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OZET

Uclincii ventrikil duvarini ve tabanini déseyen epandimal hiicre grubu iginde yer alan tanisitlerin
diger hucrelerden morfolojik farkliliklarinin tesaduf olmadigi bu htcrelere farkli fonksiyonlar
yuklenebilecegi gorusleri agirlik kazanmaktadir. Tanisitlerin blytleyici 6zelliklerinden biride istah
ve enerji homeostazini kontrol eden hipotalamik nikleuslara dogru uzantilarini yonlendirmeleri
ve buradaki néronlar ile yakin temasta olmalaridir. Tanisitlerin enerji homeostazinin kontroliine
bir sekilde katildigi fikri bundan dolayi ¢ok cekicidir. Bu fikir uzun zamandir tamamen kuramsal
(spekulatif) olmasina ragmen yakin zamanda vyapilan c¢alismalarin kanitlari; tanisitlerin
kemosensor hicreler olarak goérev yapabilmesi, diyet-duyarli yetiskin kdk hucreleri olarak
fonksiyon gdstermesi, vicut agiriginin kontroli ile iligkili gen ekspresyonundaki bulgular gin
gectikge destek bulmaktadir. Uglincii ventrikil duvarindaki tanisitlerin beslenmenin kontrolii ve
enerji dengesinin didzenlenmesinden sorumlu néronlarlarla iligkisi, beslenme kosullarinin
degistigi durumlarda bu hicre grubuna 6zel plastisitenin (morfoloji,icerik ve dagilimin degismesi)
gelismesine neden olabilir. Beslenmenin dizenlenmesinde tanisitlerin muhtemel rollerine agiklik
getirebilmek igin aclik ve obezite modelleri olusturulan siganlarda, tanisit plastisitesini
arastirmayl amacladik. A¢ biraktigimiz ve/veya obezite olusturdugumuz sicanlarda tanisit
populasyonunda, morfolojisinde, icerik ve dagiliminda gosterilebilir bir degisiklik (plastisite) bu
hicre grubuna vyiklenen spekilatif fonksiyonlara netlik kazandirmasi agisindan oldukga

onemlidir. Bu projede;

1. 72 saat siganlarin sadece su alimina izin verip, yiyecek alimini engelleyerek total aghk modeli

olusturduk.
2. Bir baska grup siganda yuksek yagl diyetle 10 hafta besleyerek obezite modeli olusturduk.

3. Aclik ve obezite modeli olusturulan siganlara ve agirlik degismesi olusturulmayan kontrol
siganlara; tanisit uzantilarinin sonlandigi hipotalamus nukleuslarinin diger beyin bdlgeleri (beyin
sapl, 6n beyin, 6dul/ceza merkezleri) ile olan badlantilarindan dolayl néronal plastisitenin
gOstergesi olarak; davranis deneyleri, duysal, 6grenme ve hafiza testleri uyguladik, bdylece
kognitif fonksiyonlari degerlendirdik.

4. Merkezi sinir sistemi fonksiyonlarini degerlendirdigimiz yukaridaki testler sonrasinda
siganlarin beyinleri cikarilip histolojik boyama ve immunofloresans yontemle hipotalamus
kesitlerinde néron ve tanisitler inceleyerek, kontrol sican goérintileri ile kargilastirilarak aglik ve
obezitede tanisit plastisitesini arastirdik.

Anahtar Kelimeler: tanisitler, acglik, obezite modeli, uzamsal 6grenme-hafiza,plastisite, davranis
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ABSTRACT

The conceptions that the morphologic differences between tanycytes and the other types of cells
which belong to the ependymal cell group lining the floor and wall of third ventricle of the brain
are not just a coincidence and that the tanycytes may also differ in their functions gain attention.
Sending the projections to the hypothalamus neuclei which control appetite and energy
homeostasis and having close contact with the neurons of these neuclei is one of the fascinating
features of the tanycytes. Accordingly, the idea of the tanycytes being involved in the control of
energy homeostasis in a kind of way is quite interesting. Although this idea is totally theoretical (
speculative ), it is gradually supported by the recent finding that the tanycytes may serve as
chemosensor cells, functions as diet- sensitive adult stem cells and have the gene expression
associated with the control of body weight. In the cases of the change in nutritional conditions,
the relationship between the tanycytes on the wall of the third ventrical and the neurons
responsible for the control of feeding and energy balance may induce the plasticity of this
specific cell group ( tanycytes). In order to clarify the possible role of the tanycytes in the
regulation of feeding, we aim to investigate the plasticity of the tanycytes in rat models which are
made starved and obese. In order to clarify speculative functions that are attributed to this cell
group, demonstrable change on tanycyte population or morphology (plasticity) on the rats that

we left hungry and/or create obesity is critical. In this project,

1. Make the starved(fasting) model by allowing the rats to take only water and preventing food

intake for 72 hours.

2. Make the model of obesity by feeding another group of rats with high-carbohydrate diet for 10

weeks.

3. Evaluate the neuronal plasticity by behaviour, sensory-motor performance experiments,
learning and memory tests on the rat models of starvation and obesity, and on the control of

rats in which there are no changes in weight.

4. After the tests stated above that evluate the functions of the nervous system, the brains of
the rats will be removed, and the neurons and tanycytes in the cross section of the
hypothalamus will be examined by histological dyeing, immunofluorescence and
immunohistochemical method and will be decided whether the plasticity develops in the
tanycytes at starvation and obesity by comparing with those of the control rat group.
Keywords: tanycytes, fasting animal model, obesity animal model, spatial learning-memory,

behaviour, plasticity, rat
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1.GIRIS

Uclincli ventrikill duvarinda yer alan tanisit hicrelerinin aclik ve obezite modeli gelistirilen
sicanlarda plastisite gosterip go6stermediginin arastirilmasi bu c¢alismanin  amacini
olusturmaktadir. Tanisit morfolojisi, ve dagiliminda mikroskobik yéntemlerle goézlenebilir
farkhliklarin aglik ve obezite durumuna goére ortaya ¢ikmasi, bu hiicre grubunun beslenmenin

regulasyonunda fonksiyon yuklenebilecegini gosterir.

Bu amacla 72 saat sadece su almasina izin verip, yiyecek almasi engellenerek orta siddette
aclik modeli gelistirilen sicanlarin, 10 hafta sireyle ylksek kalorili diyetle beslenerek agirlik
artisina sebep olunan, obezite modeli olusturulan siganlarin ve beslenme protokolleri
degistirimeyip, enerji metabolizmasinda degisiklik olusturulmayan sadlikli siganlarin
hepsinde 6énce merkezi sinir sistemi fonksiyonlari degerlendirilecektir. Tanisit uzantilarinin
sonlandidi hipotalamus nukleuslarinin diger beyin bélgeleri (beyin sapi, 6n beyin, édil/ceza
merkezleri) ile olan baglantilari dolayisiyla metabolizmadaki degisikliklere bagli olarak
néronal plastisitenin de degismesi beklenmektedir. Néronal plastisitedeki degisikliklerin
gOstergesi olarak; davranig, duyusal ve motor performans degerlendirmeleri, referans ve
calisan bellek ve uzamsal 6grenme ile kognitif fonksiyonlardaki degismeler gosterildi.
Davranis (agik alan parametreleri, lokomotor aktivite, otonom fonksiyonlar, kesif davranisi),
uzamsal 6grenme ve bellek (referans ve caligsan bellek), duysal uyaranlara verilen cevaplar
(agn esigi, somatik duyu degerlendirmesi, allodini varligi) aclik, obezite ve kontrol grubu

sicanlarda karsilastirildi.

Cikarilan beyin dokusunun tguncu ventrikuler bolge, hipotalamus nukleuslari, subventrikuler
yapilar, median eminens ve infindubulum hipotalamusu iceren kesitlerine Periodic Acid Schiff
(PAS) Boyama, ve Immunofloresans Boyama Protokolleri uygulanarak mikroskobik analizleri
yapildi. PAS boyamada hucrelerin apikal yuzeylerinde mikrovilluslarin varligi, dagihimi
gésterildi. immiinofloresans yoéntemler ile araflament proteinlerinden olan mikrotiibil iligkili
protein (MAP-2), vimentin proteininin varligi ve dagihmi, embrinonal hayatta 6zellikle artan,
yetigkin noérogenezininde gostergesi olan nestin proteininin ekspresyonu aglik, obezite ve
kontrol sican hipotalamus Kkesitlerinde karsilagtirilarak tanisit plastisitesinin  gelisip

gelismedigine karar veriledi.

