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1. GIRIS

Beslenme tiim organizmalarda beyin kimyasi iizerinde etkili bir faktordiir.
Son yiizyilda Ozellikle ndorolojik hastaliklarin aydinlanmasiyla birlikte besin
zincirindeki yaglarin beyin fonksiyonunu kisa donemde ndrotransmitterleri ve
ndronal ateslemeyi etkileyerek, uzun siirecte ise hiicre membran yapisin1 degistirerek
etkileyebildigi gozlenmistir. Beslenmenin bilissel gelisim ve fonksiyonlara etkisi
konusunda yapilan ¢aligmalar incelendiginde diyetle yeterli miktar ve dengeli oranda
yag alinmasinin biligsel gelisim ve fonksiyonlar1 olumlu yonde etkiledigi
goriilmistiir. Aksi halde ya da yag metabolizmasinin bozulmasi durumlarinda beyin
gelisim ve islevselligi acisindan bir takim bozukluklar meydana geldigi
bilinmektedir. Ozellikle insanda sentezi olmayan esansiyel yag asitlerinin, beyin
gelisimi ve hafiza fonksiyonlarinda hayati énem arz eden yag asitlerinin diyette

bulunmasi giincel konular arasindadir.

Giinliik hayatta diyette en sik tiiketilen besinlerden aygigek yagi, zeytinyagi,
deniz {riinleri, tereyagi ve margarin besin zincirinde temel yag kaynaklar1 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu besinlerin tiiketim sikligi ve oranlar1 bolgesel olarak ¢ok
degisiklik gosterse de ndron gelisimi ve islevselliginin idamesi i¢in gerekli olan

esansiyel yaglar bu kaynaklardan alinmaktadir.

Noral dokularin yag asit kompozisyonu ve glutamat reseptorleri hafiza ve
ogrenmede 6nemli yer teskil etmektedir. Ozellikle hipokampusun hafiza ve 6grenme
ile olan vazgegilmez rolii geregi yag asidi kompozisyonunun ve NMDA (N-metil-D-
aspartat) reseptor ekspresyonunun diyetle alman yaglardan etkilenecegi
diistiniilmiistiir. Son zamanlarda gidalara esansiyel yag asitleri ya da omega-3 gibi
onemli bilesiklerin katki olarak konmasi giindemde olmasina ragmen bu cok
yayginlasan ya da rutine giren bir uygulama olmadigi i¢in hipokampus
norobiyokimyasinin sadece gilindelik besinlerle alinan yaglardan etkilenmesi

asikardir.

Bu baglamda sicanlarda aygigek yagi, zeytinyagi, balik yagi, tereyagi ve
margarin diyetinin kisa siirede (4 hafta) hipokampus yag asidi kompozisyonu ve
hipokampusta yogun bulunan NMDA reseptorlerinin NR2A ve NR2B altbirimleri

ekspresyonunun ne derecede etkilendigini aragtirmak amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi ve Yag Asitleri

Diyetteki yagin esansiyel oldugu, ilk defa 1929°da yagsiz diyetle beslenen
farelerde gelisime geriliginin saptandig1 bir ¢alismada gosterilmistir (1). Yag, insan
yasami i¢in gerekli olan temel besin maddelerinden biridir. Besinlerin dogal
bilesiminde bulunur ve insanda de novo sentezinin 6zellikle az oldugu CDY A ancak

besinlerle alinabilmektedir.

Doymus yag asitleri (DYA), tekli doymamis yag asitleri (TDYA) ve ¢oklu
doymamis yag asitleri (CDYA)’ni kapsamaktadir (2). TDYA bir adet ¢ift bag
icerirken CDY A birden fazla ¢ift bag igerir. Yag asitlerinin adlandirmasina gore ilk
rakam karbon zincirinin uzunlugunu, ikinci rakam cift bag sayisini, “n” (®)’dan
sonraki liglincli rakam da molekiiliin metil ucundan ilk ¢ift baga kadar olan karbon
sayisint gostermektedir (3). CDYA’larin iki alt grubu olan n-6 ve n-3 yag asidi
aileleri sirasiyla esansiyel yag asitleri olan linoleik asit (LA, 18:2n-6) ve linolenik
asit (LNA, 18:3n-3)’den sentezlenirler (4). Hem LA hem de LNA biiyiik oranda
karacigerde olmak {izere uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde kullanilirlar. LNA,
eikozapentaenoik asite (EPA) ve daha sonra da dokozahekzaenoik asit (DHA)’ya
dontisiir. Bu doniisiimiin bebeklerde daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. LA ise
arasidonik asitin (AA) prekiirsoriidiir. LNA ve LA yag asitleri arasinda 0-4 ve 0-6
desatiirazlar icin bir yarisma séz konusudur ve n-3 yag asitlerinin bu enzimlere ilgisi

daha fazladir (3).

Diyet olarak en fazla yag alimi aygigek yagi, margarin yag1 ve tereyagi ile
olmaktadir. Balik ve zeytinyag: tiiketimi ise genellikle yoreye bagli degiskenlik

gostermektedir.

Aycigek yagi LNA’in en 6nemli besinsel kaynaklarindan biridir. Diger bazi
tohum yaglar1 (soya yagi, keten tohumu yagi, ceviz yagi vs.) ve findik ve ceviz gibi
sert kabuklu yemisler, et ve sebzelerde de bulunmaktadir. LNA’in uzun zincirli
tiirevleri olan EPA ve DHA ise baslica balik yagi ve somon, uskumru, sardalya ve
ciroz gibi yagh baliklarin etlerinde bulunur (4). Tiirkiye’de yetisen ve DHA igerigi
en yliksek olan balik tiirti sardalyadir.



Margarin yaglar1 ise belki de son yiizyllda degisime ugrayan besin
aligkanliklarinin en basinda gelir. Margarin yaglart hem yoreye hem de {iretici
firmaya gore biiyiik degisiklikler gostermekle beraber temelde trans-yag asitlerini
yiiksek seviyede igermektedir. Genelde aycicek yaginin hidrojenasyonu ile elde
edilen margarinlerdeki trans-yag asitleri oda sicakliginda katidir ve oksidasyona
daha dayanikhidirlar. Bu sebeple raf Omiirleri en uzun yaglardir. Fakat islemler
esnasinda dogal yaglarda bulunabilen fenolik antioksidan bilesikler de aym

zeytinyagindaki gibi kaybolmakta, bu da yagin besin degerini diistirmektedir.

Zeytinyag1 biiyiik oranda trigliserid ve az miktarda da serbest yag asitlerinden
meydana gelen dogal bir besin maddesidir. Serbest asitlerin oran1 lezzette acilasmaya
sebep oldugundan rafinerizasyon islemlerine tabi tutulan zeytinyagindaki yag asiti
oranlar1 yoreye gore degisiklik gdsterse de bu degisim biiyiikk oranda olmamakta,
belki antioksidan 6zellikler de gosteren fenolik bilesiklerin oranlari degigsmektedir.
Zeytinyaginda 100’lin {zerinde antioksidan madde bulunur. En bilineni E
vitaminidir. Genelde zeytinyagiin (serbest yag aitsinden gelen acilig1 harig) lezzet
farkliliklar1 bu fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Ne yazik ki rafinerizasyon
islemlerinde bu antioksidan maddeler serbest yag asitleri ve orijinal lezzetle beraber

kaybolmaktadir.

Sinir sistemi yag dokusu haricinde lipit konsantrasyonunun en yiiksek oldugu
ikinci organdir. Erigkin beyin agirliginin yaklasik %50-60"1m1 fosfolipitler olusturur.
Beyin fosfolipitlerinin yaklasik %35'ini kisa zincirli CDYA olusturur. Bu
fraksiyonda ylizde olarak en ¢ok arasidonik asit ve DHA bulunur (5, 6).

Beynin hipokampus, frontal ve oksipital korteks bolgelerindeki SFA oranlar
orta beyin, pons ve medulladan daha yiiksek, TDYA oranlar1 ise tam aksine
serebellumda daha fazladir (7). Bu farkliligin sebebi gri-beyaz cevher ayrimidir. Zira
beynin beyaz cevherinin DYA ve 6zellikle de (n-9) TDYA’ca zengin oldugu, ve
CDYA’ca fakir oldugu bilinmektedir (62). (n-6) CDYA seviyeleri ise pituiter bezde
olduk¢a yiiksek seviyededir (63). DHA acisindan en zengin bolge frontal
kortekstir(7, 64).

Membran yapisina direkt katilan lipitler diyete olduk¢a duyarli olup

reseptorler ve enzimlerin aktivitelerini etkilerler. Sinir hiicrelerinin diferansiyasyonu



ve ¢ogalmasi esnasinda yeterli miktarda esansiyel yaglarin bu hiicrelerce aliniminin
saglanmas1 gereklidir. Beynin gelisimi esnasinda diyetteki n-3 ve beyindeki n-3
icerigi arasinda dogrusal bir iliski oldugu kabul edilir. n-3 igerigindeki degisiklik,
enzimlerin ve membranlarin 6zelliklerini degistirebilmektedir. n-3 den fakir diyetin
motor fonksiyon ve aktivite lizerine etkisi az olmakla birlikte, 6grenme iizerinde
yaptig1 zarar carpict bir sekilde belirtilmistir (5). DHA’nin hafiza ve gorme
fonksiyonuyla ilgili oldugu daha 6nceki pek ¢ok ¢aligmayla kanitlanmustir (65). insan
ve sican hipokampusunda ve beynin gri maddesindeki baslica n -3 CDYA DHA
(22:6 n -3)’dir (8,19) ve membran fosfolipitlerinin esas bileseni oldugundan ndronal
fonksiyonlarin devamlilig1 icin gereklidir (10). Hafizayla iliski hipokampus CA1
bolgesindeki terminallerin sinaptik vezikiillerin ortalama yogunlugunun yaklasik
%30 azalmasiyla iligkili bulunmustur. n-6’dan zengin diyet ve ya yliksek n-6/n-3
orani sinaptozomal kolesterol, total lipit ya da fosfolipit kompozisyonu degistirmeyip
belli fosfolipitlerdeki yag asiti kompozsiyonuna etki edebilmektedir. Ozellikle
diyetteki DHA oran1 %10-20 ye ¢ikarildiginda onbeyindeki fosfatidiletanolamindeki
%20, fosfatidilserindeki %25 ve fosfatidilkolindeki %3 olan DHA oranlar sirasiyla
%25, %30 ve %3’iin lizerine ¢iktig1 saptanmustir. Bjerve ve ark. beyinde yeterli
miktarda DHA ve EPA sentezlenebilmesi icin diyetle alinan LNA’nin toplam yag
miktarinin %0.5-1°1 kadar olmas1 gerektigini saptamislarsa da beyin fonksiyonlari
icin 6nemli olan DHA ve EPA’nin balik yaginda bol bulunmasi sebebiyle balik

diyetinin 6nemli oldugunu da vurgulamislardir (11).

Diger yandan bu diyet sinaptozomal yag asit kompozisyonunu da
etkilemektedir. Bu bilgilerin 15181 altinda LA diyetinde ve/veya n-6/ n-3 oranindaki
artis, beyin sinaptozomal membranlarin fizik Ozelliklerini ve normal yag asit
gelisimini tehlikeye sokmaktadir. Sonucta diyetin beyin fosfolipitlerindeki yag asit

kompozisyonunu degistirdigi kesinlik kazanmustir.

Diyetteki LNA igeriginin degismesi de membran fosfolipit yag asit
kompozisyonunu etkilemektedir. Boylece Onemli fonksiyonel degisimler olan
membran akigkanlig1 degisebilir, hiicre cevabi ve iyon transportu ve prostaglandin ile
lokotrienlerin sentezi etkilenebilmektedir. LNA ve LA enzimatik doniisiim ig¢in

beyin iizerine olan biyolojik etkilerini belirleyen bir faktordiir (9,12). Doymus yag



asitlerinden zengin diyetle beslenme norotransmitter reseptorlerin  cevabini
degistirmekte ve plazma membran yag asit kompozisyonunu degistirmek suretiyle
membran akiskanligim artirmaktadir. Insan beyninde uzun zincirli CDYA’lar
dogrudan diyetten saglayabilecegi gibi prekiirsorleri olan LA ve LNA’ten de %l
oraninda bile olsa sentezleyebilir (13). Keza uzun zincirli CDYA’lara duyulan
yuksek orandaki ihtiyaca karsin, beynin sentez yeteneginin sinirli olmasi nedeniyle
bu uzun zincirli CDYA’larin plazmadan transportu dnemli rol oynamaktadir (14).
lleride bahsedilecegi gibi trans yag asitleri (TFA)’mn LNA’nmn %] oraninda
DHA’ya ve LA’nin AA’ya desatiirasyonunu ve elongasyonunu bozabilecegi
gozlenmistir. Bu sebeple mevcut giinliik diyette, 6zellikle biskiivi ve kraker gibi
yayginca tiiketilen gidalarin yapiminda kullanilan TFA beyin gelisimi acisindan

olumsuz iine sahiptir.
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Sekil 1. LA ve LNA i¢in metabolik yollar. Bu ¢evrimler esas olarak karaciger mikrozomal sistemi ve
beyin endotelyumunda gergeklesir. AA: aragidonik asit; ALA: linolenik asit; DHA:
dokozahekzaeneoik asit; EPA: eikozapentaenoik asit; GLA: gamma-linolenik asit; LA: linoleik asit.

Subselliiler fraksiyonlar olan sinaptozomlar, sinaptik vezikiiller,
mitokondri ve mikrozomlarda da yiliksek diizeylerde DHA bulundugu c¢esitli
calismalarda rapor edilmistir (15). n-3 CDYA’lardan zengin ya da yoksun olan
diyetlerin noral etkilerini arastiran ¢alismalarda beyin tarafindan diger yag asitlerine
tercihen alinan ve ¢ok hizli bir dongiisii olan DHA’ya 6zellikle dikkat c¢ekilmistir.
DHA néronlar1 apoptotik hiicre 6liimiinden korur, beyinde gen ekspresyonunu

kontrol eder ve ndral membranlarin yapisal biitiinliigiiniin devamliligini saglar (10).



Genel olarak CDY A’larin beyin iizerine olan etkileri incelenirken kabaca alti

kategoriden bahsedilir:
(a) Iyon kanallarmin fonksiyonlari iizerine olan etkileri,
(b) Reseptorlerin say1 ve afiniteleri iizerine olan etkileri,
(c) Membran akiskanligi iizerine olan etkileri,
(d) Membrana bagh enzimlerin aktiviteleri iizerine olan etkileri,
(e) Norotransmiterlerin yapimi ve aktiviteleri lizerine olan etkileri,

(f) Norotransmiterlerin aktivitelerini ve noral biliylime faktorlerini kontrol

eden sinyal iletimi iizerine olan etkileri (16).

Iyon degisiminin maksimum etkinlikte gerceklesmesi i¢in iyon membranin
fiziksel durumunun optimal diizeyde olmasi gerekmektedir (ne ¢ok siki, ne de ¢ok

akiskan).

Esansiyel yag asitlerinin kolinerjik, nikotinik, muskarinik, dopaminerjik ve
NMDA reseptorleri gibi bazi reseptorlerin fonksiyonlarini modifiye ettikleri rapor
edilmistir (17). Esansiyel yag asitleri ve iyon kanallar1 arasindaki iliskinin detayl1 bir
sekilde ortaya konmasi i¢in daha fazla sayida calismaya ihtiya¢ olmasina ragmen
birka¢ c¢aligmada esansiyel yag asitlerinin kalsiyum, klor ve potasyum iyon
kanallarimi etkileyebildikleri rapor edilmistir (14). Esansiyel yag asitleri kan beyin
bariyerinin fonksiyonunu bazi proteinlerin baglanma hizlarim etkileyerek modifiye

edebilirler.

Enzim aktiviteleri ile diyetteki lipitler ya da esansiyel yag asitleri ile
arasindaki iliski kismen arastirilmis olmasina ragmen lipitlerin ve esansiyel yag
asitlerinin membrana bagli bazi1 enzimlerin aktivitelerini diizenledikleri dikkate deger
bir bulgudur (14). Ornegin esansiyel yag asitlerinin fosfolipaz A2 ve protein kinaz C
(PKC)’nin aktivitelerini etkiledigi bazi ¢caligmalarda rapor edilmistir (14,16). Yine bir
calismada n-6 ve n-3 yag asitleri arasindaki oranin oksidatif enzimler {izerine olan
etkisi incelenmistir (14). Yaslanmada gozlenen NMDA reseptorlerindeki gerilemeyi
oksidatif stresi azaltan yaklasimlar diizeltir (19). Bu da antioksidan seviyeler ve

yeterli reseptor yazilimi fonksiyonunun korunmasi arasinda bir baglilik gdsterir.



Membranin fiziksel durumu, iyonlarin, membranin ilave dis duvarlan
arasindaki degisimine bagli olan noral bilginin transferinin kontroliinde kritik bir rol

oynamaktadir.

Beyinde membran akigkanligini modifiye eden faktorler diyetsel yag asitleri
ozellikle de CDYA’lardir. CDYA’lar sinaptozomal membranlarin akiskanligini

belirler, bu sayede de noral iletiyi diizenlerler.

DHA eksikliginin noérolojik, psikiyatrik kardiyovaskiiler ve immiinolojik

hastaliklar yaninda kanser ve diyabette de etkili oldugu bilinmektedir.

