örneğin kalbindinin tamponlama özelliğinin, mitokondriye Ca2+ 

girişinin sınırlanmasına neden olduğu ve bu şekilde hücrelerin apoptoza gitmesini 

engellediği savunulmaktadır (66). 

Hipokampüste hücre alt tipine göre ekspresyon paterni gösteren kalbindin, DG’ta 

olgun granül hücreler dahil glutamaterjik nöronlarda, yüzeyel CA1 piramidial nöronlarda, 

CA3 granül hücrelerde ve GABAerjik internöronların bir alt tipinde bulunmaktadır 

(67,68). Kalbindin hem aksonal butonlarda hem de dendritik dikenlerde mevcuttur. 

Kalbindin miktarı hipokampüsün diğer bölgelerine kıyasla DG hücrelerin neredeyse 

hepsinde yüksek konsantrasyonda bulunmaktadır (69). DG’taki granül nöronların 

kalsiyum tamponlama kapasitesi yüksektir. Nöronlardaki aşırı aktivitenin hücre içi Ca2+ 

seviyesini arttırdığı, hücre içi kalsiyum artışının hücre ölümü gibi geri dönüşü olmayan 

hasarlara sebep olabileceği, bu nedenle de kalsiyum dinamiğini düzenleyebilen nöronların 

hasarlara karşı daha dayanıklı olabileceği düşünülmektedir (70). Kalbindin eksikliğinin 

davranışsal etkilerini araştıran bir çalışmada kalbindin ekspresyonu sıçanların 

hipokampüslerinin CA1 ve DG bölgelerinde viral olarak inhibe edilerek mekânsal 

öğrenmeleri değerlendirilmiştir. Deneyin sonucunda CA1 ve DG bölgelerindeki eksitatuar 

nöronlardaki kalbindin eksikliğinin mekânsal belleği bozduğu ortaya konmuştur (71).  

2.6.3 Sinaptofizin 

Sinaptofizin toplam vezikül proteinlerinin %10’unu oluşturan ve tüm nöronal 

dokularda bulunan sinaptik vezikül membran proteinidir (72). Dört adet transmembran 

bölgesine sahip sinaptofizinin sitoplazmik C-terminalinden hem serin/treonin hem de 

tirozin tarafından fosforillenir. Sinaptofizin olgun sinir uçlarında fosfotirozin taşıyan ana 
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proteindir (73). Çalışmalar, tirozin fosforilasyonunun hipokampüsün CA1 bölgesinde 

uzun süreli potansiyasyon ile ilgili olduğunu öne sürmektedir çünkü bu bölgede uzun 

süreli potansiyasyon NMDA reseptörüne bağlı Ca2+ akışını ve serin/treoninin 

aktivasyonunu gerektirmektedir (74). Fonksiyonları tam olarak anlaşılmış olmamasına 

rağmen en çok çalışılmış presinaptik belirteç olarak ve nöronal sinaptik yoğunluk için 

yaygın olarak kullanılan bir proteindir (75).  

Nörotransmitter salınımından sorumlu olduğu bilinen sinaptofizinin, yapılan 

çalışmalarda transmitter ekzositozunu kontrol ettiği savunulmaktadır (76). Kalsiyum 

bağlama, dinlenme durumunda beyin glikoz kullanımı, sinaptik vezikül membranında 

kanal formasyonu ve endositoz yoluyla sinaptik veziküllerin geri dönüşümü ile ilgili 

olduğu gösterilmiştir (76–78). Hipokampal sinaptofizin eksikliğinde öğrenme ve bellek 

fonksiyonu etkilenmektedir. Schimitt ve ark.’nın (79) yaptıkları çalışmada sinaptofizin 

ekspresyonu genetik olarak inhibe edilmiş ve Morris su labirenti testi analizi sonucunda 

öğrenme ve belleğin bozulduğu bildirilmiştir. 

2.6.4. Nöronal Nükleer Antijen 

Nöronal nükleer antijen (NeuN), ilk olarak nöron spesifik antikor üretmek için 

yapılan immünolojik görüntüleme ile tanımlanmıştır (80). Olgun nöronlardan eksprese 

edilen NeuN, türler arasında büyük oranda korunmuştur ve sinir sisteminin belirli gelişim 

basamaklarında salgılanmaktadır. İmmünositokimyasal olarak, nöronların hücre 

döngüsünden çıkışı ve/veya terminal farklılaşmanın başladığı gelişimsel aşamalarda 

görülmektedir (81). Nöron çekirdeklerinde yer alan NeuN, daha az oranda perinükleer 

sitoplazmada üretilmektedir. 46 ve 48 kDa olan iki izotopu her iki yerde de yer almakta, 

izoformlarının kısa bir aminoasit dizisinde farklılık gösterdiği ve bu farklılığın hücre içi 

yerleşimlerinden sorumlu olduğu düşünülmektedir. Anti-NeuN ya da NeuN antikoru 

sinirbilim, gelişimsel biyoloji, histoloji, kök hücre biyolojisi ve hastalık tanısı gibi 

alanlarda sıkça kullanılmaktadır (82). 
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2.8. Beyin Yaşlanmasında Etkin Olan Faktörler 

Yaşlanma, fizyolojik bütünlükte meydana gelen değişikliklerle beraber vücut 

fonksiyonlarının kademeli olarak azalması olarak tanımlanmaktadır. Bu değişikliklerin 

getirdiği bozulmalar nörodejeneratif hastalıklar, kanser, kardiyovasküler hastalıklar ve 

diyabet için birincil risk faktörüdür. Organizmayı zamanla ölüme karşı daha dayanıksız 

duruma getiren yaşlanma sürecinin ayırt edici özellikleri; genomik instabilite, telomer 

yıpranması, epigenetik değişiklikler, protein homeostazının bozulması, enerji substrat 

algılama mekanizmalarındaki yetersizlik, mitokondrial disfonksiyon, hücresel yaşlanma, 

kök hücre yıpranması ve hücre içi iletişimin değişmesi gibi sıralanabilir (3) (Şekil 4). 

 

Şekil 5: Yaşlanmada görülen hücresel değişimler (3). 
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Beyin, kognitif bozulma ile ilişkili ve nörodejeneratif hastalıklar için büyük bir risk 

faktörü olan yaşlanma sürecinden moleküler, hücresel, morfolojik ve bilişsel olarak 

etkilenen bir organdır. Kırk yaşından sonra insan beyninin yılda %0,2- 0,5 arası atrofiye 

uğradığı belirtilmektedir (83). Toplamda 2,211 kişiyle yapılan boylamsal bir çalışmada 4-

88 yaş arası bireyler değerlendirilmiştir. Sonuçta 9 yaşından 13 yaşına kadar beyin 

hacminin yılda %1 oranında arttığı, 18-35 yaş arasında ise hacmin korunma eğiliminde 

olduğu belirtilmiştir. 35 yaşından sonra ise beyin hacminin kademeli olarak azaldığı, bu 

azalmanın 60 yaşına kadar yılda %0,5 oranında olduğu, 60 yaşından sonra ise bu oranın 

arttığı bildirilmiştir (84). Yaşlanma süreci içinde gerçekleşen atrofinintüm bölgelerde aynı 

oranda gerçekleşmediği belirtilmektedir. Atrofiye ek olarak dendrit ve sinaps sayısındaki 

yaşa bağlı değişiklikler yaşlanan beynin neokorteks ve hipokampüsünün farklı bölgeleri 

için değişiklik göstermektedir. Yaşlı insanların ve maymunların frontal korteksinde sinaps 

yoğunluğunun azaldığı, dolayısıyla yürütücü işlev görevleri gerçekleştirilirken prefrontal 

korteksin aktivasyonunun azalmasının bununla ilişkili olduğu öne sürülmektedir (85). 

Yaşlanma ile meydana gelen hacimsel azalmanın nedeninin nöron kaybından ziyade, 

beyaz maddedeki ve gri maddedeki bozulma, dendrit ve sinaps yoğunluğundaki azalma 

olduğu savunulmaktadır (85,86). 

Yaşlanmaya bağlı oluşan atrofi nörojenezde öenmli olan proteinleri de negatif 

yönde etkileyebilmektedir. Örneğin, sinaptofizinin izorformları olan SYP1 ve SYP2’nin 

de içinde olduğu proteinlerin ekspresyonunun, yetişkinlikten yaşlılığa olan süreçlerde 

azaldığı görülmüştür. Bu azalmanın, öğrenme ve hafıza oluşumunda yaşa bağlı bozulma 

nedeni olduğu savunulmaktadır (86). Ayrıca, dendrit ve sinaps yoğunluğundaki azalma 

ile paralel olarak nörotransmitter seviyelerinin erişkinlikle beraber yılda %1 oranında 

azaldığı ve bunun da kognisyon ve motor performanstaki bozulmayla ilişkili olduğu ifade 

edilmektedir (87) Nörotransmitter seviyesindeki azalmanın aynı zamanda monoamin 

oksidaz seviye artışına neden olduğu ve bunun da serbest radikal seviyelerini arttırdığı 

belirtilmektedir (88–90). Yaşlanmayla artan oksidatif stres hipokampüste de 

gerçekleşmektedir ve nöral fonksiyonun kaybında çok önemli bir faktör olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Proinflamatuar genlerin yaşlanmayla artması kronik inflamasyonu 
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beraberinde getirebilmektedir. Hipokampüsün oksidatif strese karşı görece daha 

dayanıksız olmasıyla sinaptik iletim ve bilişsel fonksiyonlar bu süreçlerden olumsuz 

olarak etkilenmektedir (91). Yaşa bağlı sinaps kaybının yaşlı sıçanlarda  belirgin olarak 

hipokampüste DG’de meydana geldiği uzun zamandır savunulmaktadır (92). Bunun yanı 

sıra, sağlıklı yaşlı yetişkinlerde hipokampüsün aktivasyonu hafıza ile ilişkili görevlerde 

azaldığı belirtilmektedir. Fonksiyonel manyetik rezonans görüntüleme (fMRI) 

kullanılarak hipokampal kan akımının görüntülendiği bir çalışmada, resus maymunlarında 

yaşlılıktan en çok etkilenen hipokampüs bölgesinin DG olduğunu bildirilmiştir (93).  

Yaşlanma ile meydana gelen en önemli değişikliklerden diğeri de hücre içi Ca+2 

konsantrasyonun artması ve mitokondriyal disfonksiyon gelişmesidir. Beyin dokusu 

yüksek enerji ihtiyacından ötürü diğer organlara göre büyük miktarda reaktif oksijen 

türleri üretmektedir. Yaşlanma ile hücre içine biriken reaktif türler L tipi voltaj bağımlı 

kalsiyum kanallarının açılmasına ve hipokampal nöronlara anormal miktarda Ca2+ girişine 

neden olmaktadır (95)(96). Yaşlanan beyinde ise zamanla azalan kalbindin miktarı hem 

sıçan hem de post-mortem insan beyin dokuları ile yapılan çalışmalarda ortaya 

konmaktadır (97). Post-mortem insan beyin dokularında yapılan bir çalışmada kalbindin 

seviyesi bazal ön beyin dokusunda değerlendirilmiş ve zamanla azalma eğilimi gösteren 

kalbindinin 65 yaşından sonra daha da hızlanarak azaldığı bildirilmiştir (98). Kalbindin 

gibi kalsiyum bağlayıcı proteinlerin az salgılanması mitokondriyi daha fazla Ca2+ almaya 

zorlayarak daha fazla serbest radikal üretimini, mitokondriyal fonksiyonun bozulmasını, 

protein oksidasyonunu ve apoptoz ile sonuçlanan süreçleri tetiklemektedir.  

Nöronal hücrelerdeki Ca2+ düzeyi de bilişsel fonksiyonlarla ilgili önemli bir 

faktördür. Hipokampal nöranlarda bulunan N-methyl-D-aspartate (NMDA) reseptörleri 

Ca2+ geçişine izin veren hem ligand hem de voltaj kapılı iyon kanallarıdır. Normal 

koşullarda Mg+ ile bloke olan NMDA reseptörleri glutamatın bağlanmasıyla ya da 

membranın depolarize olmasıyla Ca2+ iyonlarının geçişine izin vermektedir. NMDA 

reseptörleri yoluyla Ca2+ akışının sinapsları güçlendirdiği ve Ca2+ ‘un uzun sureli 

potensiyanyon için önemli olduğu düşünülmektedir (99). Bu bağlamda yapılan 

çalışmalarda uzun süreli potensiyasyonun Ca2+ bağlayıcı bir protein olan kalbindin 
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düzeyinden etkilendiği ve ayrıca bu durumun devamlılığının mekansal öğrenmeye zarar 

verebildiği gösterilmiştir (100). Bu veriler DG’taki düşük kalbindin seviyesinin 

hipokampal bağımlı belleğin bozulmasını ilişkilendiren Li ve ark. (101) çalışması ile 

tutarlılık göstermektedir. Çalışmada erken yaşam stresinin kalbindin seviyesini azalttığı, 

bu azalmanın da mekansal bellek ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. 