Planlanan calismanin bir bagka hedefi de; her grubun kan glukoz, kortizon, yagasitleri,
insulin, grelin ve leptin hormonlari seviyesinin élgulip ndronal plastisite (merkezi sinir sitemi

fonksiyonlari) ve glial plastisite (tanisit morfolojisi) ile iliskilendirildi.



2. LITERATUR OZETi

Beyin bir yandan besin alinmasini kontrol ederek enerji dengesini diizenlerken diger yandan
otonom sinir sisteminin de dahil oldugu nérohumoral mekanizmalari kullanarak enerjinin
harcanmasi ve depolanmasini saglar Rui (2013). Yag dokusu-bagirsak-beyin ekseninde
yiyecek aliminin kisa ve uzun sureli dizenlemeleri mevcuttur Konturek vd. (2004).
Pankreatik hormonlardan insulin ve glukagonun enerji dizenlenmesi ve glukoz homeostazi
icin beyindeki farkli néron gruplari Uzerinden farkli sinyalleme yollari ile birbirinin etkisini

tamamlayarak beslenme davranisini diizenledigi 6ngérulmektedir Filippi vd. (2013).

Yeme davranisinin nasil baslayip sonlandigini anlamak bu davranisin adaptasyonunun
bozuldugu anoreksia ve obezite gibi beslenme bozukluklarini anlamada 6nemli ipuclari sunar
Smeets vd. (2012). istah artisi ile baslayan obezite viicudun gereksiniminden fazla enerji
iceren gida alimi nedeniyle yag dokusu oraninda artis olmasi ve bunun sonucunda da vucut
agirhginin artmasi olarak tanimlanmaktadir Dina (2008). Ozellikle giinimizde hizla artan
obezitenin neden oldugu komplikasyonlar tip 2 diyabet ve kardiyovaskuler problemlerden

kansere kadar uzanan genis bir dagilim gésterir Romao ve Roth (2008).

istah ve enerji metabolizmasinin kontroliinde hipotalamusta arkuat nukleus 6énemli rol
oynarlar ve periferden gelen uyarilari, beyin sapinda, nikleus traktus solitaryus
gastrointestinal sistem (GiS)’den gelen uyarilari alan merkezlerdir. Arkuat niikleusta iki hiicre
grubu yer alir ve birbirleriyle ters yonde fonksiyon gdsterirler Naslund (2007). Bir grup néron
néropeptit Y (NPY), Agouti-related peptide (AgRP)di iceren oroksijenik (istah artirici)
peptitleri eksprese eden néron grubu ve digeri proopiomelanocortin (POMC) ve kokain ve
amferamin duzenleyici transkrip (CART) iceren anoreksijenik (istah azaltici) peptitlerin
eksprese oldugu ndéron grubudur. Bu hucreler, Gzerlerindeki peptid hormon reseptorleri ile
leptin ve insllin tarafindan da kontrol edilirler Ahima ve Antwi (2008). NPY inhibe edilirken,
POMC uyarilir. Bu karmasik sistemin her asamada eksiksiz ¢alismasi istahin kontroll igin
onemlidir POMC néronlar hipotalamusun diger bolgeleri paraventirkiler nukleus (PVN),
ventromedial nikleus (VMN) ve lateral hiptalamik nikleus (LHA)'daki sekonder dizenleyici
néronlara aksonal uzantilarini génderirler. Adi gecen bu merkezlerde hipotalamusun istah
kontrolunde rol alirlar. PVN, VMN ve DMN’un hasar istah artisi ile giden agir obeziteye
neden olurken LHA hasari hipofaji ve kilo kaybina neden olur Yu ve Kim (2012).

Periferik hormonlardan olan ve yag dokusundan sentezlenen leptin anoreksijenik POMC

néronlarini uyarir ve orexigenic néropeptid Y (NPY) néronlarini inhibe ederek istahi baskilar



Suzuki vd. (2012). Aclik durumunda ise tam tersi etki gdsterir. Bu geri besleme devresi
normal enerji homeostazinin surdirilmesi igin gerekli olsa da, obezite de leptin direnci gelisir
ve bu devrenin regllasyonunda bozulma meydana gelir. Ayni hipotamik nukleuslar Gzerinden
etkilerini gosteren diger hormonlar ise insulin ve ghrelindir. Leptin gibi periferik yag dokusu
hakkinda bilgi ileten ve benzer etki gosteren insulin daha gok enerji metabolizmasindaki akut
degisikliklere cevap verir, aclkta mideden salinan ghrelin ise oroksijenik etkiye sahip
gastrointestinal sistemden kdken alan tek hormondur (Benoit 2004; Kojima 1999; Alvarez-
Castro 2013).

Yasam kalitesine olan olumsuz etkileri yaninda, yuksek morbidite ve mortaliteye sahip
obezitenin patogenezini arastirmak icin yapilan c¢alismalarda hayvan modelleri yakin
zamanlarda literaturlerde yer almaya baslamistir Kanasaki ve Koya (2011). Bununla birlikte
hayvanlarda olusturulan obezite modellerinin hicbiri insan obezitesine tam olarak esdeger
tutulamaz. Farelerde en fazla calisilan iki obezite modeli yiksek yagh diyetle indiklenen
(HFD-induklenen) diyetle olusan obesite (DIO) ve daha ciddi sonuglarin ortaya ciktigi leptin
eksikligine bagl obezite modelidir. Yiksek yagh diyet (HFD) tiketimi veya leptin eksikligi ile
sekonder obezite gelisen farelerde hipotalamik ndronlarin plastisitesi incelenemis, ytksek
yagh diyetle indiklenen obeziteli fare hipotalamusunda, néronal kayba neden olmaksizin
eriskin norogenezin inhibe edildigi gosterilmistir. YlUksek yagh diyet ile beslenen ve
norogenezi baskilanmis bu farelerde daha az yeni ndron olusumu gozlenirken eski
noronlarin ise korundugu bulunmustur. Néronlarin bu sekilde baskilanmasi ise yeni olusan
ndronlarin artan apoptozu ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Obez fareler ayni zamanda
diyabetiktir ve diyabetiklerinde ayni zamanda hipokampusta eriskin nérogenezin inhibe
oldugu gdsterilmigtir. Ayni sekilde arastiricilar, leptin eksikliginin farede azalan nérogenezi ile
postnatal (dogum sonrasi ddnem) leptinin hipotalamik ndérogenezi dizenledigini
go6stermislerdir.Yazarlar leptinin hipotalamik koék hicre havuzunun kurulmasi igin gerekli

oldugunu vurgulamiglardir McNay vd. (2012).

Santral sinir sisteminin diger bdlgelerinde oldugu gibi enerji dengesinin regulasyonundan
sorumlu hipotalamik devrelerde de benzer sinaptik plastisite (sinaps sayisinda, salinan
transmitter miktarinda, postsinaptik cevabi olusturan aktivasyon esiginde degisiklikler)
g6rillr. Beslenme durumunun degistigi sartlarda (asir kalorik yagh diyete veya yiyecek
kisitlamasina maruz kalma) ayni sinyal farkli hicresel ve fizyolojik cevaplara yol agabilir.
Melanokortin  devrelerinde, POMC noéronlarinda, NPY-AgRP néronlarinda yeniden
yapilanmalar noronal geri beslemenin degismesi metabolik bozukluklar ve patolojik tablolara
(obezite, diabet gibi) neden olur Zeltser vd. (2010).



Besin duyarli hipotalamus noéronlarinin plastisite gosterdigi, metabolik sartlar ve diyet igerigi
gibi néronal dis ¢evreyi dedistiren faktorlerden etkilendigi, asiri besin aliminin bu duyarlihgi
bozdugu ve regulasyon mekanizmalarindaki zayiflamaya bagli olarak obezite gelistigi
bildirilmistir. Hucre plastisitesinin enerji metabolizmasiyla iligkilendirildigi bu ¢alismada,
astrositlerinde besin duyarli néronlar gibi beslenme hormonlari ve molekillerine duyarl

oldugu bildirilmig, ancak tanisitlerden bahsedilmemistir Blouet ve Schwartz (2010).

Arkuat nikleustaki istahtan sorumlu NPY/AgRP/GABA néronlari ve doygunluktan sorumlu
POMC/CART ndronlari metabolik sartlarin degismesine bagh olarak (yuksek yagh diyetle
beslenmedeki pozitif enerji dengesi, yiyecek aliminin azaldigi, engellendigi negatif enerji
dengesi, leptin ve ghrelin uygulamalarinda) diger ndronlarla ve birbirleriyle yaptiklari
sinapslarda ve bu bdlgede yer alan glialarla olan baglantilarinda sinaptik plastisitenin
gOsterildigi diger calismalarin sonuglari derlenerek sunulmus, ancak bu sartlar altinda

tanisitlerde plastisite gelisip gelismediginden hi¢ bahsedilmemistir Dietrich ve Horvath (2013).

