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YUKSEK POLIFENOLLU ZEYTINYAGIN YASLI SICANLARDA BEYIN
DOKUSUNDA NOROJENEZE ETKIiSININ MOLEKULER VE DAVRANISSAL
OLARAK INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Ozgiin KIMIZOGLU

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sinirbilimler Anabilim Dali

OZET

Norojenezin noral plastisitede, beyin homeostazinda ve merkezi sinir sistemin korunmasinda
kritik bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Norojenezin kronik hastaliklar i¢in birincil risk faktorii
olan yaslanma siirecinde, beyin rahatsizliklarindan etkilenen hasarli beyin hiicrelerinin
onariminda, ve hipokampal fonksiyonlarin saglikli isleyisinde rolii oldugu savunulmaktadir. Son
yillarda beslenme yaklagimlarinin yaslanma siirecinde meydana gelen molekiiler siiregleri
etkileyerek beynin iglevselligine katkida bulundugunu savunan caligmalar artmigtir. Akdeniz
diyeti terimi bu tiir ¢aligsmalar ile literatiire girmis, polifenolden zengin yiyeceklerin molekiiler ve
fonksiyonel etkileri arastirilmaya baslanmistir. Ulkemizde de &nemli bir besin kaynagi olan
zeytinyagmin icerigindeki polifenol miktarinin yaslanma siirecinden etkilenen ndrojenez
iizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla gergeklestirdigimiz ¢aligmada yash ve geng disi siganlar
kullanilmistir. Alt1 hafta boyunca yiiksek ve diisiik polifenol icerikli zeytiyagi ile beslenen siganlar
deney sonunda mekansal bellek ve anksiyete benzeri davramis acgisindan degerlendirilmistir.
Hipokampal norojenezi degerlendirmek amaciyla Dendat Gyrus (DG)’deki ¢ogalan hiicreler
bromodeoksiiiridin (BrdU), olgunlagmis hiicreler ise noron spesifik niikleer bir protein olan
(NeuN) ile immunohistokimya yontemi ile etiketlenmistir. Yiiksek polifenoliin beyin
yaslanmasinda bozulan kalsiyum tamponlama kapasitesine etkisi kalbindin proteini ile, azalan
sinaptik biitiinliige etkisi ise sinaptofizin diizeyi ile degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, ytliksek
polifenollii zeytinyagimin ndrojenezde artisa sebep oldugunu, diisiik polifenollii beslenmenin ise
norojenik etkisi olmadigimi gostermistir. Yiiksek polifenollii zeytinyag ile beslenen grupta
kalbindin protein ekspresyonun artis gosterdigi ve benzer sekilde sinaptik yogunlukta artisa sebep
oldugu saptandi. Diisiik polifenol ile beslenen grupta ise kalbindin ve sinaptofizin iizerinde bir etki
goriilmedi. Calismamizda 6 hafta boyunca yiiksek polifenollii zeytinyagi ile beslenmenin
mekansal bellekte ve anksiyete benzeri davranista iyilesme yoniinde degisiklik gdstermedigi
saptandi. Sonuglarimiz, yiiksek polifenollii zeytinyaginin nérojenik etkisini hiicrelerin ¢ogalma,
olgunlagma evrelerindeki molekiilleri (BrdU, Nestin, NeuN) ve beyin yaslanmasinda koruyucu
etkisini sinaptofizin, kalbindin diizeylerini arttirarak sagladigini ilk kez ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: norojenez, noral kok hiicre, polifenol, yaslanma, zeytinyag:
Tezin sayfa adedi: 98

Danisman: Prof. Dr. A. Semra Koctiirk
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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
Page number: 98
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1. GIRIS VE AMAC

Norojenez genel anlamiyla noral kok hiicrelerin néronlara farklilastigi, olgunlasarak
bulundugu nérojenik bdlgedeki fonksiyonel ndral aglara katildig1 biyolojik bir siirectir.
Dogum oOncesinde ve sonrasinda beyin olusumu ve gelisimi i¢in hayati bir mekanizma
olan norojenezin, 1960’11 yillarda Altman ve Das tarafindan yetiskin beyni igin
tanimlanmasina kadar varliginin sadece bu donemler ile sinirlt oldugu kabul edilmekteydi
(1). Giiniimiizde ise beynin noroplastik 6zelliginin bir parcasi olarak, yetiskin beyninde
hipokampiiste yasam boyu aktif oldugu gdsterilmistir (2). Yaslanma genetik, cevre ve
yasam tarzi faktorleri arasindaki etkilesimlerin sonucu olarak fizyolojik fonksiyonlarin
zamana bagli azalmasidir. Beyin, yaslanma ile her on yilda toplam hacminin yaklagik
%S35’ini kaybetmekte, varolan morfolojik degisikliklere genomik istikrarsizlik, oksidatif
stres, mitokondriyal disfonksiyon, DNA mutasyonlarinin zamanla hiicre iginde
birikmesi,sinaps sayisindaki azalma ve kronik inflamasyon eslik etmektedir (3). Yaslanma
ile meydana gelen hiicresel degisiklikler nedeniyle noral kok hiicrelerin de yaslanmasi, bu
hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsma kapasitesini azaltmaktadir (4). Son zamanlarda
bir¢ok arastirma yas ile meydana gelen degisikliklerin hem hiicre disi hem de hiicre i¢i
stireclerininndrojenez {izerinde nasil rol oynadigini aragtirmaktadir. Hipokampiiste
iretilen ve olgunlasabilen hiicre sayismin  yaslanma  silirecinden  nasil
etkilendigikonusundabirbiri ile karsit gorlisler mevcuttur. Kemirgenlerle yapilan
caligmalar yas ile norojenez miktarmin azaldigimi gdstermekteyken, insanlarla yapilan
caligma sayisinin sinirlt olmasinin yani sira, bu azalmanin insanlar i¢in kemirgenlerdeki
gibi olmadigimmi savunan caligmalar da mevcuttur (5,6). Meydana gelen molekiiler
degisiklikler 6grenme ve hafiza fonksiyonlar1 i¢in hayli 6nemli olan hipokampiisiin ve
Dentat Girus’un (DG) fonksiyonelligine etki etmektedir. Hatta hafiza yaslanmada en ¢ok
etkilenen biligsel fonksiyonlardan biri olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Yagh fareler
iizerinde, norojenezin yasa bagli azalmasinin kognitif fonksiyonlarla iligkisini arastiran
caligmalarda egzersiz, beslenme gibi norojenezi artiran miidahalelerin kognisyonu
gelistirdigine isaret etmektedir (7). Son yillarda yas ile artan anksiyetenin ve depresyonun,

norojenez ile iliskisi serotonin geri alim inhibitdrleri ¢alismalarinda kullanilmaktadir



(8,9). Kemirgenlerde ve insan olmayan primatlarda yapilan g¢aligmalar, depresyon

ilaclariin norojenezi arttigina isaret etmektedir (10).

Diinyanin yaslanan bir niifusa sahip olmasi ve yaslanmanin etkileri gz Oniine
alindiginda, yasa bagl saglik sorunlarindan korunmak hatta yaslanma ile meydana gelen
bozukluklar1 geriye ¢cevirmek i¢in olasi néroprotaktif maddeler gelistirmek ve kullanmak
iyi bir yontemdir. Bunun i¢in polifenol gibi besin maddeleri kullanmak bu seceneklerden
biridir (11). Polifenoller ¢ogunlukla meyve, sebze, ¢ay ve yenilebilir bitkilerde bulunan;
bir ya da daha fazla hidroksil (OH) grubu i¢eren aromatik halkadan olusan bilesiklerdir.
Lipofilik yapisi nedeni ile kan-beyin bariyerinden gecebilmekte ve bu oOzellikleri
dolayistyla beyin yaslanmasina karsi pek cok yararli etkisi oldugu diisiiniilmektedir
(11,12). Akdeniz diyetinin ve iilkemizde de giinliik beslenmenin 6nemli bir pargasi olan
zeytinyagi polifenollerinin bu mekanizmalar iizerindeki molekiiler etkisi hentiz tam olarak

aydinlatilabilmis degildir.

Norojenezin molekiiler ve davranigsal diizeydeki etkileri géz oniine alindiginda,
norojenezi arttirmanin biligsel islevleri de arttirip arttirmadigi daha da Onem
kazanmaktadir. Yaslilik siirecinden etkilendigi diisiiniilen hipokampal norojenezin ve
prefrontal korteksteki sinaptik yogunlugun zeytinyagi polifenollerinin giinliik tiikketimi ile
ne sekilde etkilendigine dair bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Ayrica, yiiksek
polifenollii zeytinyagimin giinliik tiikketimin norojeneze bagli olarak davranisa etkisini
inceleyen bir caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu g¢alismada yiiksek polifenol
icerikli zeytinyaginin DG’deki kok hiicre ¢ogalmasina ve olgunlagsmasina belirlenmesi
amaclanmistir. Ayrica ikinci amacimiz yiiksek polifenollii zeytinyaginin mekansal

ogrenme ve bellege etkisi ile anksiyete benzeri davranisa etkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ogrenme ve Hafiza ile iliskili Beyin Yapilar

Sinir sistemi bir biitiin olmasia karsin anatomik veya fonksiyonel olarak ¢esitli
bolgelere ayrilarak incelenmektedir. Anatomik olarak merkezi ve ¢evresel olarak ikiye
ayrilan sinir sisteminin merkezi (santral) denilen, kafatasinin altindaki yapilar1 olusturan
kisimlar kabaca su sekilde ayirabiliriz: beyin yarim kiirelerini ve diensefalonu olusturan
on beyin, beyin sapinin bir boliimiinii olusturan orta beyin ve beyin sapi, serebellum gibi
yapilari iceren arka beyin. Bu beyin bdlgelerinin dis kisminda bu bolgeleri saran, serebral
korteks denilen ve beyin hacminin %80’ini olusturan bir tabaka bulunur. Korteks bilis,
hafiza, gorsel bilginin igslenmesi, dil olusturma ve anlama yetenegi gibi fonksiyonlari
meydana getiren yapilarin bir biitlinlidiir ve fonksiyonel olarak 6zellesmis bolgelerden
olusur. Korteksin altinda ise hareket, biling, cinsellik, bes duyumuzun islevi gibi
fonksiyonlar1 iireten beyin yapilart bulunmaktadir. Tiim bu beyin yapilart kendi 6zgiin
devreleri ve birbirleri ile olan baglantilar1 sayesinde var olan beyin fonksiyonlarini

iiretmektedirler (13,14).

Ogrenme yeni bilginin sinir sistemi tarafindan kazamldig1 ve davranis degisiklikleri
yoluyla gézlemlenebildigi siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Hafiza ise 6grenilmis bilginin
kodlanmasi, saklanmasi ve geri cagirilmasini ifade etmektedir. Ayrica hafiza, ¢esitli
beyin yapilarive farkli hafizatiirleri ile olusan bir sistemdir. Hafiza tiirleri bildirimsel ve
bildirimsel olmayan olarak ikiye ayrilmaktadir, ancak bu hafiza cesitleri de kendi

iclerinde boliimlere ayrilmaktadir (15) (Sekil 1).
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Sekil 1: Hafiza tiirleri ve iligkili beyin yapilari.

Bildirimsel hafiza: Bilingli olarak 6grenip hatirlanan olay ve olgulara dair bilgileri
iceren hafiza tiirline denmektedir. Hipokampiisiin i¢inde oldugu medial temporal lob
yapilari; talamusun ve hipotalamusun i¢inde oldugu 6n beyin yapist olan diensefalik
yapilar bildirimsel hafiza fonksiyonunu olugturmaktadir (15). Prefrontal korteks hafizada
saklanan bilgilerin kisinin hayat deneyimi dogrultusunda kullanilip kullanilmayacaginin

belirlenmesi fonksiyonunu olusturmaktadir.

Hipokampiisserebral korteksin medial temporal kisminda bulunan ve Cornu
Ammonis (CA), Dendat Girus (DG), subikulum ve entorhinal korteks (EK) adi verilen
boliimlerden olusan korteks bolgesidir. Hipokampiiste 6grenilen bilgiler giinler, hatta
yillar boyunca burada saklanabilir. Hipokampiisiin lezyonlarinda ise yeni bilgilerin uzun
stire saklanamadig1 yani yeni hafizalarin olugsmadigi1 goriilmiistiir (16). Hipokampiisiin
ogrenme ve hafiza ile ilgili bu roliinii diger beyin bolgeleri ile kurdugu baglantilar
sayesinde olusturdugu one siiriilmektedir. Hipokampiis, prefrontal korteks ile bildirimsel
hafiza tiirii olan calisma hafizas1 fonksiyonunda beraber calismaktadir. Ornegin ¢alisma
hafizas ile telefon numaras: kisa siireligine hafizada tutulabilir ve hizlica unutulabilir

(15,17).



Bildirimsel olmayan hafiza: Hafizanin biling diizeyinde gerceklesmeyen tiiriine
denmektedir. Bilingli olmayan diizeyde kazanilan bilgi ve beceriler bu hafiza tiiriine aittir.
Ornegin sarki sdylemek veya bisiklete binmek striatum, neokorteks, amigdala ve
serebellum yapilarmin trettigi hafiza tiiridiir (18). Son c¢alismalar striatum bagiml
aliskanlik bellegi ile hipokampiis bagimli bildirimsel bellegin birbiri ile baglantili
calistigini ifade etmektedir. Hipokampiisiin temel fonksiyonu mekansal 6grenmedir.
Striatum ise aligkanlik-benzeri, motivasyonel 6grenmede Onem kazanmaktadir. T-
labirent ile yapilan bir calismada sicanlara besin konularak bir kola gitmeyi 6grenmeleri
saglanmigtir. Daha sonra 0diil kaldirildigi durumda da siganlarin ayni kola gitme
egiliminde olduklar1 goriilmiistiir. Ayn1 deneyde hipokampiis lidocaine uygulamas: ile
inhibe edildiginde bu aligkanlik davraniginin da kayboldugu gézlemlenmistir (19). Bu
calisma hipokampiisiin ve striatumun birlikte calisarak aliskanlik-benzeri hafiza

fonksiyonunu nasil olusturduguna dair giizel bir 6rnek olusturmaktadir.

2.1.1. Hipokampiisiin Anatomik Ozellikleri

Hipokampus, kortikal hemisferin medial kenarini olusturan ve lateral ventrikiiliin
medial duvarinda yer alan kivrimli bir yapidir. Uzun zamandir {izerine calismalar
yapilmast nedeniyle de iyi tanimlanmistir. Hipokampal olusum, CA1l, CA2, CA3
bolgelerini, DG ve subikulumu igerir. Bu yapilar kendi i¢inde birbirlerine bagl olmakla
beraber aym1 zamanda neokortikal, subkortikal ve limbik yapilarla baglanti
kurmaktadirlar. Hipokampiisiin baglanti kurmada birincil hiicresi piramidal néronlardir.
Piramidal hiicreler dendat graniil hiicreler ve hipokampal interndronlar ile birbirlerine

baghdirlar (20).

Hipokampiisiin girdi sinyallerini aldig1 boélgelerden biri DG’dir. DG girdi
sinyallerinin biiyiilk bir kismmi EK’den almaktadir. Hipokampiise ana uyarici,
glutamaterjik girdiyi saglayan EK’in perforant yol aksonlari, DG ile baglant1 kurar ve
molekiiler tabakadaki graniil noéronlarla iletisimi saglar. Diger glutamaterjik girdi,
hilustaki liflerden (mossy fiber) buradaki graniil hiicrelere gelir. Bu graniil hiicreler daha

sonra liflerinin aksonlarini CA3 piramidal hiicrelere yollar. CA3 piramidal hiicreler ise



Schaffer kollateralleri ile CA1 boélgesinde bulunan hiicreler ile baglanti kurar. Buna
karsilik CA1 piramidial ndronlar1 EK’e subiculum ile baglanti kurar. Graniil ndronlarin
yosunsu lifleri hilusta kollateral olusturur ve yosunsu hiicrelerin proksimal dendritleri,

basket hiicrelerinin bazal dendritleri ve diger hiicreler ile sinaps yapar (20) (Sekil 2).

Hipokampiise girdiler kortikal ve subkortikal yapilardan gelmektedir. Subikulum
prefrontal korteksten, EK de orbifrontal temporal, parahipokampal korteks, olfaktor
bulbus, amigdala gibi yapilardan girdi sinyalleri almaktadir. Bu bolgelerin ¢ogu da
birbirleri ile baglantilidir. CA1 bolgesinden de prefrontal korteks ve anterior singulat
korteks gibi kortikal alanlara giden afferentler ya da EK iizerinden bu kortikal alanlara

giden noral sinyaller uzun siireli bellegin olusumunda gorev almaktadir (20).
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Sekil 2: Hipokampal olusum ve anatomik baglantilar1 (21).



Hipokampiis yapisi i¢inde gergeklesen bu molekiiler olaylar hafiza olusumunu
saglamaktadir. Bu nedenle norojenezin gergeklestigi bolge olan hipokampiisiin DG
bolgesi 6grenme ve hafiza fonksiyonuna etki eden onemli bir bdlge olarak kabul
edilmektedir. DG’deki ndrojenezin 6grenme ve hafiza fonksiyonuna nasil etki ettigi pek

cok aragtirmanin konusudur.

2.2. Hipokampal Nérojenezin Ogrenme ve Bellekte Onemi

Hipokampiis yeni bilginin kodlanmasinda ve kodlanan bilginin geri ¢agirilmasinda
hayati bir rol oynamaktadir. Son ¢aligmalar hipokampiisiin yapisinin ve fonksiyonunun
homojen olmadigini ortaya koymaktadir. Bu bolgelerin lezyona ugratilmasiyla yapilan
caligmalar dorsal hipokampiisiin 6grenme ve uzamsal hafiza ile iliskili oldugunu; ventral
hipokampiisiin ise duygusal ve motive edilmis davranislari nukleus akumbens, prefrontal
korteks, amigdala ve enthorhinal korteks ile baglantilar1 yoluyla ve hipotalamus-hipofiz-
adrenal (HPA) yolu iizerinden de stres yanitini diizenledigini one siirmektedir.
Norojenezin gerceklestigi hipokampiisiin DG bolgesi her iki bolgede siirekli olarak yeni
noronlar iirettigi belirtilmektedir (22).

Norojenezin hipokampal fonksiyonlarla iligkisini anlamak amaciyla kemirgenler ile
pek cok calisma gerceklestirilmistir. NoOrojenezi ¢esitli yontemler ile durdurmak
norojenezin hipokampal fonksiyonlara olan katkisini anlayabilmek i¢in kullanilmistir.
Ornegin sican ya da farelere metilazoksimetanol uygulanarak boliinen hiicrelerin hiicre
dongiislinii tamamlamalar1 engellenmis ve akabinde davranig testleri uygulanmistir. Bu
yontemle yapilan bir ¢alismada hipokampal fonksiyon olan géz kirpma kosullanmasinda
gerceklesen Ogrenmenin bozuldugu, bunun da ndrojenezdeki azalma ile gorildiigi
bildirilmistir (23). Norojenezi durdurmak i¢in DG hiicrelerini tahrip etme veya verilen
cesitli ilaclarla durdurma ¢aligsmalariin hipokampiisiin fizyolojisini etkilemesi sebebiyle
daha Ozellesmis yontemler kullanmak daha gilivenilir sonuglar elde edilmesi
saglanmaktadir. Bunlardan biri gen manipiilasyon teknikleri kullanarak spesifik olarak
sadece belirli hiicre tipindeki belirli molekiilleri inhibe etmeye ydnelik yontemlerdir.