Nöral kök hücrelerin yaş ile değişen özellikleri ve bu hücrelerin çoğalma 

yeteneklerinin azalması yaşlanmada etkin olan diğer bir faktördür. Genomik istikrarsızlık, 

telomer kısalması, hücre metabolizmasının bozulması, inflamasyon, reaktif oksijen 

türlerinin üretimindeki artış da nöral kök hücrelere zarar vermektedir [4]. Hücresel 

düzeydeki tüm bu bozulma sistemik çevredeki yaşlanmayla birlikte gerçekleşmektedir. 

Yaşlanan organizmaya ait dolaşımdaki kan, beyin-omurilik sıvısı ve lenf dolaşımı nöral 

kök hücrenin içinde bulunduğu çevreyi etkilemekte, proinflamatuar mediatörler daha 

fazla salgılanmakta ve mikroçevrenin bozulmasına yol açmaktadır [51]. Hipokampüsteki 

yaşlanan nöral kök hücreler zamanla bulunduğu çevre içerisinde birikerek hücrelerin 

rejenerasyon kapasitesini ve homeostatik dengesini etkilemektedir. Yaşlı hücreler niş 

içerisinde proinflamatuar proteinler, kemokinler ve interlökinler salgılamakta ve 

etraflarındaki hücreleri etkileyerek yaşlanma-ilişkili salgı fenotipi (senescence-associated 

secretory phenotype, SASP) oluşmasına katkıda bulunmaktadırlar. SASP aktivitesinin, 

lokal çevredeki diğer hücrelerin fonksiyonunu etkileyerek iç mekanizmaların değişmesine 

ve mevcut hücresel disfonksiyonun yayılmasına neden olduğu savunulmaktadır (102). 

Beyinde morfolojik ve moleküler düzeyde meydana gelen bu değişiklikler beyin 

fonksiyonlarını etkilemektedir. Yaşlanan beyinde meydana gelen yapısal değişikliklere 

eşlik eden kognitif bozulma 60-75 yaşları arasında belirgin hale gelmekte, bu yaş aralığı 

ise nörodejeneratif hastalıkların başlangıç gösterdiği zaman olarak bilinmektedir [82]. 

Kognitif bozulma daha çok mental hız, yürütücü işlevler, epizodik hafıza fonksiyonlarında 

görülmektedir (103,104). Epizodik hafıza, bilginin ‘nerede’, ‘ne zaman’ ve ‘nasıl’ olduğu 

bilgisi ile saklanmasıdır ve 50-60 yaşlarından itibaren azalmaya başlamaktadır (105). 

Yaşlanma sürecinde sözel yetenekler ve kelime bilgisi genellikle korunan kognitif 

fonksiyonlar olarak bilinmekle beraber, hafıza, dikkat, planlama, çalışma hafızası, 
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bilginin işleme hızı gibi işlevler yaşlanma ile birlikte kademeli olarak azaldığı 

bildirilmektedir (106).  

Yaşlılık mekanizmalarının ve yaşlanmanın fonksiyonel etkilerinin aydınlatılmaya 

başlamasıyla yaşlanma sürecini yavaşlatacak veya tersine çevirecek uygulamalar da 

gelişim göstermektedir. Bu bağlamda yapılan bilimsel çalışmalar diyet, farmakolojik 

yaklaşımlar ve yaşam tarzı gibi davranışsal değişiklikler ile daha uzun ve sağlıklı bir 

yaşamı hedeflemektedir (107). Polifenolleri yaşa bağlı kronik hastalıklardan ve Alzheimer 

gibi nörodejeneratif hastalıklardan korunmak ve hatta bu hastalıkların etkilerini 

yavaşlatmak için kullanmak son yıllarda önem kazanmıştır. Polifenoller ile yaşlanmaya 

bağlı beyinde gerçekleşen süreçlere müdahale etmek pek çok yönüyle umut verici bir 

yaklaşımdır.  

2.9. Polifenoller ve Zeytinyağı 

Polifenoller çoğunlukla meyvelerde, sebzelerde, çaylarda, baharatlarda ve 

yenilebilir bitkilerde bulunan bir ya da daha fazla hidroksil grubu ve aromatik halkadan 

oluşan, günümüzde 8000'den fazla çeşidi bilinen bileşiklerdir (108). Lipofilik özellik 

gösteren polifenoller kan beyin bariyerini daha kolaylıkla geçebilmektedirler (109). 

Polifenollerin biyolojik olarak fonksiyon göstermesi hücre yüzeyine temasları ve plazma 

membranından sitoplazmaya geçmeleriyle başlamaktadır. Polifenollerin difüzyon, 

osmotik kararlılık, suda çözünebilen maddelere olan geçirgenlik gibi pek çok membran 

özelliğini etkilediği belirtilmektedir (110,111). Hücre içinde antioksidan özelliklerinin 

yanı sıra hücre metabolizmasının düzenleyicisi gibi özellik gösterebilmektedirler (112). 

Polifenoller proteinlerle, lipitlerle ve polinükleotidlerle elektrostatik, hidrofobik ve hatta 

kovalent bağlanma yoluyla etkileşime girmekte, bu da hücrenin dolayısıyla organizmanın 

fonksiyonlarını etkilemektedir (113). 

Akdeniz diyeti terimi Ancel Keys’in İtalyan ve Yunan populasyonlarının diğer 

populasyonlara kıyasla daha düşük ölüm oranlarına, kardiyovasküler ve kanser 

insidansına sahip olmalarıyla ilgili yaptığı epidemiyolojik araştırmasının sonucunda 

literatüre girmiştir (114). Akdeniz diyeti yüksek miktar tahıl, sebze, kuru baklagil, meyve 
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ve doymamış yağ asitleri (çoğunluğu zeytinyağından gelen); düşük miktar kırmızı et, 

kümes hayvanları eti, doymuş yağ asitleri ve az miktarda balık, süt ve süt ürünleriyle yine 

düzenli fakat az miktarda ethanol (genellikle şarap) tüketimini içermektedir. Akdeniz 

diyetinde temel yağ kaynağı zeytinyağıdır. Akdeniz populasyonlarında tahminen günde 

25 ve 50 mL arası zeytinyağı tüketilmektedir. Zeytinyağının içinde yaklaşık 230 farklı 

kimyasal içerik bulunmaktadır. Bunlar; alifatik ve triterpenik alkoller, steroller, 

hidrokarbonlar, uçucu ve fenolik bileşenlerdir. Zeytinyağının sağlık açısından sağladığı 

yararlar sadece yüksek tekli doymamış yağ asidi içeriğine değil, yüksek bioaktif 

özelliklere sahip mikro-bileşenlerine de dayanmaktadır. Bu mikro-bileşenler arasında 

hidroksitirozol (HT), tirozol, kafeik asit, oleuropein aglikon ve oleokantal gibi fenolik 

bileşikler bulunmaktadır (115).  Akdeniz ülkelerinde günlük zeytintağı tüketimi 25 g ile 

50 g arasındadır. Zeytinyağındaki polifenollerin miktarı, bitki çeşidine ve tarımsal 

uygulamalara bağlı olmakla birlikte düşük polifenol içeriği olan zeytinyağı 200 

mg/kg’dan daha az polifenol içermektedir. Bu miktar, orta miktarda polifenol içeren 

zeytinyağında 200-600 mg/kg, yüksek polifenollü zeytinyağında ise 600 mg/kg’dan 

fazladır (116). 

Zeytinyağı polifenollerinin yaşlanma ile ilgili süreçlere olan yararlı etkileri insan 

çalışmaları dahil olmak üzere hayvan çalışmalarıyla ve in vitro çalışmalarla 

desteklenmektedir. Bu yararlı etkiler arasında inflamatuar yolların inhibisyonu, hücre sağ 

kalımı ve korunması ile ilişkili yolakların aktivasyonu ve enerji metabolizması ile ilgili 

yolakları düzenlemek bulunmaktadır (117). Zamanla hasar biriktirme eğiliminde olan 

genetik materyal yaşlanma süreci için biyolojik bir belirteçtir (3). Quiles ve arkadaşlarının  

(118) Wistar sıçanlarda zeytinyağı ve ayçiçek yağı kullanarak yaptıkları araştırmada 

zeytinyağı ile beslenen hayvanların periferik kan lenfositlerinde DNA çift zincir 

kırılmalarının daha düşük seviyede olduğunu bildirmişlerdir. Yaşlanmanın başka bir 

belirteci olan epigenetik süreçlerdeki değişiklikler de zeytinyağında bulunan polifenoller 

tarafından düzenlenmektedir. Örneğin yüksek polifenollü zeytinyağı histon asitilasyonu 

ile epigenetik değişikliklere neden olabilir. Yapılan bir in vitro çalışmada yüksek polifenol 
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içerikli zeytinyağında bulunan bazı fenolik içeriklerin JIMT-1 göğüs kanseri hücre 

hattında histon H3’ün hiperasitilasyonunu uyardığı gösterilmiştir (119). 

Polifenollerin oksidatif stres ve inflamasyon gibi yaşlanmayı tetikleyen etkilerin 

azalmasında yararlı etkileri olduğu bildirilmiştir. Bu etkilerin bir sonucu olarak 

polifenollerin, yaşlı sıçanlarda hipokampal fonksiyonları düzelttiği, çalışma hafızasını ve 

epizodik hafızayı, öğrenmeyi ve motor koordinasyonunu geliştirdiği savunulmaktadır 

(120,121). 6 hafta boyunca yüksek polifenol içeren zeytinyağının SAMP8 farelere 

uygulandığı bir çalışmada öğrenme ve hafıza üzerine faydalı etkiler gözlemlenmiştir. 

Beyin dokusunda GSH ve 3-nitrotirosin seviyeleri artmış, süperoksit dismutaz ve GSH 

redüktaz aktiviteleri yükselmiştir. Bu yönüyle yüksek polifenollü zeytintağının beyindeki 

oksidatif hasarın geri çevrilmesinde rolü olduğu belirtilmektedir (120). Bunun yanı sıra, 

Zeng ve ark. (122) yaptığı çalışmada maternal dönemde HT uygulanan sıçanlarda (10 ve 

50 mg/kg, gavaj), prenatal stresin neden olduğu bozulmuş nörojenezin ve kognitif 

fonksiyonların iyileştiği görülmüştür. Bu iyileşmenin HT’nin nöral proteinler (BDNF, 

GAP43 ve sinaptofizin gibi) glukokortikoid reseptörleri ve antioksidan savunma sistemi 

(Nrf2, superoksid dismutaz ve HO-11) üzerindeki olumlu etkileri ile gerçekleştiği 

savunulmaktadır. Zeytinyağı polifenolleri ile yapılan en son çalışmada zeytinyağı 

polifenollerinden HT sıçanların içme suyuna karıştırılarak 30 gün boyunca verilmiş ve 

nörojeneze etkisi immunohistokimya yöntemi ile incelenmiştir. Yapılan analiz sonucunda 

HT’nin yaşlı ve genç farelerin hipokampüsündeki yeni doğan nöronların hayatta kalımına 

katkıda bulunduğu, yaşlı farelerde kök hücre ve progenitör hücrelerin çoğalmasını 

arttırdığı gösterilmiştir (123). 

Polifenollerin hipokampal fonksiyonlara etkisini kemirgenler üzerinde gösteren pek 

çok çalışma olsa da zeytinyağının, özellikle yüksek polifenol içerikli zeytinyağının, 

hipokampüs bağımlı fonksiyonlara nörojenez ile ilişkili olarak etkisini inceleyen çalışma 

literatürde henüz bulunmamaktadır. Günlük zeytinyağı tüketiminin hipokampal 

nörojeneze ve prefrontal kortekse moleküler etkisini gösteren bir çalışma da mevcut 

değildir. Zeytinyağı ülkemizde önemli bir besin kaynağıdır. Zeytinyağındaki polifenol 

içeriği tarımsal uygulamalarla değişiklik gösterse de tüketilen zeytinyağları polifenol 
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bakımından oldukça fakirdir. Bu nedenle polifenolden zengin zeytinyağının, 

hipokampüsün ve prefrontal korteksin moleküler ve davranışsal etkisini incelemek 

önemlidir. Bu nedenle yapılan bu çalışmada yüksek polifenol içerikli zeytinyağı 

tüketiminin yaşlı beyinde hipokampal nörojeneze, sinaptik bütünlüğe, hipokampüs 

bağımlı mekansal öğrenmeye ve anksiyete benzeri davranışa etkisinin incelenmesi 

amaçlanmıştır.  