Cok sayida doymamis bag icerdiginden DHA lipit peroksidasyonunun hasar
verici etkilerine oldukga acgiktir. Beyin, antioksidan enzimlerden ve glutatyon (GSH)
gibi antioksidanlardan fakirdir (20). Bu ylizden zararl: etkiler hiicresel peroksidasyon
islemiyle antioksidan savunma arasindaki dengeye baglidir. Yapilan baz
calismalarda ise etki mekanizmasi agik olmamakla birlikte DHA’nin beyinde

antioksidan etki gosterdigine dikkat inanilmaktadir (18).

Beynin biiyiimesi ve fonksiyonel gelisimi icin DHA infantlarda esansiyel
oldugu gibi ayn1 zamanda yetiskinlerde de normal beyin fonksiyonunun saglanmasi
icin gereklidir. Diyete yliksek miktarda DHA eklenmesi 6grenme ve gorme

yetenegini arttirirken DHA eksikligi tersiyle iligkilidir (12).

Korteksteki NMDA cevaplar1 gibi hipokampustaki sinaptik ileti ve uzun
donemli potensiasyon (LTP) da DHA tarafindan mediile edilir. Fakat DHA nin ve
analoglarinin bu etkilerinin in vivo sartlarda gecerli olup olmadig1 acik degildir (21).
AA’nmn tersine DHA noral membranlardan kolayca saliverilmez, bunun yerine
membran fosfolipidleri tarafindan alikoyulur. Bu da, DHA’in trofik bir faktdr olarak
rol oynayabilecegini ve noral membranlarin bu yag asidinden zenginlestirilmesinin

noral canlilik i¢in 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipokampus néral membranlarinda en fazla bulunan fosfolipit
fosfatidilkolindir. =~ Sonra  sirasiyla  fosfatidiletanolamin,  fosfatidilinositol,
fosfatidilserin ve sfingomiyelin gelir (22). Ozellikle fosfatidilserinde DHA yiizdesi
oldukg¢a yliksektir. Pek ¢cok memeli hiicre membraninda, fosfatidilserinin major
negatif yiikli fosfolipit sinifi oldugu ve protein kinazlar gibi pek cok sinyal

proteininin fosfatidilserinden etkilendigi gbéze alinirsa, fosfatidilserin icerigindeki



degisikliklerin hiicresel fonksiyon i¢in Onemli olabilecegi diisiiniilir. DHA nin
bircok arastirmada gdsterilmis apoptotik etkilerine karsin, sadece birkag¢ calisma bu
yag asidinin antiapoptotik fonksiyonu olabilecegine isaret etmektedir. Her durumda,
sadece DHA ile preinkiibasyonun ardindan apoptozun indiiksiyonundan once bir
antiapoptotik etki gdzlenmistir. Inkiibasyon siireci boyunca DHA oksidasyona agik
oldugu ve apoptotik etkinin biiyiik kismi1 oksidatif stres araciligiyla ortaya ¢iktigi igin
hiicrelere eslik eden lipit peroksidasyonu olmaksizin DHA’dan zenginlestirmek
zordur. Bu ylizden DHA nin antiapoptotik etkisini gdzlemlemek i¢in, kiiltiir ortamina
DHA ile birlikte vitamin E gibi bir antioksidan eklemek ¢ok onemlidir. DHA nin
koruyucu etkisi sadece uzun bir inkiibasyonun ardindan ortaya ¢ikmaktadir. Néro-2A
hiicrelerinde koruyucu etkinin ortaya ¢ikmasi en az 24 saat inkiibasyona ihtiyag
duymaktadir ve inkiibasyon siiresinin uzamast DHA’nin koruyucu etkisini
arttirmaktadir. Inkiibasyon siiresi boyunca, DHA devamli olarak fosfatidilserin ile
birlesir ve toplam hiicresel fosfatidilserin diizeyi artar. Koruyucu etki, hiicresel PS
birikiminin diizeyi ile iliskilidir (20). Hiicreler, serin aminoasiti olmayan bir ortamda
DHA ile inkiibe edildiklerinde, PS diizeyi anlamli derecede artmaz ve antiapoptotik
etki azalir. DHA’ca zenginlestirmenin antiapoptotik etkisi DHA’nin beyindeki
ylksek diizeyinin nedenlerinden birinin néronal hiicrelerin canliligin1 saglamak
oldugunu diistindiirmektedir. Membran PS igeriginde DHA tarafindan meydana
getirilen degisiklikler; sadece reseptdr aktivitelerini degil, ayn1 zamanda degisik
sinyal proteinlerinin aktivasyonlarmi ve translokasyonlarmi da etkilemektedir.
Noronlarda DHA salimi minimal olmasina ragmen, transkripsiyonel aktivitede rol
alan, niikleer reseptorleri aktive etmeye yetecek diizeyde hiicre i¢i lokal DHA
konsantrasyonuna ulasmak miimkiindiir. DHA’ ’nin antiapoptotik etkisi muhtemelen
plazma membranindan niikleer olaylara kadar olan gesitli sinyal basamaklarindaki

cok sayida regiilasyonlarin bir sonucudur (17).

Beyin fosfolipitlerinin %20-30’unu DHA ve AA teskil eder. Sigcan beyninde
replasmandan sonra kayba bagli giinliik turnover hizi DHA i¢in %2-8 iken AA i¢in
%3-5 dir (23). Yarilanma zamanlari da sirasiyla 7-34 giin ve 12-23 giin kadardir (24).
fosfolipitlerde AA’nin DHA’ya olan orami fosfolipit ¢esidine gore degismektedir.
DHA sinaptik membarnlarda yogunken AA tiim beyaz ve gri cevherde diffiiz olarak

dagilmistir. Bu iki yag asiti memelilerde 2 karbonlu bilesiklerden de novo iiretilemez,



sirastyla LnA ve LA prekiirsordiir. Beyinde n-3 ve n-6 arasindaki oranin degismesi
sonucu kognitif ve davranigsal stireglerin bozuldugu genel olarak kabul gérmektedir.
Beyinde apoptosis, gen transkripsiyonu, noral biiylime, membran eksitabilitesi,
prostaglandin formasyonu, desatlirasyon-elongasyon, membran akigskanligi ve
plastisite gibi islevlerin normal gidisat1 aynen bu iki yag asiti grubu gibi DHA ve
AA’nin da spesifik olarak dengeli bir sekilde bulunmas1 dayanmaktadir (24, 25).

DHA beyinde yogun sekilde bulunmasina ragmen noronlara serebrovaskiiler
endotel ve astrositlerce saglanmalidir (26). Dolayisiyla astrositler néronlara DHA
saglamada ¢ok Onemli bir fonksiyon goriir. Beyinde DHA sentezindeki son
basamaklar da astrositlerde meydana gelmektedir (24). DHA noéronlardaki fosfolipaz

A2 etkinligine kars1 direnglidir (28).

AA infant beyin gelisiminde 6nemli rol oynar (29). Hiicre membranlarinin
ana komponentlerinden biridir ve eriskinde de hem fizyolojik hem de patolojik
stireclerde onemli rol istlenir. Membran fosfolipidlerinden AA salimi hiicreler arasi
bir “messenger” olarak gerceklesir dyle ki protein kinaz C aktive olur; iyon
kanallarin1 transport molekiillerini, reseptdrlerini ve sinaptogenesisi de modiile eder
(32, 31). CDYA’nin beyinde iskemik strok ve epileptik ndbete egilimle ilgili pozitif
iinli olmasina ragmen AA’nin néron hayatiyetine dair katkilar1 kesin degildir (23).
AA pro-enflamatuvar eikozanoid ve sitokinlere doniismektedir. DHA nin, bu ¢evrimi
sikloksijenaz iizerinden engelledigi bildirilmistir (66). Aksi bir bulgu olarak AA’nin
hipokampus néronlarin1 glutamatla ya da H,O, ile tetiklenen oksidatif strese karsi

antioksidan enzim aktivitelerini artirarak korudugu da mevcuttur (32).

Beyinde AA fofatidilinositol ve fosfatidilserinin sn-2 pozisyonlarina
esterifiye olur. Fosfolipitlerden fosfolipaz A2 araciligiyla salindiktan sonra esas
olarak sinapslarda bulunan non-esterifiye beyin havuzuna dahil olur (24). Bu
endojen AA prostaglandinler, l16kotrienler, tromboksanlar ve
hidroksieikozatetraenoik asit gibi eikozanoidlere doniisiim i¢in bir prekiirsdr havuz
teskil eder ve plazmadaki AA ile direkt iliskisi yoktur. Aksine plazmadaki non-
esterifiye AA eikozanoidlere donlismez, yag asiti baglayici proteinlere (FABP)
baglanarak endoplazmik retikulumdaki havuza difiize olur. Bu havuzdan plazmadaki

AA ile degisim saglanir (24).
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Yag asidi baglayan proteinler intraselliller molekiillerdir ve multigenik
kontrolii vardir. Memeli hiicrelerinde yaygin bir sekilde bulunur. CDYA’larin
hiicresel alimi ve transportu, bunlarin 0zgiin metabolik yollara sevki, gen
ekspresyonu ve hiicre biiylimesinin regiilasyonunda gorev alirlar. Pek ¢cok FABP’nin
hiicre farklilasmasindan ¢ok biiylimesinde etkili oldugu kabul edilmektedir (23).
Beyin tipi FABP tipi FABP7 olarak bilinir ve hem beyinde hem de retinada bulunur.
Bu tipin n-3 CDY A’ya, 6zellikle de DHA’ya karsi afinitesi ¢ok fazladir (67). FABP7
embriyonal noral biiyiime i¢in 6nem teskil eder. Sinir sisteminde kok hiicre gibi
davranan ‘radial glial hiicreler’ iginde yogun bir sekilde eksprese olur (23). Pax6
hipokampusta progenitér hiicrelerin akibetini kontrol eden bir transkripsiyon
faktoriidiir. Arai ve arkadasglart FABP7’nin Pax6 i¢in bir “downstream geni” teskil

ettigini ifade eder (68).

2.1.1. CDYA ve Hafiza

Beyinde yag asidi kompozisyonunun hafiza islemiyle, ozellikle LTP ile
yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Fakat bunun mekanizmas1 bir sekilde tam
olarak ortaya konamamustir. Eriskinlerde n-3 CDYA’nin n-6’ya nazaran daha diisiik
oranlarda tiiketilmesi sonucu Alzheimer hastaligi ve yasla baglantili kognitif
bozukluga benzer klinik tablo verdigi gozlenmistir (69). Diyetteki bu dengesizlik
yenidogan hipokampus néronunda daha belirgin olabilir. Giinliik diyet aligkanliklar
icinde olagan sayilan bu dengesizligin yaglilar yaninda genglerde de hafiza, kognitif

stire¢ ve/ve ya emosyonel durum bozukluklar1 yapip yapmadigi tartisma konusudur.

CDYA ‘
Yenidogan
| Hipokampusu GPR40

Sekil 2. Coklu doymamis yag asitlerinin hipokampusta GPR40 ile baglanip hafiza formasyonuna
etkisi. CDYA: Coklu doymamis yag asitleri; GPR40: G Protein bagli reseptdr-40
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Gegtigimiz son 10 yilda “G Protein coupled” reseptdrler (GPR) adli ligandsiz
gorlinen bir grup reseptor ailesi tanimlanmistir. GPR’nin inorganik iyonlardan
peptidlere kadar pek c¢ok molekiile cevap verdigi saptanmistir. GPR40 ise
prostaglandinler ve 16kotrienler gibi bazi yag asidi tlirevlerine cevap vermektedir.
Bunun yaninda yag asidi hiicre ylizeyi reseptorii gibi davrandigi da bulunmustur.
Briscoe ve arkadaglari orta ve uzun zincirli doymus e doymamis yag asitlerinin doza
bagimli olarak GPR40’1 aktive ettigini tespit etmistir (33). CDYA bu baglamda
ekstraselliiler sinyal molekiilii gibi davranarak membrandaki GPR40 iizerine etkili
oluyor olabilir (23). GPR40 pankreas adaciklarindaki B-hiicrelerinden insiilin
salgilanmasiyla bagintilidir, fakat GPR40’mn beyindeki fonksiyonu net olarak
bilinmemektedir. Yamashima (2007) ozellikle DHA ve AA gibi CDYA’larin
hipokampusta GPR40 iizerinden sinyalizasyonla Ca’" mobilizasyonunu saglayip

noron biiylimesinde etkili olarak hafiza ve 6grenmeyi modiile ettigini iddia eder (23.
2.2. Hipokampus

2.2.1. Hipokampusun Yapisi ve Fonksiyonlari

Hipokampus, 6n beynin yapisina katilan, gri cevher yapisinda olan ve
temporal korteks lateral ventrikiiliiniin alt boynuzunun tabani boyunca uzanan, C
seklinde kivrilmig bir gri cevher kabartisidir (Sekil 3). Denizatina benzedigi i¢in bu
isim verilmistir (Yunanca hippos = at, kampi = kivrim). “Ammon boynuzu” olarak
da adlandirilir. Limbik sistemin bir pargasidir, ayn1 zamanda uzun dénemli hafiza

(long term memory) ve spasyal (mekansal) navigasyonda da rol alir.
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Sekil 3. Hipokampus ve uyumlu bolgenin MRI sagittal kesisi

Hipokampus genelde hipokampal formasyon igerisinde zikredilir. Bu yapida
gyrus dentatus, Cornu Ammonis bolgeleri olan CA1, CA2 ve CA3 (CA4 genellikle
hilus olarak gecer ve gyrus dentatusun bir pargasi olarak diisiiniiliir), ve “subiculum”.

Esas smirli anatomiyi CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri olusturur.

Hipokampusa tim duyularla alakali, dogrudan veya dolayli ¢ok sayida
afferent lif gelir. {1k giris CA3 bolgesinden CA1’e, oradan da subiculuma olur. CA2
bolgesi hipokampusun sadece cok kiigiik bir parcasini teskil eder ve fonksiyonu
genelde goz ardi edilir. Fakat aslinda bu alan digerlerine nazaran epilepsi gibi

durumlarda biiyiik oranlarda hiicresel hasara kars1 oldukc¢a direnglidir.

Entorinal ve peririnal korteksten bilgi getiren perforan yol hipokampusa ana
bilgi girdisini olusturur. Entorinal korteksin 2. tabakasi gyrus dentatusa ve CA3
bolgesine bilgi getiritken 3. tabaka CAl ve subiculuma afferent saglar.
Hipokampustan ana ¢ikt1 ise CA1 ve subiculumdan kaynaklanan cingulum demeti ve
fimbria/fornikstir. Duyularin hipokampusu terki forniks yoluyla olur. Miyelinli
liflerden meydana gelen forniks; talamus, hipotalamus ve septal sahada sonlanir. Bu
da hipokampus ile subkortikal alanlar arasindaki ¢esitli devrelerin varligin1 gosterir.
Yine subkortikal alanlar aracilig1 ile hipokampus, beyinde birgok bolge ile iletisim

halindedir. Bu baglantilarin ¢oklugu; elli y1l oncesine kadar sadece koku ile ilgili
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oldugu sanilan hipokampusun, tek bir fonksiyon yerine, bir¢ok beyin fonksiyonunda
rol aldigmi gostermektedir. Hareketlerin davranis bigimine doniismesinde onemli
role sahip bulunan Limbik Sistem, ¢ok sayida sinyali hipokampustan alir. Yine
hafiza ve Ozellikle de kisa siireli hafiza {izerinde rolii olan hipokampusiin
yoklugunda, verbal veya sembolik anilarin saklanmasi miimkiin olmayacaktir.
insanlik tarihinde daha bir¢ok sorunun cevabi aranirken hipokampus fonksiyonlari
ithmal edilmeyemecek kadar onemlidir. Belki de her beyin hastaligimin altinda,

hipokampusa ait bir fonksiyon yatmaktadir (34).

Uykunun REM sathasinda yakin hafiza olarak tutulan bilgilerin
saglamlastirilmas1t meydana gelir. Bu safhada, hipokampusa isaret eden serotonerjik
rafe nukleuslar: aktiftir. Derin uykuda neokorteksteki elektroensefalografi (EEG)
kayitlar1 diizenli ve senkronize ritim gosterir iken, hipokampal EEG kayitlar
desenkronizedir. Uyaniklik durumunda ise neokortikal kayitlar desenkronize
olmasina ragmen; hipokampus yavas ve diizenli bir ritim gosterir. Hipokampusiin
EEG dalgalar ritmik siniizoidal tipteki teta dalgalaridir. Bu durum yapinin spontan

aktivitesini ve bilincin degisik devrelerle iliskili oldugunu gostermektedir (34).

Hipokampus; uzun siireli bir sinaptik iliski tiirii olan long term potentiation
(LTP) ve iskemiye secici duyarlilik gibi konularda oldukc¢a dikkat ¢ceken bir yapidir.
Ayrica hipokampusiin bir diger 6zelligi ise hipereksitabilitesidir. Ornegin hafif
elektriksel uyarilar, hipokampus bolgelerinde uyari kesildikten sonra saniyeler siiren
lokal epileptik nobetlere sebep olur. Bu da hipokampusiin normal kosullarda bile

uzun siiren sinyaller yaydigini gosterir (35, 36).