Ornegin, sadece nestin eksprese eden hiicrelerin segici olarak apoptoza gonderilmesinin



indiiklendigi bir fare ¢calismasinda, ndrojenezin azaldigi goriilmiis ve Morris su labirenti

testinde 6grenme ve mekansal bellegin bozuldugu gozlemlenmistir (24).

Hafizanin en biiylik gorevlerinden biri, birbirine ¢ok benzeyen bilgileri daha
onceden bellege kaydedilmis bilgiler ile karistirmadan saklayabilmesidir. Bu isleve patern
ayrimi adi verilir (25). Norojenezin fonksiyonuna dair kemirgenlerle yapilan ¢aligmalar
norojenezin patern ayrimi fonksiyonu i¢in ¢ok Onemli olduguna isaret etmektedir.
Farelerde DG’de yeni liretilmis progenitdr hiicrelerin ve olgun dendat graniil hiicrelerin
elektrofizyolojik ozelliklerinin karsilastirildig: bir ¢alismada, DG’nin patern ayrimina
katkida bulunarak epizodik ve uzamsal hafiza fonksiyonlarinda yer aldigi bildirilmistir

(26).

Y etigkin norojenezi ile iiretilen DG hiicrelerinin 6zellikleri ile ilgili bir bagka gortis,
DG hiicrelerinin olgunlagma sirasinda c¢evresel girdi sinyalleri ve kognitif ihtiyaca gore
farkl islevler gosterecek sekilde gelisim asamalarindan gecip olgunlagsmasidir (27). Bu
goriisii destekleyen caligmalara 6rnek olarak; goniillii yapilan egzersizin SGZ’de hiicre
cogalmasii arttirdigin1 gosteren calisma ve zenginlestirilmis ¢evrenin 1-3 haftalik
olgunlagmamis ndronlarin sag kalimini tesvik ettigini gosteren ¢alisma gosterilebilir. Ek
olarak bu ¢alismalar hem goniillii egezersizin hem de zenginlestirilmis ¢evrenin, yash ve
geng kemirgelerin Morris su labirenti testindeki performanslarini iyilestirdigini

savunmaktadir (28,29).

2.3. Norojenezin Anksiyete ile iliskisi

Hipokampiisiin stres ile ilgili olan beyin yapilari ile baglantilar1 ve hipokampiisiin
duygusal yanitlar1 diizenlemedeki rolii goéz Oniine alindiginda norojenezin bu
mekanizmalar tizerindeki etkisi de onem kazanmaktadir. Norojenezin kemirgenlerde
anksiyete benzeri davranisa etkisi tartismalidir. SGZ’deki noérojenezin duygu durumuna
olan potansiyel etkisini ilk ortaya atan Gould ve arkadaslar1 (30), yaptiklar1 ¢alismada
SGZ hiicre boliinmesinin kortikosteroidler tarafindan baskilandigin1 gostermislerdir.
Daha sonra yapilan caligmalar 2-8 haftalik kronik stres prosediirlerinin kemirgenlerde

ndrojenezi azalttifi, benzer sekilde sosyal izolasyona maruz kalan insan olmayan



primatlarda da norojenezin azaldigi ve anhedoni meydana geldigi gosterilmistir (30).
Stresin norojenez lizerindeki azaltici etkisini gosteren calismalar disinda, ndrojenezin
anksiyete benzeri davranist yalmizca stres varlifinda etkiledigi, stresin olmadigi
durumlarda ise etkisinin olmadig1 savunulmaktadir. Normal ndrojenez siirecinde noral
kok hiicrelerin %60-80°1 olgunlasamadan Bax bagimli apoptoza ugramaktadirlar. Hill ve
arkadaslarinin (31) farelerde yaptig1 calismada apoptotik Bax protein ekspresyonu inhibe
edildiginde DG’deki ndrojenezin arttigi ve olgunlasarak yetigkin graniil hiicrelere
doniistiigli gosterilmistir. Norojenezin arttig1 grupta yapilan davranis testlerinde anksiyete
benzeri davranigta herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Buna karsilik deneyde kortizol
seviyesinin dort hafta boyunca kortikosteron verilerek arttirildigi ayn1 transjenik modelde
kortizol ile yiikselen anksiyete benzeri davramigin iyilestigi goriilmiistir. Bu da
norojenezin antidepresan ilaglarin ve g¢evre zenginlestirmesinin davranissal etkilerini
arttirdig1, fakat tek basina anksiyete benzeri davranista etkili olmadigi seklinde

yorumlanmustir.

2.4. Norojenez ve Yetiskin Noral Kok Hiicrelerin Rolii

Norojenez omurgali ve omurgasiz hayvan tiirlerinde goriilen, néral kok hiicrelerin
cogalmasindan olgunlasarak fonksiyonel noral aglara katilmasina kadar olan siiregleri
kapsayan biyolojik bir olgudur. Norojenez sinir sisteminin embriyonik olusumuyla
baslayip postnatal gelisimiyle devam etmekte, yetiskinlik ve yaslilik donemi boyunca sinir
sistemi icerisinde rol oynamaktadir (32). Sinir sisteminin gelismesinde yasamsal bir
oneme sahip norojenezin, yetiskin donemde insan beynindedevam edip etmedigi pek ¢cok
caligma ile sorgulanmistir. Memeli beyni ile yapilan calismalarda {i¢ beyin bolgesinde
norojenezin gerceklestigi gosterilmistir (5,33,34). Bu beyin bolgeleri lateral ventrikiillerin
subventrikiiler zonu (SVZ), hipokampiisiin subgraniiler zonu (SGZ) ve striatumdur.
SVZ’deki noral kok hiicre havuzunda iiretilen yeni hiicreler rostral go¢ akimiyla olfaktor
bulbusa ulasmakta ve burada ¢esitli tiplerde internéronlara ve glial hiicrelere farklilasarak
mevcut devrelere katilmaktadirlar (35). Hipokampiiste DG’daki noral kok hiicreler ise
SGZ’de iretilmekte, iiretilen hiicreler olgunlasmamis néronlara ve astrositlere

farklilagsmakta ve gorece daha kisa bir go¢ ile graniil hiicre tabakasina ulagmaktadir.



Buradaki hiicreler olgun ndronlara doniislip buradaki noral aglara katilmaktadirlar (35)
(Sekil 3). Lateral ventrikiiliin yaninda konumlanan striatum ise ndrojenez agisindan son
yillarda 6nem kazanmistir. Daha 6nceleri sadece hareket ile iliskilendirilen striatum 6diil,
motivasyon gibi davranigin duygusal yanitlar ile ilgili bir beyin yapisidir. Bellegin
aligkanlik ile ilgili yonlerinde rol oynayan striatumda gergeklesen norojenezin,

hipokampal norojenezle kiyaslanabilir miktarda oldugu bildirilmektir (34)(36).
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Sekil 3: Hipokampiis ve yetiskin norojenezi (37).

Cogunlukla kemirgenler ile yapilan bir¢cok ¢aligma ndrojenezin varligin1 dogrulasa
da insan beyni ile kemirgen beyninin filogenetik olarak farkli olmasi insanlarda
gerceklesen norojenezin aragtirilmasini gerektirmistir. Bergmann ve ark. (33) yaptigi
calisma SVZ’de gerceklesen yetiskin norojenezin insanlarda kemirgenlerdeki gibi
gerceklesmedigini one siirmektedir. '*C yontemi ile yapilan bu ¢alismada insan olfaktor
bulbusundaki '*C miktar1 6l¢iilmiis ve SVZ’deki norojenezin insanlarda 100 yilda bir, %1
yeni ndron iiretimine karsilik gelecek miktarda oldugu savunulmustur. Kemirgenlerde ise
olfaktdr bulbusta bulunan néronlarin yilda %50 kadarinin yeni {iretilen ndéronlar oldugu

bildirilmigtir (33,38). Sonug¢ olarak ortak kani, insanlarda SVZ’de gerceklesen
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ndrojenezin gozlemlenebilir ve Olciilebilir olmasina ragmen bu kapasitenin diger

memelilere gore bir hayli sinirl oldugu yoniindedir (39).

Hipokampal ndrojenez ise insan olmayan primatlarda ve 6zellikle kemirgenlerde
¢okca calisilmistir. Insanlarda ise hipokampal nérojenezin varligmi dogrulayan ilk
calisma skuamoz hiicreli karsinom tanisi almis ve tiimor aktivitesini 6lgmek amaciyla
bromodeoksiiiridin (BrdU) uygulanmis hastalarin postmortem hipokampiis dokular: ile
gerceklesmistir (40). Sonugta ortalama yaslar1 64.4 olan insanlarin hipokampiislerinde
hiicre dongiisiinde DNA sentezi sirasinda BrdU’nun hiicre DNA’simna baglandigi ve
dolayisiyla hiicrelerin ¢ogaldigi belirlenmistir. Daha sonra insan dokulari tizerinde yapilan
arastirmalarda birbirine karsit goriisler olsa da yetiskin DG’deki hiicrelerin yaklasik
%0.004’{inlin yeni {iretilen hiicreler oldugu goriisii hakimdir. Bu saymin iki aylik
kemirgenlerde daha yiiksek oldugu (giinde %0.03 ile 0.06 arasi), 16 yasindaki makak
maymunlarinda ise insanlara gore daha fazla oldugu bildirilmektedir (glinde %0.004 ile

0.02 arast) (41-43).

Radial-glia benzeri hiicreler denen ve kdk hiicre ozellikleri gdsteren astrositler
hipokampiistendral kok hiicre havuzunu olusturmaktadirlar. Yetigkin beyninde bu
hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerini devam ettirebilmelerini veya farkli tipte noral hiicrelere
doniisebilmelerini diizenleyen bir¢ok faktér bulunmaktadir. Noral kok hiicre mikrogevresi
ad1 verilen bu bolgedediizenleyici molekiiller ve diger hiicre tipleri bulunmaktadir. Kok
hiicre 6zellikli astrositler simetrik boliinerek iki kardes kok hiicre olusturmakta ve
havuzdaki kok hiicre sayisini arttirmaktadir. Buradaki kok hiicrelerin asimetrik
boliinmesiyle biri kok hiicre ozellikli digeri noral hiicre iiretme kapasitesine sahip
progenitdr hiicre denen iki hiicre olusmaktadir. Progenitdr hiicreler bes gelisimsel

basamaktan gecip olgun noéronlara veya astrositlere doniismektedir (44).

Norojenezin memeli beynindeki varligi, biligsel fonksiyonlarla iligkisinin merak
edilmesine neden olmustur. Kemirgenlerde yapilan ndrojenezin inhibe edildigi caligmalar
hipokampal norojenezin hafiza olusumunun patern ayrimi fonksiyonu igin gerekliligini

isaret etmektedir. X 1sinlar1 ile nérojenezin inhibe edildigi ¢alisma buna Ornektir. Bu
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calismada 8 aylik fareler kullanilmis ve hipokampal nérojenez inhibe edildikten sonra
radyal kol testi ve dokunmatik ekran kullanilarak patern ayrimi fonksiyonu
degerlendirilmistir. Sonug olarak, nérojenezin ger¢eklesmedigi fareler patern ayriminda
basarisiz olmuslardir (45). Bu tir c¢aligmalarin yani sira kemirgenlerde ¢evre
zenginlestirilmesi c¢aligmalar1 hipokampal norojenezin artmasina neden olmus ve bu
caligmalarda mekansal 6grenme ve patern ayrimi fonksiyonlardaki gelisme, artmis

norojenez ile iliskilendirilmistir (46).

Insanlarda ise nérojenezin fonksiyonel etkisini 6lgmek pek miimkiin olmamaktadir.
Bunun i¢in memelilerle yapilan ¢aligmalarin insan norojenezi ile iliskilendirilmesine ek
olarak ¢esitli calismalarla ¢ikarim yapilmaya c¢alisilmaktadir. Siganlarda kranyal
radyasyon uygulamasinin nérojenezi inhibe etmesi sebebiyle ve tedavi uygulanmis insan
kanser hastalarinda hafiza, dikkat ve yiiriitiicii islevlerin azalmasi1 bazi arastirmacilar
tarafindan hafizadaki bozulmada ndrojenezdeki bozulmanin rolii olabilecegi seklinde
yorumlanmistir (47). Bunun disinda merkezi sinir sistemi hastaliklarinda norojenezin
bozuldugunu bildiren ¢aligmalar ndrojenezin insanlardaki fonksiyonu hakkinda bilgiler
vermektedir. Norojenezin Alzheimer hastaligindan ne sekilde etkilendigi tam olarak
anlagilmamis olsa da sigan modellerinde hastaligin erken asamalarindan baglayarak
norojenez mekanizmasinin degistigi ve daha sonra azaldigi gosterilmistir(37). Buna karsin
birbirine karsit sonuglar da mevcuttur. Alzheimer hastalarinda farkli noral belirtegler
kullanilarak yapilan c¢alismalarda norojenezin azaldigini belirten c¢aligmalarin yani sira
norol progenitdr hiicre sayisinin arttigini bildiren ¢aligmalar da vardir (48,49). Bu artigin
bozulan ndrojeneze karsi gelisen kompansatuar bir mekanizma olabilecegi ve ndrojenezin
hastaligin farkli evrelerinde farkli oranlarda gergeklesebilecegi diislintilmektedir.
Alzheimer hastaliginda belirgin bir bulgu olan hafiza kaybinin nérojenezin mekanizmast

ile iligkisini aydinlatacak daha ¢ok ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

2.5. Hipokampal Mikrocevrenin Norojenezin Diizenlenmesindeki Rolii

Noral kok hiicre mikrogevresi, embriyonik gelisimden sonra kok hiicrelerin sinir

sistemi igerisinde yeni hiicreler tirettigi bolgeyi ifade etmektedir. Bu mikrogevrede ¢esitli
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hiicreler ve bu hiicrelerden salgilanan molekiiller bulunmakta, bdylece noral kok
hiicrelerin davranisinda belirleyici faktorolarak rol oynamaktadir (50). Kok hiicrelerin
icinde bulundugu mikrocevrenin devamliligini  saglayan Onemli faktorler ise
mikrocevredeki sinyaller ve hiicre-hiicre etkilesimleridir. Bu etkilesimlerle noral kok
hiicrelerin davranigi, kok hiicrelerin sessiz evrede kalmasi veya ¢ogalmasi yoniinde
diizenlenerek ndronal hiicreye mi (ndrojenez) glial hiicreye mi (gliojenez) doniisecegi ve
bu iretimin dengede tutuldugu savunulmaktadir. Yetigskin sinir sisteminin cesitli
bolgelerinden ndral kok hiicreler izole edilebilmelerine ragmen, norojenik bolgelerde
devamli olarak yetigkin norojenezi gergeklesmektedir. Bunun yani sira, siganlardan izole
edilip hipokampiisiin diger bolgelerine sonradan transplante edilenbir c¢alismada,
norojenezin gergeklesmedigi goriilmiistiir (51). Dolayisiyla ndrojenik ¢evrenin

norojenezde onemli bir belirleyici oldugu diistiniilmektedir.

Hipokampal noéral kok hiicrelerin bulundugu SGZ; graniil hiicre tabakasi ve hilus
arasinda kalan ve yetigkin noral kok hiicreler i¢in 6zgiin bir mikro ¢evre saglayan ince bir
tabakadir (Sekil 4). Bu ince tabakada noral kok hiicreler, noral progenitdrler ve norojenez
gelisim basamaklarindan gegerek olgunlagsmis noronlarin yani sira astrositler, mikroglialar
ve interndronlar bir arada bulunmaktadir. Bu hiicrelerden kaynaklanan ¢esitli molekiiller
ndrojenezin herhangi bir asamasinda bulunan progenitdr hiicrelere etki etmektedirler.
Hatta bu mikrogevrenin disinda bulunan, mikrogevredeki noronlarla baglanti kuran
ndronlar da noral aktiviteleriyle ve salgiladiklar1 molekiillerle norojenezin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ekstraseliiler matriks proteinleri, ndrotrofik faktorler
ve biiyiime faktorleri, hiicre dongiisii proteinleri, ndrotransmitterler, noéropeptidler,
hormonlar, transkripsiyon faktorleri gibi molekiiller bu 6zel mikrogevrede bulunan
hiicrelerde ¢esitli yanitlar olusturarak hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarini etkilemektedirler.
Lokal hiicrelerden kaynaklanan molekiillerin yan1 sira, sistemik faktorler de nérojenezde
etkin rol oynamaktadir. Yetiskin SGZ ndrojenik olmayan bolgelere kiyasla yogun bir
vaskiiler yapilanma gostermektedir. Yetiskin kok hiicrelerin noéral dallanmalar1 kan
damarlar1 ile baglanti kurarak sistemik dolagim ile tasinan molekiilleri ndrojenez

mekanizmasina dahil etmektedir. Buna ek olarak kan-beyin bariyeri ndral kok hiicre
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havuzunun bulundugu bolgelerde “sizdirarak” bu hiicrelerin dolasimdaki faktorlere

ulagimini kolaylagtirmaktadir [51].

2.6. Hipokampal Norojenez ve Evreleri

Immiinohistokimya y&ntemlerinin gelismesiyle noral kok hiicrelerin kimliginin,
ndrojenez siirecinin ve diizenleyici mikrogevresinyallerinin tanimlanmasi 6nemli gelisme
gostermistir. Tiim kapasite ve sinirliliklar ile aragtirma konusu olan yetigkin nérojenezi;
noral plastisite, beyin homeostazi, santral sinir sistemindeki dokularin korunmasi ve
tamirikonularinin dahil oldugu genis bir yelpazede incelenmektedir (53). Daha alt hayvan
tiirlerinde yetiskin norojenezi, tiim sinir sistemi icerisindeki eski néronlarin yenileri ile
degisimini ifade ederken, memeli beyninde ise ndrojenezin belirli alanlarda sinirli kalmasi
ndrojenezin memeli beyninin fonksiyonlar ile iligkisi hakkinda pek ¢ok soru sorulmasina

neden olmaktadir (54).

Noral kok hiicreler graniiler noronlara farklilasirken bes gelisimsel asamadan
gecmektedirlerve bu sirada belirteg olarak kullanilabilecek bazi proteinleri eksprese

etmektedirler (46) (Sekil 4).