Bu amaç doğrultusunda yapılan çalışmada, zeytinyağı polifenollerinin yaşlı sıçanlarda 

DG’de bulunan nöral progenitör hücrelerin çoğalmasına ve sağkalımına etkisinin 

incelenmesi hedeflendi. Bunun yanı sıra, nöral hücrelerin olgunlaşma fazlarının ilk 

evresini ifade eden bir biyobelirteç olan Nestinin; fonksiyonel hücreleri ve sinaptik 

bütünlüğü ifade eden Kalbindinin hipokampüsteki miktarlarının incelenmesiyle çoğalan 

nöral hücrelerin evrelerinin belirlenmesi amaçlandı. Fonksiyonel hücreleri ve sinaptik 

bütünlüğü ifade eden Sinaptofizin proteinin hipokampüs ve prefrontal kortekste miktarları 

saptandı. Zeytinyağı polifenollerinin günlük tüketiminin öğrenme ve belleğe etkisi Morris 

su labirenti testi ile; anksiyete ile olan fonksiyonel ilişkisi ise açık alan testi ve yükseltilmiş 

artı labirent testi ile araştırıldı. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araştırmanın Tipi 

Araştırma deneysel ve in vivo bir çalışmadır. 

3.2. Araştırmanın Yeri, Zamanı ve Planı 

Araştırma Eylül 2020-Haziran 2021 tarihleri arasında Dokuz Eylül Üniversitesi 

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları, Dokuz Eylül Üniversitesi Fizyoloji 

Anabilim Dalı Laboratuvarları ve Dokuz Eylül Üniversitesi Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı Laboratuvarlarında gerçekleşmiştir. Araştırmanın planı Tablo-1’de 

gösterilmiştir. 

              Tablo3: Araştırma planı 

Şubat-Eylül 2019 
Projenin hazırlanması 

Etik kurul onayı 

Eylül-Ekim 2019 
Tez önerisi sunumu ve kabulü 

Mart-Eylül 2020 
Projenin kabulü 

Malzeme alımları 

Ekim-Aralık 2020 
Deney gruplarının oluşturulması ve hayvanların 
beslenmesi 
Davranış testlerinin uygulanması 

Sakrifikasyon ve dokuların saklanması 

Şubat-Haziran 2021 
Dokuların homojenizasyonu 

Örneklerdeki proteinlerin miktarının ELISA 
yöntemi ile belirlenmesi 
İmmün boyama ile dokuların histolojik analizi 

Temmuz-Aralık 
2021 

Verilerin istatistiksel analizi 

Tez yazımı 
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3.3. Çalışma Materyali 

Bu çalışmada 51 adet 250-350 g ağırlığında dişi Sprague Dawley sıçan 

kullanılmıştır. Araştırmada kullanılan sıçanlar Dokuz Eylül Üniversitesi Fizyoloji 

Anabilim Dalı’ndan 36 adedi 20-22 aylık, 10 adedi 7 aylık olarak temin edilmiştir. 

3.4. Araştırmanın Değişkenleri 

Bağımlı değişken: Açık alan testi, yükseltilmiş artı labirenti testi, Morris su 

labirenti testi sonuçları ve nestin, kalbindin, sinaptofizin, BrdU, NeuN protein 

düzeyleridir. 

Bağımsız değişken: Yüksek ve düşük polifenol miktarına sahip zeytinyağı ile 

beslenmedir. 

3.5. Veri Toplama Araçları 

3.5.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

Tablo 4: Kullanılan sarf malzemeler 

Malzeme Adı Markası/Kod Kullanım Amacı 

Zeytinyağı TUAY (Turgut 
Anadolu Yatırım 
Ltd. Şti) 

Oral yolla deney hayvanlarına zeytinyağı 
verilmesi 

Rıpa Buffer Thermo Doku homojenizasyonu 

Fosfat Tamponlu Tuz Cegrogen Doku homojenizasyonu ve protein tayini 

Brdu Abcam, ab142567 Hücre çoğalmasını belirlemek için 
sıçanlara enjekte edilen ajan 

Brdu Antikoru Bioss, Bs-1613R Proteinleri etiketlemede kullanılan 
antikor 

Fox3/Neun Primer Antikor SantaCruz, Sc -
51514 

Proteinleri etiketlemede kullanılan 
antikor 

Triton 100-X Aplichem Dokuları fikse etmek için kullanılan ajan 

Optimum Doku Kesme 
Solüsyonu 

Aplichem Dokuları kesmek için kullanılan solüsyon 

Alexa Fluor 594 Goat Anti-
Mouse Igg Secondary Antibody 

Thermo, A11005 Proteinleri etiketlemede kullanılan 
antikor 
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Tablo 5: Kullanılan cihazlar 

Alexa Fluor 488 Goat Anti-
Mouse Igg Secondary Antibody 

Thermo, A11001 Proteinleri etiketlemede kullanılan 
antikor 

Renk Atma Önleyici, Antifade Aplichem Proteinleri etiketlemede kullanılan 
kimyasal 

Normal Goat Serum Cegrogen Proteinleri etiketlemede kullanılan serum 

Normal Donkey Serum Cegrogen Proteinleri etiketlemede kullanılan serum 

Rat Kalbindin Elisa Kit MYBioSource, 
MBS454101  
  

Kalbindin miktarı analizinde kullanılan 
kit 

Rat Nestin Elisa Kit BT-Lab, E1174Ra 
 

Nestin miktarı analizinde kullanılan kit 

Rat Synaptophysin Elisa Kit Cusabio, CSB-
E13827r 

Sinaptofizin miktarı analizinde kullanılan 
kit 

Mikrosantrifüj Tüpü 2 ml Greiner Örneklerin saklanması için malzeme 

Mikrosantrifüj Tüpü 1.5 ml Greiner Örneklerin saklanması için malzeme 

Steril Enjektör 5 cc Baby Sıçanlara enjeksiyon yapmak için 
enjektör 

Steril Enjektör 1 cc Baby Sıçanlara enjeksiyon yapmak için 
enjektör 

Mikrotom Bıçağı 50'Lik Feather Dokuları kesmek için kullanılan kesici 
Mikropipet Ucu 1000 ul Greiner Pipetlemede kullanılan pipet ucu 
Mikropipet Ucu 2-200 ul Greiner Pipetlemede kullanılan pipet ucu 

Mikropipet Ucu 1-10 ul Greiner Pipetlemede kullanılan pipet ucu 

Malzeme Adı Markası/Kod Kullanım Amacı 

Morris su tankı  Noldus Ethovision 
XT video tracking 
sistemi 

Hipokampal- bağımlı mekansal öğrenme ve 
hafızayı değerlendirmek için kullanılacaktır. 

Yükseltilmiş T-maze testi  Noldus Ethovision 
XT video tracking 
sistemi 

Deney hayvanlarında anksiyete değerlendirmesi 
için kullanılacaktır. 

Işık mikroskop  Olympus DP70 Etiketlenmiş hücrelerin sayımı için kullanılacaktır 

Mikrotom  Leica, RM 2255 Alınan doku örneklerinin kesilmesi amacıyla 
kullanılacaktır 

Digital kamera Olympus DP71 BrdU ve NeuN görüntülenmesinde kulanılacaktır. 

Dijital pH metre Thermo, Orion 3 Star Çalışmada hazırlanan tampon solüsyonlarının 
pH’sını kontrol etmek amacıyla kullanılacaktır. 

Santrifüj  Sigma,1-14 Dokularda süpernatanı ayırmak için 
kullanılacaktır 
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3.5.2. Deney Grupları ve Deney Planı 

Çalışma toplamda 51 adet 250-350 g ağırlığında dişi Sprague Dawley sıçan 

kullanılmıştır. Araştırmada kullanılan sıçanlar Dokuz Eylül Üniversitesi Fizyoloji 

Anabilim Dalı’ndan 36 adedi 20-22 aylık (yaşlı grup), 10 adedi 7 aylık (genç grup) olarak 

çalışmaya dahil edilmiştir. 12 saat aydınlık 12 saat karanlık periyodda, 21-22°C oda 

sıcaklığında ve %40-60 nem içeren ortamda tutulan hayvanlar poliüretan kafeslerde, her 

kafeste üç ya da dört hayvan olacak şekilde barındırmıştır. Hayvanlar deney süresince 

yem ve suya serbest erişim sağlamışlardır. 

Hayvanların ağırlıkları ve kafes başına tüketilen yem miktarı haftada bir defa olacak 

şekilde takip edilmiştir. Toplamda dört tane deney grubu oluşturulmuş, hayvan seçimi 

rastgele yapılmıştır. Tüm hayvanlar oral gavaj yoluyla altı hafta boyunca gruplarına göre 

su, düşük polifenollü zeytinyağı ve yüksek polifenollü zeytinyağı ile beslenmiştir. Her 

gruptan üç adet sıçan (n=3) immün boyama yöntemi için kullanılmış ve bu gruba davranış 

testleri uygulanmamıştır. Diğer hayvanlara ise davranış testleri uygulanmış ve dokularda 

biyokimyasal analizler yapılmıştır.  

Etüv  Dedeoğlu Belirli sıcaklıkta ısıtma ve kurutma amaçlı olarak 
kullanılacaktır. 

-86 °C Derin dondurucu Sanyo, MDF-
U5386S 

Çalışmada dokuların dondurulması ve saklanması 
için kullanılacaktır 

Hassas terazi (0,1 mg 
hassasiyetli) 

Shimadzu, AW120 Dokular ve çalışmalarında hazırlanacak 
solüsyonlar için tartım işlemlerinde 
kullanılacaktır 

Otomatik pipet seti Eppendorf Reaktiflerin hazırlanması ve deney kitlerinin 
uygulanması için kullanılacaktır 

Buzdolabı (No-frost 435 lt) Beko, BK-9551 NF 
Multi Hijyen 

Reaktifler, poliklonal ve monoklonal antikor 
kitlerini saklamak amacıyla kullanılacaktır 

Buz yapma makinesi Scotsman, AF 80 Dokuları belirli soğuklukta muhafaza etmek için 
kullanılcaktır 

Bidistile su cihazı Milipore, 2004 Bidistile su gereksinimini karşılamak için 
kullanılacaktır. 

Vortex 4S Finepcr Finevortex 
4S 

Kullanılacak solüsyonları karıştırmak için 
kullanılacaktır. 

Monokromatik sistemli 
mikroplaka okuyucu 

 ELISA tesleri ile protein tayini için 
kullanılacaktır 

Plak yıkayıcı BioTEK ELISA teslerinde plak yıkamalarında 
kullanılacaktır 
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Yaşlı kontrol grubu (YK, n=10): 20-22 aylık sıçanlara altı hafta boyunca1 mL su, 

oral gavaj yöntemi ile sabah 10.30-11.30 arasında verilmiştir. Su uygulamasının amacı 

diğer gruplarda gavaj uygulaması nedeniyle oluşacak stresi kontrol grubunda da 

standardize etmektir.  

Bu gruptaki üç hayvan nörojenezin immünohistokimyasal yöntem ile tespiti 

amacıyla deneyin başlamasından sonraki 14. günden itibaren bir hafta boyunca günde bir 

kere, steril %0,9 NaCl içerisinde 10 mg/ml olarak hazırlanmış, 85 mg/kg (vücut ağırlığı 

başına) dozajında sabah 11.30-12.30 saatleri arasında BrdU enjekte edilmiştir (n=3). Üç 

hayvan ayrı kafeste barındırılmış ve hayvanlara davranış testi uygulanmamıştır. Kalan 

hayvanlara herhangi bir enjeksiyon uygulanmamış, altı hafta sonunda davranış testi 

uygulanmış ve analizler için kullanılmıştır (n=7).  

Yaşlı düşük polifenol grubu (YDP, n=12): 20-22 aylık sıçanlara altı hafta 

boyunca1 mL düşük polifenol içeriğine sahip zeytinyağı oral gavajla sabah 10.30-11.30 

arasında verilmiştir. 