Hipokampusiin hem yapisinin karmasikligi, hem de beyindeki bir ¢ok bolge
ile yakin iligkisi, fonksiyonunun agiklanmasini giiglestirmektedir. Bu nedenle,
hipokampusiin tek basina yaptigi fonksiyonlar1 tanimlamak yerine, karmagsik
fonksiyonlardaki rolii iizerinde durmak dogru olacaktir. Hipokampusiin, 1948 yilina
kadar sadece koku ile ilgili oldugu saniliyordu (37). Hipokampusiin hafiza, 6zellikle
de kisa siireli hafiza ile ilgili oldugu bilinmektedir (38).

Yeni bilgilerin depolanma kapasitesi kisa siireli hafizada islenmektedir. Bu
nedenle mekanizma ne olursa olsun sag ve sol hipokampus olmadan verbal veya

sembolik uzun siireli anilarin kalict olmas1 miimkiin degildir (40). Diger yandan, sag
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hipokampus gorsel, sol hipokampus ise sézel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha
fazla aktivite gostermekte ve bu bolgelerin lezyonlarinda da ilgili hafizalarda kayip

gelismektedir (39).

2.2.2. Hipokampusun Patolojileri

Hipokampusun genel olarak wuyarilmasi ile kizginlik, sakinlik veya
hiperseksualitenin herhangi biri ortaya c¢ikar. Hafif uyarilmasinda ise, uyarim
bittikten sonra bile saniyelerce siiren bir epileptik ndbet goriilir. Bu nobetler
sirasinda birey koku, gérme, isitme, dokunma ve benzeri tarzda hallusinasyonlar

tanimlar. Birey bilinglidir ve hallusinasyonlarin ger¢ek olmadigini bilir (41).

Enfarktiis, kanama veya cerrahi gibi mekanik ya da alkolizm, kronik
malnutrisyon veya tiamin eksikligi gibi metabolik nedenlerden dolay1 hipokampusun
iki tarafli lezyonu sonucu yeni hatiralarin kaydedilememesi ile ilgili bir amnezi
durumu vardir ki buna Korsakoff Sendromu (Dismnezik Sendrom) adi verilir. Bu
hastalar rahatsizlanmadan 6nce 6grendigi karmasik isleri basarabilirler. Fakat bundan
cok daha basit, ancak yeni 6grenilmis becerileri uygulayamazlar. Ayrica ge¢mis ile
ilgili konfabulasyon adi verilen hayal veya konfiizyon tarzi sagma deneyimler anlatir
veya cevap verirler, hatta buna kendileri de inanirlar (42). Yakin zamana kadar
yaslanma siirecinde, hipokampusdeki hiicre sayisinin 6nemli dl¢iide azaldigi, bunun
da yashlikta goriilen bunamaya sebep olabilecegi diisiliniiliiyordu. Fakat, son
zamanlarda yapilan c¢alismalar sonucu, yaglanma ile hipokampusteki hiicre kaybi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmadig1 anlagilmistir. Yalniz,
Alzheimer Hastaligina yakalanmis insanlarin hipokampal CA1l, CA2 ve CA3
alanlarina ait piramidal hiicre sayisinda bir azalma tespit edilmistir (43). Hipokampus
lezyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan davranig degisikliklerinden, kortikal ve duyusal

uyaranlardan gelen bilgiyi kodlayamamasi sorumlu tutulmustur (43).

Inhibitésr GABAerjik néronlarin 8liimii inhibisyonda azalmaya sebep olur. Bu
azalma, ozellikle CA3 alanindaki piramidal ve dentat graniil hiicrelerinde patolojik
hipereksitabiliteye yol acar (44, 45). Ayrica hipokampusta nobetlere bagl olarak
olusan hiicre dliimlerinin altinda yatan molekiiler mekanizmada, glutamat reseptor alt
tipi NMDA ve intraseliiler haberlesme ile néron 6liimiine sebep olan eksitotoksik

mekanizma en kuvvetli muhtemel mekanizma olmakla birlikte, yine de néron 6liimii
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tam olarak aydinlatilamamistir. Nobetler, c¢ogu hipokampal néronda hiicresel
onkojenik gen (c-fos) gibi bir erken genin ekspresyonuna sebep olur ve c-fos
tekrarlayan siddetli nobetlerle, 6lmek {iizere olan bazi hipokampal nodronlarda
gecikmeli olarak uyarilir. Bu son goriis, c-fos geni ekspresyonunun ndéron Sliimiine
katkida bulunabilecegini ileri stirmektedir (46). Bazi arastirmalar B vitamini
eksikligi ve alkoliin, hipokampusteki ndronlarda hasar meydana getirdigini

gostermistir (47).
2.3. N-Metil D-Aspartat (NMDA) Reseptorleri

2.3.1. Glutamat reseptorleri

Aspartat ve glutamat ve gibi eksitator aminoasitler memeli santral sinir
sisteminin ana norotransmitterleridir. Beyinde oldukga yiliksek konsantrasyonlarda
bulunurlar (glutamat 10 mmol/L ve aspartat 4 mmol/L). Sinir terminallerindeki

sinaptik ge¢isi yonlendirir ve noron igine iyon gecisini kontrol ederler.

Glutamat ve aspartat postsinaptik hiicre yiizeyindeki etkilerini belirli
reseptorlerle etkilesime girerek olustururlar (48).  Spinal motor ndronlarin
kortikospinal motor ndronlara yaptig1 sinapslarda major norotransmitter glutamattir.
Ust motor ndron eksitasyonu ile glutamat molekiilleri sinaptik araliga diiserler ve
spinal motor noronlardaki (postsinaptik) reseptdr yerlerine giderek spinal motor

noronlar1 depolarize ederler.

Memeli sinir sistemindeki eksitator norotransmisyondan sorumlu baslica
reseptorler Glutamat reseptorleridir. Ayni1 zamanda 6grenme ve hafizanin temelinde
yatan sinaptik iletinin verimliligindeki plastik degisikliklerde ve biliylime esnasinda
sinir aginin olugmasinda da rol oynarlar. Glutamat reseptdrlerinin agir1 aktivasyonlari
ise santral noronlarin Oliimiiyle sonucglanir. Glutamat norotoksisitesi degisik
norodejeneratif hastaliklarin meydana gelmesinde de rol oynar. Bu yilizden Glutamat
reseptorlerinin beyin fonksiyonlarinin hem fizyolojisinde hem de patolojisinde yer

aldig1 sdylenebilir.

Glutamat ailesinin amino asit dizilisi, Asetilkolin (Ach), GABA, ve glisin

reseptorlerine benzerligi azdir. Glutamat ayr1 bir ailenin iiyesidir. Glutamat kontrollii
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kanallar dort alt iiniteden olusurlar. Her kanal alt {initesi ii¢ transmembran o-

heliksinden olusmaktadir (49).

Glutamat reseptorleri, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baglica 2

tipi vardir.

I- Iyonotropik glutamat reseptdrleri (iGluRs): Dogrudan iyon kanallarini

kontrol eder.

II- Metabotropik glutamat reseptdrleri (mGluRs): Ikinci haberciler iizerinden

dolayli olarak iyon kanallarini kontrol eder.

Presinaptik sinir terminallerinden salinan glutamat molekiilleri iGluRs’e
baglandiginda bir elektriksel olaya dondiiriilen kisa bir kimyasal sinyal meydana
getirir.Postsinaptik depolarizasyonla sonuglanan net bir i¢c akima izin veren bir

integral katyon secici kanal iceren iGluRs 3 genis gruba ayrilir :

1. a-amino-3-hidroksi-5-metil izoksozole propionat tercih eden reseptorler

(AMPAR)
2. Kainat tercih eden reseptorler (KAR)
3. N-metil D-aspartat tercih eden reseptorler (NMDAR)

Glutamat reseptor ailesinin iki iiyesi olan AMPAR ve KAR ozellikleri
bakimindan ¢ok yakindirlar. NMDA reseptorii, diger iki glutamat reseptoriine biraz

daha farklidir.
II- Metabotropik glutamat reseptdrleri

Trans-(1S, 3R) -l-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic asit (ACPD) ile
selektif olarak aktive olurlar. Glutamat, iGluRs’i {izerinden eksitasyon yaparken,
metabotropik reseptorler iizerinden eksitasyon veya inhibisyon olusturabilmektedir.
Iyonotropik glutamat reseptodrlerinin ¢esitliligi, elektrofizyolojik ve farmakolojik
calismalarda umulandan daha da genistir. Bugiine kadar memeli santral sinir

sisteminde 16 adet iGluRs cDNA’s1 ve 8 adet mGluRs cDNA’s1 tanimlanmustir.
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Simdiye kadar izole edilen 16 adet iGluRs cDNA’sinin;
a. 4 tanesi AMPA reseptor altbirimi (GluR1, GluR2, GluR3, GluR4),
b. 5 tanesi kainat reseptor altbirimi (GluR5,GluR6, GluR7, KA1, KA2)

c. 7 tanesi NMDA reseptor altbirimidir (NR1, NR2A,NR2B, NR2C, NR2D,
NR3A, NR3B)

Glutamat reseptor genlerinin ekspresyonunu degistirici birgok degisik teknik
kullanilarak glutamat reseptorlerinin tiim fizyolojisi ve patolojisi son yillarda genis

bir sekilde arastirilmaktadir (50).

2.3.2. NMDA’nin Yapisi

Iyonotropik glutamat reseptorleri iizerinde en ¢ok calisilan ve bilgi sahibi
olunan reseptdr kompleksi NMDA reseptorleridir. Monovalan katyonlara ek olarak,
Ca™ iyonunun da hiicre membramindan gegisini saglar. Diger iyonotropik
reseptorlere kiyasla Ca™a karst en az 5 kez daha fazla gegirgen oldugu

gosterilmistir(51).

Santral sinir sistemine yaygin olarak dagilmistir. Duysal ileti ve iletinin
integrasyonu ile motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu ve programlamasinda

yer alir (52). Bu reseptor baslica 6 bolge igerir:

1. NMDA ve diger agonist tanima bdlgesi: NMDA, glutamat ve diger
agonistler ile reaksiyona girer. Reseptor icindeki iyon kanalinin acilmasin
saglayarak normal eksitator etkinin olugmasimi saglar. Stimiilasyonun siirmesi
halinde ise patolojik eksitotoksik etki ortaya ¢ikar. Kompetitif eksitator aminoasid

antagonistleri buraya yapismak i¢in glutamatla yarisirlar (53).

2. Katyon baglanma bolgesi: Kanal i¢inde yer alir, buraya Mg ™ baglanir ve
membran boyunca olan iyon akimni bloke eder. Mg™ “un etkisi agonist ve voltaj
bagimlidir. Yani iyon kapisi olarak isleyen reseptdrii istirahat membran potansiyeli (-
70mV) durumunda bloke eder. Reseptoriin tekrarlayan, uzun siireli uyarilarca
(NMDA tanima bolgesine siirekli baglanan agonistlerin varliginda) depolarize
edilmeye bagladigi ve membran potansiyeli —30 mV diizeylerine ulastigi zaman

Mg ?un etkisi kaybolarak iyon kapisi agilir (53).
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3. Glisin baglanma bdlgesi; Santral sinir sisteminde inhibitdr nérotransmitter
olarak calisan glisin, paradoksal olarak NMDA reseptoriiniin etkinligini, dolayisiyla

da eksitator iletiyi giiclendirir (53).

4. Poliamin baglanma bolgesi; endojen poliaminlerden spermin ve
spermidinin baglanma yeri olan bu bdlgenin islevi, glisin gibi reseptoriin aracilik
ettigi yanit1 arttirmaktir. Buna karsilik her iki bolge de normal durumlarda tam olarak

aktif degildir (53).

5. Cinko baglanma bélgesi; Bu bolge inhibitor etki gosterir. Zn™ blokaji da
voltaj bagimlidir (54).

6.Kanal antagonist baglanma bolgesi; Reseptor kanal kompleksinin alt
boliimiinde yer alir. Eksitotoksik etkiyi antagonize edebilecek farmakolojik
mantiplasyonlara agik bir bdlgedir. Bu bolgeye baglanacak antagonistin baglanma
yerine ulasabilmesi i¢in kanalin acik olmasi, yani reseptoriin NMDA, glutamat veya
benzeri agonistlerce uyarilmis ve magnezyumun kanal kapatici etkisinin ortadan
kaldirilmis olmasi gerekmektedir. Bu etki agonist bagimli olmakla birlikte non-
kompetitifdir. Yani baglanma yeri i¢in agonistlerle yarigmaz, aksine onlarin agtig1
kanala girerek kanalin kapanmasini saglar. Postsinaptik membran reseptoriiniin
uyarilmasi arttikca bu bolgeye yapisan non-kompetitif antagonistlerin etkinligi de
artar (55). NMDA reseptorleri lizerindeki yogun calismalar yakin zamanda bir¢ok
altbirimin de ortaya konulmasini saglamistir. Bu altbirimler degisik beyin
bolgelerinde daha yogun konsantrasyonlarda yer almakta ve canlinin gelisim
evresine gore de farkliliklar gosterebilmektedir. Birgok olguda iGluRs altbirimleri
degisik laboratuarlar tarafindan ayri1 ayr1 ve de es zamanl olarak klonlandig: i¢in

benzer altbirimlere her biri farkli isimler vermisler.

NR1: Glisin baglayic1 bdolgeyi icerir. 938 aminoasitten’ten meydana
gelmistir. 105,5 kDA agirhigindadir. NR1 reseptor subtip expresyonu Merkezi sinir

sisteminde hemen hemen her yerde bulunur.
NR2: Glutamat baglayict bolgeyi igerir. 4 grubu bulunur:

-NR2A: Beyinde postnatal exprese edilir. 1464 aminoasitten meydana gelir
ve 165,5 kDA agirligindadir. Expresyonu ig¢in yiizeyde NR1 N-terminalinin

bulunmasi gereklidir.
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-NR2B: Tiim embriyonik beyinde exprese edilir. Ayrica embriyonik ve
neonatal kardiyak myositlerde exprese edilir. Postnatal olarak yalmiz 6n beyinde

exprese edilir. 1482 aminoasitten olusur ve agirligi 165,9 kDA dr.

-NR2C: Postnatal olarak serebellumda exprese edilir. 1239 aminoasitten

olusur ve 135,4 kDA agirligindadir.

-NR2D: Diencephalon ve beyinsapinda embriyonal ve neonatal olarak
exprese edilir. 1323 aminoasitten olusup 142,9 kDA agirhigindadir. NR2D’nin
expresyonu ortabeyin ve arkabeyinde yliksek, fakat dnbeyinde diisiik miktardadir.

NR2A expresyonununa tamamlayicidir.

NR3: Silik fonksiyon gosterir. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca™
permeabilitesi yavas ve uzun siirer. NR3A; Serebellum hari¢ kortex, hipokampus
(CA1), ortabeyin, arkabeyin ve spinal kordda exprese edilir. Neonatal expresyonlari

cok glicliidiir, sonra azalmaya baglarlar (56).

Moriyoshi tarafindan ekspresyon klonlama teknigini kullanarak sican
beyninden ana NMDA reseptor altbirimi klonlanmistir, NMDA1R (NR1) (57). Daha
sonralar1 Xenopus oositiyle yapilan ¢aligmalarda bu altbiriminin homomerik reseptor
kanallar1 olusturabildigi goriildii, bunlar da NMDAR’nin karakteristik 6zelliklerini
sergilemektedirler. Bununla birlikte oositlerdeki homomerik NR1 reseptorlerinden
elde edilen yanitlarin amplitiidii, beyindeki mRNA’lardan elde edilebilenlerden ¢ok
daha kiicliktiir. Bu durum, heteromerik reseptorleri olusturan ek altbirimlerin
varligini gostermistir. Daha sonradan 4 reseptor altbirimi NMDAR 2A (NR2A) —
NMDAR 2D (NR2D), PCR ve kros-hibridizasyon teknikleriyle laboratuarlarda

klonlanmustir.

NR2 altbirimi tek basina fonksiyonel NMDA reseptor kanallarini
olusturamaz, NR1 ile birlikte eksprese edildiginde heteromerik reseptorlerden
yanitlar artmaya baglar. Rekombinant heteromerik NMDA reseptorlerinin, NR1 ile
birlikte olabilen 4 farkli NR2 altbirimine bagli olarak degisik o6zellikler
gostermesinden dolayi, NR2 altbirimleri diizenleyici altbirimler olarak tarif
edilmigstir. NR1’ler ise heteromerik NMDA reseptoriinii olusturan temel altbirimler

olarak ortaya konulmustur.
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NMDAR, AMPAR ve KAR alt iiniteleri membrana uzanan 3 birim igerir (
M1, M3 ve M4). M2 birimi membrana sitoplazmik kenardan daldirilmis sekilde bir
geri giris biikliimii olusturur. Her NMDAR alt {initesi genis bir ekstraselliiler N-
terminal birimi ve intraselliiler C- terminali sergiler. Genelde postsinaptik bolgeler
hem AMPA reseptoriic AMPAR hem de NMDAR igerirken; bazi bolgelerde sadece
NMDAR’leri bulunur.

Sinapslar gelisimin erken evresinde sadece NMDAR'’leri igerirler (57).
Bircok sinapsta AMPAR’leri eksitatuar transmisyon sirasinda ana baslangic sarj
tagiyicisi gibi etki etmektedir. Bu sirada NMDAR ’leri, intraseliiler enzimler ve ikinci
mesajcilarin aktivelerini modiile edebilen kati bir Ca™ komponenti ile birlikte daha

yavasg bir akim iiretir.