Beslenme davranisinin regllasyonunda purinerjik sinyallemenin arastirildigi ¢calismada, 18
saat ac¢ birakilan siganlarda ATP/ADP analoglari ve adenosinin intraserebraventrikiler
inflzyonuyla yiyecek aliminin arttigi ancak purinerjik reseptor antagonistlerinin 6nceden
uygulanmasi durumunda bu etkinin ortadan kalktigi gosterilmistir Kittner vd. (2006). Ayni
galismada ekstraseluler nukleotidlerin immunohistokimyasal ¢alismayla VMH néronlarindaki
purinerjik reseptorler Uzerinden etki gosterebilecegi bildiriimis ancak bu sinyallemede

tanisitlerden hi¢ bahsedilmemisgtir.

Glia benzeri olan ve lll. Ventrikuli déseyen tanisitler hipotalamusun vucut agirligini ve ener;ji
balansini kontrol eden aglarin komponentleri olarak goérilmektedir. Serebrospinal sivi ile
temas halindedir uzantilarini ise arkuat ve ventromedial hipotalamus nikleuslariyla yakin
iliski kuracak sekilde gonderir. Epandimal hicreler kabaca kubik, bir ¢ok silia ve sadece bir
tane ¢ok kisa bir uzantiya sahiptir. Tersine tanisitler silia icermez, mikrovilli veya diger apikal
Ozellesmis yapllar icerir ve beyin parankimine uzanan uzun bir ¢ikintisi vardir Mathew
(2008). Bu hucreler lokalizasyonuna goére ve biyokimyasal ve molekuler 6zelliklerine gére a1,
a2, B1 ve B2 olmak Uzere 4 gruba ayrilirlar. a1 ve a2, VMN da yer alirken, B1 Uglncu
ventrikilin daha asagi lateral duvarlarinda lokalizedir, uzantilari ile arkuat nikleusdaki
noronlarla hipotalamusdaki kapillerle oldugu gibi iletisim halindedir. B2 tanisitler digerlerinden
farkhdir, ¢ciinki median eminensde bulunan fenestrali kan-beyin bariyeri araciligiyla dolasan
plazmaya direk girise sahiptir Rodriguez vd. (2005). Tanisit uzantilari birka¢ yiz mikron
uzunlugundadir. Bu uzantilarin hipotalamusda kapiller ve arterioller ile yakin iliskide oldugu

bulunmustur.



Tanisitlerin en buyuleyici 6zelligi ise istah ve enerji homeostazini kontrol eden nukleuslara
dogru uzantilarini yénlendirmeleri ve bu nikleusllardaki néronlar ile yakin temas halinde
olmalaridir.Tanisitlerin enerji homeostazinin kontroline bir gekilde katildigi fikri bundan
dolayi ¢ok c¢ekicidir. Bu fikir uzun zamandir tamamen kuramsal (spekulatif) olmasina ragmen
tanisitlerin kemosensoér hiicreler olarak, diyet-duyarli yetigkin kdk hicreler olma fikri ve vicut
agirhginin kontrolt ile iligkili gen ekspresyonundaki degisiklikler icin surpriz yeri artan

kanitlarla desteklenmektedir.

Disi wistar sicanlarda Ill. Ventrikll epandimal hicresi tanisitlerde ATP yi pargalayan enzim
ATPaz varliginin gdsterilmesi, bu hicrelerin bir gok maddeyi beyin omurilik sivisi (BOS) dan
aktif transportla tasima o6zelligine sahip olabilecegi hipotalamus néronlari ile ventrikdl
arasinda kopri gorevi gérecegi fikrini olugturmustur Firth (1976). Uglincl ventrikilde BOS ile
temas eden tanisitler hipotalamusun beslenmeden sorumlu arkuat nikleus, VMN ve

PVN’lara uzantilar génderdigi ve bu néronlarin da glukoza duyarli olduklari bilinmektedir.

Ayrica tanisitlerde glukoz tasiyicisi GLUTZ2 protein varligi fare beyninde immunohistokimya
ve konfokal mikroskobik yontemlerle gdsterilmistir Garcia vd. (2003), Bir baska calismada
tanisitlerin glukoza verdigi cevap c¢alisiimig, ATP aracilikh intraselliler Ca+2 artisi
gOsterilmistir. Tanisitlerden glukoza cevap olarak ATP salgilandigi, glukozun metabolize
olmayan analoglarina da benzer cevap verdikleri gosterilmis ve bdylece bu hucrelerin
glukoza duyarli hicreler oldugu distncesi desteklenmistir Frayling vd. (2011).Yapilan
calismalarda hipotalamik tanisitlerin glukosensor gibi davrandigi, artan glukozu
kolaylastiriimig diffizyonla hticre igine aldigi ve tipki pankreas beta hucresinde oldugu gibi
ATP/ADP oraninin artirarak K-ATP kanallarini kapattigi ve bu sekilde sinyal olusturdugu
gosterilmistir. Tanisitlerde intrasellliler glukoz alimina cevaben salinan ATP nin konneksin
kanallari araciligi ile olabilecegi arastiriimistir Orellana vd. (2012). Pankreatik B hucreleri gibi
glukozu pargalayan glikokinaz enzimi de hipotalamusta bulunmus, ancak bu enzim ndéron ve
glialarda degil enteresan bir bicimde tanisitlerde eksprese edildigi RT-PCR, immunoblotting
yontemleri ile gdsterilmistir Millan vd. (2010). Hipotalamusun glukoz duyarhhdini iceren

mekanizmalardan biri de glia-néron arasinda laktat araciligi ile olan metabolik etkilesimdir.

Tanisitlerin glikolitik mekanizmayla glukozdan laktat drettikleri bunu da komsu noéronlara
aktardiklari gorusu, tanisitlerde laktat salinimina neden olan monokarboksilat tastyicilarinin
(MCT1 ve MCT4) varhgi, bu tanisitlerin uzantilarinin sonlandigi arkuat nukleusun
beslenmeden sorumlu oreksijenik ve anoreksijenik néronlarinda laktat alimindan sorumlu
tasiyici protein MCT2 ifade edildiginin gdsteriimesiyle 6nem kazanmistir (Campos vd. 2011;
Campos vd. 2013 ). Hem a hem de B tanisitler glukoz tasiyici2 (GLUT2) ve ATP-duyarli



K+(KATP) kanallarini igceren hipotalamus aracilikh glukoz duyarlhiliginda yeralan glukoza-
duyarli maddeleri eksprese ederler. BOS’ la direk temas halinde olan 1 tanisitlerde GLUT2
ve glukokinaz ekspresyonu gerceklesir, yiksek derecede glukoz alimi yaparlar, glikolitik yolla

glukozu laktata metabolize ederler ve MCTs araciligi ile AN daki ndronlara laktati tasirlar.

Prodstrous doneminde ratlarda Gonadotropin saliverici hormon terminallerinin sonlandigi
tuberal hipotalamusta median eminenste yeralan tanisitlerin son ayaklari arasinda 5-6 saat
suren yeniden yapilanmanin gésterilmesi ¢evre sartlarina bagh olarak tanisit ve ndronal
plastisitesinin olustugunu kanitlar Prevot vd. 2010). Tanisitlerin benzer plastisiteyi metabolik

degisikliklere bagli olarakta géstermesi beklenir.

Hipotalamik tanisitlerin kemosensitif hlicreler gibi BOS daki degisimleri algilayip, intrasellller
Ca+2 artisi ile ATP salgiladigi ve tanisit-ndéron haberlesmesinde pUrinerjik sinyallemenin
onemi yapilan calismalar 1siginda tartisiimig, tanisitlerin metabolik durumun degdismesi ile
fonksiyonunun degisebilecedi, noronlarla astrositler gibi direk olarak haberlesecegi ve
bunlarin sonucu olarak tanisitlerin beslenme davranisini kontrol edebileceginin arastiriimasi
gerektigi bildiriimistir Dale (2011)

Adolesan dénemde ylksek yagl diyetin (HFD) uzun vadeli kilo alimina neden oldugu ¢ok
sayida calismalarla gosterilmistir. Dogum sonrasi yetigkin farelerde bromodeoksitridin
(BrdU) isaretleme metodu ile fare hipotalamusunda c¢ogalan hicreler sayilmis, medyan
eminensin Uglncl ventrikilinde diger hipotalamik bdlgelere oranla BrdU + ependimal hiicre
tabakasinda énemli bir artis oldugu gézlenmistir. Bu ¢ogalan hicrelerin f2-tanisit hicreleri
oldugu nestin, Sox2 ve vimentin igaretleyicileri ile gosterilmistir Lee vd. (2012). Tanisitlerin
kdltur ortaminda ve beyin slaytlarinda ortamin glukoz dengesindeki degisikliklere verdigi
cevaplar incelenmis, a tanisitlerin aglikta, B tanisitlerin fazla yagli diyetle prolifere oldugu kok
hicre niteligi tasidiyi gosterilmis, asagidaki sorularin cevap bekledigi vurgulanmigtir
Bolborea ve Dale (2013).