Bu gruptaki üç hayvana nörojenezin immünohistokimyasal yöntem ile tespiti 

amacıyla deneyin başlamasından sonraki 14. günden itibaren bir hafta boyunca günde bir 

kere, steril %0,9 NaCl içerisinde 10 mg/ml olarak hazırlanmış, 85 mg/kg (vücut ağırlığı 

başına) dozajında sabah 11.30-12.30 saatleri arasında BrdU enjekte edilmiştir (n=3). Üç 

hayvan ayrı kafeste barındırılmış ve hayvanlara davranış testi uygulanmamıştır. Kalan 

hayvanlara herhangi bir enjeksiyon uygulanmamış, altı hafta sonunda davranış testi 

uygulanmış ve beyin dokuları analizler için kullanılmıştır (n=9). 

Yaşlı yüksek polifenol grubu (YYP, n=12): 20-22 aylık sıçanlar altı hafta 

boyunca1 mL yüksek polifenollü zeytinyağı oral gavajla sabah 10.30-11.30 arasında 

beslenmiştir. 

Bu gruptaki üç hayvana nörojenezin immünohistokimyasal yöntem ile tespiti 

amacıyla deneyin başlamasından sonraki 14. günden itibaren bir hafta boyunca günde bir 

kere, steril %0,9 NaCl içerisinde 10 mg/ml olarak hazırlanmış, 85 mg/kg (vücut ağırlığı 
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başına) dozajında sabah 11.30-12.30 saatleri arasında BrdU enjekte edilmiştir (n=3). Üç 

hayvan ayrı kafeste barındırılmış ve hayvanlara davranış testi uygulanmamıştır. Kalan 

hayvanlara herhangi bir enjeksiyon uygulanmamış, altı hafta sonunda davranış testi 

yapılmış ve beyin dokuları analizler için kullanılmıştır (n=9). 

Genç yüksek polifenol grubu (GYP, n=10): 7 aylık sıçanlar altı hafta boyunca 1 

mL yüksek polifenollü zeytinyağı oral gavajla sabah 10.30-11.30 arasında beslenmiştir. 

Bu gruptaki üç hayvana nörojenezin İHK yöntem ile tespiti amacıyla deneyin 

başlamasından sonraki 14. günden itibaren bir hafta boyunca günde bir kere, steril %0,9 

NaCl içerisinde 10 mg/ml olarak hazırlanmış, 85 mg/kg (vücut ağırlığı başına) dozajında 

sabah 11.30-12.30 saatleri arasında BrdU enjekte edilmiştir (n=3). Üç hayvan ayrı kafeste 

barındırılmış ve hayvanlara davranış testi uygulanmamıştır. Kalan hayvanlara herhangi 

bir enjeksiyon uygulanmamış, altı hafta sonunda davranış testi yapılmış ve beyin dokuları 

analizler için kullanılmıştır (n=7). 

2.5.1. Yüksek Polifenollü Zeytinyağının Elde Edilmesi 

Çalışmamızda kullanılan zeytinyağı TUAY (Turgut Anadolu Yatırım Ltd. Şti) 

markasına ait olup üretici tarafından şu aşamalardan geçerek elde edilmiştir: olea europaea 

“memecik çeşidi” meyveleri Gutiérrez, Jimenez, Ruiz, and Albi’nin (124) yayınladıkları 

indexe göre 1 ve 2 no’lu olgunlaşma evrelerinde iken, erken hasat döneminde Muğla ve 

Aydın’ın farklı bölgelerinden zirai ilaç ve gübre kullanılmamış organik bahçelerinden el 

ile toplanmıştır. Hasat edilen meyveler, birkaç saat içerisinde soğuk sıkım yöntemi ile 

sıkım prosesine tabi tutulmuştur. Zeytin hamuru hazırlanırken, öncelikle zeytin; bıçaklı 

kırıcılar yardımı ile kırılarak hamur haline getirilmiştir. Sonrasında 18-24 derece ısı 

aralığındaki dikey malaksörlerde 15 dakika yoğurulmuştur. Yoğurulma işleminden sonra 

2-fazlı dekantörde fiziksel ayrıştırma işleminden sonra, elde edilen ürün (EVOO 

zeytinyağı + zeytin yaprağı karışımı) paslanmaz krom alaşımlı tanklarda inert argon gazı 

altında 18-22 derece ortam ısısında saklanmıştır. Zeytinyağı polifenol oranını yükseltecek 

tarzda tasarlanmış özel bir sıkım hattı kullanılmıştır. Zeytinyağları 200 ml kahverengi ecza 
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şişelerinde ambalajlanıp bu şişeler 18-22 derece ortam ısısındaki özel iklimlendirilmiş 

odalarda muhafaza edilmiştir.  

Elde edilen zeytinyağı analiz için Tarım ve Orman Bakanlığı Aydın Gıda Kontrol 

Laboratuvarında Türk Standartları Enstitüsü (TSE) kriterleri ve standartlarına göre analiz 

edilmiştir. Yapılan analiz sonucunda çalışmamızda kullanılan yüksek ve düşük 

polifenollü zeytinyağının içeriği Tablo 1 ve Tablo 2’de gösterilmiştir (Ek-3). 

             Tablo 1: Yüksek polifenollü zeytinyağı analiz sonuçları 

Analiz Sonuç TSE standartı 

Serbest Yağ Asidi 

(%) 0,30 TS EN ISO 660 

Toplam Biofenol Miktarı 

(mg/kg) 668 COI/T.20/Doc.No.29 

Peroksit Değeri 

(meq aktiofoksijen/kg yağ) 5,64 TS EN ISO 3960 

          

          Tablo 2: Düşük polifenollü zeytinyağı (riviera) analiz sonuçları 

Analiz Sonuç TSE standartı 

Serbest Yağ Asidi 

(%) 0,34 TS EN ISO 660 

Toplam Biofenol Miktarı 

(mg/kg) 77 COI/T.20/Doc.No.29 

Peroksit Değeri 

(meq aktiofoksijen/kg yağ) 7,90 TS EN ISO 3960 
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3.5.3. Mekansal Öğrenme ve Hafızanın Değerlendirilmesi 

Morris Su Labirenti Testi 

Hipokampal-bağımlı mekansal öğrenme ve hafıza testidir. Bu test laboratuvar 

hayvanlarında mekansal öğrenme ve hafızanın araştırılmasında kullanılmak üzere, 1980’li 

yıllarda Richard Morris tarafından tanımlanmıştır (125). 

Altı haftalık beslemenin sonunda Morris su tankı kullanılarak mekansal öğrenme ve 

hafıza deneyleri gerçekleştirildi. Havuzun bulunduğu odanın duvarlarına farklı renk ve 

şekilde görsel ipuçları yerleştirilerek, sıçanların bu işaretleri kullanarak yönlerini 

belirlemesi sağlandı. Testte belirli bir seviyeye kadar su doldurulmuş yuvarlak bir havuz 

ve havuzun bir çeyreğinde (kadran) suyun birkaç santimetre altında sudan kaçmaya 

yarayacak bir platform yerleştirildi. Tankın merkezinden yaklaşık 2 m yükseklikte 

sıçanların davranışlarını izlemek ve kaydetmek üzere bir video kamera sistemi kuruldu. 

Her test gününde sıçanlar tankı ayıran dört kadranın bir yönünden başlamak üzere yüzleri 

havuz kenarına dönük olarak suya bırakıldı ve maksimum 60 sn yüzmelerine izin verildi. 

Eğer 60 sn içinde platformu bulamazsa 15 sn üstünde kalması sağlandı. Her sıçan dört 

kadranın dört yönünden de suya bırakılacak şekilde günde dört deneye tabi tutuldu. Her 

deneyin tamamlanmasından sonra sıçanlar platform üzerinden alınarak kurulandı ve 

kafeslerine yerleştirildi. Bu işlemler ard arda dört gün tekrarlandı. Böylece her sıçana dört 

gün toplam 20 deney uygulandı. Beşinci gün her sıçana bir araştırma deneyi (probe trial) 

uygulandı. Platform havuzdan kaldırılarak sıçanın 60 saniye yüzmesine izin verildi. 

Davranışsal veriler, yüzme mesafesi, platformun olduğu kadranda geçirdiği süre ve her 

kadranda harcadığı süre olarak Noldus Ethovision XT video izleme sistemi kullanılarak 

değerlendirildi. 

3.5.4. Anksiyete Benzeri Davranışın Değerlendirilmesi 

Açık Alan Testi 

İlk olarak, 1930’larda geliştirilmesiyle hayvanlardaki arama davranışının 

araştırmasında kullanılan açık alan testi günümüzde anksiyetenin ve lokomotor aktivitenin 
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değerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Anksiyete değerlendirmesinde 

kemirgenler için stresli bir ortam olarak kabul edilen açık alan testinde denekler orta 

alanda olmaktan kaçınmakta ve duvarlara yakın yürüme davranışı (tigmotaksis) 

göstermektedirler. Bunların dışında hayvanın ayağa kalkma hareketi ve kaşınma süresi 

gibi parametrelere de bakılmaktadır. 

Çalışmada altı haftalık beslemenin sonunda açık alan testi için 1 m uzunluğunda × 

1 m genişliğinde × 1 m yüksekliğinde üstü açık kutu şeklinde deney düzeneği kullanıldı. 

Deney hayvanı bu alanın ortasına bırakıldı ve 5 dakika boyunca kamera kaydedildi. Her 

denekten sonra test alanı %70’lik alkol ile deneğe ait kokuyu kaldırmak için temizlendi. 

Hayvanın test alanının kenarlarında ve ortasında geçirdiği süreler, toplam gezinme 

mesafesi, kenar ve orta alana giriş sayısı Noldus Ethovision XT yazılımı takip edilerek 

analiz edildi.  

Yükseltilmiş Artı Labirent Testi 

Deney hayvanlarında anksiyete değerlendirmesi için kullanılan yaygın bir testtir 

(126). Yükseltilmiş artı labirent testinde sıçan ya da fare açık alan testinde olduğu gibi 

merkez bölgeye konulur. Kafesinden alınan denekte yeni çevre ve yükseklik anksiyeteye 

yol açar. Artan anksiteye bağlı olarak kapalı kolda geçen süre, kapalı kola girme sayısı, 

kapalı kolda geçen sürenin yüzdesi artar. Anksiyetenin azalmasına bağlı olarak da açık 

kolda geçen süre ve açık kola girme sayısı artar. Bunların dışında açık alan testinde olduğu 

gibi iki ayağı üzerine kalkma sayısı, kaşınma süresi, dışkılama sayısı gibi parametrelere 

de bakılır.  

Bu çalışmada da yüksek polifenol içerikli zeytin yağının anksiyete üzerindeki 

etkisini incelemek amacıyla yükseltilmiş artı labirent testi uygulandı. Yükseltilmiş artı 

labirent testi için zeminden 75 cm yükseklikte, merkezde 5×5 cm’lik bir merkez platform 

ile yanlarda 50 cm uzunluğunda, 10 cm genişliğinde, 0,5 cm yüksekliğinde duvarları 

bulunan iki açık ve 50 cm uzunluğunda, 10 cm genişliğinde, 40 cm yüksekliğinde 

duvarları bulunan iki kapalı koldan oluşan bir düzenek kullanıldı. Deney hayvanı açık 

kollardan birine bakacak şekilde merkez platforma bırakılarak 5 dakika boyunca kamera 
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ile izlendi, açık ve kapalı kollara giriş sayısı ile merkez platformda ve kollarda geçirilen 

süre ölçüldü. Her denekten sonra test platformu %70’lik alkol ile deneğin kokusunu 

önlemek için temizlendi. Deney hayvanlarının kayıt ve analizinde Noldus Ethovision XT 

video tracking sistemi kullanıldı. 

3.5.5. Sakrifikasyon ve Doku Örneklerinin Alınması 

Davranış testlerinin bitiminden sonraki gün karbondioksit anestezisi altında 

sıçanların sol kardiyak ventrikülünden tüm kanları alınarak yaşamları sonlandırıldı. 

Histolojik inceleme yapılacak beyin dokuları fiksasyon için oda sıcaklığında %10 

formalin çözeltisi içerisine konmuştur. Biyokimyasal analiz yapılacak hipokampüs ve 

prefrontal korteks dokuları ise ayrıldı ve PBS’te yıkanarak analizlerin yapılacağı güne 

kadar -80°C’de saklandı. 

3.5.6. Beyin Dokularının Homojenizasyonu 

Her sıçanın hipokampüs ve prefrontal korteks dokuları tartıldı ve her bir dokuya 

kendi ağırlığının beş katı kadar soğuk PBS (pH 7.4) mL cinsinden eklendi. Dokular 

boncuk homojenizatörde 2 dakikalık periyodlarda toplamda 4 dakika, 1/30 frekansta 

homojenize edildi. Daha sonra örnekler +4°C’de, 5000 g’de ve 10 dakika santrifüj yapıldı. 