2.3.3. NMDA’mn Fizyolojisi

NMDA reseptor kanallarinin ti¢ 6zelligi vardir:

1- Yiiksek iletkenlige sahip iyon kanallarini kontrol ederler (50 pS) ve Na' ile
K *’un yamsira Ca *’a da gegirgendirler.

2- Kanalin agilmasi, ko-faktdr olarak glisinin ekstraselliller olarak
bulunmasina bagimlidir. Kanal sadece glisinin varliginda ¢aligir. Normal kosullarda
ekstraselliiler glisin yogunlugu NMDAR kanalinin c¢aligsabilecegi miktarlarda

bulunmaktadir.

3- Acilmasi kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de

baglidir. Bu, NMDAR nii diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran bir 6zelliktir.

Voltaja bagimlilik diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda membran potansiyelindeki degisiklikler,
intrensek voltaj sensorli sayesinde kanalda konformasyonel degisikliklere neden
olurken, NMDA ile aktive olan kanalda ekstrensek bloker olan Mg™ (ekstraseliiler
Mg™?) acik olan kanali kapayan bir tika¢ gibi davranir ve iyon akisma engel olur.
Mg2+ istirahat membran potansiyelinde (-65 mV) de kanala sikica baglanir. Ancak
membran depolarize oldugunda (sdzgelimi, non-NMDA reseptorleri glutamat ile

aktive oldugunda), Mg elektrostatik etkiyle kanaldan uzaklastirilir ve Na * ile Ca™
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un gecisine izin verir. Bu nedenle NMDA reseptorlerinde en yiiksek iyon akimi her

iki kosulun da gergeklestigi zaman ortaya cikar.

Birgok hiicrede hem non-NMDA hem de NMDA reseptorii bulunmaktadir.
Mg istirahat membran potansiyelinde NMDA reseptor kanalim bloke ettigi icin

eksitator post-sinaptik potansiyelin (EPSP) olusmasinda 6nemli bir katkis1 yoktur.

Bu nedenle istirahat durumunda olusan EPSP’lerde biiyiik oranlarda non-
NMDA reseptérlerinin katkisi bulunmaktadir. Depolarizasyon arttikga Mg NMDA
reseptor kanalindan uzaklasir ve daha cok NMDA reseptorii acilarak bu kanallardan

iyon akis1 gergeklesir.

NMDA reseptor kanalinin diger bir farki, goreceli olarak daha yavas acilip
daha yavas kapanmasi ve bu 0Ozelligi nedeniyle EPSP’lerin ge¢ fazina katkida
bulunmalaridir. EPSP’nin geg fazi, Mg™* ‘un kanali bloke etmesi nedeniyle tek bir
presinaptik sinyalden sonra zayif bir yanit olarak karsimiza ¢ikar. Oysa presinaptik
noron ard arda sinyaller gonderirse postsinaptik hiicrede EPSP’ler toplanarak 20 mV
veya daha fazla bir depolarizasyon olusturur. Bu durumda NMDA reseptorii biiyiik
olgiide Ca™un katkisi ile daha biiyiik akimlara yol agar. NMDA reseptoriiniin
aktivasyonu sonucu post-sinaptik hiicrelerde, kalsiyuma bagimli enzimler ve bazi
ikinci haberciler devreye girer. Bu biyokimyasal reaksiyonlar, sinapsta bazi uzun
vadeli modifikasyonlara katkida bulunan sinyal yollarini tetikler. Ogrenme ve

bellekte, sinapsta gerceklesen degisikliklerin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

NMDA reseptoriiniin aktivasyonu presinaptik aktiviteye bagli oldugu ve uzun
stireli sinaptik modifikasyonlar ile ortaya ¢iktig1 i¢in, ¢ogu kez bu duruma aktiviteye

bagimli sinaptik modifikasyonlar denilmektedir (58).

Bazi kosulllar altinda glutamat gibi eksitatdr transmitterlerin dengesizligi,
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek miktarlarda glutamat
noronlar i¢in toksiktir. Beyindeki bir¢ok hiicrede L-glutamata yanit veren reseptorler
bulunmaktadir. Doku kiiltiirlerinde ortama yiiksek diizeyde glutamat eklenmesi bir
cok ndronu 6ldiirmektedir, buna glutamat eksitotoksisitesi adi1 verilmektedir. Bir ¢ok
hiicrede bu tiir toksisitede, NMDA reseptorlerinden Ca™’un hiicre icine girisi
sorumlu tutulmaktadir. Yiiksek intraseliiler Ca™, kalsiyuma bagh proteazlart ve

fosfolipazlar1 aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikalerin olugmasina yol
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agmaktadir. Inme sonrasi hiicre hasarindan, status epilepsisinde tekrarlayan
episodlarda ortaya ¢ikan hiicre oliimiinden, Huntington hastaligi gibi dejeneratif
hastaliklarda glutamat toksisitesinin pay1 oldugu diisliniilmektedir. Spesifik NMDA
reseptor blokerleri, glutamatin toksik etkisini engelleyebilmesi nedeniyle bugiin

kliniklerde kullanilmaya baglanmistir.

2.3.4. NMDA’nin Lokalizasyonu

NMDA reseptor dagilimimi saptamak i¢in bir dizi degisik radyoligandlar
kullanilarak ligand baglama calismalari yapilmistir. Bu c¢alismalarda; NMDA
reseptorlerinin tim beyinde yaygin bulunurken, dominant olarak ©6n beyinde
bulundugu gosterilmistir. Tiim beyindeki en yiliksek diizeyler ise hipokampusdaki
CAl bolgesindedir. Degisik ligandlarin baglanma bdlgelerinin saptanmasiyla yapilan
NMDA reseptor dagiliminin kantitatif kiyaslamasi, NMDA reseptorlerinin birgok
farkli farmakolojik tiplerinin varligini isaret etmistir. NMDA reseptor altbirimlerinin
molekiiler klonlamasii takiben her bir altbirimin dagilimi, insitu hibrizidasyon
histokimyasiyla test edilmistir. Erigkin kemirgenlerde NR1 mRNA tiim beyinde
yaygin olarak dagilmis bir sekilde bulunmustur. Zit olarak 4 NR2 altbirimi farkl
yerlesim paterni izler. NR2A mRNA tiim beyinde yaygin olarak bulunur; fakat
serebral korteks, hipokampus ve serebellumda daha yogun olarak bulunur. NR2B
altbirimi Onbeyinde, serebral korteks, hipokampus, septum, kaudat ve putamende
secici olarak yiiksek diizeyde bulunur. NR2C mRNA serebellumda dominant olarak
bulunurken, talamusda ve olfaktér bulbusda daha az olarak bulunur. NR2D’nin
ekspresyonu ortabeyin ve arkabeyinde yliksek iken; diisiik diizeyleri talamusda,
olfaktdr bulbusda ve beyin sapinda bulunur. NR2C ve NR2D altbirimleri hipokampal
noronlarda, 6zellikle néronlar arasinda bulunurlar. NR3A; serebellum hari¢ korteks,
hipokampus (CAl), ortabeyin, arkabeyin ve spinal kortda eksprese edilir (118).
Kemirgenlerin beyinlerindeki NR2 altbirimlerinin ekspresyon paternleri gelisim
sirasinda diizenlenmektedir. NR2B ve NR2D mRNA’lar1 prenatal donemde ortaya
cikarlar, halbuki NR2A ve NR2C mRNA’larinin ilk tespiti dogum zamanina
yakindir. En 6nemli degisiklik olarak saptanan bulgu, serebellar graniil hiicrelerinde
ekspresyonun NR2B’den NR2C’ye gecisidir. NR2B mRNA’s1 serebellar graniiler

hiicrelerde embriyonik dénemde en ¢ok 7. giinde eksprese edilirken, daha sonradan
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neredeyse tamamen kaybolup NR2C mRNA’s1 ile yer degistirir. NMDA reseptor
kanallarimin fonksiyonel 06zellikleri, 4 farklt NR2 tipine gore degismektedir.
Embriyonik ve erigkin beyinlerindeki NR2 genlerinin farkli zamansal ve
lokalizasyon ekspresyon paternlerinin, NMDA reseptorlerinin en ahenkli sekilde

calismasini saglamak iizere tasarlandig1 diisiiniilmektedir (59).

Halihazirda genel itibariyle hem fikir olunan nokta NMDAR’lerinin NRI1
altbirimleri ve beraberinde NR2 altbirimlerinin en azindan bir tipinden olusan
heteromerik yapilar oldugudur. NR2 altbirimlerinden gelen domainler glisin
baglanma bolgesini olusturur. Membrana dogru dizilmis her glutamat reseptor
altbirimi farkli yaklasimlarin bir bileskesinden ortaya g¢ikarilmistir. Bu g¢alismalar
kacinilmaz bir kanit ortaya koymustur: NMDAR, AMPAR ve KAR altbirimleri 3
adet membrana uzanan domain icerir (M1, M3 ve M4). M2 birimi membrana
stoplazmik kenardan daldirilmis sekilde bir biiklim olusturur. Her NMDAR alt
tinitesi genis bir extraselliiler N-terminal domaini ve intraselliiler C- terminali
sergiler. NMDAR poru Ca™’a yiiksek derecede gegirgenlik saglar ve Mg ile bloke

olur.

Voltaja bagiml tek iyonotropik reseptor NMDAR’dir. Normal miktarlarda
Ca™ bazi bellek tiplerinin olusmasinda gerekli sinyal yollarmi tetiklemektedir.
NMDAR lerinin aktivitesi Mg ile voltaja hassas blokaji ve Ca™*’a gegirgenligi pora
uzanmig olan M2 segmentindeki aminoasit rezidiilerine dayanmaktadir. Katyon
seciciligi M2 segmentinin kritik bir alanina (N alan1) dayanir, bu alan NR1 ve NR2
alt iinitelerinde bulunan bir asparajin rezidiisii tarafindan olusturulur. NR2 alt iinitesi,
membranin extraselliller yiiziinden gelen Mg™ iyonlart i¢in temel baglanma
bolgesini igerir. Yani Mg bloklar1 M2’deki kritik asparajin rezidiileri veya onlara
¢ok yakin olan aminoasit rezidiilerinin etkilesimine dayanir. Bu baglanma bolgesi; N
bolgesi, yiiksek Ca™ gecirgenligi icin kritiktir. NR1 rezidiileri kanalin dis
vestibiiliinii olusturur. Bu vestibiil M3 (C-terminal ucunda) ve M4 (N-terminal

ucunda) segmentlerinin M1°den 6nce gelen pargalar: tarafindan olusturulmustur.

2.3.5. NMDA’nin Ogrenme ve Hafizadaki Rolii

Beynin hippocampus olarak adlandirilan bolgesinde, sinapslar yiiksek

frekansh elektrik sinyalleriyle uyarilinca sinaptik baglantilar giiglenir. Diisiik
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frekanshi elektrik sinyalleriyle uyarilirsa sinaptik baglantilar zayiflar. Sinaptik
baglantinin artmasi ya da azalmasi, beyinde bilgilerin nasil depolandigi ve silindigini

aciklayan en gecerli mekanizma olarak kabul edilmektedir.

80’li ve 90’11 yillarda norobiyologlar sinaptik baglantilarin giliglenmesi ve
zayiflamas: gibi hadiselerin, sinir hiicresi zarinda bulunan, NMDA molekiilii
reseptorlerine bagli oldugunu gosterdiler. 1996 yilinda Princeton Universitesi'nden
Jeo Tsien NMDA alicilarinin hafiza ve 6grenme ile alakali rollerini arastirmak i¢in
deney farelerinin beyinlerinin hippocampus bolgesinde bulunan NMDA
reseptorlerinin NR1 altiinitesini bir metotla baskiladilar. Bu fareler boyut ve yon gibi
mekanla alakali hadiseleri anormal sekilde algilamis ve buna bagli olarak mekanla
ilgili hafiza kaybina ugramislardir (60). Jeo Tsien ve ekibi NMDA reseptorlerinin
NR2A ve NR2B adli diger alt iiniteleriyle de ilgilenmislerdir. Kus, kemirici gibi bazi
hayvanlarin genglerinde, NMDA reseptorlerinin yash fertlerdekilere nisbetle daha
uzun siire aktif veya agik kaldigim1 bulmuslardir. Bu farklilik gen¢ hayvanlarin
O0grenme ve hafiza kapasitelerinin ni¢in daha iyi oldugunu agiklamaktadir. Ciinkii
hayvanlar yaslandiginda, daha uzun siire aktif olan NR2A alt {initesince zengin
NMDA reseptorleri artar, daha uzun siire aktif olan NR2B iinitesince zengin olanlar
ise azalir. Jeo Tsien ve ekibi, dollenmis fare yumurtalarina NR2B altbirimini
kodlayan geni tasiyan bir DNA parcasi enjekte ettiler. Bu yumurtalardan dogan
farelerde NMDA reseptorleri normal farelere gore iki kat daha fazla agik kalmistir.
Ustelik  bunlarin  yetiskinliklerinin  hipokampusundaki néronlarin  sinaptik,
baglantilar1 aymi yastaki normal farelere gore daha fazladir ve geng farelerinkine

benzerlikler tasimaktadir.

2.3.6. Norolojik Hastahklar

Glutamat gibi eksitator nérotransmitterlerin dengesizligi bazi kosulllar altinda
bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek miktarlarda
glutamat ndronlar icin toksiktir. Beyindeki bir¢ok hiicrede L-glutamata yanit veren
reseptorler bulunmaktadir. Doku kiiltiirlerinde ortama yiiksek diizeyde glutamat
eklenmesi bir ¢ok noronu Oldiirmektedir, buna glutamat eksitotoksisitesi adi
verilmektedir. Bir ¢ok hiicrede bu tiir toksisite NMDA tipi reseptorlerden Ca™ un

hiicre i¢ine girisi sorumlu tutulmaktadir. Yiiksek intraselliiler Ca™, kalsiyuma bagh
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proteazlar1 ve fosfolipazlar1 aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikallerin
olusmasina yol agmaktadir. Inme sonrasi hiicre hasarindan, status epilepsisinde
tekrarlayan episodlarinda ortaya ¢ikan hiicre oOliimiinden, Huntington hastaligi,
ALS’de olivopontocerebellar atrofi gibi dejeneratif hastaliklarda kronik glutamat
reseptor aktivasyonu ve glutamat toksisitesinin payi oldugu disiliniilmektedir.
Spesifik NMDAR blokerleri, glutamatin toksik etkisini engelleyebilmesi nedeniyle

bugiin kliniklerde kullanilmaya baslanmistir.

Glutamat ve aspartat enerji metabolizmasi ile 6zellikle uyustugu zaman
ekzotoksin olabilir. Dikkate deger olarak hipotalamusun arkuat niikleusunda kan-
beyin bariyeriyle iyi korunmayan alanlarda akut ndrodejenerasyon gosterilmistir.
Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin cogunun aktivasyonu cesitli ndrodejenerasyon
mekanizmalarini igine alir. Ornegin norodejenerasyonu iskemik olay izler ve LTP
benzeri fenomenin patolojik asiriligi baglanma mekanizmalarma benzeyebilir. Ca*
girisi ve eslik eden NMDAR ilgisi ile 6zellikle AMPAR aktivasyonundan noronal

hasar ortaya cikar.

Glutamat aracilt norotoksisitede predispoze néronlarda bozulmus ATP
tiretimi metabolik inhibisyonuna yol acar. Hasarin siddetlenmesi ile serbest O,
radikalleri ortaya ¢ikar. Bozulmus Ca'™ hemostazi ile sonugta enerji metabolizmasi

hasar goriir ve bazi kronik nérodejeneratif hastaliklar belirginlesebilir.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu c¢alisma Siilleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Laboratuvar1 ve Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada Wistar-Albino cinsi toplam 36 adet erkek sigan kullanildi.
Deneyde kullanilan siganlar, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Laboratuvari’ndan temin edildi. Siganlar standart 151k (12 saat gilin 15181 /12 saat
karanlik), 1s1 (25'C)’da yeteri kadar (ad libitum) su ve yem ile toplam 4 hafta siireyle

beslendiler.

Sicanlar Kontrol Diyeti Grubu (n=6), Aycicek Yagi Diyeti Grubu (n=6),
Zeytinyag1 Diyeti Grubu (n=6), Balik Yagi Diyeti Grubu (n=6), Tere Yag1 Diyeti
Grubu (n=6) ve Margarin Diyeti Grubu (n=6) olmak {izere toplam 36 hayvan alti

gruba ayrilarak 6zel olarak hazirlanmis kafeslerde dorderli gruplar halinde tutuldular.

Tiim hayvanlar ad libitum birakildiklar1 halde deney hayvanlarina ek olarak
oral gavajla giinlik 2mL s1v1 yag verildi. Sicanlar bir seferde 2 mL’den fazla sivi

aldiklarinda regiirjitasyon saptandigi icin maksimum doz 2 mL olarak alindi.

Kontrol Diyeti Grubu agirliklar1 200,5+26,5 gr olan 12 aylik 6 adet sigandan
olusturuldu. Bu gruptaki hayvanlara diger gruptakilerle ayn1 evsafta standart sigan

yemi yaninda oral gavajla giinliik 2 mL distile su verildi.

