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OZET

Aydinlioglu M, Resveratroliin Sican Hipokampus Sinaptik Plastisitesi Uzerindeki
Etkilerinin Immunohistokimyasal ve Stereolojik Yontemlerle Degerlendirilmesi. Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Calismamiza Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onay1 alindiktan sonra baslandi. Bu amag
icin ndroprotektif madde olan resveratrol’un sinaps ve noron sayisal yogunluguna ait etkileri
stereolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilan ¢alismada Wistar-Albino tiirii, her grupta alt1
adet olmak tizere iki grupta on iki erkek sigan kullanildi. Birinci gruba giinde bir kez serum
fizyolojik i¢inde ¢oziinen resveratrol (20mg/kg/giin) oral yolla gavaj ile verildi, ikinci grup ise
kontrol grubu olarak tek bagina SF gavaj ile verildi. Bir haftanin sonunda Siganlar anestezi altinda
kafataslar1 agilarak ¢ikarilan beyin dokular %30’lik siikroz solusyonu igerisinde bir giin boyunca
ve %20’ luk siikroz icerisinde dokular dibe ¢okene kadar beklendi. Ardindan dokular kriyomatriks
icerisine gomiilerek galisma 1s1s1 -20 °C ayarlanms frozende ortalama 4pm kalinhikta ardisik
kesitleri lamlara alindi. Siganlardan her 400 pm aralikta sistematik rastgele 6rnekleme ile iki seri
ve her biri ortalama bes ¢ift kesit igceren preparatlar hazirlandi. Hematoksilen eozin ile boyama
islemi yapildi. Disektér sayim islemine uygun tarafsiz sayim cercevesi kullanildi. Fiziksel
disektor yontemi ile ndron sayiminda sayisal yogunluk hesaplandi. Immunohistokimyasal olarak
sinaptofizin ile sinaps igaretleyici kullanildi. Preparatlar fotograflandi ve sik mikroskopik olarak
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirilmalarinda istatistik programi olarak Mann-Whitney U
testi kullamldi. Sinaptofizin immunohistokimyasal reaksiyon kontrol grubuna goére goreceli
olarak koyu boyandigi gbzlendi. Graniiler néron sayist bakimindan gruplararasi istatistiksel bir
fark gozlenmedi (P>0.05). Elde edilen sonuglar literatiir 1s181nda tartisildi.

Anahtar Kelimeler: Hipokampus, Resveratrol, Sayisal yogunluk, Sinaptofizin, Sinaps.



ABSTRACT

Aydmhoglu M, Evaluation of the Effects of Resveratrol on Synaptic Plasticity in Rat
Hippocampus by Immunohistochemical and Stereological Methods. Van Yuzuncu Yil
University Enstitutet of Health Sciences, Department of Medical Histology ve Embriyology
Masters Thesis, Van, 2019. This study was started after the approval of the Van Ethics
Committee of Animal Experiments of the Faculty of Medicine of Van Yuzuncu Y1l University.
For this purpose, the effects of resveratrol, which is a neuroprotective agent, on the synapse and
neuron density were examined immunuhistochemically and stereologically. In the study
conducted in Van Yiiziincii Y1l University Experimental Medicine Application and Research
Center, twelve male rats were used in two groups; mean Wistar-Albino species six in each group.
Resveratrol (20mg/kg/day) dissolved in saline was given orally by gavage to the first group and
SF gavage alone as the control group. At the end of the week, rats were removed under anesthesia
for one day in a thirty persent sucrose solution and a twenty persent sucrose was removed until
the tissues settled to the bottom. Subsequently, the tissues were embedded in cryomatrix and
consecutive sections of 4um thickness were placed on the slides in the cryostate whose working
temperature was adjusted to -20 0C. Rats were prepared in two series with systematic random
sampling at each 400 um interval and each containing an average of five sections. Stained with
hematoksilen eosine. Unbias counting frame suitable for dissector counting was used. Numerical
density was calculated in the neuron count by physical dissector method. Synaptophysin and
synapse marker were used immunohistochemically. Preparations were evaluated by light
microscopy. Mann-Whitney U test was used as the statistical program for comparison between
the groups. The immunohistochemical reaction of the synaptophysis was observed to be relatively
dark stained compared to the control group. No statistically significant difference was observed
in the number of granular neurons intergroup (p<0,05). The results were discussed in the light of
literature knowledge.

Key Words: Hippocampus, Numerical density, Resveratrol, Synaptophysin, Synapse.
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1.GIRIS

Bellek ya da hafiza, bilginin depolanip yeniden geri ¢agrildigi merkezdir (Ziylan,
2001). Noronlar calismaya basladiginda bellek yeniden programlanir (Brandt, 2000). Buna
gore bellek, sinir sistemindeki ndral gruplar toplulugunun hareketli bir tanimidir. Ogrenilen
bilgileri geri ¢agiran bellegin, 6grenme anindaki yapisi da incelenildiginde calisma
prensibinin daha kolay anlasilabilecegi diisiiniilmektedir (Weiss, 2000).

Hipokampus 6grenme, bellek ve 6zel kodlama gibi dnemli beyin fonksiyonlarindan
sorumludur (Schmidt ve ark., 2012). Hipokampusun sorumlu oldugu bellek tipleri
deklaratif hafiza; epizodik ve semantik hafiza olmak {izere ikiye ayrilir (Squire ve Zola,
1998). Epizodik hafizanin gérevi, olaylarin nasil ve ne sekilde gergeklestigi ayrica hangi
zamanda meydana geldigine dair bilgiyi hatirlamaktir. Yeni 6grenmelerin meydana
gelmesi, bunlarin kodlanmasi, eski 6grenmelerle iliskilendirilmesi ve anlam bagi kurularak
anilarin tekrar hatirlanmasi sonucu deneyimler animsanir. Semantik hafiza olarak
adlandirdigimiz bellek tiirli ise hayata dair gercek bilgileri icerir (Schacter ve ark., 2011).
Hipokampusta meydana gelecek hasar, yeni 6grenimleri engelledigi gibi hasardan 6nce
Ogrenilenlerin de animsanmasini da zorlastirir. Hipokampus, kortikal bolgelerde saklanan

hafiza traselerinin indekslenmesiyle de vazifelidir (Kitamura ve Inokuchi, 2014).

Onceden, yaslanma sirasinda hipokampustaki hiicre miktarmm biiyiik oranda
azaldigi, bunun da yaslhilikta gériilen bunamaya neden olabilecegi belirtilmistir. Ancak son
aragtirmalar, yaslanma ile hipokampustaki hiicre sayisindaki azalma arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir iliski olmadigini géstermistir (Selkoe, 1993). Alzheimer olan insanlarin
hipokampal CAl, CA2 ve CA3 alanlarina ait piramidal hiicre sayisinda bir azalma

bulunmustur (Selkoe, 1993).

Daha once yapilmig c¢alismalara gore bellegin sik kullaniminin ndéral aglar
kuvvetlendirdigi ortaya ¢ikmistir. Noronlarda yapilan her bir atesleme bu islemin tekrar
yapilmast i¢in yeni bir baglanti olugsmasina neden olmaktadir (McFadden, 2001). Bu
bakimdan, bellegin giiclendirilmesi ve 6grenmenin daha etkin gergeklestirilebilmesi i¢in
Ogrenilen bilgilerin sik sik tekrarlanmasi gerekir. Bu sebeple beynin kullanim kapasitesinin

gelistirilmesi tavsiye edilmektedir (Uluorta ve Atabek, 2003).



Beynin ¢alisma esaslarindaki en temel etkenlerden biri olan beslenme, kontrol
altinda olmalidir. Beslenme aligkanliginin da &grenmeyi ve animsamayi etkiledigi
bilinmektedir. Or. Seratoninin hem rahatlatici hem de sakinlestirici etkisi tespit edilmistir
(Prigge, 2002; Strickland, 2003). Hafizaya katkida bulunmasi sebebiyle belli miktarlarda
cikolata alinmasi onerilmektedir (Leeson ve Willis, 2004).