Süpernatantlar -80°C’ye kaldırıldı. 

 3.5.7. Doku Protein Miktarının Belirlenmesi 

Hipokampüs ve prefrontal korteks dokularında bulunan toplam protein miktarı BCA 

(bikinkoninik asit) yöntemi ile analiz edildi. Bulunan değer, dokularda analiz edilen 

spesifik proteinlerin miktarına oranlanarak toplam protein başına düşen spesifik proteinin 

miktarının belirlenmesi için kullanıldı. Analiz aşağıdaki sırayla yapılmıştır. 

1- Kit içindeki 2 mg/mL yoğunluktaki stok standart kullanılarak 1.5 mg/mL, 1 

mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.025 mg/mL 

yoğunluklarda standartlar hazırlandı. 



 

 38 

2- Hazırlanan standartlar ve 1/10 oranında seyreltilmiş örneklerin her biri 25 μl 

olarak mikroplak kuyucuklara eklendi.  

3- Her kuyuya 200 μl çalışma çözeltisi eklendi. Çalışma çözeltisi reaktif A ve reaktif 

B’nin 50:1 oranında karıştırılmasıyla elde edildi.  

4- Üstü kapatılan mikroplak 30 dakika 37°C’de inkübe edildi.  

5- İnkibasyondan sonra optik yoğunluk 562 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu 

(BioTek ELX 800) ile ölçüldü.  

6- Elde edilen absorbans değerleri ile standart grafiği çizilerek örneklerdeki toplam 

protein miktarı hesaplandı. 

 
Şekil 6: Hipokampüs BCA Standart Grafiği 

 
Şekil 7: Prefrontal Korteks BCA Standart Grafiği 
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3.5.8. Sinaptofizin Miktarının Ölçülmesi 

Hipokampüs ve prefrontal korteks sinaptofizin düzeyleri sıçan SYP kiti kullanılarak 

ELISA yöntemi ile analiz edildi. Her iki dokudaki örneklerde farklı dilüsyon 

kullanılarak aşağıdaki protokol izlenmiştir. 

1- Hipokampüs homojenatları 1/80, prefrontal korteks örnekleri 1/40 oranında PBS 

ile seyreltildi. 

2- Standartlar seri dilüsyon ile 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ng/mL 

konsantrasyonlarda hazırlandı. 

3- Her kuyucuğa standartlar, örnekler ve sıfır standart (0 ng/mL) her birinden çift 

kuyu olacak şekilde 100 μl olarak eklendi. Plağın üstü kapatılıp 37°C’de 2 saat 

inkübe edildi. 

4- İnkübasyondan sonra kuyucuklara 100 μl Biotin-antibody eklenerek 37°C’de 1 

saat inkübe edildi. 

5- Sonrasında her kuyucuk 200 μl yıkama tamponu ile üç defa yıkandı. 

6- Kuyucuklara 100 μl HRP-avidin eklenerek 37°C’de 1 saat inkübe edildi. 

7- Her kuyu altı defa yıkama aşamasından geçirildikten sonra 90 μl TMB Substrat 

eklenerek 30 dakika 37°C’de inkübe edildi. 

8- Her kuyuya 50 μl durdurma solüsyonu eklendikten sonra 450 nm dalga boyunda 

optik yoğunlukları okutularak (BioTek ELX 800) her örnekte bulunan sinaptofizin 

miktarı çizilen standart eğrisi kullanılarak hesaplandı. 

 

y = 0.041x + 0.2461
R² = 0.996
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Şekil 8: Hipokampüs Sinaptofizin Düzeyi Standart Grafiği 

 
Şekil 9: Prefrontal Korteks Sinaptofizin Düzeyi Standart Grafiği 

3.5.9. Nestin Miktarının Ölçülmesi 

Hipokampüste bulunan nestin protein miktar düzeyleri sıçan Nestin kiti kullanılarak 

ELISA yöntemi ile analiz edildi. Dokudaki örnekler analiz edilirken aşağıdaki 

protokol izlenmiştir. 

1- Hipokampüs homojenatları 1/100 oranında PBS ile seyreltildi. 

2- Standartlar seri dilüsyon ile 16, 8, 4, 2 ve 1 ng/mL konsantrasyonlarda hazırlandı. 

3- Örnekler 40 ul, standartlar 50 ul olarak her birinden çift kuyu olacak şekilde 

eklendi. 

4- Sadece örneklere 10 ul anti-NES antikoru ve sıfır standart hariç tüm kuyucuklara 

50 ul streptavidin-HRP eklenerek 1 saat 37°C’de inkübe edildi. 

5- Tüm kuyucuklar beş defa 0.35 mL yıkama tamponu ile yıkandı. 

6- Önce 50 ul A çözeltisi, sonrasında 50 ul B çözeltisi eklenerek 10 dakika 37°C’de 

inkübe edildi. 

7- Her kuyucuğa 50 ul durdurma çözeltisi eklendi ve hemen ardından 450 nm dalga 

boyunda optik yoğunlukları okutuldu (BioTEK ELX 800). Standart eğrisi çizilerek 

her örnekte bulunan nestin miktarı hesaplandı. 

y = 0.0458x + 0.103
R² = 0.9952
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Şekil 10: Hipokampüs Nestin Düzeyi Standart Grafiği 

3.5.10. Kalbindin Miktarının Ölçülmesi 

Hipokampüste bulunan kalbindin protein miktar düzeyleri sıçan Kalbindin kiti 

kullanılarak ELISA yöntemi ile analiz edildi. Dokudaki örnekler analiz edilirken 

aşağıdaki protokol izlenmiştir. 

1- Hipokampüs homojenatları 1/200 oranında PBS ile seyreltildi. 

2- Standartlar seri dilüsyon ile 1.6, 0.8, 0.4, 0.2 ve 0.1 ng/mL konsantrasyonlarda 

hazırlandı. 

3- Örnekler 40 ul, standartlar 50 ul olarak her birinden çift kuyu olacak şekilde 

eklendi. 

4- Sadece örneklere 10 ul anti-CALB antikoru ve sıfır standart hariç tüm kuyucuklara 

50 ul streptavidin-HRP eklenerek 1 saat 37°C’de inkübe edildi. 

5- Tüm kuyucuklar beş defa 0.35 mL yıkama tamponu ile yıkandı. 

6- Önce 50 ul A çözeltisi, sonrasında 50 ul B çözeltisi eklenerek 10 dakika 37°C’de 

inkübe edildi. 

7- Her kuyucuğa 50 ul durdurma çözeltisi eklendi ve hemen ardından 450 nm dalga 

boyunda optik yoğunlukları okutuldu (BioTEK ELX 800). Standart eğrisi çizilerek 

her örnekte bulunan kalbindin miktarı hesaplandı. 

y = 11.436x + 0.0741
R² = 0.9927
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Şekil 11: Hipokampüs Kalbindin Düzeyi Standart Grafiği 

3.5.11. Hipokampal Nörojenezin İmmünohistokimyasal Analizi 

Deney sonunda elde edilen beyinler %4’lük paraformaldehit ile üç gün fikse edildi 

ve fiksasyon bitiminde %30’luk PBS ile hazırlanmış olan sükroz solüsyonu ile +4oC’de 

beyinler batana kadar inkübe edildi. Ardından Tissue-Tek OCT compound içine gömüldü. 

Hipokampus bölgesinden (plate 22-23) 8 mm boyutlarında cryostat kesitler alındı. 

Kesitler boyama yapılana kadar -80oC’ de saklandı.  

İmmunfloresan inceleme için, oda sıcaklığına getirilen kesitler soğuk aseton ile 15 dk 

fikse edildi. Kesitler, 4 kere 5 dakika boyunca PBS ile yıkandı. Daha sonra kesitler yeni 

PBS ile hazırlanmış olan %1’lik NaBH4 ile 20 dakika boyunca inkübe edildi ve aynı 

şekilde 4 defa 5 dakika boyunca kesitler PBS ile yıkandı. Yıkama işleminden sonra 

kesitler PBS ile hazırlanmış %0,3 Triton X-100 içeren %5’luk goat serum ile 1 saat 

boyunca inkübe ederek bloklandı. Kesitler daha sonra PBS içinde %0,3 Triton X-100 

içeren %2 goat serum ile hazırlanmış inflamazom aktivitesi göstergeci olan primer 

antikorlar anti-BrdU ve anti-NeuN ile +4oC’de 1 gece bekletildi. Ertesi gün PBS ile 

yapılan yıkamadan sonra Alexa fluor 488 ve Alexa flour 594 ile 1 saat bekletildi. Yine 

PBS ile yıkanan kesitler DAPI ile 5 dakika boyunca boyandı. Kesitler Prolong Gold 

antifade mounting medium ile kapatılarak konfokal mikroskopta (Zeiss LSM880) 

görüntüler alındı. Bilgisayarlı analiz sistemi Image J programında intensite ölçümü yapıldı 

ve gruplar arası farklılık istatistiksel olarak değerlendirildi. 

y = 1.0021x - 0.0298
R² = 0.9934
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3.6. Verilerin Değerlendirilmesi 

Çalışmanın sonuçlarına ait istatistiksel veriler SPSS programı 24.0 versiyon 

kullanılarak yapıldı. Verilerin normal dağılımına Shapiro-Wilk testi ile bakıldı. Normal 

dağılan verilerin gruplar arası karşılaştırmasında one-way ANOVA kullanıldı ve sonuçlar 

ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde gösterildi. Normal dağılmayan veriler ise 

Kruskal Wallis testi ile analiz edilerek sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) ile 

gösterildi. Grup içi tekrarlayan ölçümlerin analizinde repeated measures ANOVA 

kullanıldı ve sonuçlar ortalama±standart sapma şeklinde gösterildi. p<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Verilerin birbirleri ile korelasyonunda Pearson’s 

korelasyon analizi kullanıldı ve p<0.05 değeri anlamlı olarak kabul edildi.  

3.7. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Araştırmamızda yaşlı ve genç sıçanlar kullanılmış, genç sıçanlar yüksek polifenollü 

zeytinyağı ile beslenerek yaşlı grup ile karşılaştırılmıştır. Genç grupta kontrol grubu 

oluşturulmamıştır. Bu nedenle genç grup kendi içinde karşılaştırılamamıştır. Ayrıca 

kullanılan mekânsal bellek testi nörojenez fonksiyonlarını tam olarak ortaya koymamış 

olabilir. 

3.8. Etik Kurul Onayı 

Çalışma Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu (TF-HADYEK) tarafından 04/09/2019 tarihli 69/2019 karar numarasıyla onay 

almıştır. Belge Ek-2’de verilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Morris Su Labirenti Testi 

Morris su labirenti testinin ilk 4 gününde sıçanlar su tankının farklı kadranlarından 

suya bırakılarak platformun yerini bulmaları için eğitildi. Hipokampal öğrenme yetileri 4 

gün boyunca alıştırmaya tabi tutulan deney hayvanlarının platformu bulma süresi ve 

katedilen toplam mesafe ölçümleri ile değerlendiridi. Platformu bulma süresi tüm 

gruplarda 1. gün ve diğer günler arasında istatistiksel olarak farklı bulundu (p<0.05) (Şekil 

12). Kat edilen toplam mesafe parametresinde ise 1. günde alınan toplam yol diğer 

günlerden istatistiksel olarak yüksek bulundu (p<0.05) (Şekil 13). Elde edilen veriler 

değerlendirildiğinde 1. Günden sonra azalan platformu bulma süreleri ve kat edilen toplam 

mesafeleri deney hayvanlarının tüm gruplarda öğrenmelerinin gerçekleştiğini gösterdi. 

 

Şekil 12: Morris su labirenti testinin 1-4. günlerinde platformu bulma süreleri. Tüm 

gruplarda 1. gündeki platformu bulma süreleri diğer dört günden yüksektir (p<0.05). Her 

gün, grupların dört tekrardan oluşan denemelerinden oluşmaktadır. Denemelerin 

sonuçları ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde verilmiştir. 
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Şekil 13: Morris su labirenti testinin 1-4. günlerinde kat edilen toplam mesafe. Tüm 

gruplarda 1. günde katedilen toplam yol diğer günlere göre istatistiksel olarak yüksektir 

(p<0.05). Her gün, grupların dört tekrardan oluşan denemelerinden oluşmaktadır. 