Aycigek Yagi Diyeti Grubu (AY), agirliklar1 187+13 gr olan 12 aylik 6 adet
sicandan olusturuldu. Bu gruptaki hayvanlar standart yeme serbest birakildilar, ek

olarak oral gavajla giinliik 2 mL saf ay¢icek yag1 uygulandi.

Zeytinyag1 Diyeti Grubu (ZY), agirliklar1 19118 gr olan 12 aylik 6 adet
sigandan olusturuldu. Bu gruptaki hayvanlar da standart yeme serbest birakildilar, ek

olarak oral gavajla giinliik 2 mL saf zeytinyag1 uygulandi.
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Balik Yag1 Diyeti Grubu (BY), agirliklar1 189,5+£27,5 gr olan 12 aylik 6 adet
sigandan olusturuldu. Bu gruptaki hayvanlar da standart yeme serbest birakildilar, ek

olarak oral gavajla giinliikk 2 mL saf balik yagi uygulandi.

Tereyagi1 Diyeti Grubu (TY), agirliklart 190,5+20,5 gr olan 12 aylik 6 adet
sigandan olusturuldu. Bu gruptaki hayvanlar da standart yeme serbest birakildilar, ek
olarak oral gavajla giinlilk 2 mL kat1 tereyag1 uygulandi. Tereyagi 40°C’de giinliik

eritilip sogutulduktan sonra verildi.

Margarin Diyeti Grubu (MY), agirliklar1 189,5£27.5 gr olan 12 aylik 6 adet
sigandan olusturuldu. Bu gruptaki hayvanlar da standart yeme serbest birakildilar, ek
olarak oral gavajla giinliik 2 mL kati margarin uygulandi. Yag 40°C’de giinlik

eritilip sogutulduktan sonra verildi.

Sicanlar enjeksiyon uygulanmasini takiben 4. haftanin sonunda im. olarak
uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)-% 2’lik ksilazin (Alfazin,
Alfasan IBV) anestezisi altinda dekapite edilerek deney sonlandirild.

Sicanlar dekpite edildikten hemen sonra beyinleri alindi. Filtre kagitlar1 soguk
fosfat tamponuyla islatilip -30°C’lik buz paketleri lizerine konarak hipokampiis
¢ikartma diizenegi olusturuldu. Dekapitasyondan hemen sonra bu diizenek iizerinde
hipokampiisler ¢ikarilarak 6nceden hazirlanmis i¢ci 50 mM fosfat tamponu dolu
plastik Eppendorf® tiiplerine konuldu ve toplanan tiim numuneler analizin yapildig1

tarihe kadar —80 °C’de muhafaza edildi.

Deney siireci boyunca hayvanlarin davranis ve genel durumlari gézlendi. Yag
diyeti uygulanan sigan gruplarinda bazen oral travmatizasyon bulgularina (hemoraji)

rastlansa da olen olmada.
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3.1.2. Sican Yemi Besin Icerigi
Toplam enerji: 2600 Kcal/kg

Kuru Madde En az % 88
Ham Protein En az % 23
Ham Seliiloz En ¢ok % 7
Ham Kiil En ¢ok % 8
HCI’de Coziinmeyen Kiil En ¢ok % 2
Kalsiyum En az-en ¢ok % 1-1,80
Fosfor En az % 0,90
Sodyum En az en ¢ok % 0,5-0,80
NaCl En ¢ok % 1
Methionin En az % 0,3
Lizin En az % 1
Tablo 1. Kullanilan sigan yem igerigi

3.1.3. Sican Yemi Ve Diyetlerin Yag Asiti Yiizdeleri

St:{ne(:;rt Az{({;gk Zeytinyag ]:;:;: Tereyag1 | Margarin

Yag asit %’si
Biitirik asit 25
Kaprilik asit 1,56 18,92
Kaproik asit 14,33
Kaprik asit 0,22 4,40 0,09
Laurik asit 0,18 2,34 21,14
Undekanoik asit 0,20
Miristik asit 1,86 9,38
cis-10pentadek. 0,65
Palmitik asit 35,13 24,74 14,08 21,87 8,8 13,27
Palmitoleik asit 2,42 14,38
Elaidik asit 1,98
cis10 Heptadek. 2,40
Stearik asit 1,31 4,79 1,61 4,37 0,81 0,93
Oleik asit 26,10 44,59 77,79 10,63 31,71 22,17
Linoleik asit 15,18 25,88 6,52 2,50 11,75 23,33
Linolenik asit 2,50
Arasidonik asit 5,48 2,50
EPA 15,80
DHA 5,30 16,58

Tablo 2. Sican Yemi Ve Diyetlerin Yag Asiti Yiizdeleri
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3.1.4. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1- Sogutmal1 santrifiij : Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifiij : Jouan B4I (Fransa)

3- Derin dondurucu : Ugur (Tirkiye)

4- Hassas terazi : Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5- Vorteks : Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler : Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

7- Gaz Kromatografisi Cihazi: Shimadzu GC 2010 (Japonya)

8- Sonikatdr : Bandelin Sonoplus (Almanya)

9- pHmetre : Hanna Instruments (Portekiz)

10- Manyetik Karistiric : Niive (Tiirkiye)

11- Elektroforez cihazi : EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)
12- Homojenizor : Ultra Turrax T25 (Almanya)

13- Biyokimya Analizorii : Aeroset Abbott (A.B.D.)

14- Goriintiileme Cihazi : Kodak Image Station 2000 MM (Japonya)
15- HPLC Chazi : Thermo Finnigan Spectra (ABD)

16- Su Banyosu : Niive NM 302 (Tiirkiye)

17- Bidistile Su Cihazi : Barnstead NANOpure Diamond (ABD)

18- Teflon homojenizor

3.1.5. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Lipit Peroksidasyonu (MDA) i¢in Kullamlanlar:

* Butylated hydroxy toluene (BHT), Merck (Almanya)
* NaOH, Merck (Almanya)

* Perklorik Asit, Merck (Almanya)

* Dinitrofenilhidrazin (DNPH), Merck (Almanya)

* HCI, Merck (Almanya)

* H,SO4, Merck (Almanya)

» Malondialdehid (MDA), Merck (Almanya)
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* NaH,PO4, Merck (Almanya)

* K,HPO4, Merck (Almanya)

* Asetonitril (GC grade), Sigma-aldrich (ABD)

» Metanol (GC grade), Sigma-aldrich (ABD)
SDS-PAGE ve Western Blot i¢in Kullanilanlar:
* Akrilamid: bisakrilamid % 30 T, % 2.6 C; Sigma (Almanya)
* Tris, Merck (Almanya)

* Glisin, Merck (Almanya)

» SDS, Merck (Almanya)

* APS, Merck (Almanya)

* TEMED, Merck (Almanya)

* 2-Merkaptoetanol, Merck (Almanya)

* Brom Fenol Blue, Merck (Almanya)

* Sodyum Kloriir, Merck (Almanya)

» Tween 20, Merck (Almanya)

* Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)

* EDTA, Merck (Almanya)

* EGTA, Merck (Almanya)

* Leupeptin, Sigma (Almanya)

* Aprotinin, Sigma (Almanya)

* Benzamidin, Sigma (Almanya)

* Triton X-100, Sigma (Almanya)

* Immobilon-P, Sigma (Almanya)

« Kromotografi filtre kagidi, Whattman (ingiltere)

* Metanol, Merck (Almanya)
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* Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)

» Anti NR2A, Sigma (ABD)

» Anti NR2B, Sigma (ABD)

* Monoklonal anti-rabbit IgG, Sigma (ABD)

* Pierce ECL Western Blotting Substrate (ABD)
* Prestained Molecular Weight Marker, Sigma (ABD)
Yag Asiti Analizi I¢in Kullamlanlar:

* Hekzan, Sigma (Amerika)

* Aseton, Sigma (Amerika)

* Metanol, Sigma (Amerika)

* Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)

* NaOH, Merck (Almanya)

3.1.6. Kullanilan Cozeltiler

MDA Tayini i¢in Kullanilanlar:

1- PBS :pH: 7,4
2- BHT : 500 ppm (5 mg BHT 10 mL Metanoldeki ¢ozeltisi)
3- NaOH :6 M (12 gr NaOH 50 mL bidistile sudaki ¢ozeltisi)

4- Perklorik Asid :35% (v/v)

5- HCI :2M (37% HCl’den 1,658 mL, 10 ml bidistile suda)

6- DNPH : 2M HCIl’de 5 mM ¢ozeltisi (9,91 mg in 10 ml

7- HCI : 2 M sudaki ¢ozeltisi

8- H,SO4 : %1 i¢in %98lik ¢ozeltiden 0,14 mL alip 10 mL bidistile

suya tamamlanir.
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SDS-PAGE ve Western-Blot i¢in Kullanilanlar:
1- 4 x Alt Tampon: 1,5 M Tris HCI, pH: 8,8

36,3 g Tris 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH'1 8,8'e ayarlanir. Sogutulup

pH’1 tekrar 8,8’e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.
2- 14 x Ust Tampon: 0,5 M Tris HCI, pH: 6.8

12,1 g Tris, 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH'1 6,8’e ayarlanir.
Sogutulup pH'1 yeniden 6,8'e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.

Alt jel: (% 7.5’1uk)

Bidistile su 4450 ul
Akril : bisakril % 30 T, % 2,6 C 2500 ul
4xlower buffer (tris HCI, pH: 8.8) 2500 ul
% 10 SDS 100 ul
% 10 APS 450 ul
TEMED 10 pl

Ust jel: (% 4°liik)

Distile su 2920 pl
Acril : bisacril % 30 T, % 2,6 C 670 ul
4 x Upper buffer (tris-HCI, pH: 6,8) 1250 pl
% 10 SDS 50 pl
% 10 APS 200 pl
TEMED 10 pl

3- Homojenizasyon Tamponu: 50 mM Tris-HCI pH: 7.5, 0,15 M NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 25 pg/ml Leupeptin, 25 pg/ml Aprotinin, 10 uM benzamidin
ve % 1’lik Triton X-100 bulunacak sekilde total hacim 30 ml’ye tamamlandi.
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4- Numune Tamponu:

Upper buffer (0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8) 2,0 ml
Gliserol 1,6 ml
% 10 SDS 3,2ml
2-Merkaptoetanol 0,8 ml
% 0,1(w/v) Brom fenol blue 0,4 ml

5- Yiiriitme Tamponu: 15 gr Tris, 72 gr Glisin, 5 gr SDS, pH 8,3’e ayarlanip
distile su ile 1 1t’ye tamamlanir. 5 kat sulandirilarak kullanilir.

6- Transfer Tamponu: 0,606 gr Tris, 2.882 gr Glisin ve 1 ml % 10 SDS,
distile su ile 160 ml’ye pH: 8,2-8,4 olacak sekilde tamamlanir. 40 ml metanol
eklenir.

7- TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 12,1 gr Tris, 17,5 gr NaCl, 2 ml Tween
20 (pipetle yavasca cekilir, yogun bir madde oldugu i¢in) pH: 7,5 olarak ayarlanip 2
litreye distile suyla tamamlanir.

8- Primer antikorlar: NR2A 1/3000 ve NR2B 1/5000 oraninda, taze % 1
BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirlanda.

9- Sekonder antikor: Antirabbit IgG (Alkalen foDYAtaz konjuge) 1:10.000
oraninda, taze % 1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirlandi.

3.2. Metod

3.2.1. Hipokampus Orneklerinin Homojenizasyonu

Dokular tartiip MDA, SDS-PAGE ve Western Blot prosediirii uygulanmak
tizere ayrildi. Aymi gruptaki farkli siganlara ait doku 6rnekleri tartildiktan sonra ikiser
ikiser birlestirildi ve ilk adimda 1/5 oraninda homojenizasyon tamponu ile
karigtirllarak  buz iizerinde teflon-cam homojenizator ile 18-20 darbede
homojenizasyon yapildi. Ardindan bu karisim ikiye ayrilarak ilk kisim MDA analizi
i¢in, ikinci kisim ise SDS-PAGE ve Western Blot prosediirii i¢in saklandi. MDA igin
ayrilan dokular ve 2 (v/v) oraninda 500 ppm BHT ilavesinden sonra 1/5 oraninda
pH:7.14 fosfat tamponu eklenerek UltraTurraxT25 Homogenizer ile 2.500 rpm’de ve

hemen sonra sonikatdrle 30 sn boyunca +4°C sicaklikta homojenize edilerek
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homojenatlar 10.000 X g’de santrifiij edildi ve elde edilen siipernatanlardan HPLC
ile MDA c¢alisildi.

SDS-PAGE ve Western Blot prosediirii i¢in ayrilan ilk kisim numuneler Ultra
Turrax T25 Homogenizer ile 2500 rpm’de ve hemen sonra sonikatdrle 30 sn boyunca
+4°C sicaklikta homojenize edilerdi. Homojenatlar 13.000 X g’de santrifiij edildi ve
elde edilen siipernatanlardan SDS-PAGE ve Western Blot prosediirii ile NMDA

reseptorleri ¢alisildi.

3.2.2. Lipit Peroksidasyonunun Tayini

Lipit peroksidayon iiriinlerinden olan MDA, Mateos ve arkadaglarinin DNPH
ile tlirevlenme esasina dayanan yiiksek performansli sivi kromatografi (Thermo

Finnigan Spectra HPLC, A.B.D.) metodu kullanarak 6lgiildii (70).

Lipid peroksidasyonunda ortaya ¢ikan maddelerden biri de malondialdehid
(MDA)’dir. MDA manuel spektrofotometrik yontemlerle genelde tiyobarbitiirk asit
(TBA) ile tiirevlenme esasina dayanarak tayin edilir. Bu yontemde TBA MDA ’dan
baska diger aldehit tiirevlerini de bagladig1 icin yontem c¢ok hassas degildir. Burada
kullanilan HPLC yonteminde ise tiirevlenme hem MDA ’ya daha spesifik olan DNPH
ile olmakta, hem de kromatografinin diiz spektrofotometrik yonteme gore ¢cok daha
fazla olan ayrim giiclinden dolayr analiz yiiksek sensitivite ve spesifitelere

cikmaktadir.

Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, DNPH
ile reaksiyona girerek, 310 nm’de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks

olusturur.

Deneyin yapilist: Stipernatanlardan 250 uL eppendorf tiiplere alindiktan sonra
tizerine 6M 50 pL. NaOH soliisyonu eklenerek final hacim 300 plL’ye ¢ikarildi.
Alkali siipernatanlar daha sonra 60°C su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi
(proteine bagli MDA’nin hidrolizi). Numuneler sogutulduktan sonra %35°lik (v/v)
perklorik asit ilavesiyle proteinlerin presipitasyonu saglandi. Karisim 2800 X g’de 10
dakika santrifiij edilip siipernatanlardan 250 pL eppendorf tliplere aktarildi ve
tizerine 25 pL. DNPH (5mM) eklenerek vortekslendi. 30 dakika karanlikta
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tirevlenmeye birakilan numunelerden 50 pL HPLC sistemine enjekte edildi.

Sonugclar cihazin otomatik integrasyonu ile mmol/g protein olarak hesaplandi.
Kromatografik kosullar
Kolon : Sum, 125x4mm Nucleosil 100C18 RP

Mobil Faz (izokratik) : Asetonitril/ H,O / Asetoasetik Asit (38 /62 /0,2 —

V/VIV)
Akim Hizi : 0.6 mL/min
Kolon Sicaklig :23°C
UV A :310 nm

3.2.3. SDS-PAGE Yontemi

Laemmli’nin yontemi esas alinarak calisildi (71). % 7,5’lik alt jel ve % 4’lik
iist jel hazirlanip, kuyucuk basina son konsantrasyonu 56,75 pgr protein olacak

sekilde, doku homojenati numune tamponuyla 1/1 oraninda karistirilarak uygulandi.

3.2.4. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile 6rnekler jel {izerinde proteinlerine ayrildi ve daha
sonra poliviniliden difluorid (PVDF) membrana (Imobilon-P) transfer edilmek {izere
transfer tankina alindi. Transfer prosediirii sonras1 anti-NR2A ve anti-NR2B iceren
soliisyonlarda bir gece boyunca bekletildi. Daha sonra sekonder antikorla 1 saat siire
ile inkiibe edilen membranlar, taze hazirlanan elektrokemiliiminesans igin birer
mL’lik soliisyonlarda karistirilarak 1 dakika beklemesi sagladi ve ivedilikle
goriintiileme cihazinda okutuldu. Olusan bantlar Kodak Image Station 2000 MM
goriintiileme cihaz1 kullanilarak tarandi. Elde edilen bant yogunluklart her bir

reseptor altbirimi i¢in kendi arasinda karsilagtirildu.

3.2.5. Yag Asiti Tayini

Yag asitlerinin ekstraksiyon ve tiirevlenmesi i¢in Folch ve arkadaslarinin
calismasindan yararlanilmistir (72). Bunun i¢in 500 pL 1.5 M HCIl (Metanol iginde)
icine 50 pL numune vortekslendi. Daha sonra 2 saat 80°C’de tiirevlenme i¢in inkiibe

edildi. Tiirevlenme sonrasi hemen {izerine 100 pL bidisitile su katildi. Buna 500 uL.



36

Hekzan katarak hekzan fazindan gaz kromatografi (Shimadzu GC 2010-A, Japonya)

cithazinda analiz i¢in uygun miktar viale alindi.