Birinci basamak (¢ogalma fazi): Hiicre govdeleri SGZ’de bulunan sessiz evredeki
noral kok hiicreler cogalarak “gecici ¢cogalan hiicreleri” olusturmaktadir. Bu basamak
sirasinda yeni iiretilen hiicreler glial fibril asidik protein (GFAP) ve nestin proteinlerini

eksprese etmektedirler.

Ikinci basamak (farkhlasma fazi): Progenitor hiicreler olgunlasmamis noronlara
doniismektedirler. Ikinci basamagin erken evrelerindeki hiicreler nestin pozitiftir fakat
GFAP negatif olup yliksek bir cogalma yetenegine sahiptirler. Bu faz boyunca hiicrelerin
noral hiicre tipinin belirlendigi diisiiniilmektedir. Bu basamakta hiicreler gecici olarak
nestin proteinini eksprese etmeyi durdurmakta ve doublecortin (DCX) proteini ve noral

hiicre adezyon molekiilii olan (PSA-NCAM)’1 eksprese etmeye baslamaktadirlar.
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Uciincii basamak (goc fazi): Olgunlasmamis noéronlar DG’nin graniil hiicre
tabakasina kisa mesafeli go¢ etmekte ve PSA-NCAM ve DCX’1 birlikte eksprese etmeye

baslamaktadirlar.

Dordiincii basamak (aksonal ve dendritik dallanma fazi): Bu fazda olgun
olmayan noronlar aksonal baglantilarinilifler boyunca CA3 piramidal hiicre tabakasina
dogru uzatmakta dendritlerini ise zitt1 yone DG’ye dogru gondermektedirler. Bu faz
boyunca yeni iiretilmis ndronlar postmitotiktir ancak hala doublecortin ve PSA-NCAM
proteinlerini eksprese etmektedirler. Erken postmitotik néronlar gegici olarak kalsiyum
baglayic1 protein kalretinin ve noron spesifik niikleer protein (NeuN) eksprese

etmektedirler.

Besinci basamak (sinaptik biitiinlesme fazi): Yeni graniiler noéronlar EK’den girdi
almakta, CA3 ve hilus bolgelerine dendritlerini géndermektedirler. Postmitoik hiicreler
yaklagik 2-3 hafta sonra kalretinin proteini yerine olgun graniil hiicrelerinden kalbindin
proteini eksprese etmektedirler. Kalbindin tiim olgun graniil hiicrelerinde eksprese
edilmekte ve kalbindin eksprese eden hiicreler hipokampiisle fonksiyonel olarak
biitiinlesmektedirler. Bu noronlar ayrica postmitotik noronal protein NeuN eksprese

etmektedirler (46).
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Sekil 4: Hipokampal ndrojenezin evreleri ve ndrojenezde 6nemli proteinler.

2.7. Norojenezde Onemli Olan Proteinlerin Ozellikleri
2.7.1. Nestin

Noroepitelyal kok hiicre proteini (neuroepitelial stem cell protein, nestin), tip VI ara
filament proteinidir ve hiicre iskeletinin ana bileseni olusturmaktadir. Ara filament
proteinleri yaygin olarak hiicre tipi belirteci olarak kullanilmaktadir. Bir hiicre cogunlukla

birden fazla ara filament c¢esidi eksprese etmektedir ve bu protein salinimi hiicrenin
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fizyolojik durumuna gore degisiklik gostermektedir (55). Ara filament proteinleri amino
asit dizilimine, protein yapisina ve doku spesifik ekspresyon paternlerine gore gruplara
ayrilmaktadir. C- terminali 1306 amino asit igeren Nestinin amino terminali diger ara
filament proteinlerinden ¢ok daha kisadir. Terminal uglardaki bu farklilik bir dizi yapisal
proteine baglanmaya izin vermektedir. Nestinin uzun karboksil ucunun ara filamentler,
mikrofilamentler ve mikrotiibiiller aras1 baglant1 kurabildigi bu nedenle de bu ii¢ hiicre
iskeleti bileseninin baglanmasinda ve hiicre dinamiklerinin koordine edilmesinde rol

oynadig1 savunulmaktadir (56).

I1k olarak gelismekte olan ve yetiskin beynindeki kok hiicrelerde kesfedilen Nestin,
viicuttaki pek ¢cok dokuda mevcuttur (57-59). Kok hiicreler bulundugu mikrogevredeki
homeostazi asimetrik boliinme ile saglamaktadirlar. Béliinme siireci, hiicre polaritesini
uyaran bir dizi morfolojik degisiklik gerektirmektedir. Boliinen ya da go¢ eden
hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin ger¢eklesmesi igin proteinlerin son derece diizenli
bicimlerde bir araya gelmesi ya da ayrilmasi gerekmektedir. Nestinin tiim bu 6zellikleriyle
hiicre iskeleti ve diger hiicresel faktorlerin yavru hiicrelere asimetrik dagiliminda rol
oynadig1 goriisii hakimdir (60). Bu nedenle farklilagmakta olan ya da farklilasmis
hiicrelerde Nestin salgilanmamaktadir. Nestin’indiger progenitor hiicre belirtecleri olan
BrdU ve Ki-67 ile beraber beynin nérojenik bolgelerinde eksprese edilmesi nedeniyle

noral kok hiicre belirteci oldugu kabul edilmektedir (61).

2.7.2 Kalbindin

Kalbindin, yiiksek gegirgenlikli dort adet Ca** baglama bolgesine sahip sitozolik
kalsiyum baglayici proteindir. Ca?*, hiicre uyarimi sonrasinda degisen ikinci haberci rolii
oynayan bir sinyal molekiiliidiir. Hiicre i¢i Ca®* sinyalleri, Ca®>" kanallar1 yoluyla Ca**
girisinden, hiicre i¢i depolardan Ca?" salinimindan kaynaklanmaktadir. Kalsiyum
baglayici proteinler hiicre igindeki Ca?* konsantrasyon degisimini algilayarak enzimlerin,
kanallarin ve yapisal proteinlerin aktivitelerini degistirmektedirler (62). Kalbindin, ilk
olarak bagirsaklarda kesfedilmis olmasma ragmen agirlikli olarak merkezi sinir

sisteminde eksprese edilmektedir (63). Hizli kinetik ozelligi ile Ca®" baglayan kalbindin,
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Ca?"igin tampon ve sensor olarak gérev yapmakta ve hiicre igi serbest Ca**’

un tagimasini
saglamaktadir (64). Hiicre i¢i Ca?" konsantrasyonundaki degisimler hiicre boliinmesi,
farklilagmas1 ve apoptoz gibi birgok hiicre fonksiyonunun kontrol edilmesinde rol
oynamaktadir. Ancak hiicre i¢i serbest Ca?>" konsantrasyonunun siirekli olarak artmasi,
sinaptik iletim, hiicre iskeletinin korunmasi ve kalsiyum aracili enzimatik reaksiyonlar
gibi ndronal fonksiyonun temel 6zelliklerini etkileyebilmekte ve sonugta hiicre 6liimiine
yol acabilmektedir (65). Ornegin kalbindinin tamponlama 6zelliginin, mitokondriye Ca®"

girisinin sinirlanmasina neden oldugu ve bu sekilde hiicrelerin apoptoza gitmesini

engelledigi savunulmaktadir (66).

Hipokampiiste hiicre alt tipine gore ekspresyon paterni gosteren kalbindin, DG’ta
olgun graniil hiicreler dahil glutamaterjik néronlarda, yiizeyel CA1 piramidial néronlarda,
CA3 graniil hiicrelerde ve GABAerjik internéronlarin bir alt tipinde bulunmaktadir
(67,68). Kalbindin hem aksonal butonlarda hem de dendritik dikenlerde mevcuttur.
Kalbindin miktar1 hipokampiisiin diger bolgelerine kiyasla DG hiicrelerin neredeyse
hepsinde yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir (69). DG’taki graniil ndronlarin
kalsiyum tamponlama kapasitesi yiiksektir. Noronlardaki asir1 aktivitenin hiicre igi Ca**
seviyesini arttirdigi, hiicre i¢i kalsiyum artisinin hiicre 6liimii gibi geri doniisii olmayan
hasarlara sebep olabilecegi, bu nedenle de kalsiyum dinamigini diizenleyebilen néronlarin
hasarlara kars1 daha dayanikli olabilecegi diisiiniilmektedir (70). Kalbindin eksikliginin
davranigsal etkilerini arastiran bir c¢alismada kalbindin ekspresyonu sigcanlarin
hipokampiislerinin CA1 ve DG bdlgelerinde viral olarak inhibe edilerek mekansal
ogrenmeleri degerlendirilmistir. Deneyin sonucunda CA1 ve DG boélgelerindeki eksitatuar

noronlardaki kalbindin eksikliginin mekansal bellegi bozdugu ortaya konmustur (71).

2.6.3 Sinaptofizin

Sinaptofizin toplam vezikiil proteinlerinin %10’unu olusturan ve tiim noéronal
dokularda bulunan sinaptik vezikiil membran proteinidir (72). Dort adet transmembran
bolgesine sahip sinaptofizinin sitoplazmik C-terminalinden hem serin/treonin hem de

tirozin tarafindan fosforillenir. Sinaptofizin olgun sinir uglarinda fosfotirozin tasiyan ana
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proteindir (73). Calismalar, tirozin fosforilasyonunun hipokampiisiin CA1 bolgesinde
uzun siireli potansiyasyon ile ilgili oldugunu 6ne siirmektedir ¢iinkii bu bdlgede uzun
siireli potansiyasyon NMDA reseptoriine bagli Ca?" akisini ve serin/treoninin
aktivasyonunu gerektirmektedir (74). Fonksiyonlar1 tam olarak anlagilmis olmamasina
ragmen en c¢ok calisilmis presinaptik belirte¢ olarak ve noronal sinaptik yogunluk i¢in

yaygin olarak kullanilan bir proteindir (75).

Norotransmitter salinimindan sorumlu oldugu bilinen sinaptofizinin, yapilan
caligmalarda transmitter ekzositozunu kontrol ettigi savunulmaktadir (76). Kalsiyum
baglama, dinlenme durumunda beyin glikoz kullanimi, sinaptik vezikiil membraninda
kanal formasyonu ve endositoz yoluyla sinaptik vezikiillerin geri doniisimii ile ilgili
oldugu gosterilmistir (76—78). Hipokampal sinaptofizin eksikliginde 6grenme ve bellek
fonksiyonu etkilenmektedir. Schimitt ve ark.’nin (79) yaptiklar1 calismada sinaptofizin
ekspresyonu genetik olarak inhibe edilmis ve Morris su labirenti testi analizi sonucunda

ogrenme ve bellegin bozuldugu bildirilmistir.

2.6.4. Noronal Niikleer Antijen

Noronal niikleer antijen (NeuN), ilk olarak noron spesifik antikor iiretmek i¢in
yapilan immiinolojik goriintiileme ile tanimlanmistir (80). Olgun ndronlardan eksprese
edilen NeuN, tiirler arasinda biiyiik oranda korunmustur ve sinir sisteminin belirli geligim
basamaklarinda salgilanmaktadir. Immiinositokimyasal olarak, néronlarin hiicre
dongiisiinden c¢ikist ve/veya terminal farklilasmanin bagladigi gelisimsel asamalarda
goriilmektedir (81). Noron ¢ekirdeklerinde yer alan NeuN, daha az oranda periniikleer
sitoplazmada iiretilmektedir. 46 ve 48 kDa olan iki izotopu her iki yerde de yer almakta,
izoformlarinin kisa bir aminoasit dizisinde farklilik gosterdigi ve bu farkliligin hiicre ici
yerlesimlerinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Anti-NeuN ya da NeuN antikoru
sinirbilim, gelisimsel biyoloji, histoloji, kok hiicre biyolojisi ve hastalik tanis1 gibi

alanlarda sik¢a kullanilmaktadir (82).
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2.8. Beyin Yaslanmasinda Etkin Olan Faktorler

Yaslanma, fizyolojik biitiinliikte meydana gelen degisikliklerle beraber viicut
fonksiyonlarinin kademeli olarak azalmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu degisikliklerin
getirdigi bozulmalar nérodejeneratif hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
diyabet i¢in birincil risk faktoriidiir. Organizmay1 zamanla 6liime karsi daha dayaniksiz
duruma getiren yaslanma siirecinin ayirt edici 6zellikleri; genomik instabilite, telomer
yipranmasi, epigenetik degisiklikler, protein homeostazinin bozulmasi, enerji substrat
algilama mekanizmalarindaki yetersizlik, mitokondrial disfonksiyon, hiicresel yaslanma,

kok hiicre yipranmasi ve hiicre i¢i iletisimin degismesi gibi siralanabilir (3) (Sekil 4).
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Sekil 5: Yaslanmada goriilen hiicresel degisimler (3).
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Beyin, kognitif bozulma ile iliskili ve ndrodejeneratif hastaliklar i¢in biiyiik bir risk
faktorli olan yaglanma siirecinden molekiiler, hiicresel, morfolojik ve biligsel olarak
etkilenen bir organdir. Kirk yasindan sonra insan beyninin yilda %0,2- 0,5 arasi atrofiye
ugradigi belirtilmektedir (83). Toplamda 2,211 kisiyle yapilan boylamsal bir ¢aligmada 4-
88 yas arasi bireyler degerlendirilmistir. Sonugta 9 yasindan 13 yasina kadar beyin
hacminin yilda %1 oraninda arttig1, 18-35 yas arasinda ise hacmin korunma egiliminde
oldugu belirtilmistir. 35 yasindan sonra ise beyin hacminin kademeli olarak azaldigi, bu
azalmanin 60 yasina kadar yilda %0,5 oraninda oldugu, 60 yasindan sonra ise bu oranin
arttig bildirilmistir (84). Yaslanma siireci i¢cinde gergeklesen atrofinintiim bolgelerde ayni
oranda ger¢eklesmedigi belirtilmektedir. Atrofiye ek olarak dendrit ve sinaps sayisindaki
yasa bagl degisiklikler yaslanan beynin neokorteks ve hipokampiisiiniin farkli bolgeleri
icin degisiklik gostermektedir. Yasl insanlarin ve maymunlarin frontal korteksinde sinaps
yogunlugunun azaldigi, dolayistyla yiiriitiicii islev gorevleri gerceklestirilirken prefrontal
korteksin aktivasyonunun azalmasinin bununla iliskili oldugu o6ne siiriilmektedir (85).
Yaslanma ile meydana gelen hacimsel azalmanin nedeninin néron kaybindan ziyade,
beyaz maddedeki ve gri maddedeki bozulma, dendrit ve sinaps yogunlugundaki azalma

oldugu savunulmaktadir (85,86).

Yaslanmaya bagli olusan atrofi ndrojenezde denmli olan proteinleri de negatif
yonde etkileyebilmektedir. Ornegin, sinaptofizinin izorformlari olan SYP1 ve SYP2’nin
de icinde oldugu proteinlerin ekspresyonunun, yetigkinlikten yagliliga olan siireclerde
azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalmanin, 6grenme ve hafiza olusumunda yasa bagli bozulma
nedeni oldugu savunulmaktadir (86). Ayrica, dendrit ve sinaps yogunlugundaki azalma
ile paralel olarak norotransmitter seviyelerinin eriskinlikle beraber yilda %1 oraninda
azaldig1 ve bunun da kognisyon ve motor performanstaki bozulmayla iliskili oldugu ifade
edilmektedir (87) Norotransmitter seviyesindeki azalmanin ayn1 zamanda monoamin
oksidaz seviye artisina neden oldugu ve bunun da serbest radikal seviyelerini arttirdigi
belirtilmektedir (88-90). Yasglanmayla artan oksidatif stres hipokampiiste de
gerceklesmektedir ve noral fonksiyonun kaybinda ¢ok 6nemli bir faktér olarak karsimiza

cikmaktadir. Proinflamatuar genlerin yaglanmayla artmasi kronik inflamasyonu
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beraberinde getirebilmektedir. Hipokampiisiin oksidatif strese karsi gorece daha
dayaniksiz olmasiyla sinaptik iletim ve biligsel fonksiyonlar bu siire¢lerden olumsuz
olarak etkilenmektedir (91). Yasa baglh sinaps kaybinin yaslh siganlarda belirgin olarak
hipokampiiste DG’de meydana geldigi uzun zamandir savunulmaktadir (92). Bunun yani
sira, saglikli yash yetiskinlerde hipokampiisiin aktivasyonu hafiza ile iliskili gorevlerde
azaldig1 belirtilmektedir. Fonksiyonel manyetik rezonans gorlintileme (fMRI)
kullanilarak hipokampal kan akiminin goriintiilendigi bir caligmada, resus maymunlarinda

yasliliktan en ¢ok etkilenen hipokampiis bolgesinin DG oldugunu bildirilmistir (93).

Yaglanma ile meydana gelen en 6nemli degisikliklerden digeri de hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonun artmast ve mitokondriyal disfonksiyon gelismesidir. Beyin dokusu
yiiksek enerji ihtiyacindan otiirii diger organlara gore biiylik miktarda reaktif oksijen
tiirleri tiretmektedir. Yaslanma ile hiicre i¢ine biriken reaktif tiirler L tipi voltaj bagiml
kalsiyum kanallarinin agilmasina ve hipokampal néronlara anormal miktarda Ca?" girigsine
neden olmaktadir (95)(96). Yaslanan beyinde ise zamanla azalan kalbindin miktari hem
sican hem de post-mortem insan beyin dokular1 ile yapilan caligmalarda ortaya
konmaktadir (97). Post-mortem insan beyin dokularinda yapilan bir ¢alismada kalbindin
seviyesi bazal 6n beyin dokusunda degerlendirilmis ve zamanla azalma egilimi gosteren
kalbindinin 65 yasindan sonra daha da hizlanarak azaldig: bildirilmistir (98). Kalbindin
gibi kalsiyum baglayici proteinlerin az salgilanmasi mitokondriyi daha fazla Ca** almaya
zorlayarak daha fazla serbest radikal iiretimini, mitokondriyal fonksiyonun bozulmasini,

protein oksidasyonunu ve apoptoz ile sonuglanan stirecleri tetiklemektedir.

Noronal hiicrelerdeki Ca?* diizeyi de biligsel fonksiyonlarla ilgili 6nemli bir
faktordiir. Hipokampal ndranlarda bulunan N-methyl-D-aspartate (NMDA) reseptorleri
Ca?" gegisine izin veren hem ligand hem de voltaj kapili iyon kanallaridir. Normal
kosullarda Mg" ile bloke olan NMDA reseptorleri glutamatin baglanmasiyla ya da
membranin depolarize olmasiyla Ca?* iyonlarinin gegisine izin vermektedir. NMDA
reseptorleri yoluyla Ca?* akisinin sinapslar1 giiglendirdigi ve Ca?" ‘un uzun sureli
potensiyanyon i¢in oOnemli oldugu diisliniilmektedir (99). Bu baglamda yapilan

¢aligmalarda uzun siireli potensiyasyonun Ca?" baglayici bir protein olan kalbindin
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diizeyinden etkilendigi ve ayrica bu durumun devamliliginin mekansal 6grenmeye zarar
verebildigi gosterilmistir (100). Bu veriler DG’taki diisiik kalbindin seviyesinin
hipokampal bagimli bellegin bozulmasini iliskilendiren Li ve ark. (101) ¢aligmasi ile
tutarlilik gostermektedir. Calismada erken yasam stresinin kalbindin seviyesini azalttig1,

bu azalmanin da mekansal bellek ile iliskili oldugu bildirilmistir.