Alzheimer, hafiza ve ¢oklu kognitif fonksiyonlarin bozulmasiyla karakterize,
ilerleyici ve kompleks bir hastalik olarak tanimlanir. Bu hastalik, hiicre i¢i norofibriler
yumaklar1 ve ekstraseliiler amiloid beta (AB) peptidlerinin varligi, sinaptik yetmezlik ve
mitokondriyal fonksiyon bozukluguyla agiklanir. Yapilan arastirmalar, resveratroliin
Alzheimer hastalig1 tizerinde iyilestirici etkisinin oldugunu kanitlamistir (Keskin ve ark.,
2009).

Harvard Universitesi Tip Fakiiltesi'nde yapilan bir calismada yasami uzatan ilag
olarak lanse edilmesinden otiirli popiilerligi iyice artan resveratroliin, farkli organ ve
dokularda etkili oldugu ortaya ¢ikartilmistir (Ergin ve Yaylali, 2013). Son yillarda yapilan
iskemi-perfiizyon ¢alismalarinda resveratroliin bobrek, kalp ve beyinde koruyucu 6zelligi

oldugu kanitlanmistir (Ergin ve Yaylali, 2013).

Resveratrol E vitamininden elli kat, C vitamininden ise otuz kat daha giiglii
antioksidan 6zellige sahiptir. (Celotti ve ark., 1996; Cheong ve ark., 1999). Resveratrolun
yaslanmay1 yavaslatic1 etkisinin oldugu gozlenmistir (Falchetti ve ark., 2001). Ayrica
kanserin biiylimesini baskilar (Falchetti ve ark., 2001; Cheong ve ark., 1999). Viicut
agirh@m diizenlenleyici etkisi vardir. Iltihaplanmay1 engellemeye yardimcidir (Jang ve
ark., 1997). Kan yagini azaltici 6zelligi bulunmaktadir. Damar sertligini ve Kollesterolii
baskilar. HDL (iyi kollesterolii) seviyesini yiikselterek kani iyilestirir (Falchetti ve ark.,
2001).

Fransada koroner kalp rahatsizlilarindan kaynaklanan 6lim oranmin disiik
olmasin1 rezveratrol igeren sarap tliketimine (Fransiz Paradoksu) baglamistir.
Trombositlerin kilcal damarlarda birikmesini Onleyerek koroner kalp hastaliklarini
azaltmaktadir (Aggarwal ve Shishodia, 2006). Kizariklik karsit1 etkisi ile doku hasari ve

hiicresel artig1 azaltir. Cildi muhafaza eder. Anti alerjik 6zelligi vardir (Cheong ve ark.,



1999). Resveratrolun Alzheimer hastaligina karsi iyilestirici etkisini saptamaya yonelik

aragtirmalar da yapilmistir (Falchetti ve ark., 2001).

Gelisen hipokampusun postnatal erken yasamda etanole (EtOH) maruz kalmasi,
belirgin norotoksik etkileri tetikler ve hipokampal ndrogenezin iizerinde uzun siireli
etkilere neden olur. Resveratrolun bu olumsuz etkenlerine karsi tedavi edici etkisi

kanitlanmistir (Xu ve ark., 2015).

Resveratrol'iin dogrudan hiicresel aktiviteyi uyardigr gosterilmistir. Bununla
birlikte resveratrol iskemik beyindeki enerji metabolizmasini da diizenler. Enerji
tiiketimini azaltarak beyin iskemisi hasarindan kaynaklanan nérodejenerasyonu azaltir

(Wan ve ark., 2016).

1997'de poliniikleer aromatik hidrokarbon dimetilbenzantrasen (DMBA) ile
olusturulan tiimoriin baglama, yilikselme ve ilerlemesinin resveratrol ile durdurulmasi
resveratrol’iin antikarsinojenik etkisini ilk olarak gostermistir (Jang ve ark., 1997).
Sonradan bu konuda yapilan arastirmalarda resveratrol’iin deri, mide, kalinbagirsak,
akciger, meme, prostat, karaciger, pankreas kanserleri, noroblastoma, fibrosarkoma, ve
16semi kanserlerinde engelleyici ve kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda etkili
oldugu gésterilmistir. Inflamasyon, oksidatif stres, tiimér baslamas1 ve ilerlemesi,
atherosklerozis gibi bazi hastaliklarda resveratrol iyilestirici aktiviteye sahiptir. Bazi
genlerin susturulmasinda veya ifade edilmesinde rol {istlenir. Resveratrol’iin bu faydal
etkilerini 1L-6, IL-12, IL-2, IFN-y, TNF-a ve NF-kB gibi birgok sitokinin salinimi
baskilayarak yaptigi diistiniilmektedir. Resveratroliin A549 akciger kanser hiicrelerinde
antiinflamatuar etkiye sahip oldugu kanitlanmigtir. Bu aktiviteyi graniilosit makrofaj
koloni stimiile edici faktor IL-8 ve siklooksijenaz-2 sitokinlerini baskilayarak yaptigi
belirtilmistir (Ather ve ark., 2007).

Uziimde bulunan resveratrolun kanseri iyilestirdigi 1985'te Japonya’da yapilan
arastirmalarla ortaya cikartilmistir. Resveratrol, bitkiler tarafindan iiretilen fitoaleksin
grubu bilesiklerden biridir. Hastaliklara ve enfeksiyonlara kars etkili olup bellek kapasitesi
tizerine olumlu etkileri gézlemlenmistir. Resveratrol, dut, mavi yemis ve yer fistig1 gibi
yetmisten fazla bitkide bulunur. Resveratrol 6zellikle renkli (kirmizi, siyah) tiziimlerin

kabugunda bulunur. Bir gram taze tiziim kabugunda 50-100 mikrogram resveratrol vardir.



Resveratrol’lin antioksidan aktivite gdstermek suretiyle kilcal damarlarin tikanmasini
onledigi, apoliprotein ve lipid sentezinin modiilasyonu ile kilcal damarlarda trombosit
birikmesini azalttigi in vitro, ex vitro ve hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalarla
belirtilmistir. Gliniimiizde tabii gida kaynaklarinin hizla azalmasi, ¢evre kirliligi gibi
nedenlerle kanser dokularmi artmasi ile ilgili olan ¢ogu rahatsizlik resveratrol ile
azaltilabilmekte hatta durdurulabilmektedir. Uziimden gelen bir mucize olarak ifade
edebilecegimiz resveratrol maddesinin kullanilma zamani ¢oktan gelmis hatta gegmektedir

(Celik, 2001; Celik, 2004, Celik ve ark, 2005; Celik, 2007).

Siganlarda dorsal ve ventral olmak iizere iki tip hipokampiis bdlgesi bulunur.
Calismamizda dorsal hipokampiis esas alindi. Kaynak taramamizda resveratrol
kullanimina yonelik arastirmalarin daha c¢ok kanser ve metabolik aktivite iizerinde

yogunlastig1 gézlemlendi.

Bu ¢alismada resveratrol’un hipokampus graniiler néron sayisina ve sinaptofizin
immunoreaktivitesine etkilerinin stereolojik ve immunohistokimyasal olarak arastirilmasi
amaclandi. Bunun igin resveratrol sayisal yogunluk esasina dayali olan stereolojik
yontemlerle degerlendirildi.  Sinaptofizinin  presinaptik  bolgedeki  keseciklerde
immiinohistokimyasal reaksiyonun resveratrol bilesiginin hipokampus sinaptik plastisitesi
tizerindeki etkileri ve stereolojik yontemlerle degerlendirilip elde edilen bulgular literatiire
sunulmustur. néroprotektif madde olan resveratrol’un sinaps ve ndron sayisal yogunluguna

ait etkileri stereolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Resveratroliin kisa tarihgesi

Bilinen ilk kullanim Cin geleneksel tibbindadir. Resveratrol uzun yillar kullanilmis
olan folklorik Kojo-kon (Polyganum cuspidatum) koklerinden iiretilmistir (Goldberg ve
ark., 1996).