3.2.6. Protein Tayini

Otoanalizor ile Lowry (73) Metoduna gore ticari kitle (DC Protein Assay,
Bio-Rad Laboratories, California, USA) otoanalizorde (Aeroset, Abbott, A.B.D.)

calisiimustir.

3.2.7. istatiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 15.0 for Windows"™” programi
kullanilarak yapildi. Genel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadigi
Kruskal-Wallis  Varyans  Analiziyle degerlendirildi.  Gruplarin  birbiriyle
karsilagtirilmasi i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi. Yag asiti ylizdeleri, Western
Blot sonuglar1 ve MDA degerleri ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi. P

degerinin 0,05’den kii¢iik olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. NR2A ve NR2B Reseptor Diizeyleri

NR2A reseptdr yogunluklar1 degerlendirildiginde; Aycicek yagi diyeti
grubundaki degerler Kontrol, Tereyagi ve Margarin diyeti gruplarina gore
istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0,05). Diger gruplardaki degisimler
anlaml degildir (»>0,05).

NR2B reseptor yogunluklari analizinde; Balik yag: diyeti grubunda Kontrol
grubuna gore anlaml artis oldugu (p<0,05) ancak diger gruplarla olan ve aralarindaki
degisimlerin anlamli olmadig1 saptanmistir (»>0,05). (Sonuglar Tablo 3, Sekil 5 ve
sekil 7 de gosterilmektedir).

NR2A NR2B
Diyet Gruplari
(optik dansite) (optik dansite)
Kontrol 100 100
Aveleek Va3 68.5 100.6
icek Yag
yets 8 (65.8-68.5)" (65.8-85.0)
z 71.1 87.1
eytinyagi
yinyas (58.6-103) (64.2-113.1)
84.3 135.7
Balik Yag b
(76.7-114.9) (112-9-155.5)
108.1 149.2
Tereyagi b
(97.3-131.9) (89.9-180.7)
134.1 2123
Margarin b
(98.6-175.5) (78.9-228.1)

Tablo 3. Tiim gruplarda NR2A, NR2B reseptorlerinin yiizdelik cinsinden yogunluklari.
Ortanca (minimum-maksimum) degerleri, a: Kontrol Grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml gruplar (p< 0,05), b: Aygicek Yag1 Diyeti grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
gruplar (p< 0,05). Grafikte kutularin i¢indeki yatay ¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve ti¢lincii
ceyregi, kutularin listiindeki ¢izgiler ise minimum ve maksimum degerleri gostermektedir.



38

NR2A

CKontrol AY ZY BY TY MY

Sekil 5. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi
NR2BA: NMDA Reseptorii A-Alttipi, AY: Aycicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyagi
Diyeti Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu, TY: Tereyagi Diyeti Grubu, MY: Margarin
Diyeti Grubu.
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Sekil 6. Sonuclar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek kontrole
gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. NR2A: NMDA Reseptorii A-Alttipi AY: Aygicek
Yag1 Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyagi Diyeti Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu, TY: Tereyag1 Diyeti
Grubu, MY: Margarin Diyeti Grubu a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<
0,05) b: Aycicek Yagi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p< 0,05). Grafikte
kutularin igindeki yatay ¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve dlglincii ceyregi, kutularin
istiindeki cizgiler ise minimum ve maksimum degerleri gostermektedir.
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NR2B

Kontrol AY ZY BY TY MY

Sekil 7. NR2B’ye ait Western Blot drnegi.
NR2B: NMDA Reseptorii B-Alttipi AY: Aygigcek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyagi1 Diyeti
Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu, TY: Tereyag:i Diyeti Grubu, MY: Margarin Diyeti
Grubu.
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Sekil 8. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek kontrole
gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. NR2A: NMDA Reseptorii A-Alttipi AY: Aycigek
Yag1 Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag: Diyeti Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu, TY: Tereyag1 Diyeti
Grubu, MY: Margarin Diyeti Grubu a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<
0,05). Grafikte kutularin i¢indeki yatay ¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve tglincii ¢eyregi, kutularin
iistiindeki ¢izgiler ise minimum ve maksimum degerleri gostermektedir.
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4.2. Hipokampus Yag Asidi Kompozisyon Yiizdeleri

4.2.1.DYA, TDYA ve CDYA

CDYA dikkate alindiginda Kontrol Diyeti ve AY Grubuna gore sadece TY
p<0,01) (Tablo 4). BY ve TY grubunda ZY grubuna gore azalma saptanmistir
(strastyla p<0,05 ve p<0,01). TY grubunda DYA BY grubuna gore azalma gostermis
olup (p<0,01) MY grubunda ise BY ve TY grubuna gdre artma saptanmustir (her ikisi
i¢in p<0,01).

TDYA dikkate alindiginda Kontrol Diyeti Grubuna gore ZY, BY ve TY
gruplar1 hipokampus yag asidi kompozisyonlarinda hepsinde artma gozlenmistir
(p<0,01) (Tablo 5). Diger gruplar ele alindiginda ZY, BY ve TY grubunda AY
grubuna gore artma saptanmistir (p<0,01). ZY grubuna gore ise BY, TY ve MY
gruplarinda sirasiyla azalma, artma ve azalma saptanmistir (sirastyla p<0,05, p<0,01,
p<0,01). TY grubunda DYA BY grubuna gore artis gostermis olup (p<0,01) MY
grubunda ise BY ve MY grubuna gore azalma saptanmistir (p<0,01).

DYA dikkate alindiginda Kontrol Diyeti Grubuna goére AY, ZY ve TY
gruplart hipokampus yag asidi kompozisyonlarinda sirasiyla artma, azalma ve artma
gozlenmistir (hepsi i¢in p<0,01) (Tablo 6). BY grubunda ise p<0,05 diizeyinde
azalma gozlenmistir. Diger gruplar ele alindiginda ZY, BY ve MY grubunda AY
grubuna gore anlmali derecede azalma saptanmistir (p<0,01). ZY grubuna gore ise
BY, TY ve MY gruplarinda anlamli derecede artis saptanmistir (p<0.001). TY
grubunda DYA BY grubuna gore anlamli derecede artis gostermis olup (p<0,01) MY

grubunda ise TY grubuna gore anlamli derecede azalma saptanmistir (p<0,01).
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Tablo 4. Cesitli diyet gruplarina ait ratlarin hipokampuslarindaki yag asit yiizdeleri *

Yag asitleri K AY 7Y BY TY MY

DYA 49,49 51,68%* 46 ,46%* 48, 42% 51,18%* 49,18
(48,46-50,37) (50,04-51,89) (44,98-47,13) (47,44-49.23)  (50,42-52,17) (47,24-50,47)

TDYA 18,63 18,30 22,19%* 21,03%* 27,08%* 19,08
(17,38-20,19) (17,04-18,93) (20,92-23,85) (20,41-21,87) (26,45-29,11) (17,42-20,48)

CDYA 31,99 30,38 31,22 30,49 20,61** 31,80
(29,91-32,95) (29,52-32,59) (29,63-31,10) (29,45-31,68) (19,08-23,13) (31,12-32,28)

*Tim gruplarda 6 sigan vardir. Ortanca (minimum-maksimum) degerleri gosterilmistir; K:
Kontrol Diyeti Grubu, AY: Aycicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyagi Diyeti Grubu, BY:
Balik Yagi Diyeti Grubu, TY: Tereyagi Diyeti Grubu, MY: Margarin Diyeti Grubu.
*Kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyi p<0,05, **Kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyi
p<0,01.
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Sekil 9. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek kontrole
gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. CDYA: Coklu Doymamis Yag Asiti. KONT: Kontrol
grubu, AY: Aycicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu,
TY:Tereyagi Diyeti Grubu, MY:Margarin Diyeti Grubu. a:Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli gruplar (p<0,05) b:Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,01). Grafikte
kutularmn icindeki yatay ¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve {igiincii ¢eyregi, kutularin iistiindeki ¢izgiler
ise minimum ve maksimum degerleri gostermektedir.
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Sekil 10. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek
kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. TDY A: Tekli Doymamis Yag Asiti.
KONT: Kontrol grubu, AY: Ayg¢icek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyagi Diyeti Grubu, BY:
Balik Yagi Diyeti Grubu, TY: Tereyagi Diyeti Grubu, MY:Margarin Diyeti Grubu.
a:Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,05) b:Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,01). Grafikte kutularin igindeki yatay c¢izgi
ortancaya, kutular ikinci ve {iglincii ¢eyregi, kutularin iistiindeki ¢izgiler ise minimum ve
maksimum degerleri gostermektedir.
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Sekil 11. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek
kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. DYA: Doymus Yag Asiti. KONT:
Kontrol grubu, AY: Aycicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY: Balik
Yagi Diyeti Grubu, TY:Tereyagi Diyeti Grubu, MY:Margarin Diyeti Grubu. a:Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,05) b:Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,01). Grafikte kutularin igindeki yatay cizgi
ortancaya, kutular ikinci ve tgiincli ¢eyregi, kutularin iistiindeki cizgiler ise minimum ve
maksimum degerleri gostermektedir.

4.2.2. DHA, AA ve Oleik Asit

DHA dikkate alindiginda Kontrol Diyeti Grubuna gore tiim diger gruplarda
hipokampus yag asidi kompozisyonlarinda anlamli diizeyde azalma goézlenmistir
(timii i¢in p<0,01) (Tablo 5). Yine AY grubuna gore diger diyet gruplarinda, ZY
grubuna gore ise TY ve MY gruplarinda anlamli diizeyde azalma gozlenmistir
(p<0,01). TY grubunda DHA BY grubuna gore anlamli derecede azalma gostermis
olup (p<0,01) MY grubunda ise TY grubuna gore anlamli derecede artis saptanmistir
(p<0,01).

AA dikkate alindiginda Kontrol Diyeti Grubuna gore AY ve TY gruplarinda
hipokampus yag asidi kompozisyonlarinda anlamli diizeyde azalma gozlenmistir

(timii i¢in p<0,01) (Tablo 6). ZY grubuna gore TY ve BY gruplarinda p<0,05
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diizeyinde azalma gozlenmistir. MY grubunda ise TY grubuna gore anlamli derecede

art1g saptanmistir (p<0,05).

Oleik Asit dikkate alindiginda Kontrol Diyeti Grubuna gére AY hari¢ tiim
diger gruplarda hipokampus yag asidi kompozisyonlarinda anlamli diizeyde artma
gozlenmistir (timi i¢in p<0,01) (Tablo 5). Yine AY grubuna gore ZY, BY, TY ve
MY gruplarinda artig gozlenmistir (»p<0,01). MY grubunda da ZY grubuna gore; TY
grubunda BY grubuna gore anlaml artis saptanmaistir (p<0,05).

Tablo 5. Cesitli diyet gruplarina ait siganlarin hipokampuslarindaki yag asit

yuzdeleri *
Yag asitleri K AY 7Y BY TY MY
DHA 16,24 15,29%%* 14,38%* 13,68%* 9,22%%* 12,19%*

(15,98-17,01) (14,94-15,81)(13,73-15,04) (12,84-14,66) (8,30-9,67) (11,50-14,20)

AA 15,66 14,64%* 14,76 15,00 8,46%* 15,28
(15,04-16,12) (12,37-15,03) (13,68-17,46) (14,33-16,02) (7,34-15,49) (9,91-15,83)

Oleik A. 17,27 17,26 18,81%* 19,92%* 23,34%% 21,49%*
(16,73-17,65) (16,38-17,97) (18,34-19,83) (18,84-20,89) (20,42-27,19) (19,20-3,49)

"Tim gruplarda 6 sigan vardir. Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade
edilmistir; K: Kontrol Diyeti Grubu, AY: Ayg¢i¢cek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag: Diyeti
Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu, TY: Tereyag Diyeti Grubu, MY: Margarin Diyeti
Grubu. DHA: Dokozahekzaenoik asit, AA: Arasidonik asit, Oleik A.:Oleik Asit, **p<0,01
Kontrole gore diger gruplar.
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Sekil 12. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek
kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. DHA: Dokozahekzaenoik Asit.
KONT: Kontrol grubu, AY: Ayc¢icek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY:
Balik Yagi Diyeti Grubu, TY: Tereyagi Diyeti Grubu, MY: Margarin Diyeti Grubu.
b: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,01). Grafikte kutularin
icindeki yatay ¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve ii¢iincii ¢eyregi, kutularin iistiindeki ¢izgiler
ise minimum ve maksimum degerleri gostermektedir.
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Sekil 13. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek
kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. ArA: Arasidonik Asit. KONT:
Kontrol grubu, AY: Aycicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY: Balik
Yagi Diyeti Grubu, TY:Tereyagi Diyeti Grubu, MY:Margarin Diyeti Grubu. b: Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,01). Grafikte kutularin i¢indeki yatay
¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve {liglincii ¢eyregi, kutularin istiindeki gizgiler ise minimum
ve maksimum degerleri gostermektedir.
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Sekil 14. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup kontrol grubu 100 kabul edilerek
kontrole gore % konsantrasyon degeri olarak verilmistir. KONT: Kontrol grubu, AY:
Aycicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY: Balik Yagi Diyeti Grubu,
TY: Tereyagi Diyeti Grubu, MY:Margarin Diyeti Grubu. b: Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli gruplar (p<0,01). Grafikte kutularin igindeki yatay cizgi
ortancaya, kutular ikinci ve tgiincii ¢eyregi, kutularin iistiindeki cizgiler ise minimum ve
maksimum degerleri gostermektedir.
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4.3 Hipokampus MDA Diizeyleri

Kontrol Grubuna gore higbir grupta anlamli diizeyde degisme olmamustir.
Buna ragmen istatistiksel anlamli olmayan diizeylerde AY, ZY ve BY grubunda
kontrole gbre azalma, TY ve MY grubunda ise artma saptanmistir (Tablo 6). BY
grubu ise AY grubuna gore azalma gostermis (p<0,05), TY ve MY gruplarinda ise
AY grubuna gore artma saptanmistir (p<0,05).

Tablo 6. Cesitli diyet (Kontrol, Ay¢icek Yagi, Zeytinyagi, Balik Yagi, Tereyagi ve

Margarin) gruplarina ait siganlarin hipokampuslarindaki MDA (mmol/g prot) diizeyleri®

K AY 7Y BY TY MY

MDA
(mmol/gprot)

176,17 176,7 167,05 164,21 178,87 178,53
(160,91-181,23)(172,45-182,2)(163,39-183,24) (152,96-180,12)(171,3-195,52)(173,44-192,56)

? Tiim gruplarda 6 sican vardir. Ortanca (minimum-maksimum) degerleri gosterilmistir; K: Kontrol
Diyeti Grubu, AY: Aygicek Yagi Diyeti Grubu, ZY: Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti
Grubu, TY: Tereyag1 Diyeti Grubu, MY: Margarin Diyeti Grubu.
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Sekil 15. Sonuglar Mann Whitney-U testiyle yapilmis olup mmol/g protein degeri olarak verilmistir.
MDA:Malondialdehit KONT: Kontrol Diyeti Grubu, AY: Aygicek Yagi Diyeti Grubu, ZY:
Zeytinyag1 Diyeti Grubu, BY: Balik Yag1 Diyeti Grubu, TY: Tereyag: Diyeti Grubu, MY: Margarin
Diyeti Grubu. Grafikte kutularin igindeki yatay ¢izgi ortancaya, kutular ikinci ve igiincli ¢eyregi,
kutularm iistiindeki ¢izgiler ise minimum ve maksimum degerleri gostermektedir.
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan calismalarda besinlerle alinan yag tiirlerinin 6nemli
oldugunu  vurgulamaktadir. Diyetteki CDYA  ylizdesi, ya  asitlerinin
doymug/doymamis oranit ve ya n-6/n-3 orani ozellikle normal beyin gelisimi ve
fonksiyonlart i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Tiim beyin gelisimde serebral korteks
yaninda 6zellikle hafiza isleminde hipokampusun da gelisimsel ve fonksiyonel olarak

diyetten etkilendigi sanilmaktadir.

Caligmalarda hipokampusdaki NMDA reseptoriiniin hipokampusa bagiml
diizlemsel ve diizlemsel olmayan hafizalarin olusmasi i¢in gerekli oldugu ortaya
konmustur. Glutamat beyindeki eksitator gecislerin cogunlugunu diizenler ve NMDA
ile AMPA reseptorleri gibi iyonotropik reseptorler glutamaterjik sinyalizasyonda
onemli rol oynarlar. NMDA reseptorleri NR1 ve NR2A-NR2D alt {initelerinin bir
kombinasyonudur. Bu kombinasyonlar essiz iyon gecirgenlik zellikleri ve
duyarsizlasma ozelligi saglar. Ogrenme ve hafizadaki muhtemel rolii sebebiyle

NR2B daha fazla ilgi ¢ekmistir (74).

Cogu rat ¢caligmasinda diyetle yiiksek oranda doymus yag alimimnin 6grenmede
negatif bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ornegin yiiksek DYA igeren diyet ile
beslenen ratlar TDYA ve CDYA’den =zengin diyet ile beslenen ratlar ile
karsilastirildiginda biligsel bozukluklar gosterdikleri saptanmustir (75, 76, 77).