Noral kok hiicrelerin yas ile degisen oOzellikleri ve bu hiicrelerin ¢ogalma
yeteneklerinin azalmasi yaslanmada etkin olan diger bir faktordiir. Genomik istikrarsizlik,
telomer kisalmasi, hiicre metabolizmasinin bozulmasi, inflamasyon, reaktif oksijen
tiirlerinin Uretimindeki artis da noral kok hiicrelere zarar vermektedir [4]. Hiicresel
diizeydeki tiim bu bozulma sistemik ¢evredeki yaslanmayla birlikte gerceklesmektedir.
Yaslanan organizmaya ait dolagimdaki kan, beyin-omurilik sivisi ve lenf dolasimi noral
kok hiicrenin i¢inde bulundugu cevreyi etkilemekte, proinflamatuar mediatorler daha
fazla salgilanmakta ve mikrogevrenin bozulmasina yol agmaktadir [51]. Hipokampiisteki
yaslanan noral kok hiicreler zamanla bulundugu cevre igerisinde birikerek hiicrelerin
rejenerasyon kapasitesini ve homeostatik dengesini etkilemektedir. Yaslh hiicreler nis
icerisinde proinflamatuar proteinler, kemokinler ve interlokinler salgilamakta ve
etraflarindaki hiicreleri etkileyerek yaslanma-iliskili salgi fenotipi (senescence-associated
secretory phenotype, SASP) olugmasina katkida bulunmaktadirlar. SASP aktivitesinin,
lokal ¢cevredeki diger hiicrelerin fonksiyonunu etkileyerek i¢ mekanizmalarin degismesine

ve mevcut hiicresel disfonksiyonun yayilmasina neden oldugu savunulmaktadir (102).

Beyinde morfolojik ve molekiiler diizeyde meydana gelen bu degisiklikler beyin
fonksiyonlarimi etkilemektedir. Yaslanan beyinde meydana gelen yapisal degisikliklere
eslik eden kognitif bozulma 60-75 yaslar1 arasinda belirgin hale gelmekte, bu yas araligi
ise norodejeneratif hastaliklarin baglangic gosterdigi zaman olarak bilinmektedir [82].
Kognitif bozulma daha ¢gok mental hiz, yiiriitiicii islevler, epizodik hafiza fonksiyonlarinda
goriilmektedir (103,104). Epizodik hafiza, bilginin ‘nerede’, ‘ne zaman’ ve ‘nasil’ oldugu
bilgisi ile saklanmasidir ve 50-60 yaslarindan itibaren azalmaya baslamaktadir (105).
Yaslanma siirecinde sozel yetenekler ve kelime bilgisi genellikle korunan kognitif

fonksiyonlar olarak bilinmekle beraber, hafiza, dikkat, planlama, calisma hafizasi,
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bilginin isleme hiz1 gibi islevler yaglanma ile birlikte kademeli olarak azaldigi

bildirilmektedir (106).

Yaslilik mekanizmalarinin ve yaslanmanin fonksiyonel etkilerinin aydinlatilmaya
baslamasiyla yaglanma siirecini yavaslatacak veya tersine g¢evirecek uygulamalar da
gelisim gostermektedir. Bu baglamda yapilan bilimsel ¢aligmalar diyet, farmakolojik
yaklagimlar ve yagam tarzi gibi davranigsal degisiklikler ile daha uzun ve saglikli bir
yasami hedeflemektedir (107). Polifenolleri yaga bagli kronik hastaliklardan ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklardan korunmak ve hatta bu hastaliklarin etkilerini
yavaglatmak i¢in kullanmak son yillarda 6nem kazanmaistir. Polifenoller ile yaslanmaya
bagl beyinde gergeklesen siire¢lere miidahale etmek pek cok yoniiyle umut verici bir

yaklasimdir.

2.9. Polifenoller ve Zeytinyagi

Polifenoller ¢ogunlukla meyvelerde, sebzelerde, caylarda, baharatlarda ve
yenilebilir bitkilerde bulunan bir ya da daha fazla hidroksil grubu ve aromatik halkadan
olusan, giliniimiizde 8000'den fazla ¢esidi bilinen bilesiklerdir (108). Lipofilik 6zellik
gosteren polifenoller kan beyin bariyerini daha kolaylikla gegebilmektedirler (109).
Polifenollerin biyolojik olarak fonksiyon gdstermesi hiicre yiizeyine temaslar1 ve plazma
membranindan sitoplazmaya ge¢meleriyle baslamaktadir. Polifenollerin difiizyon,
osmotik kararlilik, suda ¢6ziinebilen maddelere olan gecirgenlik gibi pek ¢ok membran
ozelligini etkiledigi belirtilmektedir (110,111). Hiicre i¢inde antioksidan &zelliklerinin
yani sira hiicre metabolizmasinin diizenleyicisi gibi 6zellik gosterebilmektedirler (112).
Polifenoller proteinlerle, lipitlerle ve poliniikleotidlerle elektrostatik, hidrofobik ve hatta
kovalent baglanma yoluyla etkilesime girmekte, bu da hiicrenin dolayisiyla organizmanin

fonksiyonlarii etkilemektedir (113).

Akdeniz diyeti terimi Ancel Keys’in italyan ve Yunan populasyonlarinin diger
populasyonlara kiyasla daha diisilk ©liim oranlarina, kardiyovaskiiler ve kanser
insidansina sahip olmalartyla ilgili yaptig1 epidemiyolojik arastirmasinin sonucunda

literatiire girmistir (114). Akdeniz diyeti yiiksek miktar tahil, sebze, kuru baklagil, meyve
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ve doymamis yag asitleri (cogunlugu zeytinyagindan gelen); diisiik miktar kirmizi et,
kiimes hayvanlari eti, doymus yag asitleri ve az miktarda balik, siit ve siit lirlinleriyle yine
diizenli fakat az miktarda ethanol (genellikle sarap) tiikketimini i¢cermektedir. Akdeniz
diyetinde temel yag kaynagi zeytinyagidir. Akdeniz populasyonlarinda tahminen giinde
25 ve 50 mL aras1 zeytinyag tiiketilmektedir. Zeytinyaginin iginde yaklasik 230 farkl
kimyasal icerik bulunmaktadir. Bunlar; alifatik ve triterpenik alkoller, steroller,
hidrokarbonlar, ugucu ve fenolik bilesenlerdir. Zeytinyaginin saglik agisindan sagladigi
yararlar sadece yiiksek tekli doymamis yag asidi igerigine degil, yiliksek bioaktif
ozelliklere sahip mikro-bilesenlerine de dayanmaktadir. Bu mikro-bilesenler arasinda
hidroksitirozol (HT), tirozol, kafeik asit, oleuropein aglikon ve oleokantal gibi fenolik
bilesikler bulunmaktadir (115). Akdeniz iilkelerinde giinliik zeytintag tiiketimi 25 g ile
50 g arasindadir. Zeytinyagindaki polifenollerin miktari, bitki g¢esidine ve tarimsal
uygulamalara bagli olmakla birlikte diisiik polifenol igerigi olan zeytinyagr 200
mg/kg’dan daha az polifenol igermektedir. Bu miktar, orta miktarda polifenol igeren
zeytinyaginda 200-600 mg/kg, yiiksek polifenollii zeytinyaginda ise 600 mg/kg’dan
fazladir (116).

Zeytinyag1 polifenollerinin yaslanma ile ilgili siire¢lere olan yararl etkileri insan
caligmalar1 dahil olmak {izere hayvan c¢alismalariyla ve in vitro c¢aligmalarla
desteklenmektedir. Bu yararli etkiler arasinda inflamatuar yollarin inhibisyonu, hiicre sag
kalimi ve korunmast ile iligkili yolaklarin aktivasyonu ve enerji metabolizmast ile ilgili
yolaklar1 diizenlemek bulunmaktadir (117). Zamanla hasar biriktirme egiliminde olan
genetik materyal yaslanma siireci i¢in biyolojik bir belirtectir (3). Quiles ve arkadaslarinin
(118) Wistar sicanlarda zeytinyagi ve aycicek yagi kullanarak yaptiklari arastirmada
zeytinyagl ile beslenen hayvanlarin periferik kan lenfositlerinde DNA ¢ift zincir
kirilmalarimin daha diisiik seviyede oldugunu bildirmislerdir. Yaslanmanin baska bir
belirteci olan epigenetik siireglerdeki degisiklikler de zeytinyaginda bulunan polifenoller
tarafindan diizenlenmektedir. Ornegin yiiksek polifenollii zeytinyag: histon asitilasyonu

ile epigenetik degisikliklere neden olabilir. Yapilan bir in vitro ¢alismada yiiksek polifenol
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icerikli zeytinyaginda bulunan bazi fenolik igeriklerin JIMT-1 go6giis kanseri hiicre

hattinda histon H3’iin hiperasitilasyonunu uyardig: gosterilmistir (119).

Polifenollerin oksidatif stres ve inflamasyon gibi yaslanmay: tetikleyen etkilerin
azalmasinda yararli etkileri oldugu bildirilmistir. Bu etkilerin bir sonucu olarak
polifenollerin, yasl sicanlarda hipokampal fonksiyonlar: diizelttigi, ¢aligma hafizasini ve
epizodik hafizayi, 6grenmeyi ve motor koordinasyonunu gelistirdigi savunulmaktadir
(120,121). 6 hafta boyunca yiiksek polifenol iceren zeytinyagimin SAMPS farelere
uygulandig1 bir ¢aligmada 6grenme ve hafiza iizerine faydali etkiler gozlemlenmistir.
Beyin dokusunda GSH ve 3-nitrotirosin seviyeleri artmis, siiperoksit dismutaz ve GSH
rediiktaz aktiviteleri yiikselmistir. Bu yoniiyle yiiksek polifenollii zeytintaginin beyindeki
oksidatif hasarin geri ¢evrilmesinde rolii oldugu belirtilmektedir (120). Bunun yani sira,
Zeng ve ark. (122) yaptig1 calismada maternal donemde HT uygulanan siganlarda (10 ve
50 mg/kg, gavaj), prenatal stresin neden oldugu bozulmus noérojenezin ve kognitif
fonksiyonlarin iyilestigi goriilmiistiir. Bu iyilesmenin HT nin ndral proteinler (BDNF,
GAP43 ve sinaptofizin gibi) glukokortikoid reseptorleri ve antioksidan savunma sistemi
(Nrf2, superoksid dismutaz ve HO-11) iizerindeki olumlu etkileri ile gergeklestigi
savunulmaktadir. Zeytinyag1 polifenolleri ile yapilan en son calismada zeytinyagi
polifenollerinden HT sicanlarin igme suyuna karistirilarak 30 giin boyunca verilmis ve
ndrojeneze etkisi immunohistokimya yontemi ile incelenmistir. Yapilan analiz sonucunda
HT’nin yash ve geng farelerin hipokampiisiindeki yeni dogan ndronlarin hayatta kalimina
katkida bulundugu, yagh farelerde kok hiicre ve progenitor hiicrelerin ¢ogalmasini

arttirdig1 gosterilmistir (123).

Polifenollerin hipokampal fonksiyonlara etkisini kemirgenler iizerinde gdsteren pek
cok calisma olsa da zeytinyaginin, 6zellikle yiiksek polifenol igerikli zeytinyaginin,
hipokampiis bagimli fonksiyonlara norojenez ile iligkili olarak etkisini inceleyen ¢aligma
literatiirde heniiz bulunmamaktadir. Giinliikk zeytinyag:1 tiiketiminin hipokampal
norojeneze ve prefrontal kortekse molekiiler etkisini gdsteren bir calisma da mevcut
degildir. Zeytinyag: iilkemizde onemli bir besin kaynagidir. Zeytinyagindaki polifenol

icerigi tarimsal uygulamalarla degisiklik gosterse de tiiketilen zeytinyaglar1 polifenol
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bakimindan olduk¢a fakirdir. Bu nedenle polifenolden zengin zeytinyaginin,
hipokampiisiin ve prefrontal korteksin molekiiler ve davranigsal etkisini incelemek
onemlidir. Bu nedenle yapilan bu caligmada yiiksek polifenol icerikli zeytinyagi
tilketiminin yash beyinde hipokampal ndrojeneze, sinaptik biitiinliige, hipokampiis
bagimli mekansal 6grenmeye ve anksiyete benzeri davraniga etkisinin incelenmesi

amaglanmistir.

Bu amag dogrultusunda yapilan ¢alismada, zeytinyagi polifenollerinin yasli sicanlarda
DG’de bulunan ndral progenitor hiicrelerin ¢ogalmasina ve sagkalimina etkisinin
incelenmesi hedeflendi. Bunun yani sira, noral hiicrelerin olgunlagsma fazlarinin ilk
evresini ifade eden bir biyobelirte¢ olan Nestinin; fonksiyonel hiicreleri ve sinaptik
biitiinliigii ifade eden Kalbindinin hipokampiisteki miktarlarinin incelenmesiyle ¢ogalan
noral hiicrelerin evrelerinin belirlenmesi amacglandi. Fonksiyonel hiicreleri ve sinaptik
biitiinliigii ifade eden Sinaptofizin proteinin hipokampiis ve prefrontal kortekste miktarlari
saptandi. Zeytinyag1 polifenollerinin giinliik tiiketiminin 6grenme ve bellege etkisi Morris
su labirenti testi ile; anksiyete ile olan fonksiyonel iliskisi ise agik alan testi ve yiikseltilmis

art1 labirent testi ile arastirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel ve in vivo bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Plam

Arastirma Eyliil 2020-Haziran 2021 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari, Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji

Anabilim Dali Laboratuvarlar1 ve Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklesmistir. Arastirmanin plan1 Tablo-1’de

gosterilmistir.

Tablo3: Arastirma plani

Subat-Eyliil 2019

Projenin hazirlanmasi

Etik kurul onay1

Eyliil-Ekim 2019

Tez Onerisi sunumu ve kabuli

Mart-Eyliil 2020

Projenin kabulii

Malzeme alimlan

Ekim-Aralik 2020

Deney gruplarinin olusturulmasi ve hayvanlarin
beslenmesi

Davranis testlerinin uygulanmasi

Sakrifikasyon ve dokularin saklanmast

Subat-Haziran 2021

Dokularin homojenizasyonu

Orneklerdeki proteinlerin miktarmnin ELISA
yontemi ile belirlenmesi

Immiin boyama ile dokularin histolojik analizi

Temmuz-Aralik

Verilerin istatistiksel analizi

2021

Tez yazimi
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3.3. Calisma Materyali

Bu calismada 51 adet 250-350 g agirhiginda disi Sprague Dawley sican

kullanilmistir. Arastirmada kullamlan siganlar Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji

Anabilim Dali’ndan 36 adedi 20-22 aylik, 10 adedi 7 aylik olarak temin edilmistir.

3.4. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh degisken: Acik alan testi, yiikseltilmis art1 labirenti testi, Morris su

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

diizeyleridir.

Bagimsiz degisken: Yiiksek ve diisiik polifenol miktarina sahip zeytinyag: ile

beslenmedir.

3.5. Veri Toplama Araglan

3.5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tablo 4: Kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Ad1 Markasi/Kod Kullanim Amaci

Zeytinyag1 TUAY (Turgut Oral yolla deney hayvanlarina zeytinyagi
Anadolu Yatinm | verilmesi
Ltd. Sti)

Ripa Buffer Thermo Doku homojenizasyonu

Fosfat Tamponlu Tuz Cegrogen Doku homojenizasyonu ve protein tayini

Brdu Abcam, ab142567 Hiicre ¢ogalmasini belirlemek i¢in
sicanlara enjekte edilen ajan
Brdu Antikoru Bioss, Bs-1613R Proteinleri etiketlemede kullanilan

antikor

Fox3/Neun Primer Antikor

SantaCruz, Sc -
51514

Proteinleri etiketlemede kullanilan
antikor

Triton 100-X

Aplichem

Dokulart fikse etmek i¢in kullanilan ajan

Optimum Doku Kesme
Soliisyonu

Aplichem

Dokular1 kesmek i¢in kullanilan soliisyon

Alexa Fluor 594 Goat Anti-
Mouse Igg Secondary Antibody

Thermo, A11005

Proteinleri etiketlemede kullanilan
antikor
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Alexa Fluor 488 Goat Anti-

Mouse Igg Secondary Antibody

Thermo, A11001

Proteinleri etiketlemede kullanilan
antikor

Renk Atma Onleyici, Antifade | Aplichem Proteinleri etiketlemede kullanilan
kimyasal
Normal Goat Serum Cegrogen Proteinleri etiketlemede kullanilan serum
Normal Donkey Serum Cegrogen Proteinleri etiketlemede kullanilan serum
Rat Kalbindin Elisa Kit MYBioSource, Kalbindin miktar1 analizinde kullanilan
MBS454101 kit
Rat Nestin Elisa Kit BT-Lab, E1174Ra Nestin miktar1 analizinde kullanilan kit

Rat Synaptophysin Elisa Kit

Cusabio, CSB-

Sinaptofizin miktar1 analizinde kullanilan

E13827r kit
Mikrosantrifiij Tiipii 2 ml Greiner Orneklerin saklanmasi i¢in malzeme
Mikrosantriftij Tiipti 1.5 ml Greiner Orneklerin saklanmasi i¢in malzeme
Steril Enjektor 5 cc Baby Siganlara enjeksiyon yapmak i¢in
enjektdr
Steril Enjektor 1 cc Baby Sicanlara enjeksiyon yapmak i¢in
enjektdr
Mikrotom Bigagi 50'Lik Feather Dokular1 kesmek i¢in kullanilan kesici
Mikropipet Ucu 1000 ul Greiner Pipetlemede kullanilan pipet ucu
Mikropipet Ucu 2-200 ul Greiner Pipetlemede kullanilan pipet ucu
Mikropipet Ucu 1-10 ul Greiner Pipetlemede kullanilan pipet ucu
Tablo 5: Kullanilan cihazlar
Malzeme Ad1 Markasi/Kod Kullanim Amaci

Morris su tanki

Noldus Ethovision

Hipokampal- bagimli mekansal 6grenme ve

XT video tracking hafizay1 degerlendirmek i¢in kullanilacaktir.
sistemi
Yiikseltilmis T-maze testi Noldus Ethovision Deney hayvanlarinda anksiyete degerlendirmesi
XT video tracking icin kullanilacaktir.
sistemi
Is1ik mikroskop Olympus DP70 Etiketlenmis hiicrelerin sayimi igin kullanilacaktir
Mikrotom Leica, RM 2255 Alman doku 6rneklerinin kesilmesi amactyla

kullanilacaktir

Digital kamera

Olympus DP71

BrdU ve NeuN goriintiilenmesinde kulanilacaktir.