Resveratrol, 1930’larda Veratrum grandifolium Loes. fil.’de tanimlanmis ve saglik
tizerindeki faydalar1 iizerine Cin ve Japon bilim insanlar1 basta olmak iizere, birgok

akademisyen tarafindan ¢alisilmistir (Creasy ve Creasy, 1998).

Polygonum cuspidatum bitkisinin kdklerinden elde edilen resveratrol, Japonya ve
Cin’de “kojo-kon” adiyla bilinen geleneksel bir ilag olarak yiiksek tansiyon, damar
tikaniklig, cilt iltihab1 ve alerji gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir (Goldberg
ve ark., 1996).

Uziim ve sarabin sihhi kiymeti, eski Misir ve “Hippocrates”e ait eserlerde
yazilmustir. Uziim, Hindistan’da ayurvedik (kisinin yapisina gore secilmis yaglarla yapilan
stres giderici, viicut dengeleyici masaj, ihtiya¢ ve sorunlara-sirt ve boyun agrisi, gastrit,
tansiyon vb.- gore gesitli sekillerde uygulanan tedavi masaji) tedavisinde; Ortadogu, Cin
ve Giiney Afrika’da ise sihhat anlaminda faydalanmilmaktadir. Amerikan ve Ingiliz
farmokopelerinin de aralarinda bulundugu bazi ila¢ rehberlerinde resveratrol yer

almaktadir (Bavaresco ve Vezzulli, 2006).
2.2. Resveratroliin yapis1

Resveratrol (3, 4', 5-trihidroksi-stilben), biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsi
tizimlerden elde edilen stilben grubu bir fitoaleksin maddesidir. Cogunlukla renkli

tiziimlerin kabuk kisimlarinda yiiksek miktarda bulunmaktadir. Agirlik degerleri soyledir;
0.30-14.10 mg/g yas agirlik; 9.30-78,50 mg/g kuru agirlik (Keskin ve ark., 2009).



Resveratrol sicakliga karst dayanikli olmasindan dolayi, birgok yiyecek ¢esidinde
aktif formunu (trans-resveratrol) koruyabilir ve agiz yoluyla alindiktan hemen sonra

sindirilir ve hizla kana karisir (Bavaresco ve Vezzulli, 2006; Kuhnle ve Spencer, 2000).

Resveratroliin  molekiiler ve biyokimyasal alanda etkileri c¢esitlilik gosterir.
Resveratroliin, ¢oklu ila¢ direng proteini, topoizomeraz II, DNA polimeraz, Ostrojen
reseptorleri, tubulin ve F1- ATP gibi farkli hiicre sinyal proteinine baglandigi bulunmustur.
Resveratrol gesitli transkripsiyon faktorlerini (NF-kappa B, STAT3, HIF-1 alfa, beta-
katenin ve PPARgama) aktive ederek anti-apoptotik gen iiriinlerini (Bcl-2, Bel-XL, XIAP
ve survivin) inhibe etmekte, protein kinazlar1 (src, PI3K, JNK, ve AKT) baskilamakta,
antioksidan enzimlerin (katalaz, sliperoksit dismutaz ve hemooksijenaz-1) aktivitesini
cogaltmakta, inflamatuar belirtegler (NF, COX-2, iNOS, ve CRP) ile anjiyogenik ve
metastatik genlerinin (MPs, VEGF, katepsin D ve ICAM-1) faaliyetlerini azaltmakta ve
hiicre siklusunu diizenleyen genler (53, Rb, PTEN, siklinler ve CDKs) iizerine diizenleyici

etki yapmaktadir (Estrov ve ark., 2003; Chun ve Surh., 2004).

Resveratroliin  kimyasal formiilii stilben maddesinden {iretilen 3, 5, 4'-
trihidroksistilbendir. Resveratroliin bilinen iki tane geometrik izomeri vardir. Resveratrol
izomerlerinin (cis ve trans) serbest veya glikozla baglantili oldugu diistiniilmektedir
(Bernard ve ark., 2007; Baxter, 2008; Alagawany ve ark., 2015).

HQ
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Sekil 1. Resveratrol kimyasal yap1 formiilii (Baur and Sinclair, 2006).

UV 1sinlarina maruz birakilan cis-resveratrol cinsi fazlaca fotokimyasal reaksiyon
gosterir ve resveratrone adi verilen fliioresan bir molekiil olusturur. Ayrica, resveratroliin

trans-formu, tastyici proteinlerin sayesinde stabilize hale gelir (Yang ve ark., 2012).



Resveratrol bilesigi kimyasal ve fiziksel sartlarindan dolay: inaktif olarak hiicre
zarlarin1 geger ve membran reseptorleriyle etkilesebilir. Bundan dolay: hiicresel etki
mekanizmasi ya hiicre zar1 reseptoriine baglanarak veya etkilerini ¢ekirdekte gostererek
sinyal yolaklarini aktif hale getirir (Gambini ve ark., 2015). Resveratrol, pasif diflizyon
veya integrinler gibi membranl tastyicilarla bilesikler olusturup bagirsaklardan emilir.
Resveratrol kanda, glukuronid, siilfat veya serbest olmak iizere ii¢ farkli sekilde
gbzlemlenir. Resveratrol, karaciger, akciger ve bagirsaklarda metabolize olur ve glukolize
resveratrol bagirsaklardan hizlica absorbe olur. Resveratroliin %75’ 1 idrarla viicut digina

gonderilir (Alagawany ve ark., 2015).
2.3. Resveratrol bulunduran bitkiler

Uziim ile iiziim {iriinleri, yerfistigi, findik, dut, cilek, ahududu, Japon madimagi,
Yucca schidigera ve zerdegal bitkilerinde yogun miktarda resveratrol bulunmaktadir.
Resveratrol ayrica biyoteknolojik ve kimyasal olarak da elde edilmektedir (Sehirli ve ark.,
2008; Sahin ve ark., 2010; Timmers ve ark., 2011; Giimiis ve Imik, 2012, Sheu ve ark.,
2013; Zhu ve ark., 2014; Vuong ve ark., 2014).

2.4. Hipokampus yapisi ve islevleri

Hipokampus gri cevher tabakasidir, lateral ventrikiiliin alt boynuz tabani boyunca

uzanir. Filogenetik siniflandirmaya gore bilinen en eski beyin bdliimlerinden biridir.

Hipokampusa biitiin duyularla ilgili, dogrudan ya da dolayl1 pek ¢ok sayida afferent
lif gelmektedir. Bu duyularin hipokampustan ayrilmasi forniks araciligiyla olmaktadir.
Miyelinli liflerden olusan forniks; talamus, hipotalamus ve septal sahada biter. Bu da
hipokampus ile subkortikal alanlar arasindaki farkli devrelerin mevcudiyetini kanitlar.
Subkortikal alanlar vasitast ile hipokampus, beyinde pek ¢ok bdlge ile temas
durumundadir. Bu temas alanlarimin fazlaligy; elli y1l 6ncesinde sadece koku ile ilgili
oldugu diisiiniilen hipokampusun, tek bir islev yerine, bir¢cok beyin gérevinde rol aldigini
gosterir. Hareketlerin davranisa doniismesinde rol alan limbik sistem, sinyalleri
hipokampustan alir. Bellek ve o0zellikle de kisa siireli bellek iizerinde rol alan
hipokampusun eksikliginde, verbal veya sembolik anilarin saklanmasi miimkiin degildir.

Bilim diinyasinda daha bir¢ok sorunun cevabi aranirken hipokampus fonksiyonlar: goz ard1



edilemeyecek kadar biiyiilk Ooneme sahiptir. Biiyiilk bir ihtimalle her beyin tasinda,

hipokampusa ait bir fonksiyon bulunmaktadir (Songur ve ark., 2001).
2.4.1. insanda hipokampus histolojik yapisi

Hipokampus; prefrontal korteks, septum amigdala, hipotalamusun paraventrikiiler
cekirdegi, gyrus cinguli benzeri olusumlarla birlikte limbik halkayr meydana getirir.
Histolojik agidan hipokampus ii¢ smifta incelenmektedir ve bu ii¢ sinifin hepsine
hipokampal formasyon denilmektedir. Birinci sinif cornu ammonis esas hipokampus
(hippocampus proper), diger siniflar gyrus dentatus (GD) ve subikulumdur. Cornu
ammonis (CA) ile gyrus dentatus islevsel agidan en 6nemli simiflardir. Cornu ammonis
hiicre farkliliklarindan 6tiirii CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere dort alt sinifa ayrilmis
durumdadir (Okudur, 2013).