3. GEREG VE YONTEM
3.1 Deney Hayvanlari

Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden temin
edilen 36 adet Wistar tiru yetigkin erkek albino sican kullanildi. Siganlarin ortalama agirhgi
calismaya baslamadan 6nce ve deneyler sirasinda ve c¢alisma tamamlandiktan sonra
tartilarak kaydedildi. Gunin 07:00-19:00 saatleri arasi aydinlik 19:00-07:00 karanlik olacak

sekilde otomatik giin déngiisii olusturulan, ortamin sicakligi ortalama 25 °C, nem orani %40-



50 arasinda olacak sekilde klima ile saglanan ortamlarda tutuldu. Kontrol sicanlar standart

sican yemi ( Aytekinler, Turkiye) ile beslenip, su alimi kisitlanmadi.
3.2 Yuksek Yagh (Kalorili) Diyet Model Olusturulmasi

Hayvanlarin % 20 ylksek kalorili diyetle beslemek icin ylksek yagh diyet modeli uygulandi.
Bu diyetle beslenmesi icin 100 gr normal standart pelet yeme 19 gram erimis tereyagi ve 1
gram soya yagi emdirildikten sonra bir glin a¢ik havada kurutularak Woods vd. (2003) yem
hazirlandi; hayvanlarin 14 hafta boyunca bu yemle beslenmesi saglandi. Hayvanlarin yem

miktarinda ve su aliminda kisitlama yapilmadi.
Hayvanlar %45 yaglh 6zel kirmizi yem ile 14 hafta boyunca bu yemle beslenmesi saglandi.
3.3 Aclik Modeli Olusturulmasi

72 saat boyunca siganlarin su alimi serbest birakilip yiyecek alimi engellenecek, akut ve
total aglik olusturuldu Sahin (2013).

3.4 Acik Alan Deneyleri

Deney hayvanlarinin davranig parametrelerini elde etmek igin kullanilir, 100x100x30 cm
ebatlarinda, zemini cizgilerle 16 esit kareye ayrilmis (ortadaki 4 kare merkezi bodlge,
kenarlardaki 12 kare periferik bolge olarak kabul edilir) pleksiglastan yapilmis Ustu acik, kare
seklinde bir dizendi Parent vd. (2012). Deney hayvani agik alan dizenegdinin orta kismina
birakilir. Degerlendirme igin siganlarin bes dakikalik test stresince lokomotor aktive olarak,
toplam kat ettikleri mesafe, kesif davranigi olarak; arka ekstremitelerin Uzerine yukselme
sayisi, otonomik fonksiyon olarak;kasinma suresi ve sayisi, hareketsiz kalma (donma) slre
ve sayisi , defekasyon sayisi belirlendi. Goruntlulu kayit sistemi ile ayni esnada merkezde ve
periferde gecirdigi toplam sire periferden merkeze ve merkezden perifere gecis sireleri sayi,

sn cinsinden degerlendirildi.
3.5 Sicak Plaka Testi (Hot Plate )

Agr esigi degerlendirmek igin kullanilir Eddy ve Leimback (1953). Isi kaynadi, zamanlayici
ve gug kaynagindan olusan, 27.5 x 22.5 cm ebatlarinda, kare seklinde bir dizenektir ve
rodentlerin agr esiginin degerlendiriimesinde halen en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Temel
olarak 50-56°C’ye kadar isitiimis bir yluzeyden (bakir veya aliminyum) olugur. Hayvanin
Isitilan yuzey Uzerinde belli bir bodlge sinirlarinda kalmasi igin hareket kabiliyetini

sinirlamayacak buyuklukte cam veya pleksiglas silindirler kullanilir. Yuzeye birakiimasindan



hayvanin arka ayagini gekmesine kadar olan sire hesap edildi. Belirli bir sure bu duzenek
icine konulan hayvanin, levhanin isinmasi ile yalama, sigcrama gibi davraniglari sayilir ve
degerlendirildi. Literatirde en c¢ok kullanilan yontemlerden biri olmasina ragmen hayvanin
agriy1 algiladigi gézlemleme kriteri ¢esitlilik gdsterir, hangi davranigin agri belirtisi olarak

kabul edilece@i konusunda sorunlar vardir ve zor bir deney metodudur.

Davranis sadece arka ayagin ¢ekilmesi olabilecegi gibi ayak ¢cekme ve yalama, sallama veya
sigrama seklinde olabilir. Nadiren hayvan sadece 6n ayaklarini yalayabilir veya on ayaklarla
baslayan reaksiyon arka ayagin yalanmasiyla sonlanabilir South ve Smith (1998). Bir farenin
normal reaksiyon siresi ortalama 5 ile 20 saniye arasinda degisir. Doku hasarina neden
olacagi icin test 60 sn’den fazla uygulanmamalidir. 60 sn kadar tepki vermeyen siganlar
zemin Uzerinden cekilmelidir. Her iki davranisin da supraspinal olarak tamamlanan tepkiler
oldugu dudsunuldr. Testin duyarhihdi, sicakhgin azaltimasi ve ilk uyarilan davranigsin
reaksiyon zamaninin olgulmesi ile artirilabilir, reaksiyon zamanindaki degisiklik anksiyolitik

etki icin belirleyicidir.
3.6 Kuyruk Cekme Testi (Tail Flick)

Agri esigi tayininde kullanilir D’Amour ve Smith (1941). Ortam 1si1si1 20-21 °C olan sessiz bir
odada gergeklestirilirdi. Denek hayvanlari kuyruklari digarida kalacak sekilde sikistirilir ve tail
flick cihazindan kuyruklari 1sik uygulanan bolgeye yerlegtirilirdi. Stimtlasyonun baglamasi ve
kuyruk cekilmesi arasindaki zaman kuyruk ¢cekme (tail-flick) suresi olarak olguldd. Kuyrugun
cekilmesiyle 1sik kaynagi ve slire durur. Reaksiyon sliresinin uzamasi analjezik etki olarak
yorumlandi. Kuyrugun 20 sn den fazla i1gik kaynagina maruziyeti, ciltte olugabilecek yanik
nedeniyle tavsiye edilmemektedir. Tail-Flick testi, spinobulbo- spinal néral yapilarin katildigi
kompleks bir reflekstir South ve Smith (1998).

3.7 von Frey Flament Testi (von Frey)

Duyusal performansi test eder Osikowicz vd. (2013). Farkli kalinlikta killarin ekstremiteye
(bazen de farkli vicut ylzeylerine) temasi ile deney hayvaninin uyarana verdigi cevap
esasina dayanir. Uyaran spesifik degildir. Serbest hareket eden denekte uygulama zordur.
Dusuk esikli mekanoseptorleri de nosiseptorler gibi aktive edilebilir. Siganlar zemini metal
delikli telden olusan, yan kisimlari seffaf mika ile kapl bir dizenege yerlestirilirdi. Mekanik
stimulus hayvanlarin arka penge plantar yizeyine yerlestirilirdi ve flamentler sirayla delikli

metal zeminin altindan uygulandi.