Dijital pH metre Thermo, Orion 3 Star | Calismada hazirlanan tampon soliisyonlarinin
pH’sim1 kontrol etmek amaciyla kullanilacaktir.
Santrifiij Sigma,1-14 Dokularda stipernatani ayirmak igin

kullanilacaktir
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Etiv Dedeoglu Belirli sicaklikta 1sitma ve kurutma amagh olarak
kullanilacaktir.
-86 °C Derin dondurucu Sanyo, MDF- Calismada dokularin dondurulmasi ve saklanmast
U5386S i¢in kullanilacaktir

Hassas terazi (0,1 mg
hassasiyetli)

Shimadzu, AW120

Dokular ve ¢aligmalarinda hazirlanacak
soliisyonlar i¢in tartim islemlerinde
kullanilacaktir

Otomatik pipet seti

Eppendorf

Reaktiflerin hazirlanmasi ve deney kitlerinin
uygulanmasi i¢in kullanilacaktir

Buzdolab1 (No-frost 435 1t)

Beko, BK-9551 NF
Multi Hijyen

Reaktifler, poliklonal ve monoklonal antikor
kitlerini saklamak amacrtyla kullanilacaktir

Buz yapma makinesi

Scotsman, AF 80

Dokular belirli soguklukta muhafaza etmek igin
kullanilcaktir

Bidistile su cihazi

Milipore, 2004

Bidistile su gereksinimini karsilamak i¢in
kullanilacaktir.

Vortex 45 Finepcr Finevortex | Kullanilacak soliisyonlar karigtirmak igin
4S kullanilacaktir.
Monokromatik sistemli ELISA tesleri ile protein tayini i¢in
mikroplaka okuyucu kullanilacaktir
Plak yikayici BioTEK ELISA teslerinde plak yikamalarinda
kullanilacaktir

3.5.2. Deney Gruplart ve Deney Plani

Calisma toplamda 51 adet 250-350 g agirliginda disi Sprague Dawley sican
kullanilmistir. Aragtirmada kullanilan sicanlar Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji
Anabilim Dali’ndan 36 adedi 20-22 aylik (yaslt grup), 10 adedi 7 aylik (gen¢ grup) olarak
caligmaya dahil edilmistir. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodda, 21-22°C oda
sicakliginda ve %40-60 nem igeren ortamda tutulan hayvanlar poliiiretan kafeslerde, her
kafeste li¢ ya da dort hayvan olacak sekilde barindirmistir. Hayvanlar deney siiresince

yem ve suya serbest erisim saglamiglardir.

Hayvanlarin agirliklar1 ve kafes basina tiiketilen yem miktar1 haftada bir defa olacak
sekilde takip edilmistir. Toplamda dort tane deney grubu olusturulmus, hayvan se¢imi
rastgele yapilmistir. Tiim hayvanlar oral gavaj yoluyla alt1 hafta boyunca gruplarina gore
su, diisiik polifenollii zeytinyag1 ve yliksek polifenollii zeytinyag: ile beslenmistir. Her
gruptan ii¢ adet sigan (n=3) immiin boyama ydntemi i¢in kullanilmig ve bu gruba davranis
testleri uygulanmamigstir. Diger hayvanlara ise davranis testleri uygulanmis ve dokularda

biyokimyasal analizler yapilmistir.
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Yash kontrol grubu (YK, n=10): 20-22 aylik sicanlara alt1 hafta boyuncal mL su,
oral gavaj yontemi ile sabah 10.30-11.30 arasinda verilmistir. Su uygulamasinin amaci
diger gruplarda gavaj uygulamasi nedeniyle olusacak stresi kontrol grubunda da

standardize etmektir.

Bu gruptaki ii¢ hayvan nérojenezin immiinohistokimyasal yontem ile tespiti
amaciyla deneyin baglamasindan sonraki 14. giinden itibaren bir hafta boyunca giinde bir
kere, steril %0,9 NaCl igerisinde 10 mg/ml olarak hazirlanmis, 85 mg/kg (viicut agirligt
basina) dozajinda sabah 11.30-12.30 saatleri arasinda BrdU enjekte edilmistir (n=3). Ug
hayvan ayr1 kafeste barindirilmis ve hayvanlara davranis testi uygulanmamistir. Kalan
hayvanlara herhangi bir enjeksiyon uygulanmamisg, alti hafta sonunda davranis testi

uygulanmig ve analizler i¢in kullanilmistir (n=7).

Yash diisiik polifenol grubu (YDP, n=12): 20-22 aylik sicanlara alti hafta
boyuncal mL diisiik polifenol igerigine sahip zeytinyagi oral gavajla sabah 10.30-11.30

arasinda verilmistir.

Bu gruptaki iic hayvana ndrojenezin immiinohistokimyasal yontem ile tespiti
amaciyla deneyin baglamasindan sonraki 14. giinden itibaren bir hafta boyunca giinde bir
kere, steril %0,9 NaCl igerisinde 10 mg/ml olarak hazirlanmis, 85 mg/kg (viicut agirligi
basina) dozajinda sabah 11.30-12.30 saatleri arasinda BrdU enjekte edilmistir (n=3). Ug
hayvan ayr1 kafeste barindirilmig ve hayvanlara davranis testi uygulanmamistir. Kalan
hayvanlara herhangi bir enjeksiyon uygulanmamig, alti hafta sonunda davranis testi

uygulanmig ve beyin dokular1 analizler i¢in kullanilmistir (n=9).

Yash yiiksek polifenol grubu (YYP, n=12): 20-22 aylik si¢anlar alti hafta
boyuncal mL yiiksek polifenollii zeytinyag1 oral gavajla sabah 10.30-11.30 arasinda

beslenmistir.

Bu gruptaki iic hayvana ndrojenezin immiinohistokimyasal yOntem ile tespiti
amaciyla deneyin baglamasindan sonraki 14. giinden itibaren bir hafta boyunca giinde bir

kere, steril %0,9 NaCl igerisinde 10 mg/ml olarak hazirlanmis, 85 mg/kg (viicut agirligi
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basina) dozajinda sabah 11.30-12.30 saatleri arasinda BrdU enjekte edilmistir (n=3). Ug
hayvan ayr1 kafeste barindirilmig ve hayvanlara davranis testi uygulanmamistir. Kalan
hayvanlara herhangi bir enjeksiyon uygulanmamig, alti hafta sonunda davranis testi

yapilmis ve beyin dokular1 analizler i¢in kullanilmistir (n=9).

Geng yiiksek polifenol grubu (GYP, n=10): 7 aylik si¢canlar alt1 hafta boyunca 1
mL yiiksek polifenollii zeytinyagi oral gavajla sabah 10.30-11.30 arasinda beslenmistir.

Bu gruptaki ii¢ hayvana ndrojenezin IHK yéntem ile tespiti amaciyla deneyin
baslamasindan sonraki 14. giinden itibaren bir hafta boyunca giinde bir kere, steril %0,9
NaCl igerisinde 10 mg/ml olarak hazirlanmisg, 85 mg/kg (viicut agirlig1 basina) dozajinda
sabah 11.30-12.30 saatleri arasinda BrdU enjekte edilmistir (n=3). Ug hayvan ayr1 kafeste
barindirilmis ve hayvanlara davranis testi uygulanmamistir. Kalan hayvanlara herhangi
bir enjeksiyon uygulanmamas, alt1 hafta sonunda davranis testi yapilmis ve beyin dokulari

analizler i¢in kullanilmistir (n=7).

2.5.1. Yiiksek Polifenollii Zeytinyaginin Elde Edilmesi

Calismamizda kullanilan zeytinyagt TUAY (Turgut Anadolu Yatirim Ltd. Sti)
markasina ait olup liretici tarafindan su asamalardan gecerek elde edilmistir: olea europaea
“memecik ¢esidi” meyveleri Gutiérrez, Jimenez, Ruiz, and Albi’nin (124) yayimladiklari
indexe gore 1 ve 2 no’lu olgunlagma evrelerinde iken, erken hasat doneminde Mugla ve
Aydm’m farkli bolgelerinden zirai ilag ve giibre kullanilmamig organik bahgelerinden el
ile toplanmistir. Hasat edilen meyveler, birkag¢ saat icerisinde soguk sikim yontemi ile
sikim prosesine tabi tutulmustur. Zeytin hamuru hazirlanirken, 6ncelikle zeytin; bigakli
kiricilar yardimi ile kirilarak hamur haline getirilmistir. Sonrasinda 18-24 derece 1s1
araligindaki dikey malaksorlerde 15 dakika yogurulmustur. Yogurulma isleminden sonra
2-fazli dekantorde fiziksel ayristirma isleminden sonra, elde edilen firiin (EVOO
zeytinyag1 + zeytin yapragi karigimi) paslanmaz krom alagimli tanklarda inert argon gazi
altinda 18-22 derece ortam 1sisinda saklanmistir. Zeytinyagi polifenol oranini yiikseltecek

tarzda tasarlanmig 6zel bir sikim hatt1 kullanilmistir. Zeytinyaglar1 200 ml kahverengi ecza
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siselerinde ambalajlanip bu siseler 18-22 derece ortam 1sisindaki 6zel iklimlendirilmis

odalarda muhafaza edilmistir.

Elde edilen zeytinyag1 analiz i¢in Tarim ve Orman Bakanligi1 Aydin Gida Kontrol
Laboratuvarinda Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) kriterleri ve standartlarina gére analiz
edilmigtir. Yapilan analiz sonucunda caligmamizda kullanilan yiiksek ve diisiik

polifenollii zeytinyaginin igerigi Tablo 1 ve Tablo 2’de gosterilmistir (Ek-3).

Tablo 1: Yiiksek polifenollii zeytinyag1 analiz sonuglari

Analiz Sonug TSE standart1
Serbest Yag Asidi
(%) 0,30 TS EN ISO 660

Toplam Biofenol Miktar1

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

Peroksit Degeri

(meq aktiofoksijen/kg yag) 3,64 TS EN ISO 3960

Tablo 2: Diisiik polifenollii zeytinyagi (riviera) analiz sonuglari

Analiz Sonug TSE standarti
Serbest Yag Asidi
(%) 0,34 TS EN ISO 660
Toplam Biofenol Miktar1
77 COV/T.20/Doc.No.29

(mgrkg)
Peroksit Degeri

7,90 TS EN ISO 3960

(meq aktiofoksijen/kg yag)
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3.5.3. Mekansal Ogrenme ve Hafizanin Degerlendirilmesi

Morris Su Labirenti Testi

Hipokampal-bagimli mekansal 6grenme ve hafiza testidir. Bu test laboratuvar
hayvanlarinda mekansal 6grenme ve hafizanin arastirilmasinda kullanilmak tizere, 1980°1i

yillarda Richard Morris tarafindan tanimlanmistir (125).

Alt1 haftalik beslemenin sonunda Morris su tanki kullanilarak mekansal 6grenme ve
hafiza deneyleri gerceklestirildi. Havuzun bulundugu odanin duvarlarina farkli renk ve
sekilde gorsel ipuglart yerlestirilerek, sicanlarin bu isaretleri kullanarak yonlerini
belirlemesi saglandi. Testte belirli bir seviyeye kadar su doldurulmus yuvarlak bir havuz
ve havuzun bir ¢eyreginde (kadran) suyun birka¢ santimetre altinda sudan kagmaya
yarayacak bir platform yerlestirildi. Tankin merkezinden yaklasik 2 m ylikseklikte
siganlarin davraniglarini izlemek ve kaydetmek {izere bir video kamera sistemi kuruldu.
Her test giiniinde si¢anlar tanki ayiran dort kadranin bir yoniinden baslamak iizere ytizleri
havuz kenarma doniik olarak suya birakild1 ve maksimum 60 sn yiizmelerine izin verildi.
Eger 60 sn i¢inde platformu bulamazsa 15 sn iistiinde kalmas1 saglandi. Her sigan dort
kadranin dort yoniinden de suya birakilacak sekilde giinde dort deneye tabi tutuldu. Her
deneyin tamamlanmasindan sonra si¢anlar platform {izerinden alinarak kurulandi ve
kafeslerine yerlestirildi. Bu iglemler ard arda dort giin tekrarlandi. Béylece her sigana dort
giin toplam 20 deney uygulandi. Besinci giin her sicana bir arastirma deneyi (probe trial)
uygulandi. Platform havuzdan kaldirilarak sicanin 60 saniye ylizmesine izin verildi.
Davranigsal veriler, yiizme mesafesi, platformun oldugu kadranda gecirdigi siire ve her
kadranda harcadigi siire olarak Noldus Ethovision XT video izleme sistemi kullanilarak

degerlendirildi.

3.5.4. Anksiyete Benzeri Davranisin Degerlendirilmesi

Acik Alan Testi

Ik olarak, 1930’larda gelistirilmesiyle hayvanlardaki arama davranisinin

aragtirmasinda kullanilan agik alan testi giiniimiizde anksiyetenin ve lokomotor aktivitenin
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degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Anksiyete degerlendirmesinde
kemirgenler i¢in stresli bir ortam olarak kabul edilen ac¢ik alan testinde denekler orta
alanda olmaktan kacinmakta ve duvarlara yakin yiirime davranis1 (tigmotaksis)
gostermektedirler. Bunlarin disinda hayvanin ayaga kalkma hareketi ve kasinma siiresi

gibi parametrelere de bakilmaktadir.

Calismada alt1 haftalik beslemenin sonunda agik alan testi i¢cin 1 m uzunlugunda x
I m genisliginde x 1 m yiiksekliginde iistii acik kutu seklinde deney diizenegi kullanildu.
Deney hayvani bu alanin ortasina birakild1 ve 5 dakika boyunca kamera kaydedildi. Her
denekten sonra test alan1 %70’lik alkol ile denege ait kokuyu kaldirmak i¢in temizlendi.
Hayvanin test alaninin kenarlarinda ve ortasinda gecirdigi siireler, toplam gezinme
mesafesi, kenar ve orta alana giris sayis1t Noldus Ethovision XT yazilimi takip edilerek

analiz edildi.
Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Deney hayvanlarinda anksiyete degerlendirmesi i¢in kullanilan yaygin bir testtir
(126). Yiikseltilmis art1 labirent testinde sican ya da fare agik alan testinde oldugu gibi
merkez bolgeye konulur. Kafesinden alinan denekte yeni ¢evre ve yiikseklik anksiyeteye
yol agar. Artan anksiteye bagli olarak kapali kolda gecen siire, kapali kola girme sayisi,
kapal1 kolda gecen siirenin ylizdesi artar. Anksiyetenin azalmasina baglh olarak da agik
kolda gecen siire ve acik kola girme sayis1 artar. Bunlarin disinda agik alan testinde oldugu
gibi iki ayagi lizerine kalkma sayisi, kasinma siiresi, digkilama sayis1 gibi parametrelere

de bakilir.

Bu calismada da yiiksek polifenol igerikli zeytin yagmin anksiyete {lizerindeki
etkisini incelemek amaciyla yiikseltilmis art1 labirent testi uygulandi. Yiikseltilmis art1
labirent testi i¢in zeminden 75 cm yiikseklikte, merkezde 5%5 cm’lik bir merkez platform
ile yanlarda 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, 0,5 cm yiiksekliginde duvarlari
bulunan iki agik ve 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, 40 cm yiiksekliginde
duvarlart bulunan iki kapali koldan olusan bir diizenek kullanildi. Deney hayvani agik

kollardan birine bakacak sekilde merkez platforma birakilarak 5 dakika boyunca kamera

36



ile izlendi, agik ve kapali kollara giris sayisi1 ile merkez platformda ve kollarda gegirilen
stire olgiildii. Her denekten sonra test platformu %70’lik alkol ile denegin kokusunu
onlemek i¢in temizlendi. Deney hayvanlarinin kayit ve analizinde Noldus Ethovision XT

video tracking sistemi kullanildi.

3.5.5. Sakrifikasyon ve Doku Orneklerinin Alinmast

Davranig testlerinin bitiminden sonraki gilin karbondioksit anestezisi altinda
sicanlarin sol kardiyak ventrikiiliinden tiim kanlari1 alinarak yasamlar1 sonlandirildi.
Histolojik inceleme yapilacak beyin dokulari fiksasyon i¢in oda sicakliginda %10
formalin ¢ozeltisi igerisine konmustur. Biyokimyasal analiz yapilacak hipokampiis ve
prefrontal korteks dokulart ise ayrildi ve PBS’te yikanarak analizlerin yapilacag: giine

kadar -80°C’de sakland:.

3.5.6. Beyin Dokularinin Homojenizasyonu

Her sicanin hipokampiis ve prefrontal korteks dokular: tartildi ve her bir dokuya
kendi agirliginin bes kat1 kadar soguk PBS (pH 7.4) mL cinsinden eklendi. Dokular
boncuk homojenizatérde 2 dakikalik periyodlarda toplamda 4 dakika, 1/30 frekansta
homojenize edildi. Daha sonra 6rnekler +4°C’de, 5000 g’de ve 10 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatantlar -80°C’ye kaldirild1.

3.5.7. Doku Protein Miktarinin Belirlenmesi

Hipokampiis ve prefrontal korteks dokularinda bulunan toplam protein miktar1 BCA
(bikinkoninik asit) yontemi ile analiz edildi. Bulunan deger, dokularda analiz edilen
spesifik proteinlerin miktarina oranlanarak toplam protein basina diisen spesifik proteinin

miktarinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Analiz asagidaki sirayla yapilmistir.

1- Kit i¢indeki 2 mg/mL yogunluktaki stok standart kullanilarak 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

yogunluklarda standartlar hazirlandi.
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2- Hazirlanan standartlar ve 1/10 oraninda seyreltilmis 6rneklerin her biri 25 pl

olarak mikroplak kuyucuklara eklendi.

3- Her kuyuya 200 pl calisma ¢ozeltisi eklendi. Calisma ¢ozeltisi reaktif A ve reaktif

B’nin 50:1 oraninda karistirilmasiyla elde edildi.
4- Ustii kapatilan mikroplak 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
5- Inkibasyondan sonra optik yogunluk 562 nm dalga boyunda mikroplak okuyucu

(BioTek ELX 800) ile dl¢iildii.
6- Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafigi ¢izilerek drneklerdeki toplam

protein miktar1 hesaplandi.
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Sekil 6: Hipokampiis BCA Standart Grafigi
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Sekil 7: Prefrontal Korteks BCA Standart Grafigi
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3.5.8. Sinaptofizin Miktarinmin Olgiilmesi

Hipokampiis ve prefrontal korteks sinaptofizin diizeyleri sigan SYP kiti kullanilarak
ELISA yontemi ile analiz edildi. Her iki dokudaki orneklerde farkli diliisyon

kullanilarak asagidaki protokol izlenmistir.

1- Hipokampiis homojenatlar1 1/80, prefrontal korteks 6rnekleri 1/40 oraninda PBS
ile seyreltildi.