Insan hipokampusu ile primat hipokampusu ve si¢an hipokampusu nédronal
organizasyon ve fonksiyonlari bakimindan benzer olsa da morfolojik agidan aralarinda
birtakim farkli 6zellikler bulunmaktadir. Insan ile primat hipokampal formasyonlar
serebral korteksin agirligiyla temporal lob i¢ine gémiilii, lineer ve transvers bir pozisyonda
iken, sicanlardaki hipokampal formasyon orta hatta yakin c¢ekirdeklerden baslayip
talamusun iist kismindan temporal loba degin gitmekte ve C bigciminde vertikal bir sekil

olusturmaktadir (Andersen, 2007).
2.4.2. Siganda hipokampus histolojik yapisi

Sican hipokampusunda graniil ve piramidal hiicre tipleri goriilmektedir (Seress,
1988). Sicanlarda, hipokampal piramidal hiicrelerin bir¢ogu prenatal donemde olusmustur
ve postnatal birinci ayda hipokampus tam olarak islevsel haldedir (Bayer ve Altman, 1974;
Douglas ve ark. 1973). Sigan ve memeli hipokampiislerinin subiculum, gyrus dentatus ve
entorinal korteks'den olustugu bilinmektedir (Eichenbaum ve Cohen, 2001; O’Keefe ve
Nadel, 1978; O’Mara, 2005). Siganlarda hipokampus (Cornu Ammonis) CA1, CA2, CA3
ve (Girus Dentatus) GD olmak iizere dort ayr1 alana boliinmiistiir (Witter, 2004).



Sekil 2. Sican hipokampusunun 11k mikroskobu altindaki gértiniimii (Okudur, 2013).

2.4.3. Hipokampusun iistlendigi gorev ve fonksiyonlar

Hipokampiisiin spesifik olarak 6grenme ve bellek ile iligkili fizyolojik olaylarin
meydana gelmesinde ¢ok dnemli bir vazifesi vardir. Hipokampusun amigdala, orbitofrontal
korteks ve 6n singulat korteksle birlikte meydana getirdigi sistem bilgi islem siiresince ve

emosyonel hafiza ile deklaratif hafizay1 olusturur (Okudur, 2013).

Hipokampus ventral talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger kisimlarina
sinyaller yollar. Bu sekilde, eylemlerin davranis bigimine doniismesinden hemen Once,
limbik sistemi tetikleyen hipokampus, davraniglarin bi¢imlenmesinde rol alir. Bundan
dolay1 hipokampusun, gelen duyusal sinyalleri kendinden gegiren bir kanal vazifesi olarak
gorev aldig1 soylenebilir (izci ve Erbas, 2015). Hipokampusun bellek, 6zellikle de kisa
stireli bellek ile iligkili oldugu kanitlanmistir (Woollett ve Maguire, 2012). Bilim insanlart,
yeni anilarin olusumunda hipokampusun ¢ok 6énemli bir rol {istlendigi soylemektedir. Bazi
akademisyenler de hipokampusu, medial temporal loba yerlesmis daha biiyiik bir bellek

sisteminin bir béliimii bigiminde diisiinmektedirler (izci ve Erbas, 2015).



2.5. Stereoloji

Stereoloji sozcligii latince ii¢ boyutlu sekil manasinda kullanilan “stereos”

sOzcugilinden tiiretilmistir (Mouton, 2002).

Stereoloji, ¢alismalarda ti¢ boyutlu orneklerden alinan, iki boyutlu Kesitlerin
bulgular dogrultusunda ii¢ boyutlu 6zelliklerine dair fikir veren bilim dalidir (Mayhew ve
Gundersen, 1996). Stereoloji g¢alismalari sayesinde, bir cismin geometrik yapisiyla
istatistiki dzellikleri hakkinda sayisal verilere ulasmak miimkiindiir. iki farkli modelde
inceleyebilecegimiz stereoloji bilimi mevcuttur. Bunlardan model temelli stereoloji,
dokularin geometrisiyle alakali bazi 6n sdylemler yaparak ve dokularin hayali
matematiksel cesitleri ele alinarak dlgiilen stereoloji alamidir (Kaplan, 2016). Ikinci model
tasarim temelli stereolojidir. Sayisal verileri bulunacak dokularla ilgili 6n sdylem
yapmadan, arastirma bi¢imine goére bulgularin bulundugu model olarak kabul edilir
(Kaplan 2016).

Stereoloji ¢alisanlarinda siklikla bagvurulan iki kavram tarafsizlik ve etkinlik olarak
gbdze carpmaktadir. Ilk ilke olan “tarafsizlik”; esas veriden sistematiksel bir ayrilma
yapmamaktir. Diger ilke olan “etkinlik”, kabul edilebilir vakitte ¢ok az ayrilma
gostermektir (Gundersen ve ark. 1988). Belirsiz bir sayisal degere doniik bir fikir, taraf

veya karsi alanda olabilir (Sekil 3).

Tarafsiz Tarafl1
ya da ya da
kesin kesin degil

Hassas

Hassas {

Sekil 3. Taraflilik&Dogruluk grafiksel bigimde anlatim1. (Howard ve Reed 1998).
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Tarafliligin iki O6nemli kanunu vardir; bu kanunlar Ornekleme ile sistemik
tarafliliktir. Sistemik tarafliliga sebep olan birgok neden sayilabilir, bazilart; Slglim

aletlerinin hatal1 ayarlanmasi, mikrotom aksakliklari, mikroskopun optik sistem hatalar1

olarak sayilabilir (Sekil 4) (Kaplan 2016).
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Sekil 4. Tarafsiz sayim ¢ercevesi 6rnegi (Gundersen ve ark. 1988).

Baz1 sayim cergeveleri kullanilirken yapilan yanligliklarin bulunmasinin ardindan

Gundersen “tarafsiz sayim cergevesi” adini verdigi modeli gelistirmistir (Bektag 2006).

Madde madde 6zellikleri sunlardir;

1. Izdiisiimlerin hepsinin sayim cercevesinde kaldig1 dokular hesaba katilir.
2.Yasak gizgiler seklinde belirtilen kenar ¢izgilerle kesisenler hesaplanmazlar.
3. Serbest ¢izgiye degen tanecik izdiisiimleri sayima katilir.

4. Cergevenin yasak cizgilerinin Uzantilartyla kesisenler hesaba katilmazlar

(Gundersen 1977).

Belli hacimdeki tanecik miktarini tarafsiz yontem ile saymak icin ii¢ boyutlu
ornekleme teknigi olarak disektor teknigi bulunmustur (Stereo, 1984). Disektor prensibi,
dokularin alinacak kesitleri dogrultusunda meydana geldikleri yeri kesfetmektir. Disektor
teknigi fiziksel disektor ve optik disektor olarak tizere iki farkli bigimde ¢alisir (Gundersen

1986). Fiziksel disektor yontemi, sira sira, kalinliklar1 benzer ve mesafeleri not edilmis iki
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kesitte hiicre saymada tercih edilir. Disektor yonteminde de iki ayri kesit lazimdir, bu

kesitlerden birisi "ornek", obiirii ise "gozlem" olarak isimlendirilir (Stereo, 1984).