Denemelerin sonuçları ortalama ± standart sapma (SD) şeklinde verilmiştir. 

Deneyin 5. gününde, hedef kadranda geçirilen süre, kat edilen toplam yol, tigmotaksik 

yüzme süresi ve yüzme hızı parametreleri değerlendirilmiştiç Gruplar arasında platformun 

olduğu kadranda geçirilen süreler karşılaştırıldığında, GYP grubunun hedef kadranda 

geçirdiği sürelerin ortalaması diğer grupların ortalamasından yüksek olsa da gruplar 

arasında hedef kadranda geçirilen süreler açısından bir fark bulunamamıştır (p>0.05) 

(Şekil 14). Grupların deney günü kat ettikleri toplam mesafeler arasında bir fark 

görülmemiştir (p>0.05) (Şekil 15). Yüzme sırasında anksiyete hakkında bilgi veren 

havuzun dış kenarlarında yüzme süresi değerlendirildiğinde ise GYP grubunun 

tigmotaksik yüzme süresi diğer gruplara göre anlamlı derecede düşük bulundu (p<0.05) 

(Şekil 15). Son olarak, grupların yüzme hızları karşılaştırıldığında gruplar arasında 

anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05) (Şekil 6). Elde edilen veriler değerlendirildiğinde 

hipokampüs bağımlı mekânsal öğrenme açısından gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05).  
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Şekil 14: Morris su labirentinin 5. gününde hedef kadranda geçirilen süre. Grupların 

hedef kadranda geçirdikleri sürede anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0.05). Sonuçlar 

ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  

 

Şekil 15: Morris su labirentinin 5. gününde kat edilen toplam mesafe. Testin 5. gününde 

kat edilen toplam mesafede gruplar arasında anlamlı fark yoktur (p<0.05). Sonuçlar 

ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  
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Şekil 16: Morris su labirentinin 5. gününde tigmotaksis yüzme süreleri. *GYP grubu YK 

grubuna göre havuzun kenarında daha düşük süre yüzmüştür (p<0.05). Sonuçlar 

ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  

 

Şekil 17: Morris su labirentinin 5. gününde ortalama yüzme hızları. Grupların yüzme 

hızları testin 5. gününde anlamlı bir fark göstermemiştir (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± 

standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  

4.2. Açık Alan Testi 

Yüksek polifenollü zeytin yağının anksiyete üzerine etkisini ölçmek amacıyla 

yapılan açık alan testinde orta alanda geçirilen süre, kenar alanda geçirilen süre, kat edilen 

toplam mesafe ve hız parametreleri açısından gruplar arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir (p>0.05). Veriler değerlendirildiğinde, gruplar arasında istatistiksel olarak 

fark bulunmaması anksiyete benzeri davranışın tüm gruplarda benzer olduğunu gösterdi. 
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Şekil 18: Açık alan testi orta alanda geçirilen süre. Orta alanda geçirilen süre gruplar 

arasında istatistiksel açıdan farklı değildir (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± standart hata 

(SEM) şeklinde verilmiştir.  

Şekil 19: Açık alan testi kenar alanlarda geçirilen süre. Grupların kenar alanlarda 

geçirdikleri süre istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± 

standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  
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Şekil 20: Açık alan testi kat edilen toplam yol. Grupların kat ettikleri toplam mesafede bir 

fark bulunamamıştır (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde 

verilmiştir.  

 

Şekil 21: Açık alan testinde ortalama hızlar. Grupların ortalama hızları açısından 

herhangi bir fark yoktur (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde 

verilmiştir.  

4.3. Yükseltilmiş Artı Labirent Testi 

Anksiyetenin değerlendirilmesi amacıyla yapılan yükseltilmiş artı labirent testinde 

ise parametreler açısından anlamlı bir fark yoktur (p>0.05). 
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Şekil 22: Yükseltilmiş artı labirent testinde açık kollarda geçirilen süre. Gruplar arasında 

açık kollarda geçirilen süre arasında herhangi bir fark yoktur (p>0.05). Sonuçlar 

ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir. 

Şekil 23: Yükseltilmiş artı labirent testinde kapalı kollarda geçirilen süre. Kapalı kollarda 

geçirilen süreler gruplar arasında farklılık göstermemiştir(p>0.05). Sonuçlar ortalama ± 

standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  
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Şekil 24: Yükseltilmiş artı labirent testinde orta alanda geçirilen süre. Orta alanda 

geçirilen süre gruplar arasında farklılık göstermemiştir (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± 

standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  

Şekil 25: Yükseltilmiş artı labirent testinde kat edilen toplam yol. Gruplar arasında kat 

edilen toplam mesafede istatistiksel olarak farklılık yoktur (p>0.05). Sonuçlar ortalama 

± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir.  
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Şekil 26: Yükseltilmiş artı labirent testinde ortalama hızlar. Gruplar arasında hız 

açısından fark bulunamamıştır (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) 

şeklinde verilmiştir.  

4.4. Dendat Girus’ta Çoğalan Hücrelerin BrdU ile Belirlenmesi 

 

Şekil 27: Hipokampüste BrdU immün boyaması. YK: Yaşlı Kontrol. YDP: Yaşlı Yüksek 

Polifenol. YYP: Yaşlı Yüksek Polifenol. GYP: Genç Yüksek Polifenol. 
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Şekil 28: Dendat Girustaki (DG) BrdU pozitif hücreler. **YYP grubunun DG’sinde 

çoğalan hücre sayısı YK grubuna göre yüksek bulunmuştur (p<0.01). ** YYP grubunun 

DG’sinde çoğalan hücre sayısı YDP grubuna göre yüksek bulunmuştur. Sonuçlar 

ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir. 

4.5. Dendat Girus’ta Olgunlaşan Hücrelerin NeuN ile Belirlenmesi 

 

Şekil 29: Hipokampüste NeuN immün boyaması. YK: Yaşlı Kontrol. YDP: Yaşlı Yüksek 

Polifenol. YYP: Yaşlı Yüksek Polifenol. GYP: Genç Yüksek Polifenol. 
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Şekil 30: Dendat Girustaki (DG) NeuN pozitif hücreler. ***YYP grubunun DG’sinde 

çoğalan hücre sayısı YK grubuna göre yüksek bulunmuştur (p<0.001). **GYP grubunun 

DG’sinde çoğalan hücre sayısı YK grubuna göre yüksektir. Sonuçlar ortalama ± standart 

hata (SEM) şeklinde verilmiştir. 

4.6. Hipokampüs Nestin Düzeyi 

Nöral kök hücrelerden sentezlenen nestin protein düzeyleri incelendiğinde YYP 

grubunun nestin miktarı YK grubuna göre yüksek bulundu (p=0.013) (Şekil 33). Veriler 

değerlendirildiğinde, yüksek polifenol içeriğinin nöral kök hücre havuzunda anlamlı bir 

artışa neden olduğu görüldü. 
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 Şekil 31: Hipokampal nestin düzeyi. *YYP grubundanestin düzeyi YK grubuna göre 

yüksek bulunmuştur (p<0.05). Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde 

verilmiştir. 

4.7. Hipokampüs Kalbindin Düzeyi 

Hipokampüsteki kalbindin düzeyleri karşılaştırıldığında YYP grubunun kalbindin 

düzeyinin YK grubuna göre anlamlı derecede fazla olduğu gözlendi (p=0.028) (Şekil 34). 

Analiz sonucunda yüksek polifenolün kalbindin protein sentezini arttırdığı bulundu. 

 

Şekil 32: Hipokampal kalbindin düzeyi. *YYP grubundakalbindin düzeyi YK grubuna 

göre yüksek bulunmuştur (p<0.05). Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde 

verilmiştir. 

4.8. Hipokampüs Sinaptofizin Düzeyi 

Yüksek polifenol içerikli zeytinyağının sinaptik bütünlüğe etkisini incelemek 

amacıyla sinaptofizin düzeylerine bakıldığında; gruplar arasında sinaptofizin düzeyleri 

bakımından anlamlı bir fark görülmedi (p=0.073). YYP grubunun sinaptofizin düzeyi YK 

ve YDP grubuna göre fazla; GYP grubunun ise YK, YDP ve YYP grubuna göre daha 

yüksek sinaptofizin düzeyine sahip olmasına rağmen bu fark istatistiksel olarak anlamlı 
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değildi. Yüksek polifenol içerikli zeytinyağı ile beslenme sinaptofizin düzeylerinde 

anlamlı bir artışa neden olmadı (Şekil 31). 

 

 

Şekil 33: Hipokampal sinaptofizin düzeyi. Sinaptofizin düzeyleri açısından gruplar 

arasında istatistiksel olarak fark bulunamamıştır (p>0.05). Sonuçlar ortalama ± standart 

hata (SEM) şeklinde verilmiştir. 

4.9. Prefrontal Korteks Sinaptofizin Düzeyi 

Prefrontal korteksteki sinaptofizin düzeylerine bakıldığında YYP grubunun 

sinaptofizin düzeyi YK ve YDP grubuna göre anlamlı olarak yüksekti (sırasıyla p=0.047, 

p=0.041). GYP grubun da benzer şekilde YK ve YDP grubuna göre sinaptofizin düzeyi 

anlamlı olarak yüksek bulundu (sırasıyla p=0.009, p=0.007) (Şekil 32). 
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Şekil 34: Prefrontal korteksteki sinaptofizin düzeyi. *YYP grubundasinaptofizin düzeyi 

YK grubuna göre yüksek bulunmuştur (p<0.05). *YYP grubundasinaptofizin düzeyi YDP 

grubuna göre yüksek bulunmuştur (p<0.05). **GYP grubunun sinaptofizin düzeyi YK 

grubuna göre yüksektir (p<0.01). **GYP grubunun sinaptofizin düzeyi YDP grubuna 

göre yüksektir (p<0.01). Sonuçlar ortalama ± standart hata (SEM) şeklinde verilmiştir. 

4.10. Korelasyon Analizi 

 Analiz edilen belirteçler arasındaki ilişkiyi incelemek amacıyla korelasyon analizi 

yapıldı. Davranış testi parametreleri ile histokimyasal analiz sonucu elde edilen BrdU, 

NeuN düzeyi, nestin, sinaptofizin ve kalbindin protein miktarları arasında herhangi bir 

ilişkinin varlığı saptanmadı (p>0.05). 

 Nöral kök hücrelerden sentezlenen nestin protein miktarı ile hipokampal kalbindin 

düzeyi arasında pozitif korelasyon tespit edildi (r = 0.758, p<0.001).  
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5. TARTIŞMA 

Zeytinyağı, Türkiye’nin de içinde bulunduğu Akdeniz ülkelerinde günlük diyet ile 

alınan önemli bir besin kaynağıdır. Zeytinyağındaki polifenol içeriği tarım 

uygulamalarına göre değişmektedir ve bu uygulamaların bir sonucu olarak düşük 

polifenollü zeytinyağları piyasada yaygın olarak bulunmaktadır. Zeytinyağındaki 

polifenol içeriğinin daha yüksek olmasının sağlık üzerindeki etkilerinin tam olarak 

aydınlatmamış olmasının yanı sıra, literatürdeki çalışmalar zeytinyağı içerisinde bulunan 

polifenollerin nörojenez üzerine etkisini spesifik olarak hidroksitirozol (HT) gibi tek veya 

birkaç polifenol ile incelemektedir. Günlük ve düzenli zeytinyağı tüketiminin yaşlılık 

sürecinden etkilenen nörojeneze moleküler ve fonksiyonel etkisini ortaya koyan bir 

çalışma henüz literatürde bulunmamaktadır. Bu nedenle araştırmamızın amacı zeytinyağı 

polifenollerinin nörojenez ilişkili moleküler etkilerinin araştırılması olmuştur. Bu amaçla, 

çalışmamızda 20-22 aylık Sprague Dawley dişi sıçanlar altı hafta boyunca 1 ml/gün 

miktarında, polifenol değeri yüksek olan (668 mg/kg) ve düşük olan (77 mg/kg) 

zeytinyağları ile beslenmiştir. Beslenme süreci sonunda mekânsal hafıza ve anksiyete 

değerlendirilmesi yapılmış ve bu fonksiyonlar ile bağlantılı olan hipokampal nörojenez, 

hipokampüs ve prefrontal korteks sinaptik yoğunluğu araştırılmıştır. 