Her bir flamet en dusukten baglanarak arka pence tabanina giderek artan bir kuvvetle (2 g’
dan 15 g’ a kadar), hayvan pencesini ¢cekene kadar basing uygulanarak denendi. Geri gekme
yanitlari, her 6lcim arasinda 10 sn olacak sekilde Ust Uste 3 kez tekrarlandi. Geri gekme esik

degeri bu Ug¢ 6lgimin ortalamasi olan flament degeri olarak kabul edildi.
3.8 Ug Panelli Pist Testi (Three Panel Runway Task)

Uzamsal 6grenme ve referans bellek, calisan bellek test edildi (Furuya vd. 1988; Matsumoto
vd. 2004). Deney bir baslangi¢ kutusu, yiyecek pelet bulunan bir hedef kutusu ve dort ardisik
secim noktasindan olusan bir dlizenekte gercgeklestirilirdi. Her bir secim noktasinda ¢ adet
kap! bulunur. Bu kapilardan ikisi durdurucu kullanilarak sabitlenmistir ve hayvanlarin geri
dénmeleri bu durdurucu ile engellenmistir. Hayvanlar hedefe ulastiklarinda iki adet yiyecek
pellet bulmaktadirlar (Sekill). Deney sirasinda glinde bir oturum (session) yapilmakta, bir
oturum da alt denemeden (trial) olusmaktadir. Denemeler arasi hayvan iki dakika sureyle
kafesine konularak dinlendirildi. Deneyin alistirma asamasinda tim durdurucular kaldirilir.
Baslangi¢c kutusuna konulan hayvanin, hedef kutusunu bulmasi igin gerekli sure (latensi)
ortalama 20 saniyenin altina inince, deneyin ikinci asamasina gecti. Bu asamada segim
noktalarindaki kapilardan ikisi sabitlenmistir ve sicanin dogru kapilari 6grenmesi beklendi.
Calisan bellek calismalarinda, oturumlar arasi agik kapir konumlari degisirken, referans
bellek calismalarinda her giin kapi konumlari sabittir. Sicanin yeme ulasana kadar yaptigi
hatali kapidan gecme tesebbils sayisi ve yeme ulasana kadar gegen toplam slre kaydedildi.
Her sigan her gun 6 defa bu igleme tabi tutuldu. Hatal kapi ittirme sayisi Ust Uste 3 gun 6’nin
altina indikten sonra siganlar 6grenmis kabul edildi ve deneye alindi. Referans bellek (
Reference Memory =Long term memory)-hata sayisi 6'nin altina inmeli, Calisan bellek
(Working Memory =Short term memory)-hata sayisi 12’nin altina inmeli.Agik kapinin yeri her
gun degistirildi.

175¢cm

-

a

Start Guillotine
Box —  Door b

36 cm
12cm

Front
Stopper

Cc
20cm

1

Sekil 1. Kognitif fonksiyonlarin degerlendirildigi U¢ panel test duzenegi



3.9 Biyokimyasal ve Hormon Analizleri

Alinan kan oérneklerinde plazma glukoz konsantrasyonu, glukoz oksidaz metodu ile
Olcllecek. Ketamin ve Xylazine karisimi ile anestezi yapilan sigcanlarda kardiyak kan
alinacak, serum santrif(ij sonrasi ayrilip analizler yapilana kadar -80 °C de saklanacak.
Serum total kolesterol, trigliserit seviyeleri Aeroset yontemi ile ticari kitler kullanilarak (Abbott,
USA) saptanacak,serum insulin miktari radyoimmunoassey yontemi kullanilarak yine ticari
rat kiti ile olgllecek (Linco Research, St. Charles, MO, USA) analiz edilecektir.Grelin ve
Leptin seviyesi ticari rat kiti (Uscn Life Science Inc., PRC ve Sunred Biological Technology,
SRB/Shanghai) kullanilarak ELISA yéntemi ile tayin edilecektir.

3.10 Histolojik Doku Takip Yoéntemi

Calismada kullanilan deneklerin hayatlarina son verildikten sonra ¢ikarilan beyin dokulari 2
hemisfere ayrilarak tespit islemi icin %10’luk formaldehit igine alindi. Tespit solisyonunda 72
saat bekleyen beyin dokulari akan musluk suyunda yikandiktan sonra dereceli alkol
serilerinden gecirilerek ksilol ile seffaflastirildiktan sonra parafine gomiulerek bloklama

yapildi. Doku hazirlama metodu Tablo 1 de verilmistir.

Calismada kullanilan beyin dokularindan alinan 5 um’luk kesitler polilizin kapli lamlara alindi.
Hazirlanan lamlar standart histolojik takip yontemi kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi
ve dereceli alkol (%100, %96, %80, %70, %50) serilerinden gegirilip suda yikandi. Genel
histolojik yapinin belirlenmesi amaciyla kesitler Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanarak énce
artan alkol serilerinden daha sonra ksilolden gecirildi ve entellan kullanilarak lamel yardimiyla

kapatildi. HE boyama teknikleri Tablo 2 ayrintili sekilde verilmistir.
3.11 immunohistokimya Boyama Protokolii

immiinohistokimyasal boyama igin %10’luk formalin fiksasyonu sonrasi rutin takip ile
hazirlanmis parafine gébmuli dokulardan 5p’luk kesitler dokularin dékilmemesi igin poli-L-
lizinle kaph lamlara alindi. Kesitler, 60°C’lik etivde 1 saat bekletildikten sonra 15 dakika
ksilen ile deparafinize, daha sonra derecesi azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate
edildi ve distile suda yikandi. Kesitler 1mM sitrat buffer ile mikrodalga firnda 20 dakika
kaynatilarak oda sicakliginda sogumaya birakildi. Dokular phosphat buffer saline (PBS) ile
10 dakika yikandi. Spesifik olmayan boyamalari ve zemin boyamasini en aza indirmek igin
endojen peroksidaz aktivitesi hidrojen peroksit ile bloke edildi ve daha sonra 10 dakika PBS

da yikandi. Primer antikor damlatilarak +4°C’de bir gece inkiibe edilmesi saglandi.
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immunohistokimyasal boyama igin kullanilan kit, tretici firmanin kullanim talimatlarina uygun
olarak kullanildi. Immunohistokimyasal boyama agsamalarindan sonra dokular, azalan alkol
serilerinden gecirilerek 15 dakika ksilende bekletildi ve daha sonra kapatma sollsyonu ile
kapatildi. islemlerin tamami oda 1sisinda ve kesitlerin kurumamasi igin nemli ortamda

gerceklestirildi. Hazirlanan kesitler bir arastirma mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi.

MAP-2 ve Vimentin antikorlari icin uygulanan immunohistokimya boyama prosediri sonrasi
elde edilen dokularda korois plexus alanlari belirlendi ve bu bdlgede immunoreaktivite
yogunluklari Image J software programi kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler

dogrultusunda istatistiksel analiz yapildi.
3.12 Immunoflouresan Boyama Protokolii

Aclik ve obezite olusturulan deney grubu ve kontrol grubu siganlarin beyin kesitlerinde
immunoflouresan boyama prosedirl; Frozen cihazi ile alinan kesitler -80°C’de muhafaza
edildi. immunoflouresan boyama icin -80°C’den cikarilan kesitler oda sicakhiginda 10 dk
kurumaya birakildi. Sonra, %4 Paraformaldehit (PFA) icinde 10 dk fikse edildi. 3 defa 5’er dk
phosphat buffer saline (PBS) icinde yikanip 10 dk %0,1 TritonX100" de bekletildi. Tekrar 3
kez 5’er dk PBS iginde ylkama basamagindan sonra %10 normal goat serum damlatilan
kesitler, 20 dk oda sicakliginda bekletildi. Yikama yapilmadan primer antikor damlatildi.
Primer antikor ile dokularin +4°C’de bir gece inklbe edilmesi saglandi. Ertesi sabah PBS’de
yikanan Kkesitlere sekonder antikor damlatilarak oda sicakhdinda yaklasik 60dk kadar
bekletildi. Sekonder antikor agamasindan sonra kesitler PBS ile yikanarak dokudaki batin
hucrelerin gekirdeklerinin goérunur hale getirilebilmesi icin 1 dk. DAPI uygulandi. Tekrar 3 kez
5’er dk PBS iginde yikama yapildi. Fluoromount medium ile kapatma islemi gergeklestirilerek
immunoflouresan protokol tamamlandi ve flouresan mikroskop altinda koroid pleksusa ait

hicrelerin nestin immunofluoresan immunreaktiviteleri 6lculdi.

Nestin antikoru icin uygulanan immunofluoresan boyama prosedurd sonrasi elde edilen
dokularin immunofluoresan yogunluklari Image J software programi kullanilarak yapildi.

Alinan veriler dogrultusunda istatistiksel analiz yapildi.
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3.13 istatistiksel Analiz
istatistik metodlari IBM SPSS Statistic 21 paket programi kullanilarak yapild.
3.13.1 Acik Alan Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Gruplarin birbiriyle kargilastiriimasi normallik testi uygulanarak parametrik testlerden (One-
Way ANOVA)- Tukey testi ile dederlendirildi.

3.13.2 Hot Plate,Tail Flick ve von Frey Testleri Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Gruplarin birbiriyle karsilastiriimasi normallik testi uygulanarak nonparametrik testlerden
(One-Way ANOVA)- Tamhane testi ile degerlendirildi.