Disektoriin temel uygulamasi, aralarinda bir mesafe olan iki enine pargacigi
pargacik yiiksekliginin minimum ile karsilastirmasidir. Kesitler arasindaki mesafe
minimum parcacik ¢apindan daha kii¢lik olmalidir, boylelikle partikiiller boliimler arasinda
kesit 6rneklemesi yapilmadan kesit atlanamaz. Tek bir par¢acigin bir kesitten dogrulugu,
bu parganin enine kesit yoniinde yiiksekligine baghdir; “Kesitlerin bir kesimle kesilmemesi
ve art arda paralel kesilmemesi olasilig1” tiim biiyiik ve kiiclik parcaciklar i¢in esittir
(Pakkenberg ve Gundersen, 1988). Bu iligkiden, belirli bir hacimdeki toplam pargacik

sayisi (veya sayisal yogunluklar) hesaplanabilir.

Disektor partikiilii, diseksiyon yontemi ile sayma sirasinda sayilabilen partikiillere
verilen addir. Fiziksel disektorde, saymak icin alinan kesit ¢iftlerinden biri referans
boliimii, digeri ise arama boliimii olarak kullanilir. Bu béliimler incelenir ve gozlem
boliimiinde olmayan numune bdliimiindeki partikiiller disektdr partikiilleri olarak sayilir
ve “Q” sembolii ile gosterilir. Bunlar disektoriin yliksekligi i¢inde 6rneklenebilen partikiil

uclaridir.

Sayisal Yogunluk formiilii i¢in gegerli denklem:

_2Q- V (ref)

- hYa(cer) '

Burada, N toplam pargacik sayisini; Q™ disektor pargaciklarinin sayisidir; h, kesitler
arasindaki mesafedir (yani disektoriin yiiksekligi); a (ger), sayimda kullanilan tarafsiz
sayimi gerg¢evesinin alanini gosterir. Eger toplam hacim hesaplancak ise referans hacim ile
carpilarak sonuca gidilir. Eger V (ref) degeri bu formiilden ¢ikarilirsa, ortaya ¢ikan deger,
toplam hacim dikkate alinmadigindan parcaciklarin sayisal yogunlugu olacaktir. Ancak,
cogu durumda, sayisal yogunluk degeri, toplam parcacik sayisindaki degisiklik hakkinda
dogrudan bilgi saglamadigindan, bu degeri 06zellikle karsilagtirmali ¢alismalarda

kullanmak ve ilgili biyolojik yorumlamalar1 yapmak uygun olmayabilir.

Optik disektor yontemi sayesinde fiziksel bigimde ard arda iki farkli kesitte

kiyaslama yapmadan ve sadece bir tane kalin kesit hacmi i¢inde sirasiyla alinan optik
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kesitlerden istifade edilerek, alinan 6rnek bolgesinde sayim yapilmast miimkiin olmaktadir

(Coggeshall 1992; Mayhew 1992).

Stereolojide uygulanan diger bir yontem de Cavalieri prensibidir. Bu prensip bir
nesnenin hacminin, objeden paralel, kisim kisim kesilmis iki boyutlu kesitlerle
sayilabilecegini ispatlamustir (Akbas ve ark. 2004). Bu yéntemde "Noktali Alan Olgiim
Cetveli" stereolojik ¢aligmalarda oldukga sik kullanilir (Sekil 5) (Duman, 2010).

+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + +%,+ + +
+ + + ¥+ + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +

Sekil 5. Noktali Alan Olgiim Cetveli (Kaplan, 2016).
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2.6. Sinaptofizin

Sinaptofizin aksonal terminallerdeki sinaptik vezikiiler membranin yapisal bir
glikoproteinidir (Polin ve ark., 2017). Noroendokrin isaretleyicisi olarak da tanimlanir
(Leblebici, 2018). Sinaptofizin, ndronlarin sinaptik vezikiillerinin en bol bulunan integral
membran proteini olan kalsiyum baglayici bir glikoproteindir (Bhargava ve Dabbs, 2011).
Ayrica sinaptik vezikiiller ile de baglantili oldugundan sinaps kaybinin tesbitinde kullanilir
(Oz, 2014). Sinaptofizinin immiinohistokimyasal tanida pozitifligi olduk¢a énemlidir ve
biiyiikk olglide spesifiktir (Yilmaz, 2012). Sinaptofizin imminohistokimyasal boyama
yontemi son yillarda kullanilan ve en gegerli sonuglari veren tani yontemi olarak

goriilmistiir (Demir ve ark., 2011).

Sinaptofizin, ndronlardaki presinaptik vezikiillerin zarlarinda bulunan 38-kDa'lik
bir kalsiyum baglayici glikoproteindir ve sinaptik plazma membrani ile vezikiil koparma,
kenetlenme, sinaptogenensis, sinaptik yeniden yapilanma ve vezikiil flizyonunda rol oynar
(Stidhof, 1995). Noromiiskiiler kavsaklara ek olarak, beyin, omurilik ve retinanin
presinaptik  vezikiillerinde eksprese edildigi Dbildirilmistir. Ayrica, sinaptofizin,
noéroanatomik remodeling sirasinda veya yaralanmayi takiben sinaps sayisini 6lgmek igin
bir marker proteini olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Brock ve O'Callaghan, 1987,
Meng ve ark., 2006). Yapilan bir ¢alismada, tiim viicut 1sinlanmas1 (TVI) sonras1 sinaps
kaybini 6lgmek igin sinaptofizin kullanilmigtir. TVI'nin sinaps kaybi veya hasari ile
sonuglandigr ve gozlemlenen davranmigsal, bilissel ve noérolojik eksikliklere katkida
bulunabilecegi gozlenmistir (Feng ve ark., 2016). Ayn1 zamanda ana sinaptik vezikiil
proteini p38 olarak da bilinen sinaptofizinin, sinaptik vezikiil dongiisiiniin etkinligini
diizenledigine inanilmaktadir. Sinaptofizin tilkenmesinin tanima ve mekansal 6grenmeyi
azalttig: bildirilmistir (Deng ve ark., 2012; Misiak ve ark., 2012). Bir¢ok durumda, néronal
sinaptofizin proteinindeki diislislere genellikle astrositik glial fibril asidik protein
ekspresyonunda bir artis eslik eder (Morse ve ark., 1996, Chen ve ark., 2017). Glial fibril
asidik protein immiinohistokimyasi yayginlagtiginin gézlenmesini Trimethyltin'ye maruz
kalma sonucu astrositik reaktiviteye ve kismen astrositlerin ¢ogalmasindan kaynaklanan

bir cevap oldugu sonucuna varildigi rapor edilmistir (Brock and O’Callaghan, 1987)
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2.6.1. Sinaptofizin fonksiyonu

Sinaptofizin, sinir sistemindeki normal ve neoplastik néroendokrin hiicreler i¢in en
giivenilir ve spesifik bir isaretleyici molekiildiir, sinaptofizin-pozitif tiimorlerin,
ganglioneuromas, ganglioneuroblastomalar, ndroblastomlar, paragangliomalar ve primitif
noroektodermal tiimorler icerdigi bilinmektedir. Alzheimer hastaliginin bircok fare
modelinde anti-sinaptofizin antikorlar1 kullanilarak immiinoblotlarda artan sinaptofizin
seviyeleri bildirilmistir. Sinaptofizine kars1i mono ve ¢cok degerlikli antikorlar kullanilarak,
bircok laboratuvarda yapilan ¢ok sayida calisma, sinaptofizinin farkli derecelerde
noroendokrin tiimorleri i¢in gilivenilir bir marker molekiilii oldugunu gostermistir

(Wiedemann ve ark., 1986).

2.6.2. Hiicrede bulundugu yerler

Tipik olarak, sinaptofizin reaktivitesi, ndronlarin sinaptik bolgelerinde nokta
seklinde bulunur ve néroendokrin (NE) hiicrelerinin sitoplazmasi boyunca yaygin sekilde
bulunur. Ultra yapisal olarak, sinaptofizin mikro vezikiillerde bulunurken, kromogranin
salgi graniillerinde bulunur. Bu farkliliklar kromograninlerin ve sinaptofizinin tamamlayici

jenerik NE markerleri oldugunu gosterir (Bhargava ve Dabbs, 2011).