2- Standartlar seri diliisyon ile 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ng/mL
konsantrasyonlarda hazirlandu.

3- Her kuyucuga standartlar, 6rnekler ve sifir standart (0 ng/mL) her birinden g¢ift
kuyu olacak sekilde 100 pl olarak eklendi. Plagin iistii kapatilip 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi.

4- Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100 ul Biotin-antibody eklenerek 37°C’de 1
saat inkiibe edildi.

5- Sonrasinda her kuyucuk 200 pl yikama tamponu ile ii¢ defa yikandi.

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

7- Her kuyu alt1 defa yikama asamasindan gegcirildikten sonra 90 ul TMB Substrat
eklenerek 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

8- Her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendikten sonra 450 nm dalga boyunda
optik yogunluklart okutularak (BioTek ELX 800) her drnekte bulunan sinaptofizin

miktar1 ¢izilen standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

y =0.041x + 0.2461
R*=0.996
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Sekil 8: Hipokampiis Sinaptofizin Diizeyi Standart Grafigi
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Sekil 9: Prefrontal Korteks Sinaptofizin Diizeyi Standart Grafigi

3.5.9. Nestin Miktarimin Olgiilmesi

Hipokampiiste bulunan nestin protein miktar diizeyleri sigan Nestin kiti kullanilarak
ELISA yontemi ile analiz edildi. Dokudaki ornekler analiz edilirken asagidaki

protokol izlenmistir.

1- Hipokampiis homojenatlar1 1/100 oraninda PBS ile seyreltildi.

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

3- Ornekler 40 ul, standartlar 50 ul olarak her birinden ¢ift kuyu olacak sekilde
eklendi.

4- Sadece orneklere 10 ul anti-NES antikoru ve sifir standart hari¢ tiim kuyucuklara
50 ul streptavidin-HRP eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

5- Tim kuyucuklar bes defa 0.35 mL yikama tamponu ile yikandi.

6- Once 50 ul A ¢dzeltisi, sonrasinda 50 ul B ¢ozeltisi eklenerek 10 dakika 37°C’de
inkiibe edildi.

7- Her kuyucuga 50 ul durdurma ¢6zeltisi eklendi ve hemen ardindan 450 nm dalga
boyunda optik yogunluklar1 okutuldu (BioTEK ELX 800). Standart egrisi ¢izilerek

her 6rnekte bulunan nestin miktar1 hesaplandi.
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Sekil 10: Hipokampiis Nestin Diizeyi Standart Grafigi

3.5.10. Kalbindin Miktarinin Olgiilmesi

Hipokampiiste bulunan kalbindin protein miktar diizeyleri sigan Kalbindin kiti
kullanilarak ELISA yontemi ile analiz edildi. Dokudaki 6rnekler analiz edilirken

asagidaki protokol izlenmistir.

1- Hipokampiis homojenatlar1 1/200 oraninda PBS ile seyreltildi.

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

3- Ornekler 40 ul, standartlar 50 ul olarak her birinden ¢ift kuyu olacak sekilde
eklendi.

4- Sadece orneklere 10 ul anti-CALB antikoru ve sifir standart harig tiim kuyucuklara
50 ul streptavidin-HRP eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

5- Tim kuyucuklar bes defa 0.35 mL yikama tamponu ile yikandi.

6- Once 50 ul A ¢bzeltisi, sonrasinda 50 ul B ¢ozeltisi eklenerek 10 dakika 37°C’de
inkiibe edildi.

7- Her kuyucuga 50 ul durdurma ¢ozeltisi eklendi ve hemen ardindan 450 nm dalga
boyunda optik yogunluklar1 okutuldu (BioTEK ELX 800). Standart egrisi ¢izilerek

her 6rnekte bulunan kalbindin miktar1 hesaplandi.
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Sekil 11: Hipokampiis Kalbindin Diizeyi Standart Grafigi

3.5.11. Hipokampal Norojenezin Immiinohistokimyasal Analizi

Deney sonunda elde edilen beyinler %4’liik paraformaldehit ile ti¢ giin fikse edildi

ve fiksasyon bitiminde %30’luk PBS ile hazirlanmis olan siikroz soliisyonu ile +4°C’de
beyinler batana kadar inkiibe edildi. Ardindan Tissue-Tek OCT compound i¢ine gdmiildii.
Hipokampus bolgesinden (plate 22-23) 8 mm boyutlarinda cryostat kesitler alindi.

Kesitler boyama yapilana kadar -80°C” de saklandi.

Immunfloresan inceleme icin, oda sicakligina getirilen kesitler soguk aseton ile 15 dk
fikse edildi. Kesitler, 4 kere 5 dakika boyunca PBS ile yikandi. Daha sonra kesitler yeni
PBS ile hazirlanmis olan %1°lik NaBH4 ile 20 dakika boyunca inkiibe edildi ve ayni
sekilde 4 defa 5 dakika boyunca kesitler PBS ile yikandi. Yikama igleminden sonra
kesitler PBS ile hazirlanmis %0,3 Triton X-100 iceren %5’luk goat serum ile 1 saat
boyunca inkiibe ederek bloklandi. Kesitler daha sonra PBS i¢inde %0,3 Triton X-100
iceren %2 goat serum ile hazirlanmis inflamazom aktivitesi gostergeci olan primer
antikorlar anti-BrdU ve anti-NeuN ile +49C’de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile
yapilan yikamadan sonra Alexa fluor 488 ve Alexa flour 594 ile 1 saat bekletildi. Yine
PBS ile yikanan kesitler DAPI ile 5 dakika boyunca boyandi. Kesitler Prolong Gold
antifade mounting medium ile kapatilarak konfokal mikroskopta (Zeiss LSM880)
goriintiiler alind1. Bilgisayarli analiz sistemi Image J programinda intensite 6l¢limii yapildi

ve gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak degerlendirildi.
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3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismanin sonuglarina ait istatistiksel veriler SPSS programi 24.0 versiyon
kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilimma Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Normal
dagilan verilerin gruplar arasi karsilastirmasinda one-way ANOVA kullanildi ve sonuglar
ortalama + standart sapma (SD) seklinde gosterildi. Normal dagilmayan veriler ise
Kruskal Wallis testi ile analiz edilerek sonuglar ortalama + standart hata (SEM) ile
gosterildi. Grup i¢i tekrarlayan oOlgilimlerin analizinde repeated measures ANOVA
kullanildi ve sonuglar ortalamatstandart sapma seklinde gosterildi. p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Verilerin birbirleri ile korelasyonunda Pearson’s

korelasyon analizi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

3.7. Arastirmanin Simirhihiklari

Arastirmamizda yash ve geng sicanlar kullanilmis, geng sicanlar ytiksek polifenollii
zeytinyag ile beslenerek yash grup ile karsilagtirilmistir. Geng grupta kontrol grubu
olusturulmamistir. Bu nedenle gen¢ grup kendi icinde karsilagtirilamamistir. Ayrica
kullanilan mekansal bellek testi norojenez fonksiyonlarini tam olarak ortaya koymamis

olabilir.

3.8. Etik Kurul Onay1

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (TF-HADYEK) tarafindan 04/09/2019 tarihli 69/2019 karar numarasiyla onay
almigtir. Belge Ek-2’de verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Morris Su Labirenti Testi

Morris su labirenti testinin ilk 4 gilinlinde siganlar su tankinin farkli kadranlarindan
suya birakilarak platformun yerini bulmalari i¢in egitildi. Hipokampal 6grenme yetileri 4
giin boyunca alistirmaya tabi tutulan deney hayvanlarinin platformu bulma siiresi ve
katedilen toplam mesafe Ol¢iimleri ile degerlendiridi. Platformu bulma siiresi tiim
gruplarda 1. giin ve diger giinler arasinda istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0.05) (Sekil
12). Kat edilen toplam mesafe parametresinde ise 1. giinde alinan toplam yol diger
giinlerden istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05) (Sekil 13). Elde edilen veriler
degerlendirildiginde 1. Giinden sonra azalan platformu bulma siireleri ve kat edilen toplam

mesafeleri deney hayvanlarinin tiim gruplarda 6grenmelerinin gerceklestigini gosterdi.
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o - Yaslh Kontrol

g -& Yash Disuk Polifenol
@ 40- -= Yasl Yiiksek Polifenol
©

E -~ Geng Yiiksek Polifenol
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=

)

a 0 T T T T

1.glin 2.giin 3.gin 4.giin
Giinler

Sekil 12: Morris su labirenti testinin 1-4. giinlerinde platformu bulma siireleri. Tiim
gruplarda 1. giindeki platformu bulma siireleri diger dort giinden yiiksektir (p<0.05). Her
gtin, gruplarin dort tekrardan olusan denemelerinden olusmaktadir. Denemelerin

sonuglari ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde verilmistir.
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Sekil 13: Morris su labirenti testinin 1-4. giinlerinde kat edilen toplam mesafe. Tiim
gruplarda 1. giinde katedilen toplam yol diger giinlere gore istatistiksel olarak yiiksektir
(p<0.05). Her giin, gruplarin dort tekrardan olusan denemelerinden olusmaktadir.

Denemelerin sonuglar: ortalama + standart sapma (SD) seklinde verilmistir.

Deneyin 5. giiniinde, hedef kadranda gecirilen siire, kat edilen toplam yol, tigmotaksik
ylizme siiresi ve yiizme hizi parametreleri degerlendirilmistic Gruplar arasinda platformun
oldugu kadranda gecirilen siireler karsilastirildiginda, GYP grubunun hedef kadranda
gecirdigi stirelerin ortalamasi diger gruplarin ortalamasindan yiiksek olsa da gruplar
arasinda hedef kadranda gegirilen siireler acisindan bir fark bulunamamistir (p>0.05)
(Sekil 14). Gruplarin deney giinii kat ettikleri toplam mesafeler arasinda bir fark
goriilmemistir (p>0.05) (Sekil 15). Yiizme sirasinda anksiyete hakkinda bilgi veren
havuzun dis kenarlarinda ylizme siiresi degerlendirildiginde ise GYP grubunun
tigmotaksik yiizme siiresi diger gruplara gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05)
(Sekil 15). Son olarak, gruplarin yiizme hizlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 6). Elde edilen veriler degerlendirildiginde
hipokampiis bagimli mekansal 6grenme agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Sekil 14: Morris su labirentinin 5. giiniinde hedef kadranda gecirilen siire. Gruplarin

hedef kadranda gecirdikleri siirede anlaml bir fark bulunamamistir (p>0.05). Sonuglar

ortalama + standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 15: Morris su labirentinin 5. giiniinde kat edilen toplam mesafe. Testin 5. giiniinde

kat edilen toplam mesafede gruplar arasinda anlamh fark yoktur (p<0.05). Sonuglar

ortalama + standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 16: Morris su labirentinin 5. giiniinde tigmotaksis yiizme stireleri. *GYP grubu YK
grubuna gore havuzun kenarinda daha diisiik siire yiizmiistiir (p<0.05). Sonuglar

ortalama + standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 17: Morris su labirentinin 5. giiniinde ortalama yiizme hizlari. Gruplarin yiizme
hizlar testin 5. giiniinde anlamli bir fark gostermemistir (p>0.05). Sonuglar ortalama +

standart hata (SEM) seklinde verilmistir.

4.2. Acik Alan Testi

Yiiksek polifenollii zeytin yaginin anksiyete iizerine etkisini 6lgmek amaciyla
yapilan agik alan testinde orta alanda gegirilen siire, kenar alanda gegirilen siire, kat edilen
toplam mesafe ve hiz parametreleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05). Veriler degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak

fark bulunmamasi anksiyete benzeri davranisin tiim gruplarda benzer oldugunu gosterdi.
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Sekil 18: Acik alan testi orta alanda gegirilen siire. Orta alanda gegirilen siire gruplar
araswmnda istatistiksel acidan farkl degildir (p>0.05). Sonuglar ortalama + standart hata
(SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 19: Acik alan testi kenar alanlarda gegirilen siire. Gruplarin kenar alanlarda
gecirdikleri siire istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0.05). Sonuglar ortalama +

standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 20: A¢ik alan testi kat edilen toplam yol. Gruplarin kat ettikleri toplam mesafede bir
fark bulunamamistir (p>0.05). Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) seklinde

verilmigtir.
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Sekil 21: A¢ik alan testinde ortalama hizlar. Gruplarin ortalama hizlar: agisindan
herhangi bir fark yoktur (p>0.05). Sonug¢lar ortalama + standart hata (SEM) seklinde

verilmistir.

4.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Anksiyetenin degerlendirilmesi amaciyla yapilan yiikseltilmis art1 labirent testinde

ise parametreler acisindan anlamli bir fark yoktur (p>0.05).
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Sekil 22: Yiikseltilmis arti labirent testinde acik kollarda gegirilen siire. Gruplar arasinda
acik kollarda gecirilen siire arasinda herhangi bir fark yoktur (p>0.05). Sonuglar
ortalama + standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 23: Yiikseltilmis arti labirent testinde kapali kollarda ge¢irilen siire. Kapali kollarda

gegirilen stireler gruplar arasinda farklilik géstermemistir(p>0.05). Sonuglar ortalama +

standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 24: Yiikseltilmis arti labirent testinde orta alanda gegirilen siire. Orta alanda
gegirilen siire gruplar arasinda farkhilik gostermemistir (p>0.05). Sonug¢lar ortalama +

standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 25: Yiikseltilmis arti labirent testinde kat edilen toplam yol. Gruplar arasinda kat

edilen toplam mesafede istatistiksel olarak farklilik yoktur (p>0.05). Sonuglar ortalama
+ standart hata (SEM) seklinde verilmistir.
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Sekil 26: Yiikseltilmis arti labirent testinde ortalama hizlar. Gruplar arasinda hiz

acisindan fark bulunamamistir (p>0.05). Sonuclar ortalama + standart hata (SEM)

seklinde verilmigstir.

4.4. Dendat Girus’ta Cogalan Hiicrelerin BrdU ile Belirlenmesi

Sekil 27: Hipokampiiste BrdU immiin boyamasi. YK: Yasli Kontrol. YDP: Yasl Yiiksek
Polifenol. YYP: Yasl Yiiksek Polifenol. GYP: Geng Yiiksek Polifenol.
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Sekil 28: Dendat Girustaki (DG) BrdU pozitif hiicreler. **YYP grubunun DG sinde
¢ogalan hiicre sayisi YK grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0.01). ** YYP grubunun
DG sinde ¢ogalan hiicre sayist YDP grubuna gore yiiksek bulunmustur. Sonuglar

ortalama + standart hata (SEM) seklinde verilmistir.

4.5. Dendat Girus’ta Olgunlasan Hiicrelerin NeuN ile Belirlenmesi

Sekil 29: Hipokampiiste NeuN immiin boyamasi. YK: Yasli Kontrol. YDP: Yash Yiiksek
Polifenol. YYP: Yasl Yiiksek Polifenol. GYP: Geng Yiiksek Polifenol.
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Sekil 30: Dendat Girustaki (DG) NeuN pozitif hiicreler. ***YYP grubunun DG sinde
¢ogalan hiicre sayis1 YK grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0.001). **GYP grubunun
DG ’sinde ¢ogalan hiicre sayist YK grubuna gére yiiksektir. Sonuglar ortalama + standart

hata (SEM) seklinde verilmistir.

4.6. Hipokampiis Nestin Diizeyi

Noral kok hiicrelerden sentezlenen nestin protein diizeyleri incelendiginde YYP
grubunun nestin miktar1 YK grubuna gore yiiksek bulundu (p=0.013) (Sekil 33). Veriler
degerlendirildiginde, yiiksek polifenol iceriginin noral kok hiicre havuzunda anlamli bir

artisa neden oldugu goriildi.
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Sekil 31: Hipokampal nestin diizeyi. *YYP grubundanestin diizeyi YK grubuna gére
yiiksek bulunmugstur (p<0.05). Sonuglar ortalama =+ standart hata (SEM) seklinde

verilmistir.

4.7. Hipokampiis Kalbindin Diizeyi

Hipokampiisteki kalbindin diizeyleri karsilagtirildiginda YYP grubunun kalbindin
diizeyinin YK grubuna gore anlamli derecede fazla oldugu gozlendi (p=0.028) (Sekil 34).

Analiz sonucunda yiiksek polifenoliin kalbindin protein sentezini arttirdig1 bulundu.
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Sekil 32: Hipokampal kalbindin diizeyi. *YYP grubundakalbindin diizeyi YK grubuna
gore yiiksek bulunmugstur (p<0.05). Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) seklinde

verilmistir.

4.8. Hipokampiis Sinaptofizin Diizeyi

Yiiksek polifenol igerikli zeytinyaginin sinaptik biitlinlige etkisini incelemek
amaciyla sinaptofizin diizeylerine bakildiginda; gruplar arasinda sinaptofizin diizeyleri
bakimindan anlamli bir fark gériilmedi (p=0.073). YYP grubunun sinaptofizin diizeyi YK
ve YDP grubuna gore fazla; GYP grubunun ise YK, YDP ve YYP grubuna gore daha

yiiksek sinaptofizin diizeyine sahip olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli
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degildi. Yiiksek polifenol igerikli zeytinyagi ile beslenme sinaptofizin diizeylerinde

anlamli bir artisa neden olmadi (Sekil 31).
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Sekil 33: Hipokampal sinaptofizin diizeyi. Sinaptofizin diizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir (p>0.05). Sonuglar ortalama + standart

hata (SEM) seklinde verilmistir.

4.9. Prefrontal Korteks Sinaptofizin Diizeyi

Prefrontal korteksteki sinaptofizin diizeylerine bakildiginda YYP grubunun
sinaptofizin diizeyi YK ve YDP grubuna gore anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla p=0.047,
p=0.041). GYP grubun da benzer sekilde YK ve YDP grubuna gore sinaptofizin diizeyi
anlamli olarak yiiksek bulundu (sirastyla p=0.009, p=0.007) (Sekil 32).
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Sekil 34: Prefrontal korteksteki sinaptofizin diizeyi. *YYP grubundasinaptofizin diizeyi
YK grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0.05). *YYP grubundasinaptofizin diizeyi YDP
grubuna gére yiiksek bulunmustur (p<0.05). **GYP grubunun sinaptofizin diizeyi YK
grubuna gére yiiksektir (p<0.01). **GYP grubunun sinaptofizin diizeyi YDP grubuna
gore yiiksektir (p<0.01). Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) seklinde verilmistir.

4.10. Korelasyon Analizi

Analiz edilen belirtecler arasindaki iligkiyi incelemek amactyla korelasyon analizi
yapildi. Davranis testi parametreleri ile histokimyasal analiz sonucu elde edilen BrdU,
NeuN diizeyi, nestin, sinaptofizin ve kalbindin protein miktarlar1 arasinda herhangi bir

iliskinin varlig1 saptanmadi (p>0.05).