Diyetin yag iceriginin degistirilmesi farelerde de davranis gelisimi ve
performansi etkilemistir. Ayrica farelerin yiiksek CDYA iceren diyetle ve ya 6zel
olarak n-3 zengin diyetlerle beslendikleri bazi ¢aligmalarda labirentte 6grenmenin ve
konum anlamanin daha iyi oldugu, kas fonksiyonlar1 ve ndromiiskiiler
koordinasyonda ise kiiclik farkliliklar gerceklestigi belirtilmektedir (78, 79, 80). n-3
yag asitleriyle n-6 yag asitlerinin ayr1 ayri etkilerini arastirmak i¢in diizenlenen bir
calismada fareler ii¢ jenerasyon boyunca hem n-6 hem de n-3 dan zengin bir diyetle
beslenmiglerdir (82). Diyetinde yliksek n-3 bulunan fareler yiiksek oranda n-6 ile
beslenenlere gore 0grenme ve parlaklik ayrimi islerinde anlamli derecede daha iyi
performans gostermislerdir. Ayrica diyetteki n-3 yetersizliginin negatif etkileri
farelerin son jenerasyonunda n-3’den zengin bir diyetle beslenmesiyle ortadan

kalkmistir. Bu sonuglarla esansiyel yag asitlerinin eksikliginin giderilmesiyle labirent
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performansi eksikliginin iistesinden gelinebilecegini one siirmiiglerdir. Siganlarin n-3
yag asitlerinden fakir diyetle beslendigi diger bir ¢alismada mekansal 6grenme ve
kavramsal kapasitenin gdstergesi olan bazi testlerde diisiik performans saptanmistir.
Bu sicanlar n-3 yag asitleriden zengin beslenen siganlar ile karsilagtirildiginda motor
aktivitelerinde artis saptanmistir (82, 83). Bu c¢alismanin sonuglar1 esansiyel yag
asitlerinin 6grenme iizerine etkili oldugu kadar motor aktivite iizerine de etkileri

oldugunu gostermektedir.

Yine, diyette yiiksek oranda n-6 yag asidi olan farelerin yiiksek n-3 diyetiyle
beslenen farelere oranla fiziksel olarak daha aktif olduklar1 ancak ayrimsal
O0grenmede daha az dogruluga ulasabildikleri saptanmistir (84). Jensen'in, 1996 da
yaptig1 bir ¢alismada yagli diyetle beslenen her iki grupta da kontrol grubuna gore
mekansal 6grenme testi daha iyi bulunmus, ama bu ¢alismada beyindeki uzun zincirli
CDYA seviyeleri ile 6grenme arasinda herhangi bir iliski kurulamamigtir (85). Yine
baska bir calismada beyindeki DHA miktari, n-3 ve n-6 yag asidi oran1 ve 6grenme
performansi1 arasinda direk bir iliski rapor edilmistir. Bu calismada n -3 yag
asidinden zengin diyet grubunda ratlarin serebral korteks ve hipokampusunda n-3 ve
n-6 iligkisi artmis, bu oran labirent 6grenme testlerinde hata sayisi ile uyumlu

bulunmustur (86).

Moriguchi ve arkadaslariin yaptigi bir calismada benzer bulgular frontal
kortekste n-6’nin n-3’e orani i¢in de rapor edilmistir. Frontal kortekste DHA ytizdesi
ve maze Ogrenme performanst n-3 yag asidinden eksik veya yetersiz bir diyetle
iligkili bulunmustur (87). 1996 da yapilan baska bir ¢alismada n-3’den zengin bir
diyet beyin DHA yiizdesini artirmistir (88).

Suzuki ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada uzun zincirli CDY A’lerinin
diisiik oldugu palm yag diyetiyle beslenmeyle karsilastirildiginda siganlar n-3’ten
zengin sardalya yagiyla beslendiginde sicanlarin beyin sapinda DHA seviyeleri
yiikselmis, sinaptik plazmanin mikrovizkositesi daha diisik bulunmus ve si¢an

testleri daha hizli bulunmustur (89).

Bir baska caligmada beslenme diyetlerindeki n-3 ve n-6’daki degisim
kollikulus superior ve inferiorda 5-Hidroksiindolasetikasit ve dopamin seviyelerin
etkilemigtir (91). Bu bolgeler isitme ve goOrme integrasyon iglemlerini ve

norotransmitter metabolizmasini etkilemektedir.
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Yoshida ve arkadaslarinin yapti§i bir ¢alismada n-3’dan diisiik bir diyet
sonrast test performansi diismiis ve sinaptik vezikiil dansitesinde %30 azalma
gorlilmiistiir Dansite degisikligi goriilmesinin ardindan test performansinin

etkilendigi bulunmustur. (92).

Bu calismalarda uzun zincirli CDYA’lerinin diyetle alimi ile uzun zincirli
CDYA’lerinin beyindekimiktarlariin direkt iligskili oldugu goriilmiistiir. Ancak
yapilan ¢aligmalarda bizim ¢calismamizdan farkli olarak diyet siireleri genelde 2 ay ya

da daha uzun tutulmus, diyetteki oranlar da daha yiiksek belirlenmistir.

Hipokampustaki sinaptik vezikiillerin turnover orant 6grenme performansini
etkileyen onemli bir faktordiir. Diyet lipitleri myelin gelisiminde 6nemli bir rol
oynayabilir (93). Bebeklerin beyin gelisimindeki myelinizasyonda 06zellikle
zeytinyaginin dnemi vurgulanmaktadir. Bu sebeple DYA yoniinden zengin olan
besinlerin tiiketilmesi onemlidir. Ciinkii n-3 yag asitlerinin viicutta biyokimyasal ve
fizyolojik aktivitelerde 6nemli gorevler iistlendigi artik kesin olarak tespit edilmistir.
Bu yag asitleri insan viicudunda beyin, goz, testis ve plasenta da bol bulunmaktadir.
Gozlerin uygun sekilde ¢aligmasina ve beynin fonksiyonlarini eksiksiz olarak yerine
getirmesine yardimci  olmaktadir. Ayrica bu yag asitleri kandaki yag
konsantrasyonunu da  diizenlemektedir. Zeytinyaginin  serum lipitlerinde

kardiyovaskiiler rsik faktorlerini azaltici yonde degisiklik yaptigi bilinmektedir.

En cok DYA ylizdesi hipokampusta mevcuttur. Diyetteki yag oranlariyla
beynin herhangi bir bolimiiniin DYA yiizdesinin degismedigi daha onceki
caligmalarda da belirtilmistir. Carrié ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada 2 ay
boyunca verilen n-3’den fakir ve zengin diyetlerle kontrol grubu arasinda ne
hipokampus ne de beynin diger bolgelerindeki DYA yiizdesi agisindan fark
saptanmistir (7). Burada n-3’den zengin diyetteki DYA orani en yiiksek olmasina
ragmen DY A ylizdeleri hipokampus ya da diger noral yapilara yansimamistir. Bizim
calismamizda ise diyetler 4 hafta verilmis, hipokampus DYA oranlar1t MY grubu
hari¢ diger diyet gruplarinda kontrole nazaran anlamh diizeyde degismistir. DYA,
AY ve TY grubunda artarken (p<0,01) BY ve ZY grubunda ise azalmaistir (»p<0,05
ve p<0,01). Siire nisbeten kisa olmasina ragmen ayg¢i¢cek yaginin %29 ve tereyaginin

%46 civarinda olan DYA oranlar1 bu degisimde etkili olmus olabilir. Balik yag1 ve
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zeytinyagindaki DY A diisiikliigii de hipokampusa yansimistir. Bu son bulgunun ilgili
literatiirle tezatligi ¢alismamizda kullanilan sigan cinsinin farkliligi, standart yemdeki
total yag oraninin (<%#4) ¢ok diisiik olmasi, hatta yemdeki yag yaninda diger besin
Ogelerinin de katkisinin olabilecegini akla getirmektedir. Zira kontrol yemlerinde

genellikle yag ylizdesi 4-7 arasinda degismektedir.

Beynin degisik bolgelerinde TDYA oranlar1 da degismektedir. En yogun
bulundugu yerler pons-medulla, orta beyin ve cerebellumdur. Bu anlamh farka en
biiyiik katki oleik asitten kaynaklanmaktadir. Diyetteki oleik asitin de eriskinlerde
noral yapilara yansimadigi bazi yayinlarda rapor edilmektedir (7). Bunu yaninda n-9
yag asitleri, 6zellikle oleik asit, beyinde birikmekte; sinir sistemi olusumunun en
aktif oldugu erken postnatal donemde miyelin yapisinda yer almaktadir. Anne
stitiinde bulunan oleik asit seviyesi, diger biitlin yag asitlerinden yiiksek olup siitteki
toplam yag asiti seviyesinin 1/3'line esittir. Bu nedenle, bebek beslenmesinde
kullanilan mamalarin igerikleri anne siitiiniin 6zelliklerine en yakin hale getirilmeye
caligiimaktadir. Ornegin, anne siitiiniin yag asiti igeriginin %95,0'i ticari formiilalarda
ic sebze yaginin (hindistan cevizi, soya ve aycicek yagi) bilesimi ile elde edilmeye

calisilmaktadir.

“Lorenzo’nun Yag1” olarak gecen igerigi TDYA (Oleik asit [C18:1] ve
Erukik asit [C22:1]) olan diyetin ¢ok uzun zincirli yag asitleri olan Lignoserik asit
(C24:0) ve Hekzakozanoik asit (C26:0)’in serumdaki yliksek seviyelerini diistirdiigii
bilinmektedir. Bu yag asitlerinin birikimi ndrodejeneratif hastaliklar olusumunda rol
oynamaktadir. Fakat bu oranlarin beyne nasil yansidigi ile ilgili insan ¢aligsmasi

mevcut degildir.

Bir calismada 6-21 aylik diyete tabi tutulan siganlarda kullanilan kontrol
diyette trans-yag asidi bulunmamasina karsin deney diyetlerine %0,7 oraninda
konmus, ek olarak 3. diyet Linolenik asit¢e zenginlestirilmistir. Bu ¢alismada beynin
diger bolgelerine nazaran frontal korteks ve hipokampusdaki DYA ve total TDYA

kompozisyonu etkilenmemistir (93).

Bizim ¢aligmamizda TDY A oranlar1 kontrole nazaran AY ve MY grubu harig
diger 3 grupta anlamli derecede artmistir (p<0,01). Bundaki en fazla katki
muhtemelen oleik asite aittir. Clinkii oleik asit yiizdeleri bu gruplarda TDYA ile
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benzer sekilde degisim gostermistir. Oleik asit oranlart en diisik AY grubunda
gozlemlenmistir. En yliksek seviyeler ise enteresan bir sekilde TY grubunda
saptanmustir. Tereyagindaki oleik asit orani1 (%31 civarinda) zeytinyagindakinden
(yaklasik %78) cok daha diisiik olmasma ragmen bu diisiikliiglin hipokampusa
yansimas1 beklenirdi. Tam aksi bir sonucun kullanilan tereyagi kompozisyonunun
margarine benzemesi sebebiyle tereyagindaki %25 olan biitirik asit katkisindandan
mi1, tereyagindaki analiz edilmeyen frans-oleik asit varligindan mi, ya da
zeytinyaginda eser (%0-1) miktarda da olsa olmasi gereken Linolenik asit

seviyesinin saptanamayacak kadar diisiik olmasindan mi1 kaynakladigi mec¢huldiir.

Hipokampus diyetteki a-Linolenik asit eksikligine frontal korteksten daha
duyarsizdir (93, 94). Oyle ki, diyete bu yag asitinin eklenmesiyle frontal korteksteki
yiizdesi artirilabilmektedir. Bu fenomen hipokampusta gecerli degildir. Bu bilgiyle
birlikte yorum acisindan faydali olabilecek bir bulgu calismamizda kullanilan
zeytinyagindaki linoleik asit seviyesinin normalden diisiik saptanmis olmasidir (%6
civart). Bu ikisi esansiyel yag asidi oldugundan zeytinyagindaki eksikligi etkili
olmus olabilir. Tereyagindaki linolenik asit miktar1 0’dir ama linoleik asit %11
civarinda tesbit edilmistir. Bunun yaninda diyette oldugu zaman ndéral dokulara
yansidigi iyi bilinen ve calismamiza dahil olmayan trans-yag asitlerinden dolay1
tereyagindaki bilinmeyen katkinin da etkisi diisiiniilebilir. Yani tereyagindaki trans-
LnA ve trans-LA esansiyel etkisini gosteriyor olabilir. Benzer bir sonu¢ BY
grubunda da saptanmistir. Balikyagindaki esansiyel yag asitlerinin %5 diizeyinde
olmas1 bunu desteklemektedir. Yine de diyetteki oleik asidin beyne esansiyellerden
gelecek olan metabolik katkidan daha direkt etkiyle niifuz edecegi mantiklh
goriinmektedir. Ileriki ¢alismalarda frontal korteksle hipokampusun karsilastiriimasi

da faydali goriinmektedir.

CDYA yiizdelerine bakildiginda TY grubunda hem kontrole hem de AY
grubuna gore anlamli (p<0,01) diisiis olmasina ragmen DHA oranlar1 tiim gruplarda
degisim gostermistir. Kullanilan tereyaginda DHA, AA, EPA ya da diger cis-CDYA
ailesine ait yag asidi tesbit edilmemistir. Istatistiksel anlamli farkin buradan
kaynaklandig1 ongoriilse bile benzer yag asidi kompozisyonunun margarinde de
bulunmasi fakat genel CDYA ylizdesinin bu diyette degismemesi baska faktorler

olabilecegini akla getirmektedir. Tereyagindaki muhtemel trans-yag asitlerinin
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varhig1r trans-CDYA bulunma ihtimalini artirmamaktadir, zira hidrojenasyon
esnasinda cis- ya da trans- formlar neredeyse esit oranda hidrojenlenecegi ig¢in
analizde cis-formlar da goriilmeliydi. Bu sebeple yine metabolik bir etkiyle
tereyagindaki muhtemel katki olan biitirik asit ya da DY A’deki yiizde farkliliklar1 ya
da linoleik asit oraninin (%]11,75) margarinden hayli diisikk olmasi (%23,33)
esansiyel olmasi cihetiyle de faktor olarak diisiiniilebilir. Zira diyetteki yagin %0,5-1

kadarinin Linolenik asit olmas1t DHA ve EPA i¢in sarttir (5, 11).

[lk defa Caldwell and Churchill (1966) esansiyel yag asitlerinin olmadig1
diyetin biligsel kaybi Onledigi ve oksidatif strese bagli hippokampal lezyonlar
engelledigi saptanmistir (10). Diyette DHA olmasi beyin fonksiyonlari i¢in énemli
goriinmektedir. Calismamizda DHA bir sekilde kontrole nazaran tiim gruplarda
anlamli diisme gostermistir. Kalori kisitlanmasi1 hipokampusta AA ya da DHA
oranlarint degistirmemektedir. Yine de normalde beklenen, kontrol yeminde zaten
diisiik olan yag oranindan dolayr DHA’nin goreceli olarak artmasi iken tiim
gruplarda diismesi yagca zengin beslenmenin siganlarda kisa siirede hipokampus yag

asit yiizdesinde olumsuz etki yaptig1 yoniinde sonuca gotiirmektedir.

Bunun yaninda diyette normalden fazla oranda AA olmasi hipokampus
DHA’sinm1 azaltmaktadir. EPA i¢in de ayni seyler sOylenebilir. Fakat burada balik
yagt (%2,50) hari¢ diger diyetlerdeki AA oranlarinin kontrol yemine nazaran
(%5,48) tesbit etme siirinin altinda olmasi, EPA’nin da sadece balik yaginda olmasi

bu ihtimalden uzaklastirmaktadir.

Noral yapilardaki, ozellikle hipokampustaki fosfolipitlerde AA ve DHA
yiiksek diizeyde doymamislik icerdiklerinden dolay1 oksidasyona ¢ok duyarlidirlar.
Hayvanlara her giin oral gavajla 2 mL kadar yag: stres altinda uygulanmis olmasi
beyinde bir sekilde oksidatif stresin yaganabilecegini akla getirmektedir. Bu sebeple
CDYA ve DHA kompozisyonu degismis olabilir.

En ilgin¢ sonuglardan biri de BY grubunda DHA’nin azalmasidir. Literatiire
bakildiginda bir aydan daha uzun silirede direkt DHA ya da balik yagi verilmesi
sicanlarda DHA seviyelerini artirmaktadir (124). Bizim ¢alismamizda DHA ’nin tam
aksine diismesi farkli faktorleri akla getirmektedir. Dahasi n-3 ile zengin beslenen rat

frontal kortekslerindeki n-3 diizeylerini artirirken n-6 seviyelerini diisiirmektedir.
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Bizim ¢alismamizda hipokampusta yliksek diizeyde EPA miktar1 saptanamamis
olmas1 bu bilgiye destek saglamamaktadir, zira kontrol hipokampuslarinda da EPA
piklerinin goriilememis olmast metodla ilgili gelistirmelere ihtiya¢ oldugunu

distindiirmektedir.

Diyetteki trans-yag asitlerinin fazla miktarda bulunmasi hipokampus DHA
ylzdelerini degistirmektedir. Bu o6zellikle 6 ay gibi uzun siireli diyetlerde
saptanmigtir (93). Bu bulgu bizim ¢alisgmamizla da uyumludur. Benzer degisiklikler
korteks icin de gecerlidir (93).