Sinaptofizin, sinaptik vezikiillere lokalize olan bir entegral membran proteinidir.
Vezikiiliin presinaptik membran ile birlestigi yerde olusan gézenek kompleksinin bir
parcasin1 olusturdugu diisliniilmektedir. Sinaptik terminaller i¢in spesifik ve hassas bir
isarettir (Tannenberg ve Dodd, 2009). Ayni zamanda, genis bir NE hiicresi spektrumunda
ve bunlarin karsilik gelen tiimérlerinin gogunda bulunur (Delellis ve Treaba, 2011).

2.6.3. Tezde kullanim amaci

Calismamizda hipokampusun dentat girus graniiler tabaka hiicrelerinde,
sinaptofizin protein ekspresyonu yogunlugunun RZV ve kontrol gruplari arasindaki
karsilagtiritlmast yapildi. Sinaptofizin tiikenmesinin tanima ve mekansal G6grenmeyi
azalttigin1 gosteren ¢alismalar (Deng ve ark., 2012; Misiak ve ark., 2012), hipokampustaki
sinaptofizin yogunlugunun Ogrenme ve hafiza tizerindeki pozitif etkisini ortaya

koymaktadir.

15



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 31/01/2019 tarihli ve Karar N0:2019/01 onay1 (bkz. Ek 1) alindiktan sonra
baslandi. Bu calismada, noroprotektif madde olan resveratrol’un hipokampus girus
dentatus graniiler hiicre sayis1 ve sinaps degisimindeki etkileri immiinohistokimyasal ve
stereolojik olarak degerlendirildi. Arastirmamiz Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel

T1ip Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapildi.
3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Agirliklart 80-120gr civarinda olan 12 adet Wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Siganlar rastgele secilerek kontrol grubunda 6 adet, RZV grubunda ise 6 adet
sican olacak sekilde iki grup olusturuldu (Sekil 6). Bir hafta siireyle RZV grubuna
20mg/kg/gtin resveratrol serum fizyolojik igerisinde ¢oztindiiriilerek gavaj ile verildi (Sekil
7). Kontrol grubuna ise ayni miktar ve siire iginde %0,9’ luk serum fizyolojik gavaj ile

verildi.

Bir haftanin sonunda tiim gruplardaki siganlara intraperitoneal 50mg ketamin
enjeksiyonu (KETALAR® 500 mg enjektabl flakon) ile genel anestezi altinda, servikal
dislokasyon yontemi kullanilip siganlar dekapite edildiler. Beyin doku 6rnekleri analizler
i¢in frozen (kriyostat) cihazinda kesit almadan 6nce tiim beyin organlar1 %30’luk sukroz
soliisyonuna alinip 24 saat beklendikten sonra ertesi giin %20 ‘lik sukroz ¢ozeltisine
birakildiktan sonra ¢okiinceye kadar bekletildi. Beyin dokularindan kesit almak i¢in uygun
sicakliga (-20°C) getirilen frozen cihazinda 4 pm’luk kesitler polilizinli ve rodajli lamlara
alind (Sekil 10-11). Immunohistokimya igin kontrol ve RZV gruplarindan her bireyden bir

preparat olmak iizere toplam 6’sar adet preparat immiinohistokimyasal boyama i¢in ayrildi.
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3.5. Fiziksel disektor ile sayisal yogunluk

Stereolojik analizler igin frozende polilizinli ve rodajli lamlara 5 pm kalinliginda
alinan ardigik kesitlerde Hematoksilen ve Eozin boyama yapildi (Sekil 11). Elde edilen
kesitlerden alinan hipokampiis goriintiileri ZEISS (Gottingen, Germany) marka bilgisayar
destekli goriintiilleme sisteminde, Axiovision 4.8 programinda degerlendirildi ve
fotograflandi. Stereolojik analizler i¢in graniiler hiicre sayisal yogunluk hesaplamasinda
fiziksel disektor kesitleri 1/50 oranda toplam bes ¢ift kesit her hayvan icin yeterli bulundu.
Preparatlar 151k mikroskobunda incelendi. Sayisal yogunluk hesaplama formiilii
kullanilarak hipokampusun Girus dentatus graniiler hiicre tabakasindaki tiim noronlar
sayima dahil edildi. Objektif biiyiiltme x100 olmak {izere tarafsiz sayim gergevesinin alani
bu bityiitmede 6500pm olarak ele alindi. Alan 6rneklemede ise 1/4 orani uygulanarak kareli
alan cetvelimizin her dortte bir alan1 sayimda esas alindi. Her hayvana ait graniiler hiicre
N = 2O

h.) a(ger)

Degisim katsayist test’ine gore; toplam bes hayvandan alinan graniiler hiicre sayisi

sayist sayisal yogunluk formiiliine; yerlestirilerek hesaplandi.

hesaplama igin yeterli oldugu gozlendi (Tablo 3). Stereolojik 6lgiimler sonrasinda elde
edilen degerler gruplar aras1 karsilagtirilmasinda sayisal yogunluk hesaplamalari SPSS
(21.siiriim) istatistik paket programindaki Mann-Whitney U testi kullanildi ve anlamlilik

diizeyi %5 olarak alind.

Sekil 6. Kontrol ve RZV gruplart.
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Sekil 7. Sicanlara gavaj yontemiyle RZV verilmesi

Sekil 8. Sican beyni.
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Sekil 10. Kesitlerin alindig1 kriyostat cihazinin islem bolmesi (Leica,Germany).
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Sekil 11. Kriyostat cihazinda kesit alimi1 (Leica, Germany).

3.6. Sinaptofizin boyama metodu

Beyin dokularindan polilizinli lamlara alinan 4pm kesitler, kriyomatriks gémme
materyalini uzaklastirmak i¢in ¢esme suyunda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.
Yukaridaki islemlerden sonra kesitlerimizde endojen peroksidaz bloklamasi agamasina
gecilerek doku kesitleri 10 dk %3’liik hidrojen peroksit’te (20 ml H>O> + 180 ml distile su)
bekletilip, 3 dakika distile suda yikandi. Antijen maskelenmesi problemini gidermek
amaciyla “antijen retrieval” yontemi uygulandi. Bu asamada icerisinde 0.01 M Sitrat
tamponu (pH 6.0 CBS; citrate buffer solution) bulunan plastik (kaplar) koplin jara aktarilan
kesitler mikrodalga firinda 800 W’da 15 dakika 1sitildi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan
kesitler 15 dakika boyunca sogumaya birakildiktan sonra 3 dakika distile suda yikandi.
Immunohistokimyasal boyama avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) teknigi
kullanilarak gerceklestirildi. Antijen retrieval sonrasi elde ettigimiz kesitlerin etrafi

hidrofobik kalemle ¢izildi. Etrafi ¢izilen kesitler birkag kez distile suda yikandiktan sonra
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spesifik olmayan antikor baglanmalarini 6nlemek amaciyla kitimizde (Ultravision
Polyvalent HRP Kit — TP-060-HL Thermo Scientific) bulunan serum blocking
soliisyonunda 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonunda lamlarin {izerindeki soliisyonlar
dokiilerek oraninda sulandirilan primer antikor (Sinaptofizin (MRQ-40) Rabbit
Monoclonal Antibody 1:100 diliie oraninda) ile +4°C sicaklikta 18 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 2 defa 3’er dakika TBS (Triple Buffer Solution) ile yikanan
kesitlerin iizeri sekonder antikor ile kaplanarak oda sicakliginda inkiibe edildi ve 2 defa
3’er dakika TBS ile yikandi. Kesitlerin iizeri peroksidaz ile kaplanarak 1 saat bekletildi ve
bu siire sonunda 2 defa 3’er dakika TBS ile yikandi. Bu islemin sonunda kesitlerimiz
kitimizdeki A, B ve C soliisyonlarindan hazirladigimiz kromojen substrati’na daldirip, 30
saniye beklettikten sonra distile suya alindi. Daha sonra Gill’s (III) Hematoksilen ile 1
dakika boyunca boyanan kesitler, 10 dakika akan ¢esme suyunda bekletildikten sonra
lamelle kapatildu.