Noral kok hiicrelerden sentezlenen nestin protein miktari ile hipokampal kalbindin

diizeyi arasinda pozitif korelasyon tespit edildi (r = 0.758, p<0.001).
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5. TARTISMA

Zeytinyag1, Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu Akdeniz iilkelerinde giinliik diyet ile
aliman Onemli bir besin kaynagidir. Zeytinyagindaki polifenol igerigi tarim
uygulamalarina gore degismektedir ve bu uygulamalarin bir sonucu olarak diisiik
polifenollii zeytinyaglar1 piyasada yaygin olarak bulunmaktadir. Zeytinyagindaki
polifenol igeriginin daha yiiksek olmasinin saglik iizerindeki etkilerinin tam olarak
aydinlatmamis olmasinin yani sira, literatiirdeki ¢calismalar zeytinyag igerisinde bulunan
polifenollerin ndrojenez iizerine etkisini spesifik olarak hidroksitirozol (HT) gibi tek veya
birka¢ polifenol ile incelemektedir. Giinliikk ve diizenli zeytinyag: tiiketiminin yaslilik
stirecinden etkilenen ndrojeneze molekiiler ve fonksiyonel etkisini ortaya koyan bir
calisma heniiz literatiirde bulunmamaktadir. Bu nedenle arastirmamizin amaci zeytinyagi
polifenollerinin ndrojenez iliskili molekiiler etkilerinin arastirilmasi olmustur. Bu amagla,
calismamizda 20-22 aylik Sprague Dawley disi sicanlar altt hafta boyunca 1 ml/giin
miktarinda, polifenol degeri yiiksek olan (668 mg/kg) ve disik olan (77 mg/kg)
zeytinyaglar ile beslenmistir. Beslenme siireci sonunda mekansal hafiza ve anksiyete
degerlendirilmesi yapilmis ve bu fonksiyonlar ile baglantili olan hipokampal ndrojenez,

hipokampiis ve prefrontal korteks sinaptik yogunlugu arastirilmstir.

Zeytinyag1 polifenollerinin etki mekanizmalarina baktigimizda yaslanma ile ilgili
hiicresel siirecler ile oOrtiistiigii belirtilmektedir (127). Dogal bir antioksidan olan
zeytinyagi polifenollerini kullanarak normal yaslanma siirecinde artan oksidatif hasar,
DNA hasari, protein metabolizmasinin bozulmasi ve kok hiicre yipranmasi gibi hiicresel
siireglere miidahale ederek yaslanmay1 yavaslatmak veya tersine ¢evirmek i¢in bir¢ok
aragtirma yapilmaktadir. Hipokampal ndrojenez, yaslanma siirecinden etkilenen baslica
stirectir ve zamanla norojenez azalmakta ve kognitif fonksiyonlarin azalmasina katkida

bulundugu savunulmaktadir (7).

Calismamizda ytiksek polifenollii zeytinyaginin DG’ta bulunan boliinmekte olan
hiicreleri arttirtp arttirmadigima bakmak i¢in BrdU immiinohistokimya boyamasi

yapilmistir. Beslemenin bagladigi glinden 14 giin sonra ilk BrdU enjeksiyonu

58



intraperitoneal olarak gerceklestirilmistir. Bu calismada, beslenme siiresini alt1 hafta
olarak belirlenmesinde ve enjeksiyonun 14 giin sonra gerceklestirilmesindeki amag
zeytinyagl kullanimi1  sonrasinda hiicre ¢ogalmasini incelemek ve hiicrelerin
olgunlagmasina izin vermek i¢in yaklasik dort hafta olan olgunlagma siiresini beklemek
idi. Bu siire; norojenez siirecinde ndral kok hiicrelerin olgunlasip fonksiyonel noral aglara
aktif olarak katildig: siirenin yaklagik alti hafta olmasina bagli olarak belirlendi. Bu
sekilde yapilan izleme ile zeytinyag1 polifenollerinin hiicrelerin hem ¢ogalma siirecine

hem de olgunlasma siirecine olan katkisinin aydinlatilmasi amaclandi.

Elde edilen deney verileri noranal hiicre ¢ogalmasinin YYP grubunda YDP ve YK
grubuna gore istatistiksel olarak daha yliksek oldugunu artan BrdU immiinreaktivitesi ve
nestin protein miktar analizleri ile gdsterdi. Sonug olarak, elde etmis oldugumuz BrdU ve
nestin verileri polifenol igerigi yliksek olan zeytinyaginin giinliik tiikketiminin yash DG’da
hiicre ¢ogalmasini arttirdigini hem immiin boyama hem de protein miktar analizi olmak
tizere iki farkli yontem ile gostermektedir. Cogalan hiicrelerin olgunlagsma kapasitesinde
oldugu ise bir olgunlagsma belirteci olan NeuN’nin YYP ve GYP grubunda YK grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmasi ile saptanmis oldu. Verilerimiz,
D’Anrea ve ark.’nin (123) 15 aylik farelere hidroksitirozol’'un (HT) 30 giin boyunca
100/mg/kg/glin miktarda igme suyuna karistirarak verdikleri ¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir. D’ Anrea ve ark. DG’ta BrdU ve NeuN boyamasiyla hiicre ¢ogalmasinin
ve sagkaliminin arttigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizla uyumlu bir bagka ¢aligma
ise Zheng ve ark.’nin (122) yapmis oldugu prenatal stres prosediirii uygulanmis sicanlara
2 hafta boyunca 10 ve 50 mg/kg miktarda HT verildigi ¢alismadir. Caligmada yeni dogan
sicanlarda norojenez NMDA reseptorlerinden R1, R2A ve R2B ile mRNA diizeyinde
degerlendirilmis ve reseptor ekspresyonlarmin HT beslenmesi ile artmasi ndrojenezin
arttigr seklinde yorumlanmistir. Calismamizda kullanilan sicanlar yas itibariyle diger
caligmalarda kullanilanlardan yashdir. Calismamizda insanlarda 60 yasina denk gelen
siganlar kullanilmistir (24 ay). Bu yonii ile ¢alismamiz hipokampal hiicre cogalmasini ve
olgunlagsmasinin varligini bu yastaki sicanlardaki gosteren ilk calismadir. Ayrica, yapmis

oldugumuz ¢aligmada kullandigimiz zeytinyag: igerigindeki polifenol miktar1 oldukca
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yiiksektir. Deney hayvanlarina verilen polifenol miktarlar1 yoniiyle ¢alismamizi yukarida
bahsedilen arastirmalar ile karsilastirdigimizda; Andrea ve ark.’t saf HT’yi deney
hayvanlarma 100 mg/kg giinliik tiiketilen su ile (7 ml) birlikte vermisler, Zheng ve ark.’1
ise 10 ve 50 mg/kg HT’yi gavaj yolu ile deney hayvanlarina vermislerdir. Yapmis
oldugumuz ¢alismada ise HT dahil zeytinyaginin i¢indeki tiim polifenol degerini yansitan
ve total polifenolik degeri 668 mg/kg zeytinyagi 2,7 mg/kg diizeyinde deney hayvanlarina
verilmis ve noral kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve olgunlagsmasi izlenmistir. Yapilan diger
arastirmalar ile karsilastirildiginda ¢alismamizda kg basina verilen polifenol miktar1 daha
diistik diizeyde kalmaktadir. Ancak ¢alismamizin, yiiksek polifenol igerikli zeytinyaginin
oral yolla 6 hafta boyunca deney hayvanlarina verilmesinin noral hiicre ¢ogalmasini ve
olgunlagmasini gosteren ilk ¢alisma oldugunu ve literatiire 6nemli bir katki saglayacagini
ongormekteyiz. Gorlistimiizii yliksek polifenol igeriginin hipokampal norojenezi

arttirmasi, diisiik polifenol i¢eriginin ise bu etkiyi olusturmamasi desteklemektedir.

Morris su labirenti testinin ilk dort gilinlinde sicanlarin 6grenme davranist
degerlendirilmistir. Tiim gruplarda testin 2. 3. ve 4. giiniindeki 6grenme parametreleri
testin 1. giiniine kiyasla iyilesmistir. Bu sonug, sicanlarin 6grenme becerilerinde herhangi
bir problem olmadigini yani platformun yerini 6grendiklerini gostermektedir. Gruplar
aras1 degerlendirmede geng grubun yash gruplara gore platformun yerini bulma siiresinin
daha az olmasi ve kat edilen toplam mesafenin fazla olmasi 6grenmenin geng grupta daha
iyi olduguna isaret etmektedir. Ogrenmenin genglerde daha hizli oldugu ile ilgili verilemiz

literatiir ile uyumluluk gostermektedir (128).

Artan norojenezin hipokampiis bagimli bellekle iliskisini incelemek amaciyla alti
hafta sonunda Morris su labirenti testi uygulanmistir. Norojenezin ve sinaptik yogunlugun
mekansal bellege potansiyel katkist1 c¢alismamizda  gosterilememistir.  Fark
goriilememesine neden olabilecek faktorler su sekilde siralanabilir: a. Kullanilan Morris
su labirenti testinin ndrojenez artisini net olarak ortaya koymakta yetersiz kalmasi, b.
Kullandigimiz zeytinyagi i¢indeki polifenol miktarinin davranista herhangi bir degisiklige

neden olacak diizeyde olmamasi, c. Insan karsilig1 olarak 60 yas civarma gelen deney
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hayvanlarinda heniiz mekansal bellekte belirgin bir dejenerasyonun heniiz olusmamis

olmasi.

Kempermann ve ark. (129) tarafindan a sikkinda belirtmis oldugumuz Morris su
tanki testinin yetersizligine yonelik yorumlar yapilmistir. Arastirmacilar Morris su
labirent testinde kullanilan parametrelerin ¢ogalan hiicrelerin beyin fonksiyonlarina
katkisin1 tam olarak ifade edemedigini ve bir takim matematiksel simiilasyonlara
gereksinim oldugunu savunmaktadirlar. Bu goriisii destekleyen diger ¢alismalarda ise,
Morris su labirenti testinde yaygin olarak kullanilan parametreler disinda dendat graniil
ndronlarmin fonksiyonu olan patern ayriminin belirlenmesinin mekansal hafizay:r daha
dogru bir sekilde ortaya koydugu savunulmaktadir. Bunun i¢in platformun yerinin
degistirilmesi ile yapilan deney kurgularmin ve “arama stratejisi” denilen ve platformu
bulmaya yonelik sican davranisinin belirli matematiksel hesaplar ile analiz edilmesinin

daha kesin bilgi verdigi diigiiniilmektedir (129,130).

Mekansal bellekte kullanilan polifenol miktarinin énemini Zhang ve ark.’nin (131)
cay polifenolleri kullanarak yaptig1 aragtirma ortaya koymaktadir. Zhang ve ark. 3-4 aylik
disi sicanlarin yumurtaliklarini diseke ederek menopoz ve yaslanma modeli olusturmuglar
ve 12 hafta boyunca oral gavaj ile 75, 150 ve 300 mg/kg miktarinda ¢ay polifenoliinii
deney hayvanlarmma vererek mekéansal bellekteki degisimi incelemislerdir. Calismanin
sonucunda sadece 300 mg/kg miktarindaki grupta mekansal bellekte bir iyilesme
goriildiigli  ifade edilmektedir. Bu arastirmalara gore kullanmis oldugumuz
zeytinyagindaki polifenol miktart mekansal hafiza gelisimi i¢in yeterli gelmemis olabilir
ancak karsilagtirma yaptigimiz arastirmalarda polifenol kaynagi olarak ¢ay kullanilmis
olmasinin da g6z Oniine alinmasi gereken bir nokta oldugunu diisiinmekteyiz. Yukarida c
maddesinde belirtilen diger olasilik ise mekansal bellek bozulmasinin dl¢tiiglimiiz yasta
belirgin olmamasidir. Zeytinyag1 polifenolleri ile kemirgenler iizerinde yapilan
caligmalara baktigimizda, Morris su labirenti testinde bizim deney kurgumuzla uyumlu ve
calismamizin bulgulariyla benzer sonuclar oldugunu da gérmekteyiz. Pitozzi ve ark.’nin
(121) on aylik ve bes aylik fareler ile yaptig1 calismada, on iki ay siiren yiiksek (6 mg/kg)

ve diisiik polifenol icerikli yem ile beslenen farelerde mekansal hafiza platformun oldugu
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yeri gecme frekansi, platformun oldugu kadranda gegirilen siire ve platformun bulundugu
yerde gegirilen siireler degerlendirilmistir ve hem yaslt gruplar arasinda hem de yash
gruplara kiyasla gen¢ grupta fark bulunamamistir. Arastirmacilar bu sonucu Morris su
labirenti testinde yasa bagl farkliligin 24 aylik sicanlarda sadece 6grenme fazinda belirgin
oldugu seklinde yorumlamislardir. Calismamizdaki 6grenme ve bellek testi sonuglari ile

aragtirmacilarin yorumu uyumluluk géstermektedir.

Calismamizda artan norojenezin si¢anlarda goriilen anksiyete benzeri davraniga
etkisinin degerlendirmesi amaciyla tikmotaksik yiizme, agik alan testi ve yiikseltilmis art1
labirent testi kullanildi. Morris su labirenti testinde kullanilan tigmotaksik yilizme
parametresi, havuzun i¢ duvarlarina dokunarak yiizme davranisidir ve sicanlar stresli bir
cevredeyken gozlemlenmektedir. Stres hakkinda bilgi veren tikmotaksik yiizme
parametresinde GYP grubunun havuzun kenarlarinda daha az zaman gecirmesi bu grupta
anksiyetenin daha az olduguna isaret etmektedir. Fakat bu tek basina yiiksek polifenollii
beslenmenin anksiyeteye etkisini agiklamak icin yeterli degildir. Anksiyeteyi
degerlendirmek i¢in kullandigimiz yiikseltilmis arti labirent ve agik alan testine
baktigimizda yiiksek ya da diisiik polifenoliin anksiyete benzeri davranisa bir etkisi tespit
edilememistir. Norojenezdeki artisin anksiyete benzeri davranisa etkisi tartigsmali bir
konudur. Baz1 g¢alismalarda norojenezin anksiyete benzeri davranisi iyilestirmesi icin
onceden varolan bir stres modelinin gerekli oldugu savunulmaktadir. Hill ve ark.’nin (31)
caligmasinda transjenik hayvan modeli kullanilarak hipokampal norojenezin artmasi
saglanmis fakat acik alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent degerlendirmesi sonucunda
kontrol grubuna kiyasla anksiyetede herhangi bir farklilik goriilmemistir. Deneyin
devaminda kortikosteron uygulanarak stres modeli olusturulmus ve sonrasinda
tamoksifen indiiksiyonu ile nérojenezin artmasi saglanmistir. Yapilan analizlerde agik
alan testinde bir fark bulunamazken yiikseltilmis art1 labirent testinde ndrojenezdeki artma
ile birlikte anksiyete benzeri davranista iyilesme goriilmiistiir. Bizim ¢aligmamizda ise
geng grup da dahil olmak iizere ndrojenezi destekleyen tiim molekiiler parametrelerde

artis gorlilmesine ragmen anksiyete parametrelerinde herhangi bir fark goériilmemesinin
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nedeninin deney modelimizin 6nceden var olan bir stres iizerine yapilandirilmamis olmasi

oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda dogal bir antioksidan olan zeytinyagi polifenollerinin yaslt sicanlarin
hipokampiislerinde koruyucu etki gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla kalbindin
protein seviyesini degerlendirilmistir. Analiz sonucunda YYP grubunda kalbindin
diizeyinin yiiksek bulunmasi, yiiksek polifenollii zeytinyag: tiiketiminin hipokampiiste
kalsiyum tamponlama kapasitesini arttirdigini gdstermektedir. Ayrica calismamizda GYP
grubunun kalbindin seviyesi YYP grubu ile benzer bulunmustur ve bu sonug yiiksek
polifenoliin yasli hipokampiisiinde kalbindin seviyesini korudugunu diisiindiirmektedir.
Zeytinyag1 polifenollerinin hipokampiisteki kalbindin miktarina etkisini gdsteren bir
caligma literatiirde bulunmamaktadir. Polifenollerin kalsiyum metabolizmasina etkisini
aragtiran ¢aligmalar ¢ogunlukla in vitro ve kalsiyum konsantrasyonundaki degisiklikleri
gosteren caligmalardir. Carey ve ark. (132) sicanlarin primer hipokampal néronlarini
kullanarak yaptiklar1 c¢alismada, polifenol kaynagi olarak c¢oklu doymamis yag
asitlerinden zengin ceviz ekstrakti kullanmislardir ve lipopolisakkarit/dopamine
maruziyeti ile bozulan kalsiyum regiilasyonunun hiicrelerde iyilestigi kalsiyum
goriintlileme yoOntemi ile gosterilmistir. Yapmis oldugumuz bu calismanin, yiiksek
polifenollii  zeytinyaginin yaslanma siirecinde azalan kalsiyum tamponlama
mekanizmasini kalbindin diizeyi lizerine etki ederek diizenledigini gostermesi yonii ile

literatiire 6nemli bir katki saglayacagini diistinmekteyiz.