Carrie ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada n-3 CDYA’ce fakir diyet
hipokampusta EPA seviyelerini yiikseltmis, DHA seviyelerini diistirmiistiir. Ama bu
azalma beynin diger bolgelerinde daha bariz olmustur (7). Hatta calisilan tiim noral
dokular arasinda EPA yiikselmesi ve DHA azalmasi arasinda korelasyon da

bulunamamustir.

Literatiirde DHA diyetli hayvan ¢alismalar1 ¢oktur. Fakat sonuglar oldukca
degiskendir, zira hem tiirler hem de yoOntemler arasinda farkliliklar mevcuttur.
Sicanlar ve diger hayvanlar insan besinsel defekt modellemeleri i¢in ¢ok uygun
degildir (5). Primatlar bu hususta insana daha yakin bir yapida oldugundan daha iyi

sonuclar verecektir.

CDYA’lerinin beynin fonksiyonlar1 iizerindeki etkilerinden birinin de
ndrotransmiterler lizerine olan etkileri oldugu diisiiniilmektedir. n-3 uzun zincirli yag
asitleri in vitro ve in vivo olarak dopaminerjik, serotoninerjik, noradrenerjik ve
GABAerjik norotransmisyonu degisik diizeylerde etkiler (94). n-3 CDYA eksikligi
hipokampusta kolinerjik nérotransmisyonu degistirirken yiiksek diizeydeki NMDA
tetikli norotoksisiteye karst DHA Onbeyin kolinerjik néron rezistansini destekler.
DHA K', Ca™ ve Na' gibi iyon kanallar1 ile etkilesime girerek néronlarin
uyarilabilmesi ve membranin elektriksel karakteristigini degistirebilir. Yine tiim
bilinenlere ragmen yag asitleriyle iyon kanallar1 arasindaki etkilesim tam olarak

¢Oziilmemistir.

1996°da yapilan bir ¢alismada ratlar n-3 yag asitlerinden eksik bir diyetle
beslendiklerinde frontal kortekste serotonin reseptor dansitesinin %18-46 arttigini,

dopaminerjik reseptorlerin  dansitesinin %10 azaldigini, endojen dopamin
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seviyelerinin de %40-70 distiiglinii gostermistir (94). AA seviyeleri dopamin ve
serotonin gibi norotransmitterlerin salimimini etkilerken, bazi norotransmitterlerin
saliimi ise AA doniisiimiinii etkilemektedir. Fernstrom bir makalesinde n-6/n-3 yag
asitlerinin oraninin ndronal bilginin transmisyonunda Onemi olabilecegini

gostermistir (95, 96).

NR2B ve AMPA reseptor subtiplerinden GluR2'nin beraber ikisinin de kaybi
sinerjik etki gosterebilir ve bu durum yaslanmis beyinde kognitif gerileme ve
sensorimotor disfonksiyona giden, plastisite kaybina sebep olabilir. Yash primatlarda
NR2B ve GIuR2 deki azalmalar gosterilmistir. Ogrenme ve hafizadaki muhtemel

rolii sebebiyle NR2B daha fazla ilginin odagi olmustur (96,97) .

LTP ve LTD aktiviteye bagimli sinaptik plastisitenin deneysel olarak
indiiklenen iki formudur. Hafiza ve 6grenmenin néronal temelini sinaptik kuvvetteki
plastisite degisikliklerinin olusturdugu diistiniilmektedir (98). LTP’de kisa siireli
yuksek frekansli aferent aktivite sinaptik iletinin kuvvetinde uzun siireli bir artisa
neden olmaktadir. LTD’de ise siirekli diisiik frekansh afferent aktivite sinaptik
kuvvette devamli bir azalmayla sonuglanmaktadir. NMDA reseptorleri, LTP ve LTD

gibi 6grenme bellek sinaptik mekanizmalarinda 6nemli bir role sahiptir. (99).

Diyette DHA, EPA ve ya AA ile 8 hafta boyunca zenginlestirilmesinin
ardindan yaglh fare dentat girusunda LTP’deki yagla ilintili bozulmalarin etkisinin
tersine ¢evrildigi goriilmiistiir. Bu diyetsel ilavenin LTP ve LTD'yi iyilestirmesinin
yaninda ayni zamanda membranin DHA ve AA'nin igerigini de artirdigi tespit
edilmistir (100-102). Bunun yaninda 6grenme i¢in optimum n-3/n-6 oraninin 1/4

oldugu ileri stiriilmiistiir (103).

NR2B ekspresyonu Alzheimer beyinlerinde anlamli dl¢lide azalmistir (136).
Alzheimerli transgenik fare modeliyle yapilan bir calismada diyetsel n-3 eksikliginin
NR2B de anlamli derecede kayba neden oldugu ve bu kaybin DHA zenginlestirilmis
diyet ile kismen tersine ¢evrilebildigi gosterilmistir (96, 97).

Yine sicanlarda yapilan bir ¢alismada yetigkin beyninde azalmis NR2B
tablosu diabet olusturulmus ratlarda da gosterilmistir. n -3 CDYA’nin NR2B alt
tinitesine etkisi yine olumlu ydnde olmustur (96,105). n-3 CDYA'min NR2B

tizerindeki etkisi muhtemelen degisik mekanizmalar yoluyla gerceklesmektedir.
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Mekanizmalardan biri gen transkripsiyonu kontrolii olabilir (106). Reseptér gen
yazilimindaki direkt etkisine ilave olarak ayrica glutamaterjik sinyalizasyonu

diizenleyebilir ya da NMDA kanal aktivitesini dogrudan artirabilir (104).

Nishikawa ve arkadaglar1 kortekste DHA’nin NMDA ile uyariya cevabi
arttirdigin1 rapor etmislerdir. Bu artisin ise DHA’nin NMDA reseptoriine direk

olarak baglanmasinin bir sonucu olabilecegini ileri siirmiislerdir ( 107).

Farkas ve arkadaslar1 2002°de deneysel bir beyin hipoperfiizyon modelinde n-
3 CDYA’ca zenginlestirilmis diyetlerin kronik olarak uygulanmasinin hipokampus
norotransmiter reseptorlerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, hipokampus
NMDA reseptor ekspresyonunun etkilenmedigini bildirmislerdir (108). Amamoto ve
arkadaslarinin calismasi da kronik DHA alimimnin NMDA cevabini etkilemedigi
yoniindedir (109).

Biz de ¢aligmamizda 4 hafta siiren diyetlerin sonunda AY grubunda kontrol
grubuna gore NR2A ve BY grubunda NR2B reseptor diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptadik (sirastyla p<0,05; p<0,05).

Hipokampus NMDA reseptdr ekspresyonunun n-3 CDYA diyetinden
etkilenmedigini bildiren ¢aligsmalar degisik faktorlerden etkilenmis olabilir (129). Bu
altbirimleri kontrol eden farkli diizenleyici mekanizmalar olabilir. Ayrica Western
Blot analizi i¢in kullanilan tampon postsinaptik yogunluga sikica baglanmis reseptor
alt lnitelerinin eksik ayrigtirilmasina sebep olmus olabilir. Gelecek ¢aligmalarda
spesifik reseptér havuzlarindaki degisiklikleri ve postsinaptik yogunluktaki
baglanmis reseptdr altbirimlerinin ekspresyonundaki degisiklikleri incelemek yararl
olacaktir. Bununla beraber, son yillarda NMDA reseptdr kompleksini olusturan
altbirimler konusunda yapilan, dokudan reseptor ayrimlastirilmasina dayanmayan bir
teknik olan NR2B reseptorlerinin immiinhistokimyasal boyama c¢aligmasiyla da
dogrulanmistir ki yaslilarda NR2B alt iinitesinde azalma olmaktadir. CDY A tedavisi
bu degisiklikleri bir miktar tersine g¢evirir (96). Bu tespit bizim ¢alismamizla da

uyumlu goziikmektedir.

Alzheimer hastaligindan etkilenmis beyinlerde NR2B ifadesi anlamli dlclide
azaldig1 bilinmektedir (110). Bir calismada Alzheimer hastalarinin 4/1 oranina sahip

zenginlestirilmis n-6 ve n-3 bilesigi ile tedavisi sonucu, duygu durumlari,
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kooperasyon istah uyku evdeki iyi hal ve kisa donem belleklerinde iyilesme
goriilmiistiir (111). Bu daha onceki 6grenme ile ilgiliolan 4/1 oraniyla uyumluluk
gostermektedir.  Optimum  glutamaterjik  sinyalizasyonun  korunmasi  ve
eksitotoksitenin sinirlandirilmast demansta Onemli tedavi prensipleridir. n-3
CDYA'nin iyi belirlenmis giivenilirligi ve tolerabilitesi bu bilesikleri yasla iligkili
norodejenerasyonun tedavisinde ilging terapotik ajanlar haline getirmistir.

Dolayisiyla optimum oranit muhafaza etmek i¢in n-3 tiiketimi artmalidir.

Sonug olarak; yukarida tartisilan degisik caligmalarda ileri yastaki ratlarda n-3
CDYA diyeti NR2B alt iinite azalmalarin1 gidermis ve fosfolipit ve yag asidi
profilindeki yasla iliskili degisiklikleri tersine ¢evirmistir. Daha ileri ¢alismalar EPA

ve DHA'nin bu etkilerdeki 6nemini ortaya koyacaktir.

Calismamizda giinliik hayatta tiiketilen aycicek yagi, zeytinyagi, balik,
tereyagt ve margarin igeren diyet tliketimi sonucunda siganlarda NMDA
reseptorlerinin NR2A ve NR2B altbirimlerinde kontrol grubuna goére anlamli
degisiklikler saptadik. Ozellikle NR2B reseptoriiniin hipokampusa bagimli mekansal
ve mekansal olmayan hafizalarin olugmasi igin gerekli oldugu ger¢eginden yola
cikarak balik yagindaki anlamli artigin literatiirleuyumlu oldugu, ek olarak NR2A

ekspresyon seviyelerinde de anlamli azalma oldugu dikkate sayandir.

Zeytinyagindaki E ve A vitaminlerinin NMDA reseptorlerindeki DHA
iceriginin korunmasi ya da artmasi lehine etki gosterebilecegi akla gelmektedir.
NO’nun 6grenme ve bellekte dnemli rol oynayan LTP ve LTD’ye neden oldugu
gosterilmistir. Glutamat, NMDA reseptorlerini aktive ederek 6grenme ve bellegin
temeli olan LTP’yi NO iireterek olusturur. Ancak glutamat reseptdrlerinin asiri
uyarilmast  sonucunda fazla miktarda olusturulan NO’nun ndrodejeneratif
hasarlanmalara neden oldugu ileri siirilmektedir. Antioksidanlar bu yolla da destek
veriyor olabilir. Bu baglamda tereyagindaki E vitamini rol alabilir. Yine
zeytinyagiyla ilgili olarak linoleik asitin metabolik yolla n-3 olusumuna destek
verebilecegi de disiiniilebilir. Ama ¢aligmada zeytinyagi ya da tereyagindan
beklenen NMDA reseptor ekspresyon artisi gozlenmemistir. Bunun gesitli sebepleri

olabilir. En Onemlisi si¢anlarin erigkin ve diyetin de 4 hafta gibi nispeten kisa
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olmasidir. Kullandigimiz tereyaginda varoldugunu tahmin ettigimiz trans-yag asitleri

de olumsuz etkilemis olabilir.

Oksidatif stresi azaltan yaklasimlar yaslanmada NMDA reseptorlerindeki
gerilemeyi diizeltmistir (112, 113). Bu da antioksidan seviyeler ve yeterli reseptor
yazilimi fonksiyonunun korunmasi arasinda bir baghilik gosterir. DHA ilavesi
antioksidan sistemleri ¢ogaltmis, beyin lipit peroksidasyonunu azaltmistir.(114). Bazi
calismalarda DHA, fosfatidilserin ve a-lipoik asit gibi antioksidanlarin verilmesi
yash kemirgenlerde NMDA reseptor agonist baglanimini anlamli bigimde arttirmis
ve yash farelerin diyetlerine vitamin C ve E ya da a-lipoik asit ilavesi LTP deki
yagsla ilintili bozulmalar tersine ¢evirmistir (115-118). Bu bulgular rafine olmayan
zeytinyagl lehinedir. Zira rafinerizasyon islemleri esnasinda antioksidan fenolik
maddeler kaybolmaktadir. E, C ve A vitamininin 6grenme iizerindeki etkilerini
arastiran ¢ok sayida caligma bulunmaktadir. Ancak, 6grenme bozulmadan yapilan
antioksidan vitamin uygulamasimin 6grenmeye olan etkisini arastiran az sayida
calisma yer almaktadir ve bu konu ile ilgili literatiir bilgilerinde 6zellikle yas gruplar
arasindaki fark acisindan bazi ¢eligkiler bulunmaktadir. Bu baglamda,
zeytinyagindaki antioksidan kapasite ve yag asiti igerigi acisindan giinliik zeytinyagi
tilketiminin artmasi durumunda 6grenmenin ne kadar etkilenecegi konusu ileriki

arastirmalara matuftur.

MDA lipid peroksidasyonunu gdstermesi acisindan oldukca hassas bir
belirtectir. Isatatistiksel olarak anlamli olmasa da hipokampus dokularindan elde
edilen MDA analizlerinde kontrole gore en diisiik seviyeler BY ve ZY grubundan
elde edilmistir. Yine BY grubunda AY, TY ve MY grubuna gére MDA seviyeleri
anlaml olarak azalma gostermistir (»p<0,05). Balik yag1 burada sadece zeytinyaginin
antioksidan etkilerine kars1 kendini gosterememistir. Bunun muhtemel bir sebebi
balik yagindaki n-3 ve n-6 CDYA’ya ragmen zeytinyagindaki yiiksek antioksidan

kapasite olabilir.

Yapilan bir ¢aligmada DHA verilen hayvanlarin beyinlerinde lipid peroksid
diizeylerinin azaldigin1 ve DHA’in lipid peroksidasyonuna karst olan koruyucu
etkisinin dokudan dokuya farklilik gosterdigini bildirilmistiir (119). Gamoh ve
arkadaslar ise kronik olarak DHA alan ratlarin hipokampuslarinda lipid peroksid



60

diizeylerinin azaldigin1 bulmuslar ve bu azalmanin mekansal 6grenme yeteneginin

artmasiyla iliskili oldugunu ileri stirmiislerdir (8).

Biz de bu calismalarla uyumlu olarak balik yagi ve zeytinyagi diyetinde
kontrol grubuna gore hipokampus MDA diizeylerinde anlamli olmayan bir azalma
saptadik. Buna ragmen tereyagi ve margarin diyetlerinde ise anlamli olmasa da MDA

seviyeleri artig gosterdi (p>0,05).
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OZET

Baz1 Yag Diyetlerinin Sican Hipokampus Dokusun Yag Asiti Kompozisyonu ve

NMDA Reseptor Altbirimleri Uzerine Etkisi

Bu calismada erkek Wistar-Albino cinsi eriskin siganlarin 4 hafta siiren gesitli
diyetler sonucu hipokampus yag asidi kompozisyonlari, NMDA reseptor NR2A ve
NR2B altbirimleri ve hipokampus lipit peroksidasyonu {iriinii diizeyleri {izerine olan
etkisi arastirildi. Sonug¢ olarak c¢esitli yag diyetlerinin 4 hafta sonunda sican
hipokampusunda DYA, TDYA ve CDYA oranlarint degistirdigi saptandi, NR2A
seviyelerinin aygi¢ek diyetiyle anlamli derecede azaldigi ve NR2B ekspresyonunun
da balik yagi diyetinden olumlu bir sekilde etkilenmis oldugu gozlendi. Ozellikle yag
asidi kompozisyonu ve antioksidan kapasite ac¢isindan diyetlerin hipokampusa
etkileri sonucu MDA diizeyleri degisim gosterdi. Bu diyetlerin daha uzun siire
kullaniminin 6zellikle hipokampusta hem NMDA reseptor regiilasyonu hem de lipid
peroksid diizeyleri iizerinde koruyucu etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Yag asidi
kompozisyon degisikligini daha net izleyebilmek icin uzun siireli ve kapsaml

metodlarla ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Aycicek yagi, zeytinyagi, balik yagi, tereyagi, margarin,
hipokampus, yag asidi kompozisyonu, NMDA, NR2A, NR2B,
lipit peroksidasyonu
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SUMMARY

The Effects of Some Fat Diets On Rat Fatty Acid Composition and Expression of
NMDA Receptors of Rat Hippocampus.

In this study, the effects of sunflower oil, olive oil, fish oil, butter and
margarine diets on rat fatty acid composition, expression of NR2A and NR2B
subunits of NMDA receptors, and a lipid peroxidation product of rat hippocampus
were investigated. It was concluded that different fat diets altered the saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acid compositions of the rat hippocampus
after 4 weaks of treatment. Secondly, it was determined that expression levels of
NR2A decreased significantly with the sunflower oil diet, and that fish oil affected
the expression of NR2B in a positive manner. MDA levels changed especially
according to the fatty acid composition and antioxidant capacity of some diets. It can
be assumed that usage of these diets could have some protective effects on the
NMDA receptor regulation and lipid peroxide levels especially in hippocampus.
Longer period studies with more detailed methods are needed to determine thorougly

the change in the fatty acid composition.

Key words: Sunflower oil, olive oil, fish oil, butter, margarine, hippocampus, fatty
acid composition, NMDA, NR2A, NR2B, lipid peroxidation
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