Immunohistokimyasal olarak boyanan preparatlarin graniiler hiicre tabakasindaki
presinaptik vezikiil isaretlenme ile sinaptofizin tarafindan boyanma goriilenler pozitif
olarak degerlendirildi. Bu boélgelerdeki boyanma yogunlugu derecelendirilirken; ; “0 =
Boyanma yok”, “1 (+) = Zayif boyanma”, “2 (++) = Orta derecede boyanma”, “3 (+++) =
Kuvvetli boyanma" olarak 6l¢ii kabul edilmis ve bu sayede yogunluklarin skorlanmasina

gidilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizin immiinohistokimyasal degerlendirmesinde; hipokampusun girus
dentatusun graniiler hiicre tabakasinin tiim alanlar1 151k mikroskobu altinda Obj. x40
biiyiiltmede sinaptofizin immunoreaktivitesi gozlemleri igin degerlendirilmistir (Tablo 1).
Bu bolgelerdeki boyanma yogunlugu derecelendirilirken; ; “0 = Boyanma yok”, “1 (+) =
Zayif boyanma”, “2 (++) = Orta derecede boyanma”, “3 (+++) = Kuvvetli boyanma" olarak
Olcli kabul edilmis ve bu sayede yogunluklarin skorlanmasma gidilmistir. Yapilan
gozlemlerde kontrol ve rezveratrol gruplar1 yaklasik olarak boyanma, yogunluklar1 degisen
derecelerde olmak iizere degerlendirilmistir. Rezveratrol grubunda hipokampusun dentat
girus  graniiler tabaka hiicrelerindeki  presinaptik  vezikiillerin  sinaptofizin
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére daha yogun boyandigi tespit edildi.
Rezveratrolun hipokampus iizerindeki sinaps plastisitesini arttirici etkisi bir hafta gibi kisa

stireye ragmen gozlendi.

Tablo 1. Beyin kesitlerinin immiinohistokimyasal boyanma dereceleri.

Hipokampus kesiti Dentat girus

K1 2

K2

K3

K4

K5

K6

RSV1

RSV?2

RSV3

RSV4

RSV5

W W | W W | NN IDND DN DN DD

RSV6
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Sekil 13. Sinaptofizin ile boyanan kontrol grubuna ait hipokampus dentat girus graniiler
hiicre tabakas1 ortada.

23



Sekil 14. Sinaptofizin ile boyanan resveratrol grubuna ait hipokampus dentat girus
graniiler hiicre tabakasi ortada.

Sekil 15. Sinaptofizin ile boyanan resveratrol grubuna ait hipokampus dentat girus graniiler
hiicre tabakas1 sagda ve soldaki.
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Sekil 16. Kontrol grubuna ait girus dentatus graniiler hiicre tabakasi.

Sekil 17. Kontrol grubuna ait girus dentatus graniiler hiicre tabakas1 ortada.
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. Kontrol grubuna ait girus dentatus graniiler hiicre tabakasi.

Sekil 18

. RZV grubuna ait girus dentatus graniiler hiicre tabakasi.

Sekil 19
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Sekil 21. RZV grubuna ait girus dentatus graniiler hiicre tabakasi.
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Tablo 2. Graniiler hiicre sayist/mm? sayisal yogunluk istatistik sonuglart.

Grup Ortalama Std. Sapma Minimum | Maksimum p

K (n=5) 760900 60178,81977 660589 807386 >0.05

RZV
(n=5) 541438 385985,441 110098 916261

Mann Whitney U testi kullanilmistir.
RZV grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur
(Tablo 2) (p>0.05).

Graniiler Hiicre Sayisi/mm?
K

800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0

RZV

Ortalama

Sekil 22. Graniiler hiicre sayisal yogunluk istatistik sonuglari. Hiicre sayisi/mm? istatistik
sonuglart grafigi, (p>0.05).

Tablo 3. Sayisal yogunluk hesaplamalari sonucunda kontrol ve RZV gruplarina ait DK
(Degisim katsayis1) degerleri.

DK Kontrol grubu 02

DK Rrsv grubu 01
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Tablo 4. Sayisal yogunluk hesaplamalari sonucunda her hayvana ait graniiler hiicre sayisi

Kontrol

Hayvan No Sonug¢ Kesit Sayis1 | Alan sayis1 | Hiicre sayisi
1.hayvan 660589 1 5 9
2.hayvan 807386 3 15 33
3.hayvan 807386 2 10 22
4.hayvan 758454 3 15 31
5.hayvan 770687 2 10 21

RzZV

Hayvan No Sonug¢ Kesit Sayis1 | Alan sayis1 | Hiicre sayisi
1.hayvan 139457 1 5 19
2.hayvan 807386 2 10 22
3.hayvan 916261 2 10 25
4.hayvan 110098 4 20 60
5.hayvan 733988 2 10 20

Tablo 5. Sayisal yogunluk hesaplamalari sonucunda kontrol ve RZV grubundaki siganlarin
graniiler hiicre sayis1 (Hata katsayis1) HK degerleri.

Hayvanlar Kontrol Rzv
Hayvan No: 1 0,15 0,13
Hayvan No: 2 0,14 0,13
Hayvan No: 3 0,14 0,14
Hayvan No: 4 0,14 0,14
Hayvan No: 5 0,16 0,14
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5. TARTISMA VE SONUC

Hipokampus’un 6grenme ve bellek olusumunda rol aldig1 bilinmektedir. insanlarda
ve hayvanlarda hipokampus lezyonlari, bilgilerin kisa siireli bellekten uzun siireli bellege
aktarilmasinda cesitli sorunlara yol agar ve boylece yeni bilgilerin depolanmasi
engellenmis olur. Uzaysal bellegin islevinin bu yapilarin hepsinin yiiksek seviyedeki
organizasyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir. Hipokampus lezyonlarinin hayvanlarda
ve insanlarda spontan dikkati, uzaysal 6grenmeyi ve uzaysal bellek kullanimini bozdugu
gosterilmistir. Hipokampus, hayvanlarin davraniglarini1 diizenlemeleri ve kontrol etmeleri
icin uzaysal bilgiyi kullanmalarinda 6nemli rol oynar. Medial temporal lob sisteminin
onemli bir komponenti olan hipokampus eksplisit bellek (nondekleratif) olusumunda
gorevlidir. Normal insanlarin beyinlerinde yapilan fonksiyonel goriintiilemelerde sag
hipokampus’ta kelimeler, nesneler, kisiler i¢in olan bellege gore uzaysal bellekte daha

yogun hipokampal aktivite gézlemlenmistir (Yongug, 2009).

Resveratrol meyve sebzelerde, Ozellikle de siyah {iziimiin kabuk ve ¢ekirdek
kisminda bulunur. Fenoleik bir bilesik olan resveratrol, bitkilerin kendilerini zararli 1siklara
kars1 koruma amaciyla iirettikleri bir fitoaleksindir. Yapilan ¢ok sayida calisma ile,
resveratroliin bircok biyolojik aktivitesi bulunmustur. Antikanser ve Ostrojenik faaliyet,
serbest radikallerin uzaklastirilmasi, vazodilatasyon, antienflamatur aktivite, lipid
peroksidasyonunun engellenmesi, lipid metabolizmas1 modiilasyonu, bakir baglanmasi,
eicosanoid sentezinde farkliliklar ve trombosit agregasyonunun onlenmesi resveratrol

bilesiginin biyolojik aktivitelerinden bazilaridir (Avci, 2015).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, pek ¢ok antioksidan 6zelligi kesfedilen ve dogal bir
polifenol bilesik olan resveratroliin, lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve bunun sonucunda

hiicre 6liimiinii engelledigi goriilmistiir (Ergin ve Yaylali, 2013).