Sinaptofizin, sinaptik yogunlugun degerlendirilmesinde sik¢a kullanilan bir
proteindir ve genellikle mekansal bellek analizleri ile birlikte degerlendirilmektedir.
Yaslanma ile bellegin azalmasmin sinaptik yogunluk azalmasi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (87). Bu bilgiye dayanarak arastirmamizda sinaptik yogunlugu
degerlendirmek amaciyla sinaptofizin diizeyleri incelenmistir. Caligmamizda, hipokampal
sinaptofizin diizeyi yliksek polifenol ile beslenen yaglh ve geng grupta artis gostermesine
karsin bu artisin istatistiksel olarak anlamli bir artis olmadig1 saptandi. Smith ve ark.’nin
(133) 6 aylik geng ve 24-28 aylik yash sicanlardaki hipokampal sinaptofizin diizeylerini

ve 6grenme ve bellek davranisini karsilastirdigi calisma da bizim ¢alismamizla benzer
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sonuglara sahiptir. Smith ve ark. sinaptofizin diizeyini IHC ile belirlenmisler ve mekansal
bellek Moris su labirenti ile test etmislerdir. Bu aragtirmada mekansal bellegi bozulmamis
olan geng ve yasl grup arasinda sinaptofizin yogunlugu ve mekansal bellek agisindan bir
fark goriilmezken, mekansal bellegi bozulmus yasli sicanlarda sinaptofizin yogunlugunun
azaldig1 tespit edilmistir. Bu calisma hem yas ile hipokampal sinaptofizin diizeyi hem de
mekansal bellek ve hipokampiisteki sinaptofizin diizeyi arasindaki iliskiyi gostermesi

acisindan ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Sinaptofizin ve mekansal bellek arasindaki iliski ¢esitli arastirmalara konu olsa da
ozellikle zeytinyagi polifenollerinden ne sekilde etkilenecegi heniliz tam olarak
aydinlatilmis degildir. Wang ve ark.’nin (134) 3, 6, 18 ve 24 aylik sigcanlar1 kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada yiiksek antioksidan kapasitesi ile bilinen polygonum multiflorum
bitkisi ekstrat1 21 aylik si¢anlara diigiik (30 mg/kg) ve yiiksek (60 mg/kg) dozlarda 3 ay
boyunca intragastrik yontem ile verilmistir. Degerlendirme sonunda hipokampal
sinaptofizin miktarlar1 6l¢iilmiis ve sonug¢ olarak diisiik dozla beslenen sigcanlarin
sinaptofizin diizeylerinde beslenmeyenlere gore farklilik gozlenmezken; yiliksek dozla
beslenenlerin hipokampiislerinde hem diisiik doza hem de diger gruplara kiyasla anlaml
bir artis tespit edilmistir. Bu ¢alisma, polifenol miktarina bagl etkinin ortaya konulmasi
acisindan onemlidir. Zeytinyag1 polifenollerinin sinaptofizin diizeyine etkisini gosteren
caligma ise Lauretti ve ark.’nin (135) transgenik hTau Alzheimer fare modeli ile yaptiklar
bir ¢aligmadir. 6 aylik siganlar toplam polifenol miktar1 253 mg/kg olan zeytinyagh diyetle
(50 mg/kg/diyet) 6 ay boyunca beslenmistir. Calismada yaptiklari protein miktar
analizinde sicanlarda hipokampal ve serebral korteks sinaptofizin diizeylerinde anlaml
bir fark bulunamamigtir. Morris su labirenti testinde platformun oldugu alana girme sayist
yiiksek polifenol ile beslenen grupta daha yiiksek bulunmustur, bu da yiiksek polifenol ile
beslenmenin mekansal bellegi iyilestirdigi seklinde yorumlanmistir. Bizim ¢aligmamizda
sinaptik biitiinliik a¢isindan bir fark goriilmemesi mekansal bellek ile hipokampal sinaptik
yogunluk iligkisini dogrular niteliktedir. Ayrica, ¢alismamizda kullandigimiz polifenol
miktarint g6z onilinde bulundurursak daha yiiksek miktarda verilen polifenol miktarinin

hipokampal sinaptofizin diizeyini etkileyebilecegini diisiinmekteyiz.
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Calismamizda yiiksek polifenollii zeytinyagi ile beslenmenin hipokampiisteki
sinaptofizin diizeyinin yan sira prefrontal korteks sinaptofizin diizeyi de analizi edildi.
Yapilan analizde giinliik zeytinyag: tiiketiminin prefrontal kortekste yas ile azalan sinaptik
biitiinliigi arttirdig1 gosterildi. Polifenollerin sinaptik biitiinliige etkisi daha dnce yapilan
caligmalarda da gosterilmistir. Bir yesil ¢ay polifenolii olan epigallokatekin galat (EGCQ)
Guo ve ark. (136) tarafindan SAMPS8 farelere 5 ve 15 mg/kg miktarda 8 hafta boyunca
icme suyuna karistirilarak verilmis ve frontal kortekste Olciilen sinaptofizin miktarinin
hem diigiik hem de yiiksek miktar polifenol uygulanan farelerde arttig1 gosterilmistir.
Prefrontal korteksin anatomisi ve biligsel fonksiyonlarla olan iligkisi insan ve
kemirgenlerde farklilik gostermektedir. insanlardaki anatomik sinirlari ve baglantilar iyi
bilinen prefrontal korteksin kemirgenlerdeki yeri literatiirde tartismalidir. Insanlarda
dikkat, bilginin islenme hizi, karar verme gibi yiiksek biligsel fonksiyonlarin olugsmasini
saglayan beyin yapisi olan prefrontal korteksin kemirgenlerdeki fonksiyonunun c¢alisma
hafizasi ile sinirlt oldugu savunulmaktadir (137). Bu nedenle, ¢alismamizda prefrontal
korteks sinaptik yogunlugu artmis olmasina ragmen bu artisin fonksiyonel yansimasi
Morris su labirenti testi, agik alan testi ve ylikseltilmis art1 labirent testi ile dl¢lilememis
olabilir. Sonug olarak ¢aligmamizda yiiksek polifenollii zeytinyag: ile beslenme kognitif
kontrol davranisi i¢in gerekli olan prefrontal korteks bolgesinde sinaptik biitiinligi

arttirmistir.

Parametreler arasindaki iligkinin olup olmadigina bakmak i¢in korelasyon analizi
yapildi. Yapilan analize gore biyokimyasal ve histolojik belirtecler ve davranis testindeki
parametreler korele degildi. Bu bulgulara gore belirteclerin davranisa etkisi olmadigini
diistinmekteyiz. Molekiiler parametrelerde saptanilan nestin protein miktari ile calbindin
arasindaki pozitif yondeki korelasyon ¢ogalan hiicrelerin olgunlasip kalsiyum
tamponlayabilen ndronlara donligmiis olabilecegine isaret etmektedir. Nestin genel olarak
noral kok hiicrelerden eksprese edilse de merkezi sinir sistemindeki diger ndronlarda da
oldugunu gosteren calismalar vardir (138). Nestin ve kalbindin arasinda korelasyon
saptanmis olsa da diizeyinlere total hipokampiis dokusunda bakildig1 i¢in, DG’deki nestin

ve kalbindin ekspresyonunu gosteren veriler daha dogru bilgi verecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz yiiksek polifenollii zeytinyaginin giinliik tiiketiminin (2.7mg/kg) yash
hipokampiisiinde ndrojenezi noéral kok hiicre ¢ogalmast ve olgunlagsmasini ifade eden
belirtecler ile izleyen ilk ¢alisma niteligindedir. Yiiksek polifenollii zeytinyag: tiiketimi
yaslt hipokampiisiindeki kok hiicrelerin ¢ogalmasini ve sag kalimini arttirmistir. Yiiksek
polifenol igeren zeytinyagi ayrica hipokampal kalbindin proteini artis1 ile hipokampal
kalsiyum tamponlama kapasitesinin korunmasini1 destekledigini dngdrmekteyiz. Ayrica
prefrontal kortekste sinaptik iletiyi destekleyeci bir protein olan sinaptofizinin, zeytinyagi
tiiketimine bagli olarak artmis olmasi beyin yaslanmasma karst koruyucu etkisini

gosterebilir niteliktedir.

Calismamiz ayn1 zamanda diisiik ve yliksek polifenol igeren zeytinyag: tiiketimini
norojenik etki yoniiyle karsilastiran ilk ¢alismadir. Calismamizda diisiik polifenolli
zeytinyaginin norojenik etki saglamadigi ortaya koyulsmustur. Hipokampal kalbindin ve
prefrontal korteks sinaptofizin miktar1 diisiik polifenol igeren zeytin yag tiiketimi ile
anlamli bir degisim gostermemistir. Diisiik polifenol tiiketimine dair tiim bulgular beyin
yaslanmasinda beslenme ile alinan polifenol miktarinin beyin yaslanmasinda koruyucu

etki saglamadaki 6nemini ortaya koymaktadir.

Calismamizda zeytinyagi tliketiminin mekansal bellek ve anksiyete benzeri
davranig lizerindeki etkisi gosterilememistir. Norojenik ve koruyucu etkiye ragmen
mekansal bellekte herhangi bir iyilesme goriillmemesi kullandigimiz giinliik polifenol
miktarina bagli olabilir (2,7 mg/kg) ve daha yiiksek polifenol tiiketiminin bellekte de
iyilesme saglayabilecegini ongdérmekteyiz. Bu baglamda, bellekteki muhtemel iyilesmeyi
polifenol miktarina bagli olarak arastiracak caligsmalarin literatiire 6nemli bir katki

saglayacagini diisliniiyoruz.
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Numune Alma Yax Tarih ve Sayisi 4
Mikur Numaras :
Numunenin:
Matriksi 1 Zewtinyagy
Adi/Cinsi : ZEYTINYAGI
Ambalaje - Cam Sige Miktan (Net) . 260 ce
Uretim / Son Kultanes Tarini
Seri-Parti No :ZVE|
Uretici Firma Adi {TURGUT ANADOLL ¥YAT LTDSTL
Numunenin Alindei Yer, Adves ve Turilsi . TURGUT ANADOLU YATLTDSTL
YENIKOY KOYU YATAGAN MUGLA
-Deney laboratuvan olarak faaliyet gb AYTB Lab ar Hi leri A§.. TORKAK' tan AB-0033-T ik TS EN ISOIEC 17025:2017

standarding gdre akredite edilmistic.

-Turk Akreditasyon Kuremu (TORKAK) deney raporlesinin tanimrii2 konusunda Avrupa Akreditasyon Birligi (EA) ile Cok Tarafl: Anlasma ve
Uluslararas: Laboratuvar Akreditasyon Birligi (ILAC) ile karsshkli tanima anlagmas: imzalamestie

-Bu analiz raporu, laboratuvarn yanh izni olmadan kismen veya tamamen kopyalanip gogalulamaz.

-Bu analliz raporunun highir balumi tek bagima veya ayn ayn kullanilamaz.

~lmzsiz ve moharsiz raporlar gegersizdir.

= ** igaretli analizler akreditzsyon knpsamindadir.

- Deney ve /veya 0lg0m sonuglan, genigietilmis dlgiim belirsizlikleri (ol halinde) ve deney lan bu sertifikanan tamamlayict kison olan
takip oden savfalarda verilmigtir,

- Beyan edilen genigletilmig olgam belirsizligi, standart belirsizlifs k=2 olan genighetme katsayiss ile carpimi sonucu %695 orannda gavenilirlik
seviyesi sagiamaktadr

- Rapor numarasinin yaninda yer alan ‘R” harfi asaliz raporunun revize oldugunu belirtir,

-Numune mikgteri tarafindan teslim edilmigtir Numunenin almmas,ambalajk ns e bilgiletinden kaynuklanabilecek analiz
sonuglanira ctki edebilecek durumlar misterinin sorumlulugundadar.

ATBL.F.Pr.10.0S Rev 04/15.09.19 Sayfal/2
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T.C.

TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
AYDIN TICARET BORSASI OZEL GIDA
KONTROL LABORATUVARI
Ata Mahallesi, Denizli Bulvari No:18 A Blok Bodrum Zemin
Kat:1-2-3-4-5-6 Efeler
AYDIN / TURKIYE
z % T: 0256 211 61 43 | F: 0256 211 01 88 | @: info@aytblab.com
H Y www.aytblab.com AB-0033-T
i *Z
0 2003097
" 7 MUAYENE VE ANALIZ RAPORU
- 11-20
Rapor No : 2003097 09.11.2020
: Olgiim Olgiim | Limit Geri ) .
Analiz Sonug Belirsizligi | Limiti | Deger |Kazamm Analiz Metodu Cihaz
1- Serbest Yag Asitligi (Oleik Asit 3
Cins.) * (%) 030 %1 - <038 - TS EN ISO 660 &
2- Peroksit Sayisi (degeri) Tayini * 564 %Il - =120 . TS EN ISO 3960 N
(meq aktifoksij yag) A
2-oplae Biofnol Midan (6r0e0) 668 %10 ’ s 5 COUT20/DocNo29 | HPLC-UV
cins.) * (mg/kg ) ' i

-Analiz sonuglar birinci sayfada 6zellikleri belirtilen ve laboratuvarimiza teslim edilen numune i¢in gegerlidir.
- Misterinin 8l¢im belirsizligi talep ettigi durumlarda, laboratuvarin belirledigi giiven araliginda (k=2 %95) ilgili parametreler i¢in bulunan sonug:
sonuca 6lgiim belirsizligi eklendiginde mevzuatta verilen iist sinirin iistiinde ise veya sonugtan 6lgiim belirsizligi ¢ikarildiginda mevzuatta verilen alt

siurin altinda ise ‘uygun degil’
degerlendirilir.

ATBL.F.Pr.10.05 Rev.04/15.09.19

olarak degerlendirilir. Belirlenen mevzuat limitleri igerisinde veya mevzuat limitlerine esit olan sonuglar ‘uygun olarak

Sayfa2/2
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T.C. 4 G N
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI TORKAR
AYDIN TICARET BORSASI OZFL GIDA &
KONTROL LABORATUVARI
Ata Mahallesi, Denizli Bulvan No:18 A Blok Bodrum Zemin
Kat 1-2-3-4-5-6 Efeler
AYDIN/
T- 0256 211 61 43 | F: 0256 211 01 88 | (@; info@aveblab.com
www.aytblab.com _‘m'r
T 2003090
MUAYENE VE ANALIZ RAPORU
1-20
2003099 09.11.2020
Analizin Amacy : Ozel Tstek
Numuneyl Gonderen LURGU T ANADULU YAT LTDSTL
Adres { YENIKOY KOVO YATAGAN MUGLA
Aasliz Baslama / Biti3 Tarihi <06, 11,2000/ 09.11.2020
Numune Alma Tutansg) Tarih ve Sayens  /
Numune Alma Yazi Tarih ve Sayisi !
Mabur Numsaras: :
Numunenin:
Matriksi : Zeytinyag
AduCiasi - ZEYTINYAGI
Ambalaje : Cam Sige Miktan (Netp 250 o
Uretim / Son Kullanms Taribi * '
Seri-Parti No RV
Oretici Firma Ads s TURGUT ANADOLU YAT.LTD.$TL.
Numuuenin Almdsfs Yer, Adres ve Taribl . TURGUT ANADOLU YAT LTD §11
: YENIKOY KOYU YATAGAN MUGLA

-Dency laboratuver olarak faaliyet gisteren AYTB Laboratuvar Hiznetleri A5, TORKAK' tan AB-0033-T ile TS EN ISOAEC 17025:2017
standardina giire akredite edilmigtir.

~Thirk Akreditasyon Kurumu (TORKAK) dency raporianmin mminirhg kanusunda Avrupa Akreditsyon Birligii (EA) le Cok Tarafl Anlagma ve
Uluslararas: Labocatuvar Akreditasvon Birligi (ILAC) lle karsilikh tanima anlagmas imzalamigtic

~Bu znaliz raporu, laboratuvarn yazili izni olmedan ksmen veya tamamen kopyalamp cogalulamaz.

-Bu znaliz raporunun highir baliimii tek bagna veya ayn ayn kullanlamuz,

-Imzasiz ve mahdirsiiz raporiar gegersizdir.

- 4" igaretli analizler akreditasyon kapsamindadir,

- Denzy ve fveya digiim sonuglan, genigetilmiy Slgim belirsizlikleri (olmas: halinde) ve deney metotlan bu sertifikann tamamlavic: kismi olan
tkip eden sayfalarda veriimigtir.

- Beyan edilen genigletilmis lgom belirsizlifii, standart belirsizlifi k=2 olan genisletme katsayss: ile sarpimi sonucy %695 orsunda givenilidik
seviyesi saflamakiadar,

= Rapor numarasinie: yamnds yer alan ‘R” harfl analiz raporunan revize olduguny belirtir.

-Numune mlsteri tarafindan teslim edilmigtir Numunenin al balajl taguenas: ve bilgilerinden kaynaklanahilecek analiz
sonuglanna ctki edebilecek durumlar mosterinin sorumlulugundadir

ATBL.F.Pr.10.05 Rev.04/15.09.19 Sayfal/2
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T:C.

TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
AYDIN TICARET BORSASI OZEL GIDA

KONTROL LABORATUVARI

Ata Mahallesi, Denizli Bulvari No:18 A Blok Bodrum Zemin

Kat:1-2-3-4-5-6 Efeler

AYDIN / TURKIYE
A T: 0256 211 61 43 | F: 0256 211 01 88 | @: info@aytblab.com
H % www.aytblab.com AB-0033-T
iy ‘
} H : 2003099
) , MUAYENE VE ANALIZ RAPORU
st 1120
Rapor No 2003099 09.11.2020
8 Olgiim Olgiim [ Limit Geri i ;
Analiz Sonug Belirsizligi | Limiti | Deger |Kazamm Analiz Metodu Cihaz
1- Serbest Yag Asitligi (Oleik Asit »
Cins.) * (%) 0,34 %1 - <=0,8 - TS EN ISO 660
2- Peroksit Sayisi (degeri) Tayini * P
(meq aktifoksijen/kg yag) 7,90 %11 - <=20 - TS EN ISO 3960
3- Toplam Biofenol Miktan (tyrosol 77 %10 . e & COUT 20/Doc.No 29 HPLC-UV
cins.) * (mg/kg ) e :

-Analiz sonuglari birinci sayfada 6zellikleri belirtilen ve laboratuvarimiza teslim edilen numune i¢in gegerlidir.

- Misterinin 6l¢iim belirsizligi talep ettigi durumlarda, laboratuvarin belirledigi giiven araliginda (k=2
sonuca 8lgiim belirsizligi eklendiginde mevzuatta verilen ist sinirin distiinde ise veya sonugtan Sl¢iim
sinirn altinda ise ‘uygun degil’ olarak degerlendirilir. Belirlenen mevzuat limitleri igerisinde veya mevzuat limitlerine esit olan sonuglar ‘uygun olarak

degerlendirilir.

ATBL.F.Pr.10.05 Rev.04/15.09.19

%095) ilgili parametreler igin bulunan sonug:
belirsizligi ¢ikarildiginda mevzuatta verilen alt

Sayfa2/2
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8.4. Ozgecmis

Kisisel Bilgiler

iletisim Bilgileri

iletisim Adresi
Telefon
E-posta

internet Sayfasi

Ogrenim Bilgileri

Deneyim / isyeri Bilgileri

Yabana Dil Bilgileri

0zGUN KIMIZOGLU

01 0cak 2019 - Su Anda (3 yil 5 ay)
Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, SINIRBILIMLER ANABILIM DALI

01 Subat 2013 - 01 Haziran 2013 (5 ay)
Lisans, Anadal/Normal Ogretim, GHENT UNIVERSITY, BELCiKA
GHENT UNIVERSITY, GHENT UNIVERSITY

01 Eyliil 2008 - 01 Haziran 2013 (&4 yil 10 ay)

Lisans, Anadal/Normal Ogretim, PAMUKKALE UNIVERSITESI, TURKIYE

FizZik TEDAVi VE REHABILITASYON YUKSEKOKULU, FiZYOTERAPI
REHABILITASYON  BOLUMU

01 Haziran 2014 - Su Anda (8 yil) (Yari Zamanli)
UZMAN, OZEL ARTI BAKIS OZEL EGIiTiM VE REHABILITASYON MERKEZI

INGILIZCE (Okuma: Iyi, Yazma: Iyi, Konusma: yi)

VE
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TUBITAK Burs ve Destekleri

Panelistlik/izleyicilik/Raportorliik Sayisi
Hakemlik/Panelistlik/Dig Danismanlik Sayisi
izleyicilik/Danismanlik Sayisi

Raportorlik Sayisi

ARDEB/BIDEB 0
ARDEB/BIDEB 0

ARDEB/BIDEB 0

TEYDEB O

TEYDEB 0

TEYDEB 0

Toplam O
Toplam O

Toplam O
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