Zeytinyağı polifenollerinin etki mekanizmalarına baktığımızda yaşlanma ile ilgili 

hücresel süreçler ile örtüştüğü belirtilmektedir (127). Doğal bir antioksidan olan 

zeytinyağı polifenollerini kullanarak normal yaşlanma sürecinde artan oksidatif hasar, 

DNA hasarı, protein metabolizmasının bozulması ve kök hücre yıpranması gibi hücresel 

süreçlere müdahale ederek yaşlanmayı yavaşlatmak veya tersine çevirmek için birçok 

araştırma yapılmaktadır. Hipokampal nörojenez, yaşlanma sürecinden etkilenen başlıca 

süreçtir ve  zamanla nörojenez azalmakta ve kognitif fonksiyonların azalmasına katkıda 

bulunduğu savunulmaktadır (7). 

Çalışmamızda yüksek polifenollü zeytinyağının DG’ta bulunan bölünmekte olan 

hücreleri arttırıp arttırmadığına bakmak için BrdU immünohistokimya boyaması 

yapılmıştır. Beslemenin başladığı günden 14 gün sonra ilk BrdU enjeksiyonu 
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intraperitoneal olarak gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada, beslenme süresini altı hafta 

olarak belirlenmesinde ve enjeksiyonun 14 gün sonra gerçekleştirilmesindeki amaç 

zeytinyağı kullanımı sonrasında hücre çoğalmasını incelemek ve hücrelerin 

olgunlaşmasına izin vermek için yaklaşık dört hafta olan olgunlaşma süresini beklemek 

idi. Bu süre; nörojenez sürecinde nöral kök hücrelerin olgunlaşıp fonksiyonel nöral ağlara 

aktif olarak katıldığı sürenin yaklaşık altı hafta olmasına bağlı olarak belirlendi. Bu 

şekilde yapılan izleme ile zeytinyağı polifenollerinin hücrelerin hem çoğalma sürecine 

hem de olgunlaşma sürecine olan katkısının aydınlatılması amaçlandı.  

Elde edilen deney verileri nöranal hücre çoğalmasının YYP grubunda YDP ve YK 

grubuna göre istatistiksel olarak daha yüksek olduğunu artan BrdU immünreaktivitesi ve 

nestin protein miktar analizleri ile gösterdi. Sonuç olarak, elde etmiş olduğumuz BrdU ve 

nestin verileri polifenol içeriği yüksek olan zeytinyağının günlük tüketiminin yaşlı DG’da 

hücre çoğalmasını arttırdığını hem immün boyama hem de protein miktar analizi olmak 

üzere iki farklı yöntem ile göstermektedir. Çoğalan hücrelerin olgunlaşma kapasitesinde 

olduğu ise bir olgunlaşma belirteci olan NeuN’nin YYP ve GYP grubunda YK grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı olarak yüksek bulunması ile saptanmış oldu. Verilerimiz, 

D’Anrea ve ark.’nın (123) 15 aylık farelere hidroksitirozol’un (HT) 30 gün boyunca 

100/mg/kg/gün miktarda içme suyuna karıştırarak verdikleri çalışma ile uyumluluk 

göstermektedir. D’Anrea ve ark. DG’ta BrdU ve NeuN boyamasıyla hücre çoğalmasının 

ve sağkalımının arttığını göstermişlerdir. Bizim çalışmamızla uyumlu bir başka çalışma 

ise Zheng ve ark.’nın (122) yapmış olduğu prenatal stres prosedürü uygulanmış sıçanlara 

2 hafta boyunca 10 ve 50 mg/kg miktarda HT verildiği çalışmadır. Çalışmada yeni doğan 

sıçanlarda nörojenez NMDA reseptörlerinden R1, R2A ve R2B ile mRNA düzeyinde 

değerlendirilmiş ve reseptör ekspresyonlarının HT beslenmesi ile artması nörojenezin 

arttığı şeklinde yorumlanmıştır. Çalışmamızda kullanılan sıçanlar yaş itibariyle diğer 

çalışmalarda kullanılanlardan yaşlıdır. Çalışmamızda insanlarda 60 yaşına denk gelen 

sıçanlar kullanılmıştır (24 ay). Bu yönü ile çalışmamız hipokampal hücre çoğalmasını ve 

olgunlaşmasının varlığını bu yaştaki sıçanlardaki gösteren ilk çalışmadır. Ayrıca, yapmış 

olduğumuz çalışmada kullandığımız zeytinyağı içeriğindeki polifenol miktarı oldukça 
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yüksektir. Deney hayvanlarına verilen polifenol miktarları yönüyle çalışmamızı yukarıda 

bahsedilen araştırmalar ile karşılaştırdığımızda; Andrea ve ark.’ı saf HT’yi deney 

hayvanlarına 100 mg/kg günlük tüketilen su ile (7 ml) birlikte vermişler, Zheng ve ark.’ı 

ise 10 ve 50 mg/kg HT’yi gavaj yolu ile deney hayvanlarına vermişlerdir. Yapmış 

olduğumuz çalışmada ise HT dahil zeytinyağının içindeki tüm polifenol değerini yansıtan 

ve total polifenolik değeri 668 mg/kg zeytinyağı 2,7 mg/kg düzeyinde deney hayvanlarına 

verilmiş ve nöral kök hücrelerin çoğalması ve olgunlaşması izlenmiştir.  Yapılan diğer 

araştırmalar ile karşılaştırıldığında çalışmamızda kg başına verilen polifenol miktarı daha 

düşük düzeyde kalmaktadır. Ancak çalışmamızın, yüksek polifenol içerikli zeytinyağının 

oral yolla 6 hafta boyunca deney hayvanlarına verilmesinin nöral hücre çoğalmasını ve 

olgunlaşmasını gösteren ilk çalışma olduğunu ve literatüre önemli bir katkı sağlayacağını 

öngörmekteyiz. Görüşümüzü yüksek polifenol içeriğinin hipokampal nörojenezi 

arttırması, düşük polifenol içeriğinin ise bu etkiyi oluşturmaması desteklemektedir.  

Morris su labirenti testinin ilk dört gününde sıçanların öğrenme davranışı 

değerlendirilmiştir. Tüm gruplarda testin 2. 3. ve 4. günündeki öğrenme parametreleri 

testin 1. gününe kıyasla iyileşmiştir. Bu sonuç, sıçanların öğrenme becerilerinde herhangi 

bir problem olmadığını yani platformun yerini öğrendiklerini göstermektedir. Gruplar 

arası değerlendirmede genç grubun yaşlı gruplara göre platformun yerini bulma süresinin 

daha az olması ve kat edilen toplam mesafenin fazla olması öğrenmenin genç grupta daha 

iyi olduğuna işaret etmektedir. Öğrenmenin gençlerde daha hızlı olduğu ile ilgili verilemiz 

literatür ile uyumluluk göstermektedir (128).  

Artan nörojenezin hipokampüs bağımlı bellekle ilişkisini incelemek amacıyla altı 

hafta sonunda Morris su labirenti testi uygulanmıştır. Nörojenezin ve sinaptik yoğunluğun 

mekânsal belleğe potansiyel katkısı çalışmamızda gösterilememiştir. Fark 

görülememesine neden olabilecek faktörler şu şekilde sıralanabilir: a. Kullanılan Morris 

su labirenti testinin nörojenez artışını net olarak ortaya koymakta yetersiz kalması, b. 

Kullandığımız zeytinyağı içindeki polifenol miktarının davranışta herhangi bir değişikliğe 

neden olacak düzeyde olmaması, c. İnsan karşılığı olarak 60 yaş civarına gelen deney 
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hayvanlarında henüz mekânsal bellekte belirgin bir dejenerasyonun henüz oluşmamış 

olması. 

Kempermann ve ark. (129) tarafından a şıkkında belirtmiş olduğumuz Morris su 

tankı testinin yetersizliğine yönelik yorumlar yapılmıştır. Araştırmacılar Morris su 

labirent testinde kullanılan parametrelerin çoğalan hücrelerin beyin fonksiyonlarına 

katkısını tam olarak ifade edemediğini ve bir takım matematiksel simülasyonlara 

gereksinim olduğunu savunmaktadırlar. Bu görüşü destekleyen diğer çalışmalarda ise, 

Morris su labirenti testinde yaygın olarak kullanılan parametreler dışında dendat granül 

nöronlarının fonksiyonu olan patern ayrımının belirlenmesinin mekânsal hafızayı daha 

doğru bir şekilde ortaya koyduğu savunulmaktadır. Bunun için platformun yerinin 

değiştirilmesi ile yapılan deney kurgularının ve “arama stratejisi” denilen ve platformu 

bulmaya yönelik sıçan davranışının belirli matematiksel hesaplar ile analiz edilmesinin 

daha kesin bilgi verdiği düşünülmektedir (129,130).  

Mekansal bellekte kullanılan polifenol miktarının önemini Zhang ve ark.’nın (131) 

çay polifenolleri kullanarak yaptığı araştırma ortaya koymaktadır. Zhang ve ark. 3-4 aylık 

dişi sıçanların yumurtalıklarını diseke ederek menopoz ve yaşlanma modeli oluşturmuşlar 

ve 12 hafta boyunca oral gavaj ile 75, 150 ve 300 mg/kg miktarında çay polifenolünü 

deney hayvanlarına vererek mekânsal bellekteki değişimi incelemişlerdir. Çalışmanın 

sonucunda sadece 300 mg/kg miktarındaki grupta mekânsal bellekte bir iyileşme 

görüldüğü ifade edilmektedir. Bu araştırmalara göre kullanmış olduğumuz 

zeytinyağındaki polifenol miktarı mekânsal hafıza gelişimi için yeterli gelmemiş olabilir 

ancak karşılaştırma yaptığımız araştırmalarda polifenol kaynağı olarak çay kullanılmış 

olmasının da göz önüne alınması gereken bir nokta olduğunu düşünmekteyiz. Yukarıda c 

maddesinde belirtilen diğer olasılık ise mekânsal bellek bozulmasının ölçtüğümüz yaşta 

belirgin olmamasıdır. Zeytinyağı polifenolleri ile kemirgenler üzerinde yapılan 

çalışmalara baktığımızda, Morris su labirenti testinde bizim deney kurgumuzla uyumlu ve 

çalışmamızın bulgularıyla benzer sonuçlar olduğunu da görmekteyiz. Pitozzi ve ark.’nın 

(121) on aylık ve beş aylık fareler ile yaptığı çalışmada, on iki ay süren yüksek (6 mg/kg) 

ve düşük polifenol içerikli yem ile beslenen farelerde mekânsal hafıza platformun olduğu 
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yeri geçme frekansı, platformun olduğu kadranda geçirilen süre ve platformun bulunduğu 

yerde geçirilen süreler değerlendirilmiştir ve hem  yaşlı gruplar arasında hem de yaşlı 

gruplara kıyasla genç grupta fark bulunamamıştır. Araştırmacılar bu sonucu Morris su 

labirenti testinde yaşa bağlı farklılığın 24 aylık sıçanlarda sadece öğrenme fazında belirgin 

olduğu şeklinde yorumlamışlardır. Çalışmamızdaki öğrenme ve bellek testi sonuçları ile 

araştırmacıların yorumu uyumluluk göstermektedir. 

Çalışmamızda artan nörojenezin sıçanlarda görülen anksiyete benzeri davranışa 

etkisinin değerlendirmesi amacıyla tikmotaksik yüzme, açık alan testi ve yükseltilmiş artı 

labirent testi kullanıldı. Morris su labirenti testinde kullanılan tigmotaksik yüzme 

parametresi, havuzun iç duvarlarına dokunarak yüzme davranışıdır ve sıçanlar stresli bir 

çevredeyken gözlemlenmektedir. Stres hakkında bilgi veren tikmotaksik yüzme 

parametresinde GYP grubunun havuzun kenarlarında daha az zaman geçirmesi bu grupta 

anksiyetenin daha az olduğuna işaret etmektedir. Fakat bu tek başına yüksek polifenollü 

beslenmenin anksiyeteye etkisini açıklamak için yeterli değildir. Anksiyeteyi 

değerlendirmek için kullandığımız yükseltilmiş artı labirent ve açık alan testine 

baktığımızda yüksek ya da düşük polifenolün anksiyete benzeri davranışa bir etkisi tespit 

edilememiştir. Nörojenezdeki artışın anksiyete benzeri davranışa etkisi tartışmalı bir 

konudur. Bazı çalışmalarda nörojenezin anksiyete benzeri davranışı iyileştirmesi için 

önceden varolan bir stres modelinin gerekli olduğu savunulmaktadır. Hill ve ark.’nın (31) 

çalışmasında transjenik hayvan modeli kullanılarak hipokampal nörojenezin artması 

sağlanmış fakat açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent değerlendirmesi sonucunda 

kontrol grubuna kıyasla anksiyetede herhangi bir farklılık görülmemiştir. Deneyin 

devamında kortikosteron uygulanarak stres modeli oluşturulmuş ve sonrasında 

tamoksifen indüksiyonu ile nörojenezin artması sağlanmıştır. Yapılan analizlerde açık 

alan testinde bir fark bulunamazken yükseltilmiş artı labirent testinde nörojenezdeki artma 

ile birlikte anksiyete benzeri davranışta iyileşme görülmüştür. Bizim çalışmamızda ise 

genç grup da dahil olmak üzere nörojenezi destekleyen tüm moleküler parametrelerde 

artış görülmesine rağmen anksiyete parametrelerinde herhangi bir fark görülmemesinin 
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nedeninin deney modelimizin önceden var olan bir stres üzerine yapılandırılmamış olması 

olduğunu düşünmekteyiz. 