3.13.3 Ug Panel Testi Degerlendirilmesi

Gruplarin birbiriyle kargilastiriimasi normallik testi uygulanarak parametrik testlerden (One-
Way ANOVA)- Tukey testi ile dederlendirildi.

3.13.4 Kanda Biyokimya ve Hormon (Eliza Yontemi ile ) Degerlendirilmesi

Gruplarin birbiriyle karsilastiriimasi normallik testi uygulanarak nonparametrik testlerden
(One-Way ANOVA)- Tamhane testi ile degerlendirildi.

3.13.5 Histoloji Dokulari immunofluoresan Boyama Degerlendirilmesi

Histoloji dokulari immunofluoresan boyama gruplar arasinda normallik testi uygulanarak

nonparametrik testlerden (One-Way ANOVA)- Tamhane testi ile degerlendirildi.

4. BULGULAR

Bu calismada acglik ve yiksek kalorili modeli olusturulan Wistar Albino erigkin erkek
sicanlarda davranis parametrelerine olan etkisi; acik alan dizenegiyle, hafiza ,referans ve
calisan bellege etkisi; uc panel testle, agr esigi degerlendirilmesi; hot plate ve tail flick testle
ve duyusal performans; von Fray flament testi ile degerlendirildi. Calisma sonunda
intrakardiak alinan kanda glikoz, trigliserit ve kolesterol degerleri ve insulin, leptin, ghrelin

hormonlari analiz edildi. Doku perflizyonu yapilarak hipotalamusun ¢ikarildi ve kesitlerin
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alindi.,Alinan kesitlerde periodic acid schiff (PAS) boyama, immiunofloresans boyama ve

immunohistokimya boyama ydntemi uygulandi.

Deney gruplarindaki sigcanlarin calisma baslangicindan, calisma sonuna kadar gecen 14

hafta boyunca ortalama agirliklari (gram) Sekil 2."de sunulmustur.

Agirlik/g
350

200 /\% —o—Kontrol Grup (n=12)
250 M
200 = Aclik Grup (n=12)

150 -
100 -
%20 Yagh Yemle
>0 Hafta Beslenen Grup (n=12)
O T T T T T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 —=%45 Yagli Yemle
Beslenen Grup (n=8)

Sekil 2. Deney gruplarindaki sicanlarin 14 hafta ortalama agirliklari (gram).X ekseni gruptaki

sicanlarin ortalama agirliklari (gram), y ekseni sire (hafta)
4.1 Davranig Deneyleri

Acik alan duzeneginde deney gruplarindaki siganlarin davraniglari degerlendirilip Tablo 1. ve
Sekil 3." de sunulmustur. Cizgi gegme sayisi kontrol grubuna goére aclik grubunda (p=0,008)
anlamh olarak farkhdir (p<0,05).Sahlanma sayisi, kontrol ve aglik grubuna gére yiksek kalori
grubunda (p=0,001) anlamli olarak azdir (p<0,05).Kasinma sayisi, aglik grubuna diger
gruplara goére anlamh olarak farkhdir (p<0,05).Defekasyon sayisi, aglk ve ylksek kalori

grubunda kontrol grubuna gore (p=0,01) anlamh olarak azdir (p<0,05).

Tablo 1. Deney gruplarinda agcik alan test dizeneginde ¢izgi gecme , sahlanma , kasinma
ve defekasyon sayisi
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Grup Kontrol Achik %20 Yagh | %45  Yagh

Grup Grup Yemle Yemle

(n=12) (n=12) Beslenen Beslenen P
Grup Grup
(n=12) (n=8)

Cizgi Gegme | 33,7517,2 41,83+5,68% 38,1616,75 43,37+8,94* | 0,015
Sayisi

Sahlanma 18,25+5,2 19,66+4,49 7,8342,58%° 8,25¢1,75*° | 0,001
Sayisi
Kasinma 2,33+0,98 4,08+1972 1,66+0,65° 1,3740,74° 0,001
Sayisi
gefekasyon 1,58+0,79 0,410,772 0,66+0,65% 1,37+0,91° 0,002
ayisi

Ortalama +* standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. # Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aclik grubundan anlamli olarak farklidir. ¢ Yiiksek kalori

grubundan anlamli olarak farklidir.

50
45 a a
40 .

35 T

30

25

20

-
=
15

a,b
10 - ab a 5
5 . i i ’ b
0 —- P il [ - -

Cizgi gegcme sayisi Sahlanma sayisi Kasinma sayisi Defekasyon sayisi

mKontrol grup mAclk grup ®%20 Yagl Yemle Beslenen Grup ® %45 Yagli Yemle Beslenen Grup
Sekil 3. Deney gruplarinda agik alan test dizeneginde ¢izgi gegme, sahlanma, kasinma ve
defekasyon sayisi

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. ¢ Yiiksek kalori
gruplarindan anlamli olarak farklidir.

4.2 Agn Esigi Degerlendirme
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Agri esigi degerleri Tablo 2. ve $Sekil 4. ‘de sunulmustur. Hot plate testinde deney

hayvanlarinin ayaklarini yalama suresi (saniye) degerlendirildiginde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p>0,05).Tail flick deney hayvanlarinin kuyruk ¢ekme

suresi (saniye) degerlendirildiginde kontrol grubuna goére ylksek kalori grubunda (p=0,035)

anlamli olarak farkhdir (p<0,05).

Tablo 2. Deney gruplarinda Hot Plate (sn) ve Tail Flick (sn) sureleri

Grup Kontrol Achk %20 Yagh Yemle | %45  Yagh
Grup Grup Beslenen Yemle
(n=12) (n=12) Grup Beslenen P
(n=12) Grup
(n=8)
Hot plate 6,2+1,2 7,21£2,12 7,16+1,35 7,57+1,45 0,234
(sn)
Tail flack 1,75+0,4 1,92+0,6 2,5+1,04 2,75+1,18° 0,032
(sn)

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.  Kontrol

grubundan anlamli olarak farklidir.

O B N W b U1 O N 0O O

Hot plate

Tail flack
B Kontrol grup M Aglik grup ™ %20 Yagh Yemle Beslenen Grup M %45 Yagli Yemle Beslenen Grup

Sekil 4. Deney gruplarinda Hot Plate (sn) ve Tail Flick (sn) sureleri

Ortalama +* standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.  Kontrol

grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni sure (saniye)

4.3 Duyusal Performans Degerlendirme




Duyusal performans degerleri Tablo 3. ve Sekil 5. ‘de sunulmustur. Von Frey flamentlerinin
ayak penge yabanina batirilarak flamentin incelik ve basincina gore deney hayvanlarinin
pence cekerek verdikleri tepki test edildi. Deney gruplari arasinda Von Frey flamentlerinin
inceligine (mm) ve basing (gr) gére degerlendirildiginde aglik grubu diger gruplardan anlaml
olarak farkhdir (p<0,05).

Tablo 3. Deney gruplarinda von Frey kalinlik (mm) ve von Frey agirlik (gr) analizi

Grup Kontrol Aclik %20 Yagh Yemle | %45 Yagh
Grup Grup Beslenen Yemle
(n=12) (n=12) Grup Beslenen p
(n=12) Grup
(n=8)
vonFray 5,4+0,4° 6,33+0,22 5,41+0,1° 5,42+0,09° 0,001
kalinhk
(mm)
vonFray 37,6+50,9° 166,6+73,1 | 24,16+4,28° 24,62+3,88° | 0,001
agirhk (gr)

Ortalama # standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. ® Aglik grubundan

anlamli olarak farklidir.

200
150
100
50 b b
O = T - -
vonFray kalinlik (mm) vonFray agirhk
H Kontrol grup m Achk grup
%20 Yagh Yemle Beslenen Grup W %45 Yagli Yemle Beslenen Grup

Sekil 5. Deney gruplarinda von Frey kalinlhik (mm) ve von Frey agirlik (gr) analizi

Ortalama + standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.” Aglik grubundan
anlamh olarak farkhdir.

4.4 Referans Bellek Degerlendirme
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Uc panel testinde referans bellek degerlendirildiginde veriler Tablo 4. ve Sekil 6. ‘de

sunulmustur. Deney gruplarinin ardi ardina 3 gin ayni kapilar agikken yeme ulagmasi igin

gecen slre (saniye) ve yanlis tercih ettikleri kapl hata sayisi degerlendirildiginde ¢ gln

boyunca kontrol grubuna gére yiksek kalori grubunda (p=0,001) anlamh olarak farklidir

(p<0,05).

Tablo 4. Deney gruplarinin Ug panel testinde referans bellek yeme ulasma suresi (sn)

Grup Kontrol Aclik %20 Yagh | %45 Yagh Yemle
Grup Grup Yemle Beslenen Grup
(n=12) (n=12) Beslenen (n=8) p
Grup(n=12)
1. giin 113,6£57,5 | 103,5¢56,1 |226,4+63,3*" | 218,5£66,2°" 0,001
2. gin 87,8+44,8 78,5+41,1° 165,8+64,4*°¢ | 164,94+62,48*"° | 0,001
3. gin 41,1+18,3° | 59,1+25,05° | 145,5+70,8*"° | 145+712P¢ 0,001
p 0,032 0,002 0,001 0,015

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. # Kontrol

grubundan anlamli olarak farkhidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. ¢ Birinci giinden

anlamli olarak farklidir.

300

250

200

o

o

‘[ a,b
150
10
5
0

a,b

1.glin

B Kontrol grup  m Aglik grup

a,b,c

c Ta’b’c
in I i

2.gun

a,b,c

“' a,b,c

c I
3.gun

%20 Yagh Yemle Beslenen Grup  ® %45 Yagli Yemle Beslenen Grup

Sekil 6. Deney gruplarinda Ug¢ panel testinde referans bellek yeme ulasma siresi (sn)
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Ortalama +* standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir.” Aglik grubundan anlaml olarak farkhidir. ¢ Birinci giinden

anlaml olarak farklidir. x ekseni giin ve y ekseni sire (saniye)
4.5 Calisan Bellek Degerlendirme

Uc¢ panel testinde referans bellek degerlendirildiginde veriler Tablo 5. ve Sekil 7. ‘de
sunulmustur. Deney gruplarinin ardi ardina 3 gun farkli kapilar acikken yeme ulagsmasi icin
gecgen sure (saniye) ve yanhs tercih ettikleri kapi hata sayisi degerlendirildiginde ¢ gln

boyunca kontrol grubuna goére diger gruplarda anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Tablo 5. Deney gruplarinin t¢ panel testinde g¢alisan bellek yeme ulasmada suresi(sn)

Grup Kontrol Achik %20 Yagh | %45 Yagh Grup
Grup Grup Yemle Yemle
(n=12) (n=12) Beslenen Beslenen Grup p
Grup (n=12) (n=8)
1. gln 113,6+£57,5 | 103,5156,1 226,4+63,3*" | 218,5+66,2%" 81,34 | 0,001
2. gln 124,9+48,7 | 232+39,9%¢ 192+6,27P¢ 194,75+69,17%"° | 44,06 | 0,001

3. gln 103,9+42,5 | 177,1£66,02%%9 | 156,7+64,8*%9 | 160,4+64,52°°¢ 19,25 | 0,001

p 0,356 0,03 0,001 0,032

Ortalama + standart sapma. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. * Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamii olarak farkhidir. ¢ Birinci giinden

nalamli olarak farklidir. ¢ ikinci giinden anlamli olarak farklidir.

300

250

200

150
100
50

0

1.gln 2.gln 3.gln

B Kontrol grup M Aglik grup = %20 Yagl Yemle Beslenen Grup M %45 Yagl Yemle Beslenen Grup

Sekil 7. Deney gruplarinin U¢ panel testinde ¢aligsan bellek yeme ulasmada suresi
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Ortalama +* standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir.” Aglik grubundan anlaml olarak farkhidir. ¢ Birinci giinden
anlamli olarak farkhidir. @ Ikinci giinden anlamli olarak farklidir. x ekseni giin ve y ekseni hata

sayisl.
4.6 Kanda Biyokimya ELIiZA kit Degerlendirilmesi

Calisma sonunda deney gruplarindan alinan intrakardiak kanda Erciyes Universitesi
Gllseren ve Mustafa Erdogan Merkez Laboratuarinda analiz edildi. Glikoz , trigliserit ve
kolesterol degerleri diger gruplardan anlamli olarak fakhdir. Biyokimya sonuglari Tablo 6.’
Sekil 8., Sekil 9., Sekil 10. ‘ de ve Erciyes Universitesi Genkok Arastirma Merkezinde analiz
edilen intrakardiyak kanda Eliza sonuglari Tablo 7., Sekil 11., Sekil 12., Sekil 13.'de

sunulmustur.

Tablo 6. Deney gruplarinda ¢alisma sonunda intrakardiak alinan kanda glikoz, trigliserit ve

kolesterol degerleri

Grup Kontrol Grup | Aghk Grup %20 Yagh Yemle p
Beslenen Grup
(n=10) (n=10) (n=10)
Glikoz (mg/dL) 143,5+11,1 119,1+£18,8% 164,8+5,6*" 0,001
Trigliserit (mg/dL) 63,1+11,08 28,1+8,8% 116+12,04 ° 0,001
Kolesterol (mg/dL) 63,5+7,3 51,61£10,01 105,6+8,57%° 0,001

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilir.  Kontrol

grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir.
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m Kontrol Grup (n=10) mAglik Grup (n=10) = %20 Yagh Yemle Beslenen Grup (n=10)

Sekil 8. Deney gruplarinda galisma sonunda intrakardiak alinan kanda glikoz degerleri

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni deney

gruplarini ve y ekseni glikoz (mg/dL)

140 (mg/dL)

— o

120

100

80

60 -

40 -

20 -

0 -

Trigliserit (mg/dL)

m Kontrol Grup (n=10) = Agclik Grup (n=10) =%20 Yagh Yemle Beslenen Grup (n=10)

Sekil 9. Deney gruplarinda ¢alisma sonunda intrakardiak alinan kanda trigliserit degerleri

Ortalama + standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.? Kontrol
grubundan anlaml olarak farklidir.” Aglik grubundan anlaml olarak farklidir. x ekseni deney
gruplarini ve y ekseni trigliserit (mg/dL)
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m Kontrol Grup (n=10) ® Aclik Grup (n=10) = %20 Yagh Yemle Beslenen Grup (n=10)

Sekil 10. Deney gruplarinda galisma sonunda intrakardiak alinan kanda kolesterol degerleri

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir.” Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni deney

gruplarini ve y ekseni kolesterol (mg/dL)

Tablo 7. Kan serumunda Leptin, insilin ve Grelin miktarinin deney gruplarinda

degerlendirilmesi

Kontrol Grup Aclik Grup %20 Yagh Yemle p
Beslenen Grup
(n=10) (n=10)
(n=10)
Leptin(ng/mL) 15+7,79 10,64+£10,17 19,96+3,5 0,038
Insiilin(ng/mL) 5,22+3,58 6,13+4,81 7,11+2,34 0,551
Grelin( pg/mL) 408,6+216,1 449,64+210,9 | 758,66+133,9 2P 0,001

Ortalama + standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.? Kontrol

grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir.
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m Kontrol Grup (n=10) mAgclik Grup (n=10) = %20 Yagh Yemle Beslenen Grup (n=10)

Sekil 11. Kan serumunda Leptin miktarinin deney gruplarinda degerlendiriimesi

Ortalama + standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.” Aglik grubundan

anlamli olarak farkhdir. x ekseni deney gruplarini ve y ekseni leptin (ng/mL)

(ng/mL)
12

10

insiilin(ng/ml)

m Kontrol Grup (n=10) m A¢lik Grup (n=10) = %20 Yagh Yemle Beslenen Grup (n=10)

Sekil 12. Kan serumunda insiilin miktarinin deney gruplarinda degerlendirimesi

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. x ekseni deney

gruplarini ve y ekseni insulin (ng/mL)
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Sekil 13. Kan serumunda Grelin miktarinin deney gruplarinda degerlendirilmesi

Ortalama + standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.? Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir.” Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni deney

gruplarini ve y ekseni gralin (pg/mL)

4.7 Histoloji doku takibi
4.7.1 Hemotoksilen Eozin boyama

Yapilan deney sonucunda ratlardan elde edilen beyin dokularina Hematoksilen-eozin
boyama metodlari uygulandi. Isik mikroskobik incelemelerde kontrol grubunda, pleksus
koroideusu olusturan tipik tek kath kibik/prizmatik karakterdeki epitel htcreleri ile bol kan
damarlari iceren pia mater tabakasinin ventriktllere dogru kivrimlar halinde sarkan bir yapi
seklindeki yerlesimi gézlendi. Aglik ve ylksek kalori gruplarinda da pleksus koroideusun
morfolojik goérinimu kontrol grubu ile benzerdi. H&E boyama sonuglari Sekil 14.de
gOsterilmistir.
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Sekil 14. Deney gruplarinda Hematoksilen-eozin boyama metodlari uygulama sonrasi

3.ventrikdl ¢evresi hicreler.

4.7.2 MAP-2 ve Vimentin immunreaktif yogunlugu

Calismada, deneklerden alinan beyin dokularina ait pleksus koroideus kesitlerinde MAP-2 ve
Vimentin ekspresyonlari avidin-biotin-peroksidaz yéntemiyle belirlendi. Preparatlardan alinan
goOruntilerden immunreaktivite yogunlugunu belirlemek icin Image-J sofrware programi
kullanilarak pleksus koroideus alanlarinda 6lgumler yapildi. MAP-2 ve Vimentin primer
antikorlari kullanilarak yapilan immunohistokimya sonuglari Tablo 8, Sekil 15. ve Sekil

16.’de gosterilmigtir.

Deney gruplari arasinda MAP-2 degerlendirildiginde acglhk grubu diger gruplardan (p=0,001)
anlamli olarak farkhdir. Vimentin degerlendirildiginde her Ug¢ grupta (p=0,001) anlamli olarak
farklidir.
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Tablo 8. Deney gruplar histoloji dokulari immunofluoresan boyama

Grup Kontrol Grup Aclik Grup %20 Yagh Yemle | p
Beslenen Grup (n=12)
(n=12) (n=12)
MAP-2 111,02£10,01 129,6+9,48° 120,15+10,14%P 0,001
Vimentin 115144 130,78+14,73% 119,33+10,15%" 0,001
Nestin 16,98+3,10 22,76+7,13% 17,67+5,04° 0,001

p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.* Kontrol grubundan anlamli olarak farklidir.

® Aglik grubundan anlamli olarak farkhidir.

Sekil 15. Deney gruplarinda MAP-2 primer antikoru uygulanan 3. Ventrikil ¢evresi hicreler
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Sekil 16. Deney gruplarinda Vimentin primer antikoru uygulanan 3. Ventrikll gevresi

hicreler

4.7.3 Nestin immiinofloresan boyama

Deney gruplarinda nestin immunofluoresan immunoreaktivite sonuglarini belilemek ve
gruplar arasinda karsilastirma yapabilmek amaciyla frozen kesit alinan beyin dokularina ait
pleksus koroideus kesitlerine nestin immunofluoresan boyama ydntemi uygulandi.
Preparatlardan alinan goéruntulerden immunoreaktivite yogunlugunu belirlemek icin Image-J
sofrware programi kullanilarak pleksus koroideus alanlarinda o&lgiimler yapildi. Nestin

immunofluoresan boyama sonrasi elde edilen flouresan goérunttler Sekil 17.’de gdsterilmistir.

Deney gruplari arasinda Nestin degerlendirildiginde aglik grubu diger gruplardan (p=0,001)

anlamli olarak farklidir.
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Sekil 18, 19, 20’ de ise Deney gruplarinda histolojiyik calisma sonrasi sirasiyla, MAP-2 |

Vimentin ve Nestin proteinlerinim immunoreaktivite yogunlugu gosterilmistir.

Nestin Nestin,DAPI

Sekil 17. Nestin Boyama Kontrol Grubu Siganda

. Nestin,DAPI
Nestin

Sekil 18. Nestin Boyama Aclik Grubu Siganda

Nestin L
DAPI Nestin,DAPI
100 pm 100 pm

Sekil 19. Nestin Boyama %20 Yagh Yemle Beslenen Grup Sicanda
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Sekil 20. Deney gruplarinda histoloji MAP-2 immunoreaktivite yogunlugu

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamh kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamh olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni deney

gruplari ve y ekseni Nestin immunoreaktivite yogunlugu

135
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M Vimentin
115 -

110 -

105 -
Kontrol Grup Aclik Grup %20 Yagh Yemle
Beslenen Grup

Sekil 21. Deney gruplarinda histoloji Vimentin immunoreaktivite yogunlugu

Ortalama +* standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.  Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni deney

gruplari ve y ekseni Vimentin immunoreaktivite yogunlugu
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Sekil 22. Deney gruplarinda histoloji Nestin immunoreaktivite yogunlugu

Ortalama * standart sapma. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. # Kontrol
grubundan anlamli olarak farklidir. ® Aglik grubundan anlamli olarak farklidir. x ekseni deney

gruplari ve y ekseni Nestin immunoreaktivite yogunlugu

5. TARTISMA/SONUG

Aclik ve obezite modeli (yiksek kalorili diyet modeli) olusturulan siganlarda davranig, kognitif
fonksiyonlar, duyu ve motor performans degerleri kontrol siganlarin degerleri ile

karsilastiriidiginda;

1.Aclk alan parametreleri; lokomotor aktivitenin acglik ve ylksek kalorili diyet modellerinde
arttigini, kesif davranisinin acglik modelinde artip (yiyecek arama davranisi olarak
yorumlanabilir), obezite modeli sicanlarda azaldigini (kilo artigina bagh dogrulma hareketinde
azalma), kasinma sayisinin aglik modelinde yag kaybina bagl olarak arttigini, defekasyon
sayisinin da alinan az besine bagli olarak azaldi§i gorilmektedir. Davranig parametreleri az

besin aliminda yuksek kalorili diyet modeline gére daha fazla degisiklige ugramistir.

2.Agdri esigi degerlendirildiginde sicak plaka testinde U¢ grup arasinda anlamli fark
bulunmamis, ancak kuyruk ¢cekme testinde obezite gelistirilen sicanlarda kuyruk c¢ekme
suresindeki uzama artan yag dokusuna bagli olarak agr esiginin yikseldigi seklinde

yorumlanabilir. Yuksek kalorili diyetle beslenen si¢canlarda agri esigini degistirmistir.
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3. Duysal performans degerlendirmesinde, (Von Frey Filamentelri ile somatik duyu
degerlendirme) aclik grubu sigcanlarda duyu esigi yukselmis,yUksek kalorili diyet alan ve

kontrol sigcanlarda duyu esigi farkli bulunmamistir. Somatik duyu esigi de aclikta yikselmistir.

4. Referans bellek aclikta kontrolden farkli bulunmamis, ancak yiksek kalorili diyet (Yagh
diyet) modeli gelistirilen sicanlarda yeme ulasma streleri artmig, hata sayilari artmis ve

referans bellek performansi bozulmustur.

5. Calisan bellek obezitede kontrol ve aclik grubuna goére yeme ulasma slresinde uzama ve
hata sayisindaki artisa bagl olarak anlamli olarak bozulmustur.Bir gunlik aclk énemli

olmazken 2. ve 3. Glinde aclik grubunda calisan bellek performansi da etkilenmistir.

6. aglk grubunda kan glukozu azalmis ve kolesterol ¢ok fazla degismezken, ylksek kalorili

diyet grubunda anlamli olarak her ikisinde de artis olmustur.

7. Immiinohistokimyasal boyamalarin sonuglarina gdére (¢ protein ekspresyonuda hem
aclikta hem vyuksek kalorili diyet modelinde kontrol sicanlara gore artmis, ancak bu

degisimden daha ¢ok aglik grubu siganlar etkilenmis fark daha fazla bulunmustur.

Sonu¢ olarak, Aclik veyuksek Kkalorili diyetle beslenme durumlarinda hem néronal
plastisitenin gdstergesi olan davranis ve kognitif fonksiyonlarda degisiklikler gozlenirken
hemde hipotalamusla iligkili olan enerji metabolizmasinda bir takim goérevler yuklenen
tanisitlerde histolojik boyama sonuglarina gére ekspre edilen protein yogunluklarinda
degisiklikler gdézlenmistir. Bu proteinlerden 6zellikle nestin yetiskin nérogenizinde rol alan bir
protein olarak adlandirildigi igin aclikta tanisitlerin 6zellikle bu metabolik duruma adaptasyon
saglamak icin sayi olarakta artabilecekleri, ancak bunun kanitlanabilmesi icin daha ileri
tekniklerle hicre proliferasyonunun gdésterilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Obezite
geligtiginde veya yuksek yagh diyetle beslenildiginde de yine bu protein ekspresyonlari aglik
durumundaki kadar olamasa da kontrol bulgularina goére anlamli olarak artmistir. Sonug
metabolizmadaki degisiklerin adaptasyonunda tanisitler 6zel hicre i¢ci mekanizmalarini,
membran proteinlerini degistirerek kendilerine yuklenen fonksiyonlari yeni duruma adapte

etmeye calisiyor olabilirler.

Daha ileri tekniklerle hucre ici sinyal yolaklarinin arastirimasi ve PCR uygulanarak
plastisiteden sorumlu tutulan proteinlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasi

tanisitlere yuklenen yeni fonksiyonlara netlik kazandiracaktir.
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