Giliniimiizde bir¢cok hastalifa karsi olumlu etkileri ortaya ¢ikarilan resveratroliin,
Alzheimer hastalifina kars1 da iyilestirici aktivitesi bulunmustur. Insanlar kullandiklar:
dogal besin kaynaklarina ilave olarak, resveratrol iceren gidalari da tiiketerek, basta
Alzheimer olmak iizere bircok hastaliga karsi ilave bir tedavi yontemini kullanmig

olacaklardir (Keskin ve ark., 2009).
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Insan ve diger erigkin memeli beyinlerinde nérogenezin bulunmasi, beynin kisitlt
yenilenme kapasitesi oldugu diisiincesine karsi ¢iktigi i¢in ¢ok konusulmustur. Erigkin
norogenezin olustugu beyin bdlgelerinden birisi de hipokampus dentat girus bdlgesidir.
Yaslanmadan kaynaklanan kognitif fonksiyonlar1 etkileyen nérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde hipokampus fonksiyon bozuklugunun oldugu diisiiniilmektedir. Bu yilizden
hipokampusta olusan yeni ndronlarin hipokampus patolojisi ve fizyolojisindeki vazifesini
incelemek gereklidir. Erigskinlerde nordgenezin hafiza ve 6grenme faaliyetleri {izerindeki
etki mekanizmasini bulmak ve nordgenezi etkileyen sebepleri ortaya ¢ikarmak yeni klinik

kognitif gii¢lendiriciler gelistirilmesi yoniinden énemlidir (Kaptan ve Uziim, 2016).

Resveratroliin - hem antioksidan hem de antimutajen Ozellik gosterdigi
bilinmektedir. Ayrica yaslanmay1 geciktirici etkisi, kanser olusumuna sebebiyet veren
hiicreleri durdurmasi ve istenmeyen dokularin olusumunun oniine gegilmesi resveratrol
mucizesinin sayilabilen diger olumlu etkileri arasindadir. Bu sebeple kansere karsi
korunmak, kalp ve damar hastaliklarinin 6niine gecebilmek, geng ve saglikli yasayabilmek
icin resveratrol ihtiva eden sebze ve meyvelerden bolca tiiketilmesi, resveratrol {izerinde

arastirma yapan bir¢ok bilim insaninin ortak goriisiidiir (Karabulut, 2008).

Immiinohistokimyasal ~calismalarda kullanilan  ydntemler ayirici  tanimin
belirlenmesinde de biliyilk rol oynar. Sinaptofizin, vezikiil membranlarindaki
glikoproteindir ve pozitifligi olduk¢a Onemlidir. Ayrica yiliksek oranda spesifiktir
(Pasaoglu ve ark., 2013). Tez ¢alismamizda, immiinohistokimyasal olarak, sinaptofizin ile
sinaps isaretleyici kullanildi. Hipokampusun dentat girus graniiler hiicre bolgelerinde, 151k

mikroskobu altinda sinaptofizin protein ekspresyonu gozlemlendi.

Bitki tiirevi olan polifenol yapidaki resveratroliin kemiricilerde hafiza
performansini arttirdig1 gosterilmistir (Singleton ve ark., 2010; Bastianetto ve ark., 2000;
Witte ve ark., 2014). Kennedy ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen iki ¢alisma, 250 mg veya
500 mg resveratroliin akut dozlarinin, beyin kan akisini arttirdigin1 gostermistir (Kennedy
ve ark., 2010; Wightman ve ark., 2015). Daha uzun siireli resveratrol takviyesi (3-6 ay)
olan c¢aligsmalar, hiperkapniye (Evans ve ark., 2017) serebrovaskiiler yanit verebilirliginde
ve hipokampusun fonksiyonel baglanabilirligin bellek islemlerinde rol oynayan kilit bir
bolgede manyetik rezonans goriintiileme (MRG) bazli 6l¢iimlerinde degisiklikler oldugunu

bildirmistir (Witte ve ark., 2014; Kobe ve ark., 2017). Calismamizin bulgularina gore
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resveratrol grubunda dentat girus graniiler hiicre sayisi, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak artig gostermemistir. Sonuglarimizin literatiirle uyumluluk géstermemesinin sebebi

bir haftalik rezveratrol uygulamasi siiresinin azlig1 olabilir.

Saglikli yaglhilarda simdiye kadar sadece birka¢ uzunlamasina ¢alisma ya bolgesel
hipokampus kan hacminde (Brickman ve ark., 2014) ya da fonksiyonel baglanabilirlik ve
hacimlerde plastik degisiklikler gosterebildigi belirtilmistir (Erickson ve ark., 2011; Huhn
ve ark., 2018). Witte ve ark., (2014) yapmus olduklar1 bir ¢alismada, fiziksel egzersiz veya
polifenol diyetleri gibi plastisite arttirict miidahalelerden sonra hafiza iyilestirmeleri ile bir
doz-yanit iligkisini tespit etmislerdir. Cesitli yenilebilir bitkilerde dogal bir stilben olan
resveratrol'iin antioksidan aktivite etkisi gosterdigi bilinmektedir (C. de Santi ve ark.,
2000). Resveratroliin farmakokinetigi, yiiksek oral absorpsiyon, ancak zayif
biyoyararlanim ile iyi anlagilmis olup, bunun yaninda resveratrol kan-beyin bariyeri
gecirgenligine sahiptir (Chang ve ark., 2018). Resveratrol'iin hem in vitro, hem de in vivo
biligsel 6grenme modellerinde néroprotektif 6zellikler gosterdigine dair kanitlar mevcuttur.
Resveratrol, in vitro bir hipoksi-iskemi modelinde, indirgenmis oksijeni ve glukoz
yoksunlugunu (OGD), fosfoinozitid-3 kinaz/Akt (PI3K / Akt) yolunun aktivasyonu ile
hiicre 6liimiine neden olmustur (Zamin ve ark, 2006). Calismamizda elde ettigimiz veriler
dogrultusunda resveratroliin antioksidan 6zelliginden dolay1 noroprotektif etki gostererek

dentat girus graniiler hiicre sayisinda artisa neden olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada elde ettigimiz RZV grubunda hipokampusun dentat girus graniiler
tabaka hiicrelerinde sinaptofizin protein ekspresyonu kontrole gore daha yogun boyandigi
tespit edildi. Calismamizdaki ndronal sinaptofizin artisinin astrositik glial fibril asidik
protein ekspresyonunda bir azalmadan dolayi olabilecegini diisiinmekteyiz. Bulgularimiz
sinaptofizin proteinin tanima ve mekansal 6grenmeyi arttirdigina dair daha once yapilan

aragtirmalarin sonuclartyla uyumluluk gostermektedir.

Oral yolla verilen resveratroliin (20 mg/kg/giin) hipokampal graniiler hiicre sayisina
etki etmemesi; sigan sayisinin azligi, verilen siire ve madde miktarinin sonucu etkiledigi
soylenebilse de ilgili diger kaynak caligmalariyla uyumlu olan sonuclar elde edildigi
gbzlenmistir. Ileri ¢alismalar i¢in denek bireylerinin sayis1 ve verilis siiresinin uzatilmasi

ve toplam yogunluk hesaplamalari iizerinde ¢alismalar 6nerilebilir.
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Sonug ve Oneriler

Bu ¢aligmada, bir haftalik oral uygulama sonucu RZV'nin sigan hipokampus girus
dentatus  graniiler  hiicre  tabakasinda  sinaptik  bolgelerdeki  sinaptofizin
immunoreaktivitesini arttirdigi ancak; bir haftalik oral uygulama sonucu RZV'nin sigan
hipokampus girus dentatus graniiler hiicre sayisini etkilemedigi gozlenmistir.

Bulgularimiz noérodejeneratif hastaliklardan korumak i¢in resveratrol kullanimin
biyolojik ve noérofizyolojik etkilerinin molekiiler ve daha ileri tekniklerle yeni deneysel
stratejilerin temelini olusturmada arastirmacilara fikir verebilir.

Hipokampal korumanin fizyolojik sonuglarmi agikliga kavusturmak igin
resveratroliin farkli dozlarinin hiicre sinyal mekanizmalar ile iligkisinin aydinlatmada in
vivo ve in vitro diizeyde daha ileri, uzun siireli g¢aligmalarin yapilmasi gerektigi
diisiincesindeyiz.

RZV'nin 6grenme ve hafiza yetenegi fonksiyonlarini gelistirmede iimit verici bir

gida maddesi olabilecegini diisiinmekteyiz.
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