Çalışmamızda doğal bir antioksidan olan zeytinyağı polifenollerinin yaşlı sıçanların 

hipokampüslerinde koruyucu etki gösterip göstermediğini belirlemek amacıyla kalbindin 

protein seviyesini değerlendirilmiştir. Analiz sonucunda YYP grubunda kalbindin 

düzeyinin yüksek bulunması, yüksek polifenollü zeytinyağı tüketiminin hipokampüste 

kalsiyum tamponlama kapasitesini arttırdığını göstermektedir. Ayrıca çalışmamızda GYP 

grubunun kalbindin seviyesi YYP grubu ile benzer bulunmuştur ve bu sonuç yüksek 

polifenolün yaşlı hipokampüsünde kalbindin seviyesini koruduğunu düşündürmektedir. 

Zeytinyağı polifenollerinin hipokampüsteki kalbindin miktarına etkisini gösteren bir 

çalışma literatürde bulunmamaktadır. Polifenollerin kalsiyum metabolizmasına etkisini 

araştıran çalışmalar çoğunlukla in vitro ve kalsiyum konsantrasyonundaki değişiklikleri 

gösteren çalışmalardır. Carey ve ark. (132) sıçanların primer hipokampal nöronlarını 

kullanarak yaptıkları çalışmada, polifenol kaynağı olarak çoklu doymamış yağ 

asitlerinden zengin ceviz ekstraktı kullanmışlardır ve lipopolisakkarit/dopamine 

maruziyeti ile bozulan kalsiyum regülasyonunun hücrelerde iyileştiği kalsiyum 

görüntüleme yöntemi ile gösterilmiştir. Yapmış olduğumuz bu çalışmanın, yüksek 

polifenollü zeytinyağının yaşlanma sürecinde azalan kalsiyum tamponlama 

mekanizmasını kalbindin düzeyi üzerine etki ederek düzenlediğini göstermesi yönü ile 

literatüre önemli bir katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.  

Sinaptofizin, sinaptik yoğunluğun değerlendirilmesinde sıkça kullanılan bir 

proteindir ve genellikle mekânsal bellek analizleri ile birlikte değerlendirilmektedir. 

Yaşlanma ile belleğin azalmasının sinaptik yoğunluk azalması ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir (87). Bu bilgiye dayanarak araştırmamızda sinaptik yoğunluğu 

değerlendirmek amacıyla sinaptofizin düzeyleri incelenmiştir. Çalışmamızda, hipokampal 

sinaptofizin düzeyi yüksek polifenol ile beslenen yaşlı ve genç grupta artış göstermesine 

karşın bu artışın istatistiksel olarak anlamlı bir artış olmadığı saptandı. Smith ve ark.’nın 

(133) 6 aylık genç ve 24-28 aylık yaşlı sıçanlardaki hipokampal sinaptofizin düzeylerini 

ve öğrenme ve bellek davranışını karşılaştırdığı çalışma da bizim çalışmamızla benzer 
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sonuçlara sahiptir. Smith ve ark. sinaptofizin düzeyini IHC ile belirlenmişler ve mekânsal 

bellek Moris su labirenti ile test etmişlerdir. Bu araştırmada mekânsal belleği bozulmamış 

olan genç ve yaşlı grup arasında sinaptofizin yoğunluğu ve mekânsal bellek açısından bir 

fark görülmezken, mekânsal belleği bozulmuş yaşlı sıçanlarda sinaptofizin yoğunluğunun 

azaldığı tespit edilmiştir. Bu çalışma hem yaş ile hipokampal sinaptofizin düzeyi hem de 

mekânsal bellek ve hipokampüsteki sinaptofizin düzeyi arasındaki ilişkiyi göstermesi 

açısından çalışmamızı destekler niteliktedir.  

Sinaptofizin ve mekânsal bellek arasındaki ilişki çeşitli araştırmalara konu olsa da 

özellikle zeytinyağı polifenollerinden ne şekilde etkileneceği henüz tam olarak 

aydınlatılmış değildir. Wang ve ark.’nın (134) 3, 6, 18 ve 24 aylık sıçanları kullanarak 

yaptıkları çalışmada yüksek antioksidan kapasitesi ile bilinen polygonum multiflorum 

bitkisi ekstratı 21 aylık sıçanlara düşük (30 mg/kg) ve yüksek (60 mg/kg) dozlarda 3 ay 

boyunca intragastrik yöntem ile verilmiştir. Değerlendirme sonunda hipokampal 

sinaptofizin miktarları ölçülmüş ve sonuç olarak düşük dozla beslenen sıçanların 

sinaptofizin düzeylerinde beslenmeyenlere göre farklılık gözlenmezken; yüksek dozla 

beslenenlerin hipokampüslerinde hem düşük doza hem de diğer gruplara kıyasla anlamlı 

bir artış tespit edilmiştir. Bu çalışma, polifenol miktarına bağlı etkinin ortaya konulması 

açısından önemlidir. Zeytinyağı polifenollerinin sinaptofizin düzeyine etkisini gösteren 

çalışma ise Lauretti ve ark.’nın  (135) transgenik hTau Alzheimer fare modeli ile yaptıkları 

bir çalışmadır. 6 aylık sıçanlar toplam polifenol miktarı 253 mg/kg olan zeytinyağlı diyetle 

(50 mg/kg/diyet) 6 ay boyunca beslenmiştir. Çalışmada yaptıkları protein miktar 

analizinde sıçanlarda hipokampal ve serebral korteks sinaptofizin düzeylerinde anlamlı 

bir fark bulunamamıştır. Morris su labirenti testinde platformun olduğu alana girme sayısı 

yüksek polifenol ile beslenen grupta daha yüksek bulunmuştur, bu da yüksek polifenol ile 

beslenmenin mekânsal belleği iyileştirdiği şeklinde yorumlanmıştır. Bizim çalışmamızda 

sinaptik bütünlük açısından bir fark görülmemesi mekânsal bellek ile hipokampal sinaptik 

yoğunluk ilişkisini doğrular niteliktedir. Ayrıca, çalışmamızda kullandığımız polifenol 

miktarını göz önünde bulundurursak daha yüksek miktarda verilen polifenol miktarının 

hipokampal sinaptofizin düzeyini etkileyebileceğini düşünmekteyiz. 
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Çalışmamızda yüksek polifenollü zeytinyağı ile beslenmenin hipokampüsteki 

sinaptofizin düzeyinin yanı sıra prefrontal korteks sinaptofizin düzeyi de analizi edildi. 

Yapılan analizde günlük zeytinyağı tüketiminin prefrontal kortekste yaş ile azalan sinaptik 

bütünlüğü arttırdığı gösterildi. Polifenollerin sinaptik bütünlüğe etkisi daha önce yapılan 

çalışmalarda da gösterilmiştir. Bir yeşil çay polifenolü olan epigallokatekin galat (EGCG) 

Guo ve ark. (136) tarafından SAMP8 farelere 5 ve 15 mg/kg miktarda 8 hafta boyunca 

içme suyuna karıştırılarak verilmiş ve frontal kortekste ölçülen sinaptofizin miktarının 

hem düşük hem de yüksek miktar polifenol uygulanan farelerde arttığı gösterilmiştir. 

Prefrontal korteksin anatomisi ve bilişsel fonksiyonlarla olan ilişkisi insan ve 

kemirgenlerde farklılık göstermektedir. İnsanlardaki anatomik sınırları ve bağlantıları iyi 

bilinen prefrontal korteksin kemirgenlerdeki yeri literatürde tartışmalıdır. İnsanlarda 

dikkat, bilginin işlenme hızı, karar verme gibi yüksek bilişsel fonksiyonların oluşmasını 

sağlayan beyin yapısı olan prefrontal korteksin kemirgenlerdeki fonksiyonunun çalışma 

hafızası ile sınırlı olduğu savunulmaktadır  (137). Bu nedenle, çalışmamızda prefrontal 

korteks sinaptik yoğunluğu artmış olmasına rağmen bu artışın fonksiyonel yansıması 

Morris su labirenti testi, açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent testi ile ölçülememiş 

olabilir. Sonuç olarak çalışmamızda yüksek polifenollü zeytinyağı ile beslenme kognitif 

kontrol davranışı için gerekli olan prefrontal korteks bölgesinde sinaptik bütünlüğü 

arttırmıştır. 

Parametreler arasındaki ilişkinin olup olmadığına bakmak için korelasyon analizi 

yapıldı. Yapılan analize göre biyokimyasal ve histolojik belirteçler ve davranış testindeki 

parametreler korele değildi. Bu bulgulara göre belirteçlerin davranışa etkisi olmadığını 

düşünmekteyiz. Moleküler parametrelerde saptanılan nestin protein miktarı ile calbindin 

arasındaki pozitif yöndeki korelasyon çoğalan hücrelerin olgunlaşıp kalsiyum 

tamponlayabilen nöronlara dönüşmüş olabileceğine işaret etmektedir. Nestin genel olarak 

nöral kök hücrelerden eksprese edilse de merkezi sinir sistemindeki diğer nöronlarda da 

olduğunu gösteren çalışmalar vardır (138). Nestin ve kalbindin arasında korelasyon 

saptanmış olsa da düzeyinlere total hipokampüs dokusunda bakıldığı için, DG’deki nestin 

ve kalbindin ekspresyonunu gösteren veriler daha doğru bilgi verecektir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamız yüksek polifenollü zeytinyağının günlük tüketiminin (2.7mg/kg) yaşlı 

hipokampüsünde nörojenezi nöral kök hücre çoğalması ve olgunlaşmasını ifade eden 

belirteçler ile izleyen ilk çalışma niteliğindedir. Yüksek polifenollü zeytinyağı tüketimi 

yaşlı hipokampüsündeki kök hücrelerin çoğalmasını ve sağ kalımını arttırmıştır. Yüksek 

polifenol içeren zeytinyağı ayrıca hipokampal kalbindin proteini artışı ile hipokampal 

kalsiyum tamponlama kapasitesinin korunmasını desteklediğini öngörmekteyiz. Ayrıca 

prefrontal kortekste sinaptik iletiyi destekleyeci bir protein olan sinaptofizinin, zeytinyağı 

tüketimine bağlı olarak artmış olması beyin yaşlanmasına karşı koruyucu etkisini 

gösterebilir niteliktedir. 

Çalışmamız aynı zamanda düşük ve yüksek polifenol içeren zeytinyağı tüketimini 

nörojenik etki yönüyle karşılaştıran ilk çalışmadır. Çalışmamızda düşük polifenollü 

zeytinyağının nörojenik etki sağlamadığı ortaya koyulşmuştur. Hipokampal kalbindin ve 

prefrontal korteks sinaptofizin miktarı düşük polifenol içeren zeytin yağı tüketimi ile 

anlamlı bir değişim göstermemiştir. Düşük polifenol tüketimine dair tüm bulgular beyin 

yaşlanmasında beslenme ile alınan polifenol miktarının beyin yaşlanmasında koruyucu 

etki sağlamadaki önemini ortaya koymaktadır.  

Çalışmamızda zeytinyağı tüketiminin mekânsal bellek ve anksiyete benzeri 

davranış üzerindeki etkisi gösterilememiştir. Nörojenik ve koruyucu etkiye rağmen 

mekânsal bellekte herhangi bir iyileşme görülmemesi kullandığımız günlük polifenol 

miktarına bağlı olabilir (2,7 mg/kg) ve daha yüksek polifenol tüketiminin bellekte de 

iyileşme sağlayabileceğini öngörmekteyiz. Bu bağlamda, bellekteki muhtemel iyileşmeyi 

polifenol miktarına bağlı olarak araştıracak çalışmaların literatüre önemli bir katkı 

sağlayacağını düşünüyoruz